
61

[NiFe]-Hydrogenasen von Escherichia coli:

Funktionen der am Metalleinbau beteiligten

Proteine
Melanie Blokesch

(Abb. 1B)[2]. Keine Übertragung erfolgte auf
HypC oder HypD alleine.

Ein ternärer Komplex aus den Proteinen
HypC, HypD und HypE wurde gereinigt[2].
Die HypE-Untereinheit dieses ternären
Komplexes akzeptiert die von HypF über-
tragene Carbamoylgruppe und transferiert
sie auf den HypC×HypD-Subkomplex. Da-
raus kann die Existenz eines transient ge-
bildeten quaternären Komplexes aus HypF,
HypE, HypC und HypD gefolgert werden
(Abb. 1A).

Gereinigtes Hilfsprotein HypD wurde
über EPR und Mössbauer-Spektroskopie als
Fe-S-Protein charakterisiert, das ein unüb-
lich koordiniertes, redox-aktives [4Fe-4S]
Zentrum trägt[2]. Da nur aus anaerob gezo-
genen Zellen isolierter HypC×HypD-Kom-
plex die CN-Gruppe akzeptiert, wird ange-
nommen dass das [4Fe-4S] Zentrum
Elektronen für die CN-Koordination be-
reitstellt.

Unser aus in vivo-Versuchen zum Trans-
fer der CN-Gruppe abgeleitetes Modell pos-
tuliert, dass die Fe(CN)2CO-Gruppe am
HypC×HypD-Komplex vorsynthetisiert und
auf den Vorläufer der großen Untereinheit
übertragen wird (Abb. 1A).

Das orthologe Proteinpaar HybF/HypA
wurde als Zn-Protein charakterisiert, das Ni-
ckel bindet und in die große Untereinheit
zusammen mit HypB einbaut und damit den

� Das aktive Zentrum der [NiFe]-Hydro-
genasen besteht aus den namengebenden
Metallen Nickel und Eisen, wobei letzteres
als Nicht-Protein-Ligand zwei Cyanide
(CN) und ein Kohlenmonoxid (CO) besitzt.
Vorarbeiten haben gezeigt, dass für den Ein-
bau dieses NiFe(CN)2CO-Zentrums
Hilfsproteine nötig sind, die durch die hyp-
Gene (hypA-F) kodiert werden. Zusätzlich
bedarf es einer Endopeptidase sowie ATP,
GTP und Carbamoylphosphat (CP), dessen
Carbamoylgruppe durch das Hilfsprotein
HypF auf das C-terminale Cystein des
HypE-Proteins übertragen und daran ATP-
abhängig zum Cyanid dehydratisiert wird.
Bekannt war, dass das Hilfsprotein HypC ei-
nen Komplex mit dem Vorläufer der großen
Untereinheit der Hydrogenase eingeht. Im
Mittelpunkt der Dissertation stand die Fra-
gestellung, auf welchem Weg die Koordi-
nierung des Fe durch das Cyanid und der
Einbau der Metalle in die große Unterein-
heit stattfinden; sie wurde durch die Cha-
rakterisierung gereinigter Hilfsproteine, ih-
rer Interaktionen und Beteiligung am CN-
Transfer angegangen.

In CP-defizienten E. coli-Stämmen
kommt es zur Anhäufung eines Komplexes
zwischen den Hilfsproteinen HypC und
HypD[1]. Die am HypE-Protein syntheti-
sierte CN-Gruppe kann auf gereinigte
HypC×HypD-Komplexe übertragen werden

Vorläufer für die terminale proteolytische
Reifung bereitet[3].
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Abb. 1: Arbeitsmodell und Autoradiographie zur Übertragung der Cyanidgruppe. (A) Gerüstkomplex
aus den Proteinen HypC, HypD, HypE und HypF zur Ligandensynthese; die Carbamoylgruppe von
Carbamoylphosphat (CP) wird durch das Hilfsprotein HypF auf das C-terminale Cystein des HypE-
Proteins übertragen und dort zum Cyanid dehydratisiert (I). Es folgt der Transfer der Cyanid-Gruppe
auf den HypC×HypD-Subkomplex (II), wobei das komplette Fe(CN)2CO-Zentrum an diesem Komplex
vorsynthetisiert und anschließend auf den Vorläufer der großen Untereinheit der Hydrogenase über-
tragen wird (III). Der Kubus im HypD-Protein stellt das [4Fe-4S]-Zentrum dar. (B) Autoradiographie der
in vitro-Markierung des HypE-Proteins durch HypF, [14C]-CP und ATP (Spur 1). Nach Zugabe des
HypC×HypD-Komplexes (Spur 2) verschwindet die Radioaktivität von HypE und wird am HypC×HypD-
Komplex detektierbar.
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