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Hydrogenasen katalysieren in einer einfachen, reversiblen
Reaktion die Bildung von molekularem Wasserstoff aus
Protonen und Elektronen. Basierend auf dem Metallgehalt
des aktiven Zentrums werden die Hydrogenasen in drei
Gruppen eingeteilt: [NiFe]-, [FeFe]- und [Fe]-Hydrogena-
sen.[1, 2] Hinsichtlich der Herstellung und Verwertung von H2

als erneuerbarer Energietr�ger sind Hydrogenasen von
großem biotechnologischem Interesse.[1, 3] Vor allem die
[FeFe]-Hydrogenase weist eine sehr effiziente Wasserstoff-
produktion auf, weshalb die genaue Analyse des katalyti-
schen Mechanismus dieser Hydrogenase von besonderem
Interesse f�r die Entwicklung k�nstlicher Systeme zur Was-
serstoffproduktion ist.[4, 5]

Das aktive Zentrum der [FeFe]-Hydrogenase wird als H-
Cluster bezeichnet (Abbildung 1) und besteht aus einem
Zwei-Eisen-Cluster [2Fe], der kovalent �ber eine Cystein-

br�cke an einen kubischen [4Fe4S]-Cluster gebunden ist.[1,6–8]

Im [2Fe]-Subcluster werden beide Eisenatome durch CO-
und CN-Liganden koordiniert, welche die Eisenatome auf
niedriger Oxidationsstufe und im Low-Spin-Zustand
halten.[8–11] Die beiden Eisenatome des [2Fe]-Subclusters sind
�ber eine Azadithiolatbr�cke (adt, (SCH2)2NH) miteinander
verbunden.[8, 12] Mit hoher Wahrscheinlichkeit stellt die freie
Koordinationsstelle am distalen Eisenatom (Fed) (relativ zum
[4Fe4S]-Cluster) die Bindestelle des H2 dar (Abbil-
dung 1).[1, 13] Außerdem wird angenommen, dass die adt-
Amingruppe, die perfekt zur freien Koordinationsstelle hin
ausgerichtet ist, am Protonentransfer zwischen der Enzym-
oberfl�che und dem aktivem Zentrum beteiligt ist.[8, 12]

Bisher sind zwei Redoxzust�nde identifiziert worden, von
denen eine direkte Beteiligung am katalytischen Zyklus an-
genommen wird: der aktive „oxidierte“ Zustand Hox, der
paramagnetisch ist und durch einen gemischtvalenten Zu-
stand im [2Fe]-Cluster (FeIFeII) charakterisiert ist, und der
aktive „reduzierte“ Zustand Hred, der eine (FeIFeI)-Konfigu-
ration annimmt.[1]

Beide aktiven Formen kçnnen durch Kohlenmonoxid
(CO) gehemmt werden, was zu dem oxidierten Zustand Hox-
CO f�hrt.[1, 6, 9] In diesem Zustand liegt der [4Fe4S]-Subcluster
in oxidierter Form (+ 2) vor und ist formal diamagnetisch
(S4Fe4S=0).[14, 15] Der Redox�bergang von Hox zu Hred erfolgt bei
einem Redoxpotential von �400 mV (pH 8.0) was am Bei-
spiel der [FeFe]-Hydrogenase von Desulfovibrio desulfuri-
cans (DdH) mittels FTIR-Spektroelektrochemie gezeigt
werden konnte.[11] In derselben Studie wurde ein nachfol-
gender irreversibler Reduktionsschritt bei Em =�540 mV
zum sogenannten „super-reduzierten Zustand“ Hsred nachge-
wiesen. Eine analoge Studie an der [FeFe]-Hydrogenase aus
Chlamydomonas reinhardtii (CrHydA1) best�tigt dieselben
Redox�berg�nge,[16] mit dem Unterschied, dass der Hsred-
Zustand f�r CrHydA1 bei einem deutlich positiveren Poten-
tial Em =�460 mV (pH 8.0) eingenommen wird und dieser
�bergang von Hred zu Hsred reversibel ist.[16] Die Redoxpo-
tentiale von Hred und Hsred in CrHydA1 liegen nahe an dem
des (isolierten) nativen Redoxpartners PetF (�400 mv bei
pH 7.0).[17] Außerdem wurde gezeigt, dass das Redoxpotential
von PetF durch Interaktion mit seinen Redoxpartnern wie
z. B. der Ferredoxin-NADP+-Reduktase (FNR) deutlich ge-
senkt wird.[18] Folglich kçnnte CrHydA1 Hsred einen stabilen
Zwischenzustand repr�sentieren, in dem das Enzym verwei-
len kann, �hnlich wie es f�r Hox und Hred der Fall ist. Es gibt
zwei Mçglichkeiten f�r die Verteilung der Elektronen im H-
Cluster im Hsred-Zustand: Entweder ist der [2Fe]-Subcluster
zu [Fe0FeI] reduziert oder der [4Fe4S]-Subcluster zu [4Fe4S]+.
�hnlich wie f�r Hox wird f�r Hsred ein paramagnetischer Zu-
stand (S = 1/2) angenommen.

In dieser Arbeit wird der Hsred-Zustand von CrHydA1
spektroskopisch mittels EPR- und FTIR-Techniken identifi-
ziert und im Detail charakterisiert. Um die mçgliche kataly-
tische Rolle des Hsred-Zustandes zu verifizieren, wurden
neben CrHydA1 auch die [FeFe]-Hydrogenasen DdH aus
Desulfovibrio desulfuricans und CaHydA aus Clostridium
acetobutylicum mittels Proteinfilmelektrochemie (PFE) un-
tersucht.

CrHydA1, das in C. acetobutylicum heterolog �berexpri-
miert wurde, wurde unterschiedlichen Reduktions- und
Oxidationsmitteln ausgesetzt. Abbildung 2 zeigt eine Aus-
wahl entsprechender FTIR- und FID-detektierter (Q-Band)
EPR-Spektren f�r jede Probe ausgehend von oxidativen bis
zu reduzierenden Bedingungen. Die charakteristischen IR-
Banden und g-Faktoren f�r die verschiedenen Zust�nde des
H-Clusters sind oberhalb der Spektren angegeben. Die FTIR-
Frequenzen wurden der Literatur entnommen[16] und sind in
Abbildung S1 der Hintergrundinformationen ausf�hrlich
dargestellt. Man kann eindeutig sehen, dass die mit Natri-
umdithionit (NaDT) im Elutionspuffer isolierte Proteinprobe
aus einer Mischung der Zust�nde Hox, Hred und Hsred besteht.
Wird eine solche Probe mit H2 begast oder mit zus�tzlichem

Abbildung 1. Struktur des aktiven Zentrums (H-Cluster) der [FeFe]-Hy-
drogenasen. Der Pfeil zeigt die freie Koordinationsstelle am distalen
Eisenatom (Fed) an.
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NaDT versetzt, so kommt es zu einer Verschiebung des
Gleichgewichtes in Richtung der reduzierten Spezies, w�h-
rend die Zugabe von Thionin die Bildung von oxidierten
Spezies zur Folge hat.[19]

Das EPR-Spektrum in Abbildung 2 zeigt eine deutliche
Zunahme im Bereich der niedrigeren g-Faktoren (2.076�
0.002, 1.943� 0.003, 1.868� 0.001) in den reduzierten Proben.
Die spektralen Parameter dieser Form �hneln den Signalen
von typischen reduzierten [4Fe4S]-Clustern.[20] Der Anteil
von Hox und Hox-CO in jedem EPR-Spektrum wurde eben-
falls mithilfe von Simulationen der Spektren ermittelt und ist
in Abbildung 2 gezeigt. Wie man deutlich anhand des Ver-
gleichs der EPR- und FTIR-Daten sehen kann, deckt sich der
Anstieg der [4Fe4S]-�hnlichen EPR-Signale mit dem Er-
scheinen der Hsred-Signale in den FTIR-Messungen. Daher
ordnen wir die EPR-Signale dem Hsred-Zustand zu, dem somit
eher eine [FeIFeI][4Fe4S]+-Konfiguration als eine [FeIFe0]-
[4Fe4S]2+-Konfiguration zugewiesen werden kann. Gem�ß
der FTIR- und EPR-Spektren enthalten die meisten Pr�pa-
rationen eine Mischung aus allen drei Zust�nden, Hox, Hred

und auch Hsred. Unsere Experimente zeigen, dass sogar
Proben, die �berwiegend im Hsred-Zustand vorliegen, mit
Thionin vollst�ndig oxidiert werden kçnnen. Alle Redoxzu-

st�nde scheinen somit miteinander im Gleichgewicht zu
stehen. Wichtig ist zudem, dass alle Proben, auch jene mit
einem hohen Anteil an Hsred, eine hohe Hydrogenaseaktivit�t
(ca. 560 nmol H2 pro Minute und mg Protein) zeigen, was den
Schluss zul�sst, dass es sich bei Hsred um einen aktiven Zu-
stand handelt.

Um die katalytische Aktivit�t des Enzyms in einem Po-
tentialbereich zu best�tigen, der niedrig genug ist, um eine
quantitative Bildung des Hsred-Zustandes zu induzieren,
wurden proteinfilmelektrochemische (PFE-)Untersuchungen
durchgef�hrt. Hierbei wurde CrHydA1 auf einer rotierenden
Kohlenstoffelektrode adsorbiert.[21] Zum Vergleich wurden
parallel entsprechende elektrochemische Untersuchungen
mit den Hydrogenasen DdH und CaHydA durchgef�hrt, die
jedoch im Gegensatz zu CrHyA1 kovalent an die (rotierende)
Elektrode gebunden wurden (Details im Methodenteil und in
den Hintergrundinformationen). Die Zyklovoltammogram-
me der drei untersuchten Enzyme (Abbildung 3, oben)
zeigen, dass die Aktivit�t der H+-Reduktion bei negativem
Potential ansteigt und dass zudem auch im sehr niedrigen
Potentialbereich keine Inaktivierung zu beobachten ist. Die
Dauer und Stabilit�t des katalytischen Stroms wurde mit
Chronoamperometrie verifiziert (Abbildung 3, unten). Bei

Abbildung 2. Links: FTIR-Spektren, normalisiert auf eine Enzymkonzentration von 500 mm, aufgenommen bei 100 K. Rechts: Normalisierte FID-
detektierte (Q-Band) EPR-Spektren, gemessen bei 10 K. Proben: A) 700 mm CrHydA1 und 1.5 mm Thionin; B) 700 mm CrHydA1; C) 700 mm

CrHydA1 und 12 mm Natriumdithionit (NaDT); D) 280 mm CrHydA1 mit 1 bar H2 begast. Alle Proben enthielten urspr�nglich 2 mm NaDT, um
einer Sch�digung des Proteins durch Sauerstoff vorzubeugen. Oberhalb der Spektren sind die Wellenzahlen bzw. g-Faktoren der FTIR- und EPR-
Signale s�mtlicher untersuchter Redoxzust�nde angegeben. Weitere Details zur Probenvorbereitung sind in den Hintergrundinformationen zu
finden.
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diesen Experimenten wird das Potential zun�chst bei einem
Referenzwert von �209 mV konstant gehalten, bei dem die
anaerobe Oxidation nicht dominiert und ein stabiler H2-
Oxidationsstrom messbar ist. Anschließend wurden nach-
einander f�r jeweils eine Stunde zwei negative Potentiale
(�960 und �760 mV) angelegt. W�hrend f�r DdH und
CaHydA ein anhaltender negativer katalytischer Strom an
beiden Potentialen gezeigt werden konnte, nimmt der Strom
f�r CrHydA1 ab, was auf eine Ablçsung des Proteinfilms
zur�ckgef�hrt wird, die vermutlich auf der vergleichsweise
schw�cheren nicht-kovalenten Enzymimmobilisierung
beruht. Wie oben gezeigt werden konnte, wird durch den
Einsatz von Reduktionsmitteln die Bildung von Hsred be-
g�nstigt. W�re dieser Zustand eine Sackgasse, so m�sste es zu
einer Hsred-Akkumulation kommen, was zu einer merklichen
Abnahme des katalytischen Stroms beim Anlegen von nied-
rigen Potentialen f�hren m�sste. Da dies eindeutig nicht der
Fall ist, sollte Hsred Teil des katalytischen Zyklus sein.

Der Hsred-Zustand scheint in [FeFe]-Hydrogenasen der
Gr�nalge stabiler zu sein als f�r DdH. Dies kçnnte mit dem
Fehlen der akzessorischen [4Fe4S]-Cluster (der sogenannten
„F-Cluster“) in den Gr�nalgenhydrogenasen zusammenh�n-
gen. Es ist mçglich, dass sich das Redoxpotential des Hsred/
Hred-�bergangs in Abh�ngigkeit von weiteren F-Clustern
�ndert, was durch den sogenannten Redox-Kooperativit�ts-
effekt zu begr�nden w�re, der �blicherweise in Systemen mit
mehreren Redoxzentren beobachtet wird.[22] In prokaryoti-
schen [FeFe]-Hydrogenasen tritt Hsred anscheinend nur als
transiente Spezies auf, da der kubische Teil w�hrend des
Reaktionszyklus direkt durch die FeS-Cluster reoxidiert wird,
was zum Hred-Zustand f�hrt. In diesen Enzymen stellt daher
der Hred-Zustand bei geringen Potentialen einen stabilen
Zwischenzustand dar, w�hrend in den kompakten Enzymen

der Gr�nalgen (die keine F-Cluster besitzen) Hsred als Ver-
weilzustand akkumuliert.

Im Weiteren soll auf die mçgliche Rolle des Hsred-Zu-
standes im katalytischen Ablauf eingegangen werden. Am H-
Cluster von CrHydA1 wird der Umsatz von zwei Protonen
und zwei Elektronen ohne akzessorische [4Fe4S]-Cluster
katalysiert. Der Zyklus der H2-Oxidation, der vermutlich von
Hox (als „Substrataufnahmezustand“) ausgeht, f�hrt nach
Produktabgabe zu einem Zustand, in dem zwei Elektronen
(Reduktions�quivalente) auf dem H-Cluster zur�ckbleiben.
Da eine stabile Fe0FeI-Konfiguration noch nie beobachtet
werden konnte, stellt der Hsred-Zustand den wahrscheinlichs-
ten Kandidaten f�r so einen Austrittszustand dar. Es ist somit
nicht �berraschend, dass besonders große Mengen an Hsred

unter H2-Atmosph�re in CrHydA1 gebildet werden, wenn
keine Redoxpartner (Elektronenakzeptoren) im Puffer vor-
handen sind. Hsred wird aber auch unter reduktiven Bedin-
gungen ohne H2 gebildet. In vitro kçnnen dabei hohe Turn-
over-Aktivit�ten (H2-Produktion) gemessen werden. Die hier
aufgef�hrten PFE-Experimente zeigen ebenfalls eine hohe
katalytische Aktivit�t bei negativen Potentialen, bei denen
Hsred nachgewiesen werden konnte. Es scheint daher sehr
wahrscheinlich, dass der Hsred-Zustand am katalytischen
Ablauf teilnimmt. Da die Struktur des H-Clusters in allen
[FeFe]-Hydrogenasen stark konserviert ist und das gleiche
Verhalten bei negativen Potentialen f�r CrHydA1, DdH und
CaHydA in den PFE-Experimenten gezeigt werden konnte,
liegt die Vermutung nahe, dass der katalytische Mechanismus
ebenso konserviert ist. Daher schlagen wir den Hsred-Zustand
als Ausgangsform f�r die Protonenreduktion im Reaktions-
zyklus aller [FeFe]-Hydrogenasen vor.

In Abbildung 4 ist der Reaktionszyklus unter Ber�ck-
sichtigung des Hsred-Zustandes dargestellt. Wenn auch einige

Abbildung 3. Von links nach rechts: Zyklovoltammogramm (oben) und chronoamperometrische Experimente (unten) von an eine pyrolytische
Graphitelektrode (PGE) adsorbierter CrHydA1 und kovalent gebundener DdH und CaHydA. Die senkrechten Markierungen und Buchstaben in den
Zyklovoltammogrammen geben die in den chronoamperometrischen Messungen verwendeten Potentiale an (a =�209 mV, b =�759 mV,
c =�959 mV). Die Experimente wurden bei pH 7.0 und 10 8C bei 1 bar H2 und einer Elektrodenrotationsgeschwindigkeit von 2500 rpm durchge-
f�hrt.
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Punkte immer noch spekulativ sind, wurden die meisten In-
termediate dieses Schemas bereits in fr�heren Arbeiten
postuliert; vor allem die Hydrid-Form von Hsred wurde schon
in der Literatur[10] diskutiert. Einige Fragen bleiben dennoch
offen: In unserem Reaktionsschema wird postuliert, dass Hsred

als aktive Form mit dem gebundenen Proton reagiert und ein
(terminales) Hydrid bildet, das wiederum mit dem Proton am
adt-Amin reagiert und umgehend molekularen Wasserstoff
bildet. Es ist unklar, zu welchem Zeitpunkt das Proton, das
zum Hydrid umgesetzt wird, am H-Cluster bindet. Interes-
santerweise sind alle protonierten oder nicht protonierten
Varianten der Hsred-Form, die sich aus DFT-Rechnungen er-
geben, durch einen reduzierten [4Fe4S]-Cluster charakteri-
siert.[23] Laut dieser DFT-Ergebnisse lçst erst die zweite
Protonierung (innerhalb der adt-Br�cke) den Elektronen-
transfer vom [4Fe4S]H-Cluster zum [2Fe]-Subcluster aus und
somit die Bildung des Hydrids am [2Fe]-Subcluster mit ge-
mischtem Valenzzustand.[24, 25] Wie jedoch das erste Proton am
H-Cluster im reduzierten Zustand (Hred und/oder Hsred) sta-
bilisiert wird, ist immer noch unklar. Experimentelle Beweise
f�r die Existenz von Hydriden in Hsred und/oder Hred sowie
detaillierte QM-Rechnungen zum Reaktionsmechanismus
inklusive der Rolle des kubischen Subclusters kçnnten zur
Kl�rung dieser Fragen beisteuern.

Zusammenfassend konnte hier durch die Kombination
von elektrochemischen, FTIR- und EPR-Messungen an
CrHydA1 der super-reduzierte Zustand Hsred als parama-
gnetisch und katalytisch aktiv identifiziert werden. Daher
schlagen wir vor, dass Hsred als Intermediat in der Katalyse
von allen [FeFe]-Hydrogenasen auftritt, der aber nur in den
Algenenzymen als stabiler Verweilzustand („resting state“)
existiert. In den bakteriellen Enzymen wird Hsred umgehend
zu Hred reoxidiert, was auf die zus�tzlichen FeS-Cluster in
diesen Proteinen zur�ckzuf�hren sein kçnnte. Der Reakti-

onszyklus der prokaryotischen und eukaryotischen Enzyme
w�re somit identisch, aber aufgrund der An- oder Abwesen-
heit weiterer F-Cluster sind verschiedene Verweilzust�nde
bei niedrigen Potentialen stabil.

Hsred als Baustein des katalytischen Zyklus zu postulieren,
ist naheliegend, da es die heterolytische Spaltung von an Hox

gebundenem H2 ohne die Hilfe eines weiteren Elektronen-
transfers ermçglicht.[10] Außerdem w�rde dies erkl�ren,
warum der kubische Subcluster einen essentiellen Teil des
aktiven Zentrums von [FeFe]-Hydrogenasen darstellt, w�h-
rend so ein redoxaktiver „Ligand“ in [NiFe]-Hydrogenasen
nicht notwendig ist.

Experimentelles
CrHydA1 wurde, wie bereits beschrieben, aus Clostridium acetobu-
tylicum �berexprimiert und aufgereinigt.[26, 27] Alle Schritte der Pro-
benherstellung inklusive der Behandlung mit Thionin und die Bega-
sung mit H2 wurden unter strikt anaeroben Bedingungen in einem
Anaerobzelt (Stickstoffatmosph�re mit 1.5–2% H2) durchgef�hrt.
Die FTIR-Messungen wurden an einem BRUKER IFS 66 v/s FTIR-
Spektrometer mit einem Bruker-MCT-Detektor durchgef�hrt. F�r
die Aufnahme der Q-Band-EPR-Spektren wurde die FID-detektierte
EPR mit einem 1 ms Mikrowellenpuls verwendet. Alle Pulsexperi-
mente wurden an einem Bruker ELEXSYS E580 Q-band-Spektro-
meter mit einer SuperQ-FT-Mikrowellenbr�cke und einem selbst-
gebauten Resonator durchgef�hrt.[28] Die Ergebnisse der Protein-
filmelektrochemie (PFE) wurden ebenfalls in einem Anaerobzelt
(MBraun) unter Verwendung eines gasdichten, rotierenden Aufbaus
mit drei Elektroden erzielt. Die Experimente wurden von einem
VersaStat-4-Potentiostat (Princeton Applied Research) angesteuert.
Detailliertere experimentelle Vorgehensweisen sind in den Hinter-
grundinformationen zu finden.
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