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Das aktive Zentrum der [FeFe]-Hydrogenasen, der so ge-
nannte H-Cluster, besteht aus einem [4Fe4S]-Cuban-Cluster
und einem [2Fe2S]-Subcluster, die iiber ein Cystein verkniipft
sind.'! Diese Hydrogenasen sind iiberwiegend an der Was-
serstoffbildung beteiligt, was sie zu einem interessanten
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von biologisch inspirier-
ten Systemen zur biotechnologischen Wasserstoffproduktion
macht.”!

Die beiden Eisenzentren des zweikernigen Subclusters in
den [FeFe]-Hydrogenasen tragen fiir Proteine ungewohnliche
zweiatomige Liganden (CN~ und CO), die ihre niedrigen
Spin- und Oxidationsstufen stabilisieren (siche H,,, H,-CO
in Schema 1).* Das dem Cuban weiter entfernte Eisenatom
(Fey) hat im H .-Zustand eine freie Koordinationsstelle, an
die Wasserstoff oder CO als Inhibitor binden konnen. Das
zentrale Atom im Dithiolat-Briickenliganden (als NH in
Schema 1 dargestellt) konnte in der Rontgenstrukturanalyse
als Kohlenstoff, Sauerstoff oder Stickstoff modelliert wer-
den.['™ In Hinblick auf den katalytischen Mechanismus bieten
sich ein Stickstoff-"! und in gewissem MaBe auch ein Sauer-
stoffligand? an. Dieser konnte die H,-Spaltung unterstiitzen
und als Relais™® fiir den Protonentransfer zwischen dem
zweikernigen Subcluster und einem benachbarten Cysteinrest
wirken, der vermutlich Teil des ,,Protonenkanals* ist.”) Eine
kombinierte Elektronenspinresonanz(EPR)- und Dichte-
funktionaltheorie(DFT)-Studie am aktiven Zentrum der
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Schema 1. Strukturinderung des Komplexes 1 bei (elektro)chemischer
Oxidation bei —40°C; Isotopenmarkierungen sind fett hervorgehoben.
1: Fe'Fe-Ausgangszustand, 2: partiell oxidierter Fe''Fe'-Zustand, 3:
Fe''Fe'-Zustand. Einschub: H-Cluster der [FeFe]-Hydrogenasen im H,,-
und im H,,-CO-Zustand (durch CO inhibiert); beide im Fe,'Fe,-Oxida-
tionszustand.

[FeFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio desulfuricans' liefer-
te kiirzlich einen deutlichen Hinweis auf ein Stickstoffatom
im verbriickenden Dithiolatliganden. Diese Zuordnung be-
ruhte auf den mithilfe der HYSCORE-Spektroskopie ge-
messenen “N-Quadrupolkopplungen von drei unterschied-
lich gebundenen Stickstoffatomen (Amin, Cyanid und Ly-
sinseitenkette).[!

Weitere Hinweise auf ein Stickstoffatom im Dithiolatli-
ganden (Azadithiolat, adt) stammen aus Studien an bioan-
organischen Modellsystemen.” Es ist bekannt, dass eine N-
Protonierung zu Spezies fiihrt, die gegeniiber entsprechenden
nichtprotonierten Verbindungen mit aliphatischen Kohlen-
stoffbriicken stark verringerte Reduktionspotentiale aufwei-
sen.®! Dariiber hinaus kann das adt-Stickstoffatom als ein
Protonenrelais in Modellverbindungen agieren, indem es
Protonen zur freien Koordinationsstelle leitet und so die
Bildung terminaler Hydride ermoglicht.”)

Zur weiteren Identifizierung des Zentralatoms im Di-
thiolat-Briickenliganden des H-Clusters der [FeFe]-Hydro-
genasen untersuchen wir hier einen gemischtvalenten Fe"'Fe'-
Modellkomplex, der nur ein Stickstoffatom (in der adt-
Briicke) trigt. Zu diesem Zweck wurden die ,,nativen“ CN-
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Liganden durch elektronisch analoge Trimethylphosphanli-
ganden ersetzt. Wir présentieren die erste detaillierte Analyse
der elektronischen Struktur eines solchen gemischtvalenten
biomimetischen Komplexes und vergleichen die Ergebnisse
mit denen des nativen Systems. Auf diese Weise konnen
Uneindeutigkeiten bei der Identifizierung des Zentralatoms
des Dithiolatliganden ausgerdumt werden. Wie in Schema 1
dargestellt, ist die gemischtvalente Spezies 2, die strukturell
mit H,,-CO eng verwandt ist, aus 1 durch Oxidation bei tiefer
Temperatur erhiltlich. Der Komplex 1 wiederum wurde — wie
zuvor beschrieben™! — aus 2-(Methylthio)ethylamin,
[Fe,S,(CO)s] und Formaldehyd hergestellt. Die °N- und CD;-
markierten Komplexe 1[**N] bzw. 1[S-CD;] wurden aus den
jeweiligen isotopenmarkierten Vorstufen in der gleichen
Weise synthetisiert (siche Hintergrundinformationen).

Cyclovoltammetrische Untersuchungen zeigen, dass 1 ir-
reversibel in einem Zwei-Elektronen-Prozess bei Raumtem-
peratur oxidiert wird (Abbildung 1a). Ein Absenken der
Temperatur unter —30°C hat einen starken Einfluss auf das
Cyclovoltammogramm, da die Amplitude des Peaks fiir den
irreversiblen Prozess abnimmt, bis sie der GroB3e nach einem
Ein-Elektronen-Prozess entspricht (Fe'Fe!—=Fe'Fe). Zu-
sétzlich entsteht ein zweiter Peak fiir einen reversiblen Pro-
zess bei  etwas  hoherem  positivem  Potential
(Fe'Fe"=Fe"Fe™). Dieses Verhalten ist in Einklang mit einem
irreversiblen chemischen Prozess, bei dem im ersten Schritt
durch Oxidation eine Spezies gebildet wird, die reversibel in
einem zweiten Prozess oxidiert werden kann. Die chemische
Oxidation von 1 durch Ferroceniumhexafluorophosphat
(FcPF,) bei —30°C erfolgte analog und wurde mit In-situ-
FTIR-Spektroskopie verfolgt (Abbildung 1b). Die Zugabe
eines Aquivalents FcPF, verschiebt alle Absorptionen im vq-
Bereich in Richtung hoherer Energie als Folge der Oxidation
und damit schwicheren Riickbindung in die w*-Orbitale der
CO-Liganden. Auflerdem entsteht eine neue Absorptions-
bande bei 1770 cm™', die charakteristisch fiir einen verbrii-
ckenden p-CO-Liganden zwischen den beiden Fe-Zentren ist.

Das elektrochemische und IR-spektroskopische Verhal-
ten von 2 dhnelt dem einer verwandten gemischtvalenten
Fe''Fe'-Spezies, [2Fe3S]-Dicyanid (4), die von Pickett und
Mitarbeitern beschrieben wurde.'!! Sie enthilt CN~-Ligan-
den anstelle von PMe;, es fehlt jedoch der adt-N-Ligand.
Wihrend die Form der IR-Spektren aller Verbindungen sehr
dhnlich ist, filhren die Strukturunterschiede zwischen den
beiden Komplexen zu einer Verschiebung der Schwingungs-
frequenzen fiir 2 zu niedrigeren Wellenzahlen. In Analogie zu
4 — und bewiesen durch unsere Untersuchungen — ist es of-
fensichtlich, dass die erste Oxidationsstufe, 2, durch den
Thioethersubstituenten stabilisiert wird, der nach der Oxi-
dation an Fe, koordiniert. Die zweite Oxidation zu 3 ist ein
einfacher Elektronenverlust ohne weitere Strukturdnderun-
gen.

Die Einkristall-Rontgenstrukturanalyse von 1 (siehe
Hintergrundinformationen) zeigt eine apikal/basale Anord-
nung der PMe;-Liganden. DFT-Rechnungen von 1 reprodu-
zieren die aus der Rontgenstrukturanalyse erhaltenen
Strukturparameter sehr genau (siche Hintergrundinforma-
tionen). Die Berechnungen liefern auch ein Strukturmodell
fiir den oxidierten Fe'Fe"-Komplex 2, in dem die Oxidation
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Abbildung 1. a) Cyclovoltammogramme (oxidativer Durchlauf) einer

1 mm Lésung von 1 in CH;CN bei 20°C (schwarze Linie) und bei
—40°C (gepunktete Linie). b) In-situ-FTIR-Spektren, aufgezeichnet alle
5 s nach Zugabe von 1 Aquivalent FcPFg zu Lésungen von 1 in CH;CN
bei —40°C. Startspektrum: gepunktet, Endspektrum: schwarze Linie.
c) CW-EPR-Spektrum von 2 (in 2-MeTHF/CH,Cl,), aufgenommen im
X-Band bei 30 K. Schwarze Linie: Experiment, gepunktete Linie: Simu-
lation (g-Hauptwerte, g(x,y,2): (2.021, 2.008, 1.998); g-Strain: 0.0038,
0.0025, 0.0043; Linienbreite: 0.6 mT).

mit der Bildung einer zusitzlichen, 2.50 A langen Fe-Thio-
ether-Bindung und einer CO-Briicke sowie einer Umorien-
tierung der PMes-Liganden einhergeht. Die berechneten IR-
Spektren von 1 und 2 sind in guter Ubereinstimmung mit den
experimentellen FTIR-Daten in Abbildung 1b (siche auch
Hintergrundinformationen). Fiir den Komplex 2 hat eine
trans-basal/basale Konformation der PMes-Liganden die
niedrigste Energie. Die cis-basal/basale und die basal/apikale
PMe;-Orientierung liegen energetisch um 3 bzw. 5 kcalmol ™!
hoher.

Der gemischtvalente Komplexe 2 wurde dariiber hinaus
durch CW-EPR-Spektroskopie charakterisiert. Fiir 2, herge-
stellt in 2-Methyltetrahydrofuran (2-MeTHF)/CH,CL,, ist das
X-Band-CW-EPR-Spektrum bei 30K in Abbildung 1c ge-
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zeigt. Die zugehorigen Simulationen wurden durchgefiihrt
unter Annahme einer einzigen paramagnetischen Spezies mit
S§'=1/2 und Hyperfeinkopplungen (HFCs) mit zwei magne-
tisch unterschiedlichen *'P-Kernen. Das CW-EPR-Spektrum
kann sehr gut simuliert werden mit einem rhombischen g-
Tensor (g, > g, > g,): g(x.y,z) = (2.021, 2.008, 1.998) mit HFC-
Werten von A;(*'P)(x,y,z) = (34, 27, 28) MHz und A,(*'P)-
(x,2) = (50, 26, 47) MHz. DFT-Rechnungen zeigen, dass ein
rhombischer g-Tensor sowohl fiir eine basal/basale als auch
fiir eine apikal/basale Orientierung der beiden PMe;-Ligan-
den erhalten wird. Allerdings wiirde eine apikal/basale Ori-
entierung der Liganden zu einer ungewohnlich groflen iso-
tropen Hyperfeinkopplung fiir den apikalen *'P-Kern fiihren
(siehe Hintergrundinformationen). Eine derartige Situation
kann daher fiir 2 ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass
die HFC-Werte fiir die beiden *'P-Kerne dhnlich sind, deutet
auf eine Delokalisierung des ungepaarten Elektrons iiber
beide Eisenzentren im Komplex hin. Die beste Uberein-
stimmung von gemessenen und berechneten *'P-HFCs wird
fiir eine spindelokalisierte trans-basal/basale Anordnung der
PMe;-Liganden erhalten (siche Hintergrundinformationen).
»Broken-Symmetry“(BS)-DFT-Rechnungen  konvergieren
auch zu einem spindelokalisierten Zustand. Die grofere iso-
trope HFC wird fiir den proximalen *'P-Kern erhalten
(Spindichte am proximalen/distalen Eisenzentrum: 0.54 bzw.
0.23; siche Abbildung 2 und Hintergrundinformationen).'>!3l

Abbildung 2. Spindichteverteilung in 2, zusammen mit den Spinpopu-
lationen an den einzelnen Atomen.

Die g-Werte sind weniger stark anisotrop als fiir die na-
tiirliche Hydrogenase im inhibierten Zustand H,-CO:
g(x,,2) = (2.065,2.007,2.001).1 Im Vergleich dazu liefert das
CW-EPR-Spektrum des Cyanid-Komplexes 4%l g-Werte von
g(x,y,z) =(2.017, 2.006, 1.988) mit einer dhnlichen Anisotro-
pie wie fiir den Komplex 2. Der Modellkomplex fiir H,, von
Darensbourg und Mitarbeitern,™  [Fe,(dmpdt)(CO),-
(PMe;),|* (dmpdt = p-2,2-Dimethyl-1,3-propandithiolat),
zeigt einen g-Tensor von g(x,y,z) = (2,086, 2,025, 2,007) und
einen *'P-HFC-Tensor A(x,y,z) = (27, 25, 25) MHz. Die Au-
toren schlossen aus den CW-EPR-spektroskopischen Daten
auf eine Spinlokalisierung auf einem der Eisenatome. Fiir den
H-Cluster im H,,-Zustand wurde jedoch eine Delokalisierung
iiber beide Eisenatome gefunden, wihrend die Daten fiir den
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H,,-CO-Zustand auf eine Lokalisierung am proximalen FEi-
senzentrum hindeuten.”! Vermutlich sind diese Unterschiede
auf die Anwesenheit des [4Fe4S]-Subclusters im H-Cluster
zuriickzufiihren, der in den Modellkomplexen fehlt.

Die Koordination des S-CHj-Thioetherliganden an das
proximale Fe, in 2 wurde durch einen spektroskopischen
Vergleich mit dem Komplex 2[S-CD;], der eine deuterierte
S-CD;-Gruppe trégt, untersucht. Die relativ schwachen Hy-
perfeinkopplungen der Methylprotonen sind nicht im CW-
EPR-Spektrum aufgelost. Wir haben daher Elektron-Kern-
Doppelresonanz(ENDOR)!™Experimente  durchgefiihrt,
um die Auflosung zu verbessern.

In Abbildung 3 werden die Q-Band-'"H-ENDOR-Ergeb-
nisse fiir 2[S-CD;] und 2[S-CHj;] verglichen. Die Linien der
S-CH;-Protonen im Differenzspektrum (Abbildung 3c¢)
konnen mit HFC-Werten von A(x,y,z)= (2.6, —2.6, —3.6)

a) S-CH, exp.

b) S-CD, ”s
c) diff. a-b
3 2
E 2.5
S
\y ® 4
Ity A *
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Abbildung 3. Q-Band-Davies-ENDOR-Spektren von a) 2 und b) 2[S-CDs]
(beide in 2-MeTHF/CH,Cl,); c) Differenzspektrum; d) Simulation fiir
das Differenzspektrum bei Feldposition g, T=30 K. ) X-Band-HYSC-
ORE-Spektrum von 2[S-CDs], aufgenommen mit =212 ns bei
T=30K, Feldposition: g, (siehe Hintergrundinformationen); f) entspre-
chende Simulation fiir (e).

MHz und A, (‘H) = —1.2 MHz simuliert werden. Zusétzlich
wurde ein ‘H-HYSCORE-Experiment an 2[S-CD5] durchge-
fiilhrt (Abbildung 3e). Fiir die entsprechende Simulation
mithilfe des Spin-Hamilton-Operator-Ansatzes!'>* (Abbil-
dung 3 f) sind die Parameter wie folgt: A,,(*H) = —0.2 MHz;
K=0.06 MHz; 3=0.01. K=e*qQ/4h ist hier die Quadru-
polkopplung, und # ist der Asymmetrieparameter.!'® Die
gemessenen “H- und 'H-HFCs sind unter Beriicksichtigung
des Skalierungsfaktors der Larmor-Frequenzen (6.514) kon-
sistent. Die ungepaarte Spindichte an der S-CH;-Gruppe ist
klein, aber signifikant und kann nur durch die vorgeschlagene
Strukturinderung im metastabilen Fe'Fe"™-Zustand erklirt
werden, in dem die S-CH;-Gruppe direkt an das proximale
Eisenatom koordiniert (Schema 1). Die DFT-Vorhersagen
fir die HFC- und NQC-Werte fiir S-CH; und S-CD; sind in
guter Ubereinstimmung mit den gemessenen Daten und
stiitzen damit die spektrale Zuordnung (siche Hintergrund-
informationen und Tabelle 1).

Abbildung 4 zeigt die X-Band-Matched-HYSCORE!-
Spektren fiir 2['*N] sowie fiir den “N-markierten Komplex
2[°N]. Die Larmor-Frequenz von “N im X-Band liegt bei
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Tabelle 1: Vergleich von experimentellen und mit DFT berechneten HFC-
und NQC-Hauptwerten [MHz] fiir das trans-basal/basale Isomer von 2
(PMe;, adt-N und S-CD;) und fiir H,,.1¥

2 (DFT) 2 (exp.) H,,©
A1 ('P) —37 4142 _
AisoZ(“P) _28 30i2 —_
Aso("*N) 1.0 0.6+0.2 143
K 1.32 1.28+0.01 1.23
n 0.03 0.11+0.05 0.13
Aiso(zH) _03 —OZiO'I —
K 0.05 0.06+0.05 -
n 0.03 0.01+0.05 -
a)7 b) 7
8| 6
5 o
N (e N 5
s ¢
T 3 T3
2| 2| N/
°N
58 &

% 1 23 45867 % i
vIMHz

2 3 4 5 6 7
viMHz

Abbildung 4. Matched-HYSCORE"**-Spektren fuir a) 2["*N] und

b) 2["°N] (jeweils in 2-MeTHF/CH,Cl,), aufgenommen mit t,iching
=72 ns, 7=128 ns bei g,=2.008 (wie in Abbildung 1c gezeigt) und
30 K im X-Band. Entsprechende Simulationen fiir 2['*N] (orange) und
2["°N] (griin) sind ebenfalls gezeigt (siehe die Hintergrundinfomatio-
nen und Tabelle 1).

1.062 MHz. Es ist bekannt, dass fiir Systeme mit starken
Quadrupolkopplungen und schwacher Anisotropie des HFC-
Tensors entsprechende Quanteniiberginge im HYSCORE
nicht detektierbar sein konnten.'"* Die beiden “N-Korre-
lationspeaks (Abbildung 4 a) sind zentriert um etwa 4.8 MHz.
TIhre Positionen sind typisch fiir die “N(/=1)-Doppelquan-
teniibergédnge eines schwach gekoppelten Stickstoffkerns mit
relativ groer Quadrupolwechselwirkung. Fiir die Matched-
HYSCORE-Spektren kénnen die Signale simuliert werden
mit HFC-Hauptwerten von A(*N)(x,y,z)=(0.3, 0.8, 0.7)
MHz und Quadrupolparametern von K =1.28 MHz und =
0.11 (siche Tabelle 1). Im entsprechenden Matched-HYSC-
ORE-Spektrum von 2['°N] (Abbildung 4b) fehlen die Kor-
relationspeaks um 4.8 MHz. Stattdessen treten Resonanzen
zentriert um 1.489 MHz auf, d.h. bei der Larmor-Frequenz
von “N. Diese Signale resultieren von Spiniibergiingen fiir
einen /=1/2-Kern und kénnen mit demselben HFC-Tensor
simuliert werden, der fiir 2['*N] erhalten wurde (skaliert mit
dem Faktor 1.402 in der Larmor-Frequenz fiir °N relativ zu
14N).

Die erhaltenen Kopplungskonstanten sind zusammen mit
denen fiir den H-Cluster im H,.-Zustand® in Tabelle 1 zu-
sammengefasst. Die mit DFT berechneten “N-HFC- und
-NQC-Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den simu-
lierten Werten. Der Asymmetrieparameter # wird jedoch in
den DFT-Rechnungen leicht unterschitzt (siehe z.B.
Lit. [17a,b]). Im Prinzip sind die NQC-Werte empfindlich fiir
den Protonierungszustand der Aminogruppe. Eine Proto-
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nierung, die zu einer sekundidren Ammoniumgruppe fithren
wiirde, kann jedoch aufgrund des dafiir erwarteten sehr ge-
ringen K-Werts ausgeschlossen werden. In Quantenverfei-
nerungsuntersuchungen von Modellen des aktiven Zentrums
der [FeFe]-Hydrogenasen wurde dies noch als eine Moglich-
keit diskutiert."’” Eine explizite Wasserstoffbriicke (Koordi-
nation eines externen Wassermolekiils an das Amin-Stick-
stoffatom) hat nur einen geringen Einfluss auf die “N-HFC-
und -NQC-Werte (Details siche Hintergrundinformationen).
Im Allgemeinen zeigen die DFT-Rechnungen, dass sich
die Verteilung der ungepaarten Spindichte fiir 2 deutlich von
der fiir den H-Cluster im H.,-CO-Zustand unterscheidet.
Wihrend in 2 beide Eisenatome ungepaarte Spindichte
tragen — was auch aus den dhnlichen *P-HFC-Werten folgt —,
ist die Spindichte im H,,-CO-Zustand im zweikernigen Sub-
cluster zum proximalen Eisenzentrum hin verschoben.[*! Im
H,,-CO-Zustand des natiirlichen Systems ist aufgrund der
starken Austauschwechselwirkung zwischen dem Cuban und
dem zweikernigen Subcluster der gréfte Teil der Spindichte
zum [4Fe4S]-Cluster hin verschoben. Sehr wenig Spindichte
verbleibt auf dem [2Fe]y-Cluster. Daher sind die “N-Kopp-
lungen der CN™-Liganden und des verbriickenden Azadi-
thiolats zu klein, um detektierbar zu sein. In der Tat dhnelt die
ungepaarte Spindichteverteilung von 2 der des nativen H,,-
Zustands, in dem die Schwichung der Austauschwechselwir-
kung zwischen dem Cuban und dem [2Fe]-Cluster zu einer
groBeren effektiven Spindichte am [2Fe]y-Subcluster fiihrt,
sodass die '*N-Signale des Aczadithiolats detektierbar
werden.”! Die “N-Kernquadrupolwechselwirkungen fiir 2
und H,, (Tabelle 1) sind sich sehr dhnlich. Thr Quadrupolpa-
rameter, K, ist charakteristisch®! fiir ein schwach wasser-
stoffbriickengebundenes Amin-Stickstoffatom.
Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass
bei der Oxidation von 1 zum gemischtvalenten Zustand 2
a) ein terminales CO in die verbriickende Position wandert;
b) sich der ,freie“ Thioetherligand dem proximalen Eisen-
zentrum nidhert und dieses koordiniert;
¢) sich die Ligandensphire umorientiert und einer der PMe;-
Liganden in eine basale Stellung wandert, was wahr-
scheinlich zu einer trans-basal/basalen Konfiguration der
beiden PMe;-Gruppen fiihrt; und
d) die HFC-Komponenten, die fiir das Amin-Stickstoffatom
der Azadithiolatbriicke von 2 erhalten werden, dem H,,-
Zustand des Enzyms dhneln. Dies zeigt, dass Spindichte
an der Aminogruppe des verbriickenden adt-Liganden
vorliegt.'®! Die gemessene NQC fiir das "“N-Stickstoff-
atom in 2 dhnelt ebenfalls der des H-Clusters. Die Werte
sind fiir eine schwach wasserstoffbriickengebundene
Aminogruppe charakteristisch. Diese Befunde liefern
iiberzeugende Beweise fiir das Vorhandensein eines
Stickstoffatoms in der Dithiolatbriicke des aktiven Zen-
trums von natiirlichen [FeFe]-Hydrogenasen. Dieses Er-
gebnis ist von groBer Bedeutung fiir ein Verstindnis des
Mechanismus der Wasserstoffkonversion und -produktion
und erkldrt wahrscheinlich auch die sehr hohe Aktivitit
dieser Enzyme.[®”)
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