Spektroskopische und elektrochemische
Untersuchung der [NiFe]-Hydrogenase

aus Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

angefertigt am
Max-Planck-Institut fiir Bioanorganische Chemie

in Miilheim an der Ruhr

von
Caroline Fichtner
aus

Ennepetal

Miilheim 2005



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen

Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Referent: Prof. Dr. Wolfgang Lubitz
Korreferent: Prof. Dr. Karl-Erich Jaeger

Tag der miindlichen Priifung: 10. Juni 2005



ENDOR, HYSCORE, EPR,
FTIR kann auch nicht mehr.

UV/VIS und DFT,
oh Gott, mir tut der Kopf schon weh.

rpm und Cys und min,

hat das alles einen Sinn?

HEPES, CHES und TAPS,

ist doch alles hier nur Spass!

OTTLE, EXAFS und CO,

da wird doch nur ein Doktor froh!






Zusammenfassung

Die [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F gehort zu einer Gruppe
strukturell sehr dhnlicher [NiFe]-Hydrogenasen, die die reversible Oxidation von mole-
kularem Wasserstoff katalysieren und damit bei der Energiegewinnung der Zelle eine
wichtige Rolle spielen. Das Interesse der Forschung konzentriert sich auf die Aufklérung
des Reaktionsmechanismus, um dieses Wissen auf die biotechnologische Gewinnung von
Wasserstoff als alternativen Energietriger iibertragen zu kénnen.

Das katalytisch aktive Zentrum der Hydrogenase besteht aus einem heterobimetalli-
schen [NiFe]-Cluster, der wihrend des Reaktionsablaufes verschiedene Redoxzustinde
einnimmt, die sich in vitro elektrochemisch einstellen lassen. Da fiir die in vitro-Studien
an der [NiFe]-Hydrogenase hochreines Protein in einer hohen Konzentration benotigt
wurde, war die Etablierung einer effizienten Isolierung aus der bakteriellen Zelle und
Methoden zur Charakterisierung der Enzymaktivitét notwendig.

Durch proteinfilmvoltammetrische Experimente konnte gezeigt werden, dafl die [NiFe]-
Hydrogenase ein im Vergleich zu anderen Standardhydrogenasen stark sauerstoff-
empfindliches Enzym ist und eine anaerobe Inaktivierung nur nach Zugabe von NasSOs3
moglich ist, was zur Hypothese fiihrte, dal im inaktiven, oxidierten Zustand , Ni-A”
ein Sulfoxid im aktiven Zentrum gebunden ist.

Die verschiedenen Redoxzusténde unterscheiden sich desweiteren in ihren Absorptions-
eigenschaften des infraroten Lichtes. Erstmalig konnten die charakteristischen Absorp-
tionsbanden dieser Hydrogenase im Infrarot-Bereich zwischen 1900 cm ™! und 2200 cm ™!
identifiziert und den einzelnen Redoxzustinden zugeordnet werden. Dies beantwortet
zweifelsfrei die Frage nach der Identitdt der drei zweiatomigen Liganden im aktiven
Zentrum, bei denen es sich um ein CO- und zwei CN~-Molekiile handelt. Die pH-
Wert-abhiingigen, spektroelektrochemischen Experimente zeigten dariiber hinaus, daf}
jeder Redoxiibergang mit einer Protonierung gekoppelt ist.

Die Untersuchung der wellenléingenabhéngigen Photokonversion des reduzierten, akti-
ven Zustandes ,Ni-C” in den lichtinduzierten Zustand ,,Ni-L” mittels Elektronenspin-
resonanz-Spektroskopie zeigte durch den Vergleich mit UV /VIS-spektroskopischen Mes-
sungen, daf die beteiligten Uberginge Ligand-zu-Metall-Ladungstransfer-Charakter
besitzen, und ermoglichte die Beschreibung des Prozesses anhand eines Modells. Die
Schlufifolgerungen sind zur Annahme konsistent, dal im Zustand Ni-C die Substrat-
bindestelle mit einem Hydrid (H™) besetzt ist.

Die Ergebnisse der Experimente erlaubten Riickschliisse auf die Eigenschaften der Re-

doxzusténde, so daf} hieraus ein Reaktionsmechanismus postuliert werden konnte.
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1 Wasserstoff - Energietriager der
Zukunft

Angesichts immer knapper werdender fossiler Brennstoffe und des wachsenden
globalen Bedarfs an Energietridgern gewinnt die Suche nach nachwachsenden
Rohstoffen und deren umweltvertriiglicher Nutzung eine immer gréere Bedeu-
tung. Da die Energiegewinnung aus Sonnenlicht mittels Sonnenkollektoren und
die Nutzung der Windkraft aufgrund ihres geringen Energieerntefaktors wenig
effizient sind [19], konzentriert sich das Interesse auf molekularen Wasserstoff
(Hs) als hocheffizienten Energiespeicher. Die Nutzung des Wasserstoffs in einer
Brennstoffzelle produziert durch die Verbrennung von Wasserstoff mit Sauer-
stoff (O3) Elektrizitit, wobei als ,, Abfallprodukt” dieser Reaktion nur Wasser
(H20) entsteht. Nach derzeitigem Stand der Technik ist das Problem der Was-
serstoffnutzung jedoch dessen Produktion. Da er nicht als natiirliche Ressource
in reiner Form vorkommt, muf} er hergestellt werden. Die technischen Produkti-
onsverfahren besitzen jedoch den Nachteil eines hohen Energiebedarfs und der
Entstehung umweltschiadlicher Abfallprodukte, z.B. des Treibhausgases Koh-
lendioxid (COy).

Im Gegensatz dazu wire eine biotechnologische Wasserstoffproduktion umwelt-
freundlich und effizient, da aus den beiden natiirlichen Ressourcen Sonnenlicht
und Wasser Wasserstoff ohne die Entstehung von schidlichen Nebenprodukten
gebildet wird. Das grofite Potential auf diesem Gebiet besitzt die photobiologi-
sche Produktion von Wasserstoff, der die Kopplung photosynthetischer Prozes-
se mit der enzymatischen Katalyse der Wasserstoffbildung zugrunde liegt (vgl.
Abbildung 1.1). Aus Wasser und der Energie des Sonnenlichtes wird mit Hilfe
zweier Enzymkomplexe molekularer Wasserstoff hergestellt. Der erste Enzym-
komplex, bestehend aus photosynthetischen und Elektronentransportproteinen,
nutzt die Energie des Lichtes, um Wasser zu spalten. Die dabei freiwerden-
den Elektronen werden auf einen Elektronenakzeptor iibertragen. Der zweite

Enzymkomplex katalysiert die Synthese von Wasserstoff. Er besteht aus einer
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der photobiologischen Wasserstoffproduktion
durch Kopplung der Photosynthese (Photosysteme I und II) und der Hydrogenase-
Aktivitit.

sogenannten Hydrogenase, die Protonen zu molekularem Wasserstoff reduzie-
ren kann. Hierzu benétigt sie Elektronen, die sie im Falle der photobiologi-
schen Wasserstoffproduktion vom Elektronenakzeptor der Photosysteme erhal-
ten wiirde.

Dieses gekoppelte System konnte in die Zelle einer Alge oder eines Cyano-
bakteriums eingefiigt werden, was diesen Organismus zur Wasserstoff-Synthese
befihigen wiirde. Eine Anzucht solcher Zellen im groflen Mafistab wiirde dem-
nach entsprechend viel Wasserstoff liefern.

Doch die Evolution hat die Kombination dieser beiden Prozesse in keinem Or-
ganismus hervorgebracht. Im Gegenteil sind viele Hydrogenasen empfindlich
gegeniiber Sauerstoff, der jedoch Nebenprodukt der Wasserspaltung durch Pho-
tosystem II ist. Eine biotechnologische Wasserstoffproduktion erfordert somit
die Anpassung beider Systeme aneinander, um zu lohnenden Ausbeuten fiir eine
grofitechnische Nutzung zu gelangen. Die nitigen Modifikationen setzen jedoch
das Verstindnis der Funktionsweisen und der Regulation beider Enzymkom-
plexe voraus. Dies betont die Notwendigkeit der Grundlagenforschung auf den
Gebieten der Photosynthese- und der Hydrogenaseforschung, auf denen intensiv
gearbeitet wird, um die Reaktionsmechanismen aufzukliren.

Alternativ zum photobiologischen Ansatz wird ein biotechnischer Ansatz zur
Wasserstoffproduktion verfolgt. Hierbei wiirden die minimalen aktiven Ein-
heiten beider Enzymkomplexe auf Elektrodenoberflichen zweier Halbzellen fi-

xiert, die rdumlich voneinander getrennt sind, so daff Gase nicht in das jeweils



andere Kompartiment diffundieren konnen. Dies wére eine Moglichkeit, dem
oben beschriebenen Problem der Sauerstoffempfindlichkeit der Hydrogenasen
zu begegnen. Auch dieser Ansatz erfordert vor der Realisierung ein detailliertes
Verstindnis der Funktion der beteiligten Enzyme.

Die vorliegende Arbeit ist in den Bereich der Grundlagenforschung an Hydro-
genasen einzuordnen und untersucht den katalytischen Mechanismus einer spe-
ziellen Hydrogenase, der [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio vulgaris Miyaz-
aki F. Dieses Enzym gehort zu einer Gruppe strukturell sehr dhnlicher Hy-
drogenasen, den Standardhydrogenasen, und kann als Modellprotein angesehen
werden, an dem der Reaktionsablauf studiert wird. Die Erkenntnisse dieser For-
schung tragen zu einer Entwicklung der photobiologischen oder biotechnischen
Wasserstoffproduktion bei. Den komplexen Prozessen, die bei der Katalyse in
der Hydrogenase ablaufen, wird mit der Kombination verschiedener Methoden,
hauptséchlich elektrochemischer und spektroskopischer Techniken, nachgegan-

gen.






2 Hydrogenasen

Die Hydrogenasen sind eine Klasse von Enzymen, die in der Lage sind, hetero-
lytisch molekularen Wasserstoff (Hs) zu spalten und gleichfalls im umgekehrten

Prozess Protonen zu reduzieren, so dafl Wasserstoff generiert wird:
Hy = 2H" 4 2e”

Sie sind nach der Empfehlung der Enzyme Commission [92] in der Enzymklasse
1.12 (Hydrogenasen) zusammengefasst, innerhalb derer sie weiterhin aufgrund
ihrer unterschiedlichen Elektronenakzeptoren, z.B. Cytochrom c3 (Enzymklasse

EC 1.12.2.1), Coenzym F420 (EC 1.12.98.1) oder Ferredoxin (EC 1.12.7.2),

differenziert werden.

2.1 Vorkommen und Funktion der Hydrogenasen

Hydrogenasen kommen in einer Vielzahl von Mikroorganismen vor, die verschie-
denen phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. Klassifiziert man diese
Bakterien nach ihrem Verhiltnis zum Sauerstoff, lassen sie sich in folgende
Gruppen einteilen: anaerobe Bakterien (z.B. die Gattungen Desulfovibrio oder
Clostridium), fakultativ anaerobe Bakterien (z.B. die Gattung Escherichia),
anaerobe, anoxygen phototrophe Bakterien (z.B. die Gattungen Rhodobacter,
Allochromatium oder Thiocapsa) sowie aerobe Bakterien (z.B. die Gattungen
Ralstonia, Bacillus, Azotobacter oder Rhizobium). Dariiber hinaus sind Hydro-
genasen auch bei Cyanobakterien (z.B. die Gattung Anabaena), die eine aerobe,
oxygen phototrophe Lebensweise besitzen, und Algen (z.B. die Gattungen Chla-
mydomonas, Chlorella oder Scenedesmus) gefunden worden.

Fiir alle Organismen gilt, dafl der Verbrauch von Wasserstoff durch die Hydro-
genase die Zelle mit Reduktionséquivalenten (Protonen und Elektronen) ver-
sorgt [1]. Diese sind in der Lage, eine Reihe von Substraten, wie z.B. COq, zu
reduzieren, und damit geniigend Energie zur Synthese von Adenosintriphosphat

(ATP), des universellen Energieiiquivalents, zu generieren. Eine ATP-Synthese
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ist zudem dann direkt moglich, wenn membranassoziierte Hydrogenasen, die
auf der Membranauflenseite lokalisiert sind, Wasserstoff spalten und sich auf-
grund des Abtransports der Elektronen iiber Elektronenakzeptorproteine wie
z.B. Cytochrome iiber die bakterielle Membran ein elektrochemischer Gradient

ausbildet, der seinerseits die ATP-Synthase antreibt.

A: H,-Verbrauch AP "

SO —areng™ SO

‘ 2e— )

: Vo

S506>

H, !
S rET

Hydro- o o \.f SO,

genase e Cytc; — Ferredoxin—= X S2O_32'

2H* K2e—] .
. N SQSE-
' E
Thisulfat- S? 3ATP
Reduktase
S,05* SO + H,S
B: H,-Produktion
H,
e e e
Pyruvat & aiFameqoan Ferredoxin = Cytc, > Hydrogenase
Oxidoredukt

Acetyl-CoA + CO, 2H*

Abbildung 2.1: Wasserstoff-Metabolismus in Desulfovibrio (modifiziert nach [1] und
[103]). X ist ein bisher unbekannter Elektronentransporter.

Die anaeroben Mikroorganismen, die organische Substrate (z.B. Pyruvat
oder Lactat) fermentieren, um ihre Versorgung mit ATP sicherzustellen, entsor-
gen dabei entstehende iiberschiissige Elektronen, indem sie Protonen reduzieren,
so dafl Wasserstoff entsteht. Die Hauptquelle dieser Reduktionsiquivalente, die
letztlich zur Wasserstoffproduktion fithren, ist die Oxidation von Pyruvat. Es
wird in Acetyl-CoenzymA und Formiat iiberfiithrt, und letzteres wird durch die
Reaktion der Formiat-Wasserstoff-Lyase, an der auch die Hydrogenase beteiligt

ist, zu Wasserstoff und COs zersetzt. Das Pyruvat kann aulerdem durch die Re-
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aktion der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Acetyl-CoenzymA und CO»
oxidiert werden. Anschlieflend iibertrigt das reduzierte Ferredoxin seine Ele-
kronen auf eine Hydrogenase [2] (Abbildung 2.1B). Dariiber hinaus wird eine
Regeneration der bei der Fermentation organischer Siduren gebildeten Reduk-
tionsidquivalente erreicht, indem durch eine NADH:Ferredoxin-Oxidoreduktase
NADH oxidiert und Ferredoxin reduziert wird. Die Oxidation des Ferredoxins
erfolgt dann iiber die Reduktion von Protonen, katalysiert durch die Hydrogen-
ase [1].

In diese grole Gruppe gehoren auch die anaeroben Sulfatreduzierer der
Gattung Desulfovibrio, die deshalb gesondert erwidhnt werden, da die Hydro-
genase, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wird, aus dem Stamm Desul-
fovibrio vulgaris Miyazaki F isoliert wird. Sie nutzen die Elektronen, die bei der
Oxidation des Wasserstoffs durch die Hydrogenase entstehen, um Sulfat zu Sul-
fid oder Schwefelwasserstoff zu reduzieren [1]. Die Elektronen des Wasserstoffs
gelangen iiber Cytochrom c3 und Ferredoxin zum Elektronenakzeptor Sulfat
(Abbildung 2.1A).

Im Falle der aeroben, Stickstoff-fixierenden Bakterien und Cyanobak-
terien werden Reduktionsiquivalente, die bei der ATP-abhéngigen Reduktion
von Stickstoff zu NHjs verfiigbar werden, bei einer Seitenreaktion mit Proto-
nen zu Wasserstoff umgesetzt. Pro Molekiil reduziertem Stickstoff entsteht so
ein Molekiil Wasserstoff. Das Vorhandensein der Hydrogenase verhindert hier
einen hohen Energieverlust, da durch die Spaltung dieses Wasserstoffs letztend-
lich ATP synthetisiert werden kann [2].

Aerobe, Wasserstoff-oxidierende Bakterien sind in der Lage, chemoau-
totroph auf Wasserstoff als Elektronendonor, Sauersotff als terminalem Elek-
tronenakzeptor und CO; als Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dabei iibertragen
sie letzlich die Elektronen, die aufgrund der Wasserstoff-Oxidation durch ei-
ne membrangebundene Hydrogenase anfallen, iiber die Atmungskettenkomple-
xe auf Sauerstoff. Bei dieser exergonen Reaktion entsteht Wasser und Energie
in Form von ATP. Da in diesen Bakterien damit letztlich die Knallgasreakti-
on (2Hy + Oy — 2H50) abliuft, werden sie auch als , Knallgasbakterien“ be-
zeichnet. Eine weitere cytoplasmatische Hydrogenase sorgt in diesen Bakterien
dariiber hinaus fiir die Bereitstellung von Reduktionsédquivalenten zur COs-
Fixierung [1].

Photosynthetischen Bakterien ist gemein, dafl sie Wasserstoff als Reduk-

tionsmittel bei der COs-Fixierung benutzen. Manche dieser Spezies sind dabei
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in der Lage, nur mit CO4 als Kohlenstoffquelle und Wasserstoff als Energie-
quelle zu wachsen. Die Nutzung des Wasserstoffs ist in diesen Fillen durch die
Hydrogenase gewéhrleistet. Im Dunkeln sind diese Organismen in der Lage,
heterotroph zu wachsen und ihre Energie durch die Fermentation organischer
Verbindungen zu gewinnen. Hierbei produzieren sie Wasserstoff iiber Hydro-
genasen, um Reduktionsiquivalente zu regenerieren [1].

Viele der erwédhnten Mikroorganismen besitzen nicht nur eine, sondern mehrere
Hydrogenasen unterschiedlichen Typs, die verschiedene Aufgaben im Wasserstoff-
Metabolismus wahrnehmen und zu bestimmten Zeiten in unterschiedlichen Kom-
partimenten der Zelle exprimiert werden, so dafi der Organismus auf verdnderte

Umweltbedingungen effizient reagieren kann.

2.2 Molekulare Struktur der Hydrogenasen

Die bislang entdeckten Hydrogenasen werden anhand der Metallzusammen-
setzung ihres aktiven Zentrums unterschieden und lassen sich danach in drei
Klassen einteilen. In den zuerst beschriebenen Hydrogenasen wurde Eisen als
einziges Metall identifiziert, das in [FeS]-Clustern organisiert ist. Das aktive
Zentrum dieser sogenannten [Fe]-Hydrogenasen wird als H-Cluster bezeichnet
und besteht aus einem [4Fe4S]-Cluster, der iiber ein Cystein-Thiolat mit ei-
nem ungewdhnlichen [2Fe]-Cluster verbunden ist. Dieser [2Fe]-Cluster besitzt
seinerseits fiinf zweiatomige Liganden (CO und CN™) und einen verbriickenden
1,3-Propandithiol-Rest [90].

Spiter zeigten neue Erkentnisse, da manche Hydrogenasen ein fiir die Funk-
tion essentielles Nickelatom beinhalten und dafl die Gruppe der sogenannten
[NiFe]-Hydrogenasen die zahlenmifBig grofite ist. Eine Untergruppe bilden die
[NiFeSe]-Hydrogenasen, bei denen ein das aktive Zentrum koordinierendes Cys-
tein durch ein Selenocystein ausgetauscht ist [46].

Eine weitere Gruppe besteht aus den Hydrogenasen, deren aktives Zentrum kein
Metallatom besitzt. Prominentester Vertreter der sogenannten [FeS]-Cluster-
freien Hydrogenasen ist die Hmd ( Hy-forming methylenetetrahydrometanopterin
dehydrogenase) aus dem methanogenen Archaeum Methanothermobacter mar-
burgensis. Diese Hydrogenase katalysiert die Ubertragung eines Hydrids (H™)
von einem Hs auf das Substrat Methenyl-Tetrahydromethanopterin, so daf}
Methylen-Tetrahydromethanopterin entsteht. Die Struktur des aktiven Zen-

trums ist noch unbekannt; gezeigt wurde bisher, dafl ein Kofaktor mit einem ge-
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ringen Molekulargewicht existiert, an den ein Eisenatom und zwei CO-Molekiile
assoziiert sind [80].

Die [NiFe|-Hydrogenasen, mit denen sich die vorliegende Arbeit beschéftigt,
sind heterodimere Proteine, die aus den zwei Untereinheiten « und 8 bestehen
(Abbildung 2.2). Die [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio (D.) vulgaris gehort
zur Enzymklasse EC 1.12.2.1 (Wasserstoff:Ferricytochrom-c3-Oxidoreduktase)
und hat ein Gesamtgewicht von 87,383 kDa; wobei die grofle Untereinheit a,
bestehend aus 534 Aminosduren, 59,090 kDa und die kleine Untereinheit £,
bestehend aus 267 Aminoséduren, 28,748 kDa wiegt. Diese Angaben sind Er-
gebnisse der Analyse der Kristallstruktur der reduzierten [NiFe]-Hydrogenase
bei einer Auflosung von 1,4 A [55]. Zusammen mit den [NiFe]-Hydrogenasen
aus D. gigas, D. fructosovorans und Allochromatium (A.) vinosum gehort sie
zu den sogenannten Standardhydrogenasen, da sich ihre strukturellen und spek-
troskopischen Eigenschaften sehr dhneln und an diesen Vertretern die meisten
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Auch fiir die anderen beiden [NiFe]-Hy-
drogenasen der Gattung Desulfovibrio sind die Gen- und Aminosiuresequen-
zen und Kristallstrukturen bekannt. Diese drei Standardhydrogenasen besitzen
eine relativ hohe genetische Ubereinstimmung: So betriigt die Homologie der
Hydrogenase-Sequenzen aus D. vulgaris Miyazaki F und D. gigas 69% und die-
jenige aus D. vulgaris Miyazaki F und D. fructosovorans 66%.

Die grofie Untereinheit enthilt das aktive Zentrum der [NiFe]-Hydrogenase, das
an der Grenzfldche zwischen grofier und kleiner Untereinheit lokalisiert ist. Der
exakte Aufbau dieses aktiven Zentrums war lange Zeit umstritten. Zunichst
wurde aufgrund bestimmter genetischer Motive die Existenz von mehreren
[FeS]-Clustern postuliert, die als aktive Zentren an der Wasserstoffumsetzung
beteiligt sein sollten [89]. Weitere Untersuchungsergebnisse zeigten allerdings,
dafl das Element Nickel ebenfalls Bestandteil der Hydrogenase zu sein scheint
[49]. Durch Elektronenspin-Resonanz (EPR)-spektroskopische Messungen (de-
ren Grundlagen in Kapitel 3.2 erliutert werden) an 'Ni-isotopenmarkierten
Hydrogenase-Proben konnten diese Hinweise bestétigt werden, da die Proben
ein charakteristisches Nickel-Signal zeigten [4,115]. Erst die Rontgenstruktur-
analyse ermoglichte einen detaillierten Einblick in den Aufbau dieses ungew6hn-
lichen Metallzentrums. Durch die Analyse von Kristallen der [NiFe]-Hydro-
genase aus D. gigas wurde gezeigt, dafl das Nickelatom zusammen mit ei-
nem Eisenatom einen heterobimetallischen Cluster bildet, der seinerseits von

vier Cysteinresten koordiniert wird [122] (vgl. Abbildung 2.2). Erkennbar war
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Aktives Zentrum:
[NiFe] heterobimetallischer Cluster

Cysgq

Cys 549

CN
CO CN

Abbildung 2.2: Rontgenstruktur der [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio wvulgaris
Miyazaki F [58] (Eintrag in der Proteindatenbank (PDB) 1H2R). Links ist eine Uber-
sicht iiber das gesamte Protein dargestellt, bestehend aus der kleinen (griin) und der
groBen Untereinheit (blau). Der rechte Teil der Abblidung gibt die Struktur des aktiven
Zentrums wieder. Der Briickenligand, der im Falle des oxidierten Enzyms vorhanden
ist, wurde nicht dargestellt. Obwohl Higuchi et al. [55,58] annahmen, daf} es sich bei den
zweiatomigen Fe-Liganden um SO, CO oder CN™ handelt, werden hier die Ergenisse
der [NiFe]-Hydrogenasen aus A. vinosum und D. gigas iibernommen. Die Begriindung

hierzu liefert Kapitel 6.

in dieser Struktur mit einer Auflésung von 2,85 A auch, daf am Eisenatom
drei zweiatomige Liganden gebunden waren, deren Identitit allerdings nicht
bestimmt werden konnte. 1995 entdeckten Bagley et al. [11], daf die Hydrogen-

L und

ase aus A. vinosum im Bereich des infraroten Lichts zwischen 2100 cm™
1900 cm ™', einem Bereich, in dem viele Proteine normalerweise keine Absorp-
tionen mehr aufweisen, Absorptionsbanden besaf}; die den drei Eisenliganden
zugeordnet werden konnten. 1997 gelang es dann Happe et al. [53] mit Hilfe einer
chemischen Analyse und der Fourier-Transform-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie
nachzuweisen, daf} es sich bei diesen drei Liganden um ein CO- und zwei CN™-
Molekiile handelte [99].

Die Analyse der Rontgenstruktur der [NiFe|-Hydrogenase aus D. vulgaris Miya-
zaki F im oxidierten (PDB-Eintrag 1H2A) [58] und reduzierten Zustand (PDB-
Eintrag 1H2R) [55] ergab, daf§ auch diese Hydrogenase ein heterobimetallisches

[NiFe]-Zentrum besitzt. Im Gegensatz zu den Befunden, die fiir die [NiFe]-Hy-
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2.3 Die Redoxzustéinde der [NiFe|-Hydrogenase

drogenasen aus D. gigas und A. vinosum gemacht wurden, wurde hier po-
stuliert, daf} die drei zweiatomigen Liganden ein SO-Molekiil und zwei CO-
und/oder CN™-Molekiile sind [55,58]. Das aktive Zentrum wird in diesem Fall
durch die vier Cysteinreste Cys81, Cys84, Cysb46 und Cys549 koordiniert.
Cys546 und Cys81 binden dabei terminal an das Nickel, wihrend Cys84 und
Cysb49 eine verbriickende Funktion zwischen Nickel und Eisen einnehmen (Ab-
bildung 2.2). Die noch freien Koordinierungsstellen des Nickels und des Ei-
sens werden durch einen Briickenliganden besetzt, der je nach Redoxzustand
des Enzyms unterschiedlicher Natur ist. Ein noch nicht geléstes Problem der
Hydrogenase-Forschung ist die Frage nach der Natur dieses Liganden in den
verschiedenen Redoxzustédnden des Enzyms. Bei den Hydrogenasen aus D. gi-
gas und A. vinosum deuten einige Ergebnisse darauf hin, dafl im oxidierten
Zustand Sauerstoff-Spezies als Briickenliganden vorkommen [17, 28, 47, 118].
Fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F hingegen wurde eine
Schwefel-Spezies postuliert [56]. Im reduzierten Zustand ist der Briickenligand
ein Derivat des Substrates Wasserstoff [43] oder das Substrat selbst, wobei ver-
mutet wird, dafl dieser nur an das Nickel bindet.

Die kleine Untereinheit der [NiFe]-Hydrogenasen enthélt drei [FeS]-Cluster, die
eine Diagonale durch das Protein vom aktiven Zentrum in der Mitte des Prote-
ins zu seiner Auflenseite bilden. Der dem aktiven Zentrum an néchsten liegende
Cluster, der proximale Cluster, ist ein [4Fe4S]-Cluster, genauso wie der distale
Cluster, der an der Proteinoberfliche lokalisiert ist. Dazwischen befindet sich
ein [3Fe4S]-Cluster (Abbildung 2.2). Diesen drei [FeS]-Clustern wird die Funkti-
on der Elektronenweiterleitung vom aktiven Zentrum zum Elektronenakzeptor,

der an der Proteinauflenseite assoziiert ist, zugeschrieben.

2.3 Die Redoxzustidnde der [NiFe]-Hydrogenase

Als Oxidoreduktase ist es die Aufgabe der Hydrogenase, ein Substrat, in diesem
Fall Wasserstoff, zu oxidieren, die Elektronen weiterzuleiten und damit einen
Elektronenakzeptor zu reduzieren. Der Elektronentransport findet im Falle der
[NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F iiber die [FeS]-Cluster statt. Der
terminale Elektronenakzeptor ist hier das Sulfat, welches zu Sulfid reduziert
wird (s. Abbildung 2.1). Die Oxidation des Wasserstoffs, bzw. die Reduktion
von Protonen erfordert eine Reihe von Redoxreaktionen, wihrend deren Ablauf

die Hydrogenase unterschiedliche Redoxzustédnde annimmt. Die einzelnen Re-
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doxzustinde, die in Abblildung 2.3 schematisch dargestellt sind, besitzen daher

jeweils charakteristische Eigenschaften. Wahrend die katalytische Reaktion am

i Fé

Ni-A/B N [4Fe4S]?* [3Fe4S]'t [4FedSPH

Ni-SU/SI Ni' Fe'  [4Fed4SP** [3FedS]’ [4Fe4SP**

Ni-C Ni [4Fe4S])"™  [3Fe4S]’ [4Feas]"

Ni-R Ni [4Fe4S])"™ [3FeaS]’ [4Fe4s]’

Abbildung 2.3: Schematische Ubersicht iiber die verschiedenen Redoxzustinde der
[NiFe]-Hydrogenase. Die Bezeichnung der Zustéinde ist ganz rechts in blau angege-
ben. Rot markierte Cluster bedeuten, dafl diese paramagnetisch sind und deshalb ein
EPR-Signal besitzen. Die formalen Oxidationsstufen des Nickels und des Eisens sind

in romischen Zahlen angegeben.

[NiFe]-Zentrum ablauft, dienen die [FeS]-Cluster der Weiterleitung der Elek-
tronen und der Ubertragung auf den Elektronenakzeptor Cytochrom cs. Das
Redoxpotential des [NiFe|-Zentrums liegt bei ca. -300 + 100 mV (abhingig
vom Redoxzustand), wihrend die [4Fe4S]-Cluster ein Redoxpotential von —320
+ 10 mV besitzen [116]. Der [3Fe4S]-Cluster hingegen weist ein deutlich po-
sitiveres Redoxpotential von —70 £ 10 mV auf [116]. Dennoch beeinflufit dies
die Elektronentransferrate nicht, da die am Elektronentransfer beteiligten Zen-
tren nicht weiter als 14 A auseinanderliegen und die Wasserstoffumsetzung der
langsamere und damit geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist [95].

In einer aeroben Umgebung liegt die Hydrogenase in ihren oxidierten Zustdnden
Ni-A und Ni-B vor. Das Nickel ist in diesem Fall paramagnetisch und hat die
formale Oxidationsstufe +III. Die Hydrogenase besitzt in diesem Zustand ein
rhombisches EPR-Spektrum, das durch die sogenannten g-Werte (s. Kapitel
Theorie) g, = 2,32, g, = 2,23 und g, = 2,01 charakterisiert ist (s. Abbil-
dung 2.4). Dariiber hinaus zeigt das EPR-Spektrum zusétzlich ein isotropes
Signal bei g = 2,01. Dieses stammt von dem oxidierten [3Fe4S]-Cluster, wel-
cher ebenfalls paramagnetisch ist. Trotz der Tatsache, dafi in Ni-A und Ni-B
die Oxidationsstufen des Nickels und der [FeS]-Cluster identisch sind, ist Ni-B
durch andere g-Werte charakterisiert: g, = 2,33, g, = 2,16 und g, = 2,01 (s.
Abbildung 2.4). Noch offen ist die Frage nach dem Unterschied dieser beiden
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Abbildung 2.4: Ubersicht iiber die cw-EPR-Spektren der paramagnetischen Redox-
zustéinde der [NiFe]-Hydrogenase. Die Spektren der oxidierten Zusténde Ni-A und
Ni-B wurden bei 120 K aufgenommen, bei der die Relaxationsrate des paramagne-
tischen, oxidierten [3Fe4S]-Cluster so schnell ist, daf das Signal bei der Messung nicht
detektiert wird. Die mit einem * markierten Signale im Ni-A-Spektrum stammen von
einem Priparationsartefakt unbekannter Natur. Im Falle der Spektren von Ni-C und
Ni-L handelt es sich um die sogenannten ,,unsplit”-Signale, da der paramagnetische,
proximale [4Fe4S]-Cluster bei einer Meitemperatur von 40 K eine schnelle Relaxations-
rate besitzt und sich das Signal der magnetischen Interaktion mit dem NiFe-Zentrum

herausmittelt.

oxidierten Zustinde. Fiir die [NiFe]-Hydrogenasen aus D. gigas und A. vinosum
wurde gezeigt, dafl die Aktivierungszeiten des Enzyms bis zur Ausprigung voller
Aktivitét in einer wasserstoffhaltigen Umgebung abhéngig davon ist, ob sich die
Hydrogenase im Zustand Ni-A oder Ni-B befindet. Im Zustand Ni-A bedarf es
einiger Stunden der Aktivierung, wihrend im Zustand Ni-B nur wenige Sekun-
den benétigt werden, bis das Enzym beginnt, den vorhandenen Wasserstoff zu
verbrauchen [23, 68, 77]. Die molekularen Ursachen dieses Aktivierungsverhal-
tens sind derzeit noch nicht geklirt. Angenommen wird, dafl ein Zusammenhang
mit dem Briickenliganden besteht. Den oxidierten Zustéinden ist gemein, daf
der Briickenligand in beiden Fillen eine Sauerstoffspezies ist [28,119]. Uneinig-

keit besteht dariiber hinaus jedoch iiber die Natur dieses Briickenliganden. So
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wurde fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas mittels spezieller Anwendungen
der EPR-Spektroskopie (die Doppelresonanzmethoden 'H und 2H ENDOR [39]
und 7O ENDOR [28], s. dazu auch Kapitel 3.2.4) gezeigt, daB im Zustand
Ni-A ein Austausch mit dem Losungsmittel nicht moglich ist, d.h. der Ligand
fiir Protonen nicht zugénglich ist. Dahingegen favorisierten Davidson et al. [29]
aufgrund von Ergebnissen der Rontgenabsorptionsspektroskopie-Methode EX-
AFS (extended X-ray absorption fine structure) und Stadler et al. [108] auf-
grund von Dichtefunktional-Theorie (DFT)-Rechnungen die Annahme, daf es
sich um einen protonierten Liganden handelt. Diese Vermutung wird durch Un-
tersuchungen an der [NiFe]-Hydrogenase von D. wvulgaris Miyazaki F bestarkt,
da mit Hilfe einer Impulstechnik der EPR-Spektroskopie, HYSCORE (hyperfine
sublevel correlation, s. Kapitel 3.2.4), fiir Ni-A ein austauschbares Proton gezeigt
wurde, welches dem Briickenliganden zugeordnet werden kann [120]. Demnach
konnte der Briickenligand fiir Ni-A entweder ein OH™ oder eine zweiatomige
Sauerstoffspezies wie z.B. OOH™ sein. Elektrochemische Messungen der Akti-
vierung und Inaktivierung von Ni-A [70] postulieren als mogliche Alternative
dazu ein Peroxo-Ton (OO ™). Lamle et al. ziehen dariiber hinaus die Méglichkeit
in Betracht, dafl zusétzlich zu einem Hydroxid als Briickenligand eine oxidie-
rende Spezies (wie z.B. ein Sauerstoffatom) an einem der Cysteine gebunden
ist (z.B. als Sulfoxid S=0 oder als oxidierte Sulfthydryl-Gruppe -S-OH) [70].
Dahingegen wurde aufgrund von Rontgenstrukturanalysen dieser Hydrogenase
im Zustand Ni-A ein SO als Briickenligand sowie ein weiteres Atom in der Nihe
des Cysteins Cysb46, bei dem es sich vermutlich um ein Sauerstoffatom handelt,
postuliert [93].

Im Falle des Zustandes Ni-B herrscht iiber die Natur des Briickenliganden
weitgehend Einigkeit. Da hier eine Zugénglichkeit fiir Protonen gefunden wur-
de [17,47], wird angenommen, daf es sich um ein OH~ handelt. Auch die
HYSCORE-Messungen [120] und DFT-Rechnungen [108, 109, 120] bestitigen
die hohe Wahrscheinlichkeit der Anwesenheit eines Hydroxid-Ions fiir Ni-B.
Sowohl im Zustand Ni-A als auch im Zustand Ni-B befindet sich das ungepaar-
te Elektron des Nickels im 3d,2-Orbital (vgl. Kapitel 3.2). Das [NiFe]-Zentrum
liegt in einer ridumlichen Struktur vor, die der einer quadratischen Pyramide
entspricht. Hierbei wird die Grundfliche der Pyramide von den drei Schwefel-
atomen der Cysteine Cys81, Cys84 und Cysb46 sowie dem Briickenliganden
gebildet. Das Schwefelatom des Cysteins Cys549 bildet die Spitze der Pyrami-
de, das Nickel befindet sich im Zentrum der Grundfliche und das 3d,2-Orbital
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2.3 Die Redoxzustéinde der [NiFe|-Hydrogenase

steht auf der Grundfliche. In beiden oxidierten Zustéinden wird aufgrund dieser
Symmetrie des Ligandenfeldes angenommen, dafl das Nickel die formale Oxida-
tionsstufe +1I1 (Ni'l low-spin) besitzt. Hier gilt, da die g-Werte g5, g, > 2,0
und g, = g, = 2,0 sind.

In der Abwesenheit von Sauerstoff und unter reduzierenden Bedingungen stellt
sich ausgehend von Ni-A, bzw. Ni-B ein Zustand ein, dem ein weiteres Elek-
tron hinzugefiigt wird. Der Zustand ist im Falle einer , low-spin”-Konfiguration
diamagnetisch, da er kein ungepaartes Elektron mehr besitzt, und zeigt des-
halb kein EPR-Signal. Er wird mit Ni-SU, bzw. Ni-SI bezeichnet, wobei SU
fiir silent unready und SI fiir silent steht. Das Nickel besitzt nun die forma-
le Oxidationsstufe +II. Das Eisen weist in allen Redoxzustinden ebenfalls die
formale Oxidationsstufe +II (Fell low-spin) aufgrund der starken Liganden CO
und CN™ auf [63]. Der [3Fe4S]-Cluster wird in diesem Schritt reduziert und ist
dann ebenfalls diamagnetisch.

Weitere Reduktion der Hydrogenase fithrt zu einer Re-Etablierung eines EPR-
Spektrums, das nun durch die g-Werte g, = 2,20, g, = 2,14 und g, = 2,01
gekennzeichnet ist (Abbildung 2.4). Dieser Zustand wird Ni-C genannt und
ist durch eine hohe katalytische Aktivitdt gekennzeichnet [114]. Neben dem
[3Fe4S]-Cluster sind nun auch die beiden [4Fe4S]-Cluster reduziert (Abbildung 2.3).
Bei tiefen Temperaturen wirkt sich dies auf das EPR-Spektrum des Zustandes
Ni-C aus, da dann das Signal der [4Fe4S]-Cluster und des Nickels Spin-gekoppelt
sind. Bei hoheren Temperaturen (T;50 K) mittelt sich diese Interaktion auf-
grund der kiirzeren Relaxationszeit der [4Fe4S]-Cluster heraus [50]. Fiir den
Zustand Ni-C konnte zunichst durch DFT-Rechnungen [109,110], spiter auch
durch EPR- und HYSCORE-Messungen [42,43] gezeigt werden, dafl der Briicken-
ligand ein Hydrid (H™) ist, welches bei katalytischer Spaltung des Wasserstoffs
im aktiven Zentrum bindet. Auch hier befindet sich das freie Elektron des Nickel
im 3d,2-Orbital, so dafl der Komplex eine quadratisch-pyramidale Struktur bil-
det.

Ausgehend von diesem Zustand 148t sich bei Temperaturen von Tj120 K durch
Belichtung ein artifizieller Zustand herstellen, der Ni-L genannt wird. Er ist
durch ein EPR-Spektrum mit den g-Werten g, = 2,30, g, = 2,12 und g, = 2,05
gekennzeichnet (Abbildung 2.4). Auffillig ist die deutliche Abweichung der g,-
Komponente von g., so daf} fiir diesen Zustand davon ausgegangen wird, daf
das Nickel die formale Oxidationsstufe +I1 (Ni! low-spin) besitzt und sich das
ungepaarte Elektron im 3d,>_,2-Orbital befindet. Bei Temperaturen oberhalb
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von 120 K ist dieser Zustand nicht mehr stabil und geht in den Zustand Ni-
C zuriick. Der Photokonversionsprozefl von Ni-C nach Ni-L wird im Kapitel 8
dieser Arbeit ausfiihrlich behandelt.

Bei weiterer Reduktion des Zustandes Ni-C verschwindet das EPR-Signal des
Nickels erneut. Dies bedeutet bei Annahme einer Reduktion des Nickels, dafl
diesem Zustand, der Ni-R genannt wird, wieder die formale Oxidationsstufe +I1I
zugeordnet werden muf. Die [FeS]-Cluster erfahren hier keine weitere Redukti-
on mehr; wie schon bei Ni-C befinden sie sich alle im reduzierten Zustand [3]
(Abbildung 2.3).

Neben der EPR-spektroskopischen Charakteristika, die die paramagnetischen
Zustande Ni-A, Ni-B, Ni-C und Ni-L kennzeichnen, besitzen sdmtliche Redox-
zustinde der [NiFe]-Hydrogenase, also auch die diamagnetischen Zustinde Ni-
SU, Ni-SI und Ni-R, FTIR-spektroskopische Merkmale, die in Kapitel 6 ausfiihr-
lich behandelt werden.

2.4 Motivation und Fragestellung

Den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten an der [NiFe]-Hydrogenase
aus D. vulgaris Miyazaki F liegen zwei grundsétzliche Fragestellungen zugrun-
de: Zum einen entstanden die Untersuchungen aus der Motivation heraus, den
Mechanismus der Wasserstoffspaltung durch [NiFe]-Hydrogenasen zu verstehen.
Zum anderen beruht das Interesse darauf, die Gemeinsamkeiten und Unterschie-
de der Vertreter der strukturell sehr dhnlichen [NiFe]-Hydrogenasen verschie-
dener Spezies genauer zu analysieren.

Drei der Standard-[NiFe]-Hydrogenasen sind inzwischen FTIR-spektroskopisch
detailliert untersucht worden, so daff die FTIR-spektroskopische Charakteri-
sierung der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F (Kapitel 6) dieses
Bild erweitert. Dariiber hinaus er6ffnet sich die Moglichkeit, die in unbekannten
Hydrogenase-Proben vorhandenen Redoxzustéinde mit Hilfe dieser Spektrosko-
pie zu identifizieren und sie somit als Kontrollverfahren einzusetzen.
Gemeinsam mit einer pH-Wert-abhéngigen elektrochemischen Analyse sollen
die FTIR-spektroskopischen Ergebnisse Riickschliisse auf den Reaktionsmecha-
nismus erlauben (Kapitel 6).

Einen tieferen Einblick in die Art und Weise der Wasserstoffumsetzung auf ato-
marer Ebene soll durch die Untersuchung der Wellenldngenabhéngigkeit der

Konversion des Enzyms von einem aktiven Zustand (Ni-C) in einen lichtange-

16



2.4 Motivation und Fragestellung

regten Zustand (Ni-L) erlangt werden, die mittels EPR-Spektroskopie durch-
gefiithrt wird (Kapitel 8).

Ebenfalls von fundamentaler Bedeutung fiir das Verstindnis der Hydrogenase
und fiir die Nutzung der Hydrogenase in einem System zur biologischen Was-
serstoffproduktion sind Erkenntnisse iiber die Sauerstoffempfindlichkeit sowie
die Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften. Dieser Fragestellung wird
auf elektrochemischem Wege nachgegangen (Kapitel 7). Die Ergebnisse die-
ser Untersuchungen werden mit den Erkenntnissen verglichen, die an anderen
Standard-[NiFe]-Hydrogenasen gewonnen wurden.

Fiir sdmtliche dieser Experimente ben6tigt man das Enzym zum einen in einer
besonders hohen Konzentration, die in vivo nicht erreicht wird. Zum anderen
sind die Untersuchungsergebnisse nur dann direkt auf das System Hydrogenase
iibertragbar, wenn keine anderen Faktoren, wie z.B. andere Proteine aus dem
bakteriellen Zellextrakt, die Messungen beeinflussen. Um es in vitro studieren
zu konnen, ist es erforderlich, die Isolierung und Aufreinigung der [NiFe]-Hydro-
genase aus dem anaeroben Sulfatreduzierer D. vulgaris Miyazaki F zu etablieren
und verschiedene Moglichkeiten zur Messung der katalytischen Aktivitit zu ent-
wickeln. Diese Arbeiten werden in Kapitel 5 vorgestellt und die katalytischen

Eigenschaften mit denen anderer Standard-[NiFe]-Hydrogenasen verglichen.
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3 Theorie

3.1 Grundlagen der Infrarot-Spektroskopie

Die Anwendung spektroskopischer Methoden auf Makromolekiile, wie z.B. Pro-
teine, ermoglicht es, detaillierte Einblicke in den Aufbau und die Funktionsweise
des Molekiils zu erhalten. Die Grundlage dieser spektroskopischen Techniken ist
die Eigenschaft von Materie, Energie zu absorbieren und dadurch in einen ener-
getisch angeregten Zustand zu gelangen. Es kommt genau dann zu einem solchen
Ubergang, wenn die Energie elektromagnetischer Strahlung einer bestimmten
Wellenldnge A der Energiedifferenz AE zwischen Grund- und angeregtem Zu-
stand entspricht:

AE:h%:h-u (3.1)

mit h = Planck “sches Wirkungsquantum, 6,63 - 10734J - 5. Die Frequenz dieser
Strahlung v stimmt mit dem Quotient aus der Lichtgeschwindigkeit ¢ und der
Wellenldnge A iiberein.

Die Infrarot-Spektroskopie beruht auf der Absorption von infraroter Strahlung,
die sich energetisch dem langwelligen Anteilen des Lichtes anschliefit. Sie wird
vom Menschen als Wiarmestrahlung wahrgenommen und besitzt Wellenldngen
von 760 nm bis 1000 pm (760 nm bis 3000 nm: nahes Infrarot, 3 ym bis 30 pm:
mittleres Infrarot, 30 pm bis 1000 pm: fernes Infrarot). Wihrend die Ener-
gie des sichtbaren Lichtes ausreicht, elektronische Ubergiinge zu induzieren, ist
die Energie der infraroten Strahlung so gering, daff nur Molekiilschwingungen
(AE =~ 40 kJ/mol) und Molekiilrotationen (AE =~ 4 kJ/mol) angeregt wer-
den [45].

3.1.1 Das Modell des anharmonischen Oszillators

Die Absorptionseigenschaften eines Molekiils lassen sich hinreichend genau mit
dem Modell des anharmonischen Oszillators erkliren, zu dessen vereinfachter
Beschreibung man das Modell des harmonischen Oszillators heranziehen kann

[10]. Betrachtet man eine einzelne Bindung in einem Molekiil, 148t sie sich als
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eine Feder beschreiben, die sich zwischen zwei Massen m; und ms (den Atomen)
befindet. Erfahrt das System eine Auslenkung, wird es zu einer harmonischen
Schwingung angeregt. Sie besitzt die Frequenz

1 |k

vib = S5 _A| 2
v = 5\ (3.2)

Hierbei entsprechen k der Kraftkonstante, die ein Maf fiir die Bindungsstirke

ist, und p der reduzierten Masse:

miy Mg

_ miome 3.3
h = o T (3.3)

Aus der quantenmechanischen Betrachtung des harmonischen Oszillators geht
hervor, dafl er nur diskrete Energieniveaus annehmen kann:

1
E(v) = (’U + §)h 2 (34)

mit v = 0,1,2,3,... als Schwingungsquantenzahlen. Dies impliziert, dafi die
Energieniveaus dquidistant sind. Im niedrigsten Energieniveau mit v = 0 besitzt

der Oszillator aufgrund der Heisenberg“schen Unschérferelation die Energie

jo %hym»b . (3.5)
Die Beschreibung realer Systeme mit dem Modell des harmonischen Oszillators
ist jedoch auf die Betrachtung von Auslenkungen nahe der Gleichgewichtsla-
ge begrenzt. Bei grofien Schwingungsamplituden vergroflert sich der Abstand
zwischen den beiden Atomen, bis es zur Dissoziation, d.h. zum Bruch der Bin-
dung kommt; im Falle sehr kleiner Abstinde stoflen die Atome sich hingegen
gegenseitig ab. Dieser Zusammenhang wird durch die Morse-Potentialkurve (s.
Abbildung 3.1) beschrieben, deren mathematischer Ausdruck von P.M. Morse
entwickelt wurde, und im Modell des anharmonischen Oszillators beriicksich-
tigt [10]. Einhergehend mit der verdnderten Potentialkurve besagt das Modell
zudem, daf} die Energieniveaus nicht mehr dquidistant sind, sondern die Ener-
giedifferenzen mit zunehmender Schwingungsquantenzahl immer kleiner wer-
den. Da die Besetzung der hoheren Energieniveaus bei Raumtemperatur geméf
der Boltzmann-Verteilung jedoch sehr gering ist, gehen alle Uberginge, die bei
der Infrarot-Spektroskopie betrachtet werden, vom niedrigsten Energieniveau
mit v = 0 aus.
Die Betrachtung eines vielatomigen Molekiils zeigt, daf} ein nicht-lineares Mo-

lekiil bestehend aus N Atomen 3N-6 Schwingungsfreiheitsgerade besitzt, die
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A
W ~ o o ~ow

Energie £ —=

Kern-Kern-Abstand

Abbildung 8.1: Potentialkurve (Morse-Potential) des anharmonischen Oszillators
(veréndert nach [45]).

auch als Normalmoden bezeichnet werden. Diese unterteilen sich in Streck-
und Beugeschwingungen. Im Falle der Streckschwingungen, die auch als Va-
lenzschwingungen bezeichnet werden, dndert sich die Bindungsldnge. Sie konnen
symmetrisch (v5) oder asymmetrisch (v,) sein. Beugeschwingungen oder Defor-
mationsschwingungen gehen einher mit der Anderung des Bindungswinkels bei
annidhernd konstantem Bindungsabstand. Auch sie werden wiederum in sym-
metrische (05) und asymmetrische (d,5) Beugeschwingungen differenziert. Eine
Absorption infraroter Strahlung tritt jedoch nur bei solchen Schwingungen auf,
bei denen sich mindestens eine Komponente des elektrischen Dipolmomentes
andert; das Ubergangsdipolmoment bestimmt dabei die Grofe des Extinktions-

koeffizienten. In diesem Fall spricht man von einem infrarot-aktiven Molekiil.

3.1.2 FTIR-Spektroskopie

Die Fourier-Transform Infrarot (FTIR)-Spektroskopie beruht auf der simulta-
nen Aufnahme vieler Wellenléngen mittels eines Interferometers als apparative
Basis. Das fiir gewo6hnlich in den FTIR-Spektrometern verwendete Interferome-
ter ist das Michelson-Interferometer (Abbildung 3.2).

Es besteht aus einer Strahlungsquelle, dem Globar, und den optischen Ele-
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Michelson-Interferometers.

menten Strahlteiler sowie fester und beweglicher Spiegel (Abbildung 3.2). Der
Strahlteiler spaltet die vom Globar emittiterte Strahlung in zwei Teilstrahlen
auf, von denen der reflektierte Strahl auf den festen Spiegel und der trans-
mittierende Strahl auf den beweglichen Spiegel fillt. Durch die Anderung der
Position des beweglichen Spiegels 148t sich die Weglénge des von ihm reflektier-
ten Strahls variieren, so daf} es beim Aufeinandertreffen der beiden Teilstrahlen
je nach Weglingendifferenz, Wellenldnge und Phase zu konstruktiver oder de-
struktiver Interferenz kommt und die Intensitdt des Mefsignals oszilliert. Der
resultierende Strahl trifft nun auf die Probe und wird als Schwebung I(z) vom
Detektor registriert. Dieses Interferogramm entspricht einer Funktion der In-

tensitiat in Abhéingigkeit von der Position x des beweglichen Spiegels:
I(z) =1()(1 + cos2nix) (3.6)

Die Frequenz der Oszillation ist dabei abhéingig von der Frequenz der inter-
ferierenden Strahlung. Die vom Detektor wahrgenommene Schwebung ist das

Integral aller oszillierenden Beitrége:
o0
I(z) = / I(D)(1 + cos2nvz)dy (3.7)
0

Um aus dem Interferogramm I(z) ein Infrarotspektrum I(7) zu erhalten, bei
der die Intensitit als Funktion der Wellenzahl 7 angegeben wird, wird eine
Fourier-Transformation durchgefiihrt. Hierbei wird das Interferogramm in ein-

zelne Sinusfunktionen zerlegt, wodurch die Frequenzen der am Interferogramm
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3.1 Grundlagen der Infrarot-Spektroskopie

beteiligten Schwingungen errechnet werden konnen. Der Zusammenhang zwi-
schen dem Interferogramm I(z) und dem Infrarotspektrum I(2) 148t sich mit

folgender Gleichung beschreiben [10]:

I(5) = 4 /O () — %1(0)} cos2mivndz (3.8)

Vorteile der Fourier-Transform-Technik

Die Vorteile der F'T-Technik gegeniiber der dispersiven Technik, bei der durch
Drehen eines Gitters oder Prismas in einem Monochromator sukzessive al-
le Wellenldngen eingestellt werden, sind eine deutliche Zeitersparnis aufgrund
der simultanen Aufnahme aller Spektralbereiche (Multiplex-Vorteil), ein bes-
seres Signal/Rausch-Verhiltnis durch das Fehlen von dispersiven Elementen
(Jaquinot-Vorteil) und eine hohe Prézision durch die Verwendung eines HeNe-
Lasers als interner Kalibrierungsstandard der Position des beweglichen Spiegels
(Connes-Vorteil) [45].

3.1.3 Infrarot-Spektroskopie an Proteinen

Im Allgemeinen besitzen Proteine drei breite Absorptionsbanden von besonde-
rer Bedeutung, die auf der Absorption des Proteinriickgrates beruhen. Als Pro-
teinriickgrat bezeichnet man die Peptidgruppen (C=0- und N-H-Gruppe) einer
jeden Aminosiure, die durch die Peptidbindung miteinander verkniipft sind und
die kettenartige Primérstruktur eines Proteins verursachen. Die Amid A-Bande
bei 3300 cm~! repriisentiert die Absorption der N-H-Streckschwingung. Die
Amid I-Bande bei 1650 cm™! charakterisiert die C=0-Streckschwingung und
die Amid II-Bande bei 1550 cm™! die N-H-Beugeschwingung. Da die Schwin-
gungen benachbarter Peptidgruppen jedoch nicht voneinander unabhingig sind,
besteht das Proteinriickgrat aus einer Reihe schwach gekoppelter Oszillato-
ren, deren Kopplungsstirke, die Bandenlage, die Linienbreite und Intensitét
der Bande Riickschliisse auf die Tertidrstruktur eines Proteins erlauben. Die
Amid-Banden eines Proteins besitzen eine hohe Intensitéit und dominieren ein
Infrarotspektrum, da jede Aminosédure mit ihren Peptidgruppen zu dieser Ab-
sorption beitrigt [45]. Aufgrund dessen iiberdecken sie die Absorptionen der
Schwingungen, die von den funktionellen Gruppen der einzelnen Aminosiuren
verursacht werden. Mochte man dariiber hinaus Informationen erlangen iiber
solche Aminosiuren, die wihrend eines Reaktionszyklusses Verdnderungen er-

fahren, erfordert dies die Aufnahme von Differenzspektren, bei denen ein Spek-
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Abbildung 3.3: Einkanal-Infrarot-Spektrum der [NiFe]-Hydrogenase aus D. wulgaris
Miyazaki F von 2500 cm™! bis 1000 cm™'. Im Gegensatz zu den Amid-Banden be-
sitzen die CO- und CN~-Banden sehr kleine Amplituden.

trum eines Grundzustandes von dem eines angeregten Zustandes subtrahiert
wird, so daf} die Absorptionen der Schwingungen, die sich wihrend der Reaktion
nicht gedndert haben, im Differenzspektrum nicht mehr auftreten. Die Analyse
solcher Spektren erfordert die Zuordnung einzelner Banden zu bestimmten Ami-
nosduren. Dies kann mit Hilfe einer Isotopenmarkierung geschehen, bei der eine
isotopenmarkierte Aminoséure in das Protein inkorporiert wird. Aufgrund der
Anderung der reduzierten Masse kommt es nun zu einer Frequenzverschiebung,
so daf sich die relevanten Banden der Aminosiure im Spektrum identifizieren
lassen. Desweiteren ermdoglicht der gezielte Austausch einer bestimmten Ami-
nosdure durch Mutagenese eine Bandenzuordnung durch einen Vergleich des
Spektrums des mutierten Proteins mit dem des unverinderten Protein.

Die Infrarotspektren von [NiFe]-Hydrogenasen weisen neben den Amid-Banden
Absorptionsbanden im Bereich von 2200 cm ™! bis 1900 cm ™! auf (Abbildung 3.3).
Sie beruhen nicht auf der Absorption funktioneller Gruppen der Aminosiur-
en, sondern auf der Absorption von zweiatomigen Liganden im aktiven Zen-
trum (C=0-Schwingungen bei ca. 1950 cm~! und C=N-Schwingungen um
2070 cm~'; s. Abbildung 3.3 und Kapitel 6). Die Analyse dieser Spektren
ermoglicht Einsichten in das aktive Zentrum wéhrend der Katalyse und erlaubt

Riickschliisse auf einen moglichen Reaktionsmechanismus.

24
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Abbildung 3.4: Geometrie des Kristallfeldes eines Nickelatoms in den formalen Oxida-
tionsstufen Ni''! und Ni! und Besetzung der fiinf d-Orbitale (veréindert nach [81]).

3.2 Grundlagen der Elektronenspinresonanz

Die Elektronenspinresonanz (EPR)-Spektroskopie findet iiberwiegend als Ab-
sorptionsspektroskopie Anwendung. Sie beruht auf der Absorption von Mikro-
wellen-Strahlung durch paramagnetische Substanzen in einem dufleren Magnet-
feld. In biologischen Systemen findet man solche paramagnetischen Substanzen,
die sich durch das Vorkommen von ungepaarten Elektronen charakterisieren
lassen, in Form von freien Radikalen, die z.B. als Zwischenstufen enzymkata-
lysierter Reaktionen entstehen koénnen, und bei Metallatomen der Ubergangs-
klasse, die in aktiven Zentren der Enzyme vertreten sind. Besitzt ein Protein
kein paramagnetisches Zentrum, erlauben es die Techniken der Molekularbio-
logie und Biochemie, eine paramagnetische Sonde in das Protein einzufiigen,
die dann die Zugénglichkeit des Systems fiir die EPR-Spektroskopie erlauben
(Spinlabeling [62]). Die [NiFe]-Hydrogenase besitzt in ihrem aktiven Zentrum
ein Nickelatom, welches in den formalen Oxidationsstufen Ni'll, Ni'l und Ni!
auftritt, und ein Eisenatom, das nur in der formalen Oxidationsstufe Fell in
seiner , low-spin”-Konfiguration vorkommt. Die Formen Ni'll und Ni' besitzen
hierbei im ,low-spin”-Zustand ein ungepaartes Elektron und sind daher para-
magnetisch (Abbildung 3.4). Ni'l und Fe!! sind diamagnetische Ionen, die kein
ungepaartes Elektron aufweisen.

Ein ungepaartes Elektron besitzt ein magnetisches Moment ug, das durch den
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Eigendrehimpuls des Elektrons S induziert wird:

lts| = ge - 1B - |S] (3.9)

Hier entspricht g dem Bohr “schen Magneton als Mafieinheit des magnetischen
Moments und die Proportionalitdtskonstante g dem Landé- oder g-Faktor. Fiir
den g-Faktor des freien Elektrons gilt g ~ 2, nach relativistischer quanten-
mechanischer Korrektur erhdlt man einen Wert von: g, = 2,00232. In einem

duBeren Magnetfeld B besitzt dieses magnetische Moment eine Energie von:
E=ge-up-S-By=ge-up-mg- By (3‘10)

Das freie Elektron besitzt die Spinquantenzahl S=%, woraus eine Magnetquan-
tenzahl mg = :I:% resultiert, so dal das ungepaarte Elektron in einem dufleren
Magnetfeld nur zwei Orientierungsmoglichkeiten besitzt: Es kann sich parallel
oder antiparallel zum dufleren Magnetfeld B, ausrichten. Dieser Effekt wird
nach seinem Entdecker Zeeman-Effekt genannt, die Kopplung des magneti-
schen Momentes des Elektrons mit dem &dufleren Magnetfeld wird als Elektron-
Zeeman- Wechselwirkung bezeichnet. Die Energien dieser beiden Zusténde sind

unterschiedlich und betragen

1
E=%59e 1 Bo (3.11)

Die Energiedifferenz betragt demnach
AE =g.-pup- By . (3.12)

Um vom energetisch niedrigeren dieser Zustinde in den energetisch hoheren
Zustand zu gelangen, muf} also der Energiebetrag AFE aufgebracht werden. In
der Elektronenspinresonanz geschieht dies durch die Absorption eines Photons

geschieht, das die Energie von Mikrowellen besitzt:

AE=h-v=g.-pup- By (3.13)
Die Frequenz v liegt bei einem typischen EPR-Experiment im Bereich von
9 GHz (X-Band) bis 95 GHz (W-Band), was einer Wellenléinge von ca. 3 cm,
bzw. 3 mm entspricht.

3.2.1 Der g-Faktor

Jedes Elektron besitzt eine magnetisches Moment p 7, das durch den Gesamt-

drehimpuls J induziert wird:

sl =g pp-|J| (3.14)
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3.2 Grundlagen der Elektronenspinresonanz

Der Gesamtdrehimpuls J setzt sich dabei aus dem Eigendrehimpuls S und dem
Bahndrehimpuls L zusammen. Fiir ein ungepaartes Elektron, welches sich nicht
in einem Kristallfeld befindet, reduziert sich der Gesamtdrehimpuls auf den

Eigendrehimpuls:
sl = |us| =ge - pp -S| (3.15)

mit g, = 2,00232.

Befindet sich das ungepaarte Elektron jedoch in einem Molekiilsystem, trégt
auch der Bahndrehimpuls zum magnetischen Moment bei. Die magnetischen
Momente treten nun in Wechselwirkung, die als Spin-Bahn-Kopplung bezeich-
net wird. Sie kann eine Abschwichung oder Verstirkung des dufleren Magnetfel-
des By verursachen und damit die Energiedifferenz A F vergrofiern oder verklei-
nern. Die Spin-Bahn-Kopplung berechnet sich aus dem Skalarprodukt AL - S,
wobei L dem Bahndrehimpuls und S dem Eigendrehimpuls entspricht. Die Pro-
portionalitatskonstante A entspricht der Intensitit der Wechselwirkung und ist
fiir jedes Orbital unterschiedlich. Die Spin-Bahn-Kopplung fithrt somit zu einer
Abweichung des g-Faktors vom Wert des freien Elektrons. Der g-Faktor wird
anisotrop, d.h. abhingig von der Orientierung des Magnetfeldes relativ zum
molekuaren Achsensystem, was in einem EPR-Spektrum mit mehreren Absorp-
tionslinien resultiert. Der anisotrope g-Faktor mufl daher als Tensor angesehen
werden und wird durch die drei Hauptwerte g;, g, und g, charakterisiert.
Prinzipiell lassen sich nun vier Fille unterscheiden, die sich in einer charakteri-
stischen Linienform im EPR-Spektrum widerspiegeln [96] (vgl. Abbildung 3.5):
1. Isotropes EPR-Spektrum

In diesem Fall ist das magnetische Moment pp unabhéngig von der Orientie-
rung des ungepaarten Elektrons im dufleren Magnetfeld und die drei g-Werte
sind gleich: g, = g, = g,. Im EPR-Spektrum zeigt sich nur ein einziges symme-
trisches Signal. Ein isotropes Spektrum entsteht auch bei schneller statistischer
Bewegung des Molekiils, was zur Ausmittelung der g-Werte fithrt und nur ein
isotropes Signal bei g;s, tibrig 148t.

2. Aziales EPR-Spektrum, Fall 1

Die g-Werte g, und g, sind gleich, wéhrend g, grofer ist: g, = g, < g,. Das
Spektrum ist durch ein kleines Signal bei einem geringen Magnetfeld und ein
grofles Signal bei groflerem Magnetfeld charakterisiert.

3. Aziales EPR-Spektrum, Fall 2

In diesem Fall entspricht das EPR-Spektrum dem Spiegelbild des axialen Spek-
trums von Fall 1. Der g-Wert g, ist dabei kleiner als g, und gy: g, = g, > g..
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Abbildung 3.5: Darstellung der méglichen EPR-Spektren eines S:%—Systems (veriindert
nach [96]).

4. Rhombisches EPR-Spektrum
Das EPR-Spektrum wird als rhombisch bezeichnet, wenn sich alle drei g-Werte
unterscheiden: g, # gy # g.. In diesem Fall weist das Spektrum drei charakte-

ristische Absorptionssignale auf.

3.2.2 Die rhombischen EPR-Spektren von Ni'! und Ni’

Die EPR-Spektren der [NiFe]-Hydrogenase zeigen ein rhombisches Signal, das
auf der Absorption des paramagnetischen Nickelatoms im aktiven Zentrum be-

I und Ni! ein unge-

ruht. Da das Nickel in den formalen Oxidationsstufen Ni
paartes Elektron besitzt, hat es einen Eigendrehimpuls von Szé. Die g-Werte
nehmen Abweichungen vom g-Wert des freien Elektrons g, an, die kleiner als 0,4
sind. Ein solches Signal ist typisch fiir Ubergangsmetalle, die ein einfaches un-
gepaartes Elektron in einem d-Orbital besitzen. Die Spin-Bahn-Kopplung kann
vom Elektron dazu genutzt werden, durch Rotation um die Achsen z, y und
z in ein anderes d-Orbital zu gelangen (Abbildung 3.6). Liegt dieses Orbital
energetisch hoher als das Ausgangsorbital, wird ein lokales magnetisches Feld
induziert, das dem dufleren Magnetfeld entgegen steht. Fiir die Resonanzbedin-
gung aus Gleichung 3.13 benétigt man daher ein grofleres Magnetfeld By, so
daf} der g-Faktor kleiner wird. Umgekehrt kann das Elektron aber auch in ein

energetisch tiefer liegendes Orbital gelangen, wodurch ein lokales Magnetfeld
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Abbildung 3.6: Die Spin-Bahn-Kopplung bewirkt einen Ubergang des Elektrons vom

Ausgangsorbital in ein anderes d-Orbital durch Rotation um die Achsen z, y und z.

induziert wird, welches sich zum #dufleren addiert. Dementsprechend wird hier
ein schwicheres Magnetfeld By benétigt, um die Resonanzbedingung 3.13 zu
erfiillen, so dafl der g-Faktor grofler wird.

Der g-Wert erlaubt somit Riickschliisse auf die elektronischen Einfliisse der Um-
gebung auf das Nickel. Diese sind in den paramagnetischen Redoxzustidnden der
[NiFe]-Hydrogenase unterschiedlich, was zu charakteristischen EPR-Signalen
fiihrt, nach denen sich die Redoxzustdnde unterscheiden lassen. In den Féllen,
in denen das aktive Zentrum einen Briickenliganden enthilt und das Nickel die
formale Oxidationsstufe Ni'l besitzt, 1i8t sich das Kristallfeld des Nickels als
tetragonal gedehnten Oktaeder beschreiben. Fehlt dieser Ligand (Ni'), handelt
es sich um eine vierfache Koordination des Nickels, die sich als quadratisch-
planares Kristallfeld darstellen 148t. Befindet sich das ungepaarte Elektron im
3d,2-Orbital des Ni'll, ergibt sich auf der Basis von stérungstheoretischen Be-
rechnungen ein g,-Wert von g, = g, = 2,0, g;, g, haben einen Wert ;2. Im
Falle eines Ni', dessen ungepaartes Elektron sich im 3d,2_,2-Orbital aufhélt,

ist g, # ge; hier gilt fiir alle Werte g, gy, g, > 2.

29



3 Theorie

3.2.3 Die Hyperfeinwechselwirkung

Die Eigenschaften eines ungepaarten Elektrons werden wesentlich von seiner
Umgebung bestimmt, in der sich eine Vielzahl von Atomkernen befinden, die
ihrerseits einen Kernspin I besitzen. Besitzt das System einen Kernspin I;0,
kommt es zum einen zur Kern-Zeeman-Wechelwirkung und zum anderen zur
Wechselwirkungen zwischen dem ungepaarten Elektron und dem Kern, die als
Hyperfeinwechselwirkung bezeichnet wird. Da ein Kern mit einem Kernspin I;0
ein magnetisches Moment besitzt, welches mit dem dufleren Magnetfeld wechsel-
wirkt, ist die Kern-Zeeman- Wechselwirkung als Analogon der Elektron-Zeeman-
Wechselwirkung zu verstehen. Kerne, deren Kernspin IL% ist, weisen zusétzlich
ein elektrisches Quadrupolmoment auf, das mit dem elektrischen Feldgradienten
wechselwirkt, der seinerseits durch die Elektronen in der Umgebung des Kernes
erzeugt wird. Diese Wechselwirkung wird als Kern-Quadrupol- Wechselwirkung
bezeichnet.

Die Hyperfeinwechselwirkung setzt sich aus zwei Anteilen zusammen: Zum einen
kommt es zu einer Wechselwirkung der Dipolmomente von Kernspins mit dem
Elektronenspin, der als dipolarer Anteil bezeichnet wird. In Losungen wird die-
ser dipolare Anteil der Hyperfeinwechselwirkung jedoch durch die Brown “sche
Molekularbewegung herausgemittelt. Dennoch lassen sich auch hier Kopplun-
gen des Elektronspins zu Kernspins beobachten, die als Fermi-Kontaktanteil
der Hyperfeinwechselwirkung bezeichnet werden. Die Ursache dieser Wechsel-
wirkung ist eine von Null verschiedene Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Elek-
trons am Kernort. Da dies nur fiir s-Orbitale zutrifft, welche eine kugelsymme-
trische Form aufweisen, ist der Fermi-Kontaktanteil notwendigerweise isotrop.
Die quantenmechanische Beschreibung all dieser Wechselwirkungen liefert der

Spin-Hamiltonoperator:

H = HHyperfein + HKern—Zeeman + HQua,drupol + HElektron—Zeeman

Die Grundlagen der EPR-Spektroskopie konnen in den Lehrbiichern [9, 10, 61]
nachgeschlagen werden.

3.2.4 EPR-Verfahren

CW-EPR

CW-EPR steht fir continuous wave EPR und beschreibt das EPR-spektros-

kopische Verfahren, bei dem man die Absorption der Probe durch ununter-
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brochenes Bestrahlen mit Mikrowellen einer festen Frequenz als Funktion des
duferen Magnetfeldes misst. Zusétzlich wird das Magnetfeld sinusférmig mo-
duliert. Das gemessene Spektrum entspricht somit der ersten Ableitung des
Absorptionssignals; der Vorteil der Feldmodulation besteht in einer grofieren

Auflésung.

ENDOR

Ein CW-EPR-Experiment fiihrt aufgrund der Vielzahl an Ubergiingen, die in
Systemen eines Elektronenspins, der mit vielen Kernspins gekoppelt ist (Hyperfein-
Kopplung), moglich sind, nicht zu einer ausreichenden Auflosung, um alle Ein-
fliisse auf das Elektron erkennen zu konnen, d.h. alle Parameter des Spin-
Hamiltonoperators bestimmen zu konnen. Die electron nuclear double reso-
nance (ENDOR)-Spektroskopie [104] umgeht dies, indem sie nur die Kern-
spiniiberginge betrachtet und diese iiber eine Absorptionsdnderung einer si-
multan eingestrahlten Elektronenspinresonanz nachweist. Mit Hilfe der hohen
Auflésung der NMR-Spektroskopie und der grolen Empfindlichkeit der EPR-
Spektroskopie konnen dann meist alle Hyperfein-Kopplungen bestimmt werden.
In einem
ENDOR-Experiment wird nicht nur die Resonanzbedingung des Elektronen-
spins, sondern auch die des Kernspins durch Einstrahlen von Energie in Form
von Radiowellen erfiillt (daher bezeichnet man ENDOR auch als Doppelreso-

nanzmethode).

Impuls-EPR

Impuls-Verfahren erlauben es, durch gezielte duflere Storungen (Mikrowellen-
impulse definierter Lange) bestimmte Beitrdge des Spin-Hamiltonoperators zu
unterdriicken, so dafl die restlichen Beitrige umso besser detektiert werden
konnen. Somit lassen sich Wechselwirkungen isolieren und Korrelationen de-
tektieren, die durch CW-EPR-Verfahren nicht beobachtet werden kénnen.

Impuls-Verfahren [61] wurden ausgehend von der Entdeckung von Kernspin-
Echos durch Erwin Hahn erst fiir die NMR-, dann auch fiir die EPR-Spek-
troskopie entwickelt. Bei einem 2-Impuls-ESEEM (electron spin echo envelope
modulation)-Experiment [87] wird der Spin, bzw. die resultierende makrosko-
pische Magnetisierung durch den ersten Mikrowellenimpuls (7/2-Impuls) aus

seiner Gleichgewichtslage entlang der z-Achse in die xy-Ebene gedreht (Abbil-
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Abbildung 3.7: Das Verhalten der Spins wihrend einer 2-Impuls-ESEEM-Sequenz.

Erlduterungen hierzu befinden sich im Text.

dung 3.7A) und geridt damit auler Phase (Abbildung 3.7B). Ein weiterer Mi-
krowellenimpuls (7-Impuls) refokussiert die Spins und induziert schlielich das
Spin-Echo (Abbildung 3.7C und D, Abbildung 3.8). Wird die Zeit zwischen den
beiden Impulsen verldangert, verdndert sich die Intensitit des Echos. Die Relaxa-
tion des Echos kann aufgrund von Hyperfein- und Quadrupol-Wechselwirkungen
mit Kernen I;0, die sich in der Ndhe des ungepaarten Elektrons befinden, mo-
duliert sein. Die Analyse der Modulation erlaubt daher Riickschliisse auf die
Wechselwirkungen des ungepaarten Elektrons mit umgebenden Kernen.

Die einzelnen Impulsverfahren unterscheiden sich anhand der angewendeten Im-
pulssequenz. Die weiteste Verbreitung findet das 2-Impuls-ESEEM-Verfahren,
bei dem ein §-Impuls von einem 7-Impuls durch die Zeit 7 getrennt ist. Die glei-
che Zeit verstreicht, bis das Echo entsteht (Abbildung 3.8). Wéhrend des Expe-

2 b
T T ./_\\
2-Impuls-ESEEM / l".
! \
| J \
MwW MW Echo >Ze“
nl2 w2 /2
S s
3-Impuls-ESEEM J J | \
|| J o\ >
MW MW MW Echo Zeit
2 w2 i 2

HYSCORE

]

bt Dr/f\
J / \\

MW MW

MW MW Echo

I Zeit

Abbildung 3.8: Impulssequenzen verschiedener Impulsverfahren.

rimentes wird die Zeit 7 zwischen den beiden Impulsen verldngert und die Am-
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plitude des Echos beobachtet. Die zeitabhingige Modulations dieses Echos kann
durch eine Fourier-Transformation in ein frequenzabhingiges Spektrum umge-
wandelt werden, so dafl Hyperfein- und Quadrupol-Wechselwirkungen identifi-
ziert werden konnen. Eine Weiterentwicklung der 2-Impuls-ESEEM ist die 3-
Impuls-ESEEM [87] (Abbildung 3.8), deren Impulssequenz zur Entstehung eines
stimulierten Echos fithrt. Wahrend die Zeit zwischen dem ersten und zweiten
Impuls konstant gehalten wird, wird die Zeit zwischen dem zweiten und dritten
Impuls variiert und die Modulation des stimulierten Echos aufgenommen.

Ein HYSCORE (hyperfine sublevel correlation)-Experiment basiert auf diesem
3-Impuls-ESEEM-Verfahren, wobei zwischen dem zweiten und dritten Impuls
ein weiterer m-Impuls eingeschoben wird (Abbildung 3.8), durch den Korrela-
tionen zwischen Kernspin-Ubergingen der zwei Magnetfeldorientierungen des
Elektrons induziert werden. Um ein Modulationssignal zu erhalten, wird da-
bei die Echoamplitude als Funktion der Zeiten t; und to (vgl. Abbildung 3.8)
zwischen den Impulsen aufgenommen. Durch eine zweidimensionale Fourier-
Transformation wird dieses Singal anschliefiend in ein frequenzabhingiges Spek-
trum umgewandelt. Das HYSCORE-Experiment kann somit als zweidimen-
sionales Vier-Impuls-Verfahren bezeichnet werden [60], das die zwei ENDOR-

Frequenzen einer bestimmten Hyperfeinkopplung korreliert.

3.3 Grundlagen elektrochemischer Techniken

3.3.1 Thermodynamik von Redoxreaktionen

Grundsitzlich lassen sich Redoxreaktionen in die zwei Einzelreaktionen Oxida-
tion und Reduktion unterteilen, die z.B. an den zwei Elektroden einer elektro-
chemischen Zelle stattfinden konnen. Dabei ist die Anode der Ort der Oxida-
tion und die Kathode der Ort der Reduktion. Befindet sich dieses System au-
Berhalb eines thermodynamischen Gleichgewichtes, ist ein Stromflufl zwischen
den beiden Elektroden mefibar. Das Potential E der Elektroden ist durch die
Nernst-Gleichung (benannt nach ihrem Entdecker Walther Hermann Nernst)
gegeben [10]:

RT [Ox]

E=E"+—.
T oF " Red

(3.16)

Es ist somit abhingig vom tabellierten Standardpotential E° der betrachteten
Reaktion und den Konzentrationen der beteiligten Substanzen [Ox] und [Red].

Weiterhin gehen in diese Gleichung die Temperatur 7' und die Anzahl der iibert-
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ragenden Elektronen n ein (R = allgemeine Gaskonstante, 8,314 J(mol-K)~!,
F = Faraday-Konstante, 96500 C). Das Potential E kann fiir jede der an den bei-
den Elektroden ablaufenden Teilreaktion bestimmt werden. Die Differenz dieser
beiden Potentiale ermo6glicht im Falle einer Kombination der beiden Teilreaktio-
nen eine Aussage iiber die spontane Reaktionsrichtung. Konventionsgemafl wer-
den diese Potentiale gegen eine Referenz angegeben, die Standardwasserstofi-
elektrode, NHE (normal hydrogen electrode), deren Potential definitionsgeméf
FE =0 ist. Die NHE besteht aus einer Platinelektrode, die bei 298 K und einer
Atmosphére von 1 bar Wasserstoff in eine Elektrolytlosung mit pH = 0 ein-
taucht.

Auch Proteine sind in der Lage, eine Vielzahl von Redoxreaktionen zu katalysie-
ren. Hierzu weisen sie redoxaktive (meist metallische) Zentren auf. Im Falle der
[NiFe]-Hydrogenase, die die Redoxreaktion Hy = 2H™ + 2e~ katalysiert, spie-
len sich die Redoxreaktionen am [NiFe]-Zentrum ab.

In biologischen Systemen treten Redoxreaktionen jedoch hiufig mit anderen
Reaktionen gekoppelt auf, z.B. mit der Bindung von Substraten oder Liganden
oder einer Konformationsdnderung. Da der theoretische Hintergrund der sehr
h&ufig auftretenden Kombination eines Ladungstransfers mit einem Protonen-
transfer in Kapitel 6.6 ausfithrlich behandelt wird, soll darauf an dieser Stelle
nicht ndher eingegangen werden. Die dort beschriebenen Zusammenhénge gel-
ten im Prinzip fiir die Bindung eines beliebigen Liganden an das Redoxzentrum
eines Proteins, sofern die Dissoziationskonstanten der oxidierten und der redu-
zierten Form unterschiedlich sind und das Potential von der Konzentration des

Liganden abhéngig ist.

3.3.2 Potentiometrische Titration

Das Redoxpotential Ej eines Redoxpaares entspricht dem Potential, welches
man anlegen muf}, damit das Verhiltnis der oxidierten zu reduzierten Spezies
% = 1 ist. Zur experimentellen Bestimmung eines Redoxpotentiales fithrt
man eine potentiometrische Titration durch, bei der das Verhéltnis [i}%i]]- bei
einem definierten Potential ermittelt wird. Dies geschieht meist durch spek-
troskopische Techniken, wenn die Spezies Ox und Red unterschiedliche Ab-
sorptionssignale aufweisen. Die Einstellung des Potentials kann dabei durch die
sukzessive Zugabe eines Reduktionsmittels oder durch das Anlegen eines Poten-
tials mittels eines Potentiostaten erfolgen. Die Konzentration der reduzierten,

bzw. der oxidierten Spezies lassen sich dabei in Abhingigkeit des angelegten
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Potentials angeben nach:

1
e%(E_EO)
[Oz] ~ ) (3.18)

In vielen Fillen, in denen Redoxpotentiale von Proteinen untersucht werden,
interagiert das Protein nicht direkt mit der Elektrode, so daf} es nicht zur Aus-
bildung eines elektrochemischen Gleichgewichtes kommen kann. Dies erfordert
den Einsatz von Mediatoren, die die Elektronen zwischen der Elektrode und dem
Protein hin- und hertransportieren. Daher spricht man auch von vermittelter
Potentiometrie [71]. Im Allgemeinen sind die Mediatoren kleine Molekiile, meist
Farbstoffe, die Redoxmediatoren genannt werden. Aus ihnen werden diejenigen
ausgewdahlt, deren eigenes Redoxpotential dem der betrachteten Reaktion sehr
nahe kommt. Bei der Untersuchung eines gréfieren Potentialbereichs verwendet

man eine Redoxmediator-Mischung.

3.3.3 Chronoamperometrie

Chronoamperometrische Experimente beruhen auf der Messung des Stromes in
Abhingigkeit von der Zeit. Das zwischen Arbeits- und Gegenelektrode angeleg-
te Potential kann dabei im Zeitverlauf konstant gehalten oder nach Ablauf einer
definierten Zeitspanne sprunghaft geindert werden. Im Allgemeinen sind solche
Prozesse diffusionskontrolliert, da ein Elektronentransfer nur iiber eine Distanz
von wenigen Angstréom erfolgen kann, so daff er in elektrochemischen Experi-
menten nur an der Grenzfliche Metall/Losung abliuft. Wird das Potential nun
sprunghaft von einem Wert kleiner als das Standardpotential der betrachteten
Reaktion auf einen Wert grofler als das Standardpotential geschaltet, werden
zunichst die unmittelbar an der Elektrode befindlichen reduzierten Molekiile
Red oxidiert, bis sich ein Konzentrationsverhéltnis [Ox]/[Red] entsprechend der
Nernst-Gleichung einstellt. Da der Elektronentransfer jedoch rdumlich limitiert
ist, baut sich ein Konzentrationsgradient auf, bei dem unmittelbar an der Elek-
trode nur die Spezies Ox auftritt und am weitesten von der Elektrode entfernten
Punkt nur die Spezies Red. Geméifl des Fick “schen Diffusionsgesetzes werden
die reduzierten Molekiile in Richtung der Elektrode diffundieren, wihrend die
oxidierten Molekiile von ihr weg diffundieren, so dafl der anfingliche Konzen-

trationsgradient zunehmend an Steilheit verliert (Abbildung 3.9). Der gemes-
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Abbildung 3.9: Das chronoamperometrische Experiment: A: Anregungssignal, B: Ant-
wortsignal, C: Konzentrationsprofil der reduzierten Spezies, bei dem x den Abstand

zur Elektrode darstellt. [Red]* bezeichnet die Konzentration in der Volumenphase.

sene Strom ist somit diffusionskontrolliert und 148t sich quantitativ durch die
Cottrell-Gleichung beschreiben [13]:

_ nFAVD[Red]
G

Die vollsténdige Beschreibung des elektrochemischen Verhaltens eines Systems,

i(t) (3.19)

die auch die Abhéngigkeit des Stroms vom angelegten Potential beinhaltet,
wiirde eine Serie von Potentialschritten in einem chronoamperometrischen Ex-
periment bedingen, bei dem die Potentialschritte sehr klein (ca. 1 mV) sein
miifliten. Zudem ist die Identifizierung von potentialabhéngigen Merkmalen z.B.
aufgrund des Vorhandenseins verschiedener Spezies in einer Probe, aus den

Strom-Zeit-Kurven relativ schwierig.

3.3.4 Zyklische Voltammetrie

Einen einfacheren Weg, viele Informationen iiber das elektrochemische Ver-
halten eines Systems zu erhalten, bieten Experimente, bei denen anstelle von
Strom-Zeit-Kurven die Strom-Potential-Abhingigkeit durch eine mit der Zeit
lineare Variation des Potentials (Anlegen einer Dreiecksspannung E(t)) aufge-
nommen werden. Diese Methode wird linear sweep voltammetry genannt [13].

Beginnt das Experiment bei einem positiveren als dem Standardpotential der
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betrachteten Reaktion, flieBt zunfichst nur ein nicht-faradayischer Strom. Er-
reicht das angelegte Potential die Nidhe des Standardpotentials, setzt eine Re-
duktion und damit ein Stromfluf} ein (Abbildung 3.10). Der Strom steigt so
lange, bis die Konzentration der oxidierten Spezies in der Nihe der Elektro-
de gegen 0 geht und der Massentransport der oxidierten Spezies zur Elektrode
sein Maximum erreicht. Danach sinkt er wieder, da ein Verarmungseffekt ein-
setzt. Hieraus resultiert eine Stromkurve, die ein Oxidationsmaximum besitzt

(vgl. Abbildung 3.10). Wird die Richtung des angelegten, variierten Potentials

A B

£

) /\
E /
E ( :

[Ox]

[Red]

Konzentration

Abbildung 3.10: Das Linear-Sweep-Experiment. A: Linear-Sweep-Potential, beginnend
bei E;. B: Stromentwicklung in Abh#ngigkeit des Potentials. C: Konzentrationsprofile

der reduzierten und oxidierten Spezies.

nun umgekehrt, d.h. daf§ das Startpotential negativer als das Standardpoten-
tial ist, werden die sich in der Nihe der Elektrode befindlichen reduzierten
Molekiile oxidiert und erneut nimmt der Strom so lange zu, bis die reduzierte
Spezies verbraucht ist (Abbildung 3.11). Auch dieser Prozef resultiert wieder-
um in einer Stromkurve, die ein Reduktionsminimum enthélt (Abbildung 3.11).
Da hierbei jedes Potential zweimal (einmal aus der oxidativen, einmal aus der
reduktiven Richtung) angelegt wird (vgl. Abbildung 3.11A), bezeichnet man
diese Methode als zyklische Voltammetrie. Die wichtigsten Grofien, die aus ei-
nem zyklischen Voltammogramm abgelesen werden kénnen, sind die Spannung
und der Strom des Oxidationsmaximums und des Reduktionsminmums (Peak-
spannungen Ey,in mae und Peakstrome ipin maz, vgl. Abbildung 3.12). Nach der

Randles-Sevcik-Gleichung [13] ist der Peakstrom proportional zur Konzentra-
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A B

Anregungssignal

Red =+ Ox+ne
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Abbildung 3.11: Das Zyklovoltammetrie-Experiment. A: Anregungs- und Antwortfunk-

tion. B: Typische Darstellung eines zyklischen Voltammogramms.

tion C der redoxaktiven Spezies und héngt dariiber hinaus von der Grofie der
Elektrodenoberfliche A und des Diffusionskoeffizienten D des Proteins ab. Bei
Raumtemperatur (T=298 K) und fiir C' in mol/cm?, A in cm? und D in cm? /s

ergibt sich %,in maee 20

B =

imazmin = 2,69 - 1097 - A- D7 - C - w (3.20)

Dabei entspricht w der Aufnahmegeschwindigkeit in V/s. Das Redoxpotential
der betrachteten Reaktion ergibt sich als Mittelwert der Potentiale des Oxida-
tionsmaximums und des Reduktionsminimums:

Emaw + Emin
2

EO

Q

(3.21)

Eine weitere wichtige Grofle ist die Potentialdifferenz zwischen den Potentialen
des Oxidationsmaximums und des Reduktionsminimums AE = F,,uc — Fmin
sowie das Halbpotential £/2 und der Halbstrom /2 (s. Abbildung 3.12). Die-
se Groen gelten als diagnotische Kriterien, anhand derer Aussagen iiber den
Reaktionsmechanismus, vor allem die Reversibilitit einer Reaktion, getroffen
werden kénnen. Fiir reversible Systeme, wie sie in Kapitel 7 behandelt werden,

gilt:

e AE =31V fijy T=298 K

|Emin/maa: - E/2| = M fiir T=298 K

P

%(Emm + Emaz)a wenn Doy = DReq

Ymin,max ™ C
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o imin — 1 fiir alle w

imazx

Fiir quasireversible Systeme gilt hingegen unter anderem, dafl die Potential-
differenz AFE eine Funktion der Aufnahmegeschwindigkeit w ist. Elektroche-
misch irreversible Systeme weisen {iberhaupt kein Oxidationsmaximum auf und
das Reduktionsminimum F,,;, verschiebt sich bei Anderung der Aufnahmege-

schwindigkeit w.

E max:
max

i
T i=imax/2
E=Emax/2

AE=Emax-E mir

i (WA)
o
I

| \E</

Emin /

'[ I 1 f
0

n (E-E%) (V)

E°=0,5 (E max*E min)

Abbildung 3.12: Wichtigste GréBen in einem zyklischen Voltammogramm zur Uber-

priifung der diagnostischen Kriterien.

3.3.5 Proteinfilmvoltammetrie

Im Gegensatz zur vermittelten Potentiometrie an Proteinen (vgl. Kapitel 3.3.2)
interagiert bei der direkten Elektrochemie die Elektrode mit dem untersuchten
Protein direkt ohne den Einsatz von Redoxmediatoren.

Ist die redoxaktive Spezies, z.B. das Protein, auf der Elektrodenoberfliche im-
mobilisiert, wie dies bei der Proteinfilmvoltammetrie der Fall ist, sind die be-
trachteten Prozesse unabhéngig von der Diffusion des Proteins zur Elektrode
und die Prozesse nicht mehr diffusionskontrolliert. Die Proteinfilmvoltammetrie
ist eine direkte elektrochemische Methode, bei der das Protein eine starke Inter-
aktion mit der Elektrode eingeht. Es adsorbiert auf der Elektrodenoberflache,
wobei sicher gestellt sein muf}, daf} das Elektrodenmaterial zum einen nicht die
native Konformation des Proteins beeinfluf}t und zum anderen natiirliche Elek-
tronenakzeptoren des Proteins nachempfindet.

FEin zyklisches Voltammogramm eines idealisierten, nicht diffusionskontrollier-

ten Systems weist bei zunehmendem Potential zunichst einen zunehmenden,
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i (WA)

E(V)

Abbildung 3.13: Idealisiertes zyklisches Voltammogramm [71] einer redoxaktiven Spe-

zies, die auf der Elektrode immobilisiert wurde.

oxidativen Strom auf, der sein Maximum dann erreicht, wenn das angelegte Po-
tential dem Redoxpotential des Systems entspricht. Fr fillt mit weiter zuneh-
mendem Potential wieder auf 0 A ab und erreicht im reversen Durchgang, bei
dem das Potential sukzessive verringert wird, ein Minimum wiederum beim Re-
doxpotential. Weitere Erniedrigung des Potentials fiihrt zum erneuten Anstieg
des Stroms auf 0 A. Im idealisierten Fall entsprechen sich also die Potentiale des
Strommaximums und -minimums und stimmen mit dem Redoxpotential iibe-
rein (Abbildung 3.13). Im Realfall allerdings besitzt der Strom eine zusétzliche
Komponente, der Nicht-Faraday “sche Strom, die auf das ,,Laden der Elektrode”
zuriickzufiihren ist. Er 148t sich jedoch aus den experimentellen Daten heraus-
rechnen, so da§ man dem idealisierten Fall recht nahe kommt [7,72].

Die Fliache unterhalb eines Maximums, bzw. Minimums im zyklischen Voltam-
mogramm ist idealerweise gleich groff und entspricht der Ladung, die auf das
redoxaktive Zentrum iibertragen worden ist (nF Elektronen pro Mol adsorbier-
ten Proteins). Der Maximal-, bzw. Minimalstrom ist abhingig von der Auf-
nahmegeschwindigkeit w, der Elektrodenoberfliche A, der Konzentration der
Proteinmolekiile auf der Elektrodenoberfliche T' und der Anzahl der Elektro-

nen n

n2F2ATw

'L'maa:,min = ART (3.22)

Ist das Protein auf der Elektrode adsorbiert, ergibt die Auftragung des Stroms
tmaz,min gegen die Aufnahmegeschwindigkeit w einen linearen Zusammenhang

71).
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Katalytische Voltammetrie

Zyklische Voltammetrie an Proteinen, die in Abwesenheit des Substrates durch-
gefithrt werden, bezeichnet man auch als nicht-katalytische Voltammetrie. Bei
Zugabe des Substrates zum Reaktionsansatz reagiert dieses mit dem redox-
aktiven Protein und verdndert das aktive Zentrum entsprechend. Es wird an-
schlielend durch Abgabe der Elektronen an die Elektrode regeneriert. Beide
Prozesse resultieren in einem zyklischen Voltammogramm, welches keine Mi-
nima oder Maxima aufweist, sondern katalytische Wellen zeigt (katalytische
Voltammetrie) [72]. Da das Protein direkt mit der Elektrode interagiert, ist der
gemessene Strom ein direktes Maf fiir die katalytische Aktivitdt, und das Vol-
tammogramm gibt dessen Abhéingigkeit vom angelegten Potential wieder. Bei
der Durchfithrung dieser Experimente rotiert die Elektrode um ihre Achse, so
daf} einerseits das Protein auf der Elektrodenoberfliche stéindig mit Substrat
versorgt und andererseits das entstehende Produkt kontinuierlich abtranspor-
tiert wird. Der maximal erreichbare Strom des einzelnen Experiments ist also
abhingig von der Rotationsrate der Elektrode. Im Grenzfall einer unendlichen
Rotationsrate wiirde sie den Strom nicht mehr beeinflussen, und die katalytische

Aktivitdt ware nicht mehr durch den Massentransport kontrolliert.

Vorteile der Proteinfilmvoltammetrie

Im Vergleich zur vermittelten und diffusionskontrollierten Voltammetrie bietet
die Proteinfimvoltammetrie den Vorteil, die experimentellen Bedingungen, z.B.
den pH-Wert oder das Substrat, ohne grofien Aufwand zu dndern, da hierzu
nur die die Elektrode umgebende Losung ausgetauscht werden mufl, wihrend
der Proteinfilm selbst erhalten werden kann. Dies resultiert dariiber hinaus in
einem sehr geringen Materialverbrauch. Die proteinfilmvoltammetrischen Mes-
sungen selbst sind innerhalb weniger Minuten abgeschlossen und die Analyse der
Voltammogramme ist durch den Wegfall von Diffusions- oder Transportphéno-
menen vereinfacht. Zur Bestimmung von Redoxpotentialen ist es zudem nicht
notwendig, spektroskopische Analysen durchzufithren. Somit bietet die Prote-
infilmvoltammetrie eine komfortable Technik zur Untersuchung redoxaktiver

Proteine.
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4 Materialien

4.1 Laborgerite

Anaerob-Zelt (Glove Box) + Zubehor
Anaerob-Zelt fiir Elektrochemie
Analysenwaage

Autoklav

Clark-Elektrodeneinheit DW1
Elektrodenmotor M636

Fermenter Biostat DL50
FPLC-System Akta basic
Gasverteilungssystem (Anaerobe Line)
+ Vakuumpumpe Vac V-500
Kulturbox

Kiihlzentrifuge Avanti J20XP
Massenspektrometer

Finnigan DeltaP"sXP
Phastgel-System

pH-Meter

Potentiostat Autolab PGSTAT20
Potentiostat Model 273A

Raumtemperaturadsorber Oxisorb
Spiilmaschine

Ultraschallgerit Digital Sonifier
Ultrazentrifuge

UV /VIS-Spektrometer
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q

Topfer, Goppingen

M. Braun Inertgas-Systeme, Garching
Sartorius, Gottingen

Holzner, Nufiloch

Hansatech Instruments, Norfolk (GB)
EG&G Princeton Applied Research,
Oak Ridge, TN (USA)

B. Braun Biotech, Melsungen
Amersham Biosciences, Freiburg
Werkstétten, MPI Miilheim

Biichi, Flawil (CH)

Dinkelberg analytics, Gablingen

Beckman Instr., Miinchen

Thermo Electron Corporation, Langen
Amersham Biosciences, Freiburg
Knick, Berlin

Eco Chemie, Utrecht (NL)

EG&G Princeton Applied Research,
Oak Ridge, TN (USA)

Air Liquide, Krefeld

Miele, Giitersloh

Branson, Danbury, CT (USA)
Beckman Instr., Miinchen

ATT Unicam, Cambridge (UK)
Millipore, Bedford, MA (USA)
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4.2 Gerate fiir die Spektroskopie

EPR-X-Band-Spektrometer ESP380E
FTIR-Spektrometer IFS 66v/s
Lufttrocknung KEN30

MCT Detektor KMPV

Nd:YAG-Laser GCR-130
OPO-Laser VISIR 120

optisch transparente Elektrochemie-
Diinnschicht-Zelle (OTTLE-Zelle)
Thermostat RMLG6

4.3 Material

1,1’-Dibenzyl-4,4’-bipyridindichlorid
(Benzylviologen, Ejj = —313 mV)
1,2-Naphthochinon (Ej = 175 mV)
2-[N’-cyclohexylaminolethansulfonsiure
(CHES)
2-[N’-morpholino]ethansulfonsiure
(MES)

Agar-Agar
Aluminiumoxid-Politur

(alumina slurry
Anthrachinon-2-sulfonat

(Ef = —190 mV)

Antischaum

Biorad DC Protein Assay
Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol

CaF5-Fenster

Deuteriumgas 2.7
Dichlorophenolindophenol

(Ej = 268 mV)

DNase 1
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Bruker Biospin, Rheinstetten

Bruker Optics, Ettlingen

Zander Aufbereitungstechnik, Essen

Kolmar Technologies, Newburyport,

MA (USA)
Spectra Physics, Darmstadt

GWU Lasertechnik, Erftstadt

David Moss, Freiburg
Lauda, Lauda-Konigshofen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Buehler, Lake Bluff, IL (USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Miinchen
biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Korth Kristalloptik, Kiel
Air Liquide, Krefeld

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche, Mannheim



4.3 Material

Hefeextrakt

Indigodisulfonat (Ej = —125 mV)
Indigotrisulfonat (E{ = —35mV)
Kohlenmonoxidgas 4.7
Konzentratoren:

Centricon, Centriprep, Microcon
Methylenblau (Ej = 13 mV)
Methylviologen (E{ = —440 mV)
N’-[2-hydroxyethyl|piperazin-N’-2-

ethansulfonsiure (HEPES)
N’-tris[hydroxymethyl]-methyl-3-

aminopropansulfonsiure (TAPS)
Natrium-Lactat 60%
Neutralrot (Ej = —325 mV)
Pepton
Phastgele, 10-15% SDS
PhastGel Blue R (Coomassie Blau)
Phenazin Methosulfat (Ef = 115 mV)
Phenosafranin (Ejj = —225 mV)
Polymyxin B Sulfat
Sdulenmaterialien:

DEAE Toyopearl 6505

Sephacryl S200 HR

Superdex 75
Standard Protein Marker:

Low Molecular Weight Calibration
Kit
TAPS
Trypsin
Ultrafiltrationsmembranen YM30
Ultrafiltrationszelle
Wasserstoffgas 5.0

Serva, Heidelberg

Acros, New Jersey (USA)
Acros, New Jersey (USA)
Air Liquide, Krefeld

Millipore, Bedford, MA (USA)
Acros, New Jersey (USA)
Acros, New Jersey (USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Acros, New Jersey, USA

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Acros, New Jersey (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Tosoh Bioscience, Stuttgart
Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Millipore, Bedford, MA (USA)
Amicon, Witten

Air Liquide, Krefeld

Allgemeine Laborchemikalien werden, soweit nicht anders vermerkt, von den
Firmen Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich
(Steinheim) und Roth (Karlsruhe) bezogen.
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4 Materialien

4.4 Puffer
PROBENPUFFER
Tris-Puffer: 25 mM Tris/HCl
pH 74
Séulenpuffer A: 25 mM Tris/HCl
pH 74 10 mM NaCl
Séaulenpuffer B: 1M NaCl

SDS-GELELEKTROPHORESE

Probenpuffer: 10 mM
1 mM
2,5%
0,01%
5%

Férbelosung;: 1 Tablette
Stammlsg. 0,2% 80 ml
120 ml

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA

SDS
Bromphenolblau

B-Mercaptoethanol

Phastgel Blue R (Coomassie Blau)
H,O
Methanol

Fiir eine 0,1%ige Losung wird die Stammlosung 1:1 mit 20%iger Essigsdure

gemischt.

Entfirber: 10%
40%
50%

Konservierer: 10%

46

Essigsiure
Ethanol
H,O

Glycerin



4.4 Puffer

REDOXMIX
RX(H20): 3,06 mg Phenazin Methosulfat
pH 5,4-8,0 6,17 mg Indigotrisulfonat

4,66 mg Indigodisulfonat (Indigocarmin)
2,89 mg Neutralrot

2,57 mg Methylviologen

74,55 mg  KCl

Die wasserloslichen Redoxmediatoren werden in 19 ml Tris-Puffer gelost. Der

pH-Wert wird auf den erforderlichen Wert eingestellt.

RX(DMSO) 2,90 mg Dichlorophenolindophenol
1,58 mg 1,2-Naphthochinon
3,20 mg Methylenblau
3,28 mg Anthrachinon-2-sulfonat

3,67 mg Phenosafranin

Die wasserunloslichen Redoxmediatoren werden in 1 ml DMSO gelost. Zur
Herstellung eines Milliliters Redoxmix werden RX(H20) und RX(DMSO) im
Verhéltnis 20:1 gemischt. Die Endkonzentration jedes Redoxmediators betrigt
500 pM und die des KCI 200 mM. Notwendige Verdiinnungen werden mit Tris-

Puffer des erforderlichen pH-Wertes vorgenommen.

HYDROGENASE-PUFFERMIX

pH 4,0-9,0 15 mM Na-Acetat
15 mM MES
15 mM HEPES
15 mM TAPS
15 mM CHES
100 mM NaCl

Der gewiinschte pH-Wert wird mit konzentrierter NaOH oder HCI eingestellt.
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4 Materialien

4.5 Medien

Medien fiir Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F

Agarmedium:
pH 7,2

Fliissigmedium:
pH 7,2
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3,0 g/l

1,0 g/1

0,5 g/l

3,0 g/l

1,0 g/1

10 ml/1

0,25 g/l

1 Spatelspitze
10 g/1

4,0 g/1
0,6 g/1
0,4 g/l
3,0 g/l
0,8 g/l
10 ml/1
0,01 g/1
1 ml/1

Nas SOy

MgSOy4 - TH2O

KHsPOy

Pepton, tryptisch verdaut
Hefeextrakt

Na-Lactat (50%ig)
(NH4)2Fe(SO4)2 - 6H20
Eisenpuder

Agar-Agar

Nas SOy

MgSO, - TH20O

KHyPOy4

Pepton, tryptisch verdaut
Hefeextrakt

Na-Lactat (50%ig)
FeSO4 - TH2O
Antischaum (10%ig)



5 Gewinnung und Charakterisierung

der [NiFe]-Hydrogenase

5.1 Anzucht von Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F

5.1.1 Durchfiihrung

Die zellbiologischen Arbeiten an Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F werden aus-
schliefflich in anaerober Umgebung in einem Anaerob-Zelt, der sogenannten
Glove Borx, durchgefiihrt, in der eine Atmosphére aus Stickstoff und 2% - 5%
Wasserstoff herrscht (Abbildung 5.1). Eventuell eindringender Sauerstoff wird
mittels Palladium-Katalysatoren zu Wasser umgesetzt, welches am Katalysator-
Material kondensiert. Der Wasserstoff- und Sauerstoff-Gehalt wird mittels eines

Analysegeriites (Ozygen-Hydrogen Gas Analyzer) stindig kontrolliert.

Abbildung 5.1: Gesamtansicht und Innenraum der Glove Box. Uber die Vakuumschleuse

werden die benttigten Materialien sauerstofffrei in die Glove Box importiert.

Zur Herstellung von 10 ml Agarkulturen werden einige Mikroliter Zellsuspension
aus einer Glycerin-Gefrierkultur mit Hilfe einer Impfése in ein 10 ml Glasréhr-
chen iiberfithrt, welches zur Halfte mit warmem, noch fliissigem Agarmedium
(vgl. Kapitel 4.5) gefiillt ist. Anschlieflend wird das Rohrchen vollstéindig mit

Agarmedium gefiillt und verschlossen. Diese Agarkulturen werden in einer Kul-
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

turbox unter Ar-Atmosphéire bei 310 K fiir drei Tage kultiviert. Werden die
Agarkulturen nicht sofort weiterverwendet, konnen sie bei 277 K fiir maximal
8 Wochen gelagert werden.

Nach der dreitédgigen Wachstumsphase wird ein Drittel einer solchen Agarkultur
in kleinen Portionen in eine 50 ml Glasflasche gefiillt. Die Glasflasche wird bis
zum Flaschenrand mit Fliissigmedium (vgl. Kapitel 4.5) gefiillt und mit einem
Septendeckel luftdicht verschlossen. Sie wird bei 310 K drei Tage kultiviert.
Die herangewachsenen 50 ml Kulturen werden als Inokulum von 1 1 Kulturen
genutzt. Hierzu wird der Inhalt einer 50 ml Kultur in eine 500 ml Glasflasche
iiberfiithrt, welche anschliefend wiederum bis zum Flaschenrand mit Fliissig-
medium aufgefiillt wird. Aliquots der 50 ml Kulturen werden desweiteren dazu
verwendet, Gefrierkulturen herzustellen. Ein Aliquot wird in einem Reaktions-
gefdfl mit sterilem Glycerin im Verhéltnis 1:2 gemischt und in fliissigem Stick-
stoff eingefroren. Die Gefrierkulturen werden bei 193 K gelagert. Abbildung 5.2

gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Vorkulturen.

10 ml Agarkulturen
in Ar-Atmosphare 500 ml Vorkultur

50 ml Vorkulturen

Abbildung 5.2: Vorkulturen von D. vulgaris. Links: 10 ml Agarkultur nach drei Tagen
Wachstum bei 310 K in einer Ar-Atmosphére. Mitte: 50 ml Vorkulturen nach eintégi-
gem Wachstum bei 310 K. Rechts: 500 ml Vorkultur nach dreitdgigem Wachstum bei
310 K.

Zwei 500 ml Kulturen (oder eine 1 1 Kultur) werden nach der dreitdigigen Kul-
tivierung bei 310 K zur Vermehrung der Vorkulturen auf fiinf 1 1 Medienansétze
verteilt, die wiederum drei Tage bei 310 K inkubiert und anschlieflend als In-
okulum des 50 1 Fermenters (Abbildung 5.3) benutzt werden.

Zur Kultivierung der Zellen im 50 1 Fermenter werden die Bestandteile von 40 1

Fliisssigmedium abgewogen und in den Fermenter gegeben. Sie werden in 43 1
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5.1 Anzucht von Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F

Schaum- — Abluft-
sonde " filter
Abluft-
Impf- kihler
stutzen
Kontroll-
Kuttur- einheit
kessel Schlauch-
pumpen
pH-Sonde
Temperatur-
fuhler
pO2-
Sonde
Proben-
Korrektur-
nahme- ;
h | mittel-
ventil flaschen
Dreikanal-
anstech-
garnitur

Abbildung 5.3: Frontalansicht des Fermenters Biostat DL50

Wasser gelost und 30 min bei 394 K und 2 bar autoklaviert. Eine Stunde vor
dem Animpfen wird durch Begasen mit Stickstoff eine anaerobe Atmosphére
im Fermenter hergestellt. Nach der Zugabe von 5 ml 10%igem Antischaum
wird das Medium im Fermenter mit fiinf 1 1 Vorkultur angeimpft. Wahrend der
zweitidtigen Wachstumsphase wird der pH-Wert des Mediums durch Zugabe
von 2 M HsSO4 zwischen den Werten 7,0 und 7,4 gehalten. In dieser Zeit wird
dariiber hinaus die durch die Bakterien verbrauchte Kohlenstoffquelle Lactat in
regelmiBigen Abstédnden durch Zugabe von jeweils 100 ml 50%igem Na-Lactat
nachgefiillt.

5.1.2 Ergebnisse und Diskussion

Die Anzucht von D. wvulgaris Miyazaki F erfolgte in einem Bioreaktor von 50

1 Fassungsvermogen (50 1 Fermenter, Abbildung 5.3). Uber die Impfstutzen
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

wurde das Medium in den Kulturkessel gefiillt und dort autoklaviert. Um ein
anaerobes Medium zu gewéhrleisten, wurde es nach dem Autoklaviervorgang
fiir die gesamte Kultivierungsdauer mit Stickstoff begast.

Vernachléssigt man den durch den Autoklaviervorgang bedingten Wasserver-
lust, der zu einer Anderung der Konzentration der einzelnen Medienkomponen-
ten fiihrt, hat dies einen negativen Einflufl auf das Wachstum der Bakterien.
Daher wurde dem Medienansatz zusétzlich 3 1 Wasser hinzugefiigt [15]. Als In-
okulum des Fermenters wurden fiinf 1 1 Vorkulturen verwendet, die sich am

Ende ihrer logarithmischen Wachstumsphase befanden (s. Abbildung 5.4).

0,40
0,35

stationare
Phase

0,30+
0,25+
0,20+

0,15

Zelldichte (550 nm)

0,10

logarithmische
Phase

0,05

N I N 1 v 1 N 1 N I N I N 1 v 1 N I
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit (Stunden)

Abbildung 5.4: Wachstumskurve einer 1 1 Vorkultur von D. wvulgaris Miyazaki F. Die
Zelldichte wurde durch die Messung der Streuung bei 550 nm verfolgt, die durch die
Bakterienzellen verursacht wird. Die Vorkultur wird nach einer Wachstumszeit von drei
Tagen als Inokulum des Fermenters verwendet. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich die

Zellen am Ende ihrer logarithmischen Wachstumsphase.

Wihrend des Wachstums der Zellen im Fermenter wurden die Parameter Schaum-
anteil, pH-Wert, Os-Gehalt und Temperatur sténdig kontrolliert. Die Steuerein-
heit des Fermenters erlaubte zum einen das Ablesen der gemessenen Parame-
ter, zum anderen die automatische Anpassung einiger Parameter. So wurde der
pH-Wert zwischen den Werten von 7,0 und 7,4 gehalten. Dies geschah iiber
die automatische Zufuhr von 2 M HySO4 aus einer der drei Korrekturmittelfla-
schen iiber die Dreikanalanstechgarnitur, die mit dem Kulturkessel iiber einen

der Impfstutzen verbunden ist, sobald die pH-Sonde einen pH-Wert grofler als
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5.2 Isolierung und Aufreinigung der [NiFe|-Hydrogenase

7,2 registrierte. Bei Feststellung erhohter Schaumkozentration ist die automati-
sche Zugabe von Antischaum iiber eine weitere Korrekturmittelflasche moglich.
Die dritte Korrekturmittelflasche enthielt 50%iges Natrium-Lactat, mit dem die
Bakterienzellen in regelméfiigen Abstidnden ,gefiittert” wurden. Durch Stoff-
wechselprozesse entstehendes HyS verliel den Kulturkessel iiber den Abluftfil-
ter.

Die Korrelation der Fiitterungshiufigkeit und -zeitpunkte mit der Zellmasse
und der Hydrogenasemenge erlaubte die Optimierung der Fiitterung auf ei-
ne maximale Hydrogenase-Ausbeute. Trotz der dauerhaften Stickstoffbegasung
konnte in einem Zeitraum zwischen 17 und 27 Stunden nach dem Animpfen ein
Anstieg des Sauerstoffgehaltes in der Kultur aufgrund der Stoffwechseltétigkeit
der Bakterien beobachtet werden. Die erste Fiitterung mit 100 ml Natrium-
Lactat hat zu dem Zeitpunkt zu erfolgen, bei dem der Sauerstoffgehalt gerade
iiber 0% ansteigt. Danach wurden vier bis fiinf Mal jeweils 100 ml Natrium-
Lactat in einem Abstand von 2,5 Stunden hinzugegeben. Erreichte der Sauer-
stoffgehalt sein Maximum von 20 + 2%, wurde die Fiitterung eingestellt. In den
folgenden Stunden sank er wieder auf 0%. In der Zeit abnehmenden Sauerstoff-
gehaltes und vor allem dann, wenn kein Sauerstoff mehr vorhanden ist, ist die
Zugabe von Natrium-Lactat fiir die Zellen letal. Die Einhaltung dieses Fiitte-
rungsprotokolls resultierte in einer maximalen Zellmenge mit einer maximalen
Hydrogenaseausbeute. Nach zweitidgigem Wachstum (ca. 44 Stunden) wurden
die Zellen durch Zentrifugation vom fliissigen Medium abgetrennt, wozu die Zen-
trifugationsgefifie iiber das Probenentnahmeventil gefiillt wurden. Als weiteres
Kriterium einer hohen Hydrogenasemenge dient die Farbe des Zellsediments.
Ein grau-braunes Zellsediment impliziert eine grofle Menge an Hydrogenase,
wihrend eine grau-schwarze Farbung erkennen 148t, dafl die Zellen sich zwar

vermehrt haben, die Hydrogenasemenge jedoch minimal ist.

5.2 Isolierung und Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase

5.2.1 Durchfiihrung

Die einzelnen Schritte der Isolierung und Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase
sind im Flufidiagramm 5.5 aufgefiithrt und werden in den folgenden Abschnitten

ausfiihrlich beschrieben.
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

60 g Zellmasse
+ 40 mg DNAse |

15 min riihren
auf Eis

5* 50 ml Aliquots

Zellaufschlul
,durch Ultraschall

Zentrifugation Uberstand
90 min, 50000 rpm, 277 K ——> verwerfen

Sediment
v
Resuspension der Membranfragmente
+ 1 mg/ml Trypsin

Uber Nacht rilhren

;7? K, Ar
N
Zentrifugation m i
90 min, 50000 rpm, 277 K verwerten
Uberstand
A 4
1. Anionenaustauscherchromatographie Qualitativer
DEAE Toyopearl 650 S Aktivitatstest Identifizierung
25 mM Tris/HCI, pH 7,4, 10 mM NaCl e — Hydrogenase-haltiger
Elution mit 1 M NaCl A(280 nim) Fraktionen
lHydrogenase-haltige
Fraktionen
i Qualitati i
é‘egﬁ:;glaé'ggo Aktvitatstost _ Identifizierung
. ) y Hydrogenase-haltiger
25 mM Tris/HCI, pH 7,4, 10 mM NacCl E:Lété%nm)ohl Fraktionen
lHydrogenase-haltige
Fraktionen
. H Qualitati e
%.Emnéo%(;roigg::?gggléerchmmatographle A;?v:tégtzgt Identifizierung
25 mM Tris/HCI, pH 7,4, 10 mM NaCl Elutonspron - HYQrogenase-haltiger
Elution mit 1 M NaCl A(280 nm)
lHydrogenase-hahige
Fraktionen
Qualitativer .
2. Gelfiltration Ativitatstest _ Identifizierung
Superdex 75 Elutionsprofi Hydrqgenase—haltl.ger
25 mM Tris/HCI, pH 7,4, 10 mM NaCl A(280 nm) Fraktionen

Hydrogenase-haltige
Fraktionen

50 mg gereinigte
Hydrogenase

Abbildung 5.5: FluBdiagramm der Isolierung und Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase

aus dem Bakterium D. vulgaris Miyazaki F.
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5.2 Isolierung und Aufreinigung der [NiFe|-Hydrogenase

5.2.1.1 Zellernte

Die Bakterien werden 30 min bei 6500 rpm (10543 -g) und 277 K abzentrifugiert
(Rotor JLA-8.1000, Beckman). Das Zellpellet wird bei 193 K eingefroren und
gelagert. Die Ausbeute von 45 1 Fliissigkultur betrug durchschnittlich 100 g

nasses Zellmaterial.

5.2.1.2 ZellaufschluB

50 - 60 g Zellmaterial werden aufgetaut und in eiskaltem Tris-Puffer (25 mM
Tris/HCL, pH 7,0) resuspendiert (Verhiltnis 1 g Zellmaterial : 2 ml Puffer).
Anschlielend werden sie erneut abzentrifugiert (30 min, 10000 rpm (12096 - g),
277 K, Rotor JA 25.50, Beckman). Das Zellsediment wird nun in 200 ml eis-
kaltem Tris-Puffer aufgenommen, dem 40 mg DNAse I zugesetzt wurde, das
zum einen einer partiellen Zellwandlyse und zum anderen der Zerkleinerung
der DNA diente. Die Suspension wird 15 min auf Eis geriihrt und anschliefend
in 50 ml Portionen in 100 ml Bechergliser aliquotiert. Die Zellen eines jeden
Aliquots werden durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen (Branson Digital
Sonifier, Programm 10: Dauer eines Intervalls: 5 min, Dauer eines Ultraschall-
pulses: 2,5 s, Gesamtpulszeit: 1 min, 70% Output, Makro-Tip). Jedes Aliquot
wird hierzu drei Mal einem Ultraschallbehandlungszyklus unterzogen. Wahrend
der Ultraschallbehandlung werden die Zellen auf Eis gekiihlt, so dafl die Tempe-
ratur 288 K nicht iiberschreitet, und danach abzentrifugiert (90 min, 50000 rpm
(183960 - g), 277 K, Rotor Ti 60, Beckman), um die loslichen Zellbestandteile
von den Membranfragmenten zu trennen. Der Uberstand dieses Zentrifugati-
onsschrittes wird verworfen, da die Hydrogenase iiber einen Membrananker an

der Cytoplasma-Membran gebunden ist.

5.2.1.3 Trypsin-Behandlung der Membranfragmente

Das membranhaltige Sediment des Ultrazentrifugationsschrittes wird in eiskal-
tem Tris-Puffer resuspendiert (Verhéltnis 1 g Pellet : 4 ml Puffer) und 1 mg/ml
Trypsin hinzugegeben. Das Trypsin schneidet zwischen den basischen Ami-
nosauren Arginin und Lysin und trennt im Falle der [NiFe]-Hydrogenase den
19 Aminosduren langen Membrananker vom Rest des nun loslichen Proteins.
Die Suspension wird in einer Glasflasche mit Septendeckel iiber Nacht bei 277 K
in einer Ar-Atmosphére gerithrt und schliellich zur Entfernung der Membran-
fragmente zentrifugiert (90 min, 50000 rpm (183960 - g), 277 K, Rotor Ti 60,
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

Beckman). Der Uberstand dieses Zentrifugationsschrittes enthilt nun die 16sli-

che [NiFe]-Hydrogenase.

5.2.1.4 Saulenchromatographische Reinigung

Die chromatographischen Reinigungsschritte erfolgen bei 277 K und werden mit
Hilfe des FPLC-Systems Akta basic (Amserham Biosciences) durchgefiihrt. Ab-
wechselnd werden zwei Schritte nach dem Prinzip der Anionenaustauschchro-
matographie und zwei Gelfiltrationsschritte vorgenommen. Die Anionenaus-
tauschchromatographie beruht auf der ionischen Wechselwirkung des Proteins
mit dem Sdulenmaterial, wobei unterschiedliche Proteine eine unterschiedliche
Affinitét zu diesem Material aufweisen. Bei einer charakteristischen Konzentra-
tion von NaCl dissoziiert das Protein vom Sdulenmaterial, da die Affinitit des
Salzes hoher ist als die des Proteins, so dafl das Salz das Protein verdréingt.
Die Gelfiltration basiert hingegen auf der Wanderung des Proteins durch die
Matrix des Sidulenmaterials, die je nach Proteingrofie unterschiedlich schnell
erfolgt. Je kleiner das Protein ist, desto linger ist der Weg, den es durch die

Séulenmaterialmatrix zuriicklegt und desto linger dauert die Elution.

Erste Anionenaustauschchromatographie

Zu Beginn dieses chromatographischen Schrittes wird die Sdule (XK50/20,
Durchmesser: 50 mm, Hohe: 20 cm; Sidulenvolumen: 330 ml; Siulenmateri-
al: DEAE Toyopearl 650S) mit einem Siulenvolumen Sidulenpuffer A (25 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 10 mM NaCl) dquilibiert (Durchflufgeschwindigkeit 5 ml/min),
um so optimale Bindungsbedingungen fiir das gewiinschte Protein zu schaf-
fen, bevor der Uberstand des letzten Ultrazentrifugationsschrittes (vgl. Kapi-
tel 5.2.1.3) aufgetragen wird (Auftragsgeschwindigkeit 2 ml/min). Nachdem
ungebundene Proteine und Pigmente durch Waschen mit Saulenpuffer A ent-
fernt wurden, werden die an das Sdulenmaterial gebundenen Proteine mittels
eines linearen Salzgradienten von 0 - 200 mM NaCl eluiert. Hierzu werden
Sdulenpuffer A und Sdulenpuffer B (1 M NaCl) automatisch in einem entspre-
chenden Verhéltnis gemischt, um die gewiinschte Salzkonzentration zu erhal-
ten. Die [NiFe]-Hydrogenase wird bei einer Konzentration von ca. 100 mM
NaCl abgetrennt. Der Gradient besitzt eine Linge von zwei Sdulenvolumen
mit Fraktionsgrofen von 12 ml. Die bei diesen Salzkonzentrationen noch auf

der Sdule verbleibenden Proteine werden durch Erhohung des Gradienten auf
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5.2 Isolierung und Aufreinigung der [NiFe|-Hydrogenase

1 M NaCl entfernt. Nach Abschlufl der Elution wird die Sdule mit Saulenpuffer
A reéquilibriert. Die hydrogenasehaltigen Fraktionen, die mittels des qualtitati-
ven Aktivitédtstests identifiziert wurden (s. Kapitel 5.3.1), werden mittels einer
Ultrafiltrationszelle (30 kDa Ausschlussmembran YM 30) auf ein Volumen von

ca. 20 ml einkonzentriert.

Erste Gelfiltration

Die Gelfiltrationssdule (XK26/100, Durchmesser: 26 mm, Hohe: 100 cm; Sdulen-
volumen: 480 ml; Siulenmaterial: Sephacryl S200) wird mit Sdulenpuffer A
dquilibiert und die vereinigten und einkonzentrierten Fraktionen der ersten An-
ionenaustauschchromatographie aufgetragen. Abhingig von ihrer Grofie wan-
dern die Proteine getrieben vom Pufferdurchfluff (2 ml/min) durch die vom
Saulenmaterial gebildete Matrix. So wird eine weitere Abtrennung der Hydro-
genase von den Proteinen erreicht, die ebenfalls bei 100 mM NaCl von der
ersten Sdule eluierten. Die Elutionslange betriagt zwei Sdulenvolumen mit einer

Fraktionsgréfle von 10 ml.

Zweite Anionenaustauschchromatographie

Auch bei diesem Schritt wird die Sdule (XK26,/20, Durchmesser: 26 mm, Hohe:
20 cm; Séulenvolumen: 74 ml; Siulenmaterial: DEAE Toyopearl 650S) zunéchst
mit Sdulenpuffer A dquilibriert und anschlieflend die Fraktionen der ersten Gel-
filtration aufgetragen. Die Elution erfolgt iiber einen linearen Gradienten von
0 - 225 mM NaCl bei einer Lénge von zwei Sdulenvolumina mit einer Frak-
tionsgroBe von 4 ml. Die [NiFe]-Hydrogenase eluiert bei ca. 150 mM NaCL

Hydrogenasehaltige Fraktionen werden vereint und auf 20 ml einkonzentriert.

Zweite Gelfiltration

Zur Entfernung des Salzes wird die Hydrogenase-Losung aus der zweiten An-
ionenaustauschchromatographie erneut iiber eine Gelfiltrationssidule gegeben
(XK26/60, Durchmesser: 26 mm, Hohe: 60 cm; Sdulenvolumen: 318 ml; Siulen-
material: Superdex 75). Die Elution erfolgt iiber ein Siulenvolumen mit einer
Fraktionsgréfle von 4 ml. Die hydrogenasehaltigen Fraktionen werden vereinigt

und mittels Ultrafiltrationseinheiten auf ca. 500 ul einkonzentriert.
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

5.2.1.5 Kontrolle der Reinheit
UV/VIS-Spektroskopie

Die Reinheit der Hydrogenase in den einkonzentrierten Fraktionen der letzten
Gelfiltrationssiule wird durch Aufnahme eines Absorptionsspektrums im ultra-
violetten und sichtbaren Spektralbereich bestimmt. Hierzu wird eine Verdiinnung
von 1:100 oder 1:200 angefertigt, die gegen den zur Verdiinnung verwendeten
Puffer als Referenz im Bereich 250 - 800 nm gemessen wird. Die Absorption-
maxima bei 280 nm und 400 nm werden ermittelt. Der Quotient Q = ﬁ;‘gﬁ
bestimmt den Anteil der Hydrogenase am Gesamtproteingehalt in der Probe,
die aufgrund der [FeS]-Cluster bei 400 nm spezifisch absorbiert. Ein Wert von
Q = 0,29 impliziert hierbei einen Hydrogenaseanteil des Gesamtproteins von
mehr als 97% [25].

Uber die Absorption bei 400 nm und den Extinktionskoeffizienten der Hydro-

genase bei 400 nm 146t sich mit Hilfe des Lambert-Beer “schen Gesetzes

I
logTozAzc-e-d
(mit Tp = eingestrahlte Intensitit, I = Intensitdt nach Durchgang durch die
Probe, A = Absorption, ¢ = Konzentration, ¢ = Extinktionskoeffizient, d =
Schichtdicke der Kiivette) die Konzentration der Probe errechnen. Der Extink-

tionskoeffizient der Hydrogenase betrigt €400 nm = 47000 (M - cm) ™!,

SDS-Gelelektrophorese

Um die Qualitdt der Proteinreinigung zu iiberpriifen, werden wihrend des Rei-
nigungsprozesses Aliquots des Probenmaterials gesammelt, die in einem dena-
turierenden Polyacrylamid-Gel analysiert werden. Hierzu werden 14 ul Probe
mit 8 pl Probenpuffer (vgl. Kapitel 4.4) vermischt und 5 min bei 368 K im
Wasserbad gekocht. 2 ] der so denaturierten Proben werden auf das Gel (Gra-
dientengel 10-15% SDS) aufgetragen. Zur Abschitzung der Proteingréfien wird
der Standard-Marker ,,Low Molecular Weight” aufgetragen. Die elektrophoreti-
sche Trennung erfolgt in der PhastGel Apparatur bei einer Spannung von 250 V
und einem Strom von 10 mA. Nach Ablauf der Trennung wird das Gel 5 min im
Entfarber (vgl. Kapitel 4.4) fixiert und anschlieBend 40 min in der Farbelsung
(vgl. Kapitel 4.4) gefirbt. Im folgenden 40 miniitigen Entfirbeschritt werden
die proteinfreien Bereiche wieder entfirbt, so dafl die Proteine als blaue Banden

im Gel sichtbar werden. Das ausreichend entfarbte Gel wird fiir 10 min kon-
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5.2 Isolierung und Aufreinigung der [NiFe|-Hydrogenase

serviert (Konservierer, vgl. Kapitel 4.4) und iiber Nacht bei 310 K getrocknet.

Danach kann es zur dauerhaften Aufbewahrung laminiert werden.

5.2.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein kolorimetrischer Assay
verwendet (BioRad DC Protein Assay), dem die Proteinbestimmungsmethode
nach Lowry [78] zugrunde liegt. Diese Methode basiert auf der Reaktion von
Proteinen mit einer alkalischen Kupfer-Tartrat-Losung und dem Folin-Reagenz.
Bei dieser Reaktion entsteht ein farbiger Komplex, der eine Absorption bei
750 nm aufweist.

Zunichst werden die Datenpunkte zur Erstellung einer Eichgerade aufgenom-
men, wozu Proben bekannter Konzentrationen von Rinderserumalbumin (Stan-
dardproben) mit der Kupfer-Tartrat-Losung und dem Folin-Reagenz gemischt
werden. Nach einer Reaktionszeit von 15 min wird die Absorption bei 750 nm
gegen eine Referenz (Ansatz ohne Protein) gemessen und gegen die Proteinkon-
zentration aufgetragen. Hieraus ergibt sich eine Eichgerade. Zur Verkleinerung
des Fehlers dieser Eichgerade wird eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Von
der Probe unbekannter Proteinkonzentration werden geeignete Verdiinnungen
(z.B. 1:100 und 1:200) angefertigt und genauso behandelt wie die Standardpro-
ben. Uber die Eichgerade kann von der Absorption bei 750 nm auf die Gesamt-

proteinkonzentration der Probe geschlossen werden.

5.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Die in Kapitel 5.2 beschriebenen Schritte zur Isolierung der Hydrogenase sind
im wesentlichen den Veréffentlichungen von Yagi et al. [124] und Higuchi et
al. [59] entnommen. Um die Hydrogenasemenge zu maximieren und die not-
wendige Praparationsdauer zu minimieren, wurden Abweichungen von den dort
beschriebenen Vorgehensweisen vorgenommen. Sie betreffen die Auswahl der
Saulenmaterialien und die Anzahl der sdulenchromatographischen Schritte.
Wihrend der sdulenchromatographischen Aufreinigung wurden die hydrogen-
asehaltigen Fraktionen eines Sdulenlaufs mit Hilfe des qualititativen Aktivitatstests
(s. Kapitel 5.3.1) identifiziert und dem Absorptionsmaximum bei 280 nm des
Elutionsprofils zugeordnet. Die Elutionsprofile der vier sdulenchromatographi-
schen Schritte sind in Abbildung 5.6 dargestellt, aus denen die zunehmende
Reinheit des Extraktes durch die Abnahme der Anzahl der Absorptionsma-
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Abbildung 5.6: Elutionsprofile der vier Chromatographie-Séulen zur Isolierung der Hy-
drogenase. Dargestellt ist die Absorption bei 280 nm, die vom FPLC-System aufgenom-
men wird (schwarze Linie) sowie die Salzkonzentration (rote Linie), die beim Durchlauf
eines linearen Gradienten erreicht wird. Der hydrogenasehaltige Peak ist durch griine
Markierungen gekennzeichnet. Die Fraktionen innerhalb dieser Begrenzungen wurden

jeweils auf die folgende Siule aufgegeben.

xima hervorgeht. Nach dem letzten S&ulenlauf wurden die hydrogenasehalti-
gen Fraktionen aufkonzentriert und die Proteinkonzentration mittels des ko-
lorimetrischen Assays nach Lowry [78] bestimmt (vgl. Kapitel 5.2.1.6). Zur
Uberpriifung der Reinheit der Priparation wurde ein UV /VIS-Spektrum (vgl.
Kapitel 5.2.1.5 und Abbildung 5.8) und ein SDS-Gel angefertigt (vgl. Kapitel
5.2.1.5 und Abbildung 5.7). Der kritische Schritt des gesamten Reinigungspro-
zesses ist die Trypsin-Behandlung der Membranfragmente. Erfolgt diese unvoll-
stdndig, verbleibt ein Teil der Hydrogenasemolekiile in der Membranfraktion,
die nach dem letzten Ultrafiltrationsschritt verworfen wird. Diese sedimentier-
te Membranfraktion wurde deshalb stichprobenartig einer weiteren Trypsin-
Behandlung unter den in Kapitel 5.2.1.3 aufgefithrten Bedingungen unterzogen.

In den sich anschlieflenden sdulenchromatographischen Aufreinigungsschritten
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Abbildung 5.7: SDS-Gel der chromatographischen Reinigungsschritte. Hierbei wurden
Aliquots der hydrogenasehaltigen Fraktionen eines jeden Séiulenlaufes aufgetragen.
Hoase x (x = 1,2,3,4) entspricht somit den hydrogenasehaltigen Fraktionen nach dem
x-ten siulenchromatographischen Schritt. Die Banden schwacher Intensitéit zwischen
denen der grofien und kleinen Untereinheit stammen von Hydrogenase-Fragmenten,
die zu einem geringen Anteil wihrend des Trypsin-Abbaus entstehen. Sie stéren jedoch
weder spektroskopische und elektrochemische Messungen noch Kistallisationsexperi-
mente [93]. Bei dem Erscheinen der kleinen Untereinheit als Doppelbande handelt es
sich um ein Artefakt des Gellaufs.

zeigte sich allerdings, dafi diese Fraktion keine [NiFe]-Hydrogenase mehr ent-
hielt. Demnach reicht eine einmalige Trypsinbehandlung aus, um das Protein
vollstdndig aus der Membran zu isolieren.

Aus dem UV/VIS-Spektrum lieflen sich die Absorptionen bei 400 nm und
280 nm ablesen. Sie betrug bei 280 nm 1,62 Absorptionseinheiten und bei

400 nm 0,48 Absorptionseinheiten. Aus dem Quotienten Q = mﬁ = ?’ég =0,30

ergab sich ein Reinheitsgrad von 97 & 2% [25]. Eine Abschétzung der Hydrogenase-
Konzentration ist unter Anwendung des Lambert-Beer “schen Gesetzes moglich
(vgl. Kapitel 5.2.1.5). Im dargestellten Beispiel betrug die Konzentration 2 mM.
Das aufgereinigte Protein wurde bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stick-
stoff gelagert. Fiir die Isolierung der [NiFe]-Hydrogenase wurden jeweils 50-60 g
Zellmaterial aufgearbeitet, da bei einer grofleren Zellmenge die Proteinaufnah-
mekapazitit der vorhandenen Siulen iiberschritten wurde. Auf eine Hochska-
lierung des Reinigungsprozesses durch die Verwendung grofierer Saulen wurde
aus 6konomischen Griinden verzichtet, da die Anschaffung des hierzu benétigten

Materials und die notwendige Zeit zur Etablierung des hochskalierten Prozes-
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Abbildung 5.8: UV /VIS-Spektrum der [NiFe]-Hydrogenase. Gemessen wurde eine 1:200-
Verdiinnung der vereinten und einkonzentrierten Fraktionen der letzten Gelfiltrati-

onssiule.

ses nicht im Verhéltnis zu dessen Gewinn stehen. Die Hydrogenase-Menge, die
man aus 60 g Zellen gewinnt, reicht aus, um damit ca. fiinf hochkonzentrierte
(ca. 1 mM) Proben fiir die EPR-Spektroskopie herzustellen, die die Technik mit

dem hochsten Materialverbrauch ist.

5.3 Katalytische Aktivitat der [NiFe]-Hydrogenase

Die spezifische Aktivitit der Hydrogenase, die Umsetzung von molekularem
Wasserstoff zu Protonen und Elektronen, bzw. die Produktion von Wasserstoff,
wird genutzt, um zum einen wihrend der Aufreinigung diejenigen Fraktionen ei-
nes Siaulenlaufs zu identifizieren, die die Hydrogenase enthalten (Kapitel 5.3.1),
und zum anderen, um die Aktivitit der Hydrogenase in Units zu bestimmen
(Kapitel 5.3.2). Eine Unit entspricht dabei der Produktion oder dem Verbrauch
von einem pmol Hy pro min und mg Protein; 1U = 1%.

Die katalytische Aktivitat der [NiFe]-Hydrogenase wurde sowohl durch Mes-
sung der Wasserstoffproduktion und -aufnahme (s. Kapitel 5.3.2.1) sowie durch
Messung des H/D-Austausches (s. Kapitel 5.3.2.2) bestimmt. Die Reaktions-

richtung der Hydrogenase wird dadurch beeinflufit, dal im Reaktionsansatz vor

62



5.3 Katalytische Aktivitit der [NiFe]-Hydrogenase

der Zugabe des Enzyms im Falle der Wasserstoffproduktion kein Wasserstoff
vorlag, wihrend im Falle der Wasserstoffaufnahme die Losung mit Wasserstoff

gesittigt wurde.

5.3.1 Qualitativer Test

Fiir diesen Test wird ein Aliquot der zu untersuchenden Probe in Tris-Puffer
verdiinnt, dem 3 mM Methylviologen zugesetzt wurden (100 pl Probe in 1 ml
Puffer). Der Ansatz wird in ein Injektionsgefiafl gefiillt, das mit einem durch
einen Aluminiumdeckel gehaltenen Gummistopfen luftdicht verschlossen ist. Bei
310 K wird die Probe mit Wasserstoffgas geséttigt; nach ca. 5 - 10 min zeigt
sich eine Blaufirbung, wenn die Probe Hydrogenase enthélt. Die Hydrogenase
oxidiert den Wasserstoff zu Protonen und Elektronen, und die Elektronen re-
duzieren ihrerseits das Methylviologen, welches im oxidierten Zustand farblos
und im reduzierten Zustand blau gefidrbt ist. Da dieser Test innerhalb weni-
ger Minuten zeigt, ob eine Probe Hydrogenase enthilt oder nicht, wird er zur
Identifizierung hydrogenasehaltiger Fraktionen der sdulenchromatographischen

Reinigungsschritte angewendet.
5.3.2 Quantitative Tests
5.3.2.1 Amperometrische Bestimmung

MeBaufbau

Der amperometrische Test beruht auf der Bestimmung von Wasserstoff an einer

sogenannte Clark-Elektrode (vgl. Abbildung 5.9). Diese dient urspriinglich zur

/Gehéuse
/ Elektrolyt

Silber/Silberchlorid-
| —" Elekirode (Anode]

Platinelektrode
1 (Kathode)

| —lsolator

gasdurchlassige

|_— Teflon-Membran

Abbildung 5.9: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Clark-Elektrode. Zwischen

der Anode und der Kathode wird eine Polarisationsspannung von 600 mV angelegt.
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5 Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase

Messung von Sauerstoff und besteht aus einer Platin- und einer Silber/Silber-
chlorid-Elektrode. Die Elektroden sind vom Reaktionsraum durch eine Teflon-
membran getrennt, die undurchléissig fiir Wasser und Ionen ist, jedoch durchlissig
fiir O, Hy und CO. Bei Umkehrung der Polaritit der Spannung und Polari-
sierung der Platin-Elektrode bei 0,6 V im Vergleich zur Silber/Silberchlorid-
Elektrode finden an den Elektroden folgende Reaktionen statt:

1. Platinelektrode: Hy — 2HT 4 2¢~
2. Silber/Silberchlorid-Elektrode: AgCl(s) — Agt + Cl~

Die Elektrode befindet sich am Boden eines Reaktionsgefifes, in das ein Vo-
lumen von maximal 4 ml eingefiillt werden kann. Es ist zur Temperierung von
einem Wassermantel umgeben und befindet sich auf einem Magnetriihrer, so
daf} ein in der Reaktionslosung befindlicher teflonummantelter Magnet (Riihr-

fisch) fiir eine optimale Durchmischung sorgen kann.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der Elektrode wird diese zunéchst mit einer Ammoniak-
Losung (25% NHj; + HoO 1:1) abgespiilt. Die Elektrode wird in geséttigte
KCl-Losung mit 10 mM HCI gebracht und einige Minuten im Sauerstoff-Modus
betrieben. Danach wird sie mit Wasser abgespiilt und vorsichtig getrocknet. Auf
die Platinelektrode wird ein Tropfen geséttigte AgCl-Losung (3 M KCl geséttigt
mit AgCl) aufgebracht und die Teflonmembran mit Hilfe des Applikators auf-
gespannt. Nun wird sie fiir einige Zeit im Wasserstoff-Modus betrieben, wobei
sich auf der Silber/Silberchlorid-Elektrode Silberchlorid ablagert.

Die Kalibrierung der Elektrode erfolgt mit Hilfe von Hs-geséttigtem Was-
ser, dessen stabiles Spannungssignal das Maf} fiir die eingesetzte Wasserstoff-
konzentration ist. Eine zu 100% geséttigte wissrige Losung enthélt bei 298 K
780 pM und bei 303 K 750 uM Wasserstoff.

Um die Wasserstoffproduktion der Hydrogenase zu bestimmen, werden fol-
gende Losungen mit Hilfe von gasdichten Spritzen in den Reaktionsraum pipet-

tiert:
e 1,7 ml Tris-Puffer, geséttigt mit Ar
e 12 pl Methylviologen (100 mM)

e 150 pl Glucose (1 M)
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e 30 ul Glucose-Oxidase (30 mg/ml)

Der Reaktionsraum wird verschlossen, so daf} kein weiterer Sauerstoff mehr ein-
dringen kann. Der restliche noch vorhandene Sauerstoff wird durch die Glucose-

Oxidase verbraucht, die die folgende Reaktion katalysiert:
Glucose + Oy — Glucono — 1,5 — Lacton + HoO9

Nun wird dem Reaktionsansatz 100 ul1 1 M Dithionit (frisch angesetzt, Stammldsung
gesittigt mit Ar) zugegeben. Die Losung im Reaktionsraum firbt sich blau, da
das Dithionit das Methylviologen reduziert. Dieses kann die Elektronen an-
schlieflend an die Hydrogenase abgeben, die sie benttigt, um Protonen zu re-
duzieren. Anschliefilend folgt die Zugabe der Hydrogenase, und die Wasserstoff-
Entstehung gemessen als Spannungszunahme wird mit Hilfe eines x,y-Flachbrett-

Schreibers aufgenommen.

Zur Bestimmung der Wasserstoffaufnahme-Aktivitit werden folgende Losun-

gen in den Reaktionsraum pipettiert:
e 1,7 ml Tris-Puffer mit 2,2 M KCI, geséttigt mit Ar
e 12 pul Benzylviologen (100 mM)
e 150 pl Glucose (1 M)
e 30 ul Glucose-Oxidase (30 mg/ml)

Vor der Zugabe der Glucose-Oxidase wird die Losung mit Wasserstoff an-
gereichert. Dies geschieht entweder durch Sattigung des Puffers mit Wasser-
stoff im Reaktionsraum mittels Begasung oder durch Zugabe eines Aliquots
(100 pl) Wasserstoff-gesittigten Puffers. Die zugegebene Wasserstoffmenge muf}
bei der Berechnung der Aktivitit beriicksichtigt werden. Nach Zugabe der
Glucose-Oxidase wird die Einstellung eines stabilen Potentials abgewartet und
der Losung anschlieend 2 ;1 100 mM Dithionit (frisch angesetzt, Stammlésung
gesittigt mit Ar) zugesetzt, welches in diesem Fall fiir die Entfernung samtli-
cher Sauerstoffreste sorgt. Hiernach wird die Hydrogenase hinzugegeben und
das Absinken des Spannungssignals verfolgt.

Unter Beriicksichtigung der eingesetzten Mengen an Hydrogenase und an Was-
serstoff kann aus der Steigung des ersten linearen Teils der aufgezeichneten

Kurven die Aktivitat in Units berechnet werden.
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Gasableitung
Gaszufuhr

Referenzelektrode
G"‘"g(‘;'?aet‘ﬁ'g:gﬁg (Silber/Silberchlorid)
Arbeitselektrode
(Glaskarbon) Glasgefan

Rihrtisch

Abbildung 5.10: Glasgefal mit Drei-Elektroden-Ableitung zur elektrochemischen Vor-
behandlung der Hydrogenase.

Probenvorbereitung

Zur quantitativen Messung der Wasserstoffaufnahme- und -abgabeaktivitit der
Zustdnde Ni-B, Ni-SI, Ni-C und Ni-R wurden die Proben zunéchst auf elektro-
chemischem Wege 10 min bei-640 mV aktiviert, um dann definierte Spannungen
anzulegen, bei denen der gewiinschte Zustand maximal angereichert wird. Die-
se Spannungen wurden durch FTIR-Experimente ermittelt (vgl. Kapitel 6.3).
Die elektrochemische Vorbehandlung geschah in einem Glasgefifi (s. Abbil-
dung 5.10), dessen Boden aus Glaskarbon bestand und der als Arbeitselektrode
diente. In die Losung, die in eine Vertiefung des Glaskarbonbodens gefiillt und
geriithrt wurde, tauchten zudem eine Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode und
eine Platin-Gegenelektrode ein (Abbildung 5.10). Das Potential in der Lisung
wurde mit Hilfe eines Potentiostaten eingestellt. Die Messungen wurden bei
einem pH-Wert von 7,4 durchgefiihrt. Im Falle der Zustéinde Ni-A und Ni-SU
wurden die Proben bei einem pH-Wert von 6,0 einer Vorbehandlung unterzo-
gen, die fiir die FTIR-Spektroskopie entwickelt wurde (s. Kapitel 6.1.3), die
Messungen wurden jedoch auch bei einem pH-Wert von 7,4 durchgefiihrt. Nach
der elektrochemischen Behandlung wurde ein Aliquot von 30 pl in den Akti-
vitétstest eingesetzt und der Verbrauch oder die Produktion von Wasserstoff
verfolgt (s. Kapitel 5.3.2.1).
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Ergebnisse

Alle Redoxzustinde der [NiFe]-Hydrogenase wiesen eine katalytische Aktivitit
auf. Der Wasserstoffverbrauch bzw. die -abgabe begannen ohne Verzégerung di-
rekt nach der Zugabe des Enzyms zum Reaktionsansatz. Abbildung 5.11 zeigt
beispielhaft die Kurven der Wasserstoffaufnahme und des Verbrauchs fiir die
Hydrogenase im Zustand Ni-B. Die Messprofile der verschiedenen Zustédnde un-
terschieden sich nur in der Steigung der entsprechenden Kurven. Daraus wurde
die Aktivitit in Units berechnet. Tabelle 5.1 gibt eine Ubersicht iiber die Ak-

tivitdten der verschiedenen Zustidnde. Fiir die Messungen der Zustéinde Ni-B,

Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die Aktivititen der verschiedenen Zustiinde, gemessen mit

der amperometrischen Methode.

Initial- pH-Wert angelegtes | Ho-Abgabe (U) | Ho-Aufnahme (U)
Zustand | Potential (mV)
Ni-R 7.4 —600 11+6 18+7
Ni-C 7.4 —400 7,5+3 10£8,5
Ni-SI 7.4 —250 8+ 6,5 6,544
Ni-SU 7.4 —200 7T+4 5+ 4
Ni-B 7.4 4120 8+3,5 9+ 4
Ni-A 7.4 +100 6+ 4 4+ 4

Ni-SI, Ni-C und Ni-R wurde der Fehler durch Mittelung von vier Wiederho-
lungen der Messserie bestimmt; im Falle von Ni-A und Ni-SU wurde nur eine
Messserie durchgefiithrt und der Fehler abgeschitzt. Die Aktivitit war im Rah-
men des Fehlers fiir die verschiedenen Redoxzustinde der [NiFe]-Hydrogenase

gleich und bewegte sich in einer Gréenordnung von 10 Units.

Diskussion

Aus fritheren Aktivitdtsmessungen an [NiFe]-Hydrogenasen anderer Spezies ist
geschlossen worden, dafl die Zustinde Ni-A und Ni-B sich u.a. darin unter-
scheiden, wieviel Zeit bis zur Herstellung kompletter Aktivitéit verstreicht. Im
Allgemeinen wurde festgestellt, da} das Enzym im Zustand Ni-A sich lange Zeit
in einer reduzierenden Umgebung befinden muf}, bevor sich die katalytische Ak-
tivitat entwickelt. Fiir Ni-B ist diese Zeit deutlich kiirzer. Im Falle der [NiFe]-

Hydrogenase aus A. vinosum beschrieb Bleijlevens [23], dal bei Messung der
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Abbildung 5.11: Amperometrische Messung der Wasserstoffproduktion (A) und Was-
serstoffaufnahme (B) der [NiFe]-Hydrogenase im Zustand Ni-B bei einem pH-Wert von
7,4. Die Aktivititen betrugen 12 U im Falle der Wasserstoffproduktion und 9 U im
Falle der Wasserstoffaufnahme.
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Wasserstoffaufnahmeaktivitéit in Anwesenheit des Elektronenakzeptors Benzyl-
viologen fiir die Zusténde Ni-A und Ni-SU kein Verbrauch festzustellen war,
das Enzym ist in diesen Zustdnden also inaktiv. Im Falle von Ni-B wurde ei-
ne Aktivierungszeit von einigen Minuten gemessen, bevor sich der Verbrauch
von Wasserstoff voll ausprigte. Das Enzym kann in diesem Zustand also mit
Wasserstoff reagieren, mufl aber erst aktiviert werden. Eventuell eingetragener
Sauerstoff wurde hier mittels Glucose und Glucose-Oxidase entfernt.
Stopped-Flow Infrarot-Studien am gleichen Enzym zeigten indes, dafl bei Mi-
schung der Hydrogenase mit Wasserstoff sowohl im Zustand Ni-A als auch im
Zustand Ni-B eine Umwandlung in die reduzierten Zustinde zu beobachten
war [68]. Die Verzogerung bis zur Aktivierung des Enzyms war fiir Ni-A jedoch
erheblich ldnger als fiir Ni-B. Die Autoren dieser Studie erklirten die vorhanden-
de Aktivitit im Zustand Ni-A mit einem intermolekularem Elektronentransfer
von Molekiilen im Ni-B-Zustand zu Molekiilen im Ni-A-Zustand, so dafl die
letzteren in den Zustand Ni-SU iibergingen, fiir den gezeigt werden konnte, dafl
er langsam zu aktivieren sei. Sie bestétigten damit die Interpretation von Blei-
jlevens [23], dafl Ni-A und Ni-SU nicht, Ni-B und Ni-ST jedoch sehr bereitwillig
mit Wasserstoff reagierten [68].

Auch Bagley et al. [11] stellten bei Messung der Wasserstoffaufnahmeaktivitit
fest, daf} im Falle der oxidierten Zusténde eine Verzogerung auftrat, bevor sich
die Aktivitit entwickelte. Dem Reaktionsansatz wurde hier Dithionit zugege-
ben, um eine vollsténdig anaerobe Umgebung zu gewihrleisten.

Auch fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas wurde die Aktivierung der oxi-
dierten Zustinde mittels Aktivitdtsmessungen untersucht. Berlier et al. [14] fan-
den bei Messung der H/D-Austauschaktivitit heraus, dafi bei Zugabe von Di-
thionit zum Reaktionsansatz im Falle der oxidierten Hydrogenase keine Verzoge-
rungsphase zu beobachten war. Fernandez et al. [41] hingegen fanden bei Mes-
sung der Wasserstoffabgabeaktivitit nur eine verkiirzte Verzogerungsphase, wenn
der Reaktionsansatz Dithionit enthielt. Ahnliche Beobachtungen machten auch
Lissolo et al. [77] und Teixeira et al. [115]. Mege et al. [86] fanden ebenfalls keine
Verzogerungsphase, als sie die Wasserstoffabgabeaktivitit an der immobilisier-
ten Hydrogenase in Anwesenheit von reduziertem Methylviologen maflen. Als
Griinde fiir die verkiirzte Aktivierungszeit wurde von Fernandez et al. [41] zum
einen genannt, dafl das Dithionit eventuell noch vorhandenen Sauerstoff entfer-
ne und dadurch eine schnellere Aktivierung erlaube. Fin zusétzliches System

zur Sauerstoffentfernung wurde in den oben erwédhnten Studien nicht einge-
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setzt. Zum anderen hielten die Autoren die Reduktion eines Redoxzentrums fiir
notwendig, bevor eine Aktivierung stattfinden konnte. Diese Reduktion wiirde
durch das Dithionit vorgenommen.

Man erwartet somit fiir den dritten Vertreter der Standardhydrogenasen, die
[NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F, da§ auch hier im Falle der oxi-
dierten Zustinde eine Verzogerungsphase nachzuweisen ist, auch wenn sie auf-
grund der Anwesenheit von Dithionit in den Reaktionsansitzen eventuell kurz
sein kann. Die Tatsache, daf} die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki
F in diesen Zustidnden sofort eine Aktivitit aufweist, ist somit iiberraschend
(vgl. Abbilung 5.11). Der Zustand Ni-B wurde erreicht, indem die Hydrogenase
zunichst reduziert und damit aktiviert wurde, bevor sie elektrochemisch oxi-
diert wurde. Vorstellbar ist, dafl sich nicht die gesamte Enzympopulation im
Ni-B-Zustand befand, sondern einige Molekiile weiterhin in einem reduzierten
Zustand verblieben. Diese konnten, da sie schon aktiv sind, sofort reagieren
und eine Aktivitit erzeugen, bis nach kurzer Zeit auch die Molekiile des Ni-B-
Zustandes aktiviert worden sind. Wahrscheinlicher ist jedoch, dafy die Aktivie-
rungszeit von Ni-B sehr kurz ist (j 1 s) und dadurch die Aktivitit scheinbar un-
verzogert auftritt. Auch spektroelektrochemische FTIR-Experimente (vgl. Ka-
pitel 6.6) und proteinfilmvoltammetrische Experimente (vgl. Kapitel 7.4), die
die Reaktivierung der oxidierten Zustédnde untersuchen, weisen auf eine sehr
schnelle Reaktion hin.

Im Falle der Probe, in der sich die Hydrogenase hauptséchlich im Zustand Ni-A
befinden sollte, ist keine vorherige Aktivierung vorgenommen worden. Hierbei
148t sich die spontane Aktivitdt nur dadurch erkliren, daff die Molekiile in die-
ser Probe moglicherweise nicht nur im Zustand Ni-A, sondern auch im Zustand
Ni-B vorlagen, welche dann aufgrund ihrer geringeren Aktivierungszeit sofort
reagierten, wihrend die Molekiile im Ni-A-Zustand erst spéter zur Aktivitét
beitrugen.

Ist die [NiFe]-Hydrogenase hingegen erst einmal aktiviert und befindet sich in
einem der reduzierten Zustinde Ni-SI, Ni-C oder Ni-R, kommt es sofort zu einer
Reaktion mit Wasserstoff, da diesen eine Beteiligung am katalytischen Zyklus
unterstellt wird [32,40,83]. Dies wurde sowohl an der hier untersuchten Hydro-
genase aus D. vulgaris Miyazaki F, als auch im Falle der [NiFe]-Hydrogenasen
aus D. gigas [33] und A. vinosum [23] beobachtet. Die in Tabelle 5.1 ange-
gebenen Aktivitdten sind im Rahmen des Fehlers fiir alle Zustédnde gleich, da

offensichtlich in allen Proben, also auch in den Proben der oxidierten Hydro-
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genase, Molekiile in Zustinden des katalytischen Zyklusses (Ni-SI, Ni-C, Ni-R)
vorlagen, die eine sofortige Reaktion verursachten. Befinden sich sdmtliche Hy-
drogenasemolekiile dann im katalytischen Zyklus, weisen sie unabhingig vom
Initialzustand eine immer gleich grofie Aktivitéit auf.

Generell miissen die absoluten Aktivitdtswerte in Units (vgl Tabelle 5.1) kri-
tisch betrachtet werden, da es sehr schwer ist, den Fehler dieser Werte ex-
akt anzugeben. Jeder Faktor, der in die Berechnung der Aktivitit eingeht,
besitzt selbst bereits einen gewissen Fehler, da er ebenfalls experimentell er-
mittelt wurde. So wird die Proteinmenge mittels eines Proteintests bestimmt
(vgl. Kapitel 5.2.1.6), der Wasserstoffgehalt iiber eine Kalibrierung zu Beginn
der Messung, die Wasserstoffmenge, die in einer gewissen Zeit verbraucht oder
produziert wird, iber die Steigung der Kurve, die ihrerseits graphisch auf dem
Schreiberausdruck ermittelt wird, so daf§ die in die Berechnung der Aktivitit
eingehenden Faktoren selbst eine gewisse Schwankungsbreite mitbringen. Der in
Tabelle 5.1 angegebene Fehler ist die Standardabweichung, die sich aus den Ak-
tivitdten von vier Messserien ergab. Die oben angegebenen Griinde verursachen,
dafl dieser Fehler relativ grof} ist. Er lifit jedoch einen Vergleich der Grofien-
ordnung der Aktivititen mit denen von [NiFe]-Hydrogenasen anderer Spezies
zu. Tabelle 5.2 gibt einen Uberblick dariiber. Hieraus wird ersichtlich, daf die

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber die Aktivitiiten verschiedener [NiFe]-Hydrogenasen.

Spezies ‘ Test Aktivitat (U)
A. vinosum [51,99] | Ho-Aufnahme, Enzym aktiviert 100-200
D. gigas [122] Hs-Aufnahme, Enzym aktiviert 500 + 50
D. vulgaris Hy-Aufnahme, Enzym aktiviert 18+ 7

[NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F eine um einen Faktor zehn bis
50 geringere Aktivitit aufweist als die anderen Enzyme. Dies ist angesichts der
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten dieser drei Standardhydrogen-
asen unerwartet. Ein Aktivitdtsverlust der [NiFe]-Hydrogenase aus D. wvulgaris
Miyazaki F, der auf die elektrochemische Probenvorbehandlung zuriickzufithren
ist, kann ausgeschlossen werden, da die Aktivitdtsmessungen nicht nur mit Pro-
ben verschiedener Intitalzustinde durchgefiithrt wurde, sondern auch unbehan-
delte (as isolated), bzw. durch Wasserstoffgas kurz reduzierte Proben verschie-

dener Priparationen getestet wurden. Auch hier befindet sich die gemessene
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Aktivitit in der gleichen GréBenordnung. Es wurde festgestellt, daf§ die [NiFe]-
Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F ein sehr empfindliches Enzym ist, was
sich zum einen durch einen zunehmenden Aktivititsverlust bemerkbar machte,
der wihrend der Lagerung des Proteins fiir mehrere Stunden bei 277 K auf
Eis auftrat, zum anderen an der geringen Reaktivierung zeigt, die nach einer
Inaktivierung durch Oxidation mit Os in proteinfilmvoltammetrischen Experi-
menten zu beobachten war (vgl. Kapitel 7.6). Dies weist auf eine hohe Sauer-
stoffempfindlichkeit des Enzyms hin. Da die Isolierung der Hydrogenase aerob
durchgefithrt wurde, ist es denkbar, daf} ein Teil der in den Aktivititstests einge-
setzten Enzymmenge durch Sauerstoff schon wihrend der Aufreinigung derart
inaktiviert wurde, daf} eine Reaktivierung im Aktivititstest nicht moglich war.
Da diese inaktiven Molekiile jedoch nicht denaturiert sein miissen, wurde de-
ren Anteil bei der Bestimmung der Proteinmenge beriicksichtigt, so dafl die

Aktivitdt der katalytisch aktiven Molekiile unterbewertet wurde.

5.3.2.2 H/D-Austausch

Diesem Aktivitdtstest, dessen Anwendung auf die Hydrogenase u.a. von Jouan-
neau et al. [65] und Vignais et al. [121] beschrieben wurde, liegt die Eigenschaft
der Hydrogenase zugrunde, in der Abwesenheit von Elektronenakzeptoren die
Wasserstoff-Isotope 'H (H) und ?H (D) gegeneinander auszutauschen. Die Me-
thode basiert auf der Analyse geloster Gase, die einem Massenspektrometer
iiber ein Membraneinlafl zugefithrt und dort detektiert werden. Die Fahigkeit
der Hydrogenase zum H/D-Austausch wird als Beweis dafiir angesehen, daf sie
den Wasserstoff heterolytisch in ein Proton (H') und ein Hydrid (H™) spaltet:
Hy - H"+H".

In einem Dy O-Puffer liegen die Ionen DT und OD~ vor. Die Produkte der he-
terolytischen Wasserstoffspaltung H* und H~ kénnen nun mit den Ionen des

Puffers reagieren:
1. H +D" — HD
2. H* + OD~ — HDO

Die Hydrogenase kann nun neben Hy auch die Wasserstoffspezies HD heteroly-
tisch in HT und D™, bzw. H™ und D% spalten, welche erneut mit den Ionen des

Puffers reagieren:

1. D_+D+—>D2
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2. H + DT - HD
3. H_+H+—>H2
4. HF + OD~ — HDO

Es entstehen somit die gasformigen Wasserstoffspezies Hy, HD und Ds.

MeBaufbau

Die Messung der H/D-Austauschaktivitit wurde am Massenspektrometer Fin-
nigan Delta?"XP durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wird in ein temperierba-
res Reaktionsgefafl mit einem maximalen Fassungsvermoégen von 4 ml gefiillt,
dessen Boden eine gasdurchlédssige Silikonmembran (Typ Mem213) enthélt.
Uber eine Vakuumpumpe werden die Gase aus dem Reaktionsansatz durch die
Membran in das Massenspektrometer gesaugt, eine Technik, die man als mem-
brane introduction mass spectrometry (MIMS) bezeichnet. Nach der Passage
einer Kiihlfalle (200 K) zur Entfernung von Wasserspuren treffen sie mit Elek-
tronen zusammen, die zuvor in einem elektrischen Feld (70 V) beschleunigt
wurden. Die Reaktion der beschleunigten Elektronen mit den Gasmolekiilen
fithrt zu einer Ionisation der Gase, wobei positiv geladene Radikale entstehen.
Diese Ionenquelle (Ort der Entstehung der Gasionen) besteht aus einem Teil, in
dem die Elektronen von einem erhitzen Draht emittiert und beschleunigt wer-
den. Der Elektronenstrom wird durch ein angelegtes Magnetfeld fokussiert und
interagiert im zweiten Kompartiment der Ionenquelle mit den Gasmolekiilen
der Probe. Die entstandenen Ionen werden in einem elektrischen Feld beschleu-
nigt und passieren nun die sogenannte Ionenoptik (Sektorfeld), in der sie durch
elektrische und magnetische Felder gemif} ihres Verhéltnisses Masse/Ladung
(m/z) aufgeteilt und auf Detektoren gelenkt werden. Diese Detektoren, die so-
genannten Faraday-Cups, registrieren das Auftreffen eines Tones als Strom. Das
Faraday-Cup besteht aus einer Metallschale, in der das Auftreffen eines Ions
zum einen zur Neutralisation des Ions und zum anderen zur Emission von Se-
kundirelektronen fiihrt. Diese Sekundérelektronen sorgen fiir eine Verstirkung
des Signals, das durch einen PC digitalisiert wird. Die Amplitude des Signals
ist proportional zu der Menge an Ionen, die auf das Faraday-Cup auftreffen.
Abhingig vom angelegten Magnetfeld und der Beschleunigungsspannung tref-
fen die Ionen auf ein bestimmtes Faraday-Cup, wobei aufgrund der geringen

Masse eines Elektrons die Masse des Ions mit der Masse des Gasmolekiils, aus
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dem es entstanden ist, gleichgesetzt wird. Im Falle der Massen 2 u, 3 u und 4 u
ist der relative Massenunterschied zwischen der Masse 2 u und 4 u so grof}, daf§
diese beiden nicht gleichzeitig detektiert werden konnen. Aufgrund der héheren
Empfindlichkeit der Cups, auf die die Massen 3 u und 4 u treffen, verglichen
zu denen, in denen die Massen 2 u und 3 u detekiert werden, erfolgt die Ak-
tivititsmessung auf der Basis der Wasserstoffspezies Do (Masse 4 u) und HD
(Masse 3 u).

Durchfiihrung

Der Reaktionsansatz enthilt die folgenden Losungen:

e 1,5 ml Tris-DoO-Puffer, gesittigt mit Ar

100 pl Glucose (1M)

3 pl Glucose-Oxidase (30 mg/ml)

5 ul Katalase (100 U/pl)

400 pl Tris-DoO-Puffer, geséttigt mit Ho

Hydrogenase

Die Zugabe von Glucose und Glucose-Oxidase dient der vollstiandigen Ent-
fernung des Sauerstoffs aus dem Reaktionsansatz. Desweitern wird Katalase
hinzugefiigt, um das bei der Reaktion der Glucose-Oxidase entstehende Was-
serstoffperoxid abzubauen, das die Aktivitit der Hydrogenase beeinflufit. Der
Sauerstoffgehalt kann vor Zugabe des Wasserstoff-gesittigten Puffers ebenfalls
im Massenspektrometer kontrolliert werden. Der Wasserstoff-Gehalt wird durch
Detektion der Masse 2 u iiberpriift, bevor vor der Hydrogenase-Zugabe auf De-
tektion der Massen 3 u und 4 u umgeschaltet wird. Zur Kalibrierung des Signals
wird ein Aliquot Do-geséttigten Puffers (2 ul 810 M) in 2 ml Ar-gesittigten
Puffer gegeben und das Signal dieses Aliquots mit der Stoffmenge an Doy (1,62
nmol) korreliert. Die Aktivitdtsmessung wird bei 303 K durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die Messung des H/D-Austausches erfolgten am oxidierten Enzym im As iso-

lated-Zustand und am aktivierten Enzym; as isolated bedeutet, dal das Enzym
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in den oxidierten Zustinden Ni-A und Ni-B vorkommt und nach der Protein-
aufreinigung keiner weiteren Behandlung unterworfen wurde. Die Aktivierung
wurde bei Raumtemperatur in 100%iger Wasserstoffatmosphére durchgefiihrt.
Dazu befand sich die Enzymlosung in einem Injektionsgefaf}, das luftdicht ver-
schlossen wurde und dessen Atmosphére beliebig variiert werden konnte.
Abbildung 5.12 zeigt die Entwicklung der Wasserstoffspezies Do (Masse: 4 u)
und HD (Masse: 3 u), die entstehen, wenn das Enzym in DyO-Puffer gebracht
wird, der mit 20% Wasserstoffgas (Hg) geséttigt ist. In beiden Féllen ist ein
zweiphasiger Verlauf zu erkennen. Im Falle des oxidierten Enzyms ist zunéchst
eine langsame Konzentrationszunahme der Massen 3 u und 4 u zu beobachten.
Nach ca. 25 min erhohte sich die Geschwindigkeit der Konzentrationszunahme
deutlich, um dann nach dem Verbrauch des Hy im Reaktionsansatz wieder ab-
zunehmen, da es nun zu einer Spaltung der Spezies HD und D5 kam.

Im Falle des reduzierten Enzyms (vgl. Abbildung 5.12B) ist der erste Teil der
Kurve sehr steil, die Aktivitit somit grof}, wihrend der zweite Anstieg etwas
weniger steil verlief. Zur Abschitzung der Aktivitiat in Units wurde die Stei-
gung des jeweils ersten Kurvenabschnittes im linearen Bereich bestimmt und
die Aktivitat mit Hilfe der eingesetzten Enzymmenge und der Kalibrierung fiir
das Do-Gas berechnet (Tabelle 5.3). Die Steigung der Kurven betrug im Falle
des oxidierten Enzyms 6,44 mV /s bei der Masse 3 u und 21,2 mV /s bei Masse
4 u und im Falle der reduzierten Hydrogenase 240 mV /s bei Masse 3 u und
527,2 mV /s bei Masse 4 u. Eine Stoffmenge von 1,62 nmol Dy ergab ein Si-
gnal von 7097 mV, 1,57 nmol HD fiihrten zu einem Signal von 692 mV. Bei
einer eingesetzten Proteinmenge von 27 pg im Falle der oxidierten Hydrogen-
ase und 900 ng der reduzierten Hydrogenase entspricht dies den in Tabelle 5.3

angegebenen Aktivitdten.

Tabelle 5.3: Ubersicht iiber die H/D-Austausch-Aktivitit der [NiFe]-Hydrogenase aus

D. vulgaris Miyazaki F in oxidiertem und reduziertem Zustand.

Zustand | Wasserstoffspezies | Aktivitéit (U)
as isolated HD 0,03 &+ 50%
as isolated D, 0,01 £ 50%
reduziert HD 35 + 50%
reduziert D, 8 + 50%
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Abbildung 5.12: Messung der H/D-Austausch-Aktivitit der [NiFe]-Hydrogenase aus
D. wulgaris Miyazaki F. Dargestellt ist die Entwicklung der Wasserstoffspezies HD

(schwarze Kurve) und Dy (rote Kurve) nach Zugabe von (A) 27 pg Hydrogenase im

oxidierten Zustand und (B) 9 ng Hydrogenase im reduzierten Zustand. Bei einer In-

tensitidt von 50000 mV erfihrt der Detektor der Masse 4 u eine Séttigung.
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Diskussion

Vergleicht man die katalytischen Aktivititen der [NiFe]-Hydrogenase in bezug
auf die gebildeten Wasserstoffspezies, fillt auf, daf sie sich um einen Faktor
3-4,5 unterscheiden. Die Entstehung des HD ist um diesen Faktor schneller als
die des Dy. Grund hierfiir ist der Isotopeneffekt, unter dem man die stirkere
Affinitdt der Hydrogenase zum Wasserstoffisotop Hs als zum Isotop Dy ver-
steht. Er wurde schon 1973 von Yagi et al. [125] beschrieben und inzwischen
bei vielen Hydrogenasen festgestellt. Bei Messung der ortho-para-Konversion
und des H/D-Austausches durch die Hydrogenase aus D. wvulgaris Miyazaki F
wurde eine um den Faktor 2,2-3,5 beschleunigte Reaktion in HoO im Vergleich
zur Reaktion in DO festgestellt [125]. Auch Jouanneau et al. stellten fest, daf
im Falle der Hydrogenase von Rhodobacter capsulatus die Entwicklung von HD
in den beiden Systemen Ds-HoO und Hs-D5O gleich blieb, die Raten der Ho-
bzw. Do-Entwicklung sich jedoch stark unterschieden. Das Verhiltnis HD/Hs
betrug in diesem Fall 0,41 und das Verhéltnis HD/D9 1,43 [65].

Doch auch bei diesen Messungen sind die absoluten Aktivitdtswerte kritisch
zu betrachten. Aufgrund des zweiphasigen Verlaufs wird deutlich, dafl nicht die
gesamte eingesetzte Proteinmenge sofort reagierte. Jedoch wurde bei der obigen
Abschétzung die anfingliche Aktivitit auf die gesamte Proteinmenge bezogen.
Zudem ist es nur eine grobe Niherung, den anfinglichen Kurvenverlauf mit
einer linearen Funktion anzufitten. Weiterhin wurde der Verbrauch des Mas-
senspektrometers, das dem Reaktionsansatz die Gase kontinuierlich entzieht,
nicht beriicksichtigt. Eine diesbeziigliche Korrektur wiirde die Aktivitit etwas
erh6hen. Deshalb sind die Messergebnisse mit einem grofien Fehler behaftet,
der auf + 50% abgeschitzt wurde.

Im Falle des oxidierten Enzyms im as isolated-Zustand 148t sich der zweipha-
sige Verlauf der Reaktion mit der unterschiedlichen Aktivierungszeit der hier
anwesenden Zustinde Ni-A und Ni-B erkliaren. Zunéchst reagieren die Enzym-
molekiile im Zustand Ni-B mit dem in der Losung vorhandenen Wasserstoff,
und nach einer Aktivierungszeit von ca. 25 min steigt die Aktivitidt erneut an,
da nun auch die sich im Ni-A-Zustand befindlichen Molekiile aktiv werden.
Erstaunlicherweise weist auch die reduzierte Probe einen zweiphasigen Verlauf
auf. Der erste Anstieg der Kurve deutet die Aktivitit der reduzierten Zustéinde
an. Deutlich erkennbar ist der steilere Verlauf der Gasentwicklung nach der En-

zymzugabe verglichen zum oxidierten Enzym. Der zweite Anstieg konnte durch
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solche Molekiile ausgelost werden, die erst nach ca. 6 min nach der Zugabe des
Enzyms zum Reaktionsansatz aktiv geworden sind. Die Aktivierungszeit des
Enzyms, die es im Injektionsgefafl am Gasverteilungssystem verbrachte, betrug
10 min. Bevor es dann in den Reaktionsansatz gegeben wurde, befand es sich
weitere ca. 10 min in dieser Atmosphére. Zusammen mit der weiteren Inkubati-
onszeit von 6 min im Reaktionsansatz wiirde sich dies zu einer Aktivierungszeit
von ca. 25 min aufsummieren, die auch bené6tigt wurden, um die Molekiile des
spiter aktiven Zustandes Ni-A zu aktivieren. Denkbar wiére also, dafl sich in
der reduzierten Probe noch Molekiile des Ni-A-Zustandes befanden, fiir die die

erste Aktivierungszeit von 10 min in 100% Hs nicht ausreichte.

5.4 Zusammenfassung

Dieses Kapitel zeigt, daf} eine effiziente Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase
aus D. vulgaris Miyazaki F etabliert werden konnte. Hierzu wurden die Wachs-
tumsbedingungen der Mikroorganismen und die Konditionen der Proteinprépa-
ration so optimiert, dafl aus einer Zellmasse von 120 g durchschnittlich 100 mg
[NiFe]-Hydrogenase mit einem Reinheitsgrad von 97 + 2% gereinigt werden
konnten. Neben der Aufreinigung wurden Methoden zur Identifizierung der Hy-
drogenase und zur Bestimmung ihrer Aktivitit eingerichtet, die standardméfig
wéhrend einer Aufreinigung und der Herstellung von Proben fiir die Spektros-
kopie Anwendung finden. Die Tatsache, daf} das aufgereinigte Protein die ver-
schiedenen spezifischen Aktivititen einer Hydrogenase aufweist, bestétigt eine
korrekte Identifizierung der [NiFe]-Hydrogenase im Proteingemisch, das nach
Aufschlufl der D. vulgaris Miyazaki F-Zellen gewonnen wurde. Dariiber hinaus
zeigten die Messungen jedoch in bezug auf das Aktivierungs- und Inaktivie-
rungsverhalten Unterschiede zu den anderen Standardhydrogenasen, die einer

weiteren, detaillierteren Untersuchung bediirfen (vgl. Kapitel 7).
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[NiFe]-Hydrogenase

Die spektroelektrochemischen Messungen dienten der detaillierten Charakte-
risierung der einzelnen Redoxzustéinde der [NiFe]-Hydrogenase sowie der Re-
doxiibergéinge zwischen ihnen. Sie wurden mittels Infrarot-Spektroskopie durch-
gefithrt, da es nur diese spektroskopische Methode erlaubt, alle Redoxzustinde
zu detektieren, wihrend z.B. der EPR-Spektroskopie nur die paramagnetischen
Zusténde zugénglich sind. Zur Durchfithrung der Messungen wurde eine optisch
transparente Elektrochemie-Diinnschicht (OTTLE)-Zelle benutzt, wie sie von
Moss et al. [88] beschrieben wurde (Abbildung 6.1).

Abbildung 6.1: Schnittbild einer optisch transparenten Elektrochemie-Diinnschicht-
Zelle (OTTLE-Zelle). a) CaFa-Fenster befestigt auf b) Plexiglasring; ¢) Kunst-
stoffkorper; e) Platinelektrode (Gegenelektrode); f) Goldnetz (Arbeitselektrode); g)
Gummi-O-Ring; h) Kapillarverbindung zur Referenzelektrode; Pfeil: optische Achse.
Die Abbildung wurde modifiziert nach [88].

Die Nutzung dieser Zelle erméglicht durch Anlegen einer Spannung zwischen

Referenz- und Arbeitselektrode die Durchfithrung von Redoxreaktionen an der
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zwischen den CaFs-Fenstern befindlichen Losung und die anschlieBende Aufnah-
me eines Infrarot-Spektrums. Besonders vorteilhaft ist hierbei, dafl ein Transfer
der Losung nicht notwendig ist, der bei der Durchfithrung der beiden Metho-
den in verschiedenen Messanordnungen vorgenommen werden miifite. Dies fithrt
auBerdem dazu, dafl Probenverluste nur minimal sind und die Messungen zeitef-

fizient durchgefiihrt werden koénnen.

6.1 Probenvorbereitung

6.1.1 Pufferaustausch

Am Ende des Aufreinigungsporzesses (vgl. Kapitel 5.2) wird die Hydrogenase
in Tris-Puffer (pH-Wert 7,4) aufgenommen. Soll sie bei einem anderen pH-Wert
untersucht werden, ist ein Pufferaustausch erforderlich. Hierzu wird eine Probe
zunéchst in einem zehnfachen Volumen des gewiinschten Puffers verdiinnt und
anschlieflend wieder auf das Ausgangsvolumen einkonzentriert. Dieser Vorgang

wird zehn Mal wiederholt.

6.1.2 Probenvorbereitung

50 pl einer 3 mM Hydrogenase-Losung werden mit 50 pul Redoxmix (vgl. Kapi-
tel 4.4) versetzt, in dem die Konzentration eines jeden Redoxmediators 250 pM
betriagt. Das Gemisch aus Enzym und Redoxmix hat eine Hydrogenase-Kon-
zentration von 1,5 mM, eine Redoxmediatorkonzentration von je 125 pM und

eine KCIl-Konzentration von 100 mM.

6.1.3 Probenvorbehandlung fiir die Zustande Ni-A und Ni-SU

Zur Anreicherung der Zustinde Ni-A und Ni-SU in der Probe [17] wird das
Gemisch aus Enzym und Redoxmix in ein Reaktionsgefdfl gefiillt, welches in
einem gasdicht verschlossenem Glasgefiafi (Injektionsgefiff mit Gummistopfen)
steht. Nachdem die Luft im Injektionsgefifl gegen Wasserstoffgas ausgetauscht
wurde, wird die Hydrogenase durch Inkubation bei 310 K fiir 10 min akti-
viert. Danach erfolgt ein Gasaustausch gegen Kohlenmonoxidgas (CO), welches
10 min bei Raumtemperatur mit der Hydrogenase reagiert. Schliefllich wird
die Hydrogenase oxidiert, indem das CO entfernt und statt dessen Luft in das
Glasgefaf gelassen wird. Die Prozedur des Gasaustauschs geschieht am Gasver-

teilungssystem. Uber eine Kaniile, die durch den Gummistopfen gestochen wird,
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6.2 Durchfiihrung

steht die Atmosphére des Injektionsgefifies in Kontakt mit den Gasauslissen.
Samtliche Gase (aufler Luft) passieren vor dem Zugang in das Injektionsgefial
die Reinigungssidule Oxisorb, die Sauerstoffreste aus den Gasen entfernt. Der
Austausch der Atmosphére im Injektionsgefafl geschieht durch abwechselndes
Evakuieren iiber die angeschlossene Vakuumpumpe und anschlieBendes Bega-
sen. Nach erfolgter dreiminiitiger Oxidation durch Luft bei Raumtemperatur
wird die Emzymlosung auf Eis gelagert, bis sie in die OTTLE-Zelle gefiillt wird
(ca. 10-15 min).

6.1.4 Befiillung der OTTLE-Zelle

Die OTTLE-Zelle wird zunéchst mit 25 ]l Redoxmix (125 pM pro Redoxmedia-
tor) befiillt und verschlossen, um die Zwischenrdume zwischen den Dichtungen
und den CaFs-Fenstern der Zelle mit Fliissigkeit zu fiillen. AnschlieBend wird
die Zelle wieder gedffnet und das Goldnetz mit einem Papiertuch vorsichtig ge-
trocknet. Nun werden 25 ul des Hydrogenase-Gemisches in die OTTLE-Zelle
gefiillt, diese verschlossen und die drei Elektroden eingesetzt. Es ist sicherzustel-
len, daf} die Referenzelektrode mit der Losung in Kontakt steht. Hierzu wird die
Verschraubung mit Redoxmix gefiillt und die Referenzelektrode Luftblasen-frei

eingesetzt.

6.2 Durchfiihrung

6.2.1 Messaufbau

Die spektroelektrochemischen Messungen wurden am FTIR-Spektrometer
IFS 66v/S durchgefiihrt. Die infrarote Strahlungsquelle dieses Spektrometers ist
ein wassergekiihlter Siliziumcarbidstift (Globar), der breitbandige MIR-Strah-
lung emittiert. Das Michelson-Interferometer besitzt einen Strahlteiler aus KBr;
die Spiegel sind mit Aluminium beschichtet. Der bewegliche Spiegel, der sich
auf einem Luftpolster um maximal 4 cm auslenken 148t, ermoglicht eine ma-
ximale spektrale Auflssung von 0,25 cm™!. Der Detektor dieses Spektrometers
ist ein stickstoffgekiihlter MCT-Detektor (HgCdTe-Detektor), welcher in einem
spektralen Bereich von 5000 bis 850 cm™! Signale aufnehmen kann. Wihrend
der Messungen wurde die Kammer evakuiert, die die Optik des Spektrome-
ters enthélt. Die Steuerung des Spektrometers geschieht durch einen PC und

durch die vom Spektrometer-Hersteller bezogene Software OPUS. Wegen der
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

storenden Absorption von Wasser und CO9 im infraroten Bereich wird die Pro-
benkammer dauerhaft mit HoO- und COq-armer Luft gespiilt. Zusétzlich befin-
det sich das Spektrometer auf einem schwingungsgeddmpften Tisch, um es von

duBleren Erschiitterungen zu entkoppeln.

6.2.2 Messprinzip

Die verwendete OTTLE-Zelle, die direkt in das FTIR-Spektrometer eingebaut
wird, erlaubt die elektrochemische Modifizierung der Enzymlésung mittels ei-
nes Goldnetzes, das zwischen den CaFs-Fenstern lokalisiert ist. Dieses Gold-
netz dient als Arbeitselektrode. Die Enzymlosung steht zudem in Kontakt mit
zwei weiteren Elektroden (s. Abbildung 6.1), der Gegenelektrode (Platinelektro-
de) und der Referenzelektrode (Silber/Silberchloridelektrode). Die Elektroden
werden ihrerseits an einen Potentiostaten angeschlossen, der das angelegte Po-
tential zwischen Arbeits- und Referenzelektrode kontrolliert und wéhrend der
Messung den Strom aufzeichnet. Dies geschieht iiber einen an den Potentio-
staten angeschlossenen PC mittels der Software M270. Die Messungen werden
bei einer Temperatur von 303 K im Falle der Redoxzustinde Ni-B, Ni-SI, Ni-
C und Ni-R sowie bei 288 K im Falle von Ni-A und Ni-SU durchgefiihrt. Sie
wird iiber einen Thermostaten konstant gehalten. Nach einer elektrochemischen
Aquilibrierungszeit von etwa 10 min, in der das gewiinschte Potential anliegt,
werden die FTIR-Spektren aufgenommen. Das elektrochemische Gleichgewicht
ist erreicht, wenn sich der vom Potentiostaten aufgezeichnete Strom nicht mehr
dndert. Jedes Spektrum wird gegen einen Hintergrund gemessen, der ein Spek-
trum des Redoxmixes ohne Hydrogenase darstellt. Nach der Spektrenaufnahme
werden durch Absorption von Wasserdampf entstandene Banden subtrahiert,
indem ein Wasserdampfspektrum entsprechend skaliert und vom gemessenen
Spektrum abgezogen wird. Zuséitzlich erfolgt eine Basislinienkorrektur. Fiir
die Messungen wurden folgende Parameter eingestellt: Spektrale Auflosung:
2 cm™!; Apodisationsfunktion: Blackman-Harris 3-Term; Zerofilling-Faktor: 2;

Phasenkorrektur: Mertz; Phasenauflosung: 32 cm™!.

6.2.3 Kalibrierung der Referenzelektrode

Bei den spektroelektrochemischen Messungen erfolgt die Potentialeinstellung
immer relativ zur Referenzelektrode. Diese ist eine Silber/Silberchloridelektrode,

standardméflig wird das Potential jedoch gegen die Standardwasserstoffelektro-
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6.3 FTIR-Spektren der einzelnen Redoxzustande

de (normal hydrogen electrode, NHE) angegeben. Deshalb muf} es nachtriglich
um die Differenz zwischen Silber/Silberchloridelektrode und Standardwasser-
stoffelektrode korrigiert werden, welche experimentell ermittelt wird. Die Kali-
brierung der Elektrode erfolgt mit Methylviologen und wird nach jedem Experi-
ment durchgefiihrt. Methylviologen wird dazu in einigen Millilitern des im Expe-
riment verwendeten Puffers gelost. Von dieser Lésung wird ein ,,Square-Wave”-
Voltammogramm aufgenommen, wobei als Gegenelektrode eine Platinelektro-
de, als Arbeitselektrode eine Graphitelektrode und als Referenz die zu testen-
de Silber/Silberchloridelektrode verwendet wird. Nach Aufnahme des ,,Square-
Wave”-Voltammogramms wird das Potential des ersten Peaks bestimmt, der das
Reduktionspotential des ersten von zwei Reduktionschritten des Methylviolo-
gens anzeigt. Es betrigt unter Standardbedingungen —448 mV gegen NHE. Die
Differenz zwischen dem im Voltammogram bestimmten Wert und —448 mV ist
der Ausgleich der Referenzelektrode zur NHE. Durch Addition dieses Wertes

kénnen nun die im Experiment verwendeten Potentiale korrigiert werden.

6.3 FTIR-Spektren der einzelnen Redoxzustiande

Zu Beginn der FTIR-spektroskopischen Arbeiten waren die Infrarot-Spektren
der einzelnen Redoxzustéinde der [NiFe]-Hydrogenase von D. vulgaris Miyazaki
F nicht bekannt. Fiir die [NiFe]-Hydrogenasen aus A. vinosum [3], D. gigas [33]
und D. fructosovorans [35] hingegen existierten bereits IR-spektroskopische
Charakterisierungen. Die FTIR-Spektren dieser Hydrogenasen zeigen ein cha-

L und

rakteristisches Muster aus drei Banden im Bereich zwischen 1900 cm™
2100 cm~!. Mit Hilfe dieser Spektren und einer chemischen Analyse wurden
die Banden den drei zweiatomigen Liganden des Eisens zugeordnet und als ein
CO- und zwei CN~-Molekiile identifiziert [53,99]. Fiir die [NiFe]-Hydrogenase
aus D. vulgaris Miyazaki F wurde bisher lediglich ein einziges Spektrum im as
isolated-Zustand von Higuchi et al. [56] publiziert. Es besteht aus insgesamt
fiinf Banden, wovon sich drei im Bereich zwischen 2100 cm™! und 2050 cm™!
und zwei im Bereich zwischen 1960 cm™! und 1900 cm ™! befinden, und erinnert
daher sehr an die schon bekannten Spektren der anderen Hydrogenasen. Den-
noch gehen Higuchi et al. [56] aufgrund von massenspektrometrischen Analysen
davon aus, daf} einer der Eisenliganden ein SO-Molekiil sein konnte.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten spektroelektrochemischen FTIR-

Messungen dienten dazu, die verschiedenen Redoxzustinde der [NiFe]-Hydro-
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

genase zu charakterisieren und dadurch die Fragestellung nach der Identitéit der
Eisenliganden zu beantworten. Da sich die einzelnen Redoxzustinde in ihrem
Redoxpotential unterscheiden, erméglicht die Elektrochemie einen selektiven
Ubergang von einem Redoxzustand in den nichsten. Die Kopplung der Elektro-
chemie mit der FTIR-Spektroskopie liefert dann das entsprechende Spektrum

eines Redoxzustandes.

6.3.1 Ergebnisse

Durch Anlegen eines bestimmten Potentials an die Hydrogenase-Losung wurden
die Spektren der einzelnen Redoxzustinde aufgenommen und die spezifischen
Absorptionen der Eisenliganden identifiziert (Abbildung 6.2). Das erforderli-
che Potential zur Einstellung eines bestimmten Redoxzustandes wurde durch
ein spektroskopisches Abtasten des Potentialbereichs zwischen 200 mV und -
800 mV bestimmt, indem das Potential in 50 mV-Schritten geéindert und nach
jedem Potentialschritt ein Spektrum aufgenommen wurde. Bei den in Abbil-
dung 6.2 angegebenen Potentialen wies das jeweilige Spektrum den maximalen
Anteil des jeweiligen Zustandes auf. Ein jedes Spektrum besteht aus drei charak-
teristischen Banden, die auf den Absorptionen der C=0- und C=N-Bindungen
der Eisenliganden beruhen, wie in Kapitel 6.3.2 diskutiert wird. Tabelle 6.1
gibt eine Ubersicht iiber die Absorptionen dieser Liganden bei den verschiede-

nen Zustanden.

Tabelle 6.1: Absorptionsbanden der verschiedenen Redoxzustinde der

[NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F. Der Fehler betréigt + 1 cm™1.

Redoxzustand  #co (ecm™!)  Dox (em™!)  Peon (em™1)

Ni-A 1956 2084 2094
Ni-B 1955 2081 2090
Ni-SU 1946 2075 2086
Ni-SIr 1922 2056 2070
Ni-Sla 1943 2075 2086
Ni-C 1961 2074 2085
Ni-R 1948 2061 2074
Ni-R” 1933/1919 2050 2065

Vergleicht man die Spektren der Zustinde Ni-A und Ni-SU mit denen der rest-

84



6.3 FTIR-Spektren der einzelnen Redoxzustande
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Abbildung 6.2: FTIR-Spektren der verschiedenen Redoxzustinde der [NiFel-
Hydrogenase (Konzentration 1,5 mM in 25 mM Tris-Puffer mit 100 mM KCI und
125 uM pro Redoxmediators). Jedes Spektrum besteht aus 200 gemittelten Einzelspek-
tren. Die Spektren der Zustinde Ni-A und Ni-SU wurden bei 288 K, die der Zustinde
Ni-B, Ni-SI, Ni-C und Ni-R bei 303 K gemessen. Angegeben ist zudem das Potential
gegen NHE, das angelegt wurde, um den Anteil des jeweiligen Zustandes zu maximie-
ren.
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

lichen Zusténde, fillt die geringere Qualitit der erstgenannten Spektren auf
(Abbildung 6.2). Die Zustinde Ni-A und Ni-SU wurden durch eine Vorbehand-
lung der Probe erzeugt (vgl. Kapitel 6.1.3), welche jedoch zu einem 40%igem
Verlust an Protein fiihrte. Das erniedrigte das Signal/Rausch-Verhéltnis, so daf
das Rauschen in diesen Spektren bei gleicher Anzahl gemittelter Einzelspektren
deutlich ausgeprégter ist. Weiterhin ist erkennbar, daf§ die dargestellten Proben
zum Teil mehr als einen Redoxzustand enthalten, da mehr als drei charakte-
ristische Banden im Spektrum auftreten. Dies gilt vor allem fiir Ni-A, Ni-SU
und in geringem Mafle auch fiir Ni-C und Ni-R (Abbildung 6.2). Ein gewisser
Anteil der Molekiile in der Probe verblieb auch bei angelegtem Potential in
einem anderen Redoxzustand, der im Vergleich zum iiberwiegenden Zustand
um ein Elektron reduziert oder oxidiert ist. Im Falle des Zustandes Ni-SI zeigt
das Vorhandensein von mehr als drei Banden die Existenz von mehr als einer
Redoxspezies an. Dies wird in Kapitel 6.4 ausfiihrlich behandelt. Ahnliches gilt
fiir den Zustand Ni-R (Kapitel 6.5).

6.3.2 Diskussion

Wie schon fiir die [NiFe]-Hydrogenasen aus D. gigas [33], D. fructosovorans [35]
und A. vinosum [3] beobachtet wurde, besteht auch im Falle der [NiFe]-Hydro-
genase aus D. vulgaris jedes Spektrum aus drei charakteristischen Banden. Die-
se drei Absorptionsbanden beruhen auf der Schwingung der Bindungen der drei
zweiatomigen Liganden des Eisens. Fiir die [NiFe|-Hydrogenase aus A. vinosum
konnte durch die infrarotspektroskopische Analyse von '3C und N isotopen-
markierten Proben gezeigt werden, dafl es sich bei den Eisenliganden um ein
CO- und zwei CN™-Molekiile handelt [53]. Da die Infrarot-Spektren der [NiFe]-
Hydrogenase aus D. gigas nahezu identisch sind, ordneten De Lacey et al. [33]
die drei durch die Analyse der Kristallstruktur entdeckten Liganden des Eisens
ebenfalls einem CO- und zwei CN~-Molekiilen zu. Die Identitéit der Eisenli-
ganden wurde spiter durch chemische Analysen an der [NiFe]-Hydrogenase aus
A. vinosum bestitigt [99]. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Infrarot-
Spektren der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F mit den bereits
publizierten Spektren mufl geschlossen werden, daf§ auch hier die Eisenligan-
den ein CO- und zwei CN™-Molekiile sind. Higuchi et al. [56] diskutierten das
Vorhandensein zweier Banden im CN™-Bereich mit dem Vorhandensein zweier
Zustinde in der as isolated-Probe, so dafy jeder Zustand einen CN™-Liganden

aufweisen wiirde. Doch die Spektroelektrochemie zeigte bei maximaler Anrei-
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cherung eines jeden Redoxzustandes und der Aufnahme seines IR-Spektrums,
daB jeder dieser Zustinde zwei Banden im ,CN~-Bereich” (2100 cm™' bis
2050 cm™!) besitzt. Somit ist belegt, daB zwei der Eisenliganden CN~-Molekiile
sein miissen. Daf} es sich bei dem dritten Liganden um ein CO-Molekiil handelt,

steht auch fiir Higuchi et al. aufler Frage [56].

Abbildung 6.3: Schematische Darstellung der Metall-CO-Bindung (veréndert nach [67]):
A: o-Donor-Bindung aus dem 50-Orbital in ein unbesetztes Metall-o-Orbital. B: 7-
Riickbindung aus einem besetzten Metall-do-Orbital in ein 27-Orbital des CO.

Die Verschiebung der Banden bei einer Anderung des Redoxzustandes des En-
zyms beruht auf Verdnderungen in der Koordinationssphére des Eisens. In einer
solchen Metallbindung nimmt das besetzte 50-Orbital eine o-Donor-Funktion
und die beiden unbesetzten 27-Orbitale eine 7-Akzeptorfunktion ein (Abbil-
dung 6.3). Die Schwingungen der Liganden werden durch den stark antibin-
denden Charakter der 27-Orbitale beeinflufit, da die m-Riickbindung zwischen
Metall und Ligand den C-O-, bzw. C-N-Abstand vergrofiert. Der Einflufl der o-
Donorbindung ist dagegen schwicher, da das 5o-Orbital nur einen schwach anti-
bindenden Charakter hat. Das Ausmaf} der n-Riickbindung zwischen Metall und
Ligand wird wesentlich von der Elektronendichte am Metall beeinfluit [38]. So
kommt es bei einer Erhéhung der Elektronendichte am Eisen zu einer verdnder-
ten Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen in den antibindenden Mo-
lekiilorbitalen der beiden Liganden. Im Falle des CO-Liganden erhoht sich die
Elektronendichte im 27-Orbital, wéhrend im Falle des CN~-Liganden dem 50-
Orbital mehr Elektronen zur Verfiigung stehen. Dies fiihrt zu einer Schwéichung
der CO-Bindungsordnung, und damit geht eine Frequenzverringerung einher.
Eine Abnahme der Elektronendichte am Eisen hat den entgegengesetzten Ef-
fekt. Doch auch andere Faktoren wie z.B. die Bildung von Wasserstoffbriicken
zu den CN~-Liganden und die Position von Wassermolekiilen im Protein, tra-

gen zu den Bandenverschiebungen bei. Messungen an Modellkomplexen, die den
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Fe(CO)(CN)2-Komplex des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase simulie-
ren, ergaben einen linearen Zusammenhang zwischen der CO- und der CN~-
Schwingungsfrequenz [69]. Tragt man die Schwingungsfrequenz oo gegen von
auf, besitzt die Gerade eine positive Steigung. Dies zeigt, dafl der Effekt von
elektronischen Anderungen am Eisen eine grofere Auswirkung auf die Schwin-
gungsfrequenz des CO-Liganden als auf die der CN~-Liganden hat [69]. Zudem
zeigt sich die hohere Sensitivitdt der CO-Schwingungen auch anhand der Fre-
quenzabhéngigkeit vom Redoxpotential, die fiir die CO-Schwingung eine gréfiere
Steigung aufweist als die CN~-Schwingung. Somit ist gerade die CO-Bande sehr
charakteristisch fiir einen Zustand (Tabelle 6.1). Die CN™-Banden zeigen eine
geringere Variabilitit; mehrere Zustinde besitzen CN~-Banden bei den gleichen
Frequenzen. Der bessere Indikator fiir einen Zustand ist somit die Lage seiner
CO-Bande.

Vergleicht man die Lage der Banden mit den fiir [NiFe]-Hydrogenasen anderer
Spezies publizierten Absorptionsbanden [3,33], fillt auf, daf die Verschiebungen
der Banden von einem Zustand zum nichsten immer in die gleiche Richtung
erfolgen (Abbildung 6.4 und Tabelle 6.2). Das bedeutet, da die Anderungen,
die sich in der Koordinationssphére des Eisens ereignen, in allen drei Enzymen
vergleichbar sind. Hieraus kann geschlossen werden, dafl zum einen die Interme-
diate der katalytischen Reaktion und zum anderen der Reaktionsmechanismus
dieser drei homologen [NiFe]-Hydrogenasen recht #hnlich sind. In den oxidier-
ten Zusténden Ni-A und Ni-B sowie im Zustand Ni-SU ist die Elektronendichte
des Eisens gleichartig, da die Eisenliganden vergleichbare Absorptionsbanden
aufweisen. Mit der Reduktion von Ni-B zu Ni-SIr kommt es zu einer Erhohung
der Elektronendichte auf dem Eisen, die iiber den Zustand Ni-Sla bis zum Zu-
stand Ni-C wieder abnimmt, bis sie der der oxidierten Zusténde entspricht. Dies
zeigt sich in den zuerst abnehmenden Frequenzen (Ni-B: 1955 cm™!' — Ni-Slr:
1922 cm™!), die allméhlich wieder zunehmen (Ni-SIr: 1922 cm~! — Ni-Sla:
1943 cm~! — Ni-C: 1961 cm™'). Beim Ubergang vom Zustand Ni-C zum Zu-
stand Ni-R kommt es dann noch einmal zu einer Erh6hung der Elektronendich-
te am Eisen. Im Falle der oxidierten Zustéinde Ni-A und Ni-B ist der Vergleich
der FTIR-Spektroskopie mit der EPR-Spektroskopie interessant. Wihrend die
FTIR-Spektroskopie keine deutlichen Unterschiede der Koordinatiossphére des
Eisens nachweist (die Spektren sind nahezu identisch), unterscheiden sich die
EPR-Spektren der beiden Zustinde deutlich (vgl. Abbildung 2.4). Als ,;Sonde”
der EPR-Spektroskopie dient bei der [NiFe]-Hydrogenase das paramagnetische
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Tabelle 6.2: Vergleich der Absorptionsbanden der [NiFe]-Hydrogenasen dreier Spezies

Ni-A CO CN~ ON~-
D. gigas [33] 1947 2083 2093
A. vinosum [3] 1945 2083 2093

D. vulgaris 1956 2084 2094
Ni-B CO OCN CN
D. gigas 1946 2079 2090
A. vinosum 1944 2079 2090
D. vulgaris 1955 2081 2090
Ni-SU CO CN- ON~-
D. gigas 1950 2089 2099
A. vinosum 1950 2089 2099
D. vulgaris 1946 2075 2086
Ni-SIr CO CN~ OCN-~
D. gigas 1914 2055 2069
A. vinosum 1911 2053 2067
D. vulgaris 1922 2056 2070
Ni-STa CO CN- ON~-
D. gigas 1934 2075 2086
A. vinosum 1932 2074 2086
D. vulgaris 1943 2075 2086
Ni-C CO CN~ OCN-~
D. gigas 1952 2073 2086
A. vinosum 1950 2074 2087
D. vulgaris 1961 2074 2085
Ni-R CO CN~ OCN-~
D. gigas 1940 2060 2073
A. vinosum 1936 2059 2073
D. vulgaris 1948 2061 2074
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Abbildung 6.4: Uberblick iiber die CO- und CN~ -Banden, die bei den [NiFe]-Hydro-
genasen der Spezies — D. gigas (entnommen aus [33]), — A. vinosum (entnommen

aus [3]) und —— D. vulgaris Miyazaki F gemessen wurden.

Nickelatom, so dafl die EPR-Spektren die Eigenschaften des Nickels und seiner
elektronischen Umgebung abbilden, die demnach bei den Zustinden Ni-A und
Ni-B verschieden sind, was sich in den unterschiedlichen g-Tensoren ausdriickt.
Die Liganden, die die Differenzen zwischen Ni-A und Ni-B ausmachen, wirken
somit nur auf die elektronische Struktur des Nickels, nicht jedoch auf die des
Eisens.

Der Vergleich der drei Spezies zeigt dariiber hinaus, daf§ die Lage der CN~-
Banden eines jeden Zustandes in allen Spezies nahezu identisch ist, d.h. Abwei-
chung ergeben sich nur maximal +2 cm ™! der Banden von D. vulgaris Miyazaki
F zu den anderen beiden Spezies. Eine Ausnahme hiervon macht nur der Zu-
stand Ni-SU. Auffallig ist jedoch die systematische Abweichung der CO-Banden
um +10 cm ™! der [NiFe]-Hydrogenase von D. vulgaris Miyazaki F im Vergleich
zu den anderen beiden Enzymen.

Auswirkung auf die Frequenz der Schwingung der C=0-Bindung haben nur
Molekiile, die sich in unmittelbarer Nihe zum CO-Liganden befinden und mit

ihm in irgendeiner Art und Weise, sei es durch Bindung, van der Waals-Wechsel-
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Abbildung 6.5: Vergleich der Kristallstrukturen der [NiFe]-Hydrogenasen aus D. vulgaris
Miyazaki F (PDB-Eintrag 1H2A [58], griine Kohlenstoffatome, oranger Briickenligand)
und D. gigas (PDB-Eintrag 2FRV [122], hellblaue Kohlenstoffatome, roter Briickenli-

gand). Dargestellt ist ein Bereich mit einem Radius von 10 A um das Nickelatom.

wirkung oder Wasserstoffbriickenbindung, wechselwirken. Da die Kristallstruk-
turen der beiden Enzyme aus D. vulgaris Miyazaki F [58] und D. gigas [122]
bekannt sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Vergleich der beiden Struktu-
ren im Bereich des aktiven Zentrums sowie ihrer Aminosduresequenzen durch-
gefiihrt (Abbildung 6.5). Der CO-Ligand wird in beiden Fillen von einer Reihe
hydrophober Aminoséuren umgeben, zu denen Valin Val81, Leucin Leu82 und
Prolin Pro501 (Numerierung fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyaz-
aki F) gehoren [32]. Die Aminosiduresequenz der Proteine in einem Radius von 5
A um das Nickelatom herum ist nahezu identisch. Es ergeben sich nur zwei Ab-
weichungen, die die Aminosduren Threonin Thr80 und Thr87 betreffen. Diese
sind in D. gigas gegen ein Alanin an der der Position 80 entsprechenden Stelle
sowie ein Valin an der der Position 87 dquivalenten Stelle ausgetauscht. Die-
se Aminosiuren liegen jedoch deutlich zu weit vom CO-Liganden entfernt, als
daf} sich Auswirkungen auf die Frequenz der CO-Schwingung ergeben kénnten
(Abstand Co(Thr80)-Fe: 6,04 A; Abstand Co(Thr87)-Fe: 8,33 A). Der sy-
stematische Unterschied zwischen den beiden Enzymen beruht also auf einem
Unterschied, der nicht mit Abweichungen in der Aminosiduresequenz begriindet

werden kann. So wére z.B. denkbar, daff im Protein in seiner nativen Form
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

Wassermolekiile vorhanden sind, deren exakte Position in der Kristallstruktur
oft nicht definiert werden kann. Die Wassermolekiile bilden zusammen mit den
geladenen Aminosiduren ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken, die zu Ladungs-
verschiebungen fithren konnen, die ihrerseits wiederum in der Lage sind, die

Frequenzverschiebung auch beim CO-Liganden zu bewirken.

6.4 pH-Wert-Abhdngigkeit des Ni-Sl-Zustandes

6.4.1 Ergebnisse

Die elektrochemischen Messungen wurden bei verschiedenen pH-Werten im Be-
reich zwischen den Werten pH 5,4 und pH 8,0 durchgefiihrt. In diesem Bereich
andert sich die Lage der Absorptionsbanden der einzelnen Zustinden nicht. Im
Falle des Zustandes Ni-SI allerdings, der bei einem pH-Wert von 7,4 zwei CO-
Banden bei 1943 cm ™! und 1922 cm ™! sowie drei CN~ -Banden bei 2060 cm™!,
2074 cm~! und 2086 cm~! aufweist, inderte sich das Verhiltnis der Amplituden
der beiden CO-Banden zueinander. Zudem &nderten sich hier auch die Lagen
der CN~-Banden (Abbildung 6.6).

Bei einem pH-Wert von 5,4 wurde der Zustand Ni-SI hauptsichlich durch die
CO-Bande bei 1943 ¢cm ™! und die CN~-Banden bei 2086 cm™! und 2075 cm™!
reprisentiert. Die zweite CO-Bande bei 1922 cm™! war nur zu einem sehr ge-
ringen Anteil priisent, ebenso wie eine weitere CN~-Bande bei 2059 cm~!. Mit
zunehmendem pH-Wert vergroflerte sich der Anteil dieser beiden Banden. Bei
einem pH-Wert von 7,8 besaflen die beiden CO-Banden ungefihr gleich grofie
Amplituden. Zu erkennen ist zudem eine deutliche Verschiebung einer der CN~-
Banden von 2075 cm ™! bei pH 5,4 nach 2070 cm~! bei pH 7,8. Bei einem pH-
Wert von 8,0 iiberwog dann die CO-Bande bei 1922 cm™! zusammen mit den
CN~-Banden bei 2056 cm™! und 2070 cm ™.

6.4.2 Diskussion

Aus diesen Ergebnissen 148t sich schliefien, daf es zwei Formen des Zustandes

Ni-SI gibt, die folgendermaflen charakterisiert werden kénnen:
e 1. Form (Ni-Sla): #co = 1943 em ™!, Pox = 2075 cm ™! und 2086 cm™!

e 2. Form (Ni-SIr): #co = 1922 em ™!, cx = 2056 cm ™! und 2070 cm™!
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Abbildung 6.6: Die beiden Formen der Ni-SI-Zustiénde bei verschiedenen pH-Werten.
Die Konzentration der [NiFe]-Hydrogenase betrug 1,5 mM in 25 mM Tris-Puffer mit
100 mM KCI und 125 pM eines jeden Redoxmediators. Jedes Spektrum besteht aus

200 gemittelten Einzelspektren und wurde bei 303 K aufgenommen.
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

Die erste Form wird mit Ni-Sla, die zweite Form mit Ni-SIr bezeichnet. Die-
se Nomenklatur folgt De Lacey et al. [33], wobei a fiir active und r fiir ready
steht. Diese beiden Zusténde stehen in einem Sdure-Base-Gleichgewicht mitein-
ander, da ihr Verhéltnis vom pH-Wert der Losung abhéngig ist. Hierbei stellt
der Zustand Ni-Sla die protonierte Form dar, wihrend der Zustand Ni-Slr die
unprotonierte Form reprasentiert. Der pK,-Wert des Ni-SI-Zustandes betrigt
pK, = 7,8 +0,1, da bei diesem pH-Wert die Anteile der Zustinde Ni-STa und
Ni-SIr gleich grof} sind (s. Abbildung 6.7). Dieser Wert befindet sich im Bereich

1,0
ﬁ . Ni-Sla {ch:1943 Cm.l)

- c

e
c \\\
| | ]
B 067 B
_ \ /
o L]
w \{
: FaY
|
.g 0,4 - .
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2 | ~ -1
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i
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5.0 55 6.0 6.5 o b )
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Abbildung 6.7: Darstellung der Abhéngigkeit der relativen Absorption der CO-Banden
der Ni-SI-Zustéinde vom pH-Wert. Der pK,-Wert betrigt 7,8 £ 0,1. Die Berechnung

der relativen Absorption wird in Kapitel 6.6 beschrieben.

der fiir Cystein-Thiole tabellierten pK,-Werte [112]:

pKa-Wert bei 298 K
a-COOH-Gruppe a-NHJ-Gruppe Seitengruppe
Cystein 1.8 10,8 8,3

So ist anzunehmen, dafl in der Form Ni-Sla ein Cysteinrest protoniert vor-
liegt. Das S&ure-Base-Gleichgewicht der zwei Ni-SI-Zustinde wurde auch fiir
die [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas beobachtet [33].

Die Verschiebung der Bande um +20 cm™! beim Ubergang von der unproto-

nierten Form Ni-SIr zur protonierten Form Ni-Sla steht im Einklang mit einer
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Abnahme der Elektronendichte auf dem Eisen aufgrund der héheren eigenen

Elektronendichte des Thiolates verglichen zu einem Thiol [33].

6.5 Die zusatzlichen Ni-R-Zustande

6.5.1 Ergebnisse

Betrachtet man das Spektrum des Zustandes Ni-R (Abbildung 6.2), zeigen
sich neben den drei Hauptbanden des Zustandes bei 1948 cm™!, 2061 cm™!
und 2074 cm™! zwei weitere CO-Banden, deren Amplitude sehr klein ist. Die
Frequenzen dieser zusitzlichen Banden betragen 1933 cm™! und 1919 cm™!.
Die vierte in diesem Spektrum sichtbare CO-Bande hatte eine Frequenz von
1961 cm~! und spiegelt den Anteil an Hydrogenase-Molekiilen wider, die sich
noch im Ni-C-Zustand befinden. Die Banden bei 1919 ¢cm™! und 1933 c¢cm™!
tauchen jedoch nur bei sehr niedrigen Spannungen auf, also nur im vollstindig
reduzierten Zustand des Enzyms. Thr Auftreten ist unabhingig vom pH-Wert;

auch ihr Verhéltnis zueinander dndert sich nicht bei verdnderten pH-Werten.

6.5.2 Diskussion

Da die zusétzlichen Banden nur im Bereich stark negativer Spannungen auftre-
ten, stellen sie Zustédnde dar, bei denen das Enzym sich in seiner am stirksten
reduzierten Form befindet. Sie reprisentieren Subformen oder Intermediate des
Ni-R-Zustandes, bei denen die elektronische Konfiguration des aktiven Zen-
trums von der des Enzyms im Ni-R-Zustand abweicht, so daf} sich die Absorp-
tionen verschieben. Sie werden mit Ni-R’ bezeichnet. Vermutlich besitzen diese
zusitzlichen Zustinde ebenfalls CN~-Banden, die jedoch aufgrund des geringen
Anteils dieser Zustiinde und der wahrscheinlichen Uberlappung mit den CN~—-
Banden des Ni-R-Zustandes nicht aufzulésen sind.

Zusitzliche Ni-R-Zusténde sind auch bei den [NiFe]-Hydrogenasen aus D. gi-
gas [122], D. fructosovorans [35] und A. vinosum [18] entdeckt und beschrieben
worden. Diese Zustinde zeigen jedoch eine pH-Wert-Abhéngigkeit und werden
deshalb unterschiedlichen Protonierungszustéinden des reduzierten aktiven Zen-

trums zugeordnet.
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

6.6 Potentiometrische Titration

Die potentiometrischen Titrationen dienten der Bestimmung der Mittelpunkts-
potentiale der einzelnen Redoxgleichgewichte zwischen den Zustinden. Hierzu
wurde im Potentialbereich zwischen —600 mV und +200 mV zu jeder angelegten
Spannung ein FTIR-Spektrum aufgenommen, um die spektralen Verdnderun-
gen wihrend der Redoxiiberginge in Abhingigkeit der Spannung beobachten
zu konnen. Zur Analyse der Daten wurde die charakteristische CO-Bande ei-
nes jeden Zustandes als Referenz herangezogen. Die relative Absorption der
CO-Bande wurde ermittelt, indem zunichst die absoluten Absorptionen jeder
CO-Bande des zu analysierenden Spektrums summiert wurden und dieser Wert
als relative Absorption von 1,0 festgelegt wurde. Die relative Absorption des
Einzelzustandes wurde als Anteil des Zustandes an der gesamten Probe be-
trachtet, indem die absolute Absorption des Einzelzustandes durch die Summe
aller absoluten Absorptionen dividiert wurde. So erhielt man die Abhingigkeit
der relativen Absorption der CO-Bande eines Zustandes vom angelegten Po-
tential. Der relative Fehler dieser Rechenoperation kann mit + 1% angegeben
werden.

Da es sich um Redoxprozesse handelt, konnten die sich ergebenden Datenpunkte
mit Hilfe der Nernst-Gleichung angefittet werden, um das Mittelpunktspoten-

tial des Uberganges von einem in den nichsten Zustand zu bestimmmen:

Ethin_E.] [Ox]

nF [Red] (6.1)

Hierbei ist E;, = gemessenes Halbzellenpotential, das dem an der OTTLE-Zelle
anliegenden Potential entspricht, E/, = Mittelpunktspotential (formales Poten-
tial) der Reaktion bei gegebenem pH-Wert und Temperatur, R = allgemeine
Gaskonstante, T = Temperatur in K, n = Anzahl der iibertragenden Elektro-
nen, F = Faraday-Konstante, [Ox, Red] = Konzentration der oxidierten und
reduzierten Molekiile. Um die Datenpunkte der Titrationskurven anzufitten,
wurde folgende Gleichung zugrunde gelegt, die sowohl das Entstehen als auch

das Verschwinden eines Zustandes in Betracht zog:

A —A As; — A
x—Et‘anu Elﬂau —x
1 +e RT/nF 1+eRT/nF

Hierbei sind A 3 = minimale relative Absorptionen, A4 = maximale relative

Absorptionen, E;ﬁ“f = Mittelpunktspotential der Entstehung eines Zustandes in
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6.6 Potentiometrische Titration

mV, E;ﬁb = Mittelpunktspotential des Verschwinden eines Zustandes in mV. Bei
x—E;.ﬂ x—E;.ﬂ
einer Temperatur von 303 K vereinfacht sich der Ausdruck e FT/nF = ]() In10-RT/nF
x—E;n
71 10 60mV/n

6.6.1 Ergebnisse

Die potentiometrischen Titrationen wurden bei verschiedenen pH-Werten im
Bereich zwischen pH 5,4 und pH 8,0 durchgefiihrt und sind in Abbildung 6.8
dargestellt. Der Redoxiibergang Ni-A /Ni-SU konnte nur bei einem pH-Wert von
6,0 durchgefiihrt werden. Zur Anreicherung des Zustandes Ni-A ist eine Vorbe-
handlung der Probe notwendig (vgl. Kapitel 6.1.3), die nur bei diesem pH-Wert
zu einer iiberwiegenden Menge an Molekiilen im Zustand Ni-A fithrte. Im Falle
des Zustandes Ni-SI wurden zur Darstellung der Titrationskurve die relativen
Absorptionen der beiden Zustinde Ni-SIr und Ni-STa unter der Annahme ad-
diert, daf} die beiden Zustinde den gleichen Extinktionskoeffizienten besitzen.
Zur Bestimmung der Mittelpunktspotentiale aus diesen Titrationskurven wurde
von jedem Ubergang der Wert E! , der dem Mittelpunktspotential entspricht,
sowie sein Fehler aus den Fitergebnissen abgelesen. Damit erhielt man fiir jeden
Redoxiibergang zwei E! -Werte, von denen einer der Abnahme des Anfangszu-
standes und der zweite der Zunahme des Endzustandes zuzuordnen ist. Diese
beiden Werte wichen nicht mehr als 15 mV voneinander ab. Das Mittelpunkts-
potential des Redoxiiberganges wurde als Mittelwert dieser beiden Werte defi-

niert (Tabelle 6.3). Aus den Werten ergibt sich, daf§ zunéichst mit zunehmendem

Tabelle 6.3: Mittelpunktspotentiale der verschiedenen Redoxiibergéinge der
[NiFe]-Hydrogenase.

pH E/ A/SU  E, B/SI E/ SI/C E/ C/R

6,0 ~96 & 5mV

54 69 + 3 mV 246 + 35 mV 3545 + 4 mV
6,8 1365 £ 1,5mV 311 £2mV  —426,5 = 3 mV
74 1495+ 3mV 3725 £ 5mV 437 £ 5,5 mV
7.8 ~162,5 + 2mV 336,53 mV —411,5 + 4 mV
8,0 145 £ 35mV 342 £ 5mV 4055 £ 8,5 mV

pH-Wert von 5,4 nach 7,4 die Mittelpunktspotentiale abnehmen. Bei weiterer

Zunahme des pH-Wertes bis 8,0 schwanken sie dann allerdings um einen Pla-
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Abbildung 6.8: Bestimmung der Mittelpunktspotentiale der verschiedenen Re-

doxiibergéinge der [NiFe]-Hydrogenase. Dargestellt sind die relativen Absorptionen der

CO-Banden eines jeden Zustandes gegen das angelegte Potential. Jeder dieser Daten-

punkte wurde aus einem FTIR-Spektrum mit 200 gemittelten Einzelspektren gewon-

nen. Die durchgezogenen Linien sind Fits der Datenpunkte mit Hilfe der Gleichung 6.2

und unter der Annahme von n=1. Die Standardabweichungen y? der Fits betrugen

x? < 0,001 und die Korrelationskoeffizienten R? nahmen Werte zwischen 0,95 und
0,99 an.
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teauwert. Abbildung 6.9 verdeutlicht diesen Zusammenhang.
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Abbildung 6.9: Abhéngigkeit der Mittelpunktspotentiale der verschiedenen Re-
doxiibergénge in der [NiFe]-Hydrogenase vom pH-Wert. Bei den Kurven, die die Daten-
punkte miteinander verbinden, handelt es sich nicht um einen Fit, sondern nur um eine
Ausgleichskurve, die einem Teil einer Boltzmann-Kurve entspricht und den Charakter

der Abhéngigkeit verdeutlichen soll.

Neben der Durchfithrung der Redoxtitrationen wurde versucht, die Kinetiken
der Aktivierung und der Inaktivierung zu untersuchen, indem die zeitliche
Anderung des Spektrums withrend des Anlegens eines Potential beobachtet wur-
de. Im Falle der Aktivierung wurde an eine Probe im as isolated Zustand ein
Potential von —450 mV angelegt, um die aktiven Zustinde Ni-C und Ni-R zu
erreichen, wihrend zur Inaktivierung eine Probe im Zustand Ni-SI bei 0 mV
oxidiert wurde, um zum Zustand Ni-B zu gelangen. In beiden Féllen verlief
die Reaktion sehr schnell; der Endzustand wurde in dem Zeitraum erreicht, in
dem die elektrochemischen Aquilibrierung der OTTLE-Zelle noch nicht abge-
schlossen war (ca. 3 min). Dies machte eine Auswertung der kinetischen Daten

unmoglich.

6.6.2 Diskussion

Bei genauer Betrachtung der Abbildung 6.8 fillt auf, dafi die Redoxtitrationen
nicht vollstindig ablaufen. Die Darstellung der relativen Absorption gegen das
angelegte Potential zeigt Abweichungen von 0% bzw. 100% eines Zustandes.

In diesen Fillen gab es Potentialbereiche, bei dem Mischungen zweier Zustinde
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

vorlagen; Anreicherungen nur eines Zustandes in Reinform waren nicht moglich.
So blieb bei allen pH-Werten ein Rest der Molekiile wihrend der Oxidation im-
mer im Zustand Ni-SIr. Auch bei der Reduktion bei negativen Spannungen
wurden nicht alle Molekiile, die sich im Zustand Ni-C befanden, zum Zustand
Ni-R reduziert. Die Erniedrigung des Potentials unter ca. —600 mV war bei ei-
nem pH-Wert von 7,8 und 8,0 nicht mdéglich, da dann die Probe austrocknete
und das Protein denaturierte.

Die Tatsache, dafl der Aktivierungsprozefl von Ni-A und Ni-B nach Ni-R und der
Inaktivierungsprozefl von Ni-SI nach Ni-B innerhalb von wenigen Minuten abge-
schlossen sind, steht im Gegensatz zu dem, was fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus
D. gigas beobachtet wurde. Hier war ein maximales Signal des Ni-R-Zustandes
erst nach 77 min bei einer Temperatur von 313 K erreicht. Fiir die Inaktivierung
wurde hier eine kinetische Barriere von 79 kJ/mol ermittelt. Die Redoxreaktion
Ni-B/Ni-SI war nicht reversibel; in die oxidative Richtung konnte kein Gleich-
gewicht erreicht werden [33]. Aufgrund der Tatsache, dafi die FTIR-Spektren
der Zustinde Ni-A und Ni-B sehr dhnlich sind und die Banden teilweise iiber-
lappen, ist es sehr schwer, das Verhéltnis von Molekiilen im Ni-A-Zustand zu
solchen im Ni-B-Zustand in einer as isolated-Probe abzuschétzen. So ist denk-
bar, dal der Anteil an Ni-B in den hier untersuchten Proben recht hoch war,
so daf} die Aktivierungsreaktion schnell abgeschlossen war. EPR-Messungen an
Proben im as isolated-Zustand der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyaz-
aki F belegen, dafl der Anteil der Molekiile im Ni-A-Zustand im Allgemeinen
zwischen 20% und 40% liegt. Auch fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas
wurde festgestellt, dafl die Reduktion von Ni-B ein schneller Prozef ist [33]. Die
Tatsache, daf die Aktivierung einer as isolated-Probe im Falle von D. gigas so
lange dauert, konnte mit einem hoheren Anteil an Molekiilen im Ni-A-Zustand
erklart werden. Dafiir spricht auch, dal wihrend der Reduktion der Zustand
Ni-SU transient beobachtet werden konnte, was in der hier vorliegenden Unter-
suchung nicht der Fall war.

Die Redoxtitrationen wurden durchgefithrt, um die Mittelpunktspotentiale bei
verschiedenen pH-Werte der einzelnen Ubergéinge zu bestimmen. Die Titra-
tionskurven konnten mathematisch durch eine Nernst-Gleichung beschrieben
werden. Die besten Anpassungen ergaben sich bei der Annahme, daf} bei jedem
Ubergang ein Elektron iibertragen wird (n=1). Die Daten zeigen dariiber hin-
aus, daff das Mittelpunktspotential pH-Wert-abhéngig ist. Das bedeutet, dafl die

Redoxreaktion von einer Anderung des Protonierungszustandes begleitet wird.
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Abbildung 6.10: Rechteckschema fiir einen RedoxprozeB, der mit einer Protonierungs-
reaktion gekoppelt ist. Modifiziert nach [22,71].

Die Anderung des Mittelpunktspotentials pro pH-Einheit l:#Bt sich mit Hilfe
der Nernst-Gleichung theoretisch bestimmen. Sie betréigt fiir den Fall, dafl der
pH-Wert mindestens eine pH-Einheit von den pK-Werten der oxidierten und
reduzierten Spezies entfernt ist, bei Ein-Elektroneniibergéngen und einer Tem-
peratur von 303 K —60 mV /pH-Einheit [22] (Abbildung 6.10). In diesem Falle

ist die oxidierte Spezies unprotoniert, die reduzierte Spezies jedoch protoniert:
Ox+ne  +H" - Red: H

Ist der pH-Wert jedoch grofler als der pK-Wert der reduzierten Spezies oder
kleiner als der pK-Wert der oxidierten Spezies, ist das Mittelpunktspotential
pH-unabhéingig, da im ersteren Falle beide Spezies deprotoniert und im letzteren

Falle protoniert sind:

Ox +ne” — Red
Ox:H+new — Red: H

Die Beziehung zwischen dem Mittelpunktspotential und dem pH-Wert wird
in einem sogenannten Pourbaiz-Diagramm (benannt nach seinem Entdecker
Marcel Pourbaix, [100]) dargestellt (Abbildung 6.11). Abbildung 6.9 zeigt die-
se Pourbaix-Diagramme fiir die Redoxiiberginge der [NiFe]-Hydrogenase. Ver-
gleicht man diese mit dem Schema in Abbildung 6.11, kann man den Plateau-
bereich um den pK-Wert der reduzierten Spezies identifizieren. Er beginnt bei
einem pH-Wert von ca. 6,5. Hier ist der pH-Wert grofler als der pK,.q-Wert
und das Mittelpunktspotential unabhingig vom pH-Wert. Bei den kleineren
pH-Werten ist das Mittelpunktspotential dagegen abhingig vom pH-Wert, was
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Abbildung 6.11: Vereinfachtes Pourbaix-Diagramm fiir eine Ein-Elektron-Ein-Proton-
Reaktion.

sich an der Steigung im Pourbaix-Diagramm (Abbildung 6.9) bemerkbar macht.
Der Plateauwert in der Nihe des pK,, fehlt jedoch, da es nicht moglich ist, in
einem pH-Bereich unterhalb von pH = 5,4 Messungen an der [NiFe]-Hydro-
genase durchzufiithren. Aus diesem Diagramm kann man zudem den pK,.4-
Wert der einzelnen Ubergiinge abschitzen. Er betrigt fiir alle Redoxiiberginge
PKred = 6,5 — 7. Daraus 148t sich schlieflen, dafl die Gruppen, die bei den
Redoxiibergiingen protoniert werden, alle einen vergleichbar groflen pK-Wert
besitzen.

Das aktive Zentrum der [NiFe]-Hydrogenase ist von vier Cysteinen umgeben,
welche theoretisch alle protonierbar sind. Somit wéire denkbar, dafl an die
Schwefelatome dieser Cysteine wihrend der Redoxreaktionen Protonen binden,
da der pK-Wert einer Cystein-Thiol-Gruppe bei pK = 8 liegt [112]. Andererseits
ist genauso denkbar, dafl andere protonierbare Aminosiurereste diese Protonen
aufnehmen, z.B. Glutamat oder Aspartat, wobei auch hier der tabellierte pK-
Wert vom gemessenen abweicht; er liegt bei 4,3, bzw. 3,9 [112]. Fiir ein Glutamat
als Akzeptor eines Protons wihrend des katalytischen Zyklusses spricht eine mo-
lekularbiologische Studie an der [NiFe]-Hydrogenase aus D. fructosovorans, bei
der ein konservierter Glutamatrest (Glu34) gegen ein Glutamin ausgetauscht
wurde. Die Mutante zeigte eine deutlich geringere katalytische Aktivitéit [34].
Redoxtitrationen sind nicht nur am IR-Signal des CO-Liganden verfolgt wor-
den, sondern auch am Nickel-Signal mittels EPR-Spektroskopie. Tabelle 6.4
gibt einen Uberblick iiber die publizierten Mittelpunktspotentiale im Vergleich
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6.6 Potentiometrische Titration

Tabelle 6.4: Ubersicht iiber publizierte Mittelpunktspotentiale verschiedener

[NiFe]-Hydrogenasen

Organismus | Redoxiibergang E., pH | A/pH Referenz

D. gigas Ni-A/Ni-SU ~145mV | 7,2 | 60 mV [26]

D. gigas Ni-A/Ni-SU 220 mV | 8,5 - [114]

D. gigas Ni-SI/Ni-C -300 mV | 8,5 - [115]
Ni-C/Ni-R =370 mV | 8,5 -

D. gigas Ni-SI/Ni-C 270 mV | 7,0 | -120 mV [27]
Ni-C/Ni-R -390 mV | 7,0 | 60 mV

D. gigas Ni-A/Ni-SU -150 mV | 7,0 - [116]

D. gigas Ni-B/Ni-SI 140 mV | 8,0 - [102]
Ni-SI/Ni-C =330 mV | 8,0 -
Ni-C/Ni-R —405 mV | 8,0 -

D. gigas Ni-A/Ni-SU -230 mV | 8,0 | 55 mV [33]
Ni-B/Ni-SI -150 mV | 8,0 | -36 mV
Ni-SI/Ni-C -380 mV | 8,0 | 47 mV
Ni-C/Ni-R 445 mV | 8,0 | 43 mV

A. vinosum Ni-A/Ni-SU -82mV | 6,4 | -36 mV [18]
Ni-A/Ni-SU -190 mV | 94 | =36 mV
Ni-B/Ni-SI ~77TmV | 64 | -33 mV
Ni-B/Ni-SI 175 mV | 94 | -33 mV

D. vulgaris Ni-A/Ni-SU -96 mV | 6,0 - diese Arbeit
Ni-B/Ni-SI -145 mV | 8,0 | -30 mV
Ni-SI/Ni-C -342 mV | 8,0 | 37T mV
Ni-C/Ni-R 405 mV | 8,0 | 43 mV
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6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

zu den in dieser Arbeit vorgestellten Potentiale fiir die [NiFe]-Hydrogenase
aus D. wvulgaris Miyazaki F. Dieser Vergleich zeigt, dafy die verschiedenen Re-
doxiiberginge bei allen drei Enzymen Mittelpunktspotentiale aufweisen, die
bei gleichem pH-Wert nur geringfiigig voneinander abweichen. Die pH-Wert-
Abhingigkeiten werden von den einzelnen Autoren, sofern sie gemessen wur-
den, mit Werten angegeben, die kleiner oder gleich 60 mV /pH-Wert-Einheit
sind. Einzige Ausnahme ist das Redoxpotential des Ni-SI/Ni-C-Ubergangs der
[NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas, das bei einer EPR-spektroskopischen Redox-
titration eine pH-Wert-Abhingigkeit von —120 mV /pH aufwies [27]. Dies wurde
durch IR-spektroelektrochemische Titrationen jedoch spéter widerlegt [33] (vgl.
Tabelle 6.4). Unabhiingig davon, ob die Redoxtitrationen mit Hilfe der EPR-
Spektroskopie am Nickel oder der FTIR-Spektroskopie am Eisen durchgefiihrt
wurden, zeigt sich fiir alle drei Enzyme, dafl bei jedem Redoxiibergang ein
Proton iibertragen wird, da die pH-Wert-Abhingigkeit maximal 60 mV /pH
betriagt, und die Datenpunkte der Titrationen unter der Annahme eines Ein-
Elektronen-Ubergangs am besten angepasst werden konnten.

Die Tatsache, daB die EPR-spektroskopischen Titrationen, die Anderungen am
Nickel aufzeigen, und die FTIR-spektroskopischen Titrationen, die Anderungen
am Eisen widerspiegeln, in bezug auf das Mittelpunktspotential und dessen pH-
Wert-Abhéngigkeit zu den gleichen Ergebnissen fithren, lassen den Schluf} zu,
daf diese beiden Metallatome elektronisch stark interagieren. Wird die Hydro-
genase, die sich in einem bestimmten Redoxzustand befindet, um ein Elektron
reduziert, fithrt dies zum einen zu einer Anderung des Nickel-EPR-Signals und
zum anderen zu einer Frequenzverschiebung der Absorptionen der Eisenligan-
den. Dies dufert sich in beiden Fillen in verdnderten Spektren, die Analyse der
Redoxeigenschaften zeigt jedoch, daB den Anderungen die gleichen Ursachen

zugrunde liegen.

6.7 Implikationen fiir den Reaktionsmechanismus

Basierend auf den Ergebnissen der publizierten Untersuchungen der [NiFe]-
Hydrogenasen wurden zunéichst Reaktionsmechanismen postuliert, die das Nickel
als einziges Metallatom im aktiven Zentrum betrachteten [2,12,27,101,115,116].
Nach der Lésung der Kristallstruktur der Hydrogenase und der Entdeckung
des Eisens mit seinen drei Liganden als weitere Bestandteile des aktiven Zen-

trums wurden Mechanismen formuliert, die dies und weitere spektroskopische
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6.7 Implikationen fiir den Reaktionsmechanismus

und elektrochemische Untersuchungsergebnisse beriicksichtigen [44,68,74,122].
Hinzu kamen weitere Hypothesen zum katalytischen Zyklus der Hydrogen-
ase, die aufgrund von quantenchemischen Berechnungen aufgestellt wurden
[5,30,31,83,91,97,111].

Aufgrund der EPR-spektroskopischen Messungen sind folgende Eigenschaften
der Redoxzustinde bekannt: Ni-A, Ni-B und Ni-C sind paramagnetisch (mit
S:%), konnen also nur die formale Oxidationsstufe +III oder +I besitzen. Der
[3Fe4S]-Cluster ist in den Zustdnden Ni-A und Ni-B oxidiert, ansonsten re-
duziert. Die [4Fe4S]-Cluster sind in den Zustéinden Ni-C und Ni-SI reduziert,
ansonsten oxidiert. Der Briickenligand in Ni-B ist sehr wahrscheinlich ein OH™
und in Ni-C ein H™ (s. Kapitel 2.3). Die FTIR-spektroskopischen Untersu-
chungen belegen, dafl die formale Oxidationsstufe des Nickels zwischen +II1
und +II wechselt: Die Reduktion von Ni-B zu Ni-SI fithrt zu einer Erniedri-
gung der Schwingungsfrequenz des CO-Liganden um ca. 20 cm~'. Die damit
einhergehende Zunahme der Elektronendichte am Eisen ist mit der Redukti-
on des Nickels von Ni'l nach Ni'l konsistent. Bei Reduktion von Ni-SI nach
Ni-C erhoht sich die Frequenz wieder, was bedeutet, da3 die Elektronendich-
te am Eisen wieder abnimmt und das Nickel von Ni'l nach Ni'll oxidiert wird
und nicht weiter zu Ni' reduziert wird. Die Annahme eines Nickels mit der
formalen Oxidationsstufe +III im Zustand Ni-C wird auch aufgrund von EPR-
Messungen [115,116], HYSCORE-Messungen [20,43], EXAFS-Messungen [29]
und DFT-Rechnungen [83,109] gefordert.

Der katalytische Zyklus, der schematisch in Abbildung 6.12 dargestellt ist, be-
ginnt zunichst mit der Aktivierung des Enzyms, wobei es vom oxidierten Zu-
stand Ni-B in einen reduzierten Zustand iibergeht. Dabei wird der Briickenli-
gand OH™ protoniert und verlédfit als HoO das aktive Zentrum. Das Proton hier-
zu stammt aus der wéssrigen Losung, in der sich das Protein befindet. Zwischen
der Wiederbesetzung der Briickenposition durch ein neues OH™ und dessen Pro-
tonierung verbunden mit dem Verlassen des Wassers der Briickenposition stellt
sich ein Gleichgewicht ein. Dies wird erst dann verschoben, wenn Wasserstoff
im UberschuB vorhanden ist. Denkbar wire, daf§ die Elektronen, die notwendig
sind, um das aktive Zentrum und den [3Fe4S]-Cluster zu reduzieren, so daf
der Zustand Ni-SI entsteht, durch ein Wasserstoffmolekiil (Hs) zur Verfiigung
gestellt werden. In zwei hypothetischen, nicht stabilisierbaren Intermediaten
bindet ein Wasserstoffmolekiil zunichst an das Nickel, das immer noch die for-

male Oxidationsstufe Ni'll' besitzt. Dort wird aufgrund der Bindung an das

105



6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase
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Abbildung 6.12: Hypothetischer Reaktionsmechanismus der [NiFe]-Hydrogenase basie-
rend auf den Ergebnissen der FTIR-Spektroelektrochemie. Rot markierte Cluster sind
paramagnetisch und damit durch die EPR-Spektroskopie detektierbar. Die Zustéinde in
eckigen Klammern symbolisieren hypothetische, nicht stabilisierbare Intermediate. Die
gestrichelten Pfeile kennzeichnen die Aktivierungreaktion, die durchgezogenen Pfeile
den katalytischen Zyklus, in dem das zu spaltene Hs in seine Bestandteile (zwei HT

und zwei Elektronen) kursiv dargestellt sind.

Nickel die H-H-Bindung gelockert, ein Elektron reduziert den [3Fe4S]-Cluster
mit seinem recht hohen Mittelpunktspotential von —70 mV [116] und ein weite-
res das Nickel. Die Protonen verlassen das aktive Zentrum durch ein Netzwerk
aus Wassermolekiilen oder ein Protonentransferweg, der durch protonierbare
Aminosduren gebildet wird. Die Position des Briickenliganden ist dann wie-
der frei und im Zustand Ni-SI kann erneut ein Wasserstoffmolekiil binden. Die
Reduktion des Ni-B geht einher mit einer Erhéhung der Elektronendichte am
Eisen. Diese wird ausgelost durch die Reduktion des Nickels um ein Elektron.
Zudem trigt der Austausch des Briickenliganden von einem OH™, welches eine
hohe Elektronendonorfihigkeit besitzt, gegen ein Wasserstoffmolekiil mit einer

sehr viel geringeren Elektronendonorfahigkeit zur Erhchung der Elektronen-
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6.7 Implikationen fiir den Reaktionsmechanismus

dichte bei. Die mit der Reduktion verbundene Protonierung hingegen dampft
den Effekt und fithrt zu einer Verminderung der Elektronendichte. Dennoch
iiberwiegen die zuerst genannten Effekte, so dafl daraus eine Frequenzverschie-
bung zu kleineren Wellenzahlen resultiert.

Bei einer Bindung eines Wasserstoffmolekiils an das Nickel im Zustand Ni-SI
kommt es zur Polarisation der H-H-Bindung, bei dem das H-Atom, das dem
Nickel am nichsten kommt, eine negative Partialladung tragen wird, wihrend
das H-Atom, welches weiter entfernt vom Nickel lokalisiert ist und nur iiber das
erste H-Atom mit ihm verbunden ist, partiell positiv geladen sein wird (Abbil-
dung 6.12). Es ist bekannt, dafl Nickel die Schwichung der H-H-Bindung kataly-
siert [116], so daf im nun folgenden Ubergang von Ni-SI zu Ni-C diese Bindung
gespalten wird. Die Spaltung der H-H-Bindung wird durch die Anwesenheit
einer Base unterstiitzt, die ein Proton aufnehmen kann. Diese Base, die in elek-
trostatische Wechselwirkung zu dem H-Atom mit der positiven Partialladung
tritt, kann zum einen ein HoO oder ein OH™-Ion des Puffers sein, in dem sich
die Hydrogenase befindet, zum anderen ein Aminosiurerest, der protonierbar
und in der Nihe des aktiven Zentrums lokalisiert ist, wie z.B. ein koordinie-
rendes Cystein oder das in den Standardhydrogenasen konservierte Glutamat
Glu3d4, dessen Austausch gegen ein Glutamin zu einer verminderten Aktivitét
fiihrte. Ein Proton verldfit somit das aktive Zentrum durch Protonierung ei-
ner Base, ein Hydrid bleibt als Briickenligand zuriick. Bei der Reaktion wird
ein Elektron des Nickels auf den proximalen [4Fe4S]-Cluster iibertragen [50], so
daB das Nickel zu Ni''! zuriick oxidiert wird. Die Reoxidation bewirkt, wie oben
schon angedeutet, die Erniedrigung der Elektronendichte des Eisens, was in der
Frequenzverschiebung zu gréfleren Wellenzahlen sichtbar wird. In diesem Fall
tragt die Protonierung, die durch die pH-Wert-abhéngigen Redoxtitrationen
bewiesen wurde, mit zu einer Abnahme der Elektronendichte bei und verstérkt
die Frequenzverschiebung. Der Wechsel des Briickenliganden zu einem Hydrid
fihrt hingegen zu einer Elektronendichteerh6hung, kann den Nettoeffekt der
Frequenzerh6hung jedoch nicht umkehren. Die Frequenzverschiebung ist hier

1am

im Vergleich der drei betrachteten Redoxtitrationen mit 18 bzw. 39 cm™
groften, da hier zwei Effekte in die gleiche Richtung wirken (Ni-Sla (1943 cm™1)
— Ni-C (1961 cm™!): A =18 em™!; Ni-SIr (1922 em™!) — Ni-C (1961 cm™1):
A =39 cm™!).

Der Ubergang von Ni-C zu dem am stiirksten reduzierten Zustand Ni-R ist

wiederum begleitet von einer Frequenzabnahme, d.h einer Erhchung der Elek-

107



6 Spektroelektrochemie an der [NiFe|-Hydrogenase

tronendichte des Eisens. Diese beruht auf der Reduktion des Nickels um ein
Elektron. Die Protonierung, die mit der Redoxreaktion verbunden ist, und die
Anderung des Briickenliganden vom Hydrid zu einer freien Bindestelle bewir-
ken eine Erniedrigung der Elektronendichte und dampfen damit das Ausmaf} der
Frequenzerniedrigung, so daf§ diese hier nur 13 cm~! betriigt (Ni-C (1961 cm™1)
— Ni-R (1948 cm™'): A = 13 cm™!). Wie auch schon bei der Redoxreaktion
Ni-B/Ni-SI bestimmt hier hauptséchlich die Reduktion des Nickels das Aus-
maf} der Frequenzverschiebung. Da sich das Nickel in unmittelbarer Nihe zum
Eisen befindet, iiben die Anderungen der Elektronenkonfiguration des Nickels
den gréfiten Einflul auf die Elektronendichte des Eisens aus. Ein Elektron des
Hydrids reduziert nun formal das Nickel, das zweite Elektron den proxima-
len [4Fe4S]-Cluster, wihrend das iibrigbleibende Proton das aktive Zentrum
verlafit. Nun kann der katalytische Zyklus erneut beginnen. Die [FeS]-Cluster
iibertragen ihrerseits ihre Elektronen auf einen Elektronenakzeptor (in der Zelle
Cytochrom c3, im Aktivitétstest z.B. der artifizielle Elektronenakzeptor Methyl-
oder Benzylviologen).

In vielen der bisher publizierten Reaktionsmechanismen wird postuliert, daf}
die Bindestelle des Briickenliganden im Zustand Ni-SI unbesetzt bleibt und
im Zustand Ni-R ein Wasserstoffmolekiil am aktiven Zentrum assoziiert ist
[5,30,31,71,75,91,97,107]. Anhand der Frequenzverschiebungen im IR-Spektrum
dieser beiden diamagentischen Zusténde 148t sich zwischen dem oben beschrie-
benen Modell und den publizierten Vorschligen nicht unterscheiden, da beide
Méoglichkeiten die gleichen Auswirkungen auf die Anderung der Elektronen-
dichte am Eisen bewirken. Der Ubergang von Ni-B nach Ni-SI ist begleitet
vom Austausch des OH™ als Briickenliganden. Ob dieser nun gegen ein Hs
ausgetauscht wird oder die Bindestelle frei bleibt, bewirkt in beiden Fillen ei-
ne Erniedrigung der Elektronendichte am Eisen. Eine dhnlich Situation findet
man im Falle des Ubergangs von Ni-SI nach Ni-C. Auch hier bewirkt sowohl der
Austausch des Hydrids gegen eine freie Bindestelle als auch gegen die Bindung
eines Hy die Erniedrigung der Elektronendichte. Fraglich ist jedoch, woher das
Elektron kommt, das benétigt wird, wenn der katalytische Zyklus im Zustand
Ni-SI mit der Aufnahme eines Hy beginnt, woraus der Zustand Ni-R resultiert,
bei dem mindestens einer der zwei [4Fe4S]-Cluster reduziert ist. Deshalb wird
hier die Annahme favorisiert, dafl im Zustand Ni-SI ein Hs als Briickenligand
bindet.
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6.8 Zusammenfassung

Die FTIR-spektroelektrochemischen Messungen ermoglichten eine umfassen-
de Charakterisierung der einzelnen Redoxzustinde der [NiFe]-Hydrogenase aus
D. wvulgaris Miyazaki F und der Redoxiibergéinge zwischen ihnen. Erstmalig
wurde eindeutig belegt, daf} es sich bei den Eisenliganden dieser Hydrogenase
um ein CO- und zwei CN~-Molekiile handelt, wie dies fiir die anderen Ver-
treter der Standardhydrogenasen ebenfalls der Fall ist. Zudem sind mit den in
diesem Kapitel beschriebenen Experimenten nun die charakteristischen FTIR-
Absorptionsbanden der einzelnen Redoxzustinde dieser Hydrogenase bekannt,
die eine systematische Verschiebung der CO-Bande um +10 cm™! aufweisen.
Diese weist auf einen grundsitzlichen strukturellen Unterschied der [NiFe]-
Hydrogenase aus D. wvulgaris Miyazaki F im Vergleich zu den anderen Stan-
dardhydrogenasen hin, der jedoch nicht durch die Analyse der Kristallstruktur
gekliart werden kann. Die Ergebnisse dieser Messungen geben dariiber hinaus
Hinweise auf einen moglichen Reaktionsmechanismus, der die Protonen- und

Elektronenbilanz eines jeden Zustandes beriicksichtigt.
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7 Proteinfilmvoltammetrie an der

[NiFe]-Hydrogenase

Die Proteinfilmvoltammetrie ist eine elektrochemische Methode, bei der auf eine
eingefasste pyrolytische Graphit-Elektrode (pyrolytic graphite edge (PGE) elec-
trode) (s. Abbildung 7.1) ein Proteinfilm aufgebracht wird. Die Enzymmolekiile
adsorbieren dabei auf der Elektrodenoberfliche, stabilisiert durch das Koad-
sorbat Polymyxin B. Polymyxin B ist ein Peptid, das von Bacillus polymyza
produziert und in der Humanmedizin als Antibiotikum eingesetzt wird. Seine
Strukturformel ist in Abbildung 7.2 dargestellt. Die genaue Funktion wiahrend
des Adsorptionsprozesses ist noch nicht bekannt, vermutlich handelt es sich
um eine elektrostatische Stabilisierung, bei der das Polymyxin als Polykation
Salzbriicken zwischen den negativ geladenen Enzymmolekiilen ausbildet [98].
Es wird hierbei angenommen, dafl die Hydrogenasemolekiile {iber den distalen
[4Fe4S]-Cluster mit der Elektrodenoberfliche interagieren und sich eine mono-
molekulare Schicht ausbildet [73]. Dadurch wird eine direkte , Kommunikation”
zwischen Protein und Elektrode ermoglicht und der Einsatz von Redoxmedia-
toren vermieden. Dies hat den Vorteil, dal der gemessene Strom als direktes
Maf} der inhirenten Enzymaktivitit angesehen werden kann, sofern die Sub-
stratversorgung nicht limitierend und der Grenzflichenelektronentransfer sehr
schnell ist [54,72]. Mit dieser Methode lassen sich die Kinetiken und die damit
einhergehende Thermodynamik der katalytischen Prozesse untersuchen [7, 8].
Desweiteren lisst sich die Antriebskraft der Reaktion (driving force) genau kon-
trollieren, indem das angelegte Potential variiert werden kann. Dies bedeutet
fiir den Fall der Hydrogenase, dafl sie sowohl in Richtung der Wasserstoffoxi-
dation als auch der Protonenreduktion durch die Einstellung des addquaten
Potentials gelenkt werden kann. Im Falle der Wasserstoffoxidation werden die
Elektronen des Wasserstoffs der Elektrode zugefiihrt, was in einem positiven
Strom resultiert. Umgekehrt entziehen die Hydrogenase-Molekiile der Elektrode

Elektronen, wenn Protonen reduziert werden; der Strom erhilt nun konventi-
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Dreheinrichtung
(Elektrodenmotor)

Gaszufuhr

Gasableitung

Dichtring PGE-Elektrode

Gegenelektrode
(Pt-Draht)

Referenz-
elektrode

Temperierung

Abbildung 7.1: Ansicht der elektrochemischen Zelle, die fiir die Proteinvoltammetrie
benutzt wurde. Links die Gesamtansicht mit Elektrodenmotor und Glaszelle, die mit-
tels eines O-Rings und zweier Laborklemmen dicht miteinander verschlossen wurden.
Rechts ein Ausschnitt, der die PGE-Elektrode und die Gegenelektrode zeigt, die in die
Pufferlosung eintauchen. Dieses Kompartiment ist umgeben von einem Glasmantel, der

iiber einen Thermostaten eine Temperierung der Losung ermoglicht.

onsgemif ein negatives Vorzeichen. Der gemessene Strom 14t sich direkt mit
der Enzymaktivitit korrelieren, da die Elektrode in eine Rotation mit einer
hohen Geschwindigkeit versetzt wird, so daf§ die Reaktionen unabhingig vom
Massentransport des Substrates zum Enzym sind [54].

Ist die Elektrode einmal mit einem Proteinfilm belegt, kann sie in verschiede-
ne Losungen, z.B. Puffer unterschiedlicher pH-Werte, transferiert werden, was
einen problemlosen und schnellen Wechsel der experimentellen Bedingungen
ermoglicht. Zudem erlaubt der Messaufbau (Abbildung 7.1) die Zufuhr ver-
schiedener Gase, so daf} sehr einfach die Auswirkung unterschiedlicher geloster
Gase auf die Hydrogenase-Aktivitdt untersucht werden kann.

Die in diesem Kapitel vorgestellten proteinfilmvoltammetrischen Experimente

dienten der Untersuchung

1. der anaeroben Inaktiverung der Hydrogenase durch SOs,
2. der aeroben Inaktiverung der Hydrogenase durch Sauerstoff und

3. der Reaktivierung der Hydrogenase durch eine Verdringung von Inhibi-

toren durch Wasserstoff,

indem die katalytische Aktivitit anhand des gemessenen Stroms verfolgt wird.

112



7.1 Probenvorbereitung

v-NH,
L-Dab — D-Phe — D-Leu

RCH,CH(CH,).CO—L-Dab —L-Thr — L-Dab — L-Dab { * x H,S0,

| | | L-Thr — L-Dab — L-Dab
1-NH, NH,  -NH, | |

'Y'NH2 Y‘NHZ

Abbildung 7.2: Strukturformel von Polymyxin B. Der Rest R kann eine CH3-Gruppe

oder ein Proton sein. Die Abkiirzung Dab steht fiir a, y-Diaminobutylsiure.

7.1 Probenvorbereitung

Fiir die proteinfilmvoltammetrischen Experimente wurde aufgereinigte Hydro-
genase aus D. wvulgaris Miyazaki F (s. Kapitel 5.2) verwendet, die sich in
Tris-Puffer (pH 7,4) befand. Die Konzentration der verwendeten Hydrogenase-
Stammlosungen betrug 1,2 mM, bzw. 4 mM. Notwendige Verdiinnungen wurden
mit dem Hydrogenase-Puffermix (vgl. Kapitel 4.4) des gewiinschten pH-Wertes

vorgenommen.

7.2 Durchfiihrung

7.2.1 Messaufbau

Alle Experimente wurden in einer Stickstoff-Atmosphére in einem Anaerob-Zelt
an der in Abbildung 7.1 abgebildeten elektrochemischen Zelle durchgefiihrt. Ei-
ne schematische Darstellung des Aufbaus liefert Abbildung 7.3. Die Arbeitselek-

Referenzelektrode
Reaktions- & -j (Kalomel-Elektrode)
gefalt
Gegenelekirode
(Platindraht) _*’\
Probe
Arbeitselektrode ]
(PGE-Elektrode) |
Kapillar-
verbindung

Abbildung 7.3: Schematische Darstellung der elektrochemischen Zelle, die zur

Durchfiihrung der proteinfilmvoltammetrischen Experimente benutzt wurde.
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trode besteht aus einem schmalen Zylinder aus pyrolytischem Graphit, das in
die entsprechende Pufferlosung taucht. Das Graphit ist umgeben von einer Tef-
lonhiilse, die zudem einen Kontaktstab aus Messing enthilt. Diese Teflonhiilse
wurde in ihrer Liange der Glaszelle angepasst und so konstruiert, dafl sie ein-
fach und schnell mittels einer kleinen Schraube an die Halterung des Elek-
trodenmotors angebracht werden kann [113]. Neben der PGE-Arbeitselektrode
vervollstandigen eine gesittigte Kalomel-Elektrode (saturated calomel electro-
de, SCE) als Referenzelektrode und ein Platin-Draht als Gegenelektrode die
Drei-Elektroden-Ableitung dieses Aufbaus. Die Referenzelektrode befindet sich
in einem mit 100 mM NaCl-Losung gefiilltem Seitenarm, der in kapillarem Kon-
takt zum Reaktionskompartiment steht. Nachfolgend wird das Potential immer
in bezug zur Standardwasserstoffelektrode NHE angegeben. Hierzu wird das Po-
tential der Referenzelektrode entsprechend der Gleichung Enxpr = Escr + yr
korrigiert, wobei der Faktor y; von der Temperatur abhingig ist. Die folgende
Ubersicht listet die Faktoren fiir die gemessenen Temperaturen im Anaerob-Zelt
auf [13]:

Temperatur YT
295 K 0,2432
296 K 0,2425
297 K 0,2419
298 K 0,2412

Die Kontrolle des Potentials erfolgte iiber einen Potentiostaten, der iiber einen
PC mit Hilfe der Software GPES gesteuert wird.

Uber die Gasein- und -auslisse liBt sich die Atmosphire der Glaszelle variieren.
Hierzu sind an der Riickwand des Anaerob-Zeltes verschiedene Gaszylinder fi-
xiert, die mit einem Gasleitungssystem verbunden sind, das den kontrollierten

Einlafl der Gase in die Glaszelle erlaubt.

7.2.2 Generierung eines Proteinfilms

Vor der Aufbringung eines Proteinfilms auf die Elektrode wurde sie griindlich
mit wéssriger Aluminiumoxid-Politur (Alumina, Partikelgrofie 1 pm) poliert,
um eine frische, unbesetzte Graphit-Oberfliche zu schaffen. Diese enthélt eine

Vielzahl der funktionalen Gruppen -COO™ und -COOH, die mit den Protein-

molekiilen interagieren koénnen [8]. Die Elektrode wurde anschliefend kurz im
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Ultraschallbad von Alumina-Resten befreit und mit destiliertem Wasser abge-
spiilt. Der Proteinfilm wurde auf zwei alternativen Wegen erzeugt. Bei Anwen-
dung der ersten Methode wurde 1,5 ul 40 pM Hydrogenaselosung auf die frisch
polierte Elektrodenoberfliche aufpipettiert, diese sofort auf den Elektrodenmo-
tor montiert und in den Puffer getaucht. Diese schnelle Methode fiihrte zu einer
relativ geringen Besetzung der Oberfliche, so dafl der gemessene Strom in den
folgenden Experimenten relativ klein war. Eine dichtere Besetzung erhielt man
bei Anwendung der zweiten Methode, bei der die frisch polierte Elektrode in
die sogenannte DvH forming solution getaucht wurde. Sie besteht aus folgenden

Komponenten:
e 15 pl 40 uM Hydrogenase-Losung (Endkonzentration 600 nM)
e 10 xl 20 mg/ml Polymyxin B Sulfat (Endkonzentration 200 pg/ml)
e 975 ul Hydrogenase-Puffermix, pH 6

Bei stationérer Elektrode in einer Stickstoffatmosphire wurde das Potential nun
zwischen 558 mV und 242 mV mit einer Geschwindigkeit von 10 mV/s variiert,
bis sich das resultierende zyliksche Voltammogramm nicht mehr &nderte. Dies
war nach ca. 15 Durchlidufen der Fall. Danach wurde die DvH forming solution

gegen Hydrogenase-Puffermix ausgetauscht.

7.2.3 Zyklovoltammetrie und Chronoamperometrie

Die zyklovoltammetrischen und chronoamperometrischen Experimente wurden
mit Hilfe eines Potentiostaten durchgefiihrt, der durch einen Computer kon-
trolliert werden konnte. Im Falle der Zyklovoltammetrie wurde ein definierter
Potentialbereich in einer bestimmten Richtung zyklisch abgefahren, wobei die
Geschwindigkeit und die Anzahl der Durchliufe zuvor definiert wurden. Dabei
wurde der Strom in Abhingigkeit vom Potential gespeichert. Dies diente der
Bestimmung der Potentialabhingigkeit der Wasserstoffoxidations- und Proto-
nenreduktionsaktivitéit. Bei der Chronoamperometrie hingegen wurde das Po-
tential fiir eine bestimmte Zeit festgelegt und der Strom in Abhéngigkeit der
Zeit aufgenommen. Nach Ablauf des Zeitintervalls wurde das Potential sprung-
haft geindert (Potentialschritt) und erneut fiir eine definierte Zeit festgehalten.
Auf diese Weise konnten bis zu zehn Potentialschritte mit einer Gesamtliange

von 10000 s aufgenommen werden.

115



7 Proteinfilmvoltammetrie an der [NiFe]-Hydrogenase

7.3 Zyklovoltammetrie mit stationdrer Elektrode

7.3.1 Ergebnisse

Wie in Kapitel 7.2.2 bereits erwidhnt, wurde die Zyklovoltammetrie mit stati-
onérer Elektrode angewandt, um einen Proteinfilm auf der Elektrode zu generie-
ren. Hierzu wurde die frisch polierte Elektrode in die DvH forming solution ge-
taucht, das Potential zyklisch zwischen den Grenzen von —558 mV und 242 mV
variiert und der dabei auftretende Strom aufgenommen. Abbildung 7.4 zeigt
die Potential-Strom-Abhéngigkeit einer solchen Serie von zyklischen Voltam-
mogrammen. Wahrend der Durchldufe erhohte sich der Strom in bestimmten
Bereichen zunichst sprunghaft (21% vom ersten zum zweiten Durchgang ge-
messen bei einem Potential von —~300 mV), in den folgenden 18 Zyklen stieg er
nur noch um insgesamt 10% (bezogen auf -300 mV). Nach 20 Zyklen blieb der
Strom konstant. Aufgrund eines Nicht-Faraday “schen Stroms, der durch das
Auf- und Entladen der Elektrode entsteht, besitzt die Kurve eine Asymmetrie.
Deutliche Abweichungen von einem Voltammogramm einer unbesetzten Elek-
trode (graue Kurve in Abbildung 7.4) wurden im Potentialbereich unterhalb von
—200 mV sichtbar. Hierbei handelte es sich um eine sigmoidale Reduktionskur-
ve in Richtung des abnehmenden Potentials und ein Oxidationsmaximum bei
zunehmendem Potential. Mit zunehmender Anzahl an Durchldufen vergrofierte
sich die Amplitude der Reduktionskurve, wobei das Potential des Reduktions-
mimums jedoch konstant bei E,,;, = —400 mV blieb. In der gleichen Zeit nahm
die Amplitude des Oxidationsmaximums zu. Zudem verschob sich sein Maxi-
malpotential E,,4, von —290 mV im ersten Durchgang zu —300 mV im letzten
Durchgang (s. Abbildung 7.4). Das Mittelpunktspotential E dieses Ubergangs
betrigt —350 mV und die Peakdifferenz AE = F,,0p — Emin = 100 mV.

7.3.2 Diskussion

Die sigmoidale Reduktionskurve, die bei der Generierung des Proteinfilms im
zyklischen Voltammogramm der Hydrogenase sichtbar ist, resultiert aus der
Reduktion von Protonen zu Wasserstoff, die bei einem Potential von —400 mV
(pH 6,0) stattfindet. Der durch die Hydrogenase gebildete Wasserstoff wird dann
bei hoherem Potential wieder oxidiert, was zu dem Oxidationspeak im Voltam-
mogramm fithrt. Fiir einen reversiblen elektrochemischen Prozefl gilt, daf die

mit n=Anzahl

Peakdifferenz bei einer Temperatur von 298 K mit AE = 321V (

der iibertragenen Elektronen) angegeben werden kann. Bei einer Peakdifferenz
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Abbildung 7.4: Generierung eines Proteinfilms auf der stationdren PGE-Elektrode in
einer Stickstoffatmosphére. Dargestellt sind 20 zyklische Voltammogramme, wobei der
erste Durchlauf dem Voltammogramm mit dem geringsten Strom entspricht. Die Pfeil-
spitzen auf dem ersten Voltammogramm deutet die Richtung des Durchlaufes an. Die
Hydrogenase-Konzentration in der DvH forming solution (pH 6,0) betrug 600 nM.
Weitere experimentelle Bedingungen: Temperatur T=298 K, Aufnahmegeschwindigkeit
10 mV/s. Die graue Kurve zeigt ein Voltammogramm der Elektrode in Hydrogenase-
Puffermix (pH 6,0) ohne Hydrogenase (Aufnahmegeschwindigkeit 100 mV/s).

von AE = 100 mV ergibt sich die Anzahl der iibertragenen Elektronen mit
n=1,7~2. Dies entspricht den bei der Wasserstoffoxidation frei werdenden, bzw.

der Protonenreduktion benotigten zwei Elektronen geméaf:
Hy = 2H" + 2e~

Das Auftreten der katalytischen Merkmale im Voltammogramm belegt, daf
die Hydrogenase in der Lage ist, sehr schnell und einfach Elektronen mit der
PGE-Elektrode auszutauschen. Transferiert man die Elektrode nach der Gene-
rierung des Proteinfilms in Puffer ohne Enzym, sind die katalytischen Merk-
male immer noch zu beobachten. Somit ist nachgewiesen, dafy die Hydrogenase
tatsichlich an der Elektrode adsorbiert ist. Trotz der Tatsache, dafl die oxidier-
ten Zustinde Ni-A und Ni-B nicht katalytisch aktiv sind, ist die Elektroakti-

vitdt schon im ersten Durchlauf prisent. Demnach wird die Generierung des
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7 Proteinfilmvoltammetrie an der [NiFe]-Hydrogenase

Films nicht durch eine Aktivierung, sondern nur durch die rein physikalische
Adsorption der Enzymmolekiile an der Elektrode kontrolliert. Im Falle der Hy-
drogenase aus A. vinosum wurde das Protein vor der Generierung des Films
mehrere Stunden in einer Stickstoffatmosphére mit 10% Hs inkubiert. Dennoch
unterschieden sich die zyklischen Voltammogramme nicht von denen, die ohne
eine Pri-Aktivierung der Hydrogenase aufgenommen wurden [98], was ebenfalls

belegt, dal die Aktivierung fiir diesen Prozef keine Rolle spielt.

7.4 Anaerobe Inaktivierung

7.4.1 Ergebnisse

Unter der anaeroben Inaktivierung versteht man die elektrochemische Oxida-
tion der Hydrogenase von einem aktiven Zustand in einen inaktiven Zustand
in anaerober Atmosphére. Im zyklischen Voltammogramm entspricht dies dem
Ubergang von einem Potential von ca. ~200 mV bis 242 mV bei kontinuierlicher
Potentialerh6hung. Im umgekehrten Fall, bei kontinuierlicher Potentialernied-
rigung, kommt es ab einem bestimmten Potential zu einem Stromanstieg, aus-
gelost durch die Reaktivierung des Enzyms einhergehend mit dem Ubergang in
einen aktiven Redoxzustand. Das Mittelpunktspotential dieses Ubergangs wird
mit Egyiten bezeichnet, da das Enzym hier vom inaktiven in den aktiven Zu-
stand ,,umschaltet”.

Abbildung 7.5A zeigt zyklische Voltammogramme der [NiFe]-Hydrogenase in
einer Wasserstoffatmosphére bei einem pH-Wert von 6,0 und einer Temperatur
von 318 K sowie bei rotierender Elektrode. Im ersten Voltammogramm (ro-
te Kurve) ist eine deutliche Stromverminderung in Richtung eines positiveren
Potentials zu beobachten, die sich beim reversen Durchgang noch verstarkt,
danach steigt der Strom jedoch wieder an, was der Reaktivierung des Enzyms
entspricht. Dieser Effekt der anaeroben Inaktivierung auf das Voltammogramm
wurde in den nachfolgenden Durchgéingen immer geringer und konnte schlief3-
lich nicht mehr beobachtet werden. Hier stieg der Strom kontinuierlich auch im
Bereich positiver Potentiale an. Ebenso wenig konnte eine Reaktivierung beob-
achtet werden.

In einem weiteren Experiment, das in Abbildung 7.5B dargestellt ist, kam es
wéhrend der ersten drei Durchgéinge unbeabsichtigt zu einer Verminderung
des Wasserstoff-Partialdruckes, wobei sich der genaue Partialdruck wéihrend

eines Durchgangs nachtriglich nicht bestimmen liel. In den letzten beiden
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Abbildung 7.5: Zyklische Voltammogramme eines Proteinfilms der [NiFe]-Hydrogenase
zur Untersuchung der anaeroben Inaktivierung. A: Die Hydrogenase wurde auf die
PGE-Elektrode aufpipettiert, um einen Proteinfilm zu generieren. Das rote Voltam-
mogramm entspricht dem ersten Durchgang, das dunkelrote dem zweiten und die
schwarzen dem dritten und vierten Durchgang. Die graue Kurve entspricht der er-
sten Ableitung dI/dE des ersten Voltammogrammes in reduktiver Potentialrichtung.
Das Umschaltpotential Egyitcn, ist durch eine Markierung angezeigt; es betrigt —108
4+ 3 mV. B: Der Proteinfilm wurde durch kontinuierliche Verdnderung des Potentials
zwischen —558 mV und 242 mV generiert. Der Wasserstoffpartialdruck der verschie-
denen Durchgénge nahm in den ersten drei Durchgéngen kontinuierlich ab, betrug in
den letzten beiden Durchgingen jedoch 1 bar. Experimentelle Bedingungen: pH=6,0,
T=318 K, Rotationsgeschwindigkeit der Elektrode 2500 rpm, Aufnahmegeschwindig-
keit 10 mV/s (A), bzw. 2 mV/s (B).
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Abbildung 7.6: Schematische Darstellung des chronoamperometrischen Versuchsablau-
fes zur anaeroben Inaktivierung. Die Aktivierungs-, bzw. Reaktivierungsdauer betrug
jeweils 120 s und die Inaktivierungsdauer jeweils 1200 s. Die Strom-Zeit-Diagramme

dieses Experimentes ist in Abbildung 7.7 dargestellt.

Durchgingen betrug der Wasserstoff-Partialdruck wieder 1 bar. Hier erkennt
man in den ersten drei Durchgingen wiederum die anaerobe Inaktiverung und
die entsprechende Reaktivierung, die sich mit abnehmendem Partialdruck verstérkt,
was an einer grofleren Stromabnahme im Falle der Inaktivierung bzw. -zunahme
im Falle der Reaktivierung festgemacht werden kann. Betrug der Wasserstoff-
Partialdruck jedoch wieder 1 bar, liel sich das Enzym nicht mehr anaerob
inaktivieren; im Voltammogramm ist nur noch ein schwacher Effekt erkenn-
bar. Es wurde anschlieflend vergeblich versucht, diese mehr zuféllig beobachte-
ten Inaktivierungs- und Reaktivierungspozesse zu reproduzieren. Hierbei wur-
den die Parameter Temperatur, pH-Wert, Wasserstoff-Partialdruck (1 bar oder
0,1 bar Hy), Hydrogenase-Préiparation und Aufnahmegeschwindigkeit variiert.
Im Falle des Wasserstoff-Partialdrucks konnte jedoch nur ein minimaler Wert
von 0,1 bar definiert eingestellt werden. Zudem wurde darauf geachtet, daf}
das Enzym bei der Generierung des Proteinfilms nicht aktiviert wurde. Daher
wurde die Methode der Proteinfilm-Generierung gewéhlt, bei der die Hydrogen-
ase auf die frisch polierte PGE-Elektrode aufpipettiert wurde. In allen Féllen
entsprachen die resultierenden zyklischen Voltammogramme in ihrem Verlauf
denen des fiinften Durchlaufs der Abbildung 7.5A; ein Aus- und Einschalten
der Enzymaktivitdt konnte nicht beobachtet werden.

Fiir den Fall, daB eine anaerobe In- und Reaktivierung beobachtet werden konn-
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te, 148t sich hieraus das Umschaltpotential Eg ¢, bestimmen. Dazu wird die er-
ste Ableitung des Stromes nach dem Potential dI/dE der Voltammogrammhé&lf-
te gebildet, die die Reaktivierung beschreibt (reduktive Potentialrichtung von
242 mV bis -558 mV). In Abbildung 7.5A ist die erste Ableitung des ersten
Durchgangs als graue Kurve dargestellt. Das Umschaltpotential Eg,;:cn betriagt
—108 £ 3 mV bei einem pH-Wert von 6,0.

Auch chronoamperometrische Experimente vermittelten den gleichen Eindruck:
Unabhéngig vom Inaktivierungspotential wurde auch hier nur eine unvollstindi-
ge Inaktivierung erreicht, wie Abbildung 7.7 verdeutlicht. Hierbei wurde das En-
zym zunichst kurz aktiviert (120 s bei =558 mV) und dann bei einem Potential
von -8 mV, 42 mV, 92 mV oder 142 mV fiir 1200 s inaktiviert. Vor jeder Inak-
tivierung wurde es erneut fiir 120 s bei —558 mV aktiviert (vgl. Abbildung 7.6).
Bei einer vollstdndigen Inaktivierung sollte der Strom 0 A betragen, da die Hy-
drogenase durch ein positives Potential oxidiert und dadurch inaktiviert wird.
Im hier dargestellten Fall konnte jedoch auch wéhrend der Inaktivierung ein

katalytischer Strom gemessen werden.

7.4.2 Diskussion

Das aus den zyklischen Voltammogrammen bestimmte Umschaltpotential
Eswiten = —108 £ 3 mV (pH 6,0) gibt das Potential an, bei dem das Enzym vom
inaktiven in den aktiven Zustand iibergeht und beginnt, katalytisch aktiv zu
werden. Ubertragen auf die verschiedenen Redoxzustinde entspriche dies den
Ubergingen Ni-A /Ni-SU und Ni-B/Ni-SI. Deren durch FTIR-Spektroelektrochemie
bestimmte Mittelpunktspotentiale (s. Kapitel 6.8) betragen -96 + 5 mV (pH 6,0)
fiir den Ubergang Ni-A/Ni-SU und 69 + 3 mV (pH 5,4) fiir den Ubergang
Ni-B/Ni-SI. In diesem pH-Wert-Bereich gilt die nach der Nernst-Gleichung zu
fordernde Abhéngigkeit des Potentials vom pH-Wert bei einem Ein-Elektron-
Ubergang gekoppelt mit einem Protontransfer von —60 mV /pH-Wert-Einheit,
da sich der pH-Wert zwischen den pK-Werten der Reaktion befindet (vgl. Ka-
pitel 6.6). Dies ergibt fiir einen pH-Wert von 6,0 ein Mittelpunktspotential von
—105 mV. Diese Werte entsprechen recht genau dem Umschaltpotential Egytcn,
so daf8 der in der Proteinfilmvoltammetrie beobachtete Aktivierungseffekt ge-
nau diesen beiden Ubergingen zuzuordnen ist. Die Korrelation der Ergebnisse
aus der Proteinfilmvoltammetrie und der Spektroelektrochemie wurde nicht nur
bei der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F in den hier beschriebe-

nen Experimenten beobachtet, sondern auch bei der [NiFe]-Hydrogenase aus A.
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Abbildung 7.7: Zeitabhéngige Stromentwicklung der Chronoamperometrie zur Unter-
suchung des Einflusses des Potentials auf die Inaktivierung. Details zur Versuchs-
durchfithrung befinden sich im Text. Experimentelle Bedingungen: Rotationsgeschwin-
digkeit der Elektrode 2500 rpm, T=298 K, bzw. T=318 K, Wasserstoffpartialdruck
pu,=1 bar, bzw. pyg,=0,1 bar.
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vinosum [64]. Die FTIR-spektroelektrochemischen Experimente (s. Kapitel 6.6)
an der [NiFe]-Hydrogenase aus D. wvulgaris Miyazaki F zeigten weiterhin, daf}
das Enzym bei einem Potential von 558 mV in den reduzierten Zustinden
Ni-C und Ni-R vorliegt. Wird das Potential von dort aus auf einen positiveren
Wert ;-10 mV angehoben, sollte sich der Zustand Ni-B einstellen, wie dies IR-
spektroskopisch beobachtet wurde. Da dies einer der oxidierten Zustinde ist,
sollte er keine Aktivitit aufweisen. Im Gegensatz dazu ist in den oben beschrie-
benen chronoamperometrischen Experimenten jedoch ein katalytischer Strom
meBbar, der auf eine noch vorhandene Aktivitit hinweist. Dies konnte mit der
Beobachtung verbunden sein, daf} in allen FTIR-Spektren des Zustandes Ni-B
ein sehr schwaches Signal des Zustands Ni-SI zu detektieren war. Ni-SI gehort
zu den am katalytischen Zyklus beteiligten Zustinden und kénnte einen Teil
der hier beobachteten Aktivitit erkliren. Ein wesentlicher Unterschied zwi-
schen den FTIR-spektroskopischen und den proteinfilmvoltammetrischen Ex-
perimenten ist die Anwesenheit von Wasserstoff bei letzteren. In Abwesenheit
von Wasserstoff (FTIR-Spektroelektrochemie) geht die Hydrogenase bei hohem
Potential in den Zustand Ni-B iiber, in dem sie inaktiv ist. In Anwesenheit von
Wasserstoff (Proteinfilmvoltammetrie) scheint sie trotz eines oxidierenden Po-
tentials den inaktiven Zustand Ni-B nicht einzunehmen und deshalb weiterhin
einen katalytischen Strom anzuzeigen.

Das Vorhandensein des katalytischen Stromes in den chronoamperometrischen
Experimenten hat vermutlich die gleiche Ursache wie die Tatsache, dafl nur un-
ter schwer zu reproduzierenden Bedingungen eine anaerobe Inaktivierung im
zyklischen Voltammogramm beobachtet werden konnte. Im Falle des Experi-
mentes, das in Abbildung 7.5A dargestellt ist, wurde ein Aliquot einer Enzym-
priaparation verwendet, die erst kurz vor Beginn der Messung in die anaerobe
Umgebung des Anaerob-Zeltes gebracht wurde. Die iibrigen Experimente wur-
den mit solchen Proben durchgefiihrt, die sich schon einige Tage im Gefrier-
schrank des Anaerob-Zeltes befanden und 4-5 mal in der Stickstoffatmosphére
aufgetaut wurden. Vorstellbar ist, dal sich Teile des Enzyms kurz nach dem
Transfer aus der aeroben in die anaerobe Umgebung noch in einem Zustand
befanden, der anaerob inaktiviert werden kann. Einmal reduziert, wie dies nach
dem ersten Durchlauf eines zyklischen Voltammogramms der Fall war, wurde
dieser Zustand nicht mehr erreicht. Das Auftauen der anderen Proben in der
anaeroben Atmosphére konnte die gleiche Auswirkung haben. Diese Proben

konnten dadurch schon aktiviert worden sein, ohne daf} sie auf der Elektrode
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einem elektrischen Potential ausgesetzt wurden. Das zu einem geringen Pro-
zentsatz ebenfalls im Anaerob-Zelt vorhandene Wasserstoffgas konnte diesen
Effekt begiinstigen. Vergleicht man diese Befunde mit den Erkenntnissen aus
der FTIR-Spektroelektrochemie, die belegen, dafl eine einmal reduzierte Hydro-
genase bei anaerober Oxidation nicht mehr in den Ni-A-Zustand zuriickkehrt,
sondern als einzigen oxidierten Zustand den Zustand Ni-B annimmt, konnte
vorstellbar sein, daf} es sich bei dem Zustand, der die anaerobe Inaktivierung

in den proteinfilmvoltammetrischen Experimenten zeigt, um Ni-A handelte.

7.5 Inaktivierung in Anwesenheit von Na;SO;

7.5.1 Ergebnisse

Ausgehend von der Vermutung, dafl sich der Zustand Ni-A in der hier unter-
suchten [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F in der Natur seines
Briickenliganden von denen der anderen Standardhydrogenasen unterscheidet
und anstelle einer Sauerstoffspezies eine Schwefelspezies bindet, wie dies Higuchi
et al. postulierten [58], wurde den in den folgenden Experimenten verwendeten
Puffern NaySOg3 in verschiedenen Konzentrationen zugefiigt. Abbildung 7.8A
zeigt die Auswirkungen der NasSO3-Konzentration auf das zyklische Voltam-
mogramm der Hydrogenase. Vergleicht man das zyklische Voltammogramm,
das unter NasSOs-freien Bedingungen aufgenommen wurde, mit einem, das bei
einer Konzentration von 45 pyM NasSOj3 entstand, so bewirkte das NasSOj3
offensichtlich eine anaerobe Inaktivierung des Enzyms, so dafl sich ebenfalls
ein deutlicher Reaktivierungseffekt bemerkbar machte. Spuren von Sauerstoff
im Reaktionsansatz verstirkten diesen Effekt weiter, wie aus Abbildung 7.8B
deutlich wird. Dieses zyklische Voltammogramm weist eine hohe Ahnlichkeit
zu den in Abbildung 7.5 dargestellten auf. Doch trotz des Vorhandeseins des
NasSO3 im Reaktionsansatz schwichte sich die Inaktivierung bei jedem wei-
teren Duchgang kontinuierlich ab, so da8 das zyklische Voltammogramm nach
einiger Zeit einem solchen dhnelte, das in der Abwesenheit von NaySO3 auf-
genommen wurde und keine Inaktivierungs- und Reaktivierungsmerkmale auf-
weist. Der Austausch des NaySOs-haltigen Puffers gegen NagSOs-freien Puffer

hatte die gleichen Auswirkungen.
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Abbildung 7.8: Zyklische Voltammogramme der [NiFe]-Hydrogenase bei Zugabe von
NaySO3 zum Puffer des Reaktionsansatzes. A: Abhiingigkeit der Stirke des Inaktivie-
rungseffekts von der NaySO3s-Konzentration. Der Hydrogenasefilm wurde durch Auf-
pipettieren von 1,5 ul einer 40 uM Hydrogenase-Losung auf die frisch polierte PGE-
Elektrode gewonnen. B: Der Proteinfilm wurde wihrend der kontinuierlichen Verénde-
rung des Potentials zwischen —558 mV und 242 mV generiert. Mit der Zugabe des
NaySO3 wurden dem Reaktionsansatz Spuren von Sauerstoff zugefiigt, die den Inakti-
vierungseffekt noch verstirkten. Experimentelle Bedingungen: Aufnahmegeschwindig-
keit 10 mv/s, Rotationsgeschwindigkeit der Elektrode 2500 rpm, T=298 K, pH=6,0,
pu,=1 bar.
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7 Proteinfilmvoltammetrie an der [NiFe]-Hydrogenase

7.5.2 Diskussion

Angesichts der Tatsache, dafl die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki
F nicht so leicht anaerob zu inaktiveren ist wie dies fiir die [NiFe]-Hydrogenase
aus A. vinosum der Fall ist [64], stellte sich die Frage, ob dies an der Natur des
Briickenliganden im inaktiven Zustand Ni-A liegen konnte. Higuchi et al. [58]
postulierten schon anhand der ersten Kristallstruktur der [NiFe]-Hydrogenase
aus D. vulgaris Miyazaki F, dafl der Briickenligand im oxidierten Zustand ei-
ne Schwefel- oder Sauerstoffspezies sein konnte. Spiter unterstiitzten sie die
Annahme eines Schwefelliganden anhand von gaschromatographischen Expe-
rimenten, die die Freisetzung von HsS bei Inkubation der Hydrogenase mit
Wasserstoff belegten [57]. Neuere kristallographische Erkenntnisse gehen davon
aus, dafl der Briickenligand in Ni-A ein SO ist und ein weiteres Sauerstoffatom
zwischen den Cysteinen Cys81 und Cys546 lokalisiert zu sein scheint [93].

Da in einer NaySO3-Losung zu einem geringen Anteil auch SO5 vorhanden ist,
wurde diese gewéhlt, um den Effekt auf die Inaktivierung der Hydrogenase zu
untersuchen. Die oben dargestellten Ergebnisse deuten in der Tat darauf hin,
dal das NasSOj3 die anaerobe Inaktivierung bewirkt und dafl diese durch das
Vorhandesein von Sauerstoff noch verstéirkt wird. Die Bindung konnte eine Dis-
soziation eines der Sauerstoffatome bewirken, das jedoch das aktive Zentrum
nicht verlaflt, sondern in der Nihe der Cysteine verbleibt. Zuviel Sauerstoff in
der Anwesenheit von NasSOg fithrt indes zu einer irreversiblen Denaturierung
des Enzyms, die mit einem Signalverlust einhergeht. Aufgrund dieser Erkennt-
nisse ist durchaus vorstellbar, dafy das in der NaySO3-Losung vorhandene SO9
an das aktive Zentrum der Hydrogenase bindet, sofern sie im oxidierten Zustand
vorliegt, das angelegte Potential also positiv ist. Sauerstoff, der seinerseits eine
Inaktivierung der Hydrogenase bewirkt, konnte die Verdringung des SO9 durch
den stets vorhandenen Wasserstoff verzégern und daher zu einer Verstirkung
der Inaktivierung fithren.

Um die schwierige anaerobe Inaktivierung der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vul-
garis Miyazaki F und diese Beobachtungen zu verstehen, miissen die hier darge-
stellten einleitenden und vorbereitenden Experimente ausgedehnt und erweitert
werden. Erginzend sind Erkenntnisse anderer Techniken wie z.B. der Rontgen-
kristallographie oder der EPR-Spektroskopie notwendig, um ein schliissiges Bild

der oxidierten Zustinde und der Aktivierung zu erhalten.
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7.6 Aerobe Inaktivierung

7.6.1 Ergebnisse

Kommt die Hydrogenase in Beriihrung mit Sauerstoff, fithrt dies unverziiglich
zu einem Verlust der katalytischen Aktivitdt; ein ProzeB, der als aerobe Inakti-
vierung bezeichnet wird. Abbildung 7.9A zeigt ein zyklisches Voltammogramm,
bei dem wihrend der ersten Hilfte des Durchlaufes bei einem Potential von 50
mV Sauerstoff injiziert wurde; sofort kam es hier zu einem Absinken des Stro-
mes auf 0 A, da das Enzym oxidiert und damit inaktiviert wurde. In der zweiten
Hilfte des Durchlaufes in reduktiver Potentialrichtung wurde das Enzym reak-
tiviert, was sich im zyklischen Voltammogramm in einem Anstieg des Stromes
bemerkbar macht. Dieser Anstieg kann zur Bestimmung des Umschaltpoten-
tials Egyiten dieses Prozesses verwendet werden. Hierzu wurde ein Experiment
durchgefiihrt, bei dem die Hydrogenase bei einem Potential von 42 mV durch die
Zugabe von Sauerstoff zum Reaktionsansatz inaktiviert wurde. Das Potential
wurde weitere 10 min bei 42 mV gehalten, so dal das Enzym nicht reaktivie-
ren konnte, jedoch Zeit genug war, um den Sauerstoff durch Wasserstoff aus
der Pufferlosung zu verdringen. Dann wurde ein zyklisches Voltammogramm
aufgenommen, welches in Abbildung 7.9B dargestellt ist. Zur Bestimmung des
Umschaltpotentials wurde von dessen erster Hélfte die erste Ableitung gebildet
(graue Kurve in Abbildung 7.9B); man erhilt damit einen Wert von —91 +
3 mV.

Eine genauere Untersuchung der aeroben Inaktivierung erfolgte durch ein chro-
noamperometrisches Experiment. Hierbei wurde das Enzym zunéchst fiir 60 s
bei —588 mV aktiviert. Anschliefend wurde das Potential auf ~108 mV einge-
stellt und weitere 60 s dort gehalten. Nun folgte die Inaktivierung, zu der das
Potential auf einen Wert von 42 mV eingestellt wurde und gleichzeitig mit die-
sem Potentialschritt 200 pl Oz-gesittigter Puffer zum Reaktionsansatz gegeben
wurden. Nach einer Zeit von 600 s, in der der iiberschiissige Sauerstoff durch
den Wasserstoff-Gasstrom entfernt wurde, wurde das Potential wieder ernied-
rigt, um das Enzym zu reaktivieren. Abbildung 7.10 zeigt den Stromverlauf im
Falle eines Reaktivierungspotentials von —108 mV. Mit Zugabe des Sauerstof-
fes bei oxidierendem Potential verschwand der katalytische Strom vollstindig.
Sobald das Potential jedoch reduziert wird, flo} wieder ein Strom, d.h. daf} das
Enzym reaktiviert wurde. Hierbei ist eine schnelle und eine langsame Phase

der Reaktivierung zu erkennen. Nach Erreichen eines Maximalwertes sank die
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Abbildung 7.9: Aerobe Inaktivierung der [NiFe]-Hydrogenase. A: Zyklisches Voltammo-
gramm eines Hydrogenase-Films, der bei einem Potential von 50 mV durch Injektion
von QOs-gesittigtem Puffer inaktiviert wurde. In reduktiver Richtung ist die Reakti-
vierung erkennbar. B: Zyklisches Voltammogramm der inaktiven Hydrogenase. Vor
Beginn der Datenaufnahme wurde das Enzym durch Zugabe von 200 ul O»-geséttig-
tem Puffer inaktiviert. Aus dieser Kurve wurde mittels der ersten Ableitung dI/dE das
Umschaltpotential Egyier, bestimmt (graue Kurve). Es ist durch die vertikalen Balken
markiert. Experimentelle Bedingungen: Aufnahmegeschwindigkeit 2 mV/s (A), bzw.
1 mV/s (B), Rotationsrate der Elektrode 2500 rpm, pH=6,0, T=298 K, py,=1 bar.
In beiden Voltammogrammen zeigen die Pfeile die Richtung der Potentialverdnderung

an.
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Abbildung 7.10: Strom-Zeit-Diagramm eines chronoamperometrischen Experiments zur
aeroben Inaktivierung. Die Rotationsgeschwindigkeit der Elektrode betrug 2500 rpm.
Bei einem Potential von 42 mV wurde das Enzym durch Zugabe von Sauerstoff inak-

tiviert. Eine Beschreibung der Potentialschritte befindet sich im Text.

Aktivitat kontinuierlich ab. Zudem 148t die Hohe des Stroms nach der Reakti-
vierung erkennen, daf§ die Aktivitit nicht vollstindig wieder hergestellt werden
konnte. Ein Verlust von ca. 35% weist auf eine hohe Sauerstoffempfindlichkeit
hin.

Das oben erlduterte Experiment wurde erweitert, um die Reaktivierung der
Hydrogenase zu studieren. Hierzu wurde das Reaktivierungspotential, welches
dem letzten Potentialschritt dieser chronoamperometrischen Folge entspricht,
variiert. Die entsprechenden Strom-Zeit-Verldufe zeigt Abbildung 7.11. Durch
die Normierung des Stroms auf den Wert bei einem Zeitpunkt t=71 s kurz
nach dem Potentialschritt auf -108 mV ist es moglich, den Einflul des Reak-
tivierungspotentials auf den Anteil an reaktiviertem Protein zu untersuchen.
Hier zeigte sich, dal ein abnehmendes Reaktivierungspotential einen immer
grofleren Aktivitédtsverlust verursacht. Bei einem Reaktivierungspotential von
—108 mV oder grofler lassen sich deutlich beide Phasen ausmachen, wihrend
ein Reaktivierungspotential von —158 mV oder kleiner dazu fiihrt, dafl die Re-

aktivierungskinetik keine langsame Phase mehr aufweist.
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Abbildung 7.11: Einfluf} des Reaktivierungspotentials auf die Hohe der Reaktivierung
und die Reaktivierungsphasen. Dargestellt sind die Strom-Zeit-Verldufe chronoampe-
rometrischer Experimente, die mit denen aus Abbilung 7.10 iibereinstimmen. Lediglich
das Reaktivierungspotential wurde variiert. Im Falle der Reaktivierungspotentiale von
—208 mV und —258 mV betrug die Dauer des zweiten Potentialschritts (-158 mV) 100 s
anstatt 60 s. Fiir jede Messung wurde ein neuer Proteinfilm generiert. Zur Vergleich-
barkeit des Reaktivierungsanteils sind die Stromverliufe auf den Strom beim Zeitpunkt
t=71 s normiert. Dieser Zeitpunkt wurde gewihlt, da die Elektrode nach dem Poten-
tialschritt von ~558 mV auf ~108 mV bei t=60 s 10 s zur Aquilibrierung benétigt [64].

7.6.2 Diskussion

Das Umschaltpotential Egyitcn, welches den Punkt angibt, bei dem die Hydro-
genase vom Sauerstoff-inaktivierten Zustand in den aktiven Zustand wechselt,
befindet sich mit —91 &+ 3 mV bei einem pH-Wert von 6,0 in dem Bereich, der
schon fiir die anaerobe Reaktivierung gefunden wurde (s. Kapitel 7.4) und der
anhand der FTIR-spektroelektrochemischen Ergebnisse als das Mittelpunkts-
potential der Ubergiinge Ni-A/Ni-SU und Ni-B/Ni-SI identifiziert wurde. Die
Tatsache, dal dieser Wert um 17 mV hoher ist als das Umschaltpotential der
anaeroben Reaktivierung koénnte darauf hindeuten, daf§ der hier betrachtete
Ubergang hauptsichlich dem Ni-A /Ni-SU-Ubergang entspricht, da das spektro-
elektrochemisch bestimmte Mittelpunktspotential von 96 + 5 mV (pH 6,0) mit
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7.6 Aerobe Inaktivierung

diesem eine héhere Ubereinstimmung aufweist als das Mittelpunktspotential des
Ubergangs Ni-B/Ni-SI (-105 mV bei pH 6,0). Die Argumentation kann dahin-
gehend erweitert werden, dafl demzufolge im Falle der anaeroben Reaktivierung
der Ubergang Ni-B /Ni-SI dominiert, da hier ein Umschaltpotential von —108 +
3 mV bei pH 6,0 bestimmt wurde.

Einen Hinweis auf die Anwesenheit des Zustandes Ni-A bei der aeroben Inak-
tivierung liefert das Vorhandensein einer langsamen Phase in der Reaktivie-
rungskinetik. Fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum, bei der bei aerober
Reaktivierung ebenfalls zwei Phasen identifiziert wurden, wurde gezeigt, dafl
die langsame Reaktivierung mit EPR-Experimenten zur Aktivierung des Zu-
standes Ni-A [70] im Einklang steht. Interessanterweise ist das Auftreten einer
langsamen Phase jedoch abhingig vom Reaktivierungspotential. Da das Inakti-
vierungspotential in allen betrachteten Féllen gleich ist, kann man davon ausge-
hen, daf} die Ausgangsituation identisch ist und daf} beide oxidierten Zustinde
Ni-A und Ni-B prisent sind. Ist der Elektronendruck héher, wie dies bei einem
negativen Potential der Fall ist, reaktiviert nur der Zustand Ni-B. Bei gerin-
gerem Elektronendruck hingegen reaktiviert zuerst der Zustand Ni-B mit einer
schnellen Rate und danach der Zustand Ni-A mit einer langsamen Rate.

Die Untersuchungen der aeroben Inaktivierung und Reaktivierung belegen deut-
lich die Sauerstoffempfindlichkeit der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyaz-
aki F, die sich in einem geringen Anteil des Enzyms duflert, der nach der aeroben
Inaktivierung durch Reduktion in Anwesenheit von Sauerstoff reaktiviert wer-
den kann. In Abbildung 7.10 ist dies durch die gestrichelte Linie oberhalb der
Stromkurve angedeutet, die den Ausgangsstromwert markiert und damit die
Hohe des Stroms, zu der der Proteinfilm ohne Aktivitétsverlust zuriickkehren
sollte. Auf diesen Wert wurden die Strom-Zeit-Verldufe in Abbildung 7.11 nor-
miert, so dafl die Hohe der Stromkurven nach der Reaktivierung den Anteil an
reaktiviertem Enzym widerspiegelt. Mindestens 40% des Proteins denaturieren
durch den Kontakt mit Sauerstoff innerhalb von 10 min, wobei hier beriick-
sichtigt werden muf}, dal ein geringer Anteil der Aktivitdt dadurch verloren
geht, daf nicht alle Proteinmolekiile dauerhaft an der PGE-Elektrode adsorbie-
ren. Dieser Aktivitédtsverlust ist unabhéngig von der Sauerstoffeinwirkung und
kann auch im Fall der anaeroben Experimente beobachtet werden; sein An-
teil betragt etwa 10% (s. Abbildung 7.7). Mit einer maximalen Reaktivierung
von etwa 60% ist die Hydrogenase deutlich empfindlicher gegeniiber Sauerstoff
als z.B. die Hydrogenase aus A. vinosum [70]. Die Sauerstoffempfindlichkeit
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7 Proteinfilmvoltammetrie an der [NiFe]-Hydrogenase

verschiedener [NiFe]-Hydrogenasen kann in die folgende Reihenfolge gebracht

werden [6]:

R. eutropha < A vinosum D. gigas D. vulgaris

Sauerstoffempfindlichkeit

Vergleicht man diese Reihenfolge mit dem Lebensraum der einzelnen Orga-
nismen (s. Abbildung 7.12), ergibt sich ein unmittelbarer Zusammenhang. Je
geringer die Sauerstoffempfindlichkeit der [NiFe]-Hydrogenase ist, desto expo-
nierter ist der Lebensraum fiir Sauerstoff. Als aerobes, Stickstoff-fixierendes
Bakterium lebt R. eutropha in den aeroben Bereichen eines aquatischen Ha-
bitates, die Schwefelpurpurbakterien, zu denen A. wvinosum gehort, befinden
sich im Grenzgebiet zwischen aerober und anaerober Zone, wihrend die Schwe-
felreduzierer der Gattung Desulfovibrio die tiefen anaeroben Zonen besiedeln
(Abbildung 7.12). Dementsprechend hat sich im Laufe der Evolution eine Tole-
ranz der anaeroben Bakterien gegeniiber Sauerstoff entwickelt, die sowohl Mo-
difikationen des aktiven Zentrums betreffen als auch die Zuginglichkeit des
aktiven Zentrums fiir Gasmolekiile durch verdnderte Aminosduren beeinflus-
sen. Die 16sliche [NiFe]-Hydrogenase aus R. eutropha besitzt z.B. zusitzliche
Cyanid-Liganden am Nickel und am Eisen [16, 52, 117], wihrend die regula-
torische [NiFe]-Hydrogenase Mutationen an Positionen aufweist, die bei den

verschiedenen Sulfatreduzierern konserviert sind [21].
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Abbildung 7.12: Zonen eines aquatischen bakteriellen Okosystems (verindert nach [24]).
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7.7 Zusammenfassung

Die proteinfilmvoltammetrischen Experimente an der [NiFe]-Hydrogenase aus
D. vulgaris Miyazaki F konnten durch den Vergleich mit der bereits intensiv un-
tersuchten [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum markante Unterschiede zwischen
diesen beiden zur Gruppe der Standardhydrogenasen gehérenden Enzyme be-
legen. Trotz identischer aktiver Zentren verhalten sie sich im Hinblick auf Inak-
tivierung und Reaktivierung unterschiedlich. Zudem ergaben sich Hinweise auf
die Natur des Briickenliganden in Ni-A, der im Falle der [NiFe]-Hydrogenase aus
D. vulgaris ein SO4 sein konnte. Auch auf der Basis von Rontgenstrukturanaly-
sen wird das Vorhandensein einer Schwefeloxidspezies im Zustand Ni-A postu-
liert, wobei hier angenommen wird, daf§ ein SO-Molekiil an das Nickel bindet
und sich ein Sauerstoffatom in der Nihe des Cysteins Cys546 befindet [93]. Die
Proteinfilmvoltammetrie erweitert somit das Verstdndnis der spezifischen Un-
terschiede der einzelnen [NiFe]-Hydrogenasen in bezug auf ihr Inaktivierungs-
und Reaktivierungverhalten und ihre Sauerstoffempfindlichkeit, die in direktem
Zusammenhang mit der evolutionidren Anpassung der Hydrogenasen an den Le-
bensraum des Bakteriums steht. Ein endgiiltiges Verstindnis der Prozesse setzt
allerdings weiterfithrende elektrochemische und spektroskopische Experimente
voraus, als deren Ideengeber die hier diskutierten Ergebnisse dienen werden.
So mufl unter anderem spektroskopisch und durch Roéntgenstrukturanalysen
bestétigt werden, ob SO2 oder SO tatséichlich als Briickenligand im oxidierten
Zustand Ni-A bindet und eine anaerobe Inaktivierung auslost. Zudem gilt es
zu verstehen, warum die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F sich
anaerob nicht wie die Standardhydrogenasen anderer Spezies inaktivieren 148t
und ob die katalytische Aktivitat, die sie im Bereich oxidativer Spannungen
aufweist, eventuell auf einer extrem hohen Affinitdt zum Substrat Wasserstoff
beruht, und ob das Enzym bei Spannungen oberhalb von 300 mV seine Akti-

vitat einstellt.
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8 Wellenldangenabhangigkeit der
Photokonversion Ni-C — Ni-L

Neben den Redoxzustdnden, von denen eine Beteiligung am katalytischen Pro-
zess der [NiFe]-Hydrogenase vermutet wird, gibt es einen weiteren Zustand, der
allerdings physiologisch nicht relevant ist. Dieser Zustand, der mit Ni-L be-
zeichnet wird, 148t sich anreichern, indem die [NiFe]-Hydrogenase im Zustand
Ni-C bei Temperaturen unterhalb von 100 K mit weiflem Licht bestrahlt wird,
und ist bei diesen Temperaturen stabil. Eine Erwarmung iiber 100 K fiihrt da-
zu, daf} der Ni-C-Zustand wieder gebildet wird. Die Entstehung des Zustandes
Ni-L ist von einer Anderung des EPR-Signals begleitet. Es zeichnet sich durch
einen g-Tensor mit den g-Werten 2,30; 2,12 und 2,01 aus. Der zusétzliche Ni-L-
Zustand mit einem relativ kleinen Anteil am EPR-Spektrum ist ein transienter
Zustand, der wihrend des Ubergangs von Ni-C zu Ni-L entsteht [37]. Bei [NiFe]-
Hydrogenasen verschiedener Spezies sind bis zu drei verschiedene Ni-L-Formen
entdeckt und beschrieben worden [84,85,118].

Fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus A. wvinosum wurde gezeigt, dafi die Photo-
konversion, d.h. die Entstehung von Ni-L aus Ni-C durch Belichtung, in D2O
nahezu sechs mal langsamer ablduft als in HoO [118]. AuBerdem konnte fiir
die [NiFe]-Hydrogenasen aus Thiocapsa roseopersicina [123], Ralstonia eutro-
pha [20], D. gigas [39] und D. vulgaris Miyazaki F [42] nachgewiesen werden,
daB die groBe Protonenkopplung, die mittels "H-ENDOR im Zustand Ni-C ge-
messen wurde, im Zustand Ni-L nicht mehr vorhanden ist. Dies deutet darauf
hin, daf} an der Photoreaktion die Bewegung eines Protons beteiligt ist. Es wur-
de postuliert, dafl die Position des Briickenliganden zwischen Nickel und Eisen
im Zustand Ni-L unbesetzt bleibt [20,43,123]. Diese Annahme wird durch re-
lativistische DFT-Rechnungen unterstiitzt, bei denen versucht wird, die Para-
meter, die ein EPR-Spektrum charakterisieren (z.B. den g-Tensor), korrekt zu
berechnen. Bei den Zusténden Ni-C und Ni-L gelingt dies am besten unter der

Annahme, daB das Nickel im Zustand Ni-C formal die Oxidationsstufe Ni'™! und
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im Zustand Ni-L formal die Oxidationsstufe Ni! besitzt und der Briickenligand
zwischen Nickel und Eisen im Zustand Ni-C ein Hydrid (H™) ist, wihrend im
Zustand Ni-L die Briickenposition unbesetzt bleibt [43].

Obwohl der Zustand Ni-L durch EPR-spektroskopische Messungen schon detail-
liert untersucht wurde [36,37,84,85,118,123], ist das Wissen um die Entstehung
dieses Zustandes darauf begrenzt, dafl dazu Licht des sichtbaren Spektralberei-
ches verwendet werden muf. Daher wurde der Photoprozef} in Abhéngigkeit der
eingestrahlten Wellenléinge untersucht, sowie zur ndheren Charakterisierung der
beteiligten Ubergiinge die UV /VIS-Spektren des reduzierten und oxidierten En-

zyms eingehender betrachtet.

8.1 Probenvorbereitung

8.1.1 EPR-Spektroskopie

80 pl einer Hydrogenase-Losung der Konzentration 1,5 mM werden in ein EPR-
Rohrchen von 3 mm Innendurchmesser (X-Band-Roéhrchen) gefiillt und der
Losung ein Riihrfisch hinzugefiigt. Das Rohrchen wird mit einem kurzen Stiick
Silikonschlauch versehen, welcher mit einem Glas- oder Plastikstopfen verschlos-
sen ist. Uber eine Kaniile, die durch den Silikonschlauch gestochen wird, steht
die Atmosphére des Rohrchens in Verbindung mit dem Gasverteilungssystem.
Zunéchst wird das Rohrchen iiber die am Gasverteilungssystem angeschlossene
Vakuumpumpe vorsichtig evakuiert. Anschlieend wird Wasserstoffgas einge-
lassen und die Hydrogenase-Losung so fiir 6 h bei 100% Ho aktiviert. Wihrend
dieser Zeit wird in gleicher Art und Weise einmal pro Stunde ein Gasaustausch
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dafy die Hydrogenase nur mit Wasserstoffgas
in Beriihrung kommt, und um eventuell eindrigende Luft zu entfernen. Danach
wird der Riihrfisch entfernt und die Losung im Rohrchen sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Hydrogenase befindet sich nun im Zustand Ni-C; wei-
tere EPR-aktive Zustéinde sind nicht prasent. Vor der Durchfithrung einer jeden
Messung wird die Probe vollstindig in den Ni-C-Zustand iiberfiihrt, indem sie
10 min in fliissigem Ethanol bei 200 K inkubiert wird. Bei dieser Temperatur
ist der Ni-L-Zustand nicht mehr stabil und Molekiile, die sich im Ni-L-Zustand
befinden, gehen in den Ni-C-Zustand zuriick. Noch im Dunkeln wird die Probe

in das Spektrometer eingebaut und anschliefflend gemessen.
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8.2 Durchfiihrung

8.1.2 UV/VIS-Spektroskopie

1 ml Hydrogenase-Losung der Konzentration 30 uM werden in eine Quartz-
Kiivette gefiillt, die eine Schichtdicke von 1 cm besitzt. Die Kiivette wird mit
einem Stopfen von der Auflenatmosphére getrennt und in gleicher Weise wie eine
Probe fiir die EPR-Spektroskopie (vgl. Kapitel 8.1.1) aktiviert. Danach wird das
Spektrum der Probe gegen eine Referenz (Probenpuffer ohne Hydrogenase) im

UV/VIS-Spektrometer aufgenommen.

8.2 Durchfiihrung

8.2.1 Messprinzip

Die EPR-Messungen wurden bei einer Frequenz von 9,7 GHz (X-Band) bei
einer Temperatur von 40 K durchgefithrt. Diese Temperatur wurde gewahlt,
da hierbei der Anteil des transienten Ni-L-Zustandes sehr gering ist, was die
Datenanalyse vereinfacht. Zudem kommt es bei tieferen Temperaturen zu einer
Spinkopplung des Nickels mit dem proximalen [4Fe4S]-Cluster, die zu einer Auf-
spaltung des EPR-Signals fithrt [50]. Nach Aufnahme eines ersten Spektrums
ohne Belichtung wird die Probe bei einer definierten Wellenléinge angeregt. Die
Anregung erfolgt durch einen OPO (optical parametric oscillator)-Laser mit
einer Repetitionsrate von 10 Hz, der von einem Nd:YAG-Laser gepumpt wird.
Die Energie des Lichtes, das die Probe anregt, wird kurz vor dem Auftreffen
auf die Probe mittels eines Powermeters gemessen.

Die Photokonversion wird anhand des Verschwindens des g,-Signals des
Ni-C-Zustandes untersucht, da es im EPR-Spektrum unabhéngig von den an-
deren Signalen auftritt und nicht mit anderen Signalen des Ni-C- oder Ni-L-
Zustandes iiberlappt. Das Verschwinden dieses Signals wird auf zwei Arten de-
tektiert. Zum einen wird die dunkel-adaptierte Probe mit verschiedenen Wel-
lenléingen belichtet, deren Energie so gewéhlt ist, dafl die Anzahl an Photonen
mit der Anzahl iibereinstimmt, die bei einer Wellenléinge von A = 630 nm und
einer Energie von 2,6 mJ pro Laserpuls (Pulslinge: 6 ns) vorhanden ist. Die

Energie einer Wellenldnge A wird berechnet nach:

P(\) = P(630) ? (8.1)

Wihrend einer Messdauer von drei Stunden wurde das EPR-Signal an der

Position des magnetischen Feldes aufgenommen, die dem g,-Signal des Ni-C-
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8 Wellenldngenabhéngigkeit der Photokonversion Ni-C — Ni-L

Zustandes entspricht (By = 317,8 mT). Auf diesem Wege wurden 4096 Daten-
punkte im Abstand von 2,6 s aufgenommen.

Zum anderen wurde die Photokonversion durch Aufnahme kompletter EPR-
Spektren wihrend einer Illuminationsdauer von 2 Stunden verfolgt. Der Zeitab-
stand der Einzelspektren betrigt 5 min; die Aufnahmedauer eines Spektrums
in einem Magnetfeldbereich von 260 bis 360 mT betrigt 42 s. Mit dieser Me-
thode wurden verschiedene Wellenldngen im Bereich von 355 nm bis 1064 nm
in einem Abstand von 50 nm untersucht. Die Energie des Lichtes betrug dabei

5,6 mJ pro Puls.

8.2.2 Datenanalyse

Zur Berechnung der Photokonversion von Ni-C nach Ni-L wurden die Daten
verwendet, die durch Anwendung der ersten Methode gewonnen wurden. Thr

lag folgende Gleichung zugrunde:

Photokonversion = (1 - —) - 100% (8.2)

wobei die Amplitude I (t = 0o) des g,-Signals des Ni-C-Zustandes extrapoliert
gegen eine unendliche Belichtungsdauer durch Anpassen der Datenpunkte mit
einer exponentiellen Funktion bestimmt wurde.

Der Vorteil der zweiten Methode ist, dafy die EPR-Signale simtlicher Zusténde
in einem Spektrum aufgenommen wurden; Nachteil ist jedoch eine geringe zeit-
liche Ungenauigkeit, die sich aufgrund der Aufnahmedauer eines Spektrums
ergibt.

Zur Kontrolle, dafl die Messungen innerhalb des linearen Teils der S&ttigungs-
kurve durchgefiihrt wurden, wurde die Photokonversion bei 630 nm und 355 nm
bei vier verschiedenen Energien gemessen und gegen die eingestrahlte Energie
aufgetragen. Dies bestéitigte, dafl erst oberhalb einer Energie von 5 mJ pro Puls
der Sattigungsbereich erreicht wurde, in dem durch Erhéhung der Energie kei-
ne hohere Photokonversion erzielt werden konnte. Sémtliche Messungen wurden
mit geringerer Energie durchgefiihrt.

Der Fehler sdmtlicher Messungen, der hauptsichlich auf der Reproduzierbar-
keit der optischen Einstellungen und auf der Ungenauigkeit des Powermeters

beruhte, wurde auf 7% abgeschitzt.
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8.3 Das Aktionsspektrum des Konversionsprozesses

8.3.1 Ergebnisse

Die Reduktion der [NiFe]-Hydrogenase mit Wasserstoffgas fithrte zu der Entste-
hung des Ni-C-Zustandes, dessen EPR-Spektrum durch die g-Werte g, = 2, 20,
gy = 2,14 und g, = 2,01 charakterisiert ist (Abbildung 8.1A). Nach der
30 miniitigen Belichtung der Probe auflerhalb des Spektrometers bei 77 K mit
dem weiflen Licht einer Projektorlampe (250 W) verschwand das Ni-C-Signal
vollstindig, und das Signal des Ni-L-Zustandes konnte gemessen werden. Das
EPR-Spektrum des Ni-L-Zustandes ist durch die g-Werte g, = 2,30; g, = 2,12
und g, = 2,05 charakterisiert (Abbildung 8.1A). Wurde hingegen die Probe fiir
kurze Zeit (10 min) innerhalb des Spektrometers belichtet, konnte ein zusitz-
liches Signal beobachtet werden, charakterisiert durch die g-Werte g, = 2, 26;
gy = 2,11 und g, = 2,05. Dieses wurde einem transienten licht-induzierten Zu-
stand zugeordnet. Die hier beobachteten Ni-L-Spektren gleichen denen, die fiir
[NiFe]-Hydrogenasen anderer Spezies beschrieben wurden (A. vinosum [118],
D. gigas [84,85], D. fructosovorans und Desulfomicrobium baculatum [84]). Wei-
terhin erkennt man in den Spektren (vgl. Abbildung 8.1) ein isotropes Signal
bei g = 2,01. Dieses Signal stammt vom reduzierten [3Fe4S]-Cluster und iiber-
lappt mit der g,-Komponente des Ni-C-Signals (Abbildung 8.1A).

Die Entstehung des Ni-L-Zustandes wurde bei verschiedenen Wellenldngen be-
obachtet, indem wahrend der Belichtungsdauer von 2 Stunden im Abstand von
5 min EPR-Spektren aufgenommen wurden. Eine Auswahl solcher Spektren,
die bei einer Anregungswellenldnge von 630 nm und einer Anregungsenergie
von 5,6 mJ pro Puls aufgenommen wurden, zeigt Abbildung 8.1B. Die Abnah-
me des Ni-C-Signals ist hierbei proportional zur Zunahme des Ni-L-Signals, wie
dies auch bei der Anregung einer solchen Probe mit weilem Licht beobachtet
wurde, und erhéhte sich monoton mit zunehmender Belichtungsdauer. Bei der
Mefitemperatur von 40 K erschien der transiente Ni-L-Zustand zu sehr gerin-
gem Anteil in allen Spektren. Die Intensitéit seines g,-Signals erhohte sich in
den ersten 15 min der Belichtung, verringerte sich jedoch bei lingerer Belich-
tungsdauer. Diese Beobachtung bestitigt frithere Untersuchungen, bei denen
gezeigt wurde, dafl dieser Zustand ein transienter Zustand ist, der vornehmlich
bei niedrigeren Temperaturen und kurzen Belichtungszeiten auftritt [37,84].
Aufgrund des Vorhandenseins mehrerer Ni-L-Zustéinde wurde zur Analyse der

Photokonversion bei verschiedenen Anregungswellenlingen die Abnahme des
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Abbildung 8.1: A: EPR-Spektren im X-Band (a) des Zustandes Ni-C und (b) des Zu-
standes Ni-L nach Belichtung der Probe auflerhalb des Spektrometers mit weiflem Licht
bei 77 K fiir 20 min und (c) einer Mischung der Zustinde Ni-C und Ni-L sowie des
transienten Ni-L-Zustandes nach Belichtung der Probe fiir 10 min innerhalb des Spek-
trometers. Das Signal des reduzierten [3Fe4S]-Cluster ist mit * gekennzeichnet. Expe-
rimentelle Bedingungen: Mikrowellenfrequenz 9,76 GHz, Mikrowellenstéirke 3,13 mW,
Modulationsfrequenz 100 kHz, Modulationsamplitude 1 mT.

B: Serie von EPR-Spektren, die wihrend der Anregung der Hydrogenase bei T=40 K
mit A = 630 nm und 5,6 mJ pro Puls aufgenommen wurden. Experimentelle Bedingun-
gen: Mikrowellenfrequenz 9,77 GHz, Mikrowellenstirke 2 mW, Modulationsfrequenz
100 kHz, Modulationsamplitude 0,5 mT.
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Ni-C-Signals herangezogen. Hierzu wurde eine Serie von Experimenten durch-
gefiihrt, bei der nur das g,-Signal des Ni-C-Zustandes betrachtet wurde (g, = 2, 20;
By = 317,8 mT). Dieses Signal iiberlappt mit keinem anderen Signal anderer
Redoxzustinde oder der [FeS]-Cluster. Abbildung 8.2 zeigt beispielhaft zwei
Kurven, die die Abnahme der g,-Komponente des Ni-C-Signals darstellen. Sie
wurden bei 530 nm und 870 nm aufgenommen und auf die EPR-Intensitét
bei t=0 (d.h. die Probe befand sich vollstindig im Zustand Ni-C) normali-
siert. Durch diese Kurven wird deutlich, dafl die Photokonversion bei einer
Wellenléinge von 870 nm langsamer ist als bei Anregung mit Licht der Wel-
lenlinge A =530 nm. Uberraschenderweise kann die Kurve bei 870 nm am be-
sten mit einer mono-exponentiellen Abnahme angefittet werden, wahrend zur
Darstellung der Kurve bei 530 nm eine tri-exponentielle Funktion benotigt wird.
Die Analyse aller Messungen ergab, dafl die Photokonversion mit drei Zeitkon-
stanten bei Anregung mit Wellenldngen unterhalb von 780 nm und mit einer
Zeitkonstante bei Anregung oberhalb von 780 nm ablduft. Die Zeitkonstante
bei Anregung oberhalb von 780 nm erhoéhte sich von 110 min bei A = 780 nm
bis zu 162 min bei A = 870 nm, was bedeutet, dafl die Erzeugung von Ni-L
mit geringer werdender Anregungsenergie immer schwieriger wird. Es wurde
zudem versucht, die Riickreaktion dieser Photokonversion zu untersuchen, d.h.
ausgehend vom Zustand Ni-L wieder in den Zustand Ni-C zuriick zu gelangen,
indem eine lichtadaptierte Probe im Ni-L-Zustand (erreicht durch Belichtung
aulerhalb des Spektrometers mit weiflem Licht) mit Licht verschiedener Wel-
lenléingen bei 40 K beleuchtet wurde. Bei keiner Wellenléinge zwischen 355 nm
und 900 nm konnte ein Ni-C-Signal beobachtet werden.

Trigt man die Photokonversion, also den prozentualen Anteil der in Ni-L um-
gewandelten Molekiile, gegen die Anregungswellenléinge auf, erhilt man ein so-
genanntes Aktionsspektrum, das in Abbildung 8.3 dargestellt ist. Dieses Spek-
trum ist sehr breit und iiberspannt fast den gesamten Bereich des sichtbaren
Lichtes. Die maximal erreichte Konversion von 75% wurde bei Anregung mit
Licht der Wellenldngen 550 nm < A < 700 nm erreicht. Im nahen Infrarotbe-
reich (A > 900 nm) nahm die Konversion ab und bei einer Wellenldnge von
A > 1050 nm fand keine Photokonversion mehr statt. Wurde hingegen hoher
energetisches Licht zur Anregung benutzt (550 nm < A < 350 nm), verringerte
sich die Konversion von 65% auf 35%. Dariiber hinaus lassen sich lokale Maxi-
ma bei 590 nm, 700 nm und 850 nm erkennen. Obwohl wahrend der Messungen

auf eine vollstdndige Belichtung der kompletten Probe geachtet wurde, konnte
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Abbildung 8.2: Abnahme des EPR-Signals des Zustandes Ni-C aufgenommen bei g,
(g = 2,20; Bp=317,8 mT) wihrend der Belichtung der Probe bei einer Wellenlinge
von 530 nm und 870 nm. Die Kurven wurden mit exponentiellen Funktionen dritter
Ordnung im Falle von A=530 nm und erster Ordnung im Falle von A=870 nm ange-
fittet. Die Fitkurven sind in der Abbildung nicht dargestellt, da sie den Kurven exakt
folgen (Standardabweichung 025, . = 0,04; 02,0 ,m = 0,02). Die experimentellen Be-

dingungen entsprachen denen in Abbildung 8.1B.

bei keiner der zur Anregung benutzten Wellenlingen eine Konversion von 100%
erzielt werden. Dies konnte zum einen auf dem Effekt der Spektrophotoselekti-
on beruhen, sowie zum anderen mit der Benutzung von polarisiertem Licht be-
griindet werden. Dies impliziert, dafy die Molekiile, die so orientiert sind, daf} ihr
Ubergangsdipolmoment parallel zum k-Vektor der einfallenden Photonen und
damit im rechten Winkel zur Ebene des Polarisationsvektors ausgerichtet sind,
nicht angeregt werden und im Ni-C-Zustand verbleiben. Werden Streuungsef-

fekte vernachléssigt, berechnet sich die maximal mogliche Konversion nach:

N

Ff sin?0dfd¢
0 (8.3)

™

o W |9

[ sinfdfd¢
0

Hierbei sind @ und ¢ Polarwinkel;  ist der Winkel zwischen dem Ubergangs-

dipolmoment und dem k-Vektor des eingestrahlten Photons. Die maximal er-
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8.3 Das Aktionsspektrum des Konversionsprozesses

Tabelle 8.1: Zeitkonstanten t; (min) und relative Amplituden (%), angegeben in Klam-
mern, die die Fits charakterisieren, mit denen die Abnahme des Ni-C-Signals bei jeder
gemessenen Wellenldnge beschrieben werden kénnen. Der Fehler der Zeitkonstanten t;
und te betrug £+ 0,1 min, der der Konstanten t3 + 1 min. Die Konstante yq gibt die
Amplitude der g,-Komponente des Ni-C-EPR-Signals bei t=00 an, d.h. den nicht zu
Ni-L umgewandelten Anteil der Molekiile.

A (nm) Yo t1 to t3

355 69.8 22 (66) 203 (84) 1498 (15,1)
430 525  27(70) 159 (9,7) 94,2 (30,9)
480 42 28 (75) 191 (148) 1295 (33,5)
530 283 24 (140) 202 (322)  110,0 (34,5)
580 240 2,5 (10,5) 18,7 (20,4)  100,9 (45,1)
630 30,8 40 (102) 26,0 (164) 110,0 (42,5)
680 287 29(33) 99 (140)  110,0 (54,1)
750 458 1,5 (0,0003) 80 (144) 80,5 (39.8)
780 70 30 (36) 244 (52) 1100 (20,2)
830 60,3 114,7 (39,7)
870 75.9 162,7 (24,0)
930 55,3 (9,3)

@ Wert der Zeitkonstante unterliegt einem grofien Fehler aufgrund

der geringen Konversion.

reichbare Konversion betrigt 78,5% und ist durch eine horizontale Linie in

Abbildung 8.3 angedeutet.

8.3.2 Diskussion

Die Abnahme des Ni-C-Signals wihrend der Belichtung der Probe mit Licht be-
stimmter Wellenldngen kann durch eine tri-exponentielle Funktion im Bereich
von 350 nm bis 780 nm beschrieben werden. Dahingegen wird nur eine Zeitkon-
stante zur Beschreibung der Vorginge benotigt, wenn das anregende Licht eine
Wellenldnge von A > 780 nm besitzt. Bei allen Wellenléingen wird der Photo-
konversionprozefl von der grofiten Zeitkonstante t3 dominiert (vgl. Tabelle 8.2).
Die beiden anderen Zeitkonstanten werden dazu bendétigt, vor allem den ersten
Teil der Abnahme des Ni-C-Signals korrekt zu beschreiben. Die Beobachtung,

daf} die Zeitkonstante t3 sich iiber den gemessen Spektralbereich kaum &ndert,
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Abbildung 8.3: Photokonversion vom Zustand Ni-C zum Zustand Ni-L in Abhéngigkeit
von der Anregungswellenldnge. Dieses Spektrum reprisentiert das Aktionsspektrum
des Konversionsprozesses (schwarze Kurve). Die Energie des anregenden Lichtes wurde
so gewihlt, dafl die Probe bei jeder Wellenlinge mit der gleichen Anzahl an Photonen
belichtet wurde. Der absolute Fehler eines jeden Datenpunktes betragt 7% Konversion.
Neben dem Aktionsspektrum enthélt die Abbildung das UV /VIS-Spektrum der redu-
zierten Hydrogenase im Bereich von 500 nm bis 800 nm (vgl. Abbildung 8.5), von dem

eine monoexponentielle Hintergrundfunktion abgezogen wurde (rote Kurve).

impliziert, da} die Photokonversion bei allen Wellenlingen mit dem gleichen
Mechanismus stattfindet. Oberhalb einer Wellenlinge von 830 nm vergrofiert
sich t3 entsprechend der verminderten Konversion von Ni-C nach Ni-L. Bei An-
regung der Probe mit Licht einer Wellenldnge, die grofler ist als 1050 nm, reicht
die Energie nicht mehr aus, um eine Photokonversion auszuldsen.

Zur Beschreibung der Abnahme des Ni-C-Signals wihrend der Belichtung dient
das in Abbildung 8.4 dargestellte einfache Modell. Dieses Modell beriicksichtigt
die Zusténde Ni-C und Ni-L und den elektronisch angeregten Zustand Ni-C*,
die an der Photokonversion beteiligt sind. Die Ubergangswahrscheinlichkeiten
zwischen diesen Zusténden werden durch die Konstanten k angegeben. Unter
Beriicksichtigung der Annahme, daf} sich die Ausgangpopulation vollstdndig im
Ni-C-Zustand befindet, 148t sich eine Gleichung formulieren, die die zeitlichen
Vorgénge in allen drei Zusténden beschreibt. Vereinfachend wird angenommen,

daf} die Population des Ni-C*-Zustandes uni-direktional in Richtung des Ni-L-
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8.4 UV/VIS-Spektroskopie an der [NiFe]-Hydrogenase

Abbildung 8.4: Modell zur Beschreibung des Photokonversionsprozesses. Ni-C* symbo-

lisiert den elektronisch angeregten Zustand von Ni-C.

Zustandes reagiert (ko = 0, k3 = 1). In diesem Falle wird die zeitliche Abhingig-

keit des Ni-C-Zustandes durch eine mono-exponentielle Funktion beschrieben:
Nni—c(t) = Nxi—c(0)e 8" (8.4)

Dieses Modell ermoglicht ein Verstédndnis der Photokonversion bei einer Anre-
gungswellenldnge A < 780 nm. Bei langeren Wellenlingen wird die Zeitkonstan-
te grofler, was bedeutet, dafl die Konstante k1 kleiner wird.

Bei grofleren Wellenléngen 148t sich der Prozefi nicht mehr ausreichend durch
Gleichung 8.4 beschreiben. Mogliche Griinde hierfiir kénnen sein, dafl mehr als
ein elektronisch angeregter Zustand existiert oder dafl ein Gleichgewicht zwi-
schen den Zustinden herrscht (kg # 0, k3 # 1). Beide Moglichkeiten wiirden zu
einem multi-exponentiellen Verhalten fiihren. Eine Schwéche des obigen Modells
ist, daf} es die Spektrophotoselektion nicht beriicksichtigt, und dafl angenom-
men wird, daf} die gesamte Population im Zustand Ni-L endet. Im Gegensatz
zur Anregung mit Laserlicht tritt bei Anregung mit weilem Licht einer Projek-
torlampe keine Spektrophotoselektion auf und eine vollstinde Konversion kann

erreicht werden.

8.4 UV/VIS-Spektroskopie an der [NiFe]-Hydrogenase

Die Detektion lokaler Maxima im Aktionsspektrum der Photokonversion war
der AnlaB, die UV /VIS-Spektren der Hydrogenase in ihrer oxidierten und redu-
zierten Form miteinander zu vergleichen. Dies soll Hinweise auf die Grofle der

Extinktionskoeffizienten und dadurch auf die Natur der Ubergiinge geben.
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8.4.1 Ergebnisse

Sowohl von der oxidierten in den Zustinden Ni-A und Ni-B als auch von der
reduzierten Hydrogenase in den Zustidnden Ni-C und Ni-R wurden UV /VIS-
Spektren aufgenommen (Abbildung 8.5). Die UV /VIS-Spektren der [NiFe]-Hy-
drogenasen werden von der Absorption der drei [FeS]-Clustern dominiert [94].
In Tabelle 8.2 sind die Absorptionsmaxima von [3Fe4S]- und [4Fe4S]-Clustern
verschiedener FeS-Proteine in ihrer oxidierten und reduzierten Form zusam-
mengefasst [76]. Das Spektrum der oxidierten [NiFe]-Hydrogenase zeigte eine
breite Absorptionsbande um 420 nm, die durch die oxidierten [4Fe4S]-Cluster
(390 nm) und den oxidierten [3Fe4S]-Cluster (415 nm und 455 nm) verursacht
wird. Die Reduktion des Enzyms fiihrte zu einer Reduktion aller [FeS]-Cluster

und dadurch zu einer Verringerung der Bande bei 420 nm.
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Abbildung 8.5: UV /VIS-Spektren der [NiFe]-Hydrogenase. Dargestellt ist das Spektrum
des oxidierten Enzyms (schwarze Kurve) und des durch Wasserstoffgas reduzierten
Enzyms (rote Kurve). Die eingefiigte Box zeigt eine Vergréfierung des Bereichs von
500 nm bis 900 nm.

Bei Betrachtung der Vergroflerung in Abbildung 8.5 wird deutlich, dafl das
Spektrum des reduzierten Enzyms zwei Banden bei 590 nm und 700 nm be-

sitzt, die im Spektrum des oxidierten Enzyms nicht prasent sind. Dieser Be-
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Tabelle 8.2: UV /VIS-spektroskopische Charakteristika von [FeS]-Clustern in Proteinen,
verdndert nach Lippard&Berg [76]

[FeS]-Cluster Zustand  Formalladung Fe A4 (nm) € (M~ lem™1)

[3Fe4S] oxidiert 3 Fe3*t 415, 455 15600, 13200
3Fe4S reduziert 2 Fe3t, 1 Fe?* 425 9600

[ :

[4Fe4S] oxidiert 2 Fe3t, 2 Fe?*t 390 15200

[4FedS] reduziert 1 Fe3t, 3 Fe?t strukturlos; Absorption ver-

schwindet bei Reduktion

fund wurde schon zuvor publiziert, jedoch nicht weiter analysiert [94]. Um ihre
Extinktionskoeffizienten zu bestimmen, wurde eine exponentielle Hintergrund-
funktion vom Spektrum des reduzierten Enzyms subtrahiert. Das resultierende
Differenzspektrum ist in die Abbildung 8.3 eingefiigt, und die Extinktionskoef-
fizienten wurden mit 1100 M~ 'em ™! und 1400 M~'cm™! bei einem Fehler von
300 M~lem™! bestimmt (vgl. Abbildung 8.3).

8.4.2 Diskussion

Der Vergleich des Aktionsspektrums mit dem UV /VIS-Spektrum zeigt deutli-
che Ubereinstimmungen. Beide Spektren zeigen Absorptionsmaxima bei 590 nm
und 700 nm (vgl. Abbildung 8.3). Zu beobachten ist zudem, daf} sich die Kon-
version vom gelben zum blauen Spektralbereiches verringert, in dem die [FeS]-
Cluster ihr Absorptionsmaximum besitzen. Obwohl diese Beobachtung verdeut-
licht, dafl die Konversion nicht direkt mit diesen grofien Absorptionen gekop-
pelt ist (€gesamt ~ 47000 M~'em™!), konnte sie im blauen Spektralbereich un-
terschitzt werden, da die [FeS]-Cluster viele der auftreffenden Photonen absor-
bieren. Dennoch war es moglich, mit einer Anregungsenergie von 5,6 mJ pro
Puls bei 355 nm den Konversionprozess in gleicher Art und Weise zu séttigen,
wie dies bei 630 nm und 5,6 mJ pro Puls der Fall war. Unter diesen Bedingungen
dnderten sich die zugehorigen Zeitkonstanten nicht. Dies zeigt, dafl der Kon-
versionprozef} nur in sehr geringem Mafle von der Absorption der [FeS]-Cluster
beeinflufit wird. Daraus kann geschlossen werden, dafl die Absorptionsbanden
bei 590 nm und 700 nm, die sowohl im Aktionsspektrum als auch im UV /VIS-
Spektrum entdeckt wurden, sowie die Bande bei 850 nm, die mit geringer In-

tensitit im UV /VIS-Spektrum auftritt, elektronische Uberginge beinhalten, die
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8 Wellenldngenabhéngigkeit der Photokonversion Ni-C — Ni-L

den Konversionsprozefl vom Zustand Ni-C zum Zustand Ni-L antreiben.

Der Ubergang vom Zustand Ni-C zum Zustand Ni-L betrifft hautsichlich die
elektronische und geometrische Struktur des [NiFe|-Zentrums. Es konnte gezeigt
werden, dafl im Zustand Ni-C der Briickenligand zwischen Nickel und Eisen ein
Hydrid ist [20,42,43]. Im Falle des Zustandes Ni-C wird angenommen, daf§ das
freie Elektron des Nickels sich im 3d,2-Orbital befindet, wihrend beim Zustand
Ni-L der Anteil des 3d,>_,2-Orbitals héher ist [79]. Es ist nun naheliegend,
die Banden bei 590 nm und bei 700 nm sowie eventuell auch die bei 850 nm
den elektronischen Ubergiingen des [NiFe]-Zentrums zuzuordnen. Doch ist be-
kannt, dafl das [NiFe]-Zentrum eine magnetische Spin-Spin-Interaktion mit dem
proximalen [4Fe4S]-Cluster besitzt, wenn dieser reduziert ist. Diese Interaktion
enthilt einen signifikanten Anteil einer Austauschwechselwirkung [37,50]. Ein
Energie-Ubertragungsmechanismus vom angeregten proximalen [4Fe4S]-Cluster
zum [NiFe]-Zentrum kann daher nicht ausgeschlossen werden.

Um festzustellen, ob [FeS]-Cluster Absorptionsbanden im Bereich des sichtba-
ren Lichtes besitzen, wurde nach UV /VIS-Spektren von [FeS]-Clustern in der
Literatur gesucht. Die grundséitzlichen spektroskopischen Eigenschaften sind
in Tabelle 8.2 zusammengefasst. Sie unterscheiden sich demnach hauptséchlich
anhand des Redoxzustandes des [FeS]-Clusters. Im Falle des Zustandes Ni-C be-
finden sich die beiden [4Fe4S]-Cluster der [NiFe]-Hydrogenase in ihrem reduzier-
ten (S = 1) Zustand. Das UV/VIS-Spektrum eines oxidierten [4Fe4S]-Clusters
zeigt verschiedene Banden, doch das eines reduzierten Clusters ist strukturlos
im Bereich zwischen 500 nm und 900 nm [48, 66, 105]. Daraus folgt, dafi die
Banden, die sowohl im UV /VIS- als auch im Aktionsspektrum vorhanden sind,
vom [NiFe]-Zentrum stammen.

Shupack et al. [106] charakterisierten 1964 die quadratisch-planaren Ni-Maleo-
nitrildithiolat-Komplexe Ni(mnt), und Ni(mnt)g_, bei denen das Nickel durch
vier Schwefelatome koordiniert ist und die eine elektronische Grundstruktur
mit 3d,,-Charakter besitzen (s. Abbildung 8.6). Fiir diese Komplexe wurden
Ligand-zu-Metall- Ladungstransfer-Uberginge (e ~ 2500 — 8000 M~ !cm™!) so-
wie parititsverbotene Ubergiinge (e ~ 500 M~!'cm™!) im Spektralbereich zwi-
schen 500 und 900 nm beschrieben. Die genauen Eigenschaften der letzteren
werden immer noch diskutiert; sie kénnten zu Ubergingen gehéren, bei de-
nen Ligandenorbitale beteiligt sind. Obwohl Ni(mnt); eine andere elektroni-
sche Grundstruktur hat als das [NiFe]-Zentrum im Ni-C-Zustand und zudem

kein Eisen enthéilt, dienten die Werte der Extinktionskoeffizinten der Banden
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Abbildung 8.6: Struktur des Maleonitrildithiol-Anions (links) und des Ni(mnt)2™-

Komplexes.

des Ni(mnt); als Bestitigung, daB es in UV /VIS-Spektren Ubergiinge gibt, die
dem Nickel zuzuordnen sind. Die kleinen Werte der Extinktionskoeffizienten
der Banden bei 590 nm und 700 nm, die im UV /VIS-Spektrum des reduzierten
Enzyms identifiziert werden konnten, verdeutlichen, dafl der hier stattfindende

Ubergang Ligand-zu-Metall-Ladungstransfer-Charakter besitzt.

8.5 Implikationen fiir den Reaktionsmechanismus

Der Zustand Ni-C kann ausgehend vom Ni-L-Zustand bei Temperaturen ober-
halb von 120 K wieder hergestellt werden. Das bedeutet, dafl der Zustand Ni-C
energetisch niedriger liegen muf} als der Zustand Ni-L. Aufgrund der Tatsache,
daf} die Riickreaktion von Ni-L nach Ni-C nicht durch Belichtung erreicht wer-
den kann, ist die Relaxation vom angeregten Zustand unidirektional in Richtung
des Ni-L-Zustandes (vgl. Abbildung 8.4). Eine weitere mogliche Erklirung ist,
dafl der Zustand Ni-L kein Licht absorbieren kann.

Nicht nur die Belichtung des Zustandes Ni-C, sondern auch die Anregung ei-
nes Zustandes, bei dem Kohlenmonoxid exogen an das Nickel im aktiven Zen-
trum der Hydrogenase gebunden ist, fithrt zur Entstehung des Ni-L-Signals im
EPR-Spektrum [94]. Wihrend der letztgenannten Konversion wird das exogen
gebundene Kohlenmonoxid wieder freigesetzt. Rontgenkristallographische Un-
tersuchungen zeigen, daf} sich die CO-gebundene und die CO-freie Form in der
Elektronendichte am Cystein Cys546 unterscheiden, das zudem einen hoher-
en Temperaturfaktor im Vergleich zu den anderen koordinierenden Cysteinen
besitzt. Ogata et al. [94] erkliren diesen Unterschied mit dem Wechsel des Pro-
tonierungszustandes eben dieses Cysteins. So soll Cys546 in der CO-freien Form
protoniert vorliegen.

Hinweise auf das Vorhandensein einer Thiolgruppe sind bereits hdufiger be-

schrieben worden [44,82,91]. In Kombination mit den hier vorgestellten EPR-
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8 Wellenldngenabhéngigkeit der Photokonversion Ni-C — Ni-L

und UV/VIS-spektroskopischen Experimenten fithrt dies zu der Annahme, daf
der Briickenligand im Zustand Ni-C, das Hydrid, bei Belichtung als Proton an
Cysb546 bindet, wodurch das Nickel formal als Ni! zuriickbleibt. Dies wiirde auch
das beobachtete Verschwinden der 'H Hyperfeinkopplung beim Ubergang von
Ni-C zu Ni-L erkliaren [20,42,123]. Im Zustand Ni-L ist CO nun in der Lage,
an das Nickel im aktiven Zentrum zu binden.

Fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum konnte gezeigt werden [51], daf bei
Mischung des Enzyms im Zustand Ni-C mit CO-gesittigtem Puffer keine Ande-
rung des EPR-Signals auftritt, das Enzym im Zustand Ni-C also nicht mit CO
reagiert. Bei Belichtung dieser Probe bei einer Temperatur von 30 K entsteht
der Ni-L-Zustand, der bei Erhohung der Temperatur auf 200 K in die CO-
gebundene Form iibergeht [51]. Der Zusammenhang zwischen den Zustéinden
Ni-C, Ni-L und der CO-gebundenen Form Ni-CO 148t sich somit in folgendem

Schema zusammenfassen (Abbildung 8.7):

Cysg,
Cys,, / c . Cys / Cyss
LT, 0 g TN,
: I

Ni Fe —CN <:)
/ \H/ \ R T=100 K 6/

CySes CN 03{554 CN°
Ni-C H Ni-L
—COTJ; co
Cys,,
Cys,, /Cysm co
A
Ni Fe —CN’
N
Cyllrsw3 co CN’
H Ni-CO

Abbildung 8.7: Schematische Darstellung der Photokonversion Ni-C — Ni-L und der
Reaktion mit CO.

8.6 Zusammenfassung

Die Photokonversion vom Zustand Ni-C zum Zustand Ni-L ist mit einem breiten
Aktionsspektrum im Bereich des sichtbaren Lichtes verbunden, in dem dariiber
hinaus lokale Maxima auftreten, die sich mit Absorptionsbanden im UV /VIS-

Spektrum der reduzierten Hydrogenase korrelieren lassen. Diese Banden konn-
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8.6 Zusammenfassung

ten dem aktiven Zentrum zugeordnet werden und zeigen, dafl im Photokon-
versionsprozefl elektronisch angeregte Zustéinde eine Rolle spielen. Aufgrund
der Groe der Extinktionskoeffizienten kénnen diesen Anregungen Ligand-zu-
Metall-Ladungstransfer-Charakter zugeschrieben werden. Der Vergleich der hier
dargestellten Ergebnisse mit Ergebnissen und Interpretationen von Roéntgen-
strukturanalysen und ENDOR- und Puls-EPR-spektroskopischen Experimen-
ten 148t die SchluBfolgerung zu, dafl der Konversionsprozefl mit einer Dissozia-
tion der Ni-H-Bindung einhergeht und daf das Proton des Briickenliganden das
[NiFe]-Zentrum verldfit und eine Aminosédure, z.B. das koordinierende Cystein

Cysb46, protoniert.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio vul-
garis Miyazaki F mittels spektroskopischer und elektrochemischer Methoden
untersucht. Die Hydrogenasen, die sowohl zur heterolytischen Spaltung von
molekularem Wasserstoff als auch zur Synthese von Wasserstoff durch die Re-
duktion von Protonen in der Lage sind, stehen im Fokus der Grundlagenfor-
schung, da man von der Erkenntnis iiber die Funktionsweise dieser Enzyme
Impulse zur Entwicklung einer effizienten biotechnologischen Wasserstoffgewin-
nung erwartet. Aufgrund des global steigenden Energiebedarfs bei gleichzeitiger
Endlichkeit der fossilen Energietriger wird Wasserstoff allgemein als die Ener-
giequelle der Zukunft angesehen, dessen technische Gewinnung derzeit jedoch
O0konomisch und 6kologisch noch nicht zufriedenstellend ist.

Die spektroskopischen und elektrochemischen Untersuchungen an diesem En-
zym leisten einen Beitrag zur Aufklirung des Reaktionsmechanismusses von

[NiFe]-Hydrogenasen.

Isolierung und Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase

Der experimentelle Umgang mit Proteinen zur Erforschung ihrer Reaktionsme-
chanismen erfordert die Isolierung aus ihrer natiirlichen Umgebung, z.B. einer
Bakterienzelle, in der sie als ein Bestandteil einer komplexen Mischung vieler
Proteine auftreten. Zudem werden gerade fiir bestimmte spektroskopische Ex-
perimente grofle Proteinmengen mit hohen Konzentrationen benttigt, wie sie
in vivo nicht vorkommen.

So stand am Anfang der hier vorgestellten Untersuchung die Etablierung und
Optimierung der Anzucht des Bakterienstammes Desulfovibrio vulgaris Miyaz-
aki F, der die [NiFe]-Hydrogenase exprimiert, und der Reiningung des Enzyms
aus diesem Organismus. Zur Erzielung maximaler Hydrogenase- Ausbeuten wur-
den die Wachstumsbedingungen der Zellen im 50 1 Mafistab entsprechend an-
gepafit. Es stellte sich heraus, dal besonders die Zufuhr der durch die Zellen

153



9 Zusammenfassung und Ausblick

sukzessive verbrauchten Kohlenstoffquelle Lactat einen kritischen Parameter
darstellt. Diese sogenannte , Fiitterung” darf nur in der Wachstumsphase der
Bakterien erfolgen, in der ihre Stoffwechseltitigkeit besonders hoch ist. Nach-
dem sie nach ca. 27 Stunden ihr Wachstum eingestellt haben, fiihrt eine weitere
Fiitterung zum Tod der Zellen. Weitere kritische Paramenter sind der pH-Wert
und die Temperatur, die wihrend der Kultivierungsdauer konstant gehalten
wurden (pH~7,2; T=310 K). Die dann folgende Aufreinigung der Hydrogenase
aus den gesammelten Zellen erfolgte {iber einen Trypsin-Verdau, der sich an den
Zellaufschluf§ durch Ultraschallbehandlung anschlof. Durch eine Trennung des
Membranankers von dem Rest des intakten Proteins wurde das in vivo membra-
nassoziierte Enzym von der Membran entfernt. Die [NiFe]-Hydrogenase konnte
anschlieffend in einer vierstufigen sidulenchromatographischen Reinigung (ab-
wechselnd zwei Anionenaustauschchromatographien und zwei Gelfitrationen)
vom Rohextrakt, das neben der nun 16slichen Hydrogenase viele weitere 16sli-
che Proteine enthielt, isoliert werden. Der Reinheitsgrad der Hydrogenase am
Ende des gesamten Reinigungsprozesses, der iiber das Verhéltnis der Absorp-

tionen A4gp zu Aggp bestimmt wurde, betrug 97 + 2%.

Enzymatische Aktivitat

Vor Beginn der spektroskopischen und elektrochemischen Arbeiten wurde die
[NiFe]-Hydrogenase durch amperometrische und massenspektrometrische Mes-
sungen der enzymatischen Aktivitdt charakterisiert. Im Vergleich zu strukturell
sehr dhnlichen Vertretern der [NiFe]-Hydrogenasen weist die Hydrogenase aus
D. wvulgaris Miyazaki F eine sehr geringe Aktivitiat auf, was auf eine irrever-
sible Inaktivierung durch Sauerstoff wihrend der aeroben Aufreinigung eines
Teils der Hydrogenase-Molekiile zuriickzufiihren sein konnte. Desweiteren zeigt
sie eine deutlich schnellere Aktivierung beim Ubergang vom oxidierten, inak-
tiven Zustand ,Ni-B” in den katalytischen Zyklus als andere Standard-[NiFe]-
Hydrogenasen. Dies wurde anhand der fiir diese [NiFe]-Hydrogenasen typischen
Verzogerungsphase bis zum Eintritt der katalytischen Aktivitét festgemacht, die
bei der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F so kurz zu sein scheint,
daB sie nicht detektierbar war.

Die Gewinnung und Charakterisierung der [NiFe]-Hydrogenase wird in Kapi-
tel 5 dargestellt und diskutiert.
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FTIR-spektroskopische Charakterisierung

[NiFe]-Hydrogenasen weisen im Spektralbereich von 1900 cm~! bis 2200 cm™~!
spezifische Absorptionsbanden auf, die auf Schwingungen der drei zweiatomigen
Liganden CO und CN~ beruhen, welche an das Eisenatom des [NiFe]-Zentrums
gebunden sind. Erstmalig konnte fiir die [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris
Miyazaki F bewiesen werden, dafl auch hier die drei Eisenliganden ein CO- und
zwei CN~-Molekiile sind. Zuvor bestand hieriiber Unklarheit, da auf der Ba-
sis von Rontgenstrukturanalysen dieses Enzyms die genaue Natur der Liganden
nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte. Die Schwingungen dieser Liganden
sind sensitiv fiir elektronische Anderungen der Umgebung: Elektronendichtezu-
und -abnahmen am Eisenatom sowie Anderungen der Wasserstoffbriicken, die
sich zwischen den Liganden und umgebenden Aminoséduren ausbilden, fithren zu
einer Verschiebung der Absorptionsbanden im Infrarotspektrum. Dies erlaub-
te die Charakterisierung der einzelnen Intermediate der Hydrogenase (Redox-
zusténde), die sie im inaktiven Zustand und wihrend des katalytischen Zyklus-
ses annimmt. Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dafl die Redoxzustinde
des katalytischen Zyklusses zum Teil Subformen auspréigen: So existieren zwei
Formen des Zustandes Ni-SI (Ni-SIr und Ni-Sla), die in einem S#ure-Base-
Gleichgewicht vorliegen. Der pK-Wert betrigt pK=7,8 £ 0,1. Aufgrund dessen
wird angenommen, daf} die Protonierung an einem Cysteinrest in der Nidhe des
aktiven Zentrums erfolgt. Desweiteren weist auch der am stirksten reduzierte
Zustand Ni-R Subformen auf, bei denen es sich jedoch nicht um unterschiedli-
che Protonierungsformen handelt, sondern vermutlich um strukturell verdnder-
te Formen, deren Strukturéinderung sich auf die Schwingung der Eisenliganden

auswirkt.

Potentiometrische Titrationen

Durch Anwendung einer Kombination von Elektrochemie und IR-Spektroskopie
(Spektroelektrochemie) wurden potentiometrische Titrationen durchgefiihrt, um
die Redoxpotentiale der Uberginge in der [NiFe]-Hydrogenase zu bestimmen.
Hierbei wurde das an die Hydrogenase angelegte Potential elektrochemisch ein-
gestellt und die sich bei einem bestimmten Potential einstellenden Zustinde
FTIR-spektroskopisch identifiziert. Die Benutzung einer sogenannten OTTLE-
Zelle ermoglichte die zur elektrochemischen Modifizierung zeitgleiche Messung

der Infrarotspektren, da eine Drei-Elektroden- Anordnung direkt in der Kiivette
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9 Zusammenfassung und Ausblick

installiert war. Die pH-Wert-abhéngige Verschiebung der Redoxpotentiale aller
Uberginge zeigte, dafl bei jedem Ubergang mit der Ubertragung eines Elektrons
gleichzeitig auch eine Protonierung durch ein einzelnes Proton vorgenommen
wurde. Der pK-Wert betrug pK=6,5-7, was erneut auf eine Protonierung von
Cysteinen in der Nihe des aktiven Zentrums hinweist.

Die charakteristischen Bandenverschiebungen, die beim Ubergang von einem in
den niichsten Redoxzustand auftraten, sowie die Redoxpotentiale der Uberginge
erlaubten schlieflich eine Aussage iiber den Reaktionsmechanismus der enzym-
katalysierten Wasserstoffspaltung. Wahrend des katalytischen Zyklus wechselt
die Hydrogenase zwischen den Zustidnden Ni-SI; Ni-C und Ni-R. Im Zustand
Ni-SI bindet ein Wasserstoffmolekiil an das Nickel. Dies fiihrt zu einer Pola-
risierung der Bindung zwischen den H-Atomen, so dafy ein H-Atom mit einer
negativen Partialladung entsteht, das mit dem Nickel verbunden ist, und das
zweite H-Atom eine positive Partialladung besitzt. Aufgrund der Anwesenheit
einer Base, die in elektrostatischen Kontakt zur positiven Partialladung des
zweiten H-Atoms tritt, bricht die Bindung zwischen den H-Atomen, und ein
H-Atom verlafit als Proton das aktive Zentrum durch Bindung an die Base, bei
der es sich um ein HyO, ein OH™ oder eine Aminosiure in der Nihe des aktiven
Zentrums, wie z.B. ein koordinierendes Cystein oder das Glutamat Glu34, han-
deln konnte. Somit ist der Zustand Ni-C entstanden, bei dem ein Hydrid am
Nickelatom verbleibt. Nach der Ubertragung der Elektronen auf die redoxakti-
ven Zentren ([NiFe]-Zentrum und [4Fe4S]-Cluster) verldfit das aus dem Hydrid
hervorgegangene Proton das aktive Zentrum (Ubergang Ni-C — Ni-R), so daB
die Substratbindestelle im meist reduzierten Zustand Ni-R unbesetzt bleibt.
Nun kann der katalytische Zyklus erneut beginnen, da die Substratbindestelle
frei ist, um wieder ein Wasserstoffmolekiil aufzunehmen.

Die IR-spektroelektrochemischen Experimente werden in Kapitel 6 vorgestellt.

Proteinfilmvoltammetrie

Durch die Proteinfilmvoltammetrie, bei der die Hydrogenase auf einer Gra-
phitelektrode immobilisiert wird, ist es moglich, die katalytische Aktivitdt un-
abhingig von Massentransport- und Diffusionsphinomenen als Strom zu mes-
sen. Die Experimente zeigten, daf§ es sich bei der [NiFe]-Hydrogenase aus D.
vulgaris Miyazaki F um ein im Vergleich zu anderen [NiFe]-Hydrogenasen stark
sauerstoffempfindliches Enzym handelt, das durch Sauerstoff zum Teil irrever-

sibel inhibiert wird. Die Riickkehr in einen aktiven Zustand der ungeschéidigten
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Molekiile, die Reaktivierung, verliauft allerdings schneller, als dies fiir die struk-
turellen Verwandten beobachtet wurde.

Die inaktiven Zustéinde der Hydrogenase kénnen auch in Abwesenheit von Sau-
erstoff erreicht werden, indem das Enzym durch ein hohes angelegtes Potential
oxidiert wird. Im Falle der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris Miyazaki F wur-
de diese anaerobe Inaktivierung jedoch nur erreicht, wenn dem Reaktionsansatz
NaySOg3 hinzugefiigt wurde. Daraus kann die Annahme abgeleitet werden, dafl
die Substratbindestelle im Falle des oxidierten Zustandes ,,Ni-A” durch ein SO9
besetzt wird, welches als Briickenligand zwischen dem Nickel- und dem Eisen-
atom bindet.

Kapitel 7 gibt einen detaillierten Einblick in die proteinfilmvoltammetrischen

Experimente.

Wellenldngenabhangigkeit der Photokonversion Ni-C — Ni-L

Neben den oxidierten und den katalytischen Zustinden existiert ein weiterer
Zustand, der durch Lichtanregung der Hydrogenase im reduzierten Zustand
»Ni-C” bei tiefen Temperaturen (T j 100 K) erreicht wird. Er wird mit , Ni-
L7 bezeichnet. Die Untersuchung seines Entstehungsprozesses, der Photokon-
version, lieferte Erkenntnisse iiber den Zustand Ni-C, der ein wichtiges In-
termediat im katalytischen Zyklus ist. Die Photokonversion wurde mit Hilfe
der cw-EPR-Spektroskopie untersucht, deren ,,Sonde” das ungepaarte Elektron
am Nickel ist. Ziel dieser Messungen war die Analyse der bisher unbekann-
ten Wellenldngenabhéngigkeit dieses Prozesses, um mit Hilfe eines UV /VIS-
spektrokopischen Vergleichs Riickschliisse auf die beteiligten Uberginge ziehen
zu konnen. Durch Anregung der [NiFe]-Hydrogenase im Ni-C-Zustand bei ver-
schiedenen Wellenldngen zwischen 300 nm und 1000 nm und der Bestimmung
des Anteils der in Ni-L umgewandelten Molekiile (Konversion) konnte ein Akti-
onsspektrum der Photokonversion aufgenommen werden. Es ist sehr breit und
iiberspannt den gesamten Bereich des sichtbaren Lichtes, weist jedoch Absorpti-
onsmaxima auf. Diese wurden auch in UV /VIS-Spektren der reduzierten Hydro-
genase identifiziert und mit Hilfe der ermittelten molaren Extinktionskoeffizi-
enten elektronischen Ubergéngen des Nickels zugeordnet, die Ligand-zu-Metall-
Ladungstransfer-Charakter besitzen. Anhand der Kinetiken der Photokonver-
sionen bei verschiedenen Wellenldngen konnte ein einfaches Modell aufgestellt
werden, das den Ubergang beschreibt. Demnach gelangen die Molekiile durch

Anregung von Ni-C in den hoher energetischen Zustand Ni-C*, um sodann in
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9 Zusammenfassung und Ausblick

den energetisch niedrigeren Zustand Ni-Li zu relaxieren, der seinerseits jedoch
ein hoheres Energieniveau besitzt als der Zustand Ni-C. Die Riickreaktion von
Ni-L zu Ni-C gelingt durch die Zufuhr von Energie bei Erwidrmung der Pro-
be auf eine Temperatur T ; 100 K. Wahrend der Photokonversion kommt es
zu einer Anderung der formalen Oxidationsstufe des Nickels von Ni'll zu Ni
einhergehend mit der Bewegung eines Protons. Es wird angenommen, dafl das
Hydrid, das in Ni-C die Substratbindestelle besetzt, in Ni-L als Proton an eine
Aminoséure in der Nihe des aktiven Zentrums bindet, wihrend die verbleiben-
den zwei Elektronen das Nickel reduzieren. Im Umkehrschlufl bestétigt dies die
Zuordnung des Hydrids als Ligand im Zustand Ni-C, so daf} ein Reaktionsme-
chanismus basierend auf dieser Erkenntnis formuliert werden kann, wie dies in
Kapitel 6 getan wurde.

Der Photokonversionsprozess wird in Kapitel 8 ausfiihrlich behandelt.

Ausblick

Wihrend der katalytische Zyklus der Wasserstoffspaltung inzwischen recht gut
verstanden zu sein scheint, stellt sich noch immer die Frage, wie die Aktivierungs-
und Inaktivierungsprozesse in der [NiFe]-Hydrogenase ablaufen. Zukiinftige Ex-
perimente sollten somit hier ihren Schwerpunkt setzen und zudem versuchen zu
kldren, ob der Briickenligand im Zustand Ni-A der [NiFe]-Hydrogenase aus D.
vulgaris Miyazaki F tatsédchlich eine Sulfoxid-Verbindung ist und auf welche
Weise diese zur Aktivierung und Inaktivierung beitrigt. Diese Frage konnte
durch die Kombination von Rontgenstrukturanalysen und spektroskopischen
Verfahren beantwortet werden. Die nunmehr aus dieser Arbeit bekannten spe-
zifischen IR-Absorptionsbanden liefern hier ein hilfreiches Werkzeug zur Iden-
tifizierung der Zusammensetzung bestimmter Proben nach einer Proteinmodi-

fikation.
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Abkiirzungen

Abkiirzung

ausfiihrliche Form

1. Einheiten

g

Angstrom, 1A =1 -107%m
Erdbeschleunigung

Gramm

Kelvin, 273 K=0°C

Liter

molar, 1 M = 1 mol/l
Minute

Nanometer

rounds per minute

Sekunde

2. Chemische Substanzen

CaF,
CHES
610)
Cys
DEAE-
DNA
Fe
HsS04
HEPES
MES
NaCl

SDS

Kalziumfluorid
2-[N’-cyclohexylaminolethansulfonsiure
Kohlenmonoxid

Cystein (3-Letter-Code)
Diethylaminoethyl-
Desoxyribonukleinsiure

Eisen

Schwefelsdure
N’-[2-hydroxyethyl]piperazin-N’-2-ethansulfonsiure
2-[N’-morpholino]ethansulfonséure
Natriumchlorid

Nickel

Natriumdodecylsulfat
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TAPS N’-tris[hydroxymethyl]-methyl-3-aminopropansulfonsiure
Thr Threonin (3-Lettercode)
Tris Trishydroxymethylaminomethan

3. Spektroskopie und Elektrochemie

ENDOR electron nuclear double resonance

EPR electron paramagnetic resonance
EXAFS extended X-ray absorption fine structure
FTIR Fourier-Transform Infrarot

HYSCORE hyperfine sublevel correlation

IR Infrarot

NHE normal hydrogen electrode

NMR nuclear magnetic resonance

PGE pyrolytic graphite edge

OTTLE optically transparent thin-layer electrochemical cell
SCE saturated calomel electrode

UV/VIS Spektralbereich von 200 - 1000 nm

4. weitere Abkiirzungen

CN~-Ligand Cyanid-Ligand

CO-Ligand Carbonyl-Ligand

DFT Dichtefunktionaltheorie

FPLC fast phase liquid chromatography
PDB Proteindatenbank Brookhaven

as isolated bedeutet, daf sich die Hydrogenase in den oxidierten Zustinden
Ni-A und Ni-B befindet.
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