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Acetogenic bacteria are a specialized group of strictly anaerobic bacte-
ria producing acetate from hydrogen and carbon dioxide in the ancient
Wood-Ljungdahl pathway (WLP). We have shown that enzymatic deco-
rated nanowires accompanied by redox-induced conformational
changes as occurring in a novel bifurcation mechanism are key adap-
tations for this kind of extreme lifestyle. Explored by the development
of redox-controlled cryoEM, this new understanding may lead to new
approaches in biotechnology and synthetic biology able to combat
current challenges such as human induced climate change.
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B Die Verringerung des aktuell hohen
atmosphérischen CO,-Gehalts auf ein vor-
industrielles Niveau ist eine der dringends-
ten Herausforderungen fiir die Menschheit.
Angesichts des AusmaBes der Auswirkun-
gen des hohen CO,-Gehalts auf globale Oko-
systeme und damit verbundenen soziooko-
nomischen Folgen sind innovative Losungen
sowohl auf chemischer als auch auf biologi-
scher Ebene dringend erforderlich. Eine viel-
versprechende biologische Losung ist der
Einsatz des Kohlenstoffrecyclings mittels
acetogener Bakterien. Diese Mikroorganis-
men konnen CO, in groBen Industrieanlagen
fixieren, produzieren Biokraftstoffe und
recycelte Kohlenstoffverbindungen und ent-
fernen so CO, aus der Atmosphére. Der Stoff-
wechsel mitsamt seinen enzymatischen

» Abb. 1: Kopplung von Atmung und Acetatbildung aus Wasserstoff und
Kohlendioxid in Acetobacterium woodii. Die Reduktionsaquivalente fiir die
CO,-Fixierung im Wood-Ljungdahl-Stoffwechselweg werden von einer

Reaktionen ist jedoch noch immer ein groBes
Rétsel und steht daher im Zentrum unserer
Forschung.

Wood-Ljungdahl: vermutlich altester
Stoffwechselweg des Lebens

Acetogene Bakterien sind eine Gruppe strikt
anaerober Bakterien, die phylogenetisch
nicht miteinander
verwandt sind. Sie
zeichnen sich durch
speziellen
Stoffwechselweg 2
aus, den Wood-
Ljungdahl-Weg
(WLP). In diesem
Prozess werden zwei
Molekiile Kohlendi-

einen

H,-oxidierenden, elektronenbifurkierenden Hydrogenase (HydABC) bereit-

gestellt, die Ferredoxin und NAD* reduziert. Uberschiissiges reduziertes
Ferrodoxin wird durch den Rnf-Komplex oxidiert, NAD* reduziert und zeit-

-—
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gleich ein Na*-Gradient aufgebaut. Dieser Gradient treibt die ATP-Synthese

liber eine Na*-abhangige ATP-Synthase an. Insgesamt kdnnen pro produ-
ziertem Acetat 0,3 ATP aus H, + CO, gebildet werden.
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oxid (CO,) reduziert und zu einem Molekiil
Acetyl-CoA kondensiert. Dieses Produkt ist
die metabolische Drehscheibe des grundsatz-
lichen Anabolismus in der Zelle, da es die
Vorstufe aller zelluldren Komponenten in
Acetogenen ist. Umgekehrt ist Acetyl-CoA
auch das wichtigste Zwischenprodukt im
Katabolismus, wo es liber Acetylphosphat zu
Acetat umgewandelt wird, was die einzige
ATP-erzeugende Reaktion der CO,-Reduktion
darstellt. Aufgrund der Aktivierung von For-
miat als Zwischenprodukt im WLP wird ATP
verbraucht, was einen Netto-ATP-Gewinn
von Null bedeutet [1].

Der Zweck dieses Prozesses kann daher
nur darin bestehen, die CO,-Fixierung als
Elektronensenke fiir die Zellatmung der
Bakterien zu nutzen (Abb. 1). Die Atmung
dieser Bakterien ist konzeptionell einfach
und beruht lediglich auf der Verwendung
von molekularem Wasserstoff als Reduk-
tionsmittel. Eine Elektron-bifukierende
Hydrogenase oxidiert diesen und bildet
gleichzeitig ein reduziertes Pyridinnukleotid
(NADH/NADPH) und ein niedrigpotenzielles
Ferredoxin. Der Schliissel fiir die Energie-
erhaltung in Acetogenen, die mit H,+CO,
wachsen, ist der Uberschuss an reduziertem
Ferredoxin aus der H,-Oxidation, das wie-
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A Abb. 2: Elektronenfluss in der elektronenbifurkierenden Hydrogenase. Durch Modulation der
NAD(P)*-Bindungsaffinitat durch die Reduktion eines nahe gelegenen Eisen-Schwefel-Clusters
schaltet HydABC zwischen exergonischer NAD(P)*-Reduktion und endergonischer Fd-Reduktion
um. Die Ablésung des reduzierten NAD(P)H-Nukleotids |6st eine Konformationsénderung aus, die
anschlieBend den Elektronenweg mit niedrigem Potenzial ermdglicht.

derum durch membrangebundene Enzym-
komplexe, den Rnf-Komplex oder Ech-
Hydrogenasen reoxidiert wird. Diese
Enzyme konservieren Energie durch
Natriumionen- oder Protonen-Translokation,
was einen chemiosmotischen Gradienten
aufbaut, der typischerweise eine rotierende
ATP-Synthase antreibt und so das einzige
gewonnene und verwertbare ATP im Aceto-
geneseprozess erzeugt. Dabei werden
zusatzliche pyridine Nukleotide oder
H,-Molekiile gebildet, die anschlieBend im
Wood-Ljungdahl-Weg auf Acetat tibertragen
werden (Abb.1).

Die Zellen scheiden Acetat in groBen Men-
gen aus. Die Acetatbildung dient lediglich als
terminaler Elektronenakzeptor und stellt die
Alternative zum Sauerstoff dar, der in aero-
ben Organismen die Elektronen empfangt.
Diese direkte Verkniipfung von CO,-Fixie-
rung und Atmung ist einzigartig unter den
sieben bekannten CO,-fixierenden Stoff-
wechselwegen. Aus diesem Grund gilt der
WLP als vielleicht der élteste biochemische
Stoffwechselweg auf der Erde, denn er steht
am Anfang der Synthese von organischen
Verbindungen: von ,lebender Materie“ also,
die aus CO, und H, oder aus Kohlenmonoxid,
gasformigen Verbindungen, die bereits auf
der friihen Erde vorhanden waren, hervor-
geht. Die strukturelle und mechanistische
Basis einer Vielzahl der beteiligten Enzyme
war jedoch zum groBen Teil unbekannt. Die-
ses Ratsel haben wir begonnen, zusammen
mit einem Experten fiir Acetogene, Volker
Miiller von der Universitat Frankfurt, zu
losen.

Neuartiger Mechanismus fiir
mikrobielle Elektronenbifurkation

Eine elektronenbifurkierende Hydrogenase
ist das zentrale Enzym der Atmung bei
Acetogenen. Dieses bemerkenswerte Enzym
kann aus molekularem Wasserstoff
(=300 mV) ein Ferredoxin mit niedrigem
Potenzial (-500 mV) erzeugen, eine endergo-
ne Reaktion, die thermodynamisch eigentlich
gar nicht ,erlaubt® ware. Doch das Enzym
wendet einen Trick an: Es erzeugt parallel
zur endergonen Ferredoxin-Reduktion ein
NAD(P)H mit hoherem Potenzial, was eine
exergone Reaktion ist. Durch diese simultane
Kopplung kann das Enzym die thermodyna-
mische Barriere der Ferredoxin-Reaktion
iiberwinden. Dies ist besonders wichtig fiir
einen Stoffwechsel, der aufgrund seines
geringen Energiegehalts darauf angewiesen
ist, Ressourcen effizient zu nutzen und
dadurch ATP einzusparen.

In einer umfassenden interdisziplindren
Studie untersuchten wir diesen zentralen
metabolischen Komplex der Acetogenen und
fanden einen neuartigen Bifurkationsmecha-
nismus [1]. Demnach ermoglicht es die spe-
zielle FeS(Eisen-Schwefel)-Umgebung des
Ko-Faktors FMN (Flavinmononukleotid),
redoxzustandsabhdngig die Affinitdt fiir
NAD* zu steuern. Bedingt durch den Hydrid-
transfer und die anschlieBende Dissoziation
von NADH, einem exergonen Prozess, kommt
es zu einer signifikanten Konformationsan-
derung innerhalb einer Thioredoxin-ahnli-
chen Domine des Enzyms mit einem [2Fe-
2S]-Cluster. Durch die detaillierte Analyse
der Struktur bei verschiedenen Zustinden

entlang ihres funktionellen Zyklus stellten
wir fest, dass diese Doméane eine dhnliche
Funktion wie ein Kran hat, indem sie Elek-
tronen zwischen der Bindungsstelle des Fer-
redoxins und dem FMN-Ko-Faktor transpor-
tiert und so den Elektronentransfer kinetisch
steuert (Abb. 2). Erst dadurch wird der Pfad
fir den Elektronentransfer mit niedrigem
Potenzial moglich.

Dieser Mechanismus der Elektronenbifur-
kation unterscheidet sich grundlegend von
den klassischen flavinbasierten Enzymen,
wie sie gewohnlich in Mikroorganismen vor-
kommen. Er dhnelt eher dem Cytochrom-bc1-
Komplex (Komplex III) in den bakteriellen
und mitochondrialen Atmungsketten, der
den Q-Zyklus, auch eine Art der Elektronen-
bifurkation, durch die mobile Rieske-Doméne
katalysiert. Obwohl urspriinglich als einzig-
artig fiir diesen Komplex beschrieben, wur-
den inzwischen eine Reihe weiterer Schliis-
selenzyme des anaeroben Metabolismus
beschrieben, die die neuartige Form der
Bifurkation modular einsetzen [2, 3].

Interessanterweise sind sogar die Unter-
einheiten NuoE und NuoF des respiratori-
schen Komplexes I sehr eng mit diesen Pro-
teinen verwandt und stellen wahrscheinlich
deren evolutionare Nachkommen dar. Die
Erforschung des WLP-Stoffwechselwegs bie-
tet somit also eine einzigartige Moglichkeit,
die Historie dieser molekularen Maschinen,
die auch in eukaryotischen Zellen eine Rolle
spielen, besser zu verstehen. Auch beim
Menschen fiihren Fehlfunktionen in der
mitochondrialen Atmungskette nicht selten
zu schweren Erkrankungen.

Enzymatisch dekorierter Elektronen-
Nanodraht fiir rasche CO,-Fixierung

Das erste Enzym im ,,Methyl-Branch” vieler
Acetogenen ist die Wasserstoff-abhdngige
CO,-Reduktase (HDCR). Dieses Enzym ist das
einzige Enzym, das Wasserstoff direkt zur
Reduktion von CO, nutzen kann [4]. Dabei ist
es 10.000-mal effizienter als jeder chemische
Katalysator, und seine Reaktion ist unter
Standardbedingungen vollstandig umkehr-
bar. Diese absolut unerreichbaren katalyti-
schen Bedingungen machen es zu einem
Spitzenkandidaten fiir die biotechnologische
Forschung.

Um die molekulare Grundlage dieses
Enzyms zu verstehen, haben wir es gereinigt
und mithilfe der Kryo-Elektronenmikrosko-
pie untersucht [5]. Die Struktur enthiillt,
dass das Enzym ein Filament bildet, in dem
die enzymatischen Untereinheiten in einer
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dreieckigen Architektur angeordnet sind und
sich vom Kern des Filaments weg erstrecken
(Abb. 3). Der Kern des Filaments wiederum
besteht aus Polyferredoxin-Proteinen, die
vier [4Fe4S]-Cluster enthalten. Das Enzym
ist also ein enzymatisch dekorierter Elek-
tronendraht, was dessen herausragende
katalytischen Eigenschaften erklart. Je ldn-
ger das Filament ist, desto hoher ist seine
Aktivitat, da es die Fahigkeit besitzt, selbst
geringste Mengen an Wasserstoff umzuwan-
deln. Tatsachlich zeigen Untersuchungen der
Aktivitat von isolierten Filamenten mit nach-
folgenden gezielten Mutagenese-Experimen-
ten, dass lange Filamente die katalytische
Aktivitat des Enzyms maximieren.

Um das tatséchliche AusmaB der Filamente
in Acetogenen zu verstehen, betrachteten wir
sie direkt mit der Kryo-Elektronentomogra-
phie, um Einblicke in das ungestorte Innere
der Zellen zu bekommen. Tatsdchlich konn-
ten wir an der Spitze der Zellen riesige ring-
formige zellulare Strukturen beobachten, die
aus verflochtenen Filamenten und riesengro-
Ben ringformigen Filament-Superstrukturen
bestehen (Abb. 3). Wir vermuten, dass diese
Organisation eine Anpassung an extreme
Umweltbedingungen ist, um eine groBe Ober-
fliche mit sehr vielen untereinander ver-
kniipften Reaktionszentren fiir die Oxidation
von Wasserstoff zu gewéhrleisten. Dies stellt
sicher, dass stets ausreichend Elektronen vor-
handen sind, um das in die Zelle diffundieren-
de CO, in Form von Formiat einzufangen und
zu konzentrieren. Die HDCR ermoglicht also
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A Abb. 3: Visualisierung von HDCR-Filamenten durch die Verwendung von Kryo-Elektronenmikro-
skopie. Mithilfe der Kryo-Elektronentomographie (Kryo-ET) in Thermoanaerobacter kivui konnten
wir Blindel von HDCR-Filamenten (orange) beobachten, die an die Zellmembran (grau) gebunden
sind. Einzelpartikel-Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) der gereinigten HDCR-Filamente 6st
die Struktur auf 3,4 A auf. Durch Kombination der Strukturdaten von Kryo-EM und Kryo-ET kénnen
wir ein anatomisches Modell fiir die HDCR-Filamente ableiten, das zeigt, dass ein ,Nanodraht®,
bestehend aus Eisen-Schwefel-Clustern, die katalytischen Zentren der wasserstoffspaltenden
(HydA2) und kohlenstofffixierenden (FdhF) Enzyme verbindet.

einen acetogenen Kohlenstoff-Konzentrie-
rungsmechanismus, der notig ist, um am
ythermodynamischen Limit“ zu iiberleben.

Redox-kontrollierte Kryo-EM: Einblick
in anaeroben Metabolismus

Unsere groBen Fortschritte bei der Erfor-
schung des Acetogenese-Metabolismus sind
eng mit der Entwicklung der redoxkontrol-
lierten Kryo-EM-Probenpréaparation in unse-
rem Labor verbunden. Wir haben ein Vitrifi-
zierungssystem in einem Schutzgaszelt auf-

gebaut, das anaerobe Bedingungen gewahr-
leistet. Dadurch konnen wir nicht nur die
Strukturen von sauerstoffsensitiven Pro-
teinen bestimmen, sondern auch das Redox-
potenzial bis zum Zeitpunkt des Einfrierens
kontrollieren. Dies eroffnet uns die Moglich-
keit, den funktionellen Mechanismus von
Metalloproteinkomplexen genauer zu unter-
suchen und zu verstehen. So konnten wir
zeigen, inwiefern Metalloproteine und ihre
Dynamiken die entscheidenden Elemente
des acetogenen Metabolismus sind.

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer
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Allerdings halt der anaerobe Lebensstil mit-
samt seinen Metalloproteinen auch abseits
der Acetogenese noch viele Geheimnisse
bereit, die im Zentrum unserer weiteren For-
schung stehen. So versuchten wir, im Zusam-
menspiel aus grundlagenwissenschaftlichen
und synthetisch biologischen Ansatzen auch
zur Losung von gesellschaftlichen Problemen
wie dem menschgemachten Klimawandel
beizutragen.
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