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Die Biosynthese von Naturstoffen ist eine Fundgrube fiir unge-
wohnliche Reaktionsmechanismen. Neue strukturbiologische und
mechanistische Untersuchungen machen verstindlich, wie Allylalko-
hole im Rahmen der Terpen-Biosynthese durch das Isp H-Protein

reduktiv dehydroxyliert werden.

1. Einleitung

Mit mehr als 35000 bekannten Vertretern bilden die
Terpene die groBite Naturstoffgruppe; sie umfasst unter an-
derem zahlreiche medizinisch bedeutsame Verbindungen wie
Cholesterin, Steroidhormone, Vitamine und Medikamente.
Die Biosynthese aller Terpene geht aus von Isopentenyl-
diphosphat (IPP, 7) und dem strukturisomeren Di-
methylallyldiphosphat (DMAPP, 8). Diese beiden Vorstufen
konnen entweder iiber den Mevalonatweg oder tiber den erst
relativ spdt entdeckten Nicht-Mevalonat-Weg biosyntheti-
siert werden.

Global werden aus IPP und DMAPP beeindruckende
Mengen an Biomasse produziert. Koniferen produzieren
beispielsweise jdhrlich etwa 500 Megatonnen an Isopren
(CsHg) und tragen damit wesentlich zur Aerosolbildung in der
Atmosphire bei.””

Die Aufklarung des Mevalonatwegs in den 1950er Jahren
war eine bahnbrechende Leistung, der in Biochemielehrbii-
chern typischerweise ein eigenes Kapitel gewidmet wird."”!
Drei Acetatmolekiile, in Form von Acetyl-CoA (11), ergeben
dabei je ein Molekiil CO, und IPP. Letzteres liefert DM APP
iber eine enzymkatalysierte Isomerisierung.

Die Hydroxyglutaryl-CoA-Reduktase des Mevalonat-
wegs ist der molekulare Wirkort der Statine, welche die kor-
pereigene Cholesterinbiosynthese hemmen und eine zentrale
Rolle bei der Pravention und Behandlung von Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen spielen.[! Der Jahresumsatz fiir 2008 be-
trug 26 Milliarden US-Dollar,! und die Statine sind damit die
umsatzstiarkste Medikamentenfamilie iiberhaupt.
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Der auBlerordentliche Erfolg der Mevalonatforschung hat
dazu beigetragen, dass ein zweiter Isoprenoidbiosyntheseweg
wihrend mehrerer Jahrzehnte iibersehen wurde. Nach den
grundlegenden Entdeckungen von Rohmer, Arigoni und
Mitarbeitern® wurden dann jedoch die Gene, Enzyme und
Intermediate des Nicht-Mevalonat-Biosynthesewegs (Sche-
mal) in rascher Folge aufgeklirt.”'” Das aufstrebende
Fachgebiet der Genomik spielte dabei eine zentrale Rolle."

2. Die spéiten Reaktionsschritte des Nicht-Mevalo-
nat-Biosynthesewegs

Bei der Mevalonatbiosynthese fiihrt die Kondensation
von Acetoacetyl-CoA (10) mit Acetyl-CoA (11) direkt zu
einem verzweigten Cs-Geriist. Beim Nicht-Mevalonat-Weg
entsteht das Cs-Geriist fiir die Isoprenoidvorstufen zunéchst
in linearer Form, und die Verzweigung wird spéter durch eine
Umlagerung eingefiihrt. Im Einzelnen entsteht durch Kon-
densation von Glyceraldehyd-Phosphat (2) mit Pyruvat (1)
das Kohlenhydrat 1-Desoxyxylulose-Phosphat (3),*'? das
durch eine von IspC(Dxr)-Protein katalysierte Abfolge von
Isomerisierung und Reduktion in 2C-Methyl-p-erythrityl-4-
phosphat (4) umgewandelt wird.” Dieses Polyol-Phosphat
wird dann durch drei iiber Cytidin-Diphosphat-Intermediate
verlaufende Enzymreaktionen in 2C-Methyl-p-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat (5) umgewandelt (Schema 1).7-"!

Entsprechend seiner Herkunft aus einer Kohlenhydrat-
vorstufe triagt das cyclische Diphosphat § mehr Sauerstoff-
substituenten als IPP und DMAPP. Da keine aktivierenden
Gruppen vorhanden sind, ist die Entfernung dieser zusétzli-
chen Sauerstoffsubstituenten mechanistisch schwierig. Das
Problem wird gelost durch enzymkatalysierte Radikalreak-
tionen. Zunichst erfolgt dabei eine reduktive Offnung des
achtgliedrigen Rings durch das mit einem [4Fe-4S]-Cluster
ausgestattete IspG-Protein.'”! Das Reaktionsprodukt, 1-Hy-
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Schema 1. Isoprenoid-Biosynthese.?”
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droxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat (HMBPP, 6), wird
dann durch das Eisen-Schwefel-Protein IspH in eine 6:1-Mi-
schung von IPP und DMAPP iiberfiihrt.'>¥! Dieses Pro-
duktverhéltnis ist signifikant verschieden vom thermodyna-
mischen Gleichgewicht (1:3). Das Produkt der kinetisch
kontrollierten IspH-Reaktion kann durch IPP-Isomerasen in
das thermodynamische Gleichgewicht iiberfiihrt werden;!"
IspH-Protein selbst hat keine Isomerase-Aktivitat.

Die Umwandlung von 6 in IPP und DMAPP benétigt zwei
Elektronen. In Eubakterien dienen Flavodoxin-Reduktase
und Flavodoxin gemeinsam als Elektronentransponder fiir
das IspG- und/oder IspH-Protein."®*!! Flavodoxin ist aus
diesem Grund bei Escherichia coli essenziell, wird jedoch
entbehrlich nach Einfithrung eines rekombinanten Mevalo-
nat-Biosynthese-Operons.?!!  Der (die) physiologische(n)
Elektronentransponder fiir die Eisen-Schwefel-Proteine des
Nicht-Mevalonat-Wegs in blaugriinen Algen und Pflanzen-
chloroplasten ist (sind) nicht ausreichend bekannt; iiber
Komplexe zwischen Ferredoxin mit IspG-Protein von Ther-
mosynechocystis elongatus oder mit IspH-Protein von Plas-
modium falciparum und den Austausch von Elektronen zwi-
schen den Proteinen wurde berichtet.?

Die Handhabung, Reinigung und Kristallisation von
IspH-Protein muss wegen der Sauerstoffempfindlichkeit des
Eisen-Schwefel-Clusters unter Luftausschluss erfolgen.['®!”]
Die zeitliche Entwicklung der Literaturangaben zur spezifi-
schen Aktivitit (Abbildung 1) macht die experimentellen
Schwierigkeiten sichtbar. Die hochsten Umsatzgeschwindig-
keiten wurden mit nichtnatiirlichen Elektronentranspondern
wie Methylviologen beobachtet.!*%2 Die Stabilitit des
Enzyms wird wesentlich erhoht durch Zugabe von Substrat
im Uberschuss und in Abwesenheit von Elektronendono-
ren.”!

Stereochemische Untersuchungen und der Einsatz von
Substratanaloga haben wertvolle Hinweise zum Reaktions-
mechanismus von IspH-Protein geliefert. Bei Verwendung
von D,0 als Losungsmittel wird Deuterium spezifisch in die
H,;-Position an C3 von IPP eingebaut.” Das 1-Fluorderivat
12 des Enzymsubstrats 6 wird von IspH-Protein zu einer 7:1-
Mischung von IPP und DMAPP umgesetzt; dieses Produkt-
verhiltnis kommt demjenigen nahe, das mit dem natiirlichen
Substrat HMBPP erhalten wird (6:1; Tabelle 1).%) Struktur-
analoga mit Modifikation an C4 (13, 15) konnen ebenfalls
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Abbildung 1. Historische Entwicklung und Literaturangaben zur spezi-
fischen Aktivitit von IspH-Protein mit NADPH (m), Methylviologen (A)
oder photoaktiviertem Deazaflavin (0) als Elektronentransponder.

Tabelle 1: Von |spH-Protein katalysierte Reaktionen.
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umgesetzt werden, liefern aber jeweils nur ein Produktisomer
(14 bzw. 16) in messbarer Menge.”*!
3. Kristallstruktur von IspH

Vor kurzem wurden Kristallstrukturen fiir IspH-Proteine
aus E. coli™*! und aus dem hyperthermophilen Eubakterium

Aquifex aeolicus beschrieben (Abbildung 2).”) Interessan-
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Abbildung 2. Offene und geschlossene Konformationen von IspH-Pro-
tein. Links: IspH aus A. aeolicus® (ohne Ligand im aktiven Zentrum;
PDB-Nummer 3DNF); rechts: IspH aus E. coli®® (PDB-Nummer
3KE8). A) Bindermodell; rote Pfeile zeigen die vermutete Bewegung
der Domine D3 beim Ubergang zwischen der offenen und geschlos-
senen Konformation. B) Raumfiillende Modelle mit elektrostatischen
Potentialen (in kTe™").

terweise konnte das Enzym aus E. coli bisher nur im Komplex
mit anionischen Liganden kristallisiert werden, wogegen das
Enzym aus A. aeolicus nur ohne Liganden am aktiven Zen-
trum kristallisierte.

Die IspH-Proteine von A. aeolicus und E. coli sind beide
monomer, und ihre Faltungsmuster umfassen jeweils drei
Dominen (D1-D3), die eine markante Pseudo-C;-Symmetrie
zeigen, obwohl sie keine Sequenzhomologie aufweisen. Zu
IspH-Protein dhnliche Proteinstrukturen sind nicht bekannt.
Jede Faltungsdomine umfasst ein vierstriangiges (-Faltblatt
(Strange S1-S4), das durch die a-Helices HI-H3 flankiert
wird (Abbildung 2).

Beim Protein aus E. coli wird die pseudotrigonale Do-
ménenanordnung stabilisiert durch ein charakteristisches
Klammermotiv, das zwischen dem N- und C-Terminus gebil-
det wird. Das resultierende (-Faltblatt vervollstindigt die
cyclische Anordnung der Doménen, da der strikt konservierte
N-Terminus®?! den Strang S4 der Domiine D3 beisteuert
und von dort aus weiterreicht bis zur Helix H1 von D1 (Ab-
bildung 2 A). Die Deletion von 11 N-terminalen oder 30 C-
terminalen Aminosduren ergibt unlosliches Protein; dies un-
terstreicht die Bedeutung des Klammermotivs fiir die struk-
turelle Integritit des Proteins.*’!

An den N-terminalen Enden aller drei Doménen lokali-
sierte Cysteinreste koordinieren den Eisen-Schwefel-Cluster.
Thnen folgen die jeweiligen H1-Helices, deren Makrodipol-
Vektoren am Ort des [4Fe-4S]-Clusters konvergieren und
dadurch ein positives Coulomb-Potential aufbauen,™ das
seinerseits den reduzierten Zustand des Clusters stabilisiert
(im Vergleich mit anorganischen Modellverbindungen). In-
folge der geringfiigig unterschiedlichen Doménenanordnung
umfasst IspH von E. coli einen geschlossenen zentralen
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Hohlraum, wogegen das Protein aus A. aeolicus in einer of-
fenen Konformation vorliegt, in der der zentrale Hohlraum
fiir das Losungsmittel zuginglich ist.?>?’!
Rontgenstrukturanalysen fiir das IspH-Protein aus E. coli
liegen inzwischen vor im Komplex mit einem frithen Reak-
tionsintermediat (1), einem spiten Reaktionsintermediat,
dessen chemische Struktur noch nicht genau bekannt ist (2),
den beiden Enzymprodukten IPP und DMAPP (3) sowie mit
anorganischem Pyrophosphat (4) und Malonat (5).%] Die
Polyanion-Motive der gebundenen Intermediate liegen alle
am gleichen Ort innerhalb des zentralen Hohlraums und sind
dort eingebettet in die polare Umgebung der Seitenketten
von Histidin41, 74 und 124, Serin225 und 269, Threonin 168,
Asparagin227 und Glutamin166. Die Pyrophosphat-Ester
binden ausnahmslos in einer U-férmigen Konformation; da-
bei ist die organische Seitenkette zwischen der Pyrophosphat-
Einheit und dem Eisen-Schwefel-Cluster eingeschlossen.

4. Der Eisen-Schwefel-Cluster

Die stochiometrische Zusammensetzung des Eisen-
Schwefel-Clusters im aktiven Zentrum ist in der IspH-For-
schung bislang umstritten. Im Komplex mit dem frithen oder
spaten Reaktionsintermediat enthélt IspH von E. coli einen
[4Fe-4S]-Cluster. Andererseits kristallisiert das Protein im
Komplex mit IPP, DMAPP, anorganischem Pyrophosphat
oder Malonat reproduzierbar mit [3Fe-4S]-Cluster.>*!
Wichtig ist auch, dass das Aquifex-Enzym in einer offenen
Konformation mit einem [3Fe-4S]-Cluster kristallisiert.”!

MoBbauer- und ESR-Spektroskopie hatten friihzeitig
Hinweise auf [4Fe-4S]-Cluster (Abbildung 3) im katalytisch
aktiven Enzym geliefert.”**?! MoBbauer-Spektren von in-
takten Bakterienzellen mit einem hohen Gehalt an rekom-
binantem IspH-Protein wurden im Sinne von [4Fe-4S]-IspH
interpretiert.”! Andererseits wurde aber auf der Grundlage
von ESR-Spektren auch tiber katalytisch aktives E.-coli-
Protein mit [3Fe-4S]-Cluster berichtet.l'”! Derzeit erscheinen
in der kontroversen Diskussion um den Eisengehalt die fol-
genden Punkte konsensfihig:

1. [4Fe-4S]-Cluster ermoglichen einen Reaktionsverlauf
iiber ein Alkoxid-Intermediat (siche Schema 2B).

2. [4Fe-4S]-IspH verliert relativ leicht das apikale Eisen-Ion,
das von keiner Aminosidure koordiniert wird; in Abwe-
senheit von Elektronendonoren wird die Sauerstoff-
Empfindlichkeit von IspH-Protein aus E. coli wesentlich
verringert durch Komplexierung mit Substrat, was ver-
mutlich durch Schutz des [4Fe-4S]-Clusters zu erkldren
ist.]

3. Moglicherweise liefert die Isolierung von IspH-Protein
aus rekombinanten Hyperexpressionsstimmen Mischun-
gen von [3Fe-4S]- und [4Fe-4S]-Protein, wenn die zellu-
laren Systeme fiir die Biosynthese von Eisen-Schwefel-
Clustern angesichts der gesteigerten Apoprotein-Produk-
tion nicht tiber ausreichende Kapazitit verfiigen; dieser
Fall konnte selbst bei gleichzeitiger Expression des isc-
Operons eintreten.['"*!

4. Andererseits fiihrt eventuell auch die In-vitro-Rekonsti-
tution von aktivem IspH-Protein aus Apoprotein zu Mi-
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Abbildung 3. Schnappschiisse aus der Reaktionstrajektorie von IspH-
Protein (Stereopaare).” A) Ubersicht; B) ,friihes Reaktionsintermedi-
at“ im aktiven Zentrum; Elektronendichte (blau) konturiert bei 1.0 o
mit (2 F—F.)-Koeffizienten (PDB-Nummer 3KE8); C) CON: ,spites
Reaktionsintermediat* (enzymatische Transformation ausgel6st durch
Cuy,-Vorbestrahlung eines IspH:Substrat-Kristalls; PBD-Nummer
3KE9); D) Connolly-Oberfliche des zentralen Hohlraums mit Wasser-
molekiil W1, Eisen-Schwefel-Cluster und dem frithen Reaktionsinterme-
diat.

schungen mit unterschiedlicher Clusterzusammenset-
Zung.[29’31]

5. In Abhingigkeit von zugesetzten Liganden und dem Ur-
sprung des Proteins werden moglicherweise durch die
Kristallisationsbedingungen Proteinspezies mit unter-
schiedlichen Clustern begiinstigt.

6. Nachdem reproduzierbar katalytische Aktivitdt nachge-
wiesen wurde in Losungen von IspH:Pyrophosphat-Co-
kristallen, deren [3Fe-4S]-Status kristallographisch abge-
sichert war,® ist die Dismutation von [3Fe-4S]-Protein
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unter Bildung von [4Fe-4S]-Protein nicht auszuschlieBen;
andererseits konnte auch [3Fe-4S]-Protein die Produkt-
bildung geringfiigig katalysieren, auf einem Reaktions-
weg, der von dem in Schema 2 beschriebenen abweicht.

5. Mechanistische Uberlegungen

Auf der Grundlage dieser Befunde kann ein hypotheti-
scher Reaktionsmechanismus fiir IspH-Protein vorgeschlagen
werden (Schema 2B). Im ersten Reaktionsschritt konnte die
Hydroxygruppe an C1 des Substrats mit dem apikalen Eisen-
Ton eines [4Fe-4S]-Clusters das Alkoxid 17 bilden (siche
Abbildung 3B). Der Eisen-Sauerstoff-Abstand (2.0 A) ent-
spricht der Erwartung fiir eine Eisen-Sauerstoff-Bindung. Die
Abstidnde des apikalen Eisen-Ions von C2 und C3 des en-
zymgebundenen Isoprenoid-Intermediats 17 (2.8 bzw. 2.9 A)
sind signifikant kleiner als der Van-der-Waals-Abstand (ca.
3.6 A). Deshalb sind zumindest partielle onr-Bindungen zwi-

T. Grawert, M. Groll et al.

schen dem FEisen-Ion und der gebundenen Alken-Einheit
anzunehmen.

In Abwesenheit eines Reduktionsmittels kann das frithe
Reaktionsintermediat (Abbildung 3B) nicht weiter umge-
setzt werden. Ein wesentlich anderes Bild ergab sich, wenn
ein IspH:HMBPP-Cokristall zunéchst einer kurzen Rontgen-
Bestrahlung (Cug,,) ausgesetzt und dann léingere Zeit bei 70 K
gelagert wurde. Ein danach mit Synchrotronstrahlung aufge-
nommener Datensatz ergab, dass die Reaktion weiter fort-
geschritten war, offenbar getrieben von den durch die Cuy,-
Bestrahlung freigesetzten Photoelektronen. Bisher ist unbe-
kannt, ob die resultierende Komplexstruktur (Abbildung 3 C)
als Ligand ein auf den Alkoxid-Komplex 18 folgendes Re-
aktionsintermediat oder vielmehr die Endprodukte (IPP/
DMAPP) enthilt. Jedenfalls gibt es fiir die radiochemisch
ausgeloste Transformation eines am Enzym gebundenen
Substrats einen Prézedenzfall bei kristallographischen Un-
tersuchungen an DNA-Photolyase.[**
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Schema 2. Mechanismus der IspH-katalysierten Reaktion. A) Experimentell gesicherte Fakten. B) Ein hypothetisches Modell fiir die Wechselwir-
kung der Reaktanten an der Oberfliche des geschlossenen aktiven Zentrums; Clusterladungen nach Wang et al.*®l
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Ausgehend vom Alkoxidkomplex 17 konnten in Sche-
ma 2B die Ubertragung eines Elektrons auf das Alken-Motiv
und die Ubertragung eines Protons auf das Sauerstoffatom an
C1 die Voraussetzung schaffen fiir die Spaltung der Kohlen-
stoff-Sauerstoff-Bindung an C1 des Intermediats (wobei nicht
bekannt ist, ob Elektronen- und Protonen-Ubertragung
gleichzeitig oder sukzessiv erfolgen). Klarerweise miisste das
Elektron vom oder iiber den Eisen-Schwefel-Cluster iiber-
tragen werden. Dabei konnte es vom Redoxzustand des
Clusters bei Reaktionsbeginn abhéngen, ob das Elektron
durch eine Anderung im Oxidationszustand des Clusters be-
reitgestellt werden kann ([4Fe-4S]-Cluster konnen die Netto-
ladungen 0, +1, +2 oder +3 annehmen®/) oder ob eine
externe Elektronenquelle in diesem Stadium der Reaktion
zwingend benétigt wird.

In dem in Abbildung 3B gezeigten Protein kam die Re-
aktion zum Stillstand, weil kein Elektronendonor zur Verfii-
gung stand. Hingegen ermdoglicht die Freisetzung von Pho-
toelektronen im Rahmen der Vorbestrahlung des Kristalls die
Spaltung der Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung an C1 (Abbil-
dung 3C, Schema 2B). Allerdings handelt es sich in Bezug
auf die fehlende Elektronenquelle (Abbildung 3B) um eine
kiinstliche Situation; im Inneren einer Bakterienzelle (Wild-
typ) steht dem IspH-Protein seine natiirliche Elektronen-
transponderkaskade zur Verfiigung.'®

Die Ubertragung eines Protons wire moglich von der
Carboxygruppe von Glul26 iiber ein Wasserstoftbriicken-
netzwerk unter Beteiligung von Thr167 sowie des Alkoxid-
Intermediats 18. Der Austausch von Glu126 gegen Gln ver-
mindert die Aktivitdt von IspH-Protein mindestens um den
Faktor 50.%%! Das Konzept der heterolytischen Spaltung der
Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung wird gestiitzt durch die Be-
obachtung, dass das Fluoranalogon 12 von IspH-Protein
umgesetzt werden kann; eine homolytische Spaltung der
Kohlenstoff-Fluor-Bindung wére nicht moglich. Die nahezu
gleichen Produktverhiltnisse fiir das natiirliche Substrat 6
und das Fluoranalogon 12 belegen zweifelsfrei, dass die spi-
ten Reaktionsschritte in beiden Fillen im Wesentlichen
identisch sind.

Die heterolytische Spaltung der Kohlenstoff-Sauerstoff-
Bindung liefert das Alkylradikal 19, das durch eine om-
Wechselwirkung mit dem Eisen-Schwefel-Cluster stabilisiert
wird.®! Ubrigens wird die Beteiligung eines Dienyl-Inter-
mediats verbindlich ausgeschlossen durch das Fehlen eines
kinetischen Isotopeffekts bei der Umsetzung von [4-H,]-6
und durch die Umsetzung der Substratanaloga 13 und 15 zu
IPP-Analoga.”’*!

Fiir eine erleichterte Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungs-
spaltung durch die Erzeugung eines Radikalzustands gibt es
Prizedenzfille.’”) Am besten untersucht ist der Fall der
Ribonukleotidreduktase, wo das Entfernen einer Hydroxy-
gruppe von C2 einer Ribofuranose-Einheit ermoglicht wird
durch die Abstraktion eines Wasserstoffatoms vom benach-
barten C3.

Im letzten Abschnitt der IspH-Trajektorie muss ein
zweites Elektron von einer externen Elektronenquelle gelie-
fert werden; das dabei gebildete Allylanion 20 konnte wie-
derum durch om-Wechselwirkung mit dem Eisen-Schwefel-
Cluster stabilisiert werden (Schema 2B). Die Protonierung
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des mesomeren Allylanions 20 an C1 oder C3 kann alternativ
DMAPP (8) bzw. IPP (7) liefern. Bei diesem Reaktionsschritt
ist mit einer erheblichen Abnahme der freien Enthalpie zu
rechnen, da Allylanionen sehr starke Basen sind. Die Proto-
nierung des Anions wird dadurch unumkehrbar, andernfalls
wiren die kinetische Kontrolle des Produktverhéltnisses und
das ginzliche Fehlen einer Isomeraseaktivitit!!” schwer zu
erklédren.

Bei der IPP-Bildung nimmt das eintretende Proton die
C3-Position eine. Dies liefert eine wichtige stereochemische
Randbedingung fiir das Verstindnis der Reprotonierung.”
In Anbetracht der Haarnadelkonformation der gebundenen
Reaktionsintermediate erscheint die intramolekulare Pyro-
phosphatgruppe als die wahrscheinlichste Protonenquelle fiir
die IPP-Bildung.

6. IspH — ein allosterisches Enzym?

IspH-Protein von E. coli hat nahezu dieselbe Konforma-
tion in allen derzeit verfiigbaren Rontgen-Strukturanalysen
(Abweichung (rmsd) < 0.4 A, obwohl Strukturen an Kristal-
len mit unterschiedlichen Raumgruppen bestimmt wurden).
Die in diesen Strukturen vorliegende, geschlossene Konfor-
mation kann den Eintritt des Substrats und den Austritt der
Produkte nicht erklidren, da das aktive Zentrum als vollstin-
dig abgeschlossener und undurchléssiger Hohlraum erscheint
(Abbildung 2B, 3D). Die offene Konformation des Proteins
aus A. aeolicus bietet einen Ausweg aus diesem Dilemma.”!

Das Ensemble der Domédnen D1 und D2 erscheint sehr
dhnlich in den IspH-Strukturen von E. coli und A. aeolicus.
Andererseits ist die D3-Doméne des Agquifex-Proteins im
Vergleich mit dem Protein aus E. coli um etwa 20° gekippt
(Abbildung 2A). Die Aminosduren Phell und Cys197
konnten wie ein Scharnier zwischen den Dominen wirken.!
IspH-Protein wire vergleichbar mit einem ,,Nussknacker®,
der sich um das Substrat schlie8t, die Hydroxygruppe re-
duktiv abspaltet und sich schlieBlich 6ffnet, um das Produkt
zu entlassen.””

Der vordergriindig einfache Ubergang zwischen der of-
fenen und geschlossenen Konformation bedingt eine kom-
plizierte Choreographie fiir die Wassermolekiile. Wihrend
der Entstehung des frithen Reaktionsintermediats in Abbil-
dung 3B und 4D muss das Hydratwasser vom Substrat und
von der Oberfiche der Reaktionskammer fast vollstdndig
entfernt werden. In der Schlussphase des Katalysezyklus
miissen aktives Zentrum (Abbildung 3D) und Produkt re-
hydratisiert werden. Die entropischen und enthalpischen
Beitrdge miissen etwa im gleichen Bereich liegen, wobei der
Restbetrag den Ubergangszustand stabilisiert.

Vor der Substratbindung liegt das Enzym in oxidierter
Form vor, sodass zwei Elektronen fiir die Reaktion erfor-
derlich sind. Entsprechend nimmt die negative Ladung der
Reaktionskammer insgesamt um zwei Einheiten zu. Diese
Ladungsidnderung ist sicherlich fiir die Offnung des Hohl-
raums und damit fiir den Austritt des Produkts am Ende der
Reaktion verantwortlich.
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7. Ausblick

Zusammenfassend konnte fiir die IspH-Reaktion eine
Trias aus Konformationsdynamik, Wasserausschluss und
Protonierung des reaktiven Zwischenprodukts eine wichtige
Rolle spielen bei der Stabilisierung des IspH-Ubergangszu-
stands, in Analogie zu den Befunden bei der Chalkon-Iso-
merase aus Medicago sativa.™®

Viele humanpathogene Bakterien (unter Ausnahme vor
allem der Gram-positiven Kokken) sowie apikomplexe Pro-
tozoen nutzen ausschlieflich den Nicht-Mevalonat-Weg fiir
die Biosynthese essenzieller Isoprenoide.’” Die Enzyme
dieses Biosynthesewegs sind deshalb potenzielle Ziele fiir die
Therapie und Pravention von Massenerkrankungen wie Tu-
berkulose und Malaria.*”! Kenntnisse iiber Struktur, Kon-
formationsmodulation und Reaktionsmechanismus von
IspH-Protein sind wichtige Voraussetzungen fiir die Ent-
wicklung therapeutisch einsetzbarer Wirkstoffe.

Wir danken der Hans-Fischer-Gesellschaft fiir finanzielle
Unterstiitzung.
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