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Die Nitrogenase, benannt nach der Fahigkeit, Stickstoff in Ammo-
niak umzuwandeln, hat eine iiberraschende Verbindung zu Kohlen-
stoff — einerseits durch das interstitielle Carbid im zentralen Hohlraum
des Cofaktors, andererseits durch ihre Fihigkeit zur reduktiven Koh-
lenstoff-Kohlenstoff-Kupplung kleiner Kohlenstoffverbindungen zu
Kohlenwasserstoffen. Neueste Studien enthiillen einen SAM-abhdn-
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gigen Radikalmechanismus fiir das Einbringen des Carbids in den
Cofaktor. Dieser Mechanismus entspricht sowohl einem neuartigen
Biosyntheseweg zu komplexen Metallclustern als auch einer neuarti-
gen Weise der Schwefelverdringung fiir die Aktivierung von Koh-
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lenmonoxid durch die Nitrogenase. Hierbei ist das interstitielle Carbid  4- Zentrales Carbid und

essenziell; es verleiht dem Cofaktor eine gewisse Flexibilitit bei

gleichzeitiger Erhaltung der strukturellen Einheit.

1. Einleitung

Die Nitrogenase ist ein komplexes Metalloenzym, das
eine Schliisselfunktion im globalen Stickstoffkreislauf ein-
nimmt und die Reduktion des inerten Stickstoffs (N,) zu
biologisch verfiigbarem Ammoniak (NH;) katalysiert. Die
Reaktion wird iiblicherweise gemaB Gleichung (1) dargestellt

N, +8H"+8e™ + 16 MgATP —

2NH, + H, + 16 MgADP + 16 P, M
(ADP = Adenosindiphosphat ~ ATP = Adenosintriphosphat,
P, = anorganisches Phosphat).'®! Unlingst wurde gezeigt,
dass die Nitrogenase auch kleine kohlenstoffhaltige Molekiile
wie Kohlenmonoxid (CO) und Kohlendioxid (CO,)" zu
Kohlenwasserstoffen reduzieren kann, was die Nitrogenase
zu einer vielseitigen Reduktase macht — sowohl fiir Stickstoff-
als auch fiir Kohlenstoff-haltige Verbindungen.”™ Die Ni-
trogenase-katalysierten Reduktionsreaktionen von Stick-
stoff- und Kohlenstoffverbindungen gleichen sich durch die
Verwendung von Protonen(H")/Elektronen(e”)-Paaren als
Reduktionsmittel und die Umsetzung dieser Verbindungen
unter Umgebungsbedingungen. Des Weiteren haben beide
Nitrogenasereaktionen ihre industriellen Entsprechungen im
Haber-Bosch- und im Fischer-Tropsch-Prozess. Der erste
Prozess verbindet N, und Wasserstoff (H,) zu NH,,"”) wihrend
der zweite typischerweise CO, gelegentlich auch CO,, mit H,
zu Kohlenwasserstoff-basierten Kraftstoffen umwandelt —
beide Prozesse finden unter hohen Temperaturen und Drii-
cken statt."”! Die Tatsache, dass Nitrogenase N, CO und CO,
unter Umgebungstemperatur und -druck aktiviert, offenbart
das Potenzial dieses Enzyms als geeignete Vorlage fiir zu-
kiinftige Prozesse zur Umwandlung dieser kleinen Molekiile
in landwirtschaftlich und 6konomisch wertvolle Produkte.
Genauso interessant ist, dass die Nitrogenasereaktivitit
gegeniiber Stickstoff- und Kohlenstoffverbindungen auf eine
Rolle des Enzyms als evolutionéres Bindeglied zwischen dem
Stickstoff- und dem Kohlenstoftkreislauf schlieBen lisst. In
einer CO,-reichen Atmosphire konnte die Nitrogenase die
Funktion einer CO,/CO-Reduktase erfiillt haben, die sich mit
dem Aufkommen der Photosynthese in eine N,-Reduktase
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entwickelte, aber eine gewisse CO,/CO-Reduktaseaktivitét
behielt.

Die Nitrogenaseaktivitidt gegeniiber Kohlenstoffverbin-
dungen hat seit ihrer Entdeckung viel Aufmerksamkeit er-
halten, da sie einen Ansatz fiir die begehrte Wiederaufbe-
reitung des Kohlenstoffabfallprodukts CO und des Treib-
hausgases CO, zu niitzlichen chemischen Produkten und
Kraftstoffen bieten konnte. Die grundlegende Bedeutung
dieser Aktivitdt hat zu der Frage gefiihrt, ob es einen intrin-
sischen Zusammenhang zwischen Nitrogenase und Kohlen-
stoff gibt und, falls dem so ist, wie dieser mit der Fahigkeit der
Nitrogenase zur Umsetzung Kohlenstoff-haltiger Verbin-
dungen verkniipft ist. Dieser Idee folgend, wurde ein Car-
bidion identifiziert, das als Strukturelement des Cofaktors
(genannt M-Cluster) der Molybdén(Mo)-Nitrogenase fun-
giert. Die oft als , konventionelle“ Nitrogenase bezeichnete
Mo-Nitrogenase von Azotobacter vinelandii besteht aus einer
Reduktasekomponenente und einer katalytischen Kompo-
nente.'! Die Reduktasekomponente wird Fe-Protein (NifH)
genannt und bildet ein y,-Dimer, das einen Untereinheiten
iiberbriickenden [Fe,S,]-Cluster und eine MgATP-Binde-
stelle pro Untereinheit enthilt; die katalytische Komponente,
MoFe-Protein (NifDK) genannt, ist ein o,f3,-Tetramer, das
pro off-Dimer zwei komplexe Metallcluster enthélt: einen P-
Cluster ([FegS;]) in der a/f-Untereinheitengrenzfldche und
einen M-Cluster ([MoFe,;SyC-Homocitrat]) innerhalb der a-
Untereinheit.'"' Die Katalyse durch die Mo-Nitrogenase
umfasst die Bildung eines funktionellen Komplexes zwischen
NifH und Nif DK™ und den ATP-abhingigen Elektronen-
transport zwischen dem [Fe,S,]-Cluster von NifH tiber den P-
Cluster bis zum M-Cluster von NifDK, an dem, nach der
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Anreicherung einer ausreichenden Zahl von Elektronen, die
Substratreduktion stattfindet (Abbildung 1a).

Der komplexeste bekannte biologische Metallcofaktor,
der M-Cluster, wird nur von zwei Liganden innerhalb der o-
Untereinheit gebunden, Cys**” und His****. Der Cluster be-
steht aus einem [MoFe;Sy]-Kern, der aus einem [Fe,S;]- und
einem [MoFe;S;]-Kubus besteht, die durch drei p,-Sulfide
miteinander verbunden sind. Des Weiteren wird der M-
Cluster durch die 2-Hydroxy- und die 2-Carboxygruppe des
organischen Homocitratrestes am Mo-Ende koordiniert
(Abbildung 1b)."""**I Der zentrale Hohlraum des M-Clusters
wurde lange Zeit als ein groBer , Leerraum*“!"* angesehen, bis
2002 eine hochaufgeloste Kristallstruktur von NifDK
(1.16 A) Elektronendichte enthiillte, die von einem N-, O-
oder C-Atom stammen konnte.[''! Dieses interstitielle Atom —
zur Zeit der Entdeckung als ,, X“ bezeichnet, um seine un-
bekannte Identitdt zu betonen — wurde spéter durch spek-
troskopische und strukturelle Untersuchungen als pg-koordi-
niertes Carbidion (C*") identifiziert (Abbildung 1b).l>!¥ Die
Gegenwart eines interstitiellen Carbids im Kern des M-
Clusters unterstreicht die Komplexitit dieses Metallcofaktors
und legt die Basis fiir die funktionelle Vielfalt der Nitroge-
nase. Dariiber hinaus 16sten die strategische Lage und die
unerwartete Identitédt des interstitiellen Atoms Begeisterung
aus und weckten Interesse an der Relevanz dieses Atoms fiir
den biosynthetischen und katalytischen Mechanismus der
Nitrogenase. Fragen iiber den Ursprung und den Einbau
dieses Carbids in den M-Cluster sowie iiber seine Auswirkung
auf die Reaktivitidt fiir Kohlenstoffverbindungen wurden
aufgeworfen.

2. Nitrogenase und Kohlenstoff: das interstitielle
Carbid des Nitrogenasecofaktors

Seit der Entdeckung des interstitiellen Carbids finden
sowohl der Ursprung als auch der Mechanismus der Carbid-
einbringung stetiges Interesse vonseiten der Nitrogenase-
Forscher wie auch allgemein von Bioanorganikern. Die
grofiten Kenntnisse wurden aus Studien zur Biosynthese des
M-Clusters,'”? des aktiven Cofaktors der Mo-Nitrogenase,
erlangt.

Markus W. Ribbe erhielt ein Diplom in Bio-
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Meyer in Mikrobiologie an der Universitdit
Bayreuth. Er forschte als Postdoktorand in
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Kombination aus biochemischen, spektrosko-
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Abbildung 1. Die Mo-Nitrogenasestruktur und die dazugehérigen Me-
tallcluster. a) Biandermodell (transparent) des MgADP-AIF, -stabilisier-
ten NifH/NifDK-Komplexes. Am Elektronentransport beteiligte Schliis-
selbestandteile, einschliellich MgADP-AIF,”, [Fe,S,]-Cluster, P-Cluster
und M-Cluster, sind in Kalottenform dargestellt. Die beiden NifH-Un-
tereinheiten sind mit H gekennzeichnet und in Grau und Gold einge-
farbt, die a- und B-Untereinheiten von NifDK sind mit D bzw. K ge-
kennzeichnet und jeweils in Rot und Hellblau eingefirbt. b) Die Struk-
turen des M-Clusters basieren auf den kristallographischen Daten von
1992, 2002 und 2011. His**? und Cys*?”, die beiden Proteinliganden
des M-Clusters, werden gezeigt. Die Atome aller Cluster sind wie folgt
gefirbt: Fe orange, S gelb, Mo tiirkis, O rot, C grau, N blau, Mg grin,
Al beige, F hellblau. hc=Homocitrat. Fiir die Erstellung der Abbildung
wurde PYMOL verwendet (PDB-Eintrage: 1N2C, TM1N, 3U7Q).

[ 1992 2002

2.1. Die Biosynthese des M-Clusters

Die Biosynthese des M-Clusters ist ein komplizierter
Prozess, der einer Vielzahl nif-codierter (Nif-)Proteine in-
volviert.”” Biochemische und genetische Untersuchungen
haben die Zahl der Hauptakteure dieses Prozesses zu einem
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Slattery an der Loma Linda University
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Barbara K. Burgess an der University of Cali-
fornia, Irvine, und ist gegenwiirtig dort Assi-
stant Professor. Die letzten zwolf Jahre wid-
mete sie sich der Erforschung des Zusam-
menbaus und der Katalyse von Nitrogenase
mit besonderem Schwerpunkt auf der gene-
tischen Manipulation des Nitrogenasesys-
tems.
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Minimalsatz an Nif-Proteinen verringert und fiithrten zum
Entwurf eines M-Cluster-Biosyntheseweges (Abbildung 2).*"]
Dieser Prozess wird initiiert durch NifS und NifU, die kom-
plementire Funktionen bei der Mobilisierung von Fe und S
fiir die Bildung von kleinen FeS-Fragmenten haben. Es wird
angenommen, dass NifS als Pyridoxal-abhidngige Cys-
teindesulfurase ein Protein-gebundenes Cysteinpersulfid
bildet, das anschlieBend an NifU weitergegeben wird, um
schrittweise [Fe,S,]- und [Fe,S,]-Cluster zu bilden (Abbil-
dung 22).2"! Daraufhin wird ein [Fe,S,]-Clusterpaar (ge-
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Abbildung 2. Die Biosynthese des M-Clusters der Mo-Nitrogenase.
Funktionen einiger montageassoziierter Nif-Proteine fiihren a) zur Bil-
dung des [Fe,S,]- und [Fe,S,]-Clusters in NifS/U; b) zur Bildung des L-
Clusters ([FesSoC]) in NifB; c) zur Insertion des Mo und des Homoci-
trats (hc) durch NifH in den L-Cluster, was einen , gereiften“ M-Cluster
(IMoFe;S,C-hc]) in NifEN hervorbringt; d) zum Einbau des M-Clusters
in das Zielprotein NifDK. NifB katalysiert die Umwandlung von K- zu
L-Cluster, was einhergeht mit der SAM-Radikal-abhingigen Carbidein-
bringung, der Insertion des neunten Schwefelatoms und der Neuord-
nung/Kupplung der 4Fe-Einheiten des K-Clusters in den 8Fe-L-Cluster.
Die charakteristischen EPR-Signale des (1) K-, (2) L- und 3) M-Clusters
sind neben den zugehdérigen Strukturmodellen gezeigt.
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nannt K-Cluster) von NifU zu NifB transferiert, wo dieses zu
einem [FegSyCJ-Cluster (genannt L-Cluster) umgewandelt
wird. Der L-Cluster gleicht dem Fe-S-Kern des M-Clusters,
auller dass das ,,Mo-Homocitrat-Konjugat® am einen Ende
des Clusters durch ein Fe-Atom ersetzt ist (Abbil-
dung 2b,¢).”"Y AnschlieBend wird der L-Cluster von NifB
zu NifEN transferiert und dort durch eine ATP-abhéngige
Mo- und Homocitrat-Insertion durch NifH zum M-Cluster
gereift. Der ,,ausgereifte M-Cluster wird danach zu seinem
Zielprotein NifDK geliefert (Abbildung 2c,d).F>!

Dieser Biosyntheseweg wurde mithilfe strategischer nif-
Deletionen,? ! die die Identifikation von biosynthetischen
Intermediaten des M-Clusters ermoglichten, entschliisselt.
Weiterfithrende EPR-spektroskopische und biochemische
Untersuchungen enthiillten die schrittweise Umwandlung des
K—L—M-Clusters (Abbildung 2, M-@3)), die sowohl durch
eine Anderung der EPR-Merkmale vom K-Cluster-spezifi-
schen §=1/2-Signal (g=2.02, 1.95 und 1.90) iiber das L-
Cluster-spezifische Merkmal (g=1.94) zum M-Cluster-spe-
zifischen §=3/2-Signal (g=4.31, 3.67 und 2.01) als auch
durch die damit einhergehenden Anderungen im Metallge-
halt und den Rekonstitutionsaktivititen dieser Cluster ver-
folgt werden kann.[120:3133:34 X AS/EXATFS und kristallogra-
phische Untersuchungen ermdoglichten weitere Einblicke in
die Strukturen dieser Intermediate des M-Clusters und be-
stiatigten die Bildung eines kompletten 8Fe-Kerns des M-
Clusters (den L-Cluster), bevor eines der terminalen Fe-
Atome durch Mo und Homocitrat ersetzt wird (Abbil-
dung 2¢,d).”*>! Dies etablierte NifH — besser bekannt als die
Reduktasekomponente der Mo-Nitrogenase — als ATP-ab-
hingige Mo/Homocitratinsertase, die fiir die Umwandlung
des L-Clusters in den ,,ausgereiften M-Cluster verantwort-
lich ist (Abbildung 2).5% All diese Beobachtungen definierten
die Strategie der M-Clusterbiosynthese als eine schrittweise
Fusion von FeS-Modulen zu 2Fe-, 4Fe- und 8Fe-Plattformen,
bei der einhergehend mit der Bildung des 8Fe-Kerns das zu-
sitzliche C und S eingebaut werden (Abbildung 2b,c) und
anschlieBend ein Fe durch Mo/Homocitrat ersetzt wird (Ab-
bildung 2¢,d). Das Ereignis der Carbidinsertion ist von be-
sonderem Interesse, da es einen zentralen Schritt im kom-
plexen Syntheseweg der Kernstruktur des M-Clusters bildet.

2.2. Die Inkorporierung des interstitiellen Carbids

Die Inkorporierung des interstitiellen Carbids als struk-
turelles M-Clusterelement wird von NifB, einem unverzicht-
baren Bestandteil der Cofaktorsynthese, katalysiert. Der
erste Hinweis auf die essenzielle Rolle von NifB in diesem
Prozess kam von der Beobachtung, dass die Deletion des
nifB-Gens zur Bildung eines M-Cluster-losen NifDK (ge-
nannt Apo-NifDK) fiihrte.””*¥! Eine Sequenzanalyse von
NifB offenbarte das Vorhandensein eines CxxxCxxC-Motivs,
das fiir die Koordinierung des S-Adenosylmethionin (SAM)
bindenden [Fe,S,]-Clusters (genannt SAM-Cluster) verant-
wortlich ist. AuBerdem wurden geniigend Liganden fiir die
Bindung der beiden [Fe,S,]-Module des K-Clusters identifi-
ziert. Dies fiihrte zur Hypothese, dass NifB mithilfe eines
SAM-Radikals die Kupplung der beiden 4Fe-Einheiten des
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K-Clusters zu einem 8Fe-L-Cluster katalysieren konnte.*¥)
Diese Hypothese wurde von EPR-Studien gestiitzt, die zeig-
ten, dass das K-Cluster-spezifische §=1/2-Signal mit dem
Auftreten des L-Cluster-spezifischen g=1.94-Signals (Ab-
bildung 2) nach der Inkubation von NifB mit SAM ver-
schwand.’) Diese Experimente lieferten auch den ersten
Hinweis zur SAM-abhingigen Umwandlung eines K-Clusters
(2 x4Fe) in einen L-Cluster (8Fe).

Die Funktion von SAM in diesem Prozess wurde mittels
HPLC-Analyse der von NifB erzeugten SAM-Spaltprodukte
untersucht. Nach Inkubation von SAM mit NifB wurden zwei
Produkte detektiert: das erste, S-Adenosylhomocystein
(SAH), wurde durch die Abspaltung der Methylgruppe von
SAM erzeugt; das zweite, 5'-Desoxyadenosin (5-dAH), ent-
stand durch die Wasserstoffabstraktion durch das 5’-Desoxy-
adenosylradikal (5-dA*; Abbildung 3, @)."**"! Diese Beob-
achtung legt die Beteiligung von zwei SAM-Molekiilen an der
NifB-katalysierten K—L-Clusterumwandlung nahe: Eines
fungiert als Methylgruppendonor, der letztlich das in-
terstitielle Carbid bildet, wohingegen das andere fiir die Ge-
nerierung des 5'-dA"-Radikals genutzt wird, das die Wasser-
stoffatome von der Methylgruppe abstrahiert, um den radi-
kalabhingigen Prozess der Carbidinsertion zu initiieren.

Isotopenmarkierungsexperimente  lieferten  weitere
Belege fiir diese Behauptung und bestitigten sowohl den
Einbau des “C-Atoms von [**C]Methyl-SAM in den L-Clus-
ter, einhergehend mit der Umwandlung von K- zu L-Cluster
in NifB,'”?! als auch die Bildung des deuterierten 5'-Des-
oxyadenosins (5'-dAD) fiir den Fall, dass [D;]Methyl-SAM
als Methylgruppendonor in diesem Prozess verwendet wurde
(Abbildung 3, @®)."?") Zusammengenommen liefern diese
Experimente einen iiberzeugenden Beweis dafiir, dass die
Methylgruppe von SAM der Ursprung des interstitiellen
Carbids ist (Abbildung 3a), wobei eine erste Wasserstoffab-
straktion durch ein 5-dA*-Radikal (Abbildung 3b) stattfin-
det, bevor das entstehende Kohlenstoffintermediat durch
weitere Deprotonierungs-/Dehydrierungsschritte in das int-
erstitielle Carbid umgewandelt wird (Abbildung 3c).*"

Die ersten Schritte der Carbidinsertion wurden einge-
hender untersucht, um den Ort der Methylbindung und die
Ereignissequenz zwischen Methyltransfer und Wasserstoff-
abstraktion zu bestimmen. Interessanterweise wurden Me-
thanthiol (CH;SH) und [D;]Methanthiol (CD;SH) als die
jeweiligen Produkte der Inkubation von NifB mit reguldrem
SAM (Abbildung 3, @) und [D;]Methyl-SAM (Abbildung 3,
@) nach Stoppen der Reaktion mit Sdure detektiert. Diese
Beobachtung lidsst darauf schlieBen, dass die von SAM er-
haltene Methylgruppe zum siurelabilen Schwefelatom des
NifB-gebundenen K-Clusters transferiert wird."”? Die Sub-
stitution von Schwefelatomen des K-Clusters durch Selen
(Se) fiihrt zur Bildung von Methanselenol (CH;SeH) — der
Se-substituierten Form des Methanthiols — in derselben Re-
aktion, was ein weiterer Hinweis auf die Bindung der Me-
thylgruppe an ein S-Atom des K-Clusters ist (Abbildung 3,
®)." AuBerdem generiert die Inkubation von NifB mit
Allyl-SAM, einem SAM-Analogon mit Allylgruppe (-CH-
CH=CH,) anstelle der Methylgruppe (-CH;), SAH als einzi-
ges Produkt der SAM-Spaltung. Auch wenn von der Allyl-
gruppe kein Wasserstoffatom durch ein 5'-dA*-Radikal ab-
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Abbildung 3. Die Bildung des L-Clusters in NifB. Die Carbidinsertion
beginnt vermutlich mit dem Methyltransfer von einem SAM-Molekiil
zu einem Sulfidion des K-Clusters (a), gefolgt von einer Wasserstoffab-
straktion durch ein 5'-dA-Radikal, das durch die homolytische Spal-
tung eines zweiten SAM-Molekiils erhalten wird (b). Das erhaltene,
Cluster-gebundene Kohlenstoffintermediat (z.B. ein Methylradikal) in-
itiiert anschlieRend die Radikal-basierte chemische Umwandlung/
Kupplung der beiden [Fe,S,]-Module des K-Clusters zu einem [FegS,C]-
L-Cluster, einhergehend mit der Einfligung des neunten Schwefelatoms
und der weiteren Dehydrierung/Deprotonierung des Kohlenstoffinter-
mediates, bis ein Carbidion im Zentrum des L-Clusters entsteht (c).
(D) HPLC -Spektren des Standards (oben) und der SAM-Spaltprodukte
von NifB (darunter); 2) LC-MS-Studien der 5'-dA-Molekiile, erzeugt
durch die Inkubation von NifB mit [D;]Methyl-SAM; (3)-(&) GC-MS-Un-
tersuchungen der Produkte von siuregestoppten Reaktionen (3) mit
NifB und SAM, (4) mit NifB und [Ds]Methyl-SAM, (5) mit Fe/Se-rekon-
stituiertem NifB und SAM und (6) mit NifB und Allyl-SAM.

strahiert wird, bildet sich dennoch ein Allylthiol (CH,=CH-
CH-SH) - die allylsubstituierte Form des Methanthiols — nach
Sdurequenchen (Abbildung 3, ®).!'""! Diese Beobachtung
deutet an, dass der Allylgruppentransfer vom Allyl-SAM
unabhéngig von der Wasserstoffabstraktion ist. Auf Grund-
lage von Analogieiiberlegungen folgt der Transfer der Me-
thylgruppe von SAM einem Sy2-Mechanismus; bei diesem
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wird die komplette Methylgruppe auf ein Schwefelatom des
K-Clusters transferiert und anschliefend durch Abstraktion
eines Wasserstoffatoms durch das 5-dA*-Radikal weiter zu
einem Kohlenstoffintermediat — wahrscheinlich zu einem
Methylradikal — prozessiert (Abbildung 3 a,b).

Wihrend die Schritte der Carbidinsertion vor der Was-
serstoffabstraktion durch diese Studien prézisiert werden
konnten, sind die nachfolgenden Ereignisse derzeit nur vage
beschrieben. Es ist nicht klar, wie das von der Methylgruppe
abgeleitete Kohlenstoffintermediat weiter in ein Carbidion
prozessiert wird, woher das neunte Schwefelatom stammt und
wie das Cluster-tiberbriickende Sulfid eingebaut wird, um die
Stochiometrie des L-Clusters zu vervollstandigen. Die viel-
leicht wichtigste Frage ist, wie die Radikalchemie — initiiert
durch die Bildung eines Cluster-gebundenen, radikalischen
Kohlenstoffintermediates — die Kupplung und Restrukturie-
rung der beiden 4Fe-Module des K-Clusters zu einem 8Fe-L-
Cluster mit dem gleichzeitigen Einbau des interstitiellen
Carbids und des neunten Schwefelatoms ermoglicht. Ver-
mutlich erfolgt ein einfacher Ligandenaustausch der tetra-
edrischen Fe?'/Fe**-Atome mithilfe eines Additions-/Elimi-
nierungsmechanismus fiir den benotigten strukturellen
Umbau, der zur Bildung des L-Clusters fiihrt;***! die ge-
nauen Details dieses Radikalprozesses miissen aber noch er-
forscht werden. Unabhéngig davon etabliert die einzigartige
Chemie dieses Prozesses NifB als ein neuartiges Mitglied der
radikalgetriebenen SAM-Methyltransferasen, mit einer Spe-
zialisierung im Metallcofaktorzusammenbau;*” und auBer-
dem platziert sie die Carbidinsertion auf einem strategisch
wichtigen Punkt in einem vorher unbekannten Radikal- und
SAM-abhingigen Metallcluster-Biosyntheseweg.

3. Nitrogenase und Kohlenstoff: reduktive C-C-
Kupplung durch Nitrogenase

Die Beziehung zwischen Nitrogenase und Kohlenstoff
geht weit liber das zentrale Carbid im Kern des Cofaktors
dieses Metalloenzyms hinaus. Die Untersuchungen der letz-
ten Jahre haben die Nitrogenase als ,,reduktive C-C-Kupp-
lase* etabliert, die in der Lage ist, kleine Kohlenstoffverbin-
dungen (CO und CO,) zu Kohlenwasserstoffen [Alkenen
(C,H,,) und Alkanen (C,H,, ;)] unter Umgebungsbedin-
gungen zu reduzieren." ™% Dies rief ein erhebliches In-
teresse an der Erforschung des Enzyms und dessen Relevanz
fiir die Umwelt und die Energieproduktion hervor. Wiahrend
die N,-reduzierende Aktivitdt zunéchst fiir die ,,konventio-
nelle” Mo-Nitrogenase etabliert wurde, wurde die CO-redu-
zierende Aktivitdt zuerst fiir die ,alternative” (V)-Nitroge-
nase von A. vinelandii entdeckt.”! Die V-Nitrogenase ist eine
natiirliche Variante der Mo-Nitrogenase, zu der sie — in Bezug
auf die Aminosdurensequenz der Untereinheiten wie auch
auf die strukturelle Zusammensetzung der Metallzentren —
hochgradig homolog ist.**! Wie das Mo-Gegenstiick (Ab-
bildung 4a) besteht auch die V-Nitrogenase aus einer Re-
duktasekomponente [genannt Fe-Potein (VnfH)] und einer
Katalysekomponente [genannt VFe-Protein (VnfDGK)]
(Abbildung 4 ¢). Der Substratumsatz durch die V-Nitrogena-
se (Abbildung 4c¢) involviert, wie auch bei der Mo-Nitroge-
nase, die Bildung eines funktionellen Komplexes der beiden
Nitrogenasekomponenten,!##1 " gefolgt von einem ATP-
abhéngigen Elektronentransfer von der Reduktase- zur Ka-
talysekomponente, in der die Substratreduktion stattfindet.

MgADPe AlF, MgADPe AlF,
a g ¥ b & c @ d £ e
G200 Pl
Q 0 [FesS,] @ 0 [Fe;S,]
%0 & R~ ’ bt
[FesSJ & by @‘} [FesSs] @9 e ?{\; @% 4
& a , 2 S
P-Cluster e PV-Cluster E
P-Cluster @ co P"-Clustere) 9 co
1 By HC Mo HC Vv ) 3
M-Clust p V-Cl 3 T
uster w e ,\l Cl usterm *\‘{%ﬁ i
ZAN AT A O™
(] 0 el (] 0 f il
-Cluster V-Cluster 7085 7100 7115
Réntgenemissionsenergie (eV)

Abbildung 4. Ein Vergleich der Strukturen von Mo- und V-Nitrogenase und deren Metallclustern. a) Bandermodell (transparent) des

'/, MgADP-AIF, -stabilisierten NifH/NifDK-Komplexes. Schliisselkomponenten des Elektronentransfers, einschlielich MgADP-AIF,” und [Fe,S,]-, P-
sowie M-Cluster, sind als Kalottenmodell gezeigt; b) Strukturen des [Fe,S,]-, P- und M-Clusters als Stibchenmodell. c¢) Schematische Darstellung
des '/, MgADP-AIF, -stabilisierten VnfH/VnfDGK-Komplexes. Schliisselkomponenten des Elektronentransfers, einschlieRlich MgADP-AIF,” und
[Fe,S,]-, P'- sowie V-Cluster, sind als Kalottenmodell gezeigt. d) Struktur des [Fe,S,]-, P'- und V-Clusters als Stabchenmodell. Die Struktur der Mo-
Nitrogenase wurde auf Grundlage kristallographischer Daten (PDB-Eintrag: 1N2C) erstellt, wohingegen die hypothetische Struktur der V-Nitroge-
nase auf Basis verfiigbarer biochemischer und spektroskopischer Daten erstellt wurde. Die Untereinheiten und Atome beider Nitrogenasen sind
wie in Abbildung 1 beschrieben eingefirbt. Zusitzlich ist die d-Untereinheit von VNfDGK mit G gekennzeichnet und in Weifl gezeigt; V ist dunkel-
grau. Die Clusterstrukturen in (a) und (b) beruhen auf kristallographischen Datenl"">">'% und diejenigen in (c) und (d) auf XAS/EXAFS-
Daten.”®**" PYMOL wurde fiir die Erstellung der Strukturen dieser Abbildung verwendet (PDB-Eintrage: 1N2C, TM1N, 3U7Q). HC: Kohlenwasser-
stoffe. e) K-Valenz-XES-Spektrum von V-Cluster (rot), Holo-VnfDGK (blau) und Apo-VnfDGK (schwarz) sowie Differenzspektren (zur Klarheit ver-
setzt) von V-Cluster/Apo-VnfDGK (magenta) und Holo-/Apo-VnfDCK (graublau). Die gestrichelten Linien kennzeichnen die berechneten Energien
fur den M-Cluster mit den interstitiellen Atomen C*~, N’~ und O relativ zur KB, s-Linie.”” Die Rolle von Mo oder V in der Nitrogenasekatalyse ist
unklar, allerdings wird angenommen, dass das Heterometall eine Rolle bei der Modulierung der Redoxeigenschaften des Cofaktors spielt.
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Die Mo- und V-Nitrogenase g
haben einen Satz homologer
Metallcluster.*! Die entspre-
chenden Reduktasekomponen-
ten der beiden Nitrogenasen
(NifH und VnfH) enthalten
kaum zu  unterscheidende
[Fe,S;]-Cluster (Abbil-
dung 4b,d, oben);"*** shnlich
verhilt es sich mit den jeweili-
gen Katalysekomponenten
dieser Nitrogenasen (NifDK
und VnfDGK); sie enthalten
homologe P-Cluster (P- und P"-
Cluster) und Cofaktoren (M-
und V-Cluster): der P- und der

CO-Reduktion
(nmol Produkt/nmol Protein/h)

C  V-Nitrogenase

) i €, (96.55%)
PY-Cluster sind 8Fe-Cluster mit ]
dhnlicher Topologie (Abbil-  €1(0.74%)

: [5,16,48,50] _ H,0 = C,(0.03%)

dung 4b,d, Mitte). M S e
und V-Cluster gleichen sich o
nicht nur in der Zusammenset-
zung und Kernstruktur (Abbil- C2(95.16%)

dung 4b,d,  unten),>14474851) o
sondern enthalten beide auch 0,0 TON —CZ (0:09%)
das gleiche interstitielle Carbid- N ¢, (3.18%)

ion (Abbildung 4¢);® dies un-
termauert die strukturelle Ho-
mologie dieser beiden Cofakto-
ren. Dennoch gibt es auch
deutliche Unterschiede zwi-
schen diesen beiden homologen
Nitrogenasen, besonders zwi-
schen den Clustern der Kataly-
sekomponenten. Gegeniiber der [FegS;|-Struktur des P-
Clusters der Mo-Nitrogenase (Abbildung 4b, Mitte) besteht
der PY-Cluster der V-Nitrogenase aus einem Cluster, der
mehr einem Paar von zwei [Fe,S,]-Clustern gleicht (Abbil-
dung 4d, Mitte), und auch die Konformation des PY-Clusters
in der a/p-Grenzfliche von VnfDGK ist wesentlich offener
(Abbildung 4¢). Ungeachtet der Ahnlichkeit mit dem M-
Cluster der Mo-Nitrogenase (Abbildung 4b, unten) enthélt
der V-Cluster der V-Nitrogenase ein V anstelle von Mo und
hat eine etwas andere Elektronenstruktur (Abbildung 4d,
unten).” Die Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den
beiden Nitrogenasen stehen fiir dhnliche, aber trotzdem un-
terschiedliche katalytische Fahigkeiten; am offensichtlichsten
sind die erheblich hohere Aktivitit der V-Nitrogenase bei der
Umwandlung von CO zu Kohlenwasserstoffen und die ge-
ringere Aktivitédt bei der Reduktion von N, zu NH; gegentiiber
dem Mo-Pendant.

VnfDGK (V-Nitrogenase).

3.1. Die ATP-abhdingige Reduktion von CO und CO,

Die V-Nitrogenase ist als ein Enzymsystem aus zwei
Komponenten in der Lage, die Reduktion von CO zu Methan
(CH,), Ethen (C,H,), Ethan (C,H;), Propen (C;Hg), Propan
(C3Hg), Buten (C,Hg) und Butan (C,H,,) ATP-abhingig in
H,0 oder D,O zu katalysieren (Abbildung 5a).[°”! Die Um-
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(nmol Produkt/pmol Protein/h)

d V-Nitrogenase Mo-Nitrogenase

C, (74|.09%) @ (99|.37%) C (98].00%)
@ —C3(25.91%) —C,(0.63%) % — C,(2.00%)
& (81|.38%) Gy (99|.78%)

_ C4(2.74%)
—C,(0.22%)

@ —C, (18.38%)

—C5(17.02%)

Abbildung 5. ATP-abhingige CO- und CO,-Reduktion durch V- und Mo-Nitrogenase. Gezeigt sind die Ak-
tivitdten fur die Produktbildung (a,b) sowie die Produktprofile (c,d) von CO- (a,c) und CO,-Reaktionen
(b, d) in Gegenwart von H,0 und D,0. Die Produktprofile (c,d) zeigen den Prozentanteil von C;-, C,-, C;-
und C,-Produkten. Die Berechnung der TONs erfolgte basierend auf den nmol an reduziertem Kohlen-
stoff, der in den Kohlenwasserstoffprodukten auftauchte, pro nmol NifDK (Mo-Nitrogenase) oder

satzzahl (TON) der V-Nitrogenase fiir CO betrigt in H,0O
992 h™! und in D,O 1108 h™!, und die Hauptprodukte sind
sowohl fiir H,O als auch fiir D,0 C,-Kohlenwasserstoffe
(Abbildung 5¢).1) Die Mo-Nitrogenase ist dagegen nur in der
Lage, CH,, C,H,, C,H,, C;H; und C;Hg in der CO-Reduktion
zu generieren (Abbildung 5a), wobei die TON 1 h™' (Abbil-
dung 5¢) in Gegenwart von H,O betrigt.l! Die Substitution
von H,O durch D,0O fiigt dem Produktprofil der Mo-Nitro-
genase C,Hg und C,H;, hinzu (Abbildung 5a). Diese Expan-
sion des Produktprofils geht einher mit einem signifikanten
Anstieg der TON auf 27 h™! (Abbildung 5¢).1! Auch wenn das
Produktprofil beider Nitrogenasen &dhnlich ist, féllt die Akti-
vitdt der Mo-Nitrogenase mit 0.1 % in H,O und 2% in D,0O
wesentlich geringer aus als die der V-Nitrogenase bei der
ATP-abhidngigen Umwandlung von CO in Kohlenwasser-
stoffe (Abbildung 5c).

CO, ist gegeniiber CO ein wirklich schlechtes Substrat
sowohl fiir die V- als auch fiir die Mo-Nitrogenase. Beide
Nitrogenasen ermoglichen die ATP-abhingige Reduktion
von CO, zu CO und Kohlenwasserstoffen*! mit vergleich-
barerer Effizienz in H,O und D,0. Das breiteste Produkt-
profil (CO, CH,, C,H, und C,H;) und die hochste TON
(025h7") erreicht die V-Nitrogenase in D,0O (Abbil-
dung 5b,d)."*! Tm Unterschied zur CO-Reduktion generiert
die CO,-Reduktion hauptsichlich die C;-Produkte CO und
CH,, und die Substitution von H,O durch D,O erhoht vor
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allem die CO-Produktion durch die beiden a _s6 b _ 30

Nitrogenasen (Abbildung 5b,d).*! Interes- g 5. EWLDTER Sml, g 2. | ‘EUSBTFA smly
santerweise stammt zumindest ein Teil des g4 :: ::

CH, nicht von CO,, was zu der Spekulation g : % % & 1:0

fihrt, dass das interstitielle Carbid die Z 1 é % 0.5

Kohlenstoffquelle fiir Teile des CH, bei 2, % 2 oo - el
diesen CO,-Reaktionen ist.*’) Wenn dies St et \,‘,c,\‘ifg“\‘:z\"s‘e ‘,\.O‘{‘%“fz\““
der Fall ist, konnte man argumentieren, dass " PN WENEN d

die Entfernung des zentralen Carbids -
moglicherweise aufgrund einer Verdnde-
rung des pH-Wertes infolge des gelosten
CO, in wissriger Losung — zu einer Insta-
bilitdt des Clusters fithrt und damit zur
schlechten Nitrogenasereaktivitit fiir CO,
in H,O beitragt. Dieses Argument wird auch
durch den signifikanten Anstieg der CO,-
Reduktion im Fall eines isolierten Nitroge-

CO-Reduktion
(nmol Produkt/pmol Cluster)

CO,-Reduktion
(nmol Produkt/pmol Cluster)

nasecofaktors in einem Reaktionssystem e f
auf Basis eines organischen Losungsmittels
gestiitzt (siehe Abschnitt 3_2)_ M-Cluster V-Cluster L-Cluster M-Cluster V-Cluster L-Cluster
D A DD D B O I R
O @ (»6,. O Q- (l?" NS &' O Q?, " (“?, O Q':‘
Sl SO & N SN2 SN

3.2. Die ATP-unabhdngige Reduktion von CO
und CO,

Die Fihigkeit der Nitrogenase zur Re-
duktion von CO und CO, lieferte den a
Anlass fiir die Untersuchung des autarken (64.5%)
Nitrogenasecofaktors in der Umsetzung von
CO und CO, zu Kohlenwasserstoffen unter
Umgebungsbedingungen. Die Isolierung
des aktiven Cofaktors der Mo- und V-Ni-
trogenase gelang durch etablierte Metho-
den;® diese ermoglichen die Extraktion
des M- und V-Clusters als intakte Einheiten
mit dem organischen Losungsmittel N-Me-
thylformamid (NMF).PY Zusitzlich wurde
auch der L-Cluster (Abbildung 2) — der sowohl ein biosyn-
thetischer Vorldufer als auch ein rein eisenhaltiges Struktur-
homologes des ,,ausgereiften Cofaktors ist — in NMF iso-
liert, was der Untersuchung der Substratumsetzung eine
weitere interessante Cofaktorspezies hinzufiigt. Alle drei
Cofaktoren sind relativ stabil im isolierten Zustand, was
wahrscheinlich auf das interstitielle Carbid — und seine -
Koordination an sechs Fe-Atome, was grob der Carbidkoor-
dination in Stahl gleicht — im zentralen Hohlraum der drei
Cluster zuriickzufiihren ist.

Die Strukturintegritit der isolierten Cofaktoren bildet die
Basis fiir deren Funktion als Katalysator in der ATP-unab-
hidngigen CO- und CO,-Reduktion. In der Gegenwart von
Europium(II)-diethylentriaminpentaessigsidure (Eu"™-DTPA;
E” = —1.14 bei pH 8.0) sind alle drei Cluster in der Lage, CO
in einem wissrigen Puffersystem zu Kohlenwasserstoffen zu
reduzieren. Allerdings treten alle drei Reaktionen mit einem
nicht katalytischen Niveau (TON<1) auf (Abbil-
dung 62).*%! Wenn Samarium(IT)-iodid [Sml,; E” =—1.55
in Tetrahydrofuran (THF)] als Reduktionsmittel und 2,6-
Lutidintriflat (Lut-H) als Protonenquelle im Losungsmittel-
system eingesetzt werden, konnen alle drei Cluster CO zu
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Abbildung 6. Die ATP-unabhingige Reduktion von CO und CO, durch die Nitrogenaseco-
faktoren. Gezeigt sind die TONs der Reaktionen mit Eu'-DTPA und Sml, (a,b), die Ertrige
der Produktbildung mit dem Reduktionsmittel Sml, (c,d) und das zugehérige Produktprofil
(e,f) der Reduktion von CO (a,c,e) und CO, (b,d,f) durch die Nitrogenasecofaktoren. Die
Produktprofile (e,f) zeigen den Prozentsatz der C;-, C,-, C;- und C,-Produkte. Die Berech-
nung der TONs erfolgte basierend auf den nmol an reduziertem Kohlenstoff, der in den
Kohlenwasserstoffprodukten auftauchte, pro nmol Cofaktor.

C,H,, C,H,, C;H,, C;Hg, C,Hg und C,H,, (Abbildung 6¢) bei
wesentlich hoheren Raten umsetzen (Abbildung 6a). Es
werden katalytische TONs von 3.0, 2.7 und 4.5 fiir M-, V- bzw.
L-Cluster erreicht (Abbildung 6¢).*! Eine #hnliche Erho-
hung der Aktivitdten kann fiir die Reduktion von CO, durch
die drei Cluster mittels der Substitution von Eu"-DTPA (im
wissrigen Puffersystem) durch Sml, (in einem organischen
Losungsmittel) erreicht werden; die Reduktion von CO, in
Reaktionen mit Eu"™-DTPA ist kaum detektierbar (Abbil-
dung 6b).**! Dariiber hinaus ist das Produktprofil aller drei
Cluster auch mit dem starken Reduktionsmittel SmI, relativ
schmal (CH,, C,H,, C;Hy, C;Hy und C;Hy; Abbildung 6d),
und auch die TONs (1.4, 1.8 und 2.3 fiir M, V bzw. L-Cluster)
sind fir die CO,- niedriger als fiir die CO-Reduktion (Ab-
bildung 6 f).**! Dies bestiitigt, dass CO, ein schlechteres
Substrat fiir die Nitrogenasecofaktoren ist.

Im Unterschied zum Protein-gebundenen Gegenstiick
zeigen die isolierten M- und V-Cluster sowohl vergleichbare
CO-Reduktionsaktivitdten als auch eine Neigung zur Bildung
von CH, als Hauptprodukt der CO,-Reduktion (Abbil-
dung 6¢). Andererseits bleiben die CO,-Reduktionsaktivita-
ten der isolierten und proteingebundenen Cluster vergleich-

www.angewandte.de

An dte

Chemie

8363


http://www.angewandte.de

GDCh
~—

8364

bar; allerdings sind beide Cluster wesentlich aktiver
nach der Isolierung und verbessern wesentlich das
CH,/CO-Verhiltnis in ihrem Produktprofil (Abbil-
dung 6d). Diese Beobachtungen demonstrieren
einen Einfluss der Proteinumgebung auf die Reakti-
vitdt der Cofaktoren. Wihrend die TONs der Co-
faktor-basierten Reaktionen unter den aktuellen
Bedingungen moderat sind, bestitigt die Tatsache
des katalytischen Umsatzes von CO und CO, die
Cluster nachdriicklich als eigensténdige Katalysato-
ren. Dies liefert den ersten Machbarkeitsnachweis
fir die Entwicklung eines Cofaktor-basierten, bio-
mimetischen Katalysators, der CO und CO, unter
Atmosphirenbedingungen in Kohlenwasserstoffe
umwandeln kann.

4. Zentrales Carbid und Kohlenstoffkupp-
lung: Besteht eine mechanistische Rele-
vanz zwischen beiden?

Die Entdeckung des interstitiellen Carbids im
Zentrum des Nitrogenasecofaktors!'>!¥ fiihrte zu den
mechanistischen Fragen, ob das Carbid am Sub-
stratumsatz beteiligt ist und, falls dem so ist, ob das
Carbid in die Kohlenwasserstoffprodukte aus der
reduktiven C-C-Kupplung eingebaut wird."s! Die
Identifikation der SAM-Methylgruppe als die Quelle
des interstitiellen Carbids!'” lieferte die Moglichkeit,
das Carbid spezifisch mit *C- oder *C-Isotopen zu
markieren, um das Schicksal der Kohlenstoffisotope
beim Substratumsatz zu verfolgen.!'™!

4.1. Das Schicksal des zentralen Carbids beim
Substratumsatz

Eine Kombination von '“C- und "“C-Isotopen
wurde genutzt, um das Schicksal des interstitiellen
Carbids des M-Clusters beim Substratumsatz zu
verfolgen."® [“C]Methyl-SAM wurde eingesetzt, um
das interstitielle Carbid zu markieren. Die “C-mar-
kierte Probe wurde einem schnellen Substratumsatz
(GH, und N,) ausgesetzt, und anschlieBend wurde
die Menge des noch vorhandenen '*C-markierten M-
Clusters ~ untersucht  (Abbildung 7a).  Wenn
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Abbildung 7. Die Verfolgung des interstitiellen Carbids des Nitrogenasecofaktors
beim Substratumsatz. Das interstitielle Carbid des NifDK-gebundenen M-Clus-
ters wurde markiert mit a) *C, um zu untersuchen, ob die '*C-Konzentration
nach N,- und C,H,-Umsatz abnimmt; oder b) >C, um zu untersuchen, ob "*C bei
der Umsetzung von CO in die Kohlenwasserstoff(HC)-Produkte eingebaut wird.
Der M-Cluster wird gezeigt, wie in Abbildung 1b beschrieben. c) Die Intensititen
der "“C-Markierung in NifDK vor und nach dem Umsatz von C,H, und N,. Ge-
zeigt ist die durch Autoradiographie detektierte Strahlung der *C-Markierung des
NifDK-gebundenen M-Clusters. Die Intensititen des "“C-markierten M-Clusters
haben sich durch den Umsatz von C,H, und N, nicht veridndert, was darauf hin-
weist, dass sich das interstitielle Carbid nach wie vor im Zentrum des Clusters
befindet. d) GC-MS-Analyse der Kohlenwasserstoffprodukte, die durch den
Umsatz von '?CO mit einem unmarkierten M-Cluster (obere Spuren), von *CO
mit einem unmarkierten M-Cluster (mittlere Spuren) und von '>CO mit einem
BC-markierten M-Cluster (untere Spuren) erhalten wurden. Es wurden keine *C-
Produkte beim Umsatz von '?CO mit "*C-markiertem M-Cluster detektiert (unten
rechts); dies legt nahe, dass das interstitielle Carbid nicht in der CO-Reduktion
umgesetzt wurde.

[*C]Methyl-SAM genutzt wurde, um das interstitielle Carbid
zu markieren, wurde die *C-markierte Probe einem langsa-
men Substratumsatz (CO) ausgesetzt, und die Produkte
wurden in Bezug auf *C untersucht (Abbildung 7b). Im Falle
der “C-markierten Probe war die Intensitit nach 3 h Umsatz
von C,H, oder N, dieselbe, obwohl die hohe Umsatzrate eine
schnelle Verdiinnung der “C-Markierung im Cofaktor for-
dern sollte (Abbildung7c). Im Falle der “C-markierten
Probe wurde kein “C-markiertes Produkt detektiert, auch
nicht unter extrem langsamem CO-Umsatz mit einer CO-
Konzentration im submolaren Verhéltnis zum interstitiellen
Carbid, um eine Verdiinnung der méglichen “C-markierten
Produkte zu verhindern (Abbildung7d, untere Spuren).
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Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass das interstitielle
Carbid weder durch Substratumsatz ausgetauscht noch als
Substrat in die Produkte eingebaut wird. Auf der Grundlage
dieser Beobachtungen kann angenommen werden, dass eine
Rolle des interstitiellen Carbids darin besteht, die Struktur-
integritat wihrend des Substratumsatzes zu bewahren.

4.2. Eine zentrale Rolle des interstitiellen Carbids in der C-C-
Kupplung

Die Rolle des interstitiellen Carbids fiir die Erhaltung der
Strukturintegritdt beim Substratumsatz wird von neuen CO-
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Bindungsstudien mit den Cofaktoren der Mo- und V-Nitro-
genase gestiitzt.">* Bisherige spektroskopische Untersu-
chungen offenbarten ein einzigartiges EPR-Signal bei der
Inkubation der Mo-Nitrogenase mit CO unter Umsatzbe-
dingungen. Es wurde angenommen, dass das CO an zwei Fe-
Atomen des ,,S-Giirtels* des M-Clusters bindet und diesen
iiberbriickt.®>® Neue kristallographische Studien des CO-
gebundenen M-Clusters zeigen, dass ein CO den Platz eines
Giirtel-S-Atoms und eine p,-Koordination zwischen einem
dariiber und einem darunter liegenden Fe-Atom einnehmen
kann (Abbildung 8a) — eine iiberraschende Beobachtung, die
zu der Hypothese fiihrte, dass eine reaktive Fe-Spezies durch

Substrat-
Y ,inhibierter” . 2a gebundener
Girtel-S ©0-@ Zustand cunels@QEQEO  ©-@ Zustand
3y €O ¥h @ co
M-Cluster V-Cluster
(NifDK) (VnfDGK)
c 2.081.981.97 d

2.092.011.99

—_ [ S SE—)
3000 3400 3800 3000 3400 3800
Magnetfeld (GauR) Magnetfeld (GauR)

e Methan Methan Ethen Ethan

3 13CH, 13D, 13CH,=12CH, 13CH,-12CH,

o = = = =

:_ 100 m/z=17 100 m/z=21 100 m/z=29 100 m/z=31

=

£ 50 50 50 50

2

£

£ 0 ‘=i 0

% 1.51.92.32.7 15192327 3.2 3.6 4.0 40 44 48

@x Retenti it Retenti it Retenti it Retenti it
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Abbildung 8. Die homologen Konformationen des CO-gebundenen M-
und V-Clusters. a) Die Kristallstruktur des CO-gebundenen M-Clusters
(ein ,inhibierter Zustand) und b) die homologe Struktur des CO-ge-
bundenen V-Clusters (ein Substrat-gebundener Zustand). PDB-Ein-
trag 4TKV.® XAS/EXAFS-P" und XES-Daten®” wurden genutzt, um
diese Modelle zu erstellen. Die Atome sind geférbt wie in Abbil-

dung 1b beschrieben. Die Giirtel-S-Atome sind mit einem Stern (*) ge-
kennzeichnet. Eines der drei Giirtel-S-Atome wurde in der CO-gebun-
denen Konformation des M- und V-Clusters durch eine CO-Gruppe er-
setzt. ¢,d) EPR-Signale des c) CO-gebundenen M-Clusters und d) CO-
gebundenen V-Clusters. Die Konformation des CO-gebundenen M-
Clusters wurde durch die Inkubation der aktiven Mo-Nitrogenase
(NifH mit NifDK) mit CO in Gegenwart von Dithionit und ATP er-
zeugt, wohingegen der CO-gebundene V-Cluster durch die Inkubation
der ruhenden V-Nitrogenase (VnfDGK alleine) mit CO in Gegenwart
des starken Reduktionsmittels Eu"-DTPA (E”=—1.14V bei pH 8.0) ge-
neriert wurde. Gezeigt sind Subtraktionsspektren von Proben, die in
An- und Abwesenheit von CO hergestellt wurden. Die g-Werte sind ge-
kennzeichnet. e) Die Katalysefahigkeit des CO-gebundenen V-Clusters.
GC-MS-Analyse der gebildeten Produkte nach Substratumsatz des
B3CO-gebundenen V-Clusters in (1) H,0 und (2) D,O ohne Zugabe von
zusitzlichem CO ((1),) oder in einer Reaktion mit H,O und der
Zugabe von 1% '*CO ((3),®).
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die Verdrangung des S-Atoms erzeugt wurde, um die Bindung
von CO zu ermoglichen.” Interessanterweise konnte eine
homologe Konformation fiir den V-Cluster durch die Inku-
bation der ,,ruhenden® V-Nitrogenase (die bloBe Katalyse-
komponente VnfDGK) mit CO und EU™-DTPA erhalten
werden. Das niedrige Potential des V-Clusters unter diesen
stark reduzierenden Bedingungen ermdoglicht die Bindung
von CO ohne enzymatischen Umsatz. Die EPR-Signale des
CO-gebundenen M- und V-Clusters sind verbliiffend dhnlich
(Abbildung 8c,d)*? und lassen auf eine dhnliche CO-gebun-
dene Konformation schlieBen (Abbildung 8a,b).”? Im Un-
terschied zum ,,inhibierten* CO-gebundenen M-Cluster, der
CO kaum umsetzen kann, war der CO-gebundene V-Cluster
katalytisch kompetent und ist deshalb ein Substrat-gebunde-
ner Nitrogenasezustand. Die GC-MS-Analysen legen nahe,
dass der V-Cluster mit *CO beladen werden kann und dieses
anschliefend in Kohlenwasserstoffe umsetzt. In der Abwe-
senheit von weiterem CO resultiert die Umsetzung des V-
Cluster-gebundenen CO in der Bildung von *CH, (Abbil-
dung 8e, D) in H,O und in der von CD, (Abbildung Se, ?))
in D,0.F? Durch die Zugabe von 1% zusitzlichem >CO
konnte der V-Cluster das gebundene *CO durch reduktive C-
C-Kupplung in "CH,=">CH, (Abbildung 8¢, 3®) und “CHj;-
"CH; (Abbildung 8¢, @) in H,O-basierten Reaktionen um-
setzen.

Die Verdriangung des Giirtel-S-Atoms durch CO - eine
Bindungsart, die wahrscheinlich auch in der katalytisch
kompetenten Konformation des CO-gebundenen V-Clusters
eingenommen wird — ldsst auf einen Nitrogenase-basierten
Mechanismus der CO-Aktivierung schlieen, der auf einer
erheblichen Umordnung der Giirtel-S-Atome beruht, um die
beiden Fe-Bindungsstellen fiir die anfangliche CO-Bindung
und moglicherweise auch die Bindung weiterer CO-Gruppen
fiir die C-C-Kupplung freizulegen und zu aktivieren. Die
Flexibilitdt des S-Giirtels in diesem Prozess lédsst eine ent-
scheidende Rolle des interstitiellen Carbids als stabiler Anker
fir die reaktiven Fe-Bindungsstellen wéhrend des Ligan-
denaustausches vermuten, der die Erhaltung der Integritit
des Cofaktors gewihrleistet und zugleich die fiir die Katalyse
notige Umstrukturierung des S-Giirtels ermdoglicht. Aus
diesem Grund iibersteigt die Funktion des interstitiellen
Carbids jene eines reinen Strukturelements, auch wenn es
nicht direkt an der Substratreduktion teilnimmt. Dieses Atom
hat in Bezug sowohl auf die Position also auch auf die
Funktion eine zentrale Rolle bei der Cofaktorumstrukturie-
rung, die die einzigartige CO-Reaktivitidt der Nitrogenase
ermoglicht.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Eine enge Beziehung zwischen Nitrogenase und Kohlen-
stoff wurde mit der Identifizierung des interstitiellen Carbids
im zentralen Hohlraum des Nitrogenasecofaktors sowie mit
der Entdeckung der Nitrogenase-katalysierten reduktiven C-
C-Kupplung kleiner Kohlenstoffverbindungen enthiillt. Un-
tersuchungen des Carbidinsertionsweges zeigen eine neuar-
tige, SAM-abhéngige Radikalroute zu komplexen, iiber-
briickten Metallclustern, wobei neueste Studien zur CO-AKk-
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tivierung eine essenzielle, wenngleich indirekte Rolle des
interstitiellen Carbids an der Aufrechterhaltung der Struk-
turintegritdt bei gleichzeitiger Begiinstigung des Cofaktor-
umbaus wéhrend des Substratumsatzes aufdecken.

Es gibt allerdings auch noch zahlreiche offene Fragen zu
dieser Kohlenstoffspezies hinsichtlich des Nitrogenasezu-
sammenbaus und des katalytischen Mechanismus. In Bezug
auf die Carbidinsertion miissen sowohl die Ereignisse zur
weiteren Prozessierung des Kohlenstoffintermediats in das
Carbidion als auch die damit verbundene Frage zum Ur-
sprung des neunten Schwefelatoms sowie die Radikal-ba-
sierte Clusterumstrukturierung erforscht werden, um den
Zusammenbau des Nitrogenasecofaktors zu erkldren. In
Bezug auf die C-C-Kupplung sind weitere Untersuchungen
des Aktivierungsmechanismus der Kohlenstoffverbindungen
wie auch die Verbesserung der Reaktionsbedingungen fiir die
C-C-Kupplung notwendig, um die Reaktivitdt der Nitroge-
nase zu verstehen und Strategien fiir die zukiinftige biotech-
nologische Anwendung dieser Reaktionen zur Umwandlung
von Kohlenstoffabfall in niitzliche Kohlenwasserstoffpro-
dukte zu entwickeln. Die Erforschung der Beziehung zwi-
schen Nitrogenase und Kohlenstoff verspricht, unser Ver-
standnis des Nitrogenasemechanismus zu férdern und neu-
artige chemische Reaktionen zu enthiillen, die von diesem
Enzymsystem katalysiert werden.
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