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Hydrogenasen (H2asen) sind wichtige Enzyme, die Produk-
tion und Umsetzung von molekularem Wasserstoff kataly-
sieren.[1] Sie sind von großem Interesse f�r mçgliche An-
wendungen in einer zuk�nftigen „Wasserstoffwirtschaft“, ei-
nerseits als Enzym an sich und andererseits als Blaupause f�r
die Synthese biomimetischer Katalysatoren.[2] In [NiFe]-
H2asen l�uft die Katalyse am dimetallischen Ni-Fe-Zentrum
ab.[3] Fe ist im aktiven Zentrum mit Ni durch zwei Cystein-
thiolat-Liganden verbunden. In Abh�ngigkeit vom Redox-
zustand oder dem Grad der aeroben Deaktivierung existiert
zwischen Fe und Ni zus�tzlich ein weiterer Br�ckenligand
(Hydrid, Oxo/Hydroxo oder mçglicherweise Hydro-
peroxo).[4] Das außergewçhnliche Fe-Zentrum tr�gt ferner
einen CO- und zwei CN�-Liganden; es ist das erste Zentrum
dieser Art, das in der Natur entdeckt wurde.[5] Diese [NiFe]-
H2asen haben ausnahmslos zus�tzliche Fe-S-Cluster, mit
denen Elektronen zum und vom Reaktionszentrum trans-
portiert werden (siehe Abbildung S1 in den Hintergrund-
informationen).

[NiFe]-H2asen sind durch Rçntgenkristallographie inten-
siv untersucht worden,[3, 4a] und mithilfe von Infrarotspektro-
skopie konnten mehr als zehn verschiedene Intermediate
entschl�sselt werden,[3, 6] die bei der Katalyse, der Aktivierung
und der Inhibierung des Enzyms eine Rolle spielen. Dennoch

sind viele Fragen zur Identit�t und Struktur dieser Zust�nde
noch offen. Neben dem Fe(CN)2CO-Motiv (Abbildung 3,
links) werden z. B. Strukturen angenommen, die
Fe(CN)3CO[7] und Fe(SO)x enthalten.[8] Das Verst�ndnis der
Strukturtransformationen, die die verschiedenen Zust�nde
ineinander �berf�hren, ist entscheidend f�r die Aufkl�rung
des Wirkmechanismus der H2asen. Hier beschreiben wir die
Anwendung einer neuen Technik basierend auf inelastischer
kernresonanter Streuung, n�mlich NRVS (nuclear resonance
vibrational spectroscopy), auch NIS (nuclear inelastic scat-
tering) oder NRIXS (nuclear resonant inelastic X-ray scat-
tering) genannt, die Aufschluss �ber Struktur und Dynamik
der Redoxkette und des aktiven Zentrums der [NiFe]-H2ase
gibt.

NRVS hat sich als eine leistungsf�hige Technik zur Er-
forschung der Dynamik von Eisenzentren in Metalloprotei-
nen etabliert.[9] Bei der Messung wird ein hoch monochro-
matischer (meV) Rçntgenstrahl durch eine Kernresonanz
gefahren. Im Unterschied zur Mçßbauer-Spektroskopie, die
r�ckstroßfreie Kern�berg�nge detektiert, werden bei NRVS
inelastische Streuvorg�nge unter Vernichtung und Erzeugung
von Phononen gemessen, was die Beobachtung von vibroni-
scher Feinstruktur ermçglicht. Die sich ergebenden Spektren
sind mit den �blichen IR- oder Raman-Spektren vergleich-
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bar,[10] haben jedoch andere Auswahlregeln und spektrale
Intensit�ten. Genauer gesagt h�ngt die NRVS-Intensit�t
einer bestimmten Normalschwingung von der Bewegung des
resonanten Kerns (in diesem Fall 57Fe) entlang der Richtung
des einfallenden Rçntgenstrahls ab.[9d,11] Die G�ltigkeit dieser
NRVS-Interpretation wurde durch Vergleich mit IR- und
Raman-Spektren von Fe-S-Modellverbindungen,[12] kleinen
Eisen-Proteinen,[13] und Modellverbindungen oder Proteinen
mit CO- und CN-Liganden best�tigt.[14]

Im Unterschied zur IR- und Raman-Spektroskopie wird
NRVS nicht durch Wasser- oder Protein-Moden beeintr�ch-
tigt und erlaubt die Untersuchung aller Oxidationszust�nde;
eine etwaige Fluoreszenz der Probe ist nicht stçrend. Mit
ihrer besonderen Spezifit�t bez�glich bestimmter Elemente
und Isotope stellt NRVS eine wertvolle Erg�nzung zu den
konventionellen Spektroskopietechniken dar. In komplexen
Metalloenzymen wie den H2asen stellt sich die Frage, ob eine
Detektion der Schwingungen von speziellen Liganden, die
sich am Eisen des aktiven Zentrums in den verschiedenen
Zust�nden des katalytischen Zyklus befinden, in Anwesen-
heit vieler anderer Fe-S-Cluster des Proteins mçglich ist. Die
Antwort hierauf gibt diese Studie, in der die ersten NRVS-
Resultate an der katalytischen [NiFe]-H2ase aus dem Bakte-
rium Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F (DvMF) pr�sentiert
werden. Trotz der großen Beitr�ge von drei unterschiedlichen
Fe-S-Clustern in der Elektronentransportkette wurden
Banden bei hohen Frequenzen detektiert, die den Fe-CO-
und Fe-CN-Beuge- und -Streckschwingungen der Liganden
am aktiven [NiFe]-Zentrum zugeschrieben werden kçnnen.
Diese Banden wurden durch Vergleiche mit Modellverbin-
dungen und kleineren Fe-S-Proteinen zugeordnet.

Die aus NRVS erhaltene partielle vibronische Zustands-
dichte PVDOS (partial vibrational density of states) des
„oxidierten“ und „reduzierten“ Zustands der [NiFe]-H2ase in
DvMF ist in Abbildung 1 dargestellt. Da 11 der 12 Eisen-
atome dieses Enzyms sich im [3Fe-4S]-Zentrum oder den
beiden [4Fe-4S]-Zentren befinden (Abbildung 1, oben), wird

das Spektrum durch die Beitr�ge dieser Clusters domi-
niert.[12b, 13b] Die starken Banden reichen von Protein- und
Cluster-Torsionsmoden unterhalb von 100 cm�1 �ber Biege-
und Ger�stmoden nahe 150 cm�1 bis hin zu Fe-S-Valenz-
schwingungen zwischen 250 und ca. 400 cm�1. Die Banden bei
hçchster Frequenz mit signifikanter Intensit�t stammen von
der oxidierten H2ase mit den Fe-S-Streckschwingungen bei
390 cm�1, an denen Cys-Liganden beteiligt sind, sowie bei
380 cm�1 f�r Fe-S-Streckschwingungen der Sulfidbr�cken.[13b]

Schwache Moden einer S-C-C-Beugung mit einem kleinen
Beitrag von Fe-S-Dehnungen kçnnen ferner zwischen 430
and 450 cm�1 auftreten.[12b, 13a]

Bei Reduktion des Proteins verschieben sich die Fe-S-
Valenzbanden zu einer niedrigeren Frequenz (3 oder 6%, je
nachdem ob Schwerpunkt- oder Spitzen-Positionen einge-
setzt werden). Eine �hnliche partielle �nderung ist im Be-
reich um 150 cm�1 zu beobachten, der mit den Fe-S-Beu-
gungsschwingungen zusammenh�ngt; der kleinere absolute
Effekt ist jedoch schwieriger zu beobachten. Vergleichbare
redoxbedingte Verschiebungen wurden f�r Ferredoxin (Fd)
aus der Mutante D14C von Pyrococcus furiosus (Pf) be-
schrieben. Diese Verschiebungen sind im Einklang mit der
Reduktion der Cluster von [4Fe-4S]2+- zum [4Fe-4S]+-Re-
doxzustand in der reduzierten Probe.

Abbildung 1. 57Fe-PVDOS aus NRVS-Messungen f�r oxidierte (c)
und reduzierte H2ase (c) aus DvMF. Experimentelle Einzelheiten
siehe Hintergrundinformationen. Oben: a) distaler [4Fe-4S]-Cluster mit
Cys3His-Ligation; b) medialer [3Fe-4S]-Cluster und c) proximaler [4Fe-
4S]-Cluster der [NiFe]-H2ase aus DvMF.

Abbildung 2. PVDOS von 57Fe-NRVS f�r a) Fd aus D14C Pf (c), re-
duziertes HiPIP aus Af (c) und oxidiertes N2ase-Fe-Protein aus Av
(c); b) oxidierte H2ase (c) im Vergleich zum gewichteten Betrag
von reduziertem HiPIP plus oxidiertem Fd-[3Fe-4S] aus D14C-Pf (g);
c) reduzierte H2ase (c) im Vergleich zum gewichteten Betrag von
reduziertem Fe-Protein plus reduziertem Fd aus D14C-Pf plus reduzier-
tem Fd-[3Fe-4S] aus D14C-Pf (g). Probenpr�paration und Einzelhei-
ten zur spektralen Gewichtung sind in den Hintergrundinformationen
beschrieben.
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Zum Vergleich mit unserer [NiFe]-H2ase sind in Abbil-
dung 2a die Spektren der [4Fe-4S]2+-Cluster von drei Refe-
renzproteinen dargestellt: des Fe-Proteins der Nitrogenase
aus Azotobacter vinelandii (Av), des Ferredoxins der Pf-
Mutante D14C sowie des reduzierten high-potential Fe-Pro-
teins (HiPIP) aus Acidithiobacillus ferrooxidans (Af). Diese
Proteine enthalten alle den gleichen [4Fe-4S]2+-Cluster wie
die oxidierte H2ase aus DvMF. Obwohl diese [4Fe-4S]-Cluster
�hnliche NRVS-Bandenschwerpunkte aufweisen, bestehen
Unterschiede in den relativen Peakintensit�ten innerhalb der
Banden zwischen den verschiedenen Proteinen. Einige dieser
Unterschiede kçnnen Variationen in den Fe-S-C-C-Dieder-
winkeln zugeschrieben werden.[13b]

Ein Beispiel f�r diese Variation der relativen Banden-
intensit�ten und Positionen ist, dass im Bereich 330–400 cm�1

diese drei Proteine zwar alle ein Maximum bei 383 cm�1

haben. Allerdings hat Fd aus D14C-Pf im niedrigen Ener-
giebereich eine starke Bande bei 355 cm�1, H2ase aus Av
dagegen eine kleinere bei 350 cm�1, und HiPIP aus Af hat nur
schwache Schultern (Abbildung 2a, durch farbige Pfeile ge-
kennzeichnet). Die detaillierte Struktur des Spektrums h�ngt
demnach empfindlich von der Konformation und Umgebung
des jeweiligen Clusters ab. Bemerkenswert ist, dass das re-
duzierte HiPIP und der proximale und distale [4Fe-4S]-
Cluster in der [NiFe]-H2ase eine oder mehrere Fe-S-Cys-
Verkn�pfungen mit Diederwinkeln nahe 08 oder 1808 auf-
weisen, bei denen die kinematische Kopplung zwischen der
Fe-S-Bewegung und der SCC-Seitenkettenbewegung am
grçßten ist.[15]

Die Interpretation der NRVS-PVDOS wird durch die
Anwesenheit eines „medialen“ [3Fe-4S]-Clusters (Abbil-
dung 1b, S1) in der Elektronentransportkette von der H2ase
erschwert. Zum Vergleich haben wir das Spektrum eines
�hnlichen Clusters in einer modifizierten Form des Fd-Pro-
teins aus Pf gemessen. In einer rein empirischen Analyse
wurde die beste �bereinstimmung mit dem Spektrum der
oxidierten H2ase durch eine Kombination des Spektrums des
reduzierten HiPIP mit dem passenden Beitrag des [3Fe-4S]-
Ferredoxins erzielt (Abbildung 2b). In �hnlicher Weise
wurde das Spektrum der reduzierten H2ase-Probe simuliert,
und zwar durch Kombination gleicher Wichtungen der
Spektren des reduzierten Fd aus Pf D14C, des reduzierten Fe-
Proteins und des reduzierten [3Fe-4S]-Ferredoxins (Abbil-
dung 2c). Die Qualit�t dieser empirischen Simulation erlaubt
die Schlussfolgerung, dass fast alle Banden unterhalb von
400 cm�1 den 11 Fe-Zentren zuzuschreiben sind, die Teil der
Fe-S-Cluster der Elektronentransportkette sind.

Aus chemischer Sicht stammt der interessanteste NRVS-
Beitrag von dem speziellen Eisenatom (Low-Spin-Fe2+-Zu-
stand)[4b] im aktiven Zentrum der [NiFe]-H2ase. Da es sich
nur um ein einziges Fe handelt, sollte die Intensit�t der Si-
gnale seiner Fe-CO- und Fe-CN-Banden sehr klein sein im
Vergleich zu den Banden der 11 Fe-Atome der Fe-S-Cluster.
Raman-Daten[16] und auch NRVS des Myoglobin-CO (Mb-
CO),[17] des LFe-CO-Modells[14b] und der [Fe]-H2ase[14a]

zeigen, dass die Fe-CO- und Fe-CN-Banden im Bereich 400–
650 cm�1 auftreten, wo die Fe-S-Cluster vernachl�ssigbare
NRVS-Intensit�ten haben.

Eine Vergrçßerung des Bereichs 400–650 cm�1 (Abbil-
dung 1 und 3) l�sst Banden erkennen, deren Intensit�ten und
Frequenzen mit den Dehnungs- und Beugeschwingungen von
Fe-CN und Fe-CO �bereinstimmen. Das oxidierte Protein hat
Banden mit Maxima bei 542 und 582 cm�1, die sich in der
reduzierten Probe nach 547 und 605 cm�1 verschieben. Fr�-
here Arbeiten an Modellverbindungen und der [Fe]-H2ase[14a]

sowie auch an H�m-CO-Derivaten[18] weisen diese Banden
der Fe-CO-Dehnungsmode bzw. der Fe-C-O-Beugungsmode
zu. Wie bereits h�ufig festgestellt,[14c] verschieben starke Fe-
CO-R�ckbindungen die Fe-CO-Beugeschwingungen (in
diesem Fall bei 578 cm�1) zu hçheren Frequenzen als die Fe-
CO-Streckschwingungen[18] (in diesem Fall bei 512 cm�1).
DFT-Rechnungen haben ferner gezeigt, dass die Beuge-
schwingung mit einer Kippschwingung mischt.[19]

Die kleinen Verschiebungen von nFeCO zu hçheren Fre-
quenzen mit der Reduktion des Enzyms sind im Einklang mit
der bekannten „inversen Korrelation“ zwischen nFeC und nCO

in FeCO-Komplexen.[10, 18, 20] Spiro und Mitarbeiter fanden
z. B. in Myoglobin-CO einen Anstieg des nFeCO ca. um den
Faktor 0.75 der Abnahme des nCO.

[18] Obwohl Mb-CO sicher
kein gutes Strukturmodell f�r H2ase ist, nehmen wir eine
�hnliche �nderung f�r die inverse Korrelation an. Wenn der
grçßte Teil unserer „oxidierten“ Probe in der Ni-A-Form (mit
nCO bei 1956 cm�1) und die „reduzierte“ Probe �berwiegend
in der Ni-R1-Form (mit nCO bei 1948 cm�1) vorliegt, dann wird
mit dem im NRVS beobachteten Anstieg von nFeCO um 5 cm�1

die erwartete Grçße und Richtung, verglichen mit der Ab-
nahme von 8 cm�1 in nCO, erhalten. Im Augenblick sind unsere
Mçglichkeiten, diese Verschiebung weiter zu analysieren,
durch mehrere Faktoren begrenzt, z. B. durch die experi-
mentelle spektrale Auflçsung der NRVS von ca. 8 cm�1, die
Anwesenheit einiger Bandenaufspaltungen und die Hetero-
genit�t der Proben bez�glich der erzeugten Zust�nde.

Um die Interpretation unserer Daten zu st�tzen, haben
wir NRVS-Spektren einer Modellverbindung aufgenommen,
die eine Fe- Koordinationssph�re aufweist, die dem aktiven
Zentrum der H2ase sehr �hnlich ist: (NEt4)2[

57Fe-
(bdt)(CN)2(CO)] (1)[21] (Abbildung 3, links oben); auch das
Toluoldithiolat-Derivat von 1 wurde untersucht (siehe Hin-
tergrundinformationen). Die Fe-CO-Streck- und die Fe-CO-
Beugeschwingungen dieses Komplexes liegen bei 562 bzw.
621 cm�1 (Abbildung 3, rechts, rotes Spektrum). Die St�rke
der Fe-CO-Bindung spiegelt sich in den relativ hohen Fe-CO-
Dehnungs- und Beugungsfrequenzen wider. Als Folge der
R�ckbindung in das CO-p*-Orbital resultiert eine relativ
niedrige nCO-Dehnungsfrequenz von 1897 cm�1.[21] Zum Ver-
gleich zeigt Mb-CO niedrigere Fe-CO-Frequenzen f�r Deh-
nung und Beugung bei 512 bzw. 578 cm�1[19,22] und eine hçhere
nCO-Streckschwingung bei 1945 cm�1.[23]

F�r die Fe-CN-Schwingungsmoden in 1 kçnnte man vier
Fe-CN-Moden erwarten (f�r in-phase und out-of-phase Fe-
CN-Dehnungen und -Beugungen). In Abbildung 3a sind vier
Banden bei 421, 433, 476 und 509 cm�1 gekennzeichnet; aber
es gibt auch andere mçgliche Banden im Bereich von 400–
530 cm�1. Die zus�tzliche Komplexit�t kçnnte von der
Kopplung mit dem Benzoldithiolat-Ring stammen, der
ebenfalls Schwingungsmoden in diesem Bereich hat.[12b] Die
Fe-CN-Moden sind deutlich komplizierter als die Fe-CO-
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Beugungs- und Dehnungsmoden. Der Literatur �ber H�m-
CN ist zu entnehmen, dass die schw�chere R�ckkopplung im
Fall von Fe-CN zu komplexeren Mustern der Modenanord-
nung und Modenmischung f�r Dehnungs- und Beugungs-
bewegungen von Fe-CN f�hrt. F�r lineare Fe-CN-Gruppen
ist die Fe-CN-Beugungsfrequenz hçher als die Fe-CN-Stre-
ckung, w�hrend f�r nichtlineare Fe-CN-Gruppen das Ge-
genteil gilt.[16b]

In der NRVS von DvMF-H2ase wurden einige Banden im
Bereich 400–500 cm�1 detektiert, wo Fe-CN-Moden erwartet
werden. F�r die oxidierte Probe konnten reproduzierbare
charakteristische Signale bei 461 und 487 cm�1, im Spektrum
der reduzierten Probe dagegen bei 449, 474 und 504 cm�1

erhalten werden. Trotzdem sind mçglicherweise zus�tzliche
Fe-CN-Moden an beiden Enden dieses Frequenzbereichs
nicht aufgelçst. Am unteren Ende kçnnten mit Cystein-Sei-
tenketten vermischte Fe-S-Moden ein schwaches NRVS-
Signal erzeugen, w�hrend auf der Hochfrequenzseite Fe-CN-
Moden verdeckt oder mit einer st�rkeren Fe-CO-Schwingung
gekoppelt sein kçnnten. Eine vollst�ndige Zuordnung wird
zuk�nftig von der Kombination aus besserer Auflçsung, Iso-
topenmarkierung und DFT-Rechnungen erwartet.

Zusammenfassend haben wir die ersten NRVS-Messun-
gen an [NiFe]-H2asen beschrieben. Das Spektrum im Bereich
0–400 cm�1 wird von den Beitr�gen der 11 (von insgesamt 12)
Fe-Zentren dominiert, die in den Fe-S-Clustern der Elektro-
nentransportkette vorhanden sind. Dieser „Fe-S“-Cluster-
Bereich der H2ase ist vergleichbar mit dem Spektrum des
reduzierten HiPIP-Modells. Der Vergleich mit dem Spektrum
einer H2ase-Modellverbindung zeigte, dass die Fe-CN- und
Fe-CO-Moden des aktiven Zentrums der [NiFe]-H2ase bei
Frequenzen im Bereich 420–620 cm�1 liegen sollten, also au-
ßerhalb des Bereichs der Fe-S-Cluster. Folglich haben wir die
st�rkeren H2ase-Banden im Bereich 540–605 cm�1 den Fe-
CO-Dehnungs- und Fe-CO-Beugungsmoden und die schw�-

cheren Banden zwischen 450 und 505 cm�1 den Fe-
CN-Dehnungs- und -Beugungsmoden zugeordnet.

Eine der interessantesten zuk�nftigen Anwen-
dungen von NRVS an Hydrogenasen kçnnte die
Beobachtung von Fe-H/D-Normalschwingungen
sein, deren Detektion und Analyse zur Charakte-
risierung der Br�ckengeometrie und der Art der
Wasserstoffaktivierung beitragen kçnnte. Das
Haupthindernis f�r solche chemisch hochinforma-
tiven Experimente ist der begrenzte Photonenfluss
und die Auflçsung bestehender Spektrometer. Al-
lerdings sind Anlagen mit 5-fach[24] oder sogar 10-
fach[25] hçheren Fl�ssen bereits vorhanden, und in
nicht so ferner Zukunft werden vier weitere Grç-
ßenordnungen durch die Entwicklung von Freie-
Elektronen-Lasern zur Verf�gung stehen.[26] Diese
Entwicklungen sollten es ermçglichen, bislang
schwierige biologische NRVS-Experimente routi-
nem�ßig durchf�hren.

Experimentelles
Die oxidierte 57Fe-markierte H2ase enthielt gem�ß FTIR-
und EPR-Spektren �berwiegend Ni-A, die H2-reduzierte
Probe eine Mischung aus Ni-C und Ni-R1 sowie etwas Ni-

SIa. Die NRVS-Messungen wurden entweder am SPring-8 BL09XU
oder an der Advanced Photon Source (APS), Beamline 3-ID, bei T=

10 K (im Kryostaten) mit Monochromatoren mit ca. 1 meV Auflç-
sung und einem 1 cm2 APD-Detektor durchgef�hrt. Eine detaillierte
Beschreibung der Protein- und Probenpr�paration, der 57Fe-Markie-
rung und Pr�paration des HiPIP aus Acidithiobacillus ferrooxidans,
des Ferredoxin aus Pyrococcus furiosus (D14C-Mutante) und der
Synthese der 57Fe-Modellverbindungen sowie Einzelheiten der Mes-
sungen und die weitere Analyse der Rohdaten finden sich in den
Hintergrundinformationen.
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