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Alle Eukaryoten und die meisten Prokaryoten ben�tigen f�r
die Terpenbiosynthese die Isoprenoide Isopentenyldiphos-
phat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) als Sub-
strate. Tiere bilden diese Metabolite �ber den Mevalonat-
Weg,[1] wohingegen viele Humanpathogene wie Plasmodium
falciparum oder Mycobacterium tuberculosis den wesentlich
sp�ter entdeckten Methylerythritolphosphat-Weg nutzen.
Dieser ist somit ein vielversprechendes Target zur Wirk-
stoffentwicklung.[2–4] Im letzten Schritt dieses Biosynthese-
wegs reduziert das IspH-Protein in einer Dehydratisierung 1-
Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat (HMBPP,
Abbildung 1a) zu IPP und DMAPP.[5–11] K�rzlich wurde von
Rekittke et al. die erste R�ntgenkristallstruktur von IspH
beschrieben. Sie zeigt das Protein aus dem hyperthermophi-
len Eubakterium Aquifex aeolicus in einer offenen Form.[12]

Wir berichten hier �ber die Kristallstruktur des IspH-Proteins
aus Escherichia coli[11] in seiner geschlossenen Konformation,
die als Basis f�r eine detaillierte Diskussion des katalytischen
Mechanismus dient.

Das IspH-Fusionsprotein mit N-terminalem His6-Tag
wurde unter Sauerstoffausschluss angereichert und kristalli-
siert. Seine Struktur wurde mit anomaler Streuung bei einer
Wellenl�nge von 0.1 nm mit einer Aufl�sung von 1.8 � be-
stimmt. Je Proteinmonomer konnten drei Eisenatome in der
anomalen Patterson-Differenzkarte identifiziert und zum

L�sen des Phasenproblems herangezogen werden. Wieder-
holtes Modellieren und Verfeinern lieferten eine definierte
Elektronendichte f�r das IspH-Molek�l mit Ausnahme des
His6-Tags und der f�nf C-terminalen Aminos�uren (Rfree =

23.8%, siehe Hintergrundinformationen, Tabelle S2). Die
Standardabweichung der Ca-Positionen beider Proteinmole-
k�le in der asymmetrischen Einheit betr�gt weniger als 0.3 �.

Ausschlaggebend f�r das Faltungsschema des monomeren
Proteins sind die in einer Pseudo-C3-Symmetrie angeordne-
ten, strukturell �hnlichen Dom�nen D1 bis D3, die unter-
einander keine Sequenz�hnlichkeit aufweisen (Abbildung 1b
und Abbildung S1). Im Verh�ltnis zu D1 sind D2 und D3 um
ungef�hr 1008 bzw. 1408 gedreht. Jede Dom�ne beginnt mit
einem konservierten Cystein, das in eine zentrale Kavit�t
hineinragt und jeweils ein Eisenatom eines [3Fe-4S]-Clusters
koordiniert. Dieser Cluster erscheint um etwa 208 zur pseudo-
trigonalen Achse des Apoproteins gekippt. Der trigonal-
symmetrische [3Fe-4S]-Cluster befindet sich in einer hydro-
phoben Tasche aus Seitenketten der Dom�nen D1 (G14 und
V15), D2 (P97 und V99), D3 (A199) und des C-Terminus
(F302 und P305). Letzterer ist neben dem N-Terminus f�r die
Stabilit�t des Proteins wichtig. Ferner ist die Methylengruppe
des Cysteins C96 nach innen gerichtet und erzeugt so eine
zus�tzliche hydrophobe Abschirmung von Fe2.

Remanente Elektronendichte in der zentralen Kavit�t
konnte als anorganisches Diphosphat identifiziert werden
(PPi; vgl. Omitmap, Abbildung S3; das Phosphat (1.8m) des

Abbildung 1. a) Die IspH-Reaktion. b) Kristallstruktur von IspH aus E.
coli in Banddarstellung (Stereopaar). Dom�nen, Helices und Str�nge
sind nummeriert. Der N-Terminus (violett) ist f�r den strukturellen Zu-
sammenhalt wichtig. PDB-Code: 3F7T.
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Kristallisationspuffers ist mit Diphosphat im mikromolaren
Bereich im Gleichgewicht).[13, 14] Dieses Diphosphat ist in ein
Wasserstoffbr�ckennetzwerk eingebettet, das von konser-
vierten Aminos�uren gebildet wird (E126, T167, N227,
Histidine 41, 74 und 124, Serine 225, 226 und 269, Abbil-
dung 2; vgl. Sequenzalignment, Abbildung S2). W�hrend
H41 und H74 ohne nennenswerten Aktivit�tsverlust durch
Asparagin ersetzt werden k�nnen, hat die H124N-Mutante
keine messbare Aktivit�t. L�sliches, aber inaktives oder
gering aktives Protein lieferten auch S225C-, N227Q-,
E126D- und E126Q-Mutationen. Der Ersatz von H41, H74
oder H124 oder von T167 durch Asparagin oder Valin f�hrte
zur Unl�slichkeit des Proteins (Tabelle S1). Der Ersatz von
V99 durch Alanin hatte keinen Einfluss auf die katalytische
Aktivit�t. Dass die Cystein-Reste, die den Eisen-Schwefel-
Cluster koordinieren, f�r die Aktivit�t essenziell sind, wurde
bereits fr�her gezeigt.[11]

Der Einfluss verschiedener Reagentien auf die Enzym-
aktivit�t ist in Abbildung S7 und Tabelle S1 zusammenge-
fasst. Diphosphat (c(PPi) = 10 mm) verringert die Aktivit�t
auf 28� 5%, w�hrend Orthophosphat nur geringf�gige
Hemmwirkung zeigt (62� 8% Restaktivit�t bei c(Pi) =

900 mm). Das Enzymprodukt IPP in einer Konzentration von
10 mm reduziert die Aktivit�t etwa auf die H�lfte. Zur Kl�-

rung der Frage, ob der kristallographisch beobachtete [3Fe-
4S]-Cluster den physiologischen Cofaktor darstellt oder ob es
sich dabei um das Abbauprodukt eines Aconitase-artigen
[4Fe-4S]-Clusters handelt,[5, 6, 12] wurden Aktivit�tsmessungen
in Gegenwart von 0.5 mm FeII durchgef�hrt. Interessanter-
weise wird dabei die Aktivit�t verringert (77� 8%). Ande-
rerseits zeigten photometrische und NMR-spektroskopische
Aktivit�tsmessungen nach Aufl�sung von Proteinkristallen in
Puffer eine relative Aktivit�t von 70� 25% trotz der Anwe-
senheit von Phosphat (90 mm, aus dem Kristallisationspuffer)
und gebundenem Diphosphat, die beide die Aktivit�t
hemmen. In �bereinstimmung mit fr�heren enzymatischen
und ESR-spekroskopischen Untersuchungen[11] best�tigen
diese Befunde den [3Fe-4S]-Cluster als katalytisch kompe-
tenten Cofaktor des aktiven Enzyms.

Laut computergest�tzten Modellrechnungen ist die in
Abbildung 3 gezeigte Substratkonformation um mindestens
38 kJ mol�1 g�nstiger als alle anderen getesteten Konforma-
tionen (Abbildung S8, Tabelle S3). In dieser quasi-cyclischen

Konformation kommt die Diphosphat-Einheit von HMBPP
weitgehend zur Deckung mit dem anorganischen Diphosphat
in der Kristallstruktur.[15] Die Kohlenstoffatome 1 und 3 des
Allylsystems liegen bei dieser Konformation auf der nach
oben offenen Fl�che des Eisen-Schwefel-Clusters, und die C-
2’-Methylgruppe ist auf das Innere der hydrophoben Tasche
gerichtet. Die quasi-cyclische Substratkonformation wird
stabilisiert durch eine Wasserstoffbr�cke zwischen der Di-
phosphatgruppe und der allylischen Hydroxygruppe in
Nachbarschaft zu E126. Die quantenmechanische Untersu-
chung m�glicher Intermediate und �bergangszust�nde liefert
zus�tzlichen Einblick in den Mechanismus der IspH-kataly-
sierten reduktiven Dehydratisierung (siehe auch Hinter-
grundinformationen 2.8). F�r ein [HMBPP(H+)]3�-Radikal
(S = 1=2) in der cyclischen Konformation, das beim initialen
Elektronentransfer als erstes Intermediat zu erwarten ist,
fanden wir auf der Potentialhyperfl�che kein Minimum.
W�hrend der Minimierung kommt es zum Bruch der C(4)-O-

Abbildung 2. Aktives Zentrum des IspH-Proteins aus E. coli. a) Stereo-
paar. Die Elektronendichte ist grau konturiert bei 1.0s mit (2F0-Fc)-Ko-
effizienten; Farbcode und Orientierung wie in Abbildung 1b. Die an-
omale Elektronendichte wurde zur Identifizierung der individuellen Ei-
senpositionen bei 25s konturiert (rot). b) Koordination von gebunde-
nem PPi; Wasserstoffbr�cken gestrichelt. Alle aufgef�hrten Aminos�u-
ren sind streng konserviert. Rot: mindestens eine untersuchte Mutante
f�hrt zu verminderter Aktivit�t. Die Position der Reste innerhalb der
Struktur ist in Abbildung S3 dargestellt.

Abbildung 3. Stereodarstellung des aktiven Zentrums mit gebundenem
HMBPP (schwarz) in quasi-cyclischer Konformation; gelb, gebundenes
Wassermolek�l W2 aus der MD-Simulation (siehe Hintergrundinforma-
tionen bez�glich Einfluss von Wassermolek�len in der Computer-Mo-
dellierung); grau, PPi (kristallographische Daten).
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Bindung und weiterhin zur Bildung eines C(2)-C(3)-C(4)-
Allylradikals mit zweifach protoniertem Diphosphatmotiv, in
guter �bereinstimmung mit der Erwartung, dass das Di-
phosphat eine bessere Abgangsgruppe ist als die Hydroxy-
gruppe. Wird jedoch die C(4)-O-Bindung bei 1.47 � fixiert, so
f�hrt die Minimierung zur Spaltung der C(1)-O-Bindung, zur
Wasserabspaltung und zur Bildung eines C(1)-C(2)-C(3)-
Allylradikals. Dieser Reaktionsweg entspricht der Bildung
von Intermediat B in Schema 1. Die Lockerung der C-O-
Bindung durch ein benachbartes, delokalisiertes Radikalan-
ion ist vergleichbar mit den Verh�ltnissen bei der Ribonu-
cleotidreduktase oder der 2-Hydroxyglutaryl-Reduktase, wo
die Abspaltung der a-Hydroxygruppe aus einem Ketyl-arti-
gen Radikalintermediat nachgewiesen wurde (Abbil-
dung S9).

Da das elektrochemische Potenzial des [3Fe-4S]-Clusters
(E0’ =�0.25 V)[16] f�r eine Elektronen�bertragung auf einen
Allylalkohol (E0’ =�1.25 V)[17] nicht ausreicht, nehmen wir
an, dass die Aktivierung von HMBPP durch die Proteinum-
gebung f�r die Einleitung der Substrat-Reduktion eine
wichtige Rolle spielt. Die R�ntgenkristallstruktur besagt in
Verbindung mit der MD-Simulation, dass eine Lewis-Akti-
vierung durch eines der Eisenzentren[12] wegen sterischer
Hinderung nicht m�glich ist. Die cyclische Konformation des
Substrats beg�nstigt jedoch eine Wasserstoffbr�cke zwischen
der Alkoholgruppe und der Brønsted-sauren Diphosphat-
gruppe. Eine Protonen�bertragung von der Diphosphat-
gruppe auf die Alkoholgruppe von HMBPP k�nnte durch das
Zusammenwirken mehrerer Faktoren erm�glicht werden.
Die Lage der Diphosphatbindungsstelle jeweils am positiv
geladenen N-Terminus von drei H2-Helices (je eine aus allen
drei Dom�nen) verst�rkt die Acidit�t der umgebenden Sei-
tenketten sowie der Diphosphatgruppe. Außerdem stabili-
siert das negativ geladene E126 eine positive Ladung auf der
benachbarten, allylischen OH-Gruppe. Das Zusammenwir-
ken dieser Faktoren k�nnte die �bertragung eines Elektrons
und die anschließende Spaltung der allylischen C-O-Bindung
ausl�sen. Stereochemische Faktoren im aktiven Zentrum von
IspH k�nnten die Abspaltung der Diphosphat-Einheit ver-
hindern und umgekehrt die Eliminierung der Wasserstoff-
verbr�ckten OH-Gruppe erm�glichen.

Die Protonierung des Allylanions (C in Schema 1) muss
von der Diphosphat-Seite (HSi-Seite) erfolgen, wahrschein-

lich unter Verwendung von Wasser als Protonendonor, da das
Allylsystem auf der anderen Seite durch die lipophile Ober-
fl�che des [3Fe-4S]-Clusters abgeschirmt ist. Damit stimmt
auch die experimentell ermittelte Stereochemie der Reaktion
�berein.[18] Das Produktverh�ltnis von IPP und DMAPP ist
kinetisch kontrolliert (bevorzugte Protonierung an C-3).[19]

Die Abdissoziation des Produkts (IPP bzw. DMAPP) k�nnte
unterst�tzt werden durch die Erh�hung der negativen
Ladung innerhalb des aktiven Zentrums infolge der Injektion
von zwei Elektronen.

Ein Vergleich der IspH-Strukturen von E. coli und A.
aeolicus zeigt als wichtigsten Unterschied einen um ca. 208
verschiedenen Anstellwinkel f�r die Dom�ne D3 im Ver-
h�ltnis der Dom�nen D1 und D2 (siehe Ca-Superposition in
Abbildung S10). Durch die Verkippung der Dom�ne D3 er-
scheint die zentrale Kavit�t im Enzym aus A. aeolicus er-
heblich aufgeweitet. Dieser Unterschied in der Terti�rstruk-
tur ergibt sich durch Ver�nderungen der Diederwinkel im
Bereich der Aminos�uren R9-G10-F11 von E. coli bzw. A10-
G11-F12 von A. aeolicus und von C197 bei E. coli bzw. C193
bei A. aeolicus. Hier k�nnte ein dynamischer Scharnierme-
chanismus vorliegen, der das �ffnen und Schließen des ak-
tiven Zentrums erm�glicht. Mutagenesestudien legen nahe,
dass diese Scharnierbewegung induziert wird durch die Bin-
dung des PPi-Liganden an das konservierte SXN-Motiv in D3
(S225-S226-N227 beim Protein aus E. coli, S221-G222-N223
beim Protein aus A. aeolicus) und nicht durch Wechselwir-
kung mit H41 und H74 (E. coli) bzw. H42 und H74 (A. ae-
olicus). Die Positionen der f�r die Rotationsbewegungen
maßgeblichen Aminos�uren sind in Abbildung 4 durch Pfeile
gekennzeichnet.

Insgesamt untermauern die Proteinstrukturdaten in Ver-
bindung mit der Ligandenbindung, den Mutationsstudien und
Modellrechnungen einen Reaktionsmechanismus in Analo-
gie zur Birch-Reaktion von Allylalkoholen durch Lithium in
fl�ssigem Ammoniak.[10] In Bezug auf Bindung und Aktivie-
rung des Substrats ergeben sich erhebliche Unterschiede ge-
gen�ber Vorschl�gen in der neueren Literatur.[5,6, 12] Die
Enzyme des Methylerythritolphosphat-Wegs sind klinisch
validierte Ziele[20, 21] f�r die Entwicklung antimikrobieller
Substanzen. Insofern kann diese Arbeit zur Entwicklung von
neuen Medikamenten f�r die Behandlung mehrerer pande-
mischer Erkrankungen beitragen.

Schema 1. Hypothetische Elektronen- und Protonen�bertragungen bei der IspH-katalysierten Reduktion von HMBPP zu IPP/DMAPP. Graue Wel-
lenlinien bezeichnen die Wand der Kavit�t mit dem aktiven Zentrum. Flavodoxin dient als physiologisches Cosubstrat f�r IspH; intermedi�re
Ladungen des Eisen-Schwefel-Clusters in Anlehnung an Daten f�r [3Fe-4S]-Cluster anderer Proteine[22] und f�r Modellsysteme.[23]
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Abbildung 4. Superposition (Stereopaar) der IspH-Proteine aus E. coli
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formation). Pfeile zeigen das Scharniermotiv der Dom�ne D3; der ge-
strichelte Pfeil zeigt die Bewegung des SNX-Loops.
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