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Abstract: Heterozweikernige Metalloenzyme bilden eine be-
deutende Klasse von Metalloproteinen, bei denen jedoch die
Bestimmung der Positionen der Metallionen schwierig sein
kann. Hier beschreiben wir ein neues NMR-Verfahren, das
Pseudokontaktverschiebungen (PCS) nutzt, um die Position
von Metallionen ohne Annahmen �ber die koordinierenden
Liganden zu ermitteln. Die Methode wird anhand des zwei-
kernigen [FeZn]-Komplexes von IMP-1 beschrieben. IMP-
1 ist ein Prototyp der Metallo-b-Laktamasen (MbL), die Re-
sistenz gegen b-Laktam-Antibiotika bewirken. Eine versuchte
Einkristall-Rçntgenstrukturanalyse wurde durch teilweise
Oxidation des Proteins w�hrend der Kristallisation beein-
tr�chtigt. Mit [GaZn]-IMP-1 als diamagnetischer Referenz
ermittelten die PCSs eindeutig die Eisen-Bindungsstelle in
frischen Proben von [FeZn]-IMP-1, obwohl die beiden Me-
tallzentren weniger als 3.8 � auseinander liegen und das Eisen
als High-Spin-Fe3+ vorliegt, welches nur kleine PCSs erzeugt.
[FeZn]-MbLs kçnnten bedeutende pharmazeutische Zielpro-
teine darstellen, da [FeZn]-IMP-1 enzymatisch aktiv ist und
schon bei geringen Konzentrationen an Fe3+ auftritt.

Sch�tzungsweise bis zur H�lfte aller Proteine enthalten
Metallionen als Cofaktor.[1] W�hrend sich die Protein:Metall-
Stçchiometrie leicht durch induktiv gekoppelte plasmaopti-
sche Emmisionsspektroskopie (ICP-OES) oder Atomab-
sorptionsspektroskopie erfassen l�sst, ist die genaue Position
der Metallionen viel schwieriger zu bestimmen, insbesondere
in heterozweikernigen aktiven Zentren. Zwei nah benach-
barte Metallionen bilden ein h�ufiges Motiv in Metallo-
enzymen, und die �bergangsmetallionen Zink und Eisen
treten besonders oft auf.[2] Etablierte Methoden wie EXAFS-
(extended X-ray absorption fine structure) und Elektronen-
spinresonanz(ESR)-Spektroskopie liefern Information zur
Metallkoordinationssph�re, aber die Verkn�pfung dieser

Daten mit spezifischen Metallbindungsstellen bençtigt un-
abh�ngige Informationen zur Identit�t und Geometrie der
Aminos�ureseitenketten. Außerdem sind diese Methoden
unter Umst�nden schon auf 10 % Verunreinigungen anf�llig.
Die Rçntgenkristallographie liefert Strukturen mit atomarer
Auflçsung, aber erfordert Einkristalle, die oft schwierig her-
zustellen sind und sehr spezifische Kristallisationsbedingun-
gen bençtigen. Selbst dann erfordert die unabh�ngige Be-
stimmung der Metallionenpositionen anormale Rçntgen-
streuungsexperimente, die sich unter Umst�nden nur schwer
interpretieren lassen, wenn eine zweikernige Bindungsstelle
verschiedene Metalle mit unterschiedlicher Besetzung be-
herbergt. Unter Verwendung von NMR-Spektroskopie
zeigen wir, dass Pseudokontaktverschiebungen (PCS), die
von einem paramagnetischen Ion erzeugt werden, gen�gend
Information beinhalten, um die Position des paramagneti-
schen Zentrums mit einer Genauigkeit von wenigen �ng-
strçm zu bestimmen, selbst f�r einen schwierigen Kern wie
High-Spin-Fe3+, der große paramagnetische Relaxationsver-
st�rkungen (PRE) und nur kleine PCSs generiert.[3] Die
Methode setzt die Kenntnis der R�ckgratstruktur des Prote-
ins voraus, aber macht keinerlei Annahmen zur Metallkoor-
dination. Am Beispiel des 25 kDa großen MbL-Proteins IMP-
1 etablierten wir, dass das Enzym mit Leichtigkeit ein hete-
rozweikerniges aktives Zentrum mit [FeZn] annimmt, iden-
tifizierten das Eisen als High-Spin-Fe3+ und lokalisierten es in
einer der beiden Metallbindungsstellen mit eindeutiger Un-
terscheidung der beiden Zentren, die innerhalb von 3.8 �
liegen.

IMP-1 ist der Prototyp von �ber 40 Mitgliedern der B1-
Klasse von MbL-Proteinen, die zunehmende Gesundheits-
risiken durch Breitbandresistenz gegen b-Laktam-Antibioti-
ka inklusive Carbapeneme bewirken.[4] Lokalisiert auf mo-
bilen genetischen Elementen ist IMP-1 in Krankenh�usern in
verschiedenen pathogenen Bakterienst�mmen gefunden
worden.[5] Verf�gbare Kristallstrukturen von IMP-1 wurden
mit zwei Zinkatomen im aktiven Zentrum modelliert.[6, 7] Die
Metallionen sind f�r die Aktivit�t und strukturelle Integrit�t
des Enzyms unentbehrlich.

Wir entdeckten mithilfe von ICP-OES, dass IMP-1, wenn
es durch In-vivo-�berexpression in Escherichia coli im Bei-
sein geringer Mengen (25 mm) FeCl3 im Medium hergestellt
wird, Eisen und Zink in �quimolaren Mengen aufnimmt.
Sogar ein zehnfacher �berschuss an Zink vermochte die
Aufnahme von Eisen nur unvollst�ndig zu verhindern.
[FeZn]-IMP-1 war enzymatisch aktiv (Hintergrundinforma-
tionen, Tabelle S1).

Zur Identifizierung der Eisenbindungsstelle und der
Verteilung von Eisen und Zink zwischen den beiden Metall-
bindungsstellen M1 und M2 versuchten wir zun�chst, die
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Einkristallstruktur zu bestimmen. Einkristalle erwiesen sich
jedoch als schwer erh�ltlich. Das schlussendlich erfolgreiche
Protokoll bençtigte mehrere Wochen f�r das Kristallwachs-
tum, Inkubation bei 37 8C und die Verwendung hoher Kon-
zentrationen des Metallionenchelatbildners Natriumcitrat,
was zu verringerten Metallbesetzungen f�hrte. W�hrend die
Gesamtstruktur des Proteins (PDB-Code 4UAM) dieselbe
war wie die fr�her bestimmte Struktur des Wildtyp-[ZnZn]-
Enzyms,[6] wies die Elektronendichteverteilung darauf hin,
dass die Kristallisationsbedingungen zur teilweisen Oxidation
des Cystein-Restes im aktiven Zentrum zu Sulfinat gef�hrt
hatten, mit unklarem Einfluss auf die Metallbindungspr�fe-
renzen der beiden Bindungsstellen (Abbildung 1A und B).
Das Eisenion wurde durch anormale Rçntgenstreuung ober-
halb der Fe-K- und Zn-K-Kanten in der tiefer begrabenen
M1-Stelle lokalisiert (Abbildung 1 C–F).[8]

Um die Position des Eisens in frischen Lçsungen von
IMP-1 zu verifizieren, f�hrten wir NMR-Experimente ohne
Citrat durch. Im Vergleich zu [ZnZn]-IMP-1 fehlten in den
NMR-Spektren von [FeZn]-IMP-1 die 15N-HSQC-Kreuz-
peaks der Amide in der N�he des aktiven Zentrums, und
Kreuzpeaks der weiter entfernten Amide waren durch PREs
abgeschw�cht (Abbildung 3A). Die PRE-Daten waren
jedoch unzureichend genau, um die beiden Metallbindungs-
stellen voneinander zu unterscheiden (Abbildung S8). Die
Unterscheidung zwischen den beiden Metallbindungsstellen
gelang hingegen durch PCS-Messungen unter Verwendung
von [FeZn]-IMP-1-Proben und dem diamagnetischen Ana-
logon [GaZn]-IMP-1.

Die sequenzspezifische Resonanzzuordnung von IMP-
1 wurde durch einheitlich 15N/13C- und 15N/13C/2H-markierte
Proben des [ZnZn]-Komplexes ermittelt, die in vivo in Ge-
genwart eines großen �berschusses an Zink im Medium
hergestellt wurden. Die Resonanzzuordnungen des R�ck-
grats des diamagnetischen Komplexes ließen sich ohne Wei-
teres auf den [FeZn]-Komplex �bertragen, da die chemischen
Verschiebungen sich nur wenig zwischen den beiden Formen
des Proteins unterschieden. Die Resonanzzuordnungen
wurden in der BioMagResBank unter den Codes 25063 und
25080 hinterlegt. F�r PCS-Messungen wurden die [FeZn]-
und [GaZn]-Komplexe durch zellfreie Proteinsynthese[10] mit
selektiv 15N-markierten Aminos�uren unter kontrollierter
Zufuhr an Metallionen hergestellt.

Die meisten paramagnetischen Metallionen sind durch
einen magnetischen Suszeptibilit�tstensor gekennzeichnet,
der anisotrop ist und deshalb PCSs im Metallion-bindenden
Protein erzeugt. Die PCSs entstehen durch direkte Wechsel-
wirkungen zwischen den Kernspins und dem paramagneti-
schen Zentrum. Sie h�ngen von der Position des Metallions
ab sowie von der Orientierung des Dc-Tensors, der die An-
isotropie der magnetischen Suszeptibilit�t beschreibt, relativ
zum Protein. Der PCS DdPCS eines Kernspins wird in ppm
gemessen und durch die folgende Gleichung beschrieben,[11]

DdPCS ¼ 1
12pr3 Dcax 3 cos2 q� 1

� �
þ 3

2
Dcrh sin2 q cos 2�

� �
ð1Þ

in der r, q und f die Polarkoordinaten des Kernspins in Bezug
auf die Hauptachsen des Dc-Tensors bezeichnen, dessen

Abbildung 1. Aktives Zentrum von [FeZn]-IMP-1, bestimmt durch Rçnt-
genkristallographie. Die 1.8 �-Struktur kristallisierte mit einem Citrat-
Molek�l im aktiven Zentrum (nicht gezeigt). Die Metalle in den M1-
und M2-Bindungsstellen werden jeweils von drei Histidinen bzw.
einem Histidin, einem Aspartat und einem Cystein koordiniert und
sind als orange bzw. graue Kugeln gezeichnet. Die Aminos�urereste
des aktiven Zentrums sind als St�be dargestellt. Die Elektronendichte
entsprach ungef�hr 80% Besetzung der M1-Stelle durch Fe3+ und 40%
Besetzung der M2-Stelle durch Zn2+. A) Elektronendichteverteilung
2mFo�DFc (graues Gitter bei 2.5 s) des aktiven Zentrums. Die Diffe-
renzverteilung mFo�DFc (gr�nes Gitter bei 4 s) wies drei Regionen mit
positiver Elektronendichte um den Schwefel von Cys158 auf, was auf
teilweise Oxidation hinwies. B) Wie (A), außer dass Cys158 zus�tzlich
durch zwei Konformere Cysteinsulfinischer S�ure modelliert wurde,
beide mit einer Wasserstoffbr�cke zu Ser196. C) Anormale Streuungs-
verteilung, gemessen oberhalb der Fe-K-Kante, zur Hervorhebung der
Eisenposition. D) Wie (C), außer dass die Streuungsverteilung an der
Zn-K-Kante gemessen wurde, um die Positionen von Eisen und Zink
hervorzuheben. Die Konturen wurden so gew�hlt, dass ein vergleichba-
res Streuungsniveau am Schwefelatom von Cys158 zu sehen ist.
E) Wellenl�ngen der anormalen Streuungsexperimente, gekennzeichnet
durch gestrichelte Linien in einem Graph der theoretischen anormalen
Streuungsfaktoren f ’ (d�nne Linien) und f ’’ (dicke Linien) f�r Eisen
(lila), Zink (gr�n) und Schwefel (orange).[9] F) Anormale Streuung-
speakmaxima an den M1- und M2-Bindungsstellen. Das experimentelle
anormale Streuungspeakmaximum, das oberhalb der Zn-K-Kante an
der M1-Bindungsstelle gemessen wurde, entspricht den Erwartungen
f�r eine M1-Bindungsstelle, die nur Eisen enth�lt.[9] Aufgrund der gerin-
gen Metallbesetzung der M2-Bindungsstelle wurde kein anormales
Streuungssignal in der M2-Bindungsstelle oberhalb der Fe-K-Kante ge-
funden, was den Erwartungen f�r eine M2-Bindungsstelle entspricht,
die nur Zink enth�lt.
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Grçße durch die axialen und rhombischen Komponenten Dcax

bzw. Dcrh beschrieben wird. Der Dc-Tensor l�sst sich voll-
st�ndig durch acht Parameter beschreiben (die x-, y- und z-
Koordinaten des Metallions, die a-, b- und g-Eulerwinkel, die
die Orientierung des Dc-Tensors relativ zu den Proteinkoor-
dinaten bestimmen, und Dcax und Dcrh). PCS-Messungen von
mindestens acht verschiedenen Spins reichen somit zur Be-
stimmung des Dc-Tensors inklusive der Lage seines Ur-
sprungs.[11, 12]

PCS-Daten wurden als chemische Verschiebungen von
Amidprotonen in [FeZn]-IMP-1 minus den entsprechenden
chemischen Verschiebungen in einer diamagnetischen Probe
gemessen. Alle PCS-Werte waren sehr klein (< 0.12 ppm).
[ZnZn]-IMP-1 erwies sich als unzul�nglich als diamagneti-
sche Referenz, was auf kleine �nderungen in den chemischen
Verschiebungen aufgrund der unterschiedlichen Oxidations-
stufen der Metalle (Fe3+ versus Zn2+) zur�ckgef�hrt werden
kann. Die Unzul�nglichkeit von [ZnZn]-IMP-1 als diama-
gnetische Referenz wurde in den 15N-HSQC-Spektren der
selektiv 15N-markierten Proben besonders offensichtlich.
Beispielsweise waren die 15N-HSQC-Kreuzpeaks oft in ver-
schiedenen Richtungen entlang der 15N- und 1H-Dimensionen
verschoben (Abbildung 2, jeweils obere Reihe). Da im Ver-
gleich zum Abstand vom paramagnetischen Zentrum die
Stickstoff- und Wasserstoffatome jeder Amidgruppe sehr
nahe zueinander liegen, sind f�r beide Kerne sehr �hnliche
PCSs zu erwarten.[13] Dies ist in der Tat der Fall, wenn man die
[FeZn]- mit den [GaZn]-Proben vergleicht (Abbildung 2, je-
weils untere Reihe), was auf Eisen in der Oxidationsstufe 3 + ,

in der Gallium und Eisen sehr �hnliche Ionenradien besitzen,
hinweist.

Insgesamt 48 PCSs wurden mit [GaZn]-IMP-1 als dia-
magnetischer Referenz gemessen und als Input f�r das Pro-
gramm PyParaTools verwendet,[14] um Dc-Tensoren in Bezug
auf die Kristallstruktur des [FeZn]-Komplexes zu ermitteln.
Die systematische Suche nach der am besten passenden Lage
des paramagnetischen Zentrums in einem Koordinatennetz
ergab die M1-Bindungsstelle (Abbildung 3).

Zur Bestimmung der Oxidationsstufe und des Spin-Zu-
standes des Eisens wurde die gesamte paramagnetische Sus-
zeptibilit�t von [FeZn]-IMP-1 mithilfe des Experiments von
Evans et al.[15] gemessen. Das Ergebnis zeigte den High-Spin-
Zustand mit f�nf ungepaarten Elektronen an und best�tigte
somit die Oxidationsstufe des Eisens als Fe3+ (Abbil-
dung S12).

Nach unserem Wissen ist dies das erste Mal, dass PCSs
dazu verwendet wurden, um die genaue Position eines Fe3+-
Ions in einem Protein zu bestimmen. High-Spin-Fe3+ ist be-
kannt f�r einen großen, aber im Wesentlichen isotropen,
magnetischen Suszeptibilit�tstensor, der mit großen PREs
und kleinen PCSs verkn�pft ist.[3] Nichtsdestotrotz ist es viel
leichter, pr�zise PCSs zu messen als PREs, was zum Teil auf
die relative Unempfindlichkeit der PCSs auf Proteinbewe-
gungen und unspezifische intermolekulare Effekte zur�ck-
zuf�hren ist. Um die kleinen PCSs von Fe3+ zu messen, erwies
sich jedoch eine geeignete diamagnetische Referenz als un-
abdingbar. Ga3+ stellt ein etabliertes strukturelles Analogon
von Fe3+ in zweikernigen Metalloenzymen dar.[16] Im Beispiel
von IMP-1 ist der [GaZn]-Komplex auf subtile Weise nicht
genau gleich strukturiert wie der [ZnZn]-Komplex, da sich
chemische Verschiebungsdifferenzen in großem Abstand von
der Metallbindungsstelle beobachten ließen.

Abbildung 2. Ausgew�hlte spektrale Regionen der 15N-HSQC-Spektren
von mit 15N-Glycin, 15N-Isoleucin, 15N-Threonin bzw. 15N-Tyrosin mar-
kierten Proben der [FeZn]-, [ZnZn]- und [GaZn]-Komplexe von IMP-1.
Die Spektren wurden von 50 mm Lçsungen von IMP-1 in 20 mm MES-
Puffer, pH 6.5, bei 37 8C auf einem Bruker 800-MHz-NMR-Spektrome-
ter gemessen. Jeweils obere Reihe: �berlagerung der 15N-HSQC-Spek-
ten des [ZnZn]- (gepunktete Linien) und des [FeZn]-Komplexes (durch-
gezogene Linien). Jeweils untere Reihe: �berlagerung der 15N-HSQC-
Spektren des [GaZn]- (gestrichelte Linien) und des [FeZn]-Komplexes
(durchgezogene Linien).

Abbildung 3. Ermittlung des paramagnetischen Zentrums mithilfe von
PCS-Daten. Die M1- und M2-Metallbindungsstellen in der aktiven Stelle
von IMP-1 sind als orange bzw. graue Kugeln repr�sentiert. A) Sche-
matische Darstellung der Kristallstruktur von [FeZn]-IMP-1. Blaue
Kugeln heben die R�ckgrat-Amide aller Aminos�urereste hervor, f�r die
wir PCS-Daten messen konnten. Aufgrund von PREs sind alle diese
Amide mindestens 11.5 � von der M1-Bindungsstelle entfernt. B) Gra-
phische Darstellung einer Koordinatennetzsuche in der Umgebung des
aktiven Zentrums nach Metallpositionen mit mittlerer quadratischer
Abweichung (RMSD) zwischen experimentellen und r�ckgerechneten
PCS-Daten. Die Netzpunkte sind durch Kreuze markiert, die gem�ß
der RMSD-Werte von rot (0.023 ppm) nach blau (0.028 ppm oder
grçßer) gef�rbt sind. Die besten Ergebnisse sind um die M1-Bindungs-
stelle konzentriert.
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Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Schwierigkeiten,
die sich mit der Bestimmung von Identit�t, Position und
Oxidationsstufe von �bergangsmetallionen in zweikernigen
Enzymen ergeben, zumal die Metallionen die Bindungsstel-
len heterogen besetzen kçnnen (z.B. [FeZn] versus [ZnFe]).
Die hier eingef�hrte NMR-Methode stellt deshalb ein ein-
zigartiges Instrument zur Analyse von Metalloenzymen dar.
Zus�tzlich w�rde sich das Vorliegen signifikanter Heteroge-
nit�t in der Metallzusammensetzung oder Lokalisierung der
Metalle leicht durch NMR-Spektroskopie detektieren lassen.
Mittels direkter Detektion von 13C oder 15N kann die Ge-
nauigkeit der Bestimmung des paramagnetischen Zentrums
weiter erhçht werden, unter der Voraussetzung, dass das
Protein in hohen Konzentrationen lçslich ist.[17]

Es ist von Interesse, Spekulationen zur biologischen Be-
deutung der Eisen-Zink-Promiskuit�t von IMP-1 anzustellen.
Es ist gut bekannt, dass Eisen bakterielles Wachstum fçrdert
und dass Bakterien besonders w�hrend der Zellteilung emp-
findlich auf b-Laktam-Antibiotika sind. Deshalb kçnnte die
Aufrechterhaltung von aktivem Enzym durch den Ersatz von
Zink durch Eisen von Vorteil sein, wenn Zink wenig verf�g-
bar ist, aber Eisen das bakterielle Wachstum fçrdert.

Obwohl Fe3+-haltige aktive Stellen mit gemischten Me-
tallen h�ufig in zweikernigen Metallohydrolasen auftreten[18]

und eine Glyoxalase II in der weiteren Metallo-b-Laktamase-
Superfamilie mit Fe3+ in einem zweikernigen [FeZn]-Zen-
trum als aktiv nachgewiesen wurde,[19] wurde bislang von allen
zweikernigen MbLs der Unterklassen B1–B3 angenommen,
als reine Zink-Enzyme zu agieren.[20] L1, eine MbL der Un-
terklasse B3, ist bisher die einzige MbL, die als [FeZn]-MbL
genauer untersucht wurde und f�r die enzymatische Aktivit�t
mit substçchiometrischen Mengen an Eisen nachgewiesen
wurde.[21] Die leichte Bildung und signifikante enzymatische
Aktivit�t des [FeZn]-Komplexes teilt IMP-1 wahrscheinlich
mit vielen anderen Mitgliedern der MbL-B1-Unterklasse, die
die klinisch wichtigste Unterklasse darstellt.[4] Die leichte
Aufnahme von Fe3+ stellt eine neue Herausforderung f�r die
Medikamentenentwicklung dar.
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