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Zusammenfassung: In der Natur katalysieren [FeFe]-Hydrogenasen die Abgabe und
Aufnahme von molekularem Wasserstoff (Hz2) an einem einzigartigen Eisen-Schwefel-
Kofaktor. Das geringe elektrochemische Uberpotential in der Wasserstoffabgabe-
Reaktion macht die [FeFe]-Hydrogenasen zu einem hervorragenden Beispiel fur
effiziente  Biokatalyse. Gegenwartig sind die molekularen Details des
Wasserstoffumsatzes jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Daher adressieren wir
in dieser Untersuchung die initiale Reduktion des katalytischen Zentrums der [FeFe]-
Hydrogenasen mittels Infrarotspektroskopie und Elektrochemie und zeigen, dass der
reduzierte Zustand Hred” durch protonengekoppelten Elektronentransport gebildet
wird. Ladungskompensation bindet das Uberschissige Elektron am [4Fe-4S]-Zentrum
und fahrt zu einer Stabilisierung der konservativen Konfiguration des [FeFe]-Kofaktors.
Die Rolle von Hred” beim Wasserstofftumsatz und moégliche Auswirkungen auf den
katalytischen Mechanismus werden diskutiert. Es liegt nahe, dass die Regulation
elektronischer Eigenschaften in der Umgebung von metallischen Kofaktoren die
Grundlage fur Multielektronen-Prozesse bildet.
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Hydrogenasen sind Redoxenzyme, die Nickel- und Eisenionen fir den Umsatz von
molekularem Wasserstoff (H2) nutzen. Die anorganischen Kofaktoren der
Hydrogenasen stellt einen natirlichen Bauplan fur das Design artifizieller
Katalysatoren dar, die in Zukunft fir eine nachhaltige Wasserstoffproduktion
eingesetzt werden konnen.?-8! In [FeFe]-Hydrogenasen zum Beispiel wurde ein [6Fe-
6S]-Komplex als katalytisches Zentrum identifiziert.81 Dieser sogenannte ,H-
Cluster” besteht aus einem [4Fe-4S]-Zentrum, welches kovalent an einen [FeFe]-
Kofaktor gebunden ist (Abb. 1). Der Wasserstoffumsatz findet an dem distal zum [4Fe-
4S]-Zentrum lokalisierten Eisenion des bimetallischen Kofaktors statt (Fed).[*11 Eine
Aminodithiolatgruppe (adt) am [FeFe]-Kofaktor fungiert als Protonrelais in der
heterolytischen Oxidation von H2.[1213] Zusétzlich tragt der [FeFe]-Kofaktor zwei CN-

und bis zu vier CO-Liganden.

In der Literatur werden verschiedene Redoxzustidnde des H-Clusters beschrieben
(Tab. S1 und S2). Dazu gehort unter anderem der katalytisch-aktive, oxidierte Zustand
Hox, der sich durch einen ESR-aktiven [FeFe]-Kofaktor und ein oxidiertes [4Fe-4S]-
Zentrum auszeichnet.'* Hred und Hred” sind zwei unterschiedliche, einfachreduzierte
Zustdnde. Wahrend der H-cluster in Hred das Elektron am [FeFe]-Kofaktor tragt, liegt
in Hred” ein reduziertes [4Fe-4S]-Zentrum vor.[1>18 Weder Hred noch Hred” sind
ESR-aktiv.['819 Redoxzustande mit zwei zusatzlichen Elektronen sind Hsred und
Hhyd. Der sogenannte ,superreduzierte“ Zustand Hsred ahnelt Hred, tragt aber ein
weiteres Elektron am [4Fe-4S]-Zentrum.[*¥ Auch der hydridische Zustand Hhyd zeigt
ein reduziertes [4Fe-4S]-Zentrum. Trotzdem erlaubt der ,superoxidierte® [FeFe]-
Kofaktor mit einem terminalen Hydrid am Fed eine eindeutige Charakterisierung von
Hhyd.*-11 Im Gegensatz dazu konnte per Dichtefunktionaltheorie (DFT) gezeigt
werden, dass Hred und Hsred ein verbrickendes Hydrid am [FeFe]-Kofaktor

tragen.[?%21] Eine Diskussion der hier verwendeten Nomenklatur findet sich im Anhang.

Abbildung 1. Aktives Zentrum der oxidierten [FeFe]-Hydrogenase HYDAL.

Die aktuellen Fortschritte in der posttranslationalen Proteinmodifikation erlauben es,
[FeFe]-Hydrogenasen mit artifiziellem Kofaktoren zu erzeugen und die Redoxdynamik
im ansonsten unveranderten Enzym zu untersuchen.l??-24l |m Vergleich zum adt-

Kofaktor des nativen Enzyms HYDA12% ist die Hydrophobizitat der Dithiolatbriicke in



H-cluster-Variante HYDA1PY durch eine Methylenkopfgruppe signifikant erhoht (Abb.
1).1221 Mit Hilfe spektroelektrochemischer Studien wurde in HYDA1PY das Vorkommen
von Hox und Hred” gezeigt; Hred und Hsred hingegen sind nicht beobachtet
worden.['823 Das verfestigt die Annahme, dass die Bildung von Hred mit einer
Protonierung am [FeFe]-Kofaktor assoziiert ist.[*®! In HYDA12% und HYDA1PY konnten
wir jingst durch den Einsatz von pH- und Redoxtitrationen die Existenz der explizit
protonierten Spezies HoxH und Hred’'H demonstrieren. Die Korrelation
experimenteller und berechneter Frequenzen unterstiitzt die Annahme einer
Protonierung am [4Fe-4S]-Zentrum; interessanterweise nicht nur fir HoxH, sondern
auch fur den reduzierten Zustand, Hred".[*] Bislang fehlte jedoch ein eindeutiger,
experimenteller Beweis flr eine implizite Protonierung in der Bildung von Hred". In
dieser Studie verwenden wir Proteinfilmelektrochemie und Fourier-transformierte
Infrarotspektroskopie in verminderter Totalreflektion (Abb. S1), um den Einfluss des

pH-Werts auf das Ubergangspotential von Hox zu Hred” zu untersuchen.

Die Struktur des H-clusters lasst sich an Hand der charakteristischen
Infrarotabsorption der CO- und CN-Liganden untersuchen.[?>-281 Abbildung 2 zeigt das
Vibrationsprofil der eingestellten Spezies in Kofaktorvariante HYDA1PY bei
verschiedenen pH-Werten und ansteigend reduzierenden Potentialen. Bei -350 mV vs.
SHE befindet sich das Enzym hauptsachlich im oxidierten Zustand, Hox. Der
reduzierte Zustand Hred” dominiert unter leicht alkalischen Bedingungen ab
ca. -650 mV (pH 7.5). In einem sauren Milieu wurde die protonierte, oxidierte Spezies
HoxH bei -150 mV angereichert und Hred H erscheint bereits ab -450 mV (pH 5.5).
Da der verwendete Messaufbau einen direkten Elektronentransfer erméglicht, kann
der registrierte Strom als Mal3 fur die katalytische Aktivitat ausgewertet werden (Abb.
S1). Unsere Messungen mit HYDA1P® suggerieren kein Einsetzen von

Wasserstoffumsatz.

Abbildung 2. FTIR Spektroelektrochemie an Kofaktor-Variante HYDA1PY,

In einer aktuellen Arbeit konnten Sommer et al. zeigen, dass die Bildung von Hred in
nativem Enzym mit einer Protonierung des [FeFe]-Kofaktors einhergeht.!®]
Protonengekoppelter Elektronentransfer (PCET) am [4Fe-4S]-Zentrum wurde durch

unsere DFT-Berechnungen auch fiir die Bildung von Hred” favorisiert.['l Um die



berechneten Spektren experimentell zu bekréaftigen, haben wir die Redoxibergange
Hox — Hred” und HoxH — Hred'H bei verschiedenen pH-Werten bestimmt. Die
Abwesenheit des sekundaren Amids in der Dithiolatgruppe von HYDALPY verhindert
die Protonierung des [FeFe]-Kofaktors und eine Anreicherung von Hred und Hsred.
Das erlaubt eine direkte Analyse der Redoxchemie des [4Fe-4S]-Zentrums. Um die
Ubergangspotentiale zu identifizieren, wurde in Abbildung 3 die Anderung der
angereicherten Redoxspezies gegen das elektrochemische Potential aufgetragen
(Details in Abb. S2). Die elektrochemischen Kurven wurden gemald der Nernst-
Gleichung fur ein Elektron (n = 1 +£0.5) simuliert.[*>16.18] Djeser Ansatz erlaubte es, alle
elektronischen Ubergange in einem Proteinfilm nachzuvollziehen. Wahrend das
HoxH/ Hred"H Redoxpaar bei pH 5.5 deutlich dominierte, ist bei pH 7.5 die protonierte
Spezies nur noch zu einem kleinen Anteil vertreten. Mittlere pH-Werte (6.5) ergaben
eine Koexistenz von Hox/ Hred” und den explizit protonierten Spezies.

Abbildung 3. Anreicherung der Redoxzustande.

Abbildung 4. Pourbaix Diagramm.

Das Pourbaix-Diagramm in Abbildung 4 zeigt die Auswertung der Ubergangspotentiale
fir Hox — Hred” und HoxH — Hred"H von pH 5.5 bis 7.5 und -300 bis -450 mV
(kompletter Datensatz in Abb. S3). Allgemein gesprochen korreliert der Wechsel von
alkalischen zu sauren pH-Werten mit einem Redoxubergang bei weniger stark
negativen Potentialen. Eine lineare pH-Abhangigkeit der Potentialdaten mit 50 +3
mV/pH (Hox/ Hred) und 55 +3 mV/pH (HoxH/ Hred H) wurde festgestellt (R> = 0.98
und 0.96). Der Anstieg fur HoxH — Hred H zeigt eine signifikante Verschiebung von
ca. +50 mV gegeniuber Hox — Hred". Augenscheinlich hat die Protonierung am [4Fe-
4S]-Zentrum einen direkten Einfluss auf das Ubergangspotential der Hox Reduktion.
Die blaue Gerade in Abb. 4 liegt deutlich oberhalb des H*/H2 Referenzpotentiales
(gestrichelte Linie, rot), was die spontane Reduktion von HYDA1P%in Anwesenheit von
Hz erklaren kann!®l, obwohl die pdt-Variante katalytisch kaum aktiv ist.[?3] Der
Ubergang Hred"H — Hred” unter stark reduzierenden Bedingungen (E < -600 mV) ist
pH-unabhangig (Abb. S4).



Schlussfolgerungen

In der Vergangenheit konnten wir in nativem Hydrogenase-Enzym zwischen pH 10
und pH 7 eine beschleunigte Anreicherung von Hred” beobachten.['8! Fiir pH-Werte
kleiner 7 wurde die Analyse jedoch durch die bevorzugte Bildung von Hred limitiert.[*5]
Dieser Zusammenhang lie3 eine kompetitive Protonierung in der Bildung von Hred”
und Hred vermuten. Der Anstieg von 55 mV/pH in Abb. 4 belegt nun eindeutig, dass
die Reduktion des [4Fe-4S]-Zentrums in Abhangigkeit von einer Protonierungs-
Reaktion erfolgt. Wahrend der Hox/ Hred Ubergang mit der Bindung eines Protons am
[FeFe]-Kofaktor assoziiert ist!>2% so korreliert die Anreicherung von Hred” mit einer
Protonierung am [4Fe-4S]-Zentrum.[*8] Diese Schlussfolgerung wird entscheidend
unterstitzt durch DFT-Berechnungen, der Unabhéangigkeit der Hred” Anreicherung
vom Protonenttransfer Uber die adt-Gruppe, und die an dieser Stelle erstmals
prasentierten experimentellen Daten. Sowohl fir Hred als auch Hred” ist PCET der
entscheidende Prozess, ob Uberschissige Ladung am [4Fe-4S]-Zentrum (Hred") oder
am [FeFe]-Kofaktor (Hred) stabilisiert wird. Die PCET-Reaktivitdt eines
konventionellen Eisen-Schwefel-Zentrums wurde schon frither vermutet(?®3% konnte

hier jedoch das erste Mal fur ein biologisches System belegt werden.

Der verbriickende CO-Ligand (UCO) des oxidierten [FeFe]-Kofaktors ist in den
reduzierten Zustanden Hred und Hsred durch ein verbriickendes Hydrid (pH) ersetzt
(Abb. S5).20 Diese Geometrie ist aufgrund der Stabilitat von pH Metallkomplexen!!
schwerlich mit der hohen Wasserstoffumsatzrate der [FeFe]-Hydrogenasen vereinbar,
wenn man Hox als Grundzustand annimmt.[31-36] Erst kiirzlich haben wir daher HoxH
und Hred” als geschwindigkeitsbestimmendes Redoxpaar im katalytischen Kreislauf
vorgeschlagen.l'6371 Beide Spezies weisen eine konservative Struktur auf.
Diesbeziglich merkten Singleton et al. bereits 2008 an, dass die Stabilisierung der
HCO-Geometrie (,rotated structure®) von zentraler Bedeutung fiir den katalytischen
Mechanismus ist.?8 Um die pCO-Geometrie zu bewahren und einen effizienten
Wasserstoffumsatz zu begunstigen, durfte die Protonierung des [4Fe-4S]-Zentrums
zur Unterdrickung einer frihzeitigen Reduktion des [FeFe]-Kofaktors essentiell

erforderlich sein.



Auch Hhyd ist durch einen uCO-Liganden charakterisiert.>-11l Es ist eine reizvolle
Aufgabe, nun die Infrarot-Signatur von Hhyd per DFT-Berechnungen auszuwerten. In
diesem Fall wird eine ,Superoxidation® des [FeFe]-Kofaktors nur dann erzielt, wenn
das terminale Hydrid von einem Proton am reduzierten [4Fe-4S]-Zentrum begleitet
wird.[B"1 Es zeigt sich, dass die Protonierung des [4Fe-4S]-Zentrums nicht nur essentiell
fur die Beschreibung von Hred" ist, sondern auch in Hhyd nicht unterschlagen werden
darf.

Abbildung 5. Katalytischer Zyklus der Wasserstoffabgabe-Reaktion.

Wir denken, dass Hred und Hsred einen ineffizienten Wasserstoffumsatz bedingen,
da der Wechsel von der verbriickenden in die terminale Position am [FeFe]-Kofaktor
mit nur geringer Wahrscheinlichkeit stattfindet.[®*-36] Im Gegensatz dazu konstituieren
Hred” und Hhyd den voraussichtlich schnellen Wasserstoffumsatz (Abb. 5 und Abb.
S5), fur den [FeFe]-Hydrogenasen bekannt sind.l®”] Diese Spezies stabilisieren die
HCO-Geometrie des [FeFe]-Kofaktors durch PCET zum [4Fe-4S]-Zentrum. Auf dieser
Grundlage schlagen wir vor, dass artifizielle H-Clustermodelle neben dem
katalytischen Zentrum protonierbare, redox-aktive Liganden ausnutzen sollten.[
Camara und Rauchfuss haben Vergleichbares bereits publiziert.*?l Protonierbare
Redox-Liganden kénnen genutzt werden, um die Lokalisation von Ladungen zu
kontrollieren, die pCO-Geometrie des katalytischen Zentrums zu stabilisieren und so
den Wasserstoffumsatz zu erleichtern. Zusammenfassend suggerieren unsere
Beobachtungen, dass die Regulation der elektronischen Eigenschaften in der
Umgebung von metallischen Kofaktoren der Schlissel ist, multiple Redoxprozesse bei

gleichbleibend moderaten Ubergangspotential moglich zu machen.
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Schlagwaorter: Infrarot Spektroskopie + Elektrochemie < Protonengekoppelter

Elektronentransport « Wasserstoffumsatz « Katalyse

Beschriftung der Abbildungen

Abbildung 1. Aktives Zentrum der oxidierten [FeFe]-Hydrogenase HYDAL. Das [4Fe-
4S]-Zentrum und der [FeFe]-Kofaktor bilden den sog. H-cluster (pdb Koordinaten
4XDC). Die offene Bindestelle am distalen Eisenion (Fed, schwarzer Kreis) und die
Aminodithiolate-Gruppe sind essentiell fir den Wasserstoffumsatz. In der Kofaktor-
Variante pdt ist die NH-Kopfgruppe ist durch CH2 ersetzt. Reduktion des [FeFe]-
Kofaktors destabillisiert den verbriickenden CO-Liganden (uUCO). Die Protonierung des
[4Fe-4S]-Zentrums erfolgt aller Wahrscheinlichkeit nach an C417. Cystein 169 stellt

das primare Protonenrelais zwischen Kofaktor und Protein dar.

Abbildung 2. FTIR Spektroelektrochemie an Kofaktor-Variante HYDAZ1PY Der
Frequenzbereich der CO-Liganden von -150 bis -650 mV vs. SHE ist gezeigt (die CN-
Frequenzen sind Abb. S2 zu entnehmen). Der Elektrolytpuffer wurde mit 10 mM
Dithionit versetzt und auf pH 7.5 und pH 5.5 eingestellt. Unter oxidierenden
Bedingungen konnte Hox und HoxH angereichert werden, reduzierende Potentiale

fuhrten zu einer Anreicherung von Hred” und Hred H.

Abbildung 3. Anreicherung der Redoxzustande. Gezeigt sind die relativen
Anderungen der angereicherten Spezies (%) als Funktion von Zellpotential E (mV) und
pH-Wert. Die beobachteten Redoxzustande sind Hox (schwarz), HoxH (blau), Hred”
(rot) und Hred H (orange). Abbildung S3 zeigt das gesamte Set der untersuchten pH-
Werte.

Abbildung 4. Pourbaix Diagramm. Gezeigt sind die Ubergangspotential fir Hox —
Hred” (schwarz) und HoxH — Hred'H (blau) als Funktion des pH-Wertes. Die Werte
erlauben eine lineare Regression mit Steigungen von 55 5 mV/pH (schwarz) und 50
+3 mV/pH (blau). Der Abstand von ungefahr 50 mV hebt das HoxH — Hred'H
Ubergang tiber das H*/H2 Referenzpotential (rote Linie, 59 mV/pH). Die Fehlerbalken

reprasentieren die Qualitat der Kurvensimulation (nach Nernst mitn =1 = 0.5).



Abbildung 5. Katalytischer Zyklus der Wasserstoffabgabe-Reaktion. Die adt-Gruppe
ist nicht gezeigt, da wir davon ausgehen, dass es hier zu keinen
Protonierungsanderungen kommt. Von oben links: Hox wird durch einen PCET-
Prozess in Hred" Uberfuhrt. Das ,regulatorische” Proton (blau) bindet an eines der
Cysteine, die das [4Fe-4S]-Zentrum koordinieren, z.B. C417 (vgl. Abb. 1).
Protonierung und Reduktion des [FeFe]-Kofaktors fuihrt zu einer Anreicherung on
Hhyd; das ,katalytische® Proton (grin) besetzt die apikale Position an Fed. Nach
Aufnahme eines weiteren, katalytischen Protons wird H2 abgegeben und der oxidierte
Grundzustand wieder hergestellt, hier HoxH (oben rechts). Die Abgabe des
regulatorischen Protons regeneriert Hox. Es sei angemerkt, dass die Reduktion von
HoxH nach Hred” durch einfachen Elektronentransport energetisch sinnvoll erscheint;
experimentell bewiesen ist dieser Ubergang jedoch nicht und die Beteiligung von Hox
und/oder HoxH am katalytischen Zyklus bleibt Gegenstand der Interpretation. Im
unteren Drittel der Abbildung deuten gestrichelte Linien Ubergange an, die mit einer
Anderung der Kofaktor-Geometrie einhergehen. Die Redoxzustande Hred und Hsred
sind durch den reduzierten [FeFe]-Kofaktor (rot) und ein verbriickendes Hydrid (uH)

gekennzeichnet.
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