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B Viele Mikroorganismen nutzen moleku-
laren Wasserstoff (H,) als wertvolle Energie-
quelle, aber auch als einen Weg zur Entsor-
gung iiberschiissiger Reduktionskraft. Die
reversible Spaltung von H, in Protonen und
Elektronen katalysieren Hydrogenasen. Die
Mehrzahl dieser Metalloenzyme ist hochst
0,-sensitiv und wird schon in Gegenwart von
Spuren an O, umgehend inaktiviert.

Die Knallgasbakterien [1] haben die Fahig-
keit entwickelt, H, selbst in Gegenwart atmo-
sphérischer 0,-Konzentrationen zu nutzen.
Dieser aerobe H,-Metabolismus erfordert
strukturell und katalytisch angepasste Hydro-
genasen. Ein Modellorganismus fiir das
Wachstum auf H,, CO, und O, ist Ralstonia
eutropha H16. In diesem B-Proteobakterium
kommt eine periplasmatisch lokalisierte
membrangebundene Ni-Fe-Hydrogenase
(MBH) vor, die besonders O,-tolerant ist und
dadurch den chemolithotrophen Lebensstil
seines Wirts antreiben kann. Dabei werden
die Elektronen aus der H,-Oxidation am Ni-Fe-
Zentrum in der groBen Hydrogenase-Unter-
einheit tiber eine Kette von drei unterschied-
lichen FeS-Zentren in der kleinen Hydroge-
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nase-Untereinheit an ein b-Typ-Cytochrom
weitergeleitet und von diesem in den Chi-
nonpool und damit in die Atmungskette
(Abb. 1A). Sauerstoff dient schlieBlich als ter-
minaler Elektronenakzeptor, womit die MBH
zum Aufbau der protonenmotorischen Kraft
beitragt.

Das Verstdandnis robuster O,-toleranter
Hydrogenasen ist von besonderem Interesse
fiir deren potenziellen biotechnologischen
Einsatz. Die O,-Toleranz der MBH héngt zu
einem groBen Teil von einem einzigartigen
[4Fe3S]-Zentrum ab, das durch sechs Cystein-
reste koordiniert wird (Abb. 1B) und redox-
abhingig strukturelle Veranderungen durch-
lauft [2]. Die ungewohnlichen Redoxeigen-
schaften dieses erst kiirzlich in der Kristall-
struktur der MBH entdeckten neuen Kofak-
tors [3] ermoglichen die Speicherung von
gleich zwei Elektronen. Dadurch wird eine
elektronenreiche Umgebung fiir das kataly-
tische Zentrum geschaffen, die dessen schnel-
le Reaktivierung beim Angriff von O, ermog-
licht. Der Sauerstoff wird dabei vermutlich
direkt zu unschadlichem Wasser reduziert,
ohne dass sich reaktive Sauerstoffspezies bil-
den konnen [4]. Demzufolge hat die MBH
neben einer Hydrogenase-Aktivitit auch eine

geringe Oxidase-Ak-
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die Biosynthese der MBH. Diese beinhaltet
die Assemblierung und den Einbau der
Metallkofaktoren in die Apoproteine sowie
die anschlieBende Membrantranslokation des
reifen Holoenzyms. Der Reifungsprozess der
MBH ist im Vergleich zu demjenigen O,-sen-
sitiver Hydrogenasen besonders komplex [5].
Neben den pleiotropen hyp-Genen, die fiir die
Synthese aller Ni-Fe-Hydrogenasen notwen-
dig sind, enthélt der MBH-Gencluster auch
MBH-spezifische akzessorische Gene (hox-
LOQRTYV). Wir konnten zeigen, dass die Pro-
dukte dieser Gene Vorstufen der groen und
kleinen MBH-Untereinheit in unterschied-
lichen Stadien des Reifungsprozesses vor O,
schiitzen [2, 5]. |
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%5 Cys120 <« Abb. 1: Die Ni-Fe-Hydrogenase (MBH) aus Ralstonia eutropha H16. A,
Funktionelles Modell. Der vorausgesagte Pfad fiir H, und O, durch den
Gaskanal ist als blauer Pfeil, der von Wassermolekiilen als roter Pfeil und
der Elektronentransferweg liber die FeS-Zentren als schwarzer Pfeil ange-
deutet. B, Redoxabhéngige strukturelle Verdanderungen des [4Fe3S]-Zen-
trums. Zwei zusétzliche in O,-toleranten MBHs hochkonservierte Cystein-



