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In vielen Mikroorganismen stellen [NiFe]-Hydrogenasen
Schl�sselenzyme des Wasserstoff-Metabolismus dar, da sie
molekularen Wasserstoff reversibel mithilfe ihres Heterodi-
metallzentrums oxidieren kçnnen. Die freiwerdenden Elek-
tronen werden in der Regel �ber drei Eisen-Schwefel-Cluster
zum physiologischen Redoxpartner �bertragen.[1, 2] Das aktive
Zentrum beherbergt zwei Metallionen, Nickel und Eisen,
welche �ber zwei Cysteinyl-Thiolate verbr�ckt sind. Zwei
weitere Cysteinate sind ausschließlich am Nickel gebunden,
wohingegen das Eisenion von einem CO- und zwei CN�-Li-
ganden koordiniert wird.[3] Verschiedene Redoxzust�nde des
Dimetallzentrums unterscheiden sich prim�r im Oxidations-
zustand des Nickels sowie in der Art des Liganden in der
dritten verbr�ckenden Position zwischen Nickel und Eisen,
welche als Spaltungsstelle f�r das Wasserstoff-Molek�l
dient.[4, 5]

Die Aufkl�rung grundlegender Prozesse der mikrobiellen
Energieumwandlung ist entscheidend, um biotechnologische
Anwendungen zur Nutzung von Wasserstoff als sauberer
Energietr�ger voranzutreiben.[6] In diesem Zusammenhang
ist ein umfassendes Verst�ndnis des katalytischen Zyklus der
Hydrogenasen und damit eine strukturelle Charakterisierung
des aktiven Zentrums sowie der beteiligten Intermediate
notwendig. Elektronenspinresonanz(EPR)- und Infra-
rot(IR)-Spektroskopie sind etablierte Techniken zur Unter-
suchung der Redoxzust�nde des katalytischen Zyklus.[4,5]

Jedoch weisen beide Methoden intrinsische Einschr�nkungen
auf: Die EPR-Spektroskopie ist auf die Untersuchung para-
magnetischer Ni-Zust�nde beschr�nkt, sodass Informationen

�ber das Eisenion im aktiven Zentrums (FeII, S = 0) weitge-
hend unzug�nglich sind. Mit IR-Spektroskopie sind die
Streckschwingungen der zweiatomigen Liganden am Eisen
und somit alle Zust�nde des aktiven Zentrum detektierbar.
Somit kçnnen �nderungen der Elektronendichteverteilung
des Dimetallkomplexes verfolgt werden, die jedoch keine
direkten Einblicke in die Struktur des [NiFe]-Zentrums
geben. Unter diesen Gesichtspunkten kçnnte die Resonanz-
Raman(RR)-Spektroskopie als komplement�re Methode
dienen, da sie �ber Metall-assoziierte Schwingungsmoden
direkt und selektiv Informationen zu strukturellen und elek-
tronischen Eigenschaften des [NiFe]-Zentrums liefert.[7]

Im Rahmen eines kombinierten experimentellen und
theoretischen Ansatzes demonstrieren wir hier erstmals die
Eignung der RR-Spektroskopie zur Analyse der Struktur des
aktiven Zentrums einer [NiFe]-Hydrogenase. Angesichts der
Verf�gbarkeit einer Kristallstruktur sowie fr�herer IR- und
EPR-Untersuchungen wurde die sauerstofftolerante mem-
brangebundene Hydrogenase (MBH) aus Ralstonia eutropha
H16 (Re) als Modellsystem gew�hlt.[8, 9]

Die RR-Spektren der H2-reduzierten MBH, die mit einer
Anregungswellenl�nge von 458 nm und bei einer Temperatur
von 79 K gemessen wurden, weisen deutliche Schwingungs-
banden zwischen 400 und 650 cm�1 auf (Abbildung 1A,
schwarze Linie). Vergleichbare Signale werden im Spektrum
des oxidierten, unbehandelten Enzyms nicht beobachtet. Die
besagten Banden im Spektrum des reduzierten Enzyms liegen
in einem f�r Fe-CO/CN-Streck- und Biegeschwingungen ty-
pischen Bereich,[10] wie es auch f�r Hydrogenase-Modell-
komplexe beobachtet wurde.[11–13] Anteile von Eisen-Schwe-
fel-Cluster-Moden kçnnen hierbei ausgeschlossen werden, da
diese einerseits bei niedrigeren Frequenzen zu finden sind
und andererseits, entsprechend der Resonanzverst�rkung
�ber die S!Fe-Charge-Transfer-�berg�nge, vornehmlich in
der oxidierten Form des Enzyms detektiert werden.[14] Unter
Nutzung einer mit theoretischen Methoden verfeinerten
Kristallstruktur[2,15] kçnnen diese Schlussfolgerungen eben-
falls durch Raman-Spektren gest�tzt werden, die f�r das
aktive Zentrum der MBH mithilfe eines kombinierten
quantenmechanischen/molek�lmechanischen (QM/MM)
Modells berechnet wurden (Details zu den Rechnungen,
siehe SI5). Um den unterschiedlichen Grad der Resonanz-
verst�rkung durch einen Metall-Ligand-Charge-Transfer-
�bergang im berechneten Spektrum wiederzugeben, wurden
die Intensit�ten der einzelnen Moden entsprechend des Bei-
trags der Fe-CO-Koordinaten zur potentiellen Energie (po-
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tential energy distribution, PED) angen�hert. Die so be-
rechneten Spektren verschiedener Redoxzust�nde des akti-
ven Zentrums zeigen alle deutliche Banden zwischen 400 und
650 cm�1, also im Bereich der experimentell beobachteten
RR-Signale (siehe Abbildung 1). Die ausgepr�gten 13C-Iso-
topieverschiebungen aller Hauptbanden im RR-Spektrum

(Abbildung 1A, rote Linie) werden
ebenfalls durch die QM/MM-Rechnun-
gen wiedergegeben (Abbildung 1B–D,
rote Linien). Damit wird sowohl die
Bandenzuordnung als auch die Annah-
me best�tigt, dass ein Fe!CO-Charge-
Transfer die Grundlage der Resonanz-
verst�rkung ist. Des Weiteren werden
experimentell beobachtete 15N-Isotopie-
verschiebungen um 1 cm�1 ebenfalls
durch die Rechnungen wiedergegeben
(Tabelle 1). Basierend auf diesen Er-
gebnissen kçnnen die Banden im RR-
Spektrum eindeutig Streck- und Biege-
schwingungen der {Fe(CO)(CN�)2}-Ein-
heit zugewiesen werden. Dies best�tigt
die vorl�ufige Zuordnung einer k�rzlich
verçffentlichten Studie basierend auf der
Kernresonanz-Schwingungsspektrosko-
pie (nuclear resonance vibrational spec-
troscopy, NRVS).[16]

Wie f�r viele andere Hydrogenasen
kann auch f�r die H2-reduzierte MBH
eine Mischung aus verschiedenen kata-
lytisch aktiven Redoxzust�nden IR-
spektroskopisch nachgewiesen
werden:[17] Der paramagnetische Nia-C-
Zustand (NiIII, S = 1/2) tr�gt ein Hydrid
in der dritten verbr�ckenden Position

zwischen den beiden Metallionen[18] und gilt somit als
Schl�sselintermediat des katalytischen Zyklus der [NiFe]-
Hydrogenasen. Dieses Hydrid verbleibt vermutlich auch im
vollst�ndig reduzierten Nia-SR-Zustand,[4] der jedoch nicht
EPR-aktiv ist (NiII, S = 0). F�r dieses Intermediat werden bis
zu drei Subspezies beobachtet, die sich mutmaßlich im Pro-

Abbildung 1. Linke Seite: A) Experimentelle RR-Spektren der H2-reduzierten MBH, aufgenom-
men mit einer Anregungswellenl�nge von 458 nm. Berechnete Raman-Spektren des [NiFe]-Zen-
trums f�r B) Ni-L, C) Nia-C und D) Nia-SR. Schwarze und rote Linien entsprechen jeweils den
Spektren der nichtmarkierten bzw. 13C-markierten Spezies. Die mit einem Stern versehenen
Banden enthalten Anteile zweier dicht beieinander liegender Normalmoden (Tabelle 1). Die ent-
sprechenden Isotopieverschiebungen beziehen sich auf die Maxima der resultierenden Banden.
Rechte Seite: Strukturmodelle des aktiven Zentrums im Ni-L- (B), Nia-C- (C) und Nia-SR-Zu-
stand (D).

Tabelle 1: Experimentelle Frequenzen und Isotopenverschiebungen der Normalmoden des aktiven Zentrums der H2-reduzierten MBH sowie be-
rechnete Werte f�r Ni-L, Nia-C und Nia-SR (in cm�1).[a]

Normalmoden- experimentell berechnet
beschreibung[b] Ni-L Nia-C Nia-SR
(Ni-L) 12C, 14N D13C D15N 12C, 14N D13C D15N 12C, 14N D13C D15N 12C, 14N D13C D15N

d(Fe-C-O/N) 410 �10 �1 403 �12 �2 421 �12 �2 425 �12 �2

d(Fe-C-NArg)
n(Fe-CNArg)

447 �10 �1 432 �11 �3
447
455

�12
–

�4
–

458 �12 �2

d(Fe-C-NThr)
n(Fe-CO)

496 �13 �1 513 �14 �1 511 �16 �2 517 �15 �2

552 �10 n.z.[c] – – – 545 �4 �1 548 �3 �1

d(Fe-C-O)
n(Fe-CO)

559 �11 �1
565
567

�10
�15

�1
�1

572
577

�6
�3

�1
�1

568
578

�5
�4

0
�1

568 n.z.[c] 0 – – – 590 �16 0 596 �16 0

n(Fe-CO) 609 �8 0 612 �7 �1
625
628

–
�13

–
�1

628 �12 0

[a] Die Zusammensetzung der Normalmoden gem�ß PED bezieht sich auf Ni-L (siehe SI9). [a] d : Biegeschwingung, n : Streckschwingung. [c] n.z.:
nicht zugeordnet.
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tonierungsgrad, dem Spinzustand oder bez�glich der Wech-
selwirkung mit der Proteinumgebung unterscheiden.[4,5]

Im Prinzip kçnnten sowohl Nia-C als auch Nia-SR zum
RR-Spektrum beitragen. Allerdings kann es bei tiefen Tem-
peraturen durch Bestrahlung des Nia-C-Zustands mit sicht-
baren Licht, etwa dem Raman-Messstrahl bei 458 nm, zu
einer Dissoziation des verbr�ckenden Hydrids kommen.[18]

Dabei w�rde der Ni-L-Zustand (NiI, S = 1/2), ein weiteres
potenziell katalytisches Intermediat mit bis zu drei Unterzu-
st�nden, gebildet.[17] Um dies zu �berpr�fen, wurden IR- und
EPR-Spektren bei tiefen Temperaturen (80 K) sowohl im
Dunkeln als auch, unter Nachahmung der experimentellen
Bedingungen der RR-Messungen, unter konstanter Bestrah-
lung bei 460 bzw. 455 nm aufgenommen. Die Signale der
„Belichtet-minus-dunkel“-Differenzspektren (Abbildung 2)

kçnnen auf Basis fr�herer Studien[17, 19] zugeordnet werden:
CO/CN-Streckschwingungen und g-Tensor-Komponenten in
grau stellen den Anteil des Enzyms im Ni-L-Zustand dar, der
auf Kosten von Nia-C (schwarz) gebildet wird, wie auch am
umgekehrten Vorzeichen der spektroskopischen Signatur des
letztgenannten Zustands zu erkennen ist. Diese Beobach-
tungen beweisen eine vollst�ndige Nia-C!Ni-L-Umwand-
lung, sodass ein Beitrag des Nia-C-Zustands zum RR-Spek-
trum in Abbildung 1 A ausgeschlossen werden kann.

Die spektroskopischen Untersuchungen der MBH
wurden auf verschiedene Reduktionsbedingungen erweitert
(Abbildung SI6). Wird der H2-Anteil im Gasgemisch von 100
auf 5 % reduziert, so steigt der Anteil an Nia-C auf Kosten von
Nia-SR entsprechend dem hçheren Reduktionspotential von
Nia-C.[17] Dagegen sind die entsprechenden RR-Spektren
bez�glich der Frequenzen und Intensit�ten der Banden

nahezu identisch (Abbildung SI6), was darauf schließen l�sst,
dass hier unter beiden Reduktionsbedingungen gleiche An-
teile desselben Redoxzustands detektiert werden. Dies wie-
derum legt nahe, dass das Gleichgewicht zwischen allen re-
duzierten Zust�nden im RR-Experiment zugunsten dersel-
ben Spezies verschoben wird, was am besten mit einer licht-
induzierten Bildung von Ni-L durch den Messstrahl erkl�rt
werden kann. In �bereinstimmung mit dem allgemein be-
obachteten thermischen Zerfall von Ni-L[4] verschwinden die
RR-Signale, wenn die Temperatur auf �ber 200 K erhçht
wird. Daher schlussfolgern wir, dass die RR-Spektren der H2-
reduzierten MBH den Ni-L-Zustand widerspiegeln, wohin-
gegen die Resonanzverst�rkung der Nia-C- und Nia-SR-Zu-
st�nde bei 458 nm zu schwach ist, um detektierbare Signale zu
liefern.

Diese Vermutung wird durch den Vergleich mit berech-
neten Raman-Spektren verschiedener Redox-, Spin- und
Protonierungszust�nde des aktiven Zentrums best�rkt. Die
berechneten Spektren weichen f�r die meisten dieser Zu-
st�nde deutlich vom experimentellen Spektrum ab. Deshalb
wird die detaillierte Betrachtung im Folgenden auf die be-
rechneten Spektren der Nia-C-, Ni-L- und Nia-SR-Zust�nde
beschr�nkt, wobei f�r die beiden letzteren eine Protonierung
des Schwefelatoms von Cys597 angenommen wird (Abbil-
dung 1B–D). Gem�ß der berechneten Spektren aller drei
Redoxzust�nde (siehe SI9) spiegelt die st�rkste Bande des
experimentellen Spektrums bei 559 cm�1 zwei dicht beiein-
ander liegende Moden mit �berwiegendem Fe-CO-Biege-
und Streckschwingungscharakter wider. Allerdings werden
die experimentelle Frequenz und die 13C-Isotopieverschie-
bung (Dn) nur in den Rechnungen zu Ni-L reproduziert,
wohingegen f�r Nia-C und Nia-SR zu hohe Frequenzen und zu
geringe Isotopenverschiebungen vorhergesagt werden. Wei-
terhin l�sst sich die experimentell beobachtete Bande bei
609 cm�1 (Dn =�8 cm�1) gut einer Fe-CO-Streckschwingung
des Ni-L-Zustands zuordnen (612 cm�1, Dn =�7 cm�1) w�h-
rend f�r Nia-C und Nia-SR deutliche hçhere Frequenzen und
Isotopenverschiebungen vorhergesagt werden. Außerdem
liefern die berechneten Ni-L-Spektren die beste �berein-
stimmung zwischen Fe-CN-Biegeschwingungen (und
-Streckschwingungen) und den Banden im RR-Spektrum
unterhalb von 550 cm�1. Der Vergleich mit den berechneten
Spektren best�tigt demnach, dass mit RR-Spektroskopie
unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen der Ni-
L-Zustand detektiert wird. Allerdings ist die gute �berein-
stimmung nur f�r das berechnete Spektrum eines Ni-L-Zu-
stands mit S-protoniertem Cys597 (siehe SI8) zu finden. Dies
ist ein erster experimenteller Hinweis auf die bereits vorge-
schlagene Protonierung des terminalen Cystein-Liganden im
aktiven Zentrum der [NiFe]-Hydrogenasen.[20]

Gem�ß den obigen Beobachtungen ist der Anteil an Ni-L
im RR-Spektrum unabh�ngig vom anf�nglichen Verh�ltnis
Nia-C/Nia-SR. Da Nia-C mit Nia-SR im Gleichgewicht steht,
kçnnte eine lichtinduzierte Umwandlung von Nia-C eine
Entvçlkerung des Nia-SR-Zustands nach sich ziehen, sofern
bei 79 K ein thermischer Nia-SR!Nia-C-Redox�bergang
stattfindet. Dies kann jedoch ausgeschlossen werden, da das
„Belichtet-minus-dunkel“-IR-Differenzspektrum in Abbil-
dung 2 keine negativen Signale zeigt, die Nia-SR zugeordnet

Abbildung 2. Lichtinduzierte „Belichtet-minus-dunkel“-Differenzspek-
tren der H2-reduzierten MBH, aufgenommen mit A) IR- und B) EPR-
Spektroskopie bei tiefer Temperatur. Schwarze und hellgraue Bereiche
entsprechen jeweils dem Nia-C- bzw. dem Ni-L-Zustand.
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werden kçnnen. Weiterhin w�rde diese Reaktion eine Zu-
nahme der paramagnetischen Spezies unter Bestrahlung be-
wirken, was ebenfalls �ber das EPR-Differenzspektrum aus-
geschlossen werden kann (Abbildung 2). Somit folgern wir,
dass es eine bisher unbekannte direkte photochemische Nia-
SR!Ni-L-Reaktion gibt, welche lediglich unter hohen Pho-
tonendichten, z. B. in RR-Experimenten, zu einer effizienten
Umwandlung f�hrt.

Zusammenfassend haben wir die erste RR-spektroskopi-
sche Charakterisierung des aktiven Zentrums einer [NiFe]-
Hydrogenase pr�sentiert und damit eine wertvolle neue
Methode etabliert, die auch zur Untersuchung von [Fe]- und
[FeFe]-Hydrogenasen genutzt werden kann. So kann diese
Technik zur Aufkl�rung von strukturellen und mechanisti-
schen Aspekten beitragen, da sie eine direkte Untersuchung
der Fe-CO/CN-Moden ermçglicht. Diese Moden spiegeln
Bindungsverh�ltnisse am aktiven Zentrum wider, die als es-
senzielle Parameter im Wasserstoffzyklus von Hydrogenasen
gelten.[21] Zwar kçnnen Fe-Ligand-Moden auch mit NRVS
untersucht werden,[16] doch bietet diese experimentell auf-
wendige Technik eine wesentlich geringere spektrale Auflç-
sung, die eine Identifizierung einzelner Redoxzust�nde des
aktiven Zentrums praktisch unmçglich macht. Dagegen
kçnnen diese in der RR-Spektroskopie eindeutig zugeordnet
und somit charakterisiert werden. In Kombination mit ande-
ren spektroskopischen sowie mit theoretischen Methoden
liefert die RR-Spektroskopie dar�ber hinaus wertvolle In-
formationen zu wichtigen Details des aktiven Zentrums. Dies
beinhaltet erste experimentelle Hinweise auf die Gegenwart
eines protonierten terminalen Cysteins am aktiven Zentrum
im Ni-L-Zustand sowie eine mçgliche direkte Nia-SR!Ni-L-
Photoumwandlung. Folglich ist der hier vorgestellte integrale
Ansatz geeignet, strukturelle und elektronische Details auf-
zukl�ren, die mithilfe kristallographischer Studien nicht zu-
g�nglich sind.[15]

Eingegangen am 5. Dezember 2012,
ver�nderte Fassung am 22. Januar 2013
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