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Analyse der magnetischen Eigenschaften des FeMo-Cofaktors der
Nitrogenase mittels Einkristall-EPR-Spektroskopie™*
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Professor Douglas C. Rees zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Enzym Nitrogenase reduziert Distickstoff und eine
Vielzahl weiterer Substrate an einem einzigartigen
[Mo:7Fe:9S:C]:(R)-Homocitrat-Eisen-Molybdén-Cluster,
dem FeMo-Cofaktor (FeMoco).' Der Cluster wurde in
groBem Detail strukturell charakterisiert,”! aber seine funk-
tionalen Eigenschaften und seine genaue Rolle bei der bio-
logischen Stickstofffixierung bleiben unklar. Nitrogenase ist
das einzige Enzym, das die reduktive Fixierung von atmo-
sphirischem N, zu bioverfiigbarem Ammonium (NH,") ka-
talysiert, und es koppelt diese an die Produktion von H, und
die Hydrolyse von ATP. Das Zweikomponenten-Metallo-
enzym besteht aus den Komponenten MoFe-Protein
(NifD,K,) und Fe-Protein (NifH,) und setzt sich beim Sub-
stratumsatz dynamisch zusammen.”! Das Fe-Protein ist der
Ort der ATP-Hydrolyse, und es dient als einziger Elektron-
endonor fiir das MoFe-Protein. Das a,f,-heterotetramere
MokFe-Protein enthilt je zwei Kopien des FeMoco und des im
Elektronentransfer benétigten [8Fe:7S]-P-Clusters. Liganden
des FeMoco sind ein Homocitrat-Molekiil sowie zwei Ami-
nosdureseitenketten, a-C275 und o-H442, im Enzym aus
Azotobacter vinelandii (Abbildung 1 A). Der Cluster hat eine
Pseudo-D;-Symmetrie, die nur durch das apikale Molybdén-
ion gebrochen wird (Abbildung 1B,C). Die sieben Eisenato-
me sind vierfach koordiniert, mit fast ideal tetraedrischer
Geometrie. Das leichte Zentralatom im Cofaktorzentrum
wurde erst vor kurzem als Kohlenstoff identifiziert, aber seine
Funktion blieb bisher unklar.™

Trotz jahrzehntelanger extensiver Untersuchungen blei-
ben die katalytischen und die zugehorigen magnetischen Ei-
genschaften des FeMoco weitgehend unverstanden. Nach
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Abbildung 1. Struktur des FeMo-Cofaktors [Mo:7Fe:9S:C]:(R)-Homo-
citrat in der a-Untereinheit des Nitrogenase MoFe-Proteins aus Azoto-
bacter vinelandii. A) Der Metallcluster wird durch zwei Aminosiure-
reste, 0-C275 und a-H442, koordiniert. Fe grau, Mo braun, S gelb,

C schwarz, N blau, O rot. B) Ansicht entlang der pseudozweizahligen
Symmetrieachse. C) Ansicht entlang der dreizihligen Achse des
FeMoco. (nach PDB-Eintrag 3U7Q).

Isolierung in Gegenwart von Dithionit enthilt das MoFe-
Protein den FeMoco im Grundzustand S =3/2 (FeMoco™).”!
Chemische Oxidation fiihrt mit einem reversiblen Ubergang
bei —42 mV in einen diamagnetischen Zustand (FeMoco®),
der durch MoBbauer- und MCD-Spektroskopie charakteri-
siert wurde, aber nicht unbedingt von physiologischer Rele-
vanz sein muss.! Unter Verwendung von Fe-Protein, nicht
aber durch eine chemische oder elektrochemische Reduktion,
kann FeMoco weiter in den Zustand von FeMoco® (S>1)
reduziert werden.”! Bis heute ist der §=3/2-FeMoco" bei
weitem der am besten charakterisierte Zustand, mit um-
fangreichen Daten aus EPR-, MoBbauer-, ENDOR-,
XANES- und EXAFS-Spektroskopie.’>®8  Aus diesen
Daten entstanden zwei gingige Hypothesen fiir die Vertei-
lung der Elektronen innerhalb des Clusters.

Das erste Modell beschreibt die Oxidationszustdnde der
Metallionen als [Mo**:Fe*":6Fe?"] wihrend sich beim zweiten
Modell, unterstiitzt durch ENDOR- und XANES-Daten, die
Zuweisung [Mo*":3Fe’:4Fe**] ergibt.’***) Da sowohl die
exakte elektronische Konfiguration als auch die Redox-
zustandsbestimmungen der einzelnen Atome umstritten sind,
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konnte bislang keine allgemein akzeptierte theoretische Be-
schreibung der exakten Spinkopplung erreicht werden. DFT-
Rechnungen, basierend auf einem ,Broken-symmetry“-
Zugang (BS), wurden genutzt, um Information iiber die
spezifische Spinkopplung des FeMoco zu erhalten.*% 1l Bej
einem Spinzustand von S$=3/2 und einer angenommenen
Konfiguration [Mo*":3Fe**:4Fe’*] sind 10 verschiedene
Spinkonfigurationen moglich, die alle in einer 4(up)/3(down)-
Kopplung resultieren, wobei das BS7-Kopplungsschema die
experimentellen Daten am besten beschreibt.'! Das inter-
stitielle Kohlenstoffatom im Cluster wurde aber weder in
diesen Rechnungen noch in fritheren Analysen experimen-
teller Daten beriicksichtigt.[¥

EPR-Spektroskopie ist ausgezeichnet geeignet, um In-
formationen iiber die exakten magnetischen Eigenschaften
eines Metallzentrums zu gewinnen. Angewendet auf geord-
nete Einkristalle ermoglicht diese Technik die Bestimmung
der relativen Orientierung der Hauptachsen des magneti-
schen g-Tensors eines paramagnetischen Zentrums in Bezie-
hung zu dessen Struktur.

Einkristalle des MoFe-Proteins aus Clostridium pasteu-
rianum wurden bereits frither von Hoffman und Mitarbeitern
EPR-spektroskopisch untersucht, wobei aber zu jener Zeit
keine dreidimensionale Strukturinformationen vorhanden
war.'? Wir berichten hier iiber die Analyse von Einkristall-
EPR-Messungen an MoFe-Protein aus Azotobacter vinelan-
dii, die in Kombination mit Rontgenkristallographie die
Orientierung des magnetischen g-Tensors beziiglich der Fe-
Moco-Geometrie definiert. Die Messungen wurden im X-
Band mit Dithionit-reduzierten MoFe-Proteinkristallen mit
einer GroBe von etwa 1.0 x 0.8 x 0.8 mm® durchgefiihrt. Die
Hauptachsen des g-Tensors im S = 3/2-FeMoco™-Zustand sind
aus Pulverspektren bestimmt zu g, =2.01, g,=3.65 und g,=
4.31, was durch eine Simulation basierend auf einem M=
+ !/,-Kramers-Dublett-Ubergang mit einer Rhombizitit von
E/D =0.053 sehr gut wiedergegeben wird. Dieses Signal geht
ausschlieBlich auf den FeMoco zuriick, da alle Fe-Ionen des
PN-Clusters im Fe'-Zustand sind, und der Cluster daher dia-
magnetisch ist.

MokFe-Protein kristallisierte in der monoklinen Raum-
gruppe P2, mit einem oder zwei Heterotetrameren pro
asymmetrischer Einheit und zwei asymmetrischen Einheiten
in der Elementarzelle. Im Fall der gro3eren Elementarzelle
war die nichtkristallographische Symmetrieoperation zwi-
schen beiden Tetrameren eine nahezu reine Translation,
sodass in beiden Zellen maximal vier magnetisch unabhin-
gige Resonanzen beobachtet wurden (Abbildung 2). Bedingt
durch die zuféllige Orientierung eines Kristalls mit einer
Fliche der Elementarzelle senkrecht zum magnetischen
Feldvektor B, war die Zahl der Resonanzbanden auf zwei
reduziert, was zu einer signifikanten Vereinfachung der
Auswertung dieser Datensétze fiithrte. Die Kristalle zeigten
eine markante Winkelabhingigkeit der EPR-Signale inner-
halb der Grenzen der Hauptachsen des g-Tensors (Abbil-
dung 2 A, Abbildung 3 A), sowie die erwartete Sinusform der
g’-Werte mit einer Periodizitit von 180° (Abbildung 2 B,C).

Aufgrund von g-Strain wurde héufig eine orientierungs-
abhéngige Linienverbreiterung des EPR-Signals im Hoch-
feldbereich beobachtet (Abbildung 3A)."” Um die Signal-
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Abbildung 2. Einkristall-EPR-Messungen. A) X-Band-Spektren eines
A.-vinelandii-MoFe-Proteinkristalls, aufgenommen in 3°-Schritten tiber
einen Bereich von 180°. Vier EPR-Signale reprisentieren die magne-
tisch unterscheidbaren Metallzentren in der Elementarzelle des Kris-
talls. B) Anpassung von Sinuskurven fiir die g>-Werte aller Signale. Die
Symbole reprisentieren die vier magnetisch unterscheidbaren FeMo-
Cofaktoren in der Elementarzelle.
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Abbildung 3. A) Symmetriereduzierte Einkristall-X-Band-Spektren des
MoFe-Proteins, aufgenommen uber einen Bereich von 300°. Zwei Re-
sonanzen — entsprechend nur zwei magnetisch unterscheidbaren Zen-
tren — werden aufgelst, da die Rotationsachse parallel zur b-Achse
des Kristalls steht. B) Winkelabhingigkeit des EPR-Signals, abgeleitet
aus den Spektren und tberlagert mit einem 2D-Konturdiagramm. Der
Fehler in x hat technische Griinde, insbesondere bedingt durch den
Spielraum der Kapillare im EPR-Probenréhrchen, wihrend die
y-Achsen-Fehler, bestimmt als Linienbreite bei halbmaximaler Hohe,
auf Linienverbreiterung zuriickzufiihren sind. C) Sinuskurven-Anpas-
sung der g*-Werte, analog zu Abbildung 2B. Die Symbole reprasentie-
ren die beiden magnetisch unterscheidbaren FeMo-Cofaktoren in der
Elementarzelle.

positionen der einzelnen Spektren genauer zu ermitteln,
wurden daher zweidimensionale Konturdiagramme generiert
(Abbildung 3B) und im Bereich hoheren Felds auch die
Diagramme der ersten beiden Ableitungen untersucht. Die
Signalpositionen wurden primér aus den Maxima der inte-
grierten Spektren ermittelt. Die erhaltenen Daten wurden
dann zur Anpassung der Winkelabhéngigkeit der Resonanz-
position genutzt. Dies geschah unter Verwendung des EPR-
Simulationsprogramms ,.easyspin“, mit den eingebetteten
Funktionen ,.resfield” und ,,pepper“.’” Die Simulation lie-
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ferte die Orientierungen der einzelnen g-Tensoren relativ zu
einem spezifischen Bezugsrahmen der Simulation, korrelie-
rend mit der rdumlichen Orientierung des FeMoco. Die
Auswertung der Spektren und Bestimmung der relativen
Orientierungen wird in den Hintergrundinformationen de-
tailliert beschrieben. Erst die Kombination zweier Datensétze
(Abbildung 2, Abbildung 3) ermoglichte die eindeutige Be-
stimmung der g-Tensor-Orientierung im Bezug zur dessen
Struktur (Abbildung S1, S4).

Die g,=4.31-Komponente weicht lediglich um 4.5° von
der dreizdhligen Achse des FeMoco ab. Dies ist aufgrund des
Spielraums der Kristallkapillare im EPR-Probenrohrchen
innerhalb des experimentellen Fehlers. Gleichermal3en liegt
die g, = 3.65-Komponente nur um 16.5° auB3erhalb der Fel-C-
S5-Ebene des Cofaktors. Da die Orientierung des magneti-
schen Tensors vor allem durch die atomare und elektronische
Struktur des FeMoco bestimmt wird ist offensichtlich, dass
das beobachtete, rhombische Pulverspektrum die Pseudo-D;-
Symmetrie des Clusters nicht vollstdndig wiedergeben kann.
Isolierter FeMo-Cofaktor behilt seinen Spinzustand von S =
3/2 bei groBer Rhombizitidt in der Abwesenheit jeglicher
Proteinliganden bei,'! wihrend ein isolierter [8Fe:9S:C]-
Vorldufer, der noch kein Molybdéinion enthilt, ein §=1/2-
System ist."") Das Heterometall spielt damit vermutlich eine
wesentliche Rolle fiir das Entstehen der hohen Rhombizitét
des S =3/2-Systems, ebenso aber auch die direkte und asym-
metrische Koordination durch Homocitrat und H442. Den-
noch wird im direkten Vergleich mit Holo-MoFe-Protein ein
zusidtzlicher Einfluss der Proteinumgebung und des elektro-
statischen Potentialfelds deutlich.'"! Mo unterstiitzt die Aus-
richtung der g.-Achse entlang der dreizéhligen Rotations-
achse des Clusters, und die umliegenden Aminosduren be-
wirken die Feinabstimmung von g, und g, Die g,-g,-Ebene
liegt nahe an der aus den Atomen Fel-Fe3-S5-Fe7-Mo ge-
bildeten Kante des FeMoco (Abbildung 4) und bricht damit
die dreizéhlige Rotationssymmetrie des Clusters.

FeMo-Cofaktor ist in einer Bindetasche eingebettet, die
vorwiegend von hydrophoben Aminosduren gebildet wird,
mit Ausnahme einer kleinen hydrophilen Tasche bei Fe3, die

8 -Achse g -Achse g -Achse
C-S3-Achse 45.3°  136.0°  94.7°
C-S5-Achse  74.6° 16.5° 88.2°
C-Fel-Achse 87.7° 93.6° 4.5°

Homocitrat

Abbildung 4. Orientierung des g-Tensors relative zum FeMo-Cofaktor.
A) Gesamtansicht einschliellich der ersten Ligandensphire des Zen-
trums. Die g,-Komponente weicht lediglich um 4.5° von der dreizihli-
gen Achse des Clusters ab. B) Ansicht entlang g, C) Ansicht des Clus-
ters entlang g,. Die g,-Achse weicht um 16.5° von der Fel-Fe3-S5-Fe7-
Mo-Kante des Clusters ab. D) Ubersicht der durch die Hauptachsen
des g-Tensors und die intrinsischen Achsen des FeMoco aufgespann-
ten Winkel.
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in der Struktur des MoFe-Proteins bei einer Auflosung von
1.0 A vier definierte Wassermolekiile enthlt.*™) Nur wenige
mogliche Elektronendonorliganden finden sich hier, ndmlich
a-Arg96, a-His195, a-Arg359 und a-His442 (Abbildung 5).

Abbildung 5. Mégliche Elektronendonorliganden am FeMo-Cofaktor
des MoFe-Proteins der Nitrogenase. Lediglich die Reste C275 und
H442 sind direkte Liganden, aber die konservierten R96, H195 und
R359 erzeugen eine anisotrope elektrostatische Umgebung, welche die
g-Tensor-Orientierung beeinflusst. Insbesondere ist die g,-Achse ent-
lang der Fel-Fe3-Fe7-Mo-Kande des Clusters ausgerichtet, die ihrer-
seits von den positiv geladenen Guanidinogruppen von R96 und R359
umgeben ist. Die Abbildung basiert auf dem PDB-Eintrag 3U7Q.

Die positiv geladenen Guanidinogruppen der beiden Argi-
ninreste befinden sich auf beiden Seiten der Fel-Fe3-S5-Fe7-
Mo-Kante des Clusters und erzeugen eine lokale elektrosta-
tische Potentialumgebung, die sich auf die elektronische
Struktur des FeMo-Cofaktors auswirkt (Abbildung 5). Die
einzigen Aminosduren, die FeMoco direkt koordinieren, sind
0-C275 und 0-H442, ergidnzt durch das organische (R)-Ho-
mocitrat (Abbildung 1 A). Die hohe Symmetrie des FeMo-
Cofaktors erschwert die eindeutige Zuordnung einer Sub-
stratbindestelle auf der Oberfldche, und bislang wurde die
Bindung eines Liganden im Wildtyp-Protein noch nicht direkt
beobachtet. Untersuchungen einer a-V70-Variante deuten
dort auf Substrat- und Inhibitorenbindung an Fe6 hin. Diese
Daten werden insbesondere durch Experimente gestiitzt, in
denen nach 'CO-Inkubation in ENDOR-Studien eine
Kopplung des "C-Kernspins an den Elektronenspin des
Clusters beobachtet wurde,'! aber diese Analyse ist
zwangsldufig stark vom verwendeten elektronischen Modell
abhéngig. Unsere vorliegenden Daten platzieren das auf der
zum Rest a-H195 hingewandten Seite des Clusters liegende
Fe6 nahe der g,-Achse des Tensors.

Das Fehlen einer zufriedenstellenden theoretischen Be-
schreibung der elektronischen Struktur des FeMo-Cofaktors
macht derzeit die Erhebung weiterer experimenteller Daten
als Basis fiir verfeinerte computergestiitzte Ansétze notwen-
dig. Die hier genutzte Kombination von Rontgenbeugungs-
und Einkristall-EPR-Daten von Dithionit-reduziertem
MoFe-Protein aus A. vinelandii zeigte erstmals die riumliche
Orientierung des g-Tensors im S = 3/2-FeMoco™-Zustand re-
lativ zur Struktur. Diese Informationen kénnen in zukiinftige
DFT-Rechnungen zu einer Verbesserung der Qualitdt der

www.angewandte.de

@ngewandte
Ch

emie

10305


http://www.angewandte.de

10306 www.angewandte.de

Angewandte

Zuschriften

vorliegenden elektronischen Modelle fiihren. Eine verfei-
nerte elektronische Struktur wird eine exaktere Beschreibung
der Elektronenverteilung innerhalb des Clusters sowie des
daraus resultierenden Kopplungsverhaltens ermoglichen.
Ziel ist ein besseres Verstidndnis des Elektronentransfers im
MoFe-Protein und letztlich auch der Substratbindung und
-aktivierung am FeMo-Cofaktor.

Experimentelles

Zellwachstum und Proteinreinigung: Azobacter vinelandii (Lipman
1903) wurde auf Burkes Medium in 500-mL-Flaschen gezogen. Das
Kulturmedium wurde mit 10 mm NH,CI als einziger fester Stick-
stoffquelle supplementiert. Hauptkulturen wurden mit 1.3 mm NH,Cl
versetzt, was nach Verbrauch von Ammonium zu Derepression der
Nitrogenase-Genexpression fiihrte. Die Zellen wurden durch Zen-
trifugation bei einer optischen Dichte von 0.30 (ODggy,n) geerntet.
Die Zellpaste wurde mit einem Puffer aus 50 mm Tris/HCI (pH 7.4)
gewaschen. Alle nachfolgenden Schritte wurden durchgefiihrt wie
beschrieben.!

Proteinkristallisation: Alle Kristallisationsschritte wurden unter
anoxischen Bedingungen (95% N,/5% H,, <5ppm O,) durchge-
fithrt. 12 pL Proteinldsung (65 mgmL™") wurden mit der gleichen
Menge Reservoirlosung aus 0.7M NaCl, 17.0 Vol.-% PEG 4000,
3% Vol.-% MPD, 0.2m Imidazol-Malat-Puffer (pH 8.0), 0.55 mm
Spermin und 0.1 mm Zwittergent 3-14 (Hampton Research) ge-
mischt. Alle kristallographischen Schritte wurden bei 291 K unter
Anwendung der Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden Tropfen
durchgefiihrt.!

Rontgenkristallographie: Kristalle wurden in diinnwandige
(10 pm) Quarzkapillaren montiert, die mit einer Ausgangsposition fiir
die Rontgen- und EPR-Datensammlung markiert wurden. Ront-
genbeugungsmessungen wurden auf einem MicroMax-007HF-Ront-
gengenerator mit einem Saturn-944 4+-CCD-Detektor (Rigaku) bei
100 K durchgefiihrt. Die Daten wurden wie frither beschrieben be-
handelt.!

EPR-Spektroskopie und Datenanalyse: Nach der Rontgen-Da-
tensammlung wurden die Kapillaren in X-Band-EPR-Ro6hrchen
verbracht, die dann mit einem Puffer aus 50 mm Tris/HCI (pH 7.4),
200 mMm NaCl und 5 mMm Na,S,0, aufgefiillt wurden. Die Spektren
wurden auf einem Bruker-Elexsys-ES00-X-Band-Spektrometer, aus-
gestattet mit einem Heliumkryostat (Oxford Instruments) bei 7 K
aufgezeichnet; Mikrowellenfrequenz 9.340 GHz; Mikrowellenleis-
tung 50 mW, Feldmodulation 100 kHz, Modulationsamplitude 8 G,
Zeitkonstante 328 ms, Abtastfrequenz 179 Gmin ™.
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