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Zur Bildung des FeMo-Cofaktors der Nitrogenase in der Natur und im 
Reagensglas - ein Zusammenspiel von Genetik und Chemie 

Achim Muller * und Eugen Krahn 

Es ist eine der herausragenden Anforde- 
rungen an die Chemie, gezielt Verbin- 
dungen mit maageschneiderten Struktu- 
ren und Eigenschaften zu erzeugen. Eine 
Art Vorbildcharakter haben hierbei Pro- 
dukte der Natur, wobei sich das Spek- 
trum von Biokatalysatoren mit optimaler 
Selektivitit und Aktivitat bis zu ,,anor- 
ganischen Materialien" rnit auBerge- 
wohnlichen Eigenschaften erstreckt, de- 
ren Genese sich mit dern Begriff Biomi- 
neralisation beschreiben laat. Von fun- 

damentaler Bedeutung ist es, die Ablaufe 
an den Schnittlinien zwischen Genex- 
pression und nachfolgenden nicht gen- 
gesteuerten Prozessen zu verstehen. Die 
Chemie hat schon viel erreicht, doch bei 
der gezielten Synthese von mal3geschnei- 
derten, hochkomplexen Metallclustern 
mangelt es noch an grundlegenden Theo- 
rien und ordnenden Prinzipien. Dies gilt 
speziell auch fur den faszinierenden Me- 
tall-Schwefel-Cluster der Nitrogenase, 
der das aktive Zentrum fur die N,-Re- 

duktion ist und sich einer Synthese im 
Labor bislang entzogen hat. Fur das 
Verstandnis der biologischen Cluster- 
synthese, die stufenweise erfolgt, sind 
Informationen aus der Genetik und Che- 
mie erforderlich. 
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Die Fixierung des Stickstoffes aus der Lufi wird eine der 
grojen Entdeckungen sein, die auf den Einfallsreichtum der 

Chemiker warten. 
Sir William Crookes, 1898[**' 

1. Einleitung 

Trotz unzahliger Versuche ist es nicht gelungen, den fur die 
bakterielle Stickstoff-Fixierung durch das Nitrogenase-Enzym- 
system entscheidenden Metall-Schwefel-Cluster zu synthetisie- 
ren. Diese Synthese ware ein bahnbrechender Beitrag zur Errei- 
chung des Ziels, den ,,Haber-Bosch-Prozefl der Natur", die 
biologische Stickstoff-Fixierung - neben der Photosynthese fur 
unsere Ernahrung der wichtigste ProzeB -, nachzuempfinden. 
Der Drang, ein tiefergehendes Verstindnis dieses elementaren 
Stoffwechselvorgangs zu erreichen, resultiert aus dem Traum, 
den erwahnten, extrem energieaufwendigen industriellen ProzeB 
zu verbessern. Die Synthese einiger chemisch ahnlicher Cluster, 
besonders solcher mit einem [Fe,SJ2+-Zentrum, ist dagegen in 
Gegenwart der Basisbestandteile kaum zu verhindern. Was mag 
der Grund fur diesen anscheinenden Widerspruch sein? Durch 
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[**I Eine AuOerung von Sir William Crookes im Hinblick auf dus Problem am Ende 
des 19. Jahrhunderts: ,,England und alle zivilisierten Nationen stehen vor der 
todlichen Gefahr, nicht genug zu Essen zu haben." 

aufregende Erkenntnisse aus der Genetik, denen in Chemiker- 
kreisen nicht so vie1 Aufmerksamkeit zuteil wurde wie denen aus 
rontgenstrukturanalytischen Untersuchungen, beginnt sich all- 
mahlich ein Bild abzuzeichnen, wie die Natur hier ~ und viel- 
leicht auch grundsatzlich - bei der Clustersynthese vorgeht. 
Aber gerade die Analyse der Ergebnisse aus der Genetik konnte 
von entscheidender Bedeutung fur die erfolgreiche Synthese ,,im 
Reagensglas" sein, da sich hierdurch Hinweise auf spezielle Be- 
dingungen der stufenweise erfolgenden Synthese ergeben : Die 
In-vivo-Synthese des Eisen-Molybdan-Cofaktors (FeMoco) des 
Nitrogenase-Enzymsystems ist bisher die einzige Biosynthese 
einer anorganischen Clusterstruktur, von der bekannt ist, daR 
sie uber Zwischenstufen verlauft. Die vielen Versuche zur chemi- 
schen Synthese des FeMo-Cofaktors waren naturlich lange Zeit 
dadurch erschwert, daB nur die ungefahre Zusammensetzung, 
nicht aber die genaue Struktur dieses Clusters bekannt war[']. 
Hier zeigten sich die Grenzen unseres chemischen Verstandnis- 
ses, da die Aufklarung der Struktur eines aus Sicht des Chemi- 
kers noch relativ kleinen Clusters trotz des Aufgebots aller mog- 
lichen spektroskopischen Methoden nicht gelang. 

Dann kam eine Nachricht, die sich wie ein Lauffeuer unter 
Naturwissenschaftlern - selbst durch Tageszeitungen - verbrei- 
tete: Basierend auf Rontgenstrukturanalysen gelang es, die 
raumliche Struktur beider Komponenten der Nitrogenase ein- 
schlieBlich ihrer fast schon sagenumwobenen Clusterzentren zu 
modellieren. Durch die Strukturanalyse ist jetzt auch die genaue 
Lage und die Proteinumgebung der Clusterzentren im MoFe- 
Protein bekannt"] (Abb. 1). Das ,,Kim-Modell" des FeMo-Co- 
faktors entlarvte zur Entauschung der Chemiker alle fruher po- 

1172 0 VCH Verlugsgesellschuji mbH, 0-69451 Weinheim, 1995 0044-8249/95/1010-1172 $!0.00+ ,2510 Angew. Chem. 1995, 107, t 172-1 179 



FeMo-Cofaktor der Nitrogenase AUFSATZE 

Abb. 1. a) Proteinketten (nur a-Kohlenstoffatome) und Clusterzentren des MoFe-Proteins (a-Untereinheiten: blau und griin, P-Untereinheiten: gelb und rot). 
b) Proteinketten (nur a-Kohlenstoffatome) einer CI- und b-Untereinheit einschlieI3lich des FeMo-Cofaktors und seiner Proteinumgehung (reprasentiert als Ausschnitt aus der 
,,wasserzuganglichen Oberflache" (siehe Text) der a-Untereinheit) innerhalb der a-Untereinheit. c) Struktur des FeMo-Cofaktors einschlieI3lich der koordinativ bindenden 
und wasserstoffbriickenbildenden Aminosaurereste aus seiner Proteinumgebung (Wasserstoffbriicken griin, gestrichelt, Fe braun, S gelb, Mo violett, C grau, 0 rot und N 
blau) . d) Stereodarstellung des FeMo-Cofaktors und der wasserzuganglichen Oberflache seiner Proteinumgebung. 

stulierten Modelle als wirklichkeitsfremd. Die Struktur des Co- grund der sechs nahezu trigonal umgebenen und damit koor- 
faktors (Abb. 1 c, d) besteht danach - formal betrachtet - aus dinativ nicht abgesattigten Fe-Zentren - ungewohnliche Struk- 
einem Fe,S,- und einem MoFe,S,-Cuban-Fragment, die uber tur machen den FeMo-Cofaktor zum groBten und kom- 
drei (anorganische) Sulfidliganden verbruckt sind. Die Zusam- plexesten in Enzymen vorkommenden Metallcluster der Bio- 
mensetzung MoFe,S,/Homocitrat und seine - vor allem auf- sphare. 
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Trotz der jetzt vorliegenden detaillierten Strukturinformatio- 
nen ist das Nitrogenase-Enzymsystem in wesentlichen Punkten 
noch nicht verstandenl']. Uber den Mechanismus der Katalyse 
ist nach wie vor sehr wenig bekannt. So ist selbst die Frage nach 
den Bindungsstellen der Substrate N, und H, sowie nach der 
Struktur von Intermediaten unbeantwortet. Neben dem Mecha- 
nismus interessiert des weiteren: 

0 Wie erfolgt die Biosynthese des Clusters, d.h. an welcher 
Stelle treten die konstituierenden Elemente Fen+, Mo"' und 
S2- sowie das Homocitrat in den Biosyntheseweg ein? Sind 
vorher zusammengefiigte, groRere Einheiten beteiligt, und 
welche Intermediate treten auf? 

0 Wie geht die Natur vor, um die Struktur des FeMo-Cofaktors 
- insbesondere der sechs koordinativ ungesattigten Fe-Zen- 
tren - und moglicher Intermediate wahrend des Biosynthese- 
weges zu stabilisieren? 1st die Synthese in vitro grundsatzlich 
nicht moglich, oder ist sie bislang nur noch nicht gelungen? 
Welcher neuen Konzepte bedarf es, um die Natur hier zu 
imitieren? 

Antworten auf diese Fragen sind auch von allgemeiner Be- 
deutung, da sie sicherlich einen Beitrag zum Verstandnis des 
In-vivo-Zusammenbaus weiterer in aktiven Zentren von Enzy- 
men vorkommender Metallcluster liefern konnten. Auch iiber 
die Biosynthesen der ,,reinen" FeS-Cluster der Zusammenset- 
zung (Fe,S,}, (Fe,S,} und (Fe,S,}[91 sowie {,,Fe,S6"}['o~ 'I1 
liegen kaum Detailkenntnisse vor. Entsprechendes gilt iibrigens 
auch fur den Mn,O,-Cluster des Photosystems II["]. 

2. Griinde f i r  die Schwierigkeiten der Clustersynthese 
im Reagensglas 

Die gezielte Synthese von MoFeS-Clustern, und besonders 
solchen mit nur einem Mo-Atom, ist fur Chemiker kein triviales 
Problem. Schwierigkeiten bereiten unter anderem 

0 die Aufrechterhaltung spezifischer Oxidationsstufen - vor 
allem der Molybdanzentren - in Gegenwart von redoxakti- 
ven Liganden wie Sz-['31, 

0 die Konfigurationskontrolle etwa iiber die Bildung einer fuc- 
Umgebung des Mo-Zentrums, 
das Verhindern der Bildung polynuclearer Mo-Verbindun- 
gen, hervorgerufen durch die Briickenbildungstendenz von 
Sz--  und 02--Liganden, sowie die Tendenz der Molybdan- 
atome in niedrigen Oxidationsstufen Metall-Metall-Bindun- 
gen zu bilden und 

0 die Erzeugung definierter Koordinationsgeometrien (bei 
niedrigen Koordinationszahlen) an den Metall- und Schwe- 
felzentren. 

Die stabilsten FeS-Cluster sind diejenigen vom Fe,S,-Typ. 
Aber auch verbriickte Cubansysteme sind relativ leicht zu syn- 
thetisieren (vgl. etwa die Synthese von [(Fe,S,C1,),SI4- [I4]). 
Die meisten der bislang synthetisierten MoFeS-Modellverbin- 
dungen fur das aktive Zentrum des MoFe-Proteins wurden 
durch ,,strikte Selbstorganisation" (darunter versteht man ein un- 
gesteuertes ,,Zusammenfinden" der Einzelkomponenten) erhal- 
ten und sind oft Heteroanaloga oder -derivate der einfacher zu- 
ganglichen binaren FeS-Cluster. Es handelt sich dabei 2.B. um 

Verbindungen vom sogenannten Doppelcuban-Typ [ (MQF~,S,),- 
(SR),]['51. Von der Synthese des ersten Doppelcubans bis zu der 
des entsprechenden Monocubans, einem MoFe,S,-Cluster, 
durch losungsmittelinduzierte Spaltung eines Doppelcubanst'61 
waren aufgrund der envahnten Schwierigkeiten - insbesondere 
wegen der ausgepragten Tendenz der Mo-Zentren zur Metall-Me- 
tall-Wechselwirkung - mehrere Jahre intensiver Laborarbeit no- 
tig. Neben dem Fe,S,-Zentrum finden sich in Metalloproteinen, 
wie bereits erwahnt, die aus der Eisen-Schwefel-Chemie bekann- 
ten Fe,S,-, Fe,S,- und (wahrscheinlich auch) Fe6S,-Zentren. We- 
gen der vergleichsweise geringen Bildungstendenz dieser Cluster 
ist die Einhaltung spezieller Bedingungen zu ihrer Synthese no- 
tigf"]. Ein fur Uberlegungen zum Verlauf der Biosynthese des 
FeMo-Cofaktors wichtiger Reaktionstyp wird bei der ,,Urnwand- 
lung" der Clustertypen Fe,S,, Fe,S, und MFe,S, (Abb. 2a) 

4 
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s -Fe 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Umwandlung von Clusterzentren durch 
Komplexierung/Dekomplexierung von Metall- Ionen durch schwefelhaltige Cluster- 
fragmente. a) Eine Fe,S,-Einheit 1 bindet uber die drei p,-Schwefelzentren ein Me- 
tall-Kation M unter Bildung eines MFe,S,-Clusterkerns 2. b) Capping des Fe,S,- 
Clusters 3. c) Moglicher terminaler Reaktionsschritt innerhalb des nifEN-Proteins 
bei der Biosynthese des FeMo-Cofaktors: Capping des Fe,S,-Fragments 5 analog 
zu a) erzeugt die FeMo-Cofaktor-Clusterkernstruktur MFe,S, 6 (M = Mo). Auch 
die Erzeugung von 5 aus 6 (M = Fe) ist denkbar, da in der Cofaktortasche des 
MoFe-Proteins - und daher wahrscheinlich auch im nifEN-Protein - nur eine der 
beiden ,,Clusterenden" ungeschiitzt ist (siehe Abb. 1 b, d). 

ineinander besonders deutlich; sie ist in vitro sowohl in Enzy- 
men als auch mit Modellverbindungen gelungen['81. Durch 
,,Capping"-Reaktionen werden von passend angeordneten Me- 
tall-Schwefel-Fragmenten weitere Metallzentren iiber p,-S-Ato- 
me ,,komplexiert", wobei das Fe,(,u,-S)(p,-S),-Fragment 1 
(Abb. 2 a) hierbei formal als dreizahniger q3-Ligand a~f t r i t t [ '~ ] .  
So bilden auch Verbindungen vom Prisman-Typ, d. h. mit der 
zentralen Einheit Fe,S, 3 (Abb. 2 b, vgl. auch das analoge Clu- 
steranion vom Heteroprisman-Typ [MoFe,S,L,]"- [I4]), ver- 
mutlich eine Zwischenstufe bei der Reaktion, die zu Verbindun- 
gen mit der Einheit [Fe,S,I4+ 4 (Abb. 2b ;  M = Fe)["' fiihrt. 
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Hierbei erfoigt ein Capping der Fe,S,-Flachen, die wie das 
Fe,S,-Fragment als ,,y3-Ligand" - jedoch rnit einer (p3-S),-An- 
ordnung - fungieren. Capping einer L6Fe,S,-Struktur rnit 
einem MoL,(Solv),-Fragment ergibt Cluster des Typs 
[(MoL,),Fe,S,Lk]"- mit m = I ,  2 (4, Abb. 2b;  M = Mo)"~]. 

Die Triebkraft der Capping-Reaktionen ist die Tendenz zur 
Erhohung der Koordinationszahl der Sulfidliganden, entspre- 
chend dem Ubergang von p, nach p 3  bzw. p 3  nach p4. Die 
Tendenz steigt signifikant mit dern ,,Grad der Reduziertheit" 
des Clusters, ausgedriickt z.B. durch das Verhaltnis der Zahl der 
Fe"- zu der der Fe"'-Zentren. Dies ist erkennbar in der Reihe der 
bekannten zentralen Ciustereinheiteni2']: 

[Fe;'(p,-S),]' + [Fe:'Fe~'(p3-S),]'+ / [Fe'$p4-S)J4' 

Daraus folgt, daI3 die p2-Schwefelzentren des FeMo-Cofak- 
tors in einem relativ stark oxidierten Clusterintermediat leichter 
generiert werden konnen. 

Durch mehrstufige Synthesen lassen sich mittlenveile auch Ver- 
bindungen isolieren, die verbruckte cubanartige MoFe,S,-Ein- 
heiten ohne starke Mo-Mo-Wechselwirkungen enthalten. Als 
Beispiel sei hier das Cluster-Anion [((MoFe,S4C1,)(C,O,)} 2- 

(pz-S)(p,.CN)]s- genannt (Abb. 3 oben). Die Synthese von 
analogen Substanzen mit einem MoFe,S,- und einem Fe,S,- 
Fragment ist dagegen bisher nicht gelungen. 

Eine kurzlich beschriebene Verbindung, der durch strikte 
Selbstorganisation in einem apolaren Losungsmittel erhaltene 
Cluster [MoFe,S,(PEt,),CI] (Abb. 3 unten)[221, sol1 hier noch 
erwahnt werden, da es sich bei dem Fe,(p,-S),(p,-S),-Fragment 

CI1 

CI 

2.263 

CI l a  

dieses Molekiils um die bislang groBte erhaltene Partialstruktur 
des ,,Kim-Modells" handelt. Der zum Fe,S,- inverse Fe,S,-Kern 
war bisher nur im Anion des schwarzen Roussinschen Salzes und 
einigen D e r i ~ a t e n L ~ ~ ]  sicher nachgewiesen. Die (p2-S),-Anord- 
nung im MoFe,S,-Clustertyp wird jedoch wahrscheinlich durch 
das (PEt,)MoS,-Fragment determiniert und stabilisiert, da sich 
als Nebenprodukt ein Cluster vom Fe,S,-Prisman-Typ, nicht 
aber eine Verbindung mit einem (Fe,S,)(p,-S),(Fe,S,)-Kern (6, 
Abb. 2c; M = Fe) bildet. Im Gegensatz zu den dreifach 
koordinierten Fe-Zentren im FeMo-Cofaktor sind die vier Fe- 
Atome dieser Verbindung allerdings durch PEt,-Gruppen als 
viertem Liganden koordinativ abgesattigt. Mit diesen Uber- 
legungen sind die bislang geltenden Grenzen in der Annaherung 
an die Natur durch die bioanorganischen Modellsysteme 
umrissen. 

Bei der FeMo-Cofaktor-Biosynthese miissen nach oben Ge- 
schildertem praorganisierte Fragmente verkniipft werden, da 
sich der Cofaktor offensichtlich nicht unmittelbar durch strikte 
Selbstorganisation bildet. Bei der chemischen Synthese kann ent- 
sprechend ein Prinzip der Natur ausgenutzt werden, kleine Bau- 
steine zu erzeugen, die die Information zur (spateren) Bildung der 
komplexen Struktur enthalten (vgl. 

[OMoS,I2--Einheit So determiniert - als etwa Fragment eine yfl-12- 

.n ......b eines verzerrten Wiirfels - in Gegen- 
wart weicher Metallzentren die Bil- 
dung von Cubanstrukturen wie A&. 4. Schematische Dar- 

etwa der von [ (C~CI),(OMOS,)]~- stellung des cubanartigen 

(OMoS,)]*-. Die Quadrate 
ist schon ein halber Cubus, wobei stellen jeweils eine CuCI-Ein- 

(Abb. 4)[251: Das Anion [OMoS,]2 - Chter-Anions [(cuc1)3- 

der Sauerstoffligand eine geringere 
Affnitat zu Cu' hat als die Schwe- 
felliganden. Die im [OMoS,I2--Fragment enthaltene Informa- 
tion zur Generierung der Zielstruktur wird durch den 
,,Koordinationsalgorithmus" der Kupferatome ,,abgelesen" (vgl. 
auch Lit.[241). Ein Beispiel fur die Steuerung einer weitergehenden 
Verkniipfung solcher cubanartiger Fragmente zeigt sich bei der 
Bildung der prismanformigen Verbindung [(OMOS,)~(C~PP~,),] 
aus zwei Halften, den OMoS,(CuPPh,)(Cu(PPh,),)-Einheiten 
(Abb. 5). Nach der in Losung erfolgenden Abspaltung einer 
PPh,-Schutzgruppe, Archetyp fur Schutzgruppen fur Cluster- 
fragmente, findet die ,,Dimerisierung" zur Zielverbind~ng[~~I 
statt. 

heit dar. 

s4 

Abb. 5. Schematische Darstellung der Bildung der prismanformigen Verbindung 
[(OMoS,),(CuPPh,),] durch ,,Dimeriskrung" von zwei [OMoS,(CuPPh,)- 
(Cu(PPh,),)]-Einheiten. Die Quadrate repriisentieren je eine CuPPh,-Einheit. 

Abb. 3. Oben: ORTEP-Darstellung 
der Struktur des Cluster-Anions 

CN)I5- (nach K. D. Demadis, D. 
Coucouvanis, Inorg. Chem. 1995,34. 
436-448). Unteu: Struktur des 
Clusters [MoFe,S,(PEt,),CL] (nach 
[22a]). Die Abstiude sind in 8, ange- 
geben; der Mo ' .  Fe(1)-Abstand be- 
trigt 4.343 A. 

[{(MoFe,S,Cl,)(C,04)~ 2(w2-S)(w~- 

Zum Beitrag der Anorganischen Chemie ist folgendes zusam- 
menfassend zu sagen: Obwohl die Jagd nach dem FeMo-Cofak- 
tor bislang vergebens war, hat die Jagdgesellschaft eine faszinie- 
rende Vielfalt von Verbindungen hervorgebracht (vgl. hierzu 
vor allem Lit.['4* lS1). 
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3. Wie steuert die Natur die Biosynthese des 
FeMo-Cofaktors? 

Die Nutuv ist uls ein System von Stufen zu betruchteiz, 
deren eine ails der anderen notwendig hervorgeht 

G. W. F. Hegel 

3.1. Die Funktionen der beteiligten Genprodukte 

Von Chemikern fast unbemerkt wurde von Genetikern vie1 
Material uber die molekularen Werkzeuge, die in N,-fixierenden 
Mikroorganismen den Zusammenbau des FeMo-Cofaktors be- 
wirken, erarbeitet. Die Bakterien benotigten fur den ProzeD der 
N,-Fixierung mehr als zwanzig Gene. Durch biochemische 
Charakterisierung von Mutanten, bei denen selektiv einzelne 
dieser sogenannten nif-Gene[26] inaktiviert wurden, konnten 
nun Hinweise auf die Beteiligung von mindestens sechs Genpro- 
dukten (Produkten der n$Gene E, N, Q, V, B und H) an der 
Biosynthese des FeMo-Cofaktors erhalten ~ e r d e n ~ ~ ~ ,  '*l. Dies 
bedeutet, daI3 die Synthese der anorganischen Cofaktoren we- 
sentlich genetisch gesteuert ist. Die zentrale Frage ist: Wie eb- 
nen Genprodukte, d. h. Proteine, den Weg, den die konstituie- 
renden Elemente Fe, S und Mo in der Zelle durchlaufen? 

Zwei Gene, nifE und nifN, zeigen eine deutliche Homologie 
(Ahnlichkeiten in den Sequenzen) in nifD und nifK, den Struk- 
turgenen, die die Proteinketten des MoFe-Proteins codieren. 
Die Genprodukte von nifE und nifn bilden zusammen ebenfalls 
ein tetrameres Protein[29J. Dariiber hinaus findet sich in Bakte- 
rienstlmmen, bei denen diese Gene inaktiviert sind, ein cofak- 
torloses Apo-MoFe-Protein, das sich durch Zugabe des isolier- 
ten FeMo-Cofaktors im sogenannten Rekonstitutionstest 
aktivieren la13t[301. Aus den geschilderten Fakten wurde gefol- 
gert, da8 das nifEN-Protein als Schablone dient, in der sich ein 
wesentlicher Schritt der FeMo-Cofaktor-Biosynthese vollzieht. 
(Dariiber hinaus wird vermutet, daI3 das Fe-Protein auch an das 
nifEN-Tetramer bindet und hier Elektronen fur Reduktions- 
schritte liefert[291.) 

Ein entscheidender Hinweis auf eine Funktion des nifB- 
Proteins innerhalb der Eisen-,,Verarbeitung" (des ,,Fe-Pro- 
cessings") ergab sich aus der Beobachtung, daD das nfB-Gen 
auch fur die beiden alternativen Nitrogenase~ysteme[~ '1 essen- 
tiell ist13'] - im Gegensatz zu anderen Genen, die in allen drei 
Systemen eigenstandig sind. Ein weiterer Durchbruch gelang 
jiingst der Arbeitsgruppe von P. Ludden mit der Isolierung des 
Cofaktors des nifB-Proteins (,,nifB-Cofaktor"), des bislang ein- 
zigen bekannten Intermediats der FeMo-Cofaktor-Biosynthe- 
se[j3]. In diesem Arbeitskreis an der University of Wisconsin in 
Madison wird schon seit Iangerer Zeit an einem In-vitro-System 
fur die Cofaktor-Biosynthese gearbeitet[34]. Als Grundlage 
dienten zunachst zellfreie Extrakte eines nifB- und eines @EN- 
defizienten Bakterienstamrnes. Wahrend beide Stamme nur co- 
faktorloses Apo-MoFe-Protein bilden, liegt nach Vereinigung 
der Extrakte die komplette Cofaktorsynthesemaschinerie vor. 
Mit diesem System gelang es schon vor etwa sechs Jahren, modi- 
fizierte Formen des Cofaktors in das MoFe-Protein zu integrie- 
ren, bei denen das Homocitrat['] durch ahnliche organische Ver- 
bindungen ersetzt wurde. Dieses System wurde dann als 
,,Aktivitatstest" bei der Anreicherung und Reinigung des nifB- 
und des nifEN-Proteins eingesetzt. Von entscheidender Bedeu- 

tung ist, da8 der ,,nifB-Cofaktor", bei dem es sich den bisheri- 
gen Erkenntnissen zufolge um einen FeS-Cluster handelt, das 
nifB-Protein im In-vitro-System ersetzen kannL3 31. 

Mit der Charakterisierung des nifS-Protein~[~~] scheint jetzt 
dariiber hinaus auch das Syntheseaquivalent der Zelle fur die 
anorganischen Sulfidliganden, die intrazellular aufgrund ihrer 
Toxizitat nicht in ungebundener Form vorkommen diirfen, ge- 
funden zu sein. Durch dieses Enzym wird ,,der Schwefel" aus 
Cystein unter Bildung einer proteingebundenen Persulfid-Grup- 
pierung fur die Biosynthese aktiviert. Der vorgeschlagene Me- 
chanismus ist von genereller Relevanz fur die Biosynthese von 
FeS-Clu~tern[~''. 

Das Element Molybdan wird von den Zellen in Form von 
[MOO,]*-- oder [MoO,(OH)]--Ionen aufgenommen. Dem- 
nach muR beim ,,Mo-Processing" folgendes passieren : 1) Eine 
Anderung der Ligandensphare (hin zu ,,weichen" S-Liganden 
und Homocitrat), 2)  eine Erhohung der Koordinationszahl von 
4 auf 6 und 3) eine Reduktion des Mo-Zentrums (im FeMo-Co- 
faktor liegt offeiisichtlich die Oxidationsstufe IV V O ~ [ ~ ~ ] ) .  Wich- 
tige Hinweise auf die Beteiligung des nifQ-Proteins am Mo-Pro- 
cessing ergeben sich aus folgenden Befunden: Die Ausschaltung 
dieses Gens hat keinen EinfluD auf die Aktivitat der alternativen 
(Mo-unabhangigen) Nitrogena~esysteme[~'] und manifestiert 
sich nicht mehr phanotypisch in Gegenwart hoher Konzentra- 
tionen an [MoO,]'--Ionen oder Cystein in der Umgebung der 
Organismen. Des weiteren zeigen Versuche rnit [99M00,]2- und 
tritiummarkiertem Homocitrat, daD Molybdanatome und Ho- 
mocitrat relativ friih gemeinsam in den FeMo-Cofaktor-Syn- 
theseweg eintretenkZ7]. 

Durch In-vivo 99Mo-TDPAC-Spektroskopie (TDPAC = time 
differential perturbed angular correlation) lassen sich Informa- 
tionen uber das Processing des Molybdans gewinnen. Die Me- 
thode basiert auf der Bestimmung der Wechselwirkung des 
Kernquadrupolmomentes mit dem elektrischen Feldgradienten 
der Elektronenhiille, d. h. die erhaltenen Frequenzdaten smd 
vergleichbar mit denen der Kernquadrupolresonanz-Spektro- 
skopie. Die Ergebnisse ermoglichen Aussagen iiber die Art der 
intermediar auftretenden M~-Spez ie s [~~] .  Messungen erfolgten 
an Mutanten, bei denen der FeMo-Cofaktor-Biosyntheseweg 
durch Ausschaltung eines oder mehrerer der involvierten Gene 
an verschiedenen Stellen unterbrochen ist. Bisher konnten das 
fertige MoFe-Protein und ein Mo-Speicherprotein von uns de- 
tektiert werdenl3']. 

3.2. Die Verkniipfung der Bausteine 

Die Ergebnisse der genetischen Studien zeigen eindeutig, daI3 
es sich bei der FeMo-Cofaktor-Biosynthese urn einen mehrstufi- 
gen ProzeD handelt. Diese Information ist natiirlich aus dem 
Strukturmodell des Clusters nicht unmittelbar ableitbar. Offen- 
sichtlich kommt es im nifEN-Protein zur Aufnahme eines 
,,FeS"-Fragments (,,nifB-Cofaktor") und anschlieoend zur Fu- 
sion rnit einem Mo-haltigen Fragment (Abb. 6), so daI3 hier der 
endgultige Zusammenbau der Fragmente zum fertigen FeMo- 
Cofaktor erfolgt. Einige weitere Riickschliisse auf die Funktion 
des nifEN-Proteins werden jetzt durch einen Vergleich der Ami- 
nosauresequenzen des MoFe- und des nifEN-Proteins beziig- 
lich einzelner Aminosaurereste. deren Funktionen sich aus ihrer 
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&3 - FeMoco a 
nifD 

"Mo", Homocitrat 

Abb. 6. Vereinfachte, schematische Darstellung des Eintritts der ,,Tngredienzien" 
Fe"'. .,S". ,,Mo" und Homocitrat in den Biosynthesewege des FeMo-Cofaktors. 
NifX steht jeweils fur das Genprodukt (Protein oder Protein-Untereinheit) des Gens 
n i f x ,  co fur Cofaktor. 

raumlichen Anordnung innerhalb des MoFe-Proteins ableiten 
lassen, ermogli~ht[~*l. 

Legt man die Ergebnisse der bislang angestellten Betrachtun- 
gen zugrunde, ergeben sich zwei mogliche Szenarien fur einen 
Verlauf der FeMo-Cofaktor-Biosynthese: 

1) Innerhalb des nifEN-Proteins kommt es zur Verknupfung 
eines ,,Fe,"- mit einem ,,MoFe,"-Clusterfragment. Die Bildung 
eines solchen MoFe,-Fragments konnte unter Beteiligung eines 
MoS-Vorlaufers vonstatten gehen, der - wie das OMoS,-Frag- 
ment - die Struktur einer Clusterecke determir~iert'~~]. 

2) Der ,,nifB-Cofaktor" ist der gesamte Eisen-Schwefel-Teil 
des FeMo-Cofaktors (5,  Abb. 2 ) ,  und das Capping der q3-S-An- 
ordnung (analog zur Fe,S, -+ MFe,S,-Konversion: 1 -+ 2, 
Abb. 2)  rnit einem Mo-Homocitrat-Fragment innerhalb des 
nifEn-Proteins erfolgt als terminaler Schritt der FeMo-Cofak- 
tor-Synthese (5 -+ 6, Abb. 2). Die molekulare Erkennung des 
Molybdats verlauft dabei in der Zelle durch Homocitrat unter 
Bildung eines Komplexes des Typs MoOJHomocitrat ; dieser 
wird durch das nifEN-Protein eingefangen und positioniertr4']. 
Die dann stattfindende Reduktion des Molybdans(vr) im Pro- 
tein erhoht die Basizitat des Mo-Komplexfragments, was eine 
Protonierung terminaler Sauerstoffliganden erleichtert und da- 
mit eine Labilisierung der Ligandensphare bewirkt. Dariiber 
hinaus erhoht eine Reduktion des Molybdanzentrums dessen 
Affinitat zu den ,,weichen" Schwefelliganden, wodurch ein Cap- 
ping des Fe,S,-Fragmentes erleichtert wird. Um ein solches 
Fragment innerhalb des nifl3-Proteins zu generieren, sollte dort 
zur Erzeugung der p,-Schwefelzentren ein Clusterfragment in 
einem relativ oxidierten Zustand stabilisiert werden. (Die fur 
das Capping notwendigen Reduktionsschritte konnen dann im 
nifEN-Protein unter Beteiligung des Fe-Proteins erfolgen.) 

3.3. Der Weg des FeMo-Cofaktors in das MoFe-Protein 

Auf welchem Weg gelangt der Cofaktor nach seiner Synthese 
im nifEN-Genprodukt in das Apo-MoFe-Protein und wie wird 
die hohere Affinitat des Zielproteins fur die Syntheseschablone 
erreicht? Dal3 der FeMo-Cofaktor zwischenzeitlich mehr oder 
weniger frei, d. h. nicht proteingebunden, im Cytosol der Zelle 
vorliegt, darauf weist die Rekonstituierbarkeit des Apo-MoFe- 
Proteins mit dem isoliertem FeMo-Cofaktor in Gegenwart des 
Fe-Proteins hin (vgl. Lit.r361). Dariiber hinaus konnte von uns 
gezeigt werden, daB der frisch synthetisierte Cofaktor in vivo in 
das Apo-,,MoFe"-Protein eines vorher exprimierten alternati- 
ven Nitrogenasesystems I3 '1 aufgenommen wird 14'1. Dies setzt zu- 
mindest eine gewisse kinetische Stabilitat des Clusters aul3erhalb 

der Proteinumgebung voraus, wobei aufgrund des etwas veran- 
derten ESR-Spekt r~ms '~~]  deutlich wird, daB der FeMo-Cofak- 
tor auljerhalb des Proteins in leicht veranderter Form vorliegt. 

Bei der ,,Ubersiedelung" des FeMo-Cofaktors spielen nun 
weitere Proteine eine Rolle. So kommt dem Fe-Protein eine bis- 
lang unbekannte Funktion bei der Insertion des Cofaktors in 
das Apo-MoFe-Protein zu. Ferner ist das Apo-MoFe-Protein 
mit einem Hilfsprotein (nifY) assoziiert, das wahrscheinlich eine 
Konformation stabilisiert, die fur die Aufnahme des Cofaktors 
giinstig ist[28]. Fur die Aufnahme mu8 ein Insertionskanal frei- 
gelegt werden, da sich in der von Rees et al. bestimmten Struktur 
des MoFe-Proteins erstaunlichenveise keine permanent vorhan- 
denen Offnungen fur eine Cofaktorinsertion erkennen la~sen[~] .  

Um diesem Problem nachzugehen, berechneten wir mit einem 
Molecular-Modelling-Programm[4s1, basierend auf den von 
D. C. Rees et al. ermittelten Strukturdaten des MoFe-Proteins, 
die ,,wasserzugangliche O b e r f l a ~ h e " ~ ~ ~ ~  der a-Untereinheit 
(Abb. I b, d). Man erkennt deutlich einen Hohlraum, der den 
Cofaktor beherbergt. Dieser Hohlrdum zeigt eine Offnung, die 
im MoFe-Protein vollstandig von der P-Untereinheit wie von 
einem Deckel verschlossen ist (Abb. 1 b). Eine Insertion des Co- 
faktors iiber diesen Kana1 wurde also eine - zumindest partielle 
- Abdissoziation der 0-Untereinheit vorau~se tzen~~~!  Von phy- 
siologischer Bedeutung ist natiirlich die Struktur des Proteins in 
Losung, die von der kristallographisch ermittelten abweichen 
kann. Wir untersuchen in diesem Zusammenhang Losungen des 
MoFe-Proteins mittels dynamischer Lichtstreuung. Vorlaufige 
Ergebnisse lassen darauf schlieOen, dal3 das hydrodynamische 
Volumen des MoFe-Proteins etwas grol3er ist, als es der Struktur 
im Kristall entspricht. (Der gemessene Translationsdiffusions- 
koeffizient ist um etwa 10-15% grol3er als der auf Basis der 
kristallographischen Daten durch hydrodynamische Rechnun- 
gen erhaltene.) Durch den Sequenzvergleich ergeben sich nun 
neue Hinweise darauf, daD das AusmaD der Wechselwirkungen 
zwischen a- und P-Untereinheit im nifEN-Protein geringer ist 
als im MoFe-Protein und daher eine Freilegung des Insertions- 
kanals leichter erfolgen kannl4']. In diesem Zusammenhang ist 
weiterhin wichtig, dal3 sich im nifEN-Protein anstelle des im 
MoFe-Protein am Molybdan koordinierenden Histidinrestes 
ein Asparaginrest befindetfZ9], was sicherlich zur Folge hat, daB 
der Cofaktor im nifEN-Protein schwacher gebunden wird als im 
MoFe-Protein. Ein Saureamid-Stickstoffatom ist schwacher ba- 
sisch als ein Imidazol-Stickstoffatom und damit ein deutlich 
schwacherer Ligand. All diese Befunde liefern Hinweise auf den 
Weg, auf dem der fertige Cofaktor aus seiner nifEN-Synthese- 
schablone ,,entkommen" kann, und auf die Ursachen, warum 
er, einmal in das MoFe-Protein integriert, am finalen Ort gut 
festgehalten wird. 

4. Ausblick oder was kann der Chemiker 
von der Natur lernen? 

Die volIendete Struktur war nirgendwo als solche praformiert. Aber 
der Strukturplan war schon in seinen Bestandteilen vorhanden. 

J. Monod 

Wahrend sich bei der Bildung grokrer Cluster-Aggregate, z.B. 
dem FeO-Kern des Ferritins, nach einem Nucleationsvorgang in 
einer dominanten Wachstumsphase Selbstorganisationsprozesse 
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erkennen l a ~ s e n [ ~ ~ ] ,  wird die stufenweise Synthese des FeMo-Co- 
faktors offensichtlich entscheidend durch Proteinschablonen di- 
rigiert. Hier bietet sich der Vergleich rnit bestimmten templatge- 
steuerten Synthesen einer anorganischen Wirt-Cast-Chemie 
an[491. Die aktiven Zentren der Proteinschablonen bergen das 
hier diskutierte Geheimnis : Die Synthesevorschrift fur die FeMo- 
Cofaktor ist in der Sprache der Proteine geschrieben. Diese konnen 
viele der Probleme Iosen, mit denen der Chemiker zu kkmpfen 
hat. Die Steuerung der Redoxprozesse geschieht im betrachte- 
ten Fall unter anderem durch die enzymatische Kontrolle iiber 
die Sulfidliganden, d. h. durch das nifS-Protein. Durch Bereit- 
stellen definierter Hohlraume und spezifische Wechselwirkungen, 
z.B. H-Briicken, sowie durch Ladungskompensation wird die im 
Reagensglas eindeutig bevorzugte Bildung von polynuclearen 
Mo-Verbindungen des Doppelcuban- oder auch Prisman-Typs 
inhibiert, die Art der Verkniipfung von Fragmenten gesteuert 
und eine Abschirmung vor ,,destruktiven" Molekiilen (2.B. 
Nucleophilen) erreicht. Die FeMo-Cofaktorstruktur wird in 
den speziellen Hohlraumen der Proteine stabilisiert. Hier- 
bei spielen Wasserstoffbriickenbindungen, besonders zu den 
,,wenig stabilen" ,u,-Schwefelliganden (Abb. 1 c) , eine entschei- 
dende Rolle. 

Es ist in diesem Zusammenhang verstandlich, daB man bis- 
lang keine Proteinschablonen fur die Synthese der in der beleb- 
ten Natur praktisch ubiquitaren Fe,S,-Proteinzentren gefunden 
hat. Diese entstehen wegen ihrer hohen Bildungstendenz durch 
strikte Selbstorganisation direkt in der Enzymtasche, die einen 
praformierten Ligandensatz enthiilt[501. Dies gilt auch fur die 
thermodynamisch etwas weniger giinstigen Fe,S,-Zentren[' 'I. 
[Fe4S4I2' -Cluster, die man entsprechend ihrem relativ hohen 
Fe2+-Anteil in den phylogenetisch altesten Organismen, 2.B. den 
N,-fixierenden Chlostridien, bevorzugt findet, konnten sich selbst 
schon auf der reduzierend wirkenden Urerde leicht aus Fez+- und 
Sz --Ionen in Gegenwart eines Elektronenacceptors, etwa Spuren 
(!) 0, - vielleicht durch Radiolyse von H,O erzeugt -, b i l d e ~ ~ [ ~ ~ ] .  

Wie miiBte nun ein maBgeschneiderter synthetischer Wirt als 
Schablone fur eine In-vitro-Synthese des FeMo-Cofaktors aus- 
sehen? Sicherlich sollte ein derartiger Wirt die dreizahlige Sym- 
metrieachse des Cofaktors widerspiegeln und einen in bezug auf 
Form, GroBe und Hydrophobie passenden Hohlraum prafor- 
miert bereitstellen konnen. Dariiber hinaus sollte der Wirt - im 
Sinne eines biomimetischen Ansatzes - eine Thiolatgruppe als 
Liganden fur das exo-standige Eisenatom bereitstellen und was- 
serstoffbriickenbildende Zentren zur Stabilisierung der p2-Sz - -  
Liganden sowie basische Gruppen zur Kompensation der negati- 
ven Ladung seines potentiellen Castes enthalten. Ein derartiger 
synthetischer Wirt IieBe sich natiirlich auch zur Komplexierung 
des isolierten FeMo-Cofaktors einsetzen. Es konnte sich aber 
auch ein ,,molekularer Rezeptor" programmieren l a s ~ e n [ ~ ~ . ~ ~ l ,  
der sich durch Selbstorganisation nach einem vorgegebenen Al- 
gorithmus aus mehreren Bausteinen unter dem dirigierenden 
EinfluB des FeMo-Cofaktors bildet. DaB dariiber hinaus sogar 
eine Clustersynthese und die gleichzeitige Bildung einer aus Frag- 
menten aufgebauten Hiille als interdependenter und synergistisch 
erfolgender GesamtprozeB moglich ist, zeigt die Synthese des 
Polyoxoanions [v34082]10-. Dieses Anion enthalt im Zentrum 
einen cubanartigen [V40,0&Cluster, der als Templat die Bil- 
dung seines Wirtes dirigiert, aber auch nicht unabhangig von 
der Bildung der ,,auBeren Schale" e n t ~ t e h t [ ~ ~ I .  

Fernziel ist natiirlich, in einem Wirt-Gast-Komplex - ein kom- 
plett praformiertes Wirt- und/oder Gastsystem ist nicht unbe- 
dingt t~Ot ig [~~] ,  wie auch das Beispiel der PJ34082]10--Synthese 
zeigt - die In-vitro-Synthese des FeMo-Cofaktors zu ermog- 
lichen und die N,-Reduktion im Reagensglas zu erreichen. Hier- 
mit hatte die Chemie - nach der Entwicklung des Haber-Bosch- 
Verfahrens am Anfang dieses Jahrhunderts - erneut im Sinne 
von Sir William Crookes gehandelt, diesmal aber in Zusammen- 
arbeit mit anderen naturwissenschaftlichen Disziplinen, insbe- 
sondere der Genetik. 

Wir danken Priv.-Doz. Dr. Werner Klipp, Bielefeld, fur die 
,fiuchtbare Zusammenarbeit im Rahmen des von der Deutschen 
Forschungsgemeinschafi ,finanzierten Projektes Biologische Stick- 
stoff-Fixierung (Forschergruppe: Metalloenzyme) , Prof. Dr. 
D. C. Rees, Los Angeles, f u r  kristallographische Daten sowie dem 
Fonds der Chemischen Industvie und der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft fur jinanzielle Unterstiitzung. 
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