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[NiFe]-Hydrogenasen von Escherichia coli-

Funktionen der am Metalleinbau beteiligten

Proteine

Melanie Blokesch

» 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 fiir den Ein-
bau dieses NiFe(CN),CO-Zentrums
Hilfsproteine nétig sind, die durch die Ayp-
Gene (hypA-F) kodiert werden. Zusitzlich
bedarf es einer Endopeptidase sowie ATP,
G'TP und Carbamoylphosphat (CP), dessen
Carbamoylgruppe durch das Hilfsprotein
HypF auf das C-terminale Cystein des
HypE-Proteins iibertragen und daran ATP-
abhingig zum Cyanid dehydratisiert wird.
Bekannt war, dass das Hilfsprotein HypC ei-
nen Komplex mit dem Vorlidufer der groBen
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 groBe Unterein-
heit stattfinden; sie wurde durch die Cha-
rakterisierung gereinigter Hilfsproteine, ih-
rer Interaktionen und Beteiligung am CN-
Transfer angegangen.

In CP-defizienten E. co/i-Stimmen

kommt es zur Anhidufung eines Komplexes
zwischen den Hilfsproteinen HypC und
HypD!l. Die am HypE-Protein syntheti-
sierte CN-Gruppe kann auf gereinigte
HypCxHypD-Komplexe iibertragen werden

(Abb. 1B)2l. Keine Ubertragung erfolgte auf
HypC oder HypD alleine.

Ein terndrer Komplex aus den Proteinen
HypC, HypD und HypE wurde gereinigt?l.
Die HypE-Untereinheit dieses terniiren
Komplexes akzeptiert die von HypF iiber-
tragene Carbamoylgruppe und transferiert
sie auf den HypCxHypD-Subkomplex. Da-
raus kann die Existenz eines transient ge-
bildeten quaterniren Komplexes aus HypE,
HypE, HypC und HypD gefolgert werden
(Abb. 1A).

Gereinigtes Hilfsprotein HypD wurde
iiber EPR und Mgssbauer-Spektroskopie als
Fe-S-Protein charakterisiert, das ein uniib-
lich koordiniertes, redox-aktives [4Fe-4S]
Zentrum trigt!?. Da nur aus anaerob gezo-
genen Zellen isolierter HypCxHypD-Kom-
plex die CN-Gruppe akzeptiert, wird ange-
nommen dass das [4Fe-4S] Zentrum
Elektronen fiir die CN-Koordination be-
reitstellt.

Unser aus 7z vivo-Versuchen zum "Trans-
fer der CN-Gruppe abgeleitetes Modell pos-
tuliert, dass die Fe(CN),CO-Gruppe am
HypCxHypD-Komplex vorsynthetisiert und
auf den Vorldufer der groBen Untereinheit
iibertragen wird (A4b. 1A).

Das orthologe Proteinpaar HybF/HypA
wurde als Zn-Protein charakterisiert, das Ni-
ckel bindet und in die groe Untereinheit
zusammen mit HypB einbaut und damit den
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Abb. 1: Arbeitsmodell und Autoradiographie zur Ubertragung der Cyanidgruppe. (A) Geriistkomplex
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 iibertragen und dort zum Cyanid dehydratisiert (I). Es folgt der Transfer der Cyanid-Gruppe
auf den HypCxHypD-Subkomplex (II), wobei das komplette Fe(CN),CO-Zentrum an diesem Komplex
vorsynthetisiert und anschlieBend auf den Vorldufer der groBen Untereinheit der Hydrogenase iiber-
tragen wird (Ill). Der Kubus im HypD-Protein stellt das [4Fe-4S]-Zentrum dar. (B) Autoradiographie der
in vitro-Markierung des HypE-Proteins durch HypF, [*C]-CP und ATP (Spur 1). Nach Zugabe des
HypCxHypD-Komplexes (Spur 2) verschwindet die Radioaktivitit von HypE und wird am HypCxHypD-

Komplex detektierbar.
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Was war Ihr schonstes Erlebnis wahrend der Dok-
torarbeit?

Melanie Blokesch: Am lustigsten waren unsere
.Paper-Sekt“-Feiern, am schonsten war die Erleich-
terung nach dem Rigorosum.

Wann hditten sie am liebsten alles hingeschmissen?
Nach jedem hundersten Western Blot, aber ernst-
haft kam das nie in Frage.

Was werden Sie mit dem Preisgeld unternehmen?
Mir einen langersehnten Traum erfiillen: die Teil-
nahme an einem Verhaltenskurs tiber Haie geleitet
von Dr. Erich Ritter.

Wie ertrdumen Sie sich ihr Leben in zehn Jahren?
C4-Professorin in Deutschland/Schweiz, 20 Dokto-
randen, die fiir mich arbeiten, und selbst beim Tau-
chen auf den Galapagosinseln.

Welche Tipp haben Sie fiir kiinftige Promotions-
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Ende gut, alles gut. (std)

Vorldufer fiir die terminale proteolytische
Reifung bereitet!3!,
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