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1. Einleitung

Terpene oder Isoprenoide bilden die vielf�ltigste Natur-
stoffklasse und kommen in fast allen Lebensformen vor, wo
sie unz�hlige Aufgaben – von haupts�chlich strukturellen
(Cholesterin in Zellmembranen) bis funktionalen (Caroti-
noide bei der Photosynthese; Retinal beim Sehvorgang;
Chinone beim Elektronentransfer) – �bernehmen.[1] Tat-
s�chlich leiten sich alle – zumindest teilweise – von den C5-
Substraten Dimethylallyldiphosphat (DMAPP, 1; Schema 1)
und Isopentenyldiphosphat (IPP, 2) ab: Normalerweise wird
zun�chst DMAPP in einer 1’-4- oder „Kopf-Schwanz“-Kon-
densation mit einem oder mehreren IPP-Molek�len unter
Bildung von Geranyldiphosphat (GPP, 3 ; C10), Farnesyldi-
phosphat (FPP, 4 ; C15) oder Geranylgeranyldiphosphat
(GGPP, 5 ; C20) verkn�pft.[2] FPP und GGPP kçnnen dann in
„Kopf-Kopf“-Anordnung (manchmal auch als Schwanz-
Schwanz-Anordnung bezeichnet[4]) kondensieren,[3] um bei-
spielsweise Dehydrosqualen (DHS, 6), Squalen (7) oder
Phytoen (8) zu bilden, die Vorl�ufer von Carotinoiden wie b-
Carotin (9), Sterolen wie Cholesterin (10) und Hopanoiden
wie Bakteriohopantetrol (11) – einige der �ltesten und h�u-
figsten Naturstoffe.[1] Isoprenoide kçnnen auch verwendet
werden, um Proteine posttranslational zu modifizieren
(wichtig f�r die Signal�bertragung in der Zelle), oder sie
kçnnen zu zahlreichen Terpen-Naturstoffen cyclisiert
werden: zu C10-Monoterpenen wie Menthol (12), C15-Sequi-
terpenen wie Farnesen (13) und Artemisinin (14) und C20-
Diterpenen, die z.B. in Gibberellins�ure (15) und Taxol (16)
�berf�hrt werden. Durch Pflanzen wird DMAPP in einem
Ausmaß von ungef�hr 100 Megatonnen pro Jahr in Isopren
(17) umgewandelt – eine Reaktion, die als potenzielle Quelle
f�r „erneuerbare“ Brennstoffe und andere Produkte gegen-
w�rtig interessant ist.[5]

Die DMAPP- und IPP-Vorstufen werden �ber zwei ver-
schiedene Reaktionswege synthetisiert: den Mevalonat-[6]

und den Methylerythritolphosphat(MEP)-Weg.[7] Der Meva-
lonat-Weg wird von den meisten Eukaryoten (einschließlich
Menschen) sowie von Archaebakterien[8] genutzt, w�hrend
der MEP-Weg in den meisten Eubakterien vorkommt. Es gibt
nat�rlich Ausnahmen, z.B. verwendet das Bakterium Sta-
phylococcus aureus den Mevalonat-Weg, w�hrend (eukary-
otische) Malariaparasiten den MEP-Weg nutzen.[9] In Pflan-
zen kommen beide Biosynthesewege vor,[7] wobei der MEP-
Weg �blicherweise in den Plastiden zu finden ist und der
Mevalonat-Weg im Cytosol: Sterole (Triterpene) werden
�ber Mevalonat synthetisiert, w�hrend Hemi-, Mono- und
Diterpene sowie Carotinoide (Tetraterpene) �ber MEP auf-
gebaut werden. Im Folgenden erl�utern wir neuere Er-
kenntnisse bez�glich Struktur und Funktion bei vielen
Schl�sselenzymen der Isoprenoid-Biosynthese: den Kopf-
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Terpene bilden die umfangreichste Klasse niedermolekularer Natur-
stoffe auf der Erde. Hier werden neuere Entwicklungen bei der Auf-
kl�rung von Struktur und Funktion der an der Terpen-Biosynthese
beteiligten Proteine zusammengefasst. Die Strukturen dieser Enzyme
bestehen aus sechs Hauptbausteinen oder Modulen (a,b,g,d,e und z):
die aa- und ad-Kopf-Schwanz-trans-Prenyltransferasen, die trans-
Isoprenoid-Diphosphate aus C5-Vorstufen synthetisieren; die e-Kopf-
Kopf-Prenyltransferasen, die diese Diphosphate in die Tri- und
Tetraterpen-Vorstufen von Sterolen, Hopanoiden und Carotinoiden
umwandeln; die bg-Di- und Triterpensynthasen; die z-Kopf-Schwanz-
cis-Prenyltransferasen, welche die cis-Isoprenoid-Diphosphate f�r die
Biosynthese der bakteriellen Zellwand aufbauen; und schließlich die
a-, ab- und abg-Terpensynthasen, die pflanzliche Terpene produzie-
ren. Außerdem werden neue Erkenntnisse bez�glich Struktur und
Funktion der beiden 4Fe-4S-Reduktasen vorgestellt, die bei der Bil-
dung der C5-Diphosphate in vielen Bakterien mitwirken, wo wiederum
hochmodulare Strukturen auftreten.
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Kopf- und Kopf-Schwanz-Prenyltransferasen, den Terpen-
synthasen sowie den 4Fe-4S-Reduktasen, die in den meisten
Eubakterien bei der DMAPP/IPP-Produktion mitwirken.
Diese Strukturen liefern wichtige neue Einsichten, wie die
etwa 65000 Terpenoid-Naturstoffe[10] gebildet werden. Ins-
besondere schlagen wir vor, dass sechs wichtige Protein-
„Bausteine“ oder -Module (a, b, g, d, e und z) existieren, die –
h�ufig in Kombination – verwendet werden, um die f�r die
Synthese der meisten bekannten Terpene und Isoprenoide
zust�ndigen Enzyme zu bilden.

2. Kopf-Schwanz-verkn�pfende trans-Prenyltransfe-
rasen: aa- und ad-Dom�nenstrukturen

DMAPP und IPP sind die C5-Substrate f�r die Terpen-
Biosynthese. Sie kondensieren zun�chst unter Bildung der all-
trans-Isoprenoiddiphosphate GPP, FPP und GGPP in Reak-
tionen, die nacheinander durch die Enzyme Geranyldiphos-
phat-Synthase (GPPS), Farnesyldiphosphat-Synthase (FPPS)
und Geranylgeranyldiphosphat-Synthase (GGPPS) kataly-
siert werden: 1 + 2!3!4!5 in Schema 2. Die erste Struk-
tur, die es aufzukl�ren galt, war die von FPPS.[11] Die Struktur

(Abbildung 1a) ist fast durchg�ngig a-helical mit zwei hoch-
konservierten Wiederholungssequenzen, die DDXXD-Reste
enthalten (Abbildung 1a, rot). Diese werden verwendet, um
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Schema 2. Carbokation-Mechanismus f�r die Biosynthese von GPP,
FPP und GGPP.

Schema 1. Isoprenoid-Biosynthese: Substrate und Produkte.

.Angewandte
Aufs�tze

E. Oldfield und F.-Y. Lin

1152 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 1150 – 1163



drei Mg2+-Ionen[12] zu chelatisieren, die wiederum das allyli-
sche Substrat (DMAPP) ionisieren; so wird ein Carbokation
gebildet (Schema 2), das dann durch nucleophilen Angriff der
olefinischen Doppelbindung in IPP und anschließende H+-
Eliminierung zu GPP weiterreagiert. Der Vorgang wiederholt
sich, um FPP und dann (mit GGPPS) GGPP aufzubauen.
DMAPP (und GPP) binden �ber Mg2+ an das katalytisch
wirksame Asp in der Allyl-Bindungsstelle in FPPS, w�hrend
IPP �ber einen Cluster aus kationischen Resten (R57, K60 in
humaner FPPS) an die zweite, homoallylische Stelle bindet
(Abbildung 1b).[12a]

FPPS- sowie die meisten GGPPS-Molek�le funktionieren
als Homodimere (aa), wobei – in manchen F�llen – Reste aus
beiden Ketten das katalytische Zentrum bilden.[13] K�rzlich
hat man jedoch herausgefunden, dass die C10-Isoprenoid-
Synthase GPPS (die das f�r die Menthol-Biosynthese not-
wendige GPP liefert), die in Pflanzen wie Pfefferminze und
Gr�ne Minze vorkommt, ein komplizierteres System ist, da
sie nicht nur eine, sondern zwei verschiedene Untereinheiten
enth�lt,[14] die beide f�r die Aktivit�t erforderlich sind: eine
große Untereinheit (a) mit der katalytischen DD(X)nD-An-
ordnung und eine kleinere regulatorische Untereinheit (hier
d genannt) zur Steuerung der Kettenverl�ngerung. Diese Art

der Heterodimer-Organisation fehlt in der GPPS von Abies
grandis,[15] kommt aber auch bei der humanen Deca-
prenyldiphosphat-Synthase[16] vor, die das f�r die CoQ10-
Biosynthese erforderliche C50-Isoprenoiddiphosphat synthe-
tisiert. Chang et al.[17] haben jetzt eine Rçntgenkristallstruk-
tur von GPPS aus M. � piperita, einem geeigneten Prototyp
f�r andere heterodimere Systeme, verçffentlicht. Die Struk-
turen zeigen eine neue Architektur, in der die großen und
kleinen Untereinheiten ein Heterodimer bilden, das wieder-
um zu einem Tetramer (a2d2) dimerisiert (Abbildung 1c). Die
Strukturen enthalten Mg2+, IPP, S-Thiolo-DMAPP (ein
nichthydrolisierbares DMAPP-Analoges) und GPP, die alle
nur an die große, katalytische a-Untereinheit (gelb in Ab-
bildung 1 c) binden. Mit einem Ca-rmsd-Wert von 2.8 �
�hnelt die a-Dom�nenfalte ziemlich derjenigen, die in FPPS
gefunden wurde. In Pfefferminz-GPPS inhibiert die regula-
torische Untereinheit eine Kettenverl�ngerung �ber C10

hinaus, obwohl sich in vitro mit FPP als Substrat GGPP bilden
kann. In einer vorhergehenden Arbeit[14] wurde vorgeschla-
gen, dass sich diese Pflanzen-GPPS aus GGPPS entwickelte,
da eine grçßere Sequenzhomologie mit GGPPS als mit FPPS
(75 % gegen�ber 25%) beobachtet wurde. Dieses Ergebnis
wird jetzt durch die kleineren (0.9 � gegen�ber 2.7 �) Ca-
rmsd-Werte f�r die GPPS-a-Untereinheit gegen�ber GGPPS
bzw. FPPS gest�tzt. �berraschender bei den neuen GPPS-
Ergebnissen ist die bemerkenswert große strukturelle �hn-
lichkeit zwischen katalytischen (a) und regulatorischen (d)
Untereinheiten im Tetramer, entsprechend einem Ca-rmsd-
Wert von 1.87 � (Abbildung 1d). Diese starke Struktur�hn-
lichkeit zwischen den a- und d-Dom�nen deutet zusammen
mit 32 % Identit�t und 50% Sequenz�hnlichkeit darauf hin,
dass solche ad-Proteine wie die an den Terpensynthase-Re-
aktionen beteiligten bg-Proteine durch Genverdoppelung
entstanden sind. Diese ad-katalytisch/regulatorische Dom�-
nenorganisation wurde nun auch f�r die Hexaprenyldiphos-
phat-Synthase aus Micrococcus luteus beschrieben.[18] Die d-
Dom�ne in diesem System ist sehr klein (7 Helices gegen�ber
17 in der a-Dom�ne), und der rmsd-Wert zwischen den a- und
d-Dom�nen betr�gt 2.1 �. Die kleine Untereinheit hilft, das
Dimer �ber hydrophobe Wechselwirkungen zu stabilisieren,
und reguliert direkt die Produktkettenl�nge.[18] Aufgrund
dieser Befunde und derjenigen mit GPPS ist es wahrschein-
lich, dass bei humaner DPPS �hnliche Strukturen gefunden
werden.

3. FPPS und GGPPS als Wirkstoff-Targets

FPPS ist als wichtiges Ziel f�r Wirkstoffe von großem
pharmazeutischem Interesse. Die Bisphosphonate zur Be-
handlung von Osteoporose (und seit kurzem von Interesse f�r
die Krebs- und Immuntherapie[19]) wie Zoledronat (18,
Schema 3) zielen auf die allylische Stelle in FPPS und binden
wie DMAPP (Abbildung 1b) an den [Mg2+]3-Cluster (Ab-
bildung 1 e).[12, 20] Dies blockiert die FPP- und GGPP-Bio-
synthese und somit die Prenylierung von Proteinen wie Ras,
was die Abtçtung von Tumorzellen,[21] die Hemmung der
Invasivit�t,[22] das Umschalten des Ph�notyps in Makropha-
gen von einem Tumor-fçrdernden M2- in einen Tumor-abtç-

Abbildung 1. a) Struktur der humanen FPPS (PDB-Code: 1ZW5) mit
konservierten DDXXD-Motiven (rot), Mg2+ (blau) sowie IPP- (unten)
und S-Thiolo-DMAPP-Liganden (oben, durch �berlagerung mit PDB-
Code: 1RQI). b) Vergrçßerung der Region um das aktive Zentrum in
(a), katalytische Reste sind rot und cyan wiedergegeben. c) Hetero-
tetramer-Struktur von M.-piperata-GPPS (PDB-Code: 3 KRF) mit kataly-
tischen a- (gelb) und regulatorischen d-Untereinheiten. d) �berlage-
rung der a- und d-Dom�nen in GPPS. e) Zoledronat und IPP an das
aktive Zentrum der humanen FPPS (1ZW5) gebunden: Farben wie in
(a). f) Zoledronat und 19 (NOV-980), an die allylische (ZOL) bzw. allo-
sterische (NOV-980) Stelle in humaner FPPS (PDB-Code: 3N46) ge-
bunden.
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tenden M1-Ph�notyp[23] sowie gd-T-Zellaktivierung zur Folge
hat,[24] wobei die aktivierten gd-T-Zellen Tumorzellen abtç-
ten.[25] Diese kombinierten Effekte, so wird angenommen,
tragen dazu bei, das Risiko f�r das Fortschreiten der Krank-
heit bei Krebspatienten, die mit einem Aromatase-Inhibitor
plus dem Bisphosphonat Zoledronat behandelt wurden, um
36% zu verringern, relativ zu Krebspatienten, die nur der
Aromatase-Therapie unterzogen wurden.[19] Wegen der
hohen Polarit�t und großen Knochenbindungsaffinit�t[26] der
Bisphosphonate hatte man allerdings schon fr�h ein be-
tr�chtliches Interesse an der Entwicklung lipophilerer FPPS-
Inhibitoren.[27] Jahnke et al.[28] beschrieben eine dritte, allo-
sterische Stelle in der FPPS zusammen mit einer neuen Ge-
neration von Inhibitoren (wie 19), die an diese Stelle[28]

binden (Abbildung 1 f). Diese Inhibitoren docken mit ihren
polaren Gruppen in oder nahe bei der IPP-Diphosphat(PPi)-
Stelle an (Abbildung 1 f) und haben IC50-Werte um 80 nm.[28]

Solchen Nicht-Bisphosphonat-FPPS-Inhibitoren fehlen die
strukturellen Voraussetzungen, um an das Knochenmineral
zu binden,[26] sodass sie ein großes Potential als Antikrebs-
mittel aufweisen.

Neben FPPS ist auch GGPPS ein Ziel f�r Wirkstoffe.
Beide Enzyme haben aa-Strukturen, und der rmsd-Wert
zwischen humaner FPPS und GGPPS betr�gt nur 2.4 �
(Abbildung 2a).[20, 29] �berraschenderweise inhibieren Bis-
phosphonate wie Zoledronat nicht die humane (oder Hefe-)
GGPPS, vermutlich weil ein Asp im zweiten Asp-reichen

Cluster (DDXXN anstelle DDXXD) fehlt und dessen Ab-
wesenheit die Anlagerung des dritten Mg2+ [30] hemmt. Zole-
dronat bindet jedoch an GGPPS, die das extra Asp des Ma-
lariaparasiten Plasmodium vivax enth�lt (Abbildung 2b).[30]

St�rker lipophile Bisphosphonate wie 20 und 21 (Schema 3)
binden an GGPPS aus Hefe, Mensch und P. vivax,[30, 31] wie in
Abbildung 2c[31] veranschaulicht (pink gekennzeichnet), wo
die lange hydrophobe Seitenkette an der gleichen Stelle[29]

andockt wie das GGPP-Produkt (Abbildung 2c, blau). Diese
lipophilen Bisphosphonate sollten besser zell- und gewebe-
g�ngig sein und schw�cher an Knochen binden[26] als her-
kçmmliche Bisphosphonate, und tats�chlich sind sie sowohl
in vitro als auch in vivo effektiver im Abtçten von Tumor-
zellen[26a] und Malariaparasiten[32] als beispielsweise Zole-
dronat.

4. e-Kopf-Kopf-Prenyltransferasen

Die von GPPS, FPPS und GGPPS synthetisierten Iso-
prenoiddiphosphate kçnnen durch zahlreiche Terpensyntha-
sen (siehe die folgenden Abschnitte) cyclisiert werden, und
die C15- und C20-Diphosphate kçnnen auch in einer 1’-2,3-
oder „Kopf-Kopf“-Anordnung[3] zu C30- und C40-Kohlenwas-
serstoffen verkn�pft werden. Diese sind Vorstufen f�r Ste-
role, Carotinoide und Hopanoide, deren diagenetische Pro-
dukte zu den h�ufigsten niedermolekularen organischen
Verbindungen auf der Erde gehçren (etwa 1012 Tonnen ge-
genw�rtig, in Sedimenten).[33] In einer durch die Squalen-
Synthase (SQS) oder Dehydrosqualen-Synthase (CrtM) ka-
talysierten Reaktion entsteht ausgehend von FPP als erstes
Kondensationsprodukt (Schema 4) das C30-Diphosphat Pre-
squalendiphosphat (PSPP, 22).

In Pflanzen, Tieren, Pilzen und einigen Bakterien wird
PSPP dann Mg2+-abh�ngig ionisiert, und es folgen die Ab-
spaltung von PPi, Ringçffnung und Reduktion (durch
NADPH) zu Squalen, der Vorstufe zu Sterolen wie Sitosterol,
Cholesterin und Ergosterol sowie zu vielen Hopanoiden wie
Hopen (23). Im Bakterium S. aureus fehlt der reduktive
Schritt, sodass als Produkt Dehydrosqualen (6) entsteht, die
Vorstufe des Carotinoid-Virulenzfaktors Staphyloxanthin,
ein Target f�r die Entwicklung von Antiinfektiva.[34] In

Pflanzen kondensiert das C20-Diphosphat
GGPP in �hnlicher Weise zu C40-Prephy-
toendiphosphat und dann zu Phytoen, der
Vorstufe von Carotinoiden wie b-Caro-
tin.[35]

In Anbetracht der H�ufigkeit und
Bedeutung von Sterolen, Carotinoiden
und Hopanoiden ist es �berraschend, dass
bis vor kurzem die einzig bekannte
Struktur einer Kopf-Kopf-Prenyltransfe-
rase die der humanen SQS[36] war (Ab-
bildung 3a, orange). Wie bei FPPS ist die
Struktur hoch a-helical (mit einem rmsd-
Wert von 3.5 � f�r Ca gegen�ber FPPS f�r
189 Reste). Die SQS-Struktur lieferte
jedoch wenig mechanistische Information,
da der verwendete Inhibitor dem Substrat

Schema 3. Inhibitoren der FPPS und GGPPS.

Abbildung 2. GGPPS-Strukturen. a) �berlagerung von humaner FPPS (gr�n; PDB-Code: 2F8C)
und humaner GGPPS (blaugr�n; PDB-Code: 2Q80) mit der Asp-reichen Dom�ne (rot) und
Mg2+ (blau) als Kugeln hervorgehoben. b) Zoledronat (ZOL) und IPP gebunden an das aktive
Zentrum der GGPPS aus P. vivax (PDB-Code: 3LDW). c) Verbindung 21 (BPH-715, pink), IPP,
Mg2+ an S.-cerevisiae-GGPPS (PDB-Code: 2Z4V) gebunden, �berlagert von GGPP (gr�nblau;
PDB-Code: 2Q80), das an die Produktstelle gebunden ist. Humane GGPPS hat eine sehr �hn-
liche lokale Struktur und wird durch 21 stark inhibiert, aber nicht durch Zoledronat.
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oder Produkt offensichtlich nicht �hnlich war. K�rzlich wurde
die Struktur der Dehydrosqualen-Synthase aus S. aureus,
CrtM (in Gegenwart des nichtreaktiven, FPP-Substrat-�hn-
lichen Inhibitors S-Thiolo-Farnesyldiphosphat, FSPP) be-
schrieben.[34] Die Gesamtfaltung (mit e bezeichnet) ist �hnlich
der bei SQS beobachteten (ein Ca-rmsd-Wert von 2.7 �,
Abbildung 3a), und es sind zwei FSPP-Liganden sowie drei
Mg2+ vorhanden (Abbildung 3b). Aber welches FPP ioni-
siert, um das Farnesyl-Kation zu bilden und welches fungiert
als Nucleophil, das mit dem Carbokation reagiert? Dies l�sst
sich anhand der FSPP-Rçntgenstruktur (Abbildung 3 b) nicht
kl�ren, da beide S�tze mçglicher Kation/Olefin-Kohlenstoff-
Abst�nde Werte um 5.5 � ergeben.[34]

Erfreulicherweise wurde nun die Rçntgenkristallstruktur
der an CrtM gebundenen PSPP-Zwischenstufe beschrie-
ben.[37] Die Ergebnisse (Abbildung 3c, blaugr�n) zeigen, dass
wahrscheinlich das FPP an der S1-Stelle ionisiert wird und
anschließend mit der Doppelbindung des FPP an der S2-
Stelle unter Bildung von Cyclopropylcarbinyldiphosphat
(PSPP, Abbildung 3 c) reagiert. Das PSPP „schnippt“ dann
zur�ck zum [Mg2+]3-Cluster, wird ein zweites Mal ionisiert
und reagiert �ber Ringçffnung und H+-Abgabe zu Dehy-
drosqualen, das nun in einer Oberfl�chentasche detektiert
wurde (Abbildung 3d, violett). Dieser Mechanismus wird
durch Resultate aus ortsgerichteter Mutagenese[37] gest�tzt
sowie durch die Beobachtung, dass bei �berlagerung der
FSPP/Mg2+-CrtM-Struktur mit der von Prenylsynthasen
(FPPS, GGPPS), deren Mechanismus bekannt ist, die S1-

Stelle in der „allylischen“ Position, die in solchen Enzymen
sowie in Terpencyclasen mit bekanntem Mechanismus ge-
funden wurde, platziert ist.[37] Werden CrtM, FSPP und FPP
gemischt, entsteht S-Thiolo-PSPP (aber kein Dehydrosqua-
len), was im Einklang ist mit der Ionisierung von FPP in S1
und der hohen Nucleophilie von FSPP in S2. S-Thiolo-PSPP
kann an der allylischen Stelle nicht ionisieren, ebenso wie S-
Thiolo-Diphosphat-Inhibitoren anderer Prenylsynthasen.[38]

Die Erforschung der Bindungsstellen f�r das FPP-Substrat
und die PSPP-Zwischenstufe sowie die Beobachtung, dass
potente SQS-Inhibitoren (von Interesse als Antiinfektiva)
auch CrtM inhibieren und betr�chtliche hydrophobe Wech-

selwirkungen in den S1- und S2-Bin-
dungsstellen[37] eingehen, çffnet neue
Wege f�r die Entwicklung antiinfektiver
Wirkstoff-Leitstrukturen, die auf die
Sterol-Biosynthese[39] sowie die Virulenz-
faktor-Bildung in S. aureus[34] gerichtet
sind. Es bleibt aber noch aufzukl�ren, wo
und wie der NADPH-Reduktionsschritt
in SQS abl�uft.

5. Diterpencyclasen: Die „abg-Fal-
tungs“-Hypothese

Die meisten Terpene enthalten Ring-
strukturen, die von Terpensynthasen, all-
gemein als Terpencyclasen bezeichnet,
gebildet werden. Einige Jahre zuvor gab
es verst�rkte Aktivit�t auf diesem Gebiet

mit der Verçffentlichung der Strukturen der (C30-)Triterpen-
cyclasen Squalen-Hopen-Cyclase[40] (SHC) und Oxidosqua-
len-Cyclase,[41] der (C15)-Sesquiterpencyclasen Epiaristolo-
chen-Synthase (EAS)[42] und Pentalen-Synthase[43] sowie der
(C10-)Monoterpen-Synthase Bornyldiphosphat-Synthase
(BS[44]). Die Strukturen der (C20-)Diterpencyclasen waren
jedoch sehr viel schwieriger zu erhalten, sind jedoch wichtig,
da sie z. B. an der Biosynthese von Taxol und Gibberellin
beteiligt sind. Um diesen Mangel an direkten Strukturinfor-
mationen zu beheben, wurden k�rzlich Bioinformatikstudien
und Mutagenese-Experimente zur Aufkl�rung einiger
Schl�sselmerkmale der Diterpencyclase-Struktur und
-Funktion ausgef�hrt.[45] Angeregt wurde diese Arbeit durch
eine fr�here Genom-Studie,[46] die darauf hindeutete, dass
eine ancestrale Diterpencyclase der Vorl�ufer der Terpen-
cyclasen in modernen Pflanzen sein kçnnte; durch die Be-
obachtung,[47] dass es Struktur�hnlichkeiten zwischen einer
Triterpencyclase und einer Sesquiterpencyclase gibt, und
durch �hnliche Beobachtungen,[48] dass Sequenz�hnlichkeiten
zwischen der difunktionalen Diterpencyclase Abietadien(24)-
Synthase (deren Struktur nicht beschrieben ist) und der Ses-
quiterpencyclase Epiaristolochen-Synthase (deren Struktur
bekannt ist) bestehen. Die Diterpencyclasen katalysieren
zwei Reaktionstypen. Bei Cyclasen der Klasse II wird GGPP
(5) zu einem Carbokation protoniert, das dann z. B. zu Co-
palyldiphosphat (25) cyclisiert wird (Schema 5). Es ist be-
kannt, dass diese Reaktion durch ein DXDD-Motiv (kein
DDXXD-Motiv) katalysiert wird und chemisch �hnlich ver-

Schema 4. Umwandlung von FPP in cyclische Produkte.

Abbildung 3. Strukturen von CrtM und SQS. a) S.-aureus-CrtM (gr�n; PDB-Code: 2ZCP) mit
FSPP, Mg2+ eingeblendet auf humane SQS (orange; PDB-Code: 1EZF): essenzielle Asp-Reste
und Mg2+, farbig gekennzeichnet wie in Abbildung 1. b) Aktives Zentrum in CrtM + FSPP
(gr�n, gelb), Mg2+. c) PSPP, Mg2+ (alle blaugr�n; PDB-Code: 3NPR), gebunden an CrtM,
�berlagert durch die FSPP/Mg2+-Struktur (in gr�n/gelb/blau; PDB-Code: 2ZCP). d) Dehydro-
squalen-Produkt (pink; PDB-Code: 3NRI), gebunden an CrtM und �berlagert von der PSPP-
Struktur (gr�nblau). S1 =Allyl-Bindungsstelle; S2 = Homoallyl-Bindungsstelle.
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l�uft wie die Protonierungs-Cyclisierungs-Reaktion, die bei-
spielsweise durch die Squalen-Hopen-Cyclase (7!23 ;
Schema 4) – die ebenfalls eine hoch konservierte katalytische
DXDD-Dom�ne aufweist – katalysiert wird. Bei Cyclasen der
Klasse I erfolgt die Katalyse grundlegend anders, und es ist
der gleiche Typ DDXXD/[Mg2+]3-Dom�nen[12b] beteiligt wie
bei den Kopf-Kopf- und trans-Kopf-Schwanz-Prenyltransfe-
rasen: die Produkte sind die vielf�ltigen Monoterpene, Ses-
quiterpene und Diterpene, die in Pflanzen vorkommen. Die
dritte Klasse Terpencyclasen sind „gemischte“ Klasse-I + II-
Cyclasen, dazu gehçren die Abietadien-Synthase und
Levopimaradien-Synthase, die sowohl durch Protonierung
ausgelçste als auch durch Ionisierung ausgelçste Reaktionen
durchf�hren kçnnen. Aber wie kçnnten deren Strukturen
oder die irgendeiner anderen Diterpencyclase aussehen?

Um diese Frage zu beantworten, folgten Cao et al.[45]

fr�heren Beobachtungen, nach denen viele Terpencyclasen
(wie EAS) eine hoch a-helicale katalytische Dom�ne
(DDXXD/Mg2+) enthalten, die an eine rudiment�re N-ter-
minale Region gekn�pft ist, ein Muster, das in vielen anderen
Proteinen – einschließlich der Bornyldiphosphat-Synthase
und unl�ngst der Isopren-Synthase[49] – gefunden wurde. Die
katalytische DDXXD-enthaltende Dom�ne bezeichnen wir
mit a, da deutliche 3D-Struktur�hnlichkeit zwischen dem a-
Dom�nenprotein FPPS und dieser Dom�ne in solchen Ter-
pencyclasen besteht, z. B. betr�gt der rmsd-Wert zwischen
humaner FPPS und IS 3.4 �. In den Hemi-, Mono- und Ses-
quiterpencyclasen existiert im Allgemeinen auch eine zweite
helicale Dom�ne, die wir mit b bezeichnen und die Struk-
turhomologie zur Fass-Struktur der Squalen-Hopen-Cycla-
se[45] aufweist (Abbildung 4a). Dies ließ darauf schließen,
dass pflanzliche Diterpencyclasen nicht nur a- (Abbil-
dung 4b) und b-Dom�nen enthalten, sondern auch eine dritte
helicale g-Dom�ne – da die b-Dom�ne in Mono- und Ses-
quiterpencyclasen der b-Dom�ne in SHC strukturell �hnelt,
die Diterpencyclasen in Pflanzen sehr groß sind und SHC
selbst zwei b-Fass-Dom�nen aufweist.[40] Die Diterpencycla-
sen kçnnten dann aus einer Fusion der Gene f�r die a- und
bg-Dom�nenproteine hervorgegangen sein,[45] wie in der hy-
pothetischen abg-Struktur in Abbildung 4 c veranschaulicht.
Dieser „Struktur“ (erhalten durch SHC/EAS/FPPS-Ab-
gleich) fehlt eine kovalente Bindung zwischen a- und bg-
Dom�ne, aber der C-Terminus von SHC ist nur etwa 2.5 �
vom N-Terminus in FPPS entfernt (Abbildung 4c, orange).

In Diterpencyclasen der Klasse I wie der Taxadien-Synt-
hase (TXS) w�re nur die konservierte DDXXD-a-Dom�ne
(blau) funktionsf�hig, obwohl die bg-Dom�nen vorhanden
sind (und wahrscheinlich wichtig f�r die Faltung w�ren). In
den Diterpencyclasen der Klasse II w�ren die b- (gr�n, Ab-
bildung 4 c) und g-Dom�nen (gelb) funktional, aber die a-
Dom�ne nicht – abgesehen von einer wahrscheinlichen
Funktion bei der Faltung – da die DDXXD-Dom�ne fehlt. In

Schema 5. Die Bildung von Diterpenen aus GGPP.

Abbildung 4. Entstehung und Entwicklung der Terpencyclasen. a) Gene
f�r ancestrale bg-Dom�nen-Proteine (wie SHC; PDB-Code: 3SQC) ver-
schmelzen mit Genen f�r urspr�ngliche a-Dom�nen-Spezies wie FPPS
(PDB-Code: 1ZW5), b) um eine Diterpencyclase mit drei helicalen Do-
m�nen (abg) zu erzeugen: c) Orangefarbene Schattierung zeigt enge
Nachbarschaft (ca. 2.5 �) von SHC-C-Terminus und FPPS-N-Terminus
(bei einer a/ab/bg-FPPS/EAS/SHC-Anordnung). d) Struktur einer aktu-
ellen Diterpencyclase, Taxadien-Synthase[53] (PDB-Code: 3P5P). e) Ver-
lust der g-Dom�ne liefert ein ab-Protein, z.B. die Sesquiterpencyclase
Isopren-Synthase (PDB-Code: 3N0F). f) Weiterer Verlust der b-Dom�ne
ergibt andere Cyclasen, z.B. Pentalenen-Synthase (PDB-Code: 1PS1),
eine a-Dom�nen-Cyclase. Urspr�ngliche a- und bg-Dom�nen-Spezies
synthetisierten vermutlich FPP, GGPP und Squalen, die verwendet
wurden, um in Archaebakterien Lipide aufzubauen; die abg-abgeleite-
ten Familien sind viel sp�tere Abkçmmlinge. Besonders zu erw�hnen
ist, dass der N-terminale Helixteil (magenta) in ab-, bg- und abg-Pro-
teinen konserviert ist und f�r die Aktivit�t bençtigt wird.
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Diterpencyclasen der difunktionalen Klasse I + II w�ren alle
drei Dom�nen vorhanden und an der Katalyse beteiligt: Die
bg-Dom�ne katalysiert die Cyclisierung von GGPP, die a-
Dom�ne verarbeitet das Produkt aus der ersten Reaktion.

Diese Strukturvorstellungen wurden durch die Beobach-
tung gest�tzt, dass viele Bakterien[50] Gibberelline (Diterpe-
ne) synthetisieren, aber ihre Biosynthese wird in Bakterien
durch zwei getrennte Enzyme katalysiert: einer ent-Co-
palyldiphosphat-Synthase (ent-CPPS; GGPP!ent-CPP, 26)
aus der Klasse II und einer Kauren-Synthase (KS; ent-CPP!
ent-Kauren, 27) aus der Klasse I. In Bradyrhizobium japoni-
cum �berlappen die beiden offenen Leseraster, die f�r diese
verschiedenen Proteine codieren, an einem einzigen Nucle-
otid. Interessant bei dieser ent-CPPS ist, dass nicht nur das
katalytische DXDD-Motiv vorkommt, sondern auch zwei
„QW“-Motive oder Foldons, die charakteristisch sind f�r ein
b-Fass. Ein b-Fass hat 6 innere und 6 �ußere Helices, sodass
eine bg-Struktur 24 Helices aufweisen sollte. Unter Verwen-
dung der Bioinformatik-Computerprogramme JPRED[51] und
COUDES[52] wurden 23 erfasst.[45] Aber sind diese Struktur-
vorstellungen korrekt?

6. Taxadien-Synthase: Struktur einer abg-Faltung
und Evolution zu den ab-Proteinen

Die Analyse[53] der ersten Einkristallrçntgenstruktur
einer Diterpencyclase, Taxadien-Synthase (TXS), belegt die
oben beschriebenen Strukturvorhersagen. Wie vorausgesagt
enth�lt TXS tats�chlich drei helicale Dom�nen, eine abg-
Struktur (Abbildung 4d). In TXS ist, da es sich um eine
Klasse-I-Cyclase handelt, nur das DDXXD-Motiv vorhan-
den, das urspr�nglichere katalytische DXDD-Motiv fehlt. Es
ist daher bemerkenswert, dass die abg-Struktur noch bewahrt
ist, obwohl die b- und g-Dom�nen bei der Katalyse an sich
nicht beteiligt sind, dennoch kçnnen sie nat�rlich f�r die
Faltung wichtig sein. Mit Chim�ren[45] einer Pflanzen-(abg)-
CPS wurde k�rzlich gezeigt, dass – obwohl die a-Dom�ne f�r
die Aktivit�t bençtigt wird – diese keine Wirkung auf das
stereochemische Resultat der eigentlichen, durch die bg-
Dom�ne katalysierten Reaktion hat und daher wahrschein-
lich nur f�r die Proteinfaltung/Stabilit�t von Bedeutung ist.

Diese TXS-Strukturresultate st�tzen den fr�her[45] vor-
gebrachten Vorschlag, dass eine urspr�ngliche Klasse-II-bg-
Triterpencyclase (wie SHC) sich evolution�r zu einer mo-
derneren bakteriellen Klasse-II-Diterpencyclase entwickelt
hat, die dann mit einer urspr�nglichen Klasse-I-Cyclase fu-
sionierte und eine difunktionale, Abietadien-Synthase-�hnli-
che Diterpencyclase bildete, den Vorl�ufer (nach Exonverlust
und Rekombination)[46] vieler moderner Mono-, Sesqui- und
Diterpencyclasen neben der Isopren-Synthase selbst.[49] Die
a-Dom�ne in TXS ist ziemlich �hnlich zu der in FPPS (3.4 �
rmsd), aber die g-Dom�ne enth�lt deutlich weniger Helices,
als f�r eine „vollst�ndige“ bg-Fass-Struktur erwartet wird. In
vielen pflanzlichen Terpencyclasen sowie in der Isopren-
Synthase fehlt die g-Dom�ne vollst�ndig, obschon die b-
Dom�ne bleibt – auch wenn sie bei der Katalyse keine direkte
Funktion erf�llt.

Diese ab-Dom�nen-Proteine enthalten eine sehr lange
Helix-„Br�cke“, die sowohl zur a- als auch zur b-Dom�ne
gehçrt (Abbildung 4e) und auch in TXS vorkommt (Abbil-
dung 4d). Und wie oben angemerkt, ist es wahrscheinlich,
dass diese Br�cke durch Fusion des C-Terminus eines bg-
Dom�nen-Proteins mit dem N-Terminus einer a-Dom�ne
(orange in Abbildung 4c) entstanden ist. Das ab-Protein
Isopren-Synthase zeigt positive Kooperativit�t, die auf die
Bildung einer dimeren, Quarti�rstruktur a2b2 zur�ckgef�hrt
wird. Diese Dimerstruktur liegt sowohl in Lçsung als auch im
kristallinen Feststoff vor. Auff�llig ist, dass die Rçntgen-
struktur der Isopren-Synthase und die zweier Monoterpen-
cyclasen, Limonen-Synthase und Bornyldiphosphat-Syntha-
se, fast identische a2b2-Quart�rstrukturen aufweisen,[49] wie in
Abbildung 5 zu sehen ist. Zum Mechanismus wurde vorge-
schlagen, dass in der Isopren-Synthase die Diphosphatgruppe
als allgemeine Base wirkt und eines der Methylprotonen im
DMAPP-Substrat (1) unter Bildung von Isopren (17) ab-
strahiert (Schema 6). Der Ablauf dieses Eliminierungsschritts
w�re dann gleich zu dem, der Farnesen liefert. Farnesen, ein
potenziell wichtiger Ersatz f�r Dieseltreibstoff, wird in einer
Reaktion gebildet, die durch Farnesen-Synthase, ein weiteres

Abbildung 5. Quart�rstruktur dreier dimerer a2b2-Terpensynthasen.
a) Limonen-Synthase mit Produkt Limonen. b) Bornyldiphosphat-Synt-
hase mit Produkt Bornyldiphosphat. c) Isopren-Synthase mit Produkt
Isopren. Die katalytischen a- oder C-terminalen Dom�nen sind blau,
die b- oder N-terminalen Dom�nen gr�n gekennzeichnet. Die katalyti-
schen DDXXD-Dom�nen sind rot gekennzeichnet. Die verdeckten
Oberfl�chenregionen, die die Dimerisierungskontaktfl�che einschlie-
ßen, sind (1148�88) �2 groß. Der Ca-rmsd-Wert zwischen den drei
Strukturen betr�gt 1.4 �. Diese Abbildung beruht auf Abbildung 8 in
Lit. [49] und wurde unter Verwendung der Proteindatenbank-Eintr�ge
2ONG, 1N1B und 3N0F erstellt.
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(vorhergesagtes) ab-Protein, katalysiert wird. Die molekula-
re Basis der bei der Isopren-Synthase festgestellten Koope-
rativit�t bleibt jedoch noch aufzukl�ren. Nach Verlust der b-
Dom�ne bilden sich die a-Dom�nen-Cyclasen, z. B. die Pen-
talenen-Synthase[43] (Abbildung 4 f), wie fr�her vorgeschla-
gen.[46]

Die Auflçsung der TXS-Struktur ist eine wichtige Ent-
wicklung, da sie die bisherigen, auf dem Genom und der
Bioinformatik basierenden Vorstellungen[45, 46] zur Genese
und Evolution vieler moderner Pflanzen-Terpensynthasen
stark untermauert und zudem vermehrtes Vertrauen bez�g-
lich der Verwendung bioinformatischer Methoden zur kor-
rekten Vorhersage von Struktur und Funktion schafft. Un-
l�ngst wurde die Struktur einer ent-Copalyldiphosphat-Synt-
hase beschrieben.[54] Wie TXS ist sie ein abg-Protein mit drei
helicalen Dom�nen, doch das aktive Zentrum befindet sich an
der Kontaktfl�che zwischen b- und g-Dom�ne.

7. z-(Z- oder cis-)Prenyldiphosphat-Transferasen und
die Tuberculosinol-Synthase

Bisher haben wir nur die Strukturen und Funktion der
trans-Prenyltransferasen und einiger Terpencyclasen be-
trachtet. Es gibt jedoch noch eine weitere wichtige Klasse von
Prenyltransferasen, die Z- oder cis-Prenyltransferasen. Sie
katalysieren die Bildung von Isoprenoiddiphosphaten mit
�berwiegend cis-Doppelbindungen. Diese Enzyme sind es-
senziell f�r die Synthese der Zellwand in Bakterien und damit
mçgliche wichtige Ziele f�r die Entwicklung von Antiinfek-
tiva. Die Proteinfaltung, hier z-Faltung (f�r Z) genannt, ist
vçllig anders als die in den „FPPS-artigen“ a-, d- und e-Pre-
nyltransferasen beobachtete.[55]

Die Undecaprenyl(C55)-Diphosphat-Synthase (UPPS)
aus E. coli besteht aus einem zentralen b-Faltblatt mit 6
parallelen Str�ngen und 7 umliegenden a-Helices (Abbil-
dung 6a).[56] Die FPP- und IPP-Substrate binden wie in Ab-
bildung 6 b gezeigt und anders als bei den trans-Prenyltrans-
ferasen und Terpencyclasen gibt es keine konservierten
DDXXD-Motive und keinen [Mg2+]3-Cluster, obwohl Mg2+

f�r die Katalyse erforderlich ist.[57] Diese Befunde deuten
daraufhin, dass sich der Mechanismus f�r die UPPS-Katalyse
vom sequenziellen Ionisierungs-Kondensations-Eliminie-
rungs-Mechanismus der trans-Prenylsynthasen unterscheidet.
Vor kurzem zeigten Lu et al.,[57] dass es mit IPP als Substrat
keinen Hinweis f�r die Bildung eines Farnesyl-Carbokation-
Intermediats (keine 3H-Farnesol-Bildung aus [3H]-FPP) gibt,
weder mit der trans-Prenyltransferase Octaprenyldiphosphat-
Synthase (OPPS) noch mit UPPS, aber wenn die Reaktions-

geschwindigkeit durch Verwendung von 3-Br-IPP verringert
wird, bildet sich mit OPPS 3H-Farnesol, jedoch nicht mit
UPPS.[57] Da 3-Br-IPP die UPPS-Reaktion verlangsamt,
wurde vorgeschlagen, dass das C3 von IPP erst nach der
Kondensation, einem konzertierten Mechanismus, in dem
IPP FPP ohne vorherige Bildung eines Farnesyl-Carbokations
angreift, kationischen Charakter entwickelt. Diese Ergeb-
nisse stimmen mit der Beobachtung �berein, dass zwar einige
der st�rksten UPPS-Inhibitoren Bisphosphonate sind, der
UPPS-Inhibitor Pharmakophor[56] aber keine kationische
Ladung aufweist – im Unterschied zur Situation bei FPPS –
und tats�chlich verringert die kationische Struktur die Akti-
vit�t um etwa eine Grçßenordnung.[56] Die maßgeblichen
Eigenschaften f�r einen Inhibitor sind daher das Vorhan-
densein mehrfacher hydrophober Strukturen zus�tzlich zur
polaren Gruppe, w�hrend hydrophile Bisphosphonat-Wirk-
stoffe wie Risedronat tats�chlich keine Aktivit�t zeigen (IC50

� 660 mm[56]).
Es erhebt sich die Frage, ob die z-Faltung einzigartig ist

und nur beschr�nkt auf UPPS und eng verwandte Systeme in
Mykobakterien oder ob sie auch in anderen Systemen auf-
treten kçnnte. Die Verwendung des SSM-Programms,[58] um
�hnliche Faltungen zu finden, lieferte keine Treffer. Nahe-
liegende Proteinkandidaten w�ren andere Prenylsynthasen,
die Mg2+ nutzen, doch deren Strukturen sind unbekannt
sowie das Rv3378c-Genprodukt von Mycobacterium tuber-
culosis, ein Target f�r antiinfektive Therapieans�tze.[59] Dieses
Protein katalysiert die Bildung des Diterpen-Virulenz-Fak-
tors Tuberculosinol (28) und der Isotuberculosinole (29, 30)

Schema 6. Diphosphat wirkt als allgemeine Base bei der durch die
Isopren-Synthase katalysierten Umwandlung von DMAPP in Isopren.

Abbildung 6. Strukturen und Dynamik der z-Prenyltransferase UPPS.
a) Gesamtstruktur eines Bisphosphonat-gebundenen E.-coli-UPPS-Mo-
nomers (PDB-Code: 2E98). b) Substrate (FPP und IPP), gebunden am
aktiven Zentrum von UPPS (PDB-Code: 1X06). c) Strukturelle Ausrich-
tung der prognostizierten Struktur von Rv3378c mit UPPS. d) Molek�l-
dynamik-Simulation der UPPS. Datenentnahme alle 10 ps (schwarz)
oder alle 100 ps (grau). e) H�ufigkeit des Auftretens der Tasche gegen
Taschenvolumen. Die Apostruktur hat ein kleines Taschenvolumen;
das grçßte Volumen liegt nahe bei jenem, das durch einen großen
Inhibitor besetzt wird. Wiedergabe von (d)–(f) nach Lit. [65].
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aus Tuberculosinoldiphosphat (31; Schema 7): In diesem Fall
wirkt H2O als Nucleophil und greift entweder C1 oder C3 im
allylischen Substrat an.[60] Mit drei Programmen zur Struk-
turvorhersage, I-TASSER,[61] SWISS-MODEL[62] und
Phyre,[63] stellten wir eine entfernte Sequenzhomologie zwi-
schen Rv3378c und UPPS fest (19 % Identit�t mit Phyre). Die
am besten vorhergesagten Faltungen aus jedem Programm
sind sehr �hnlich und eine ist in Abbildung 6c zu sehen, ein-
geblendet auf die UPPS-Struktur, wobei der rmsd-Wert zwi-
schen der Rv3378c-Ca-Vorhersage und der in E. coli gefun-
denen UPPS 1.93 � betr�gt. Besonders interessant an den
Modellen ist, dass das DDXXD-Motiv, das bekanntermaßen
essenziell f�r die Katalyse ist,[64] am Eingang zur haupts�ch-
lichen (UPPS) Ligand-Bindungsstelle und nahe bei den es-
senziellen D26 und Mg2+ in der UPPS-Struktur lokalisiert ist
(Abbildung 6c), was die Vorstellung st�tzt, dass dieses Pro-
tein auch die z-Faltung annimmt – doch wie bei den Diter-
pencyclasen sind Rçntgenstrukturen w�nschenswert, um
diese Vorhersagen zu best�tigen.

8. Die dynamische Struktur der Prenyltransferase
UPPS

F�r die Arzneimittelforschung mit UPPS sowie mit an-
deren Proteinen ist es wichtig, zu untersuchen wie die Bin-
dung von Liganden die Proteinstruktur beeinflusst. In einigen
F�llen mag die Struktur eines Proteins bekannt sein, es gibt
aber keine Substrat-, Produkt- oder Inhibitor-gebundene
Strukturen, was das Auffinden von Inhibitoren �ber
virtuelles Screening erschwert, da keine offensichtliche
Ligandbindungstasche als Target vorhanden ist. Ein
ligandfreies Protein muss sich jedoch ausdehnen, um
Substrate und Produkte unterzubringen und es ist diese
„offenere“ Struktur, die das Auffinden von Inhibitoren
ermçglicht. Ein Ansatz, um solche Strukturen zu
finden, ist die Verwendung von Molek�ldynamik-Si-
mulationen.[65] Ausgehend von einer „offenen“ UPPS-
Form (die in Abbildung 6a gezeigte Struktur, aber
ohne gebundenen Ligand) zeigt eine Molek�ldynamik-
Trajektorie (Abbildung 6d), dass das urspr�nglich vom
gebundenen Ligand besetzte Volumen (etwa 1000 �3)
rasch abnimmt, dann den grçßten Teil der Trajektorie

konstant bleibt und dieses Volumen (etwa 430 �3, Abbil-
dung 6 f) ist sehr �hnlich den ungef�hr 330 �3, die in einer
Kristallstruktur des ligandfreien Proteins bestimmt
wurden.[56, 65] Um die Substrat/Produkt/Inhibitor-Bindungs-
stelle zu bilden, wird das Protein jedoch vor�bergehend ge-
çffnet (Abbildung 6 d–f). Bemerkenswerterweise ermçglicht
die Verwendung dieses kaum gepr�ften Konformationszu-
stands (mit dem Glide-Programm[66]) f�r eine Reihe von
Bisphosphonat-Inhibitoren von UPPS viel engere ligandge-
bundene Positionen und bessere IC50/„Docking-Score“-Kor-
relationen wie mit der geschlossenen Form des Enzyms ge-
funden wurden.[65] Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass
die Verwendung von MD-Methoden, um seltene „Expanded-
pocket“-Zust�nde zu erproben, ein potenziell wichtiger
Zugang ist, um die Inhibitorsuche �ber virtuelles Screening zu
erleichtern, und dass sich dieses Verfahren wahrscheinlich auf
die meisten Prenyltransferasen und Terpensynthasen, in
denen große Taschenvolumen bençtigt werden, um große
Liganden unterzubringen, anwenden l�sst.

9. 4Fe-4S-Reduktasen: Fortschritte und offene
Fragen bei IspG und IspH

Schließlich wenden wir uns der Frage zu, wie in Pflan-
zenplastiden und in vielen Bakterien die DMAPP- und IPP-
Terpenvorstufen synthetisiert werden. Die Biosynthese von
DMAPP und IPP wird eingeleitet durch die Kondensation
von Pyruvat mit Glycerinaldehydphosphat unter Bildung von
1-Desoxyxylulosephosphat, das nach vier weiteren Reaktio-
nen 2-C-Methyl-d-erythritol-2,4-cyclo-diphosphat (MEcPP,
32 ; Schema 8) ergibt. MEcPP wird dann durch die (E)-1-
Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat(HMBPP)-Synt-
hase (IspG; auch als GcpE bekannt) in HMBPP (33) umge-
wandelt, das anschließend durch die HMBPP-Reduktase
(IspH; auch als Lyt B bekannt) im Verh�ltnis von ungef�hr
5:1 zu IPP und DMAPP reduziert wird. Aber welche Struktur
haben diese Enzyme? Wie f�hren sie diese außergewçhnli-
chen Reaktionen durch?

Basierend auf chemischer Analyse, Bioinformatik und
EPR-Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass sowohl IspG
als auch IspH 4Fe-4S-Cluster enthalten, die mit den in Fer-
redoxinen gefundenen verwandt sind, aber mit einer unge-
wçhnlichen Koordination, n�mlich einem Nicht-Cys-Rest am
speziellen vierten Fe-Atom;[67] die Ergebnisse wurden jetzt

Schema 7. Bildung des Tuberculosinol-Virulenzfaktors in M. tuberculo-
sis.

Schema 8. Bildung von HMBPP: Substrat, Produkt und mçgliche reaktive
Zwischenstufen.

Terpen-Biosynthese
Angewandte

Chemie

1159Angew. Chem. 2012, 124, 1150 – 1163 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



durch Rçntgenstrukturen best�tigt.[68] Die Struktur von IspH
(Abbildung 7a) ist ungewçhnlich, denn sie besteht aus einem
modularen Kleeblatt oder einer Dreiblatt-artigen Struktur,
worin drei verschiedene helicale/Faltblatt-Dom�nen einen
zentralen Fe-S-Cluster umgeben. Diese Faltung ist sehr �hn-
lich zu der zweier anderer 4Fe-4S-Proteine: der Chinolinat-
Synthase[69] und der Diphthamid-Synthase[70] mit einem
durchschnittlichen Ca-rmsd-Wert von 2.5 � zwischen jeder
der Dom�nen, was wie bei den anderen Prenylsynthasen
wieder auf Genduplikation und Kondensation hinweist. Me-
chanistisch scheint es, dass das HMBPP-Substrat zuerst an das
vierte Fe des 4Fe-4S-Clusters bindet und dann zu einer Allyl-
Zwischenstufe reduziert wird.[68b, 71] Ein Zwischenprodukt,
dem das HMBPP-O1 fehlt, kann kristallographisch erkannt
werden[68b] und hat Fe-C-Bindungsl�ngen um 2.6–2.7 �, was
eine Metall-Ligand-Wechselwirkung nahelegt (Summe der
Van-der-Waals-Radien von Fe und C: ca. 3.6 �[72]). Eine
ausf�hrliche Besprechung der IspH-Struktur und des Me-
chanismus ist k�rzlich in dieser Zeitschrift erschienen.[73] Bei
IspG ist die Sachlage jedoch komplexer.

Zwei Mechanismen erscheinen f�r die IspG-Katalyse
plausibel. In einem çffnet sich der cyclo-Diphosphat-Ring im
MEcPP-Substrat zum Carbokation (34), dieses wird zun�chst
zu einem Anion reduziert und anschließend in das HMBPP-
Produkt �berf�hrt. Im anderen Mechanismus isomerisiert das
cyclo-Diphosphat zuerst zum Epoxid (35), das dann durch
den 4Fe-4S-Cluster desoxygeniert wird. F�r letzteren Me-
chanismus spricht, dass Epoxide in Modellsystemen[74] durch
reduzierte 4Fe-4S-Cluster zu Olefinen reduziert werden, und
zudem wird HMBPP-Epoxid – mit �hnlicher Kinetik wie bei
MEcPP gemessen – durch IspG zu HMBPP reduziert.[75]

Jedoch wurde jetzt beschrieben, dass die Geschwindigkeit der
durch IspG katalysierten MEcPP!Epoxid-Reaktion sehr

langsam ist[76] und nicht vereinbar mit den beobachteten kcat

f�r MEcPP und HMBPP-Epoxid[77] als Substrate, was eher
auf parallele statt aufeinanderfolgende Reaktionen und eine
gemeinsame Zwischenstufe deutet. Zudem gibt es Hinweise,
dass sich ein Carbokation MEcPP + IspG bildet.[77] Was
kçnnte dann die Reaktionszwischenstufe sein?

Gibt man entweder MEcPP oder HMBPP-Epoxid zu re-
duziertem IspG, wird das gleiche reaktive Intermediat „X“[78]

gebildet,[78, 79] was �ber EPR-, ENDOR- oder HYSCORE-
Spektroskopie zu beobachten ist. Bei Inkubation reagiert „X“
zum HMBPP-Produkt, das wie bei IspH dann an den 4Fe-4S-
Cluster bindet.[79] F�r „X“ hat man mehrere Strukturen (z. B.
36–39) in Betracht gezogen: Ein Radikal (36) ist unwahr-
scheinlich, da keine Radikal-�hnlichen Signale in den EPR-
Spektren auftreten und sich die beobachtete Resonanz durch
57Fe-Markierung verbreitert.[79b] Ein Carbanion (37) ist un-
wahrscheinlich, da es sehr reaktiv w�re und ein p/h-Komplex
(38) ist unwahrscheinlich, da kein h3-Oxaallyl vorliegt (da das
Sauerstoffatom protoniert ist) und H3 w�hrend der Isopre-
noid-Biosynthese erhalten bleibt, wie 2H-Markierungsstudien
beweisen.[80] Die beobachtete 13C-Hyperfeinkopplung (ca.
16 MHz) ist �hnlich wie die f�r eine Fe-C-Bindung in einer
Fe-Fe-Hydrogenase (17 MHz) ermittelte[81] sowie die f�r eine
Mo-C-Einfachbindung in einem Formaldehyd-Xanthin-
Oxidase-Komplexmodell (ca. 16 MHz) berechnete,[82] sie ist
aber ungef�hr dreimal kleiner als die „transannulare“ Hy-
perfeinkopplung �ber zwei Bindungen, die im quadratisch-
pyramidalen Formaldehyd-inhibierten Xanthin-Oxidase-
Komplex beobachtet und berechnet wurde.[82] Diese Ergeb-
nisse sprechen f�r das Vorliegen einer Fe-C-Bindung wie in
Ferraoxetanen wie 39 ; zudem ist von Ferraoxetan bekannt,
dass es �ber eine [2+2]-Reaktion Ethylen bilden kann.[83]

Doch wie sieht die Struktur von IspG aus, und wie kann es
solche Reaktionen katalysieren?

Vor kurzem wurde die erste Einkristall-Rçntgenstruk-
turanalyse von IspG aus Aquifex aeolicus verçffentlicht.[84]

Die Struktur ist insofern interessant, als sie wiederum mo-
dular ist und zwei gesonderte Dom�nen aufweist (Abbil-
dung 7b). Die große N-terminale Dom�ne besteht aus einem
Triosephosphat-Isomerase(TIM)-Fass, das zur Struktur der
Dihydropteroat-Synthase aus Bacillus anthracis (Abbil-
dung 7c) stark homolog ist (Ca-rmsd von 2.4 �), w�hrend die
C-terminale Dom�ne (die den 4Fe-4S-Cluster enth�lt) eine
starke Homologie (Ca-rmsd von 2.1 �) zur Spinat-Nitrit-Re-
duktase (Abbildung 7d) aufweist. Die kristallographischen
Befunde belegen auch, dass drei Cys-Reste an den 4Fe-4S-
Cluster gebunden sind, zusammen mit einem hochkonser-
vierten Glu, das an das vierte Fe-Atom koordiniert ist. Die
Struktur des Proteins aus Thermus thermophilus[85] ist sehr
�hnlich. Aufgrund der kristallographischen Strukturen ist es
unwahrscheinlich, dass die beiden Dom�nen selbst�ndig in
einem Monomer funktionieren, da die DHPS- und 4Fe-4S-
Cluster-Regionen etwa 45 � voneinander entfernt sind. Wenn
jedoch IspG als Dimer wirkt – was durch die Beobachtung,
dass es als Dimer kristallisiert, naheliegt – kommt der C-
Terminus (4Fe-4S-Cluster) eines Molek�ls im Dimer nahe an
den N-Terminus (TIM-Barrel) des zweiten Molek�ls im
Dimer heran (Abbildung 6 b), und Lee et al.[84] schlugen vor,
dass diese beiden Dom�nen eine „geschlossene“ Konforma-

Abbildung 7. Modulare Strukturen der 4Fe-4S-Cluster-enthaltenden
Proteine IspH und IspG. a) A.-aeolicus-IspH (PDB-Code: 3DNF) mit
den drei Helix/Faltblatt-Dom�nen um den 4Fe-4S-Cluster in der „ge-
schlossenen“ Form (verdeckt den Fe-S-Cluster). b) A.-aeolicus-IspG
(PDB-Code: 3NOY) mit „offener“ Struktur. Der 4Fe-4S-Cluster einer
Kette wechselwirkt mit dem TIM-Fass in der zweiten Kette, um das
aktive Zentrum zu bilden (schwarzer Kasten). c) �berlagerung des
TIM-Fasses in A.-aeolicus-IspG (orange) mit Dihydropteroat-Synthase
aus B. anthracis (grau; PDB-Code: 1TWS). d) �berlagerung der 4Fe-
4S-Cluster-Dom�ne in IspG mit der in Spinat-Nitrit-Reduktase. Die Ca-
rmsd-Werte in (c,d) betragen 2.4 bzw. 2.1 �.
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tion bilden kçnnen. Dies erinnert an die Ann�herung einer
der drei Dom�nen in IspH, die zum Schutz reaktiver Zwi-
schenstufen w�hrend der Katalyse eine „geschlossene“
Struktur bilden,[68b] ebenso wie an das Umschließen des 4Fe-
4S-Clusters durch zwei Dom�nen in der Acetyl-CoA-Synt-
hase/Kohlenmonoxid-Dehydrogenase.[86]

In der geschlossenen Konformation w�rde das Substrat
zwischen dem TIM-Fass des einen Molek�ls und dem 4Fe-4S-
Cluster des zweiten Molek�ls im Dimer eingeschoben werden
unter Bildung eines einzigen katalytischen Zentrums, in dem
das cyclo-Diphosphat-Fragment von MEcPP an eine hoch-
konservierte Stelle mit basischen Resten im TIM-Fass
bindet.[84] Andere hochkonservierte Reste katalysieren dann
die Ringçffnung, w�hrend die 4Fe-4S-Dom�ne (in der ge-
schlossenen Konformation) die 2H+/2 e�-Redoxreaktion
durchf�hrt. Dieses „Hybrid“-Katalysezentrum erinnert na-
t�rlich an die a2d2-Modul-Wechselwirkungen in GPPS (Ab-
bildung 1 c) und wird durch die Beobachtung gest�tzt, dass es
keine hochkonservierten basischen Reste im 4Fe-4S-Cluster
gibt, an die eine Diphosphatgruppe binden kçnnte. Weitere
Belege f�r ein „Offen-und-geschlossen“-Modell liefert die
zweite IspG-Struktur (aus T. thermophilus): Rekittke et al.[85]

beschreiben eine offenere „offen“-Struktur sowie ein ge-
schlossenes Strukturmodell, in dem sich die beiden Dom�nen
ann�hern, um ein katalytisches Zentrum zu bilden, wobei die
geschlossene Struktur durch die Bewegung eines Gelenkteils
zwischen den beiden Dom�nen erzeugt wird. Es ist jedoch das
TIM-Fass des einen Molek�ls im Dimer, das mit dem 4Fe-4S-
Cluster im zweiten Molek�l wechselwirkt, wie im Kasten in
Abbildung 7b veranschaulicht. Analysen f�r geschlossene
Strukturen mit Inhibitoren/Substraten werden dringend er-
wartet.

10. Zusammenfassung und Ausblick

In j�ngster Zeit haben zahlreiche wichtige Entwicklungen
zu unserem Verst�ndnis von Struktur, Funktion, Entwicklung
und Hemmung vieler der Enzyme, die an der Terpen- und
Isoprenoid-Biosynthese beteiligt sind, beigetragen. Dies ist
nicht nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern hat
praktische Bedeutung, da viele dieser Proteine Targets f�r die
Wirkstoffsuche sind. Die (aa)-Strukturen von FPPS und
GGPPS sind von Interesse als Targets f�r Antikrebsmittel
und Antiinfektiva, und es wurden schon zahlreiche neue
Wirkstoff-Leitstrukturen identifiziert. Die Strukturen einer
GPPS wurden beschrieben und sind bemerkenswert, weil
GPPS (aus M. piperata) aus einem a2d2-Heterotetramer aus
katalytischen (a)- und regulatorischen (d)-Untereinheiten
besteht. Die beiden Untereinheiten haben �hnliche dreidi-
mensionale Strukturen, doch keine Dom�ne ist alleine kata-
lytisch wirksam, und auch in den C35- und C50-Prenyltransfe-
rasen scheint eine katalytisch/regulatorisch modulare Struk-
tur vorzuliegen.[18] Die neuen Kopf-Kopf-Synthase-Struktu-
ren (bei CrtM und SQS) helfen, die ersten festgelegten
Schritte in der Sterol- und Carotinoid-Biosynthese, die Bil-
dung von Presqualendiphosphat, zu beleuchten, was wieder-
um f�r die Wirkstoffsuche von Bedeutung ist. Bioinformatik-
Vorhersagen �ber (pflanzliche) Diterpencyclase-Strukturen

mit drei Dom�nen (a, b und g) wurden experimentell best�-
tigt und f�hrten zu mehr Vertrauen in die Genom- und Bio-
informatikvorschl�ge, dass sich viele Terpencyclasen von ur-
spr�nglichen abg-Proteinen ableiten, die selbst aus einer
Fusion von a- und bg-Dom�nen-Proteinen abzustammen
scheinen: In Abbildung 8 sind die mit a-,b-,g- und d-Modulen
gefundenen unterschiedlichen Strukturanordnungen sche-
matisch dargestellt. Die Strukturen einiger cis-Prenyltrans-
ferasen, manche mit gebundenen Inhibitoren, wurden eben-

falls beschrieben. Diese nehmen die z-Faltung ein, und wieder
ist es auf der Grundlage bioinformatischer Studien wahr-
scheinlich, dass diese Faltung auch weiter verbreitet sein
kçnnte. Die Strukturen der beiden 4Fe-4S-Proteine, die in
den meisten Eubakterien an der Herstellung von C5-Di-
phosphat beteiligt sind, sind jetzt ebenfalls aufgekl�rt. Beide
enthalten ungewçhnliche 4Fe-4S-Cluster mit einem einzelnen
Fe, das an der Bildung der Fe-C-Bindung w�hrend der Ka-
talyse beteiligt zu sein scheint, und wieder sind beide modu-
lare Proteine. Und schließlich wurden die Strukturen einiger
ab-Proteine, dazu gehçren die Limonen-Synthase und die
Isopren-Synthase, aufgekl�rt. Deren dreidimensionale
Strukturen sind bemerkenswert �hnlich, eine Beobachtung,
die sich auch auf ihre im Wesentlichen identischen Quart�r-
strukturen erstreckt, wobei die der Isopren-Synthase im Zu-
sammenhang mit der Entwicklung alternativer Brennstoffe
interessant ist.

Obwohl es „keinen Ersatz“ f�r die Rçntgenkristallogra-
phie gibt, haben bioinformatische Methoden geholfen, das
Drei-Helix-Modell f�r TXS korrekt vorauszuberechnen.

Zuk�nftige Arbeiten kçnnten sich die Strukturen vieler
Enzyme aus der Carotinoid-Biosynthese zum Ziel nehmen.
Dazu gehçren die Dehydrogenasen, die z.B. Dehydrosqualen
und Phytoen in konjugierte Polyene �berf�hren, sowie Sys-

Abbildung 8. Modularer Aufbau vieler Enzyme der Terpen/Isoprenoid-
Biosynthese. FPPS und GPPS sind aa-Dimere (humane GGPPS ist ein
Trimer von Dimeren); GPPS bildet ein Heterotetramer a2d2; Pflanzen-
Diterpencyclasen (wie TXS) sind abg ; viele andere Pflanzen-Terpencyc-
lasen haben g verloren und sind ab, anderen fehlen b und g, und sie
sind rein a.
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teme wie die Lycopen-Cyclase, die die Ringbildung kataly-
sieren. Letztere ist von Bedeutung, da es eines der Nicht-
Redox-Flavoproteine ist, in dem anscheinend ein anionischer
reduzierter Flavin-Cofaktor (FAD) eine kationische Zwi-
schenstufe oder einen �bergangszustand stabilisiert,[87] was
der Situation in den Klasse-II-Terpensynthasen formell �hn-
lich ist. Eine neue Reaktion, worin FAD eine wichtige Re-
doxfunktion aus�bt, ist die FAD-katalysierte Reduktion von
GGPP-Ketten durch die Geranylgeranyl-Reduktase aus
Thermoplasma acidophilum.[88] Dieses Enzym katalysiert die
Reduktion von Geranylgeranyl-Seitenketten in Lipiden von
Archaebakterien zu Phytanyl-Seitenketten. Wie solche C20-
Seitenketten �ber ihre terminalen Methylgruppen miteinan-
der kuppeln, um C40-Lipide zu bilden, die die Lipid-Doppel-
schicht in Archaebakterien aufspannen, bleibt jedoch noch
r�tselhaft. Das Interesse an diesen Systemen ist wiederum
nicht rein wissenschaftlich, da Inhibitoren von Dehydroge-
nasen als Antivirulenzfaktoren f�r Staphylokokken-Infek-
tionen fungieren kçnnten; Inhibitoren der Carotinoid-Bio-
synthese sind Targets f�r bleichende Herbizide, und mçgli-
cherweise kann ein strukturbasiertes Design verwendet
werden, um Reduktasen aufzubauen, die beispielsweise b-
Farnesen in den Biobrennstoff Farnesan �berf�hren, oder um
�ber GPP niedermolekulare Spezies wie Dimethyloctan
herzustellen.

Wir sind daher dem Ende des Anfangs nahe: Die Struk-
turen vieler wichtiger, direkt an der Terpen/Isoprenoid-Bio-
synthese beteiligten Proteine sind jetzt bekannt, und die
Voraussetzungen sind geschaffen, um neue Inhibitoren zu
entwickeln, die zu neuen Arzneimitteln f�hren kçnnen, oder
um neue Wege zu erneuerbaren Brennstoffen und anderen
Materialien zu erschließen.

Diese Arbeit wurde vom United States Public Health Service
(NIH grants GM65307, GM073216, AI074233 und CA158191)
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