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F�r die Biosynthese der Terpen-Monomere Dimethylallyl-
diphosphat (DMAPP) und Isopentenyldiphosphat (IPP)
existieren zwei Stoffwechselwege: der Mevalonatweg[1] und
der Deoxyxylulosephosphatweg (DOX-Weg).[2, 3] Viele pa-
thogene Bakterien sowie der Malaria-Erreger Plasmodium
falciparum nutzen ausschließlich den DOX-Weg, der in
diesen Organismen essentiell ist.[4, 5] Da dieser Stoffwechsel-
weg im Menschen fehlt, sind dessen Enzyme attraktive Tar-
gets f�r neue Antibiotika.[6] Ein vertieftes Verst�ndnis der
Enzymmechanismen ist folglich von hohem Interesse.

Die Intermediate und Enzyme des DOX-Weges sind alle
bekannt (Schema 1).[7] Insbesondere der ungewçhnliche

Mechanismus des Enzyms IspH, das die Umsetzung von
1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat (HMBPP,
7) in eine ca. 1:5-Mischung von DMAPP (8) und IPP (9)
katalysiert, hat großes Interesse erfahren und wird zurzeit
immer noch diskutiert. Die Kristallstruktur von IspH zeigt
einen zentralen Fe3S4-Cluster,[8] wohingegen andere Beob-
achtungen einen Fe4S4-Cluster favorisieren.[9] J�ngst wurde
die Kristallstruktur von IspH zusammen mit dessen Substrat 7
erhalten, die einen zentralen Fe4S4-Cluster beinhaltet.[10] Das
vierte labile Eisenzentrum bindet das Substrat 7[9d, 10] und auch
potente Inhibitoren wie Pyridindiphosphate und Alkine.[11]

Die Mçßbauer-Parameter des substratfreien Enzyms spre-
chen f�r eine Koordination dieses Fe durch drei S- und zwei
oder drei andere Liganden (O oder N), die w�hrend der
Substratbindung dissoziieren.[9b,d]

F�r die IspH-Reaktion wurden drei Mechanismen vor-
geschlagen (Schema 2). Mechanismus A von Rohdich et al.
(Schema 2A) beinhaltet eine Birch-Reduktion des Komple-
xes 10 durch einen Einelektronentransfer, Protonierung und
Eliminierung von Wasser zum Allylradikal 11 und einen
zweiten Elektronentransfer zum Allylanion 12. Dessen Pro-
tonierung an C-2 oder C-4 liefert IPP bzw. DMAPP.[12] Dieser
Mechanismus wird durch Isotopenmarkierungsexperimente
mit Substratanaloga gest�tzt.[13] Mechanismus B wurde von
Wang et al. vorgeschlagen (Schema 2B) und basiert auf der
Detektion eines paramagnetischen Intermediates per
ENDOR-Spektroskopie, das in einer inaktiven E126A-Mu-
tante gefangen und als Metallacyclopropan-Spezies inter-
pretiert wurde.[14] Alternativ kann dieses Intermediat als h2-
Alkenyl-p-Komplex beschrieben werden. Der abgeleitete
Mechanismus ausgehend von 10 f�hrt �ber Einelektronen-
reduktion zum h2-Alkenyl/Metallacyclus 13 und anschlie-
ßende Protonierung/Dehydratisierung zum h1-Allylkomplex
14. Ein zweiter Elektronentransfer ergibt 12 als Vorl�ufer f�r
IPP und DMAPP. Mechanismus C wurde von Altincicek et al.
vorgeschlagen und umfasst die anf�ngliche Protonierung/
Dehydratisierung von 10 zum Allylkation 15, die durch die
Lewis-Acidit�t des Metallzentrums unterst�tzt wird, gefolgt
von zwei Reduktionsschritten �ber 11 zu 12 und Protonierung
zu IPP und DMAPP.[15] Dieser Mechanismus ist im Wider-
spruch zu der Beobachtung, dass elektronenziehende Sub-
stituenten in Substratanaloga nur einen geringen Effekt
haben.[16]

Gemeinsame Intermediate aller drei Mechanismen sind
der anf�ngliche Komplex 10 und das Allylanion 12. Das
Produktverh�ltnis von IPP und DMAPP wird vermutlich
durch einen Protonentransfer von der terminalen Phosphat-
gruppe in HMBPP kontrolliert, deren Sauerstoffatome einen
Abstand von 3.4–3.5 � zu C-1 bzw. C-3 aufweisen (Sche-
ma 2A).[10, 12b] Diese Hypothese ist in vçlligem Einklang mit
der beobachteten stereospezifischen Protonierung an C-3 von
HMBPP von der Si-Seite.[17] Der stereochemische Verlauf

Schema 1. Stereochemie des DOX-Weges. CTP = Cytidintriphosphat,
ATP = Adenosintriphosphat, ADP= Adenosindiphosphat, CMP=
Cytidinmonophosphat.
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nahezu aller Schritte des DOX-Weges wurde untersucht.[18]

Auf diesem Weg wird das an C-3 gebundene Wasserstoffatom
in 1 (HA, Schema 1) zum Aldehyd-Wasserstoff in 2 und
letztlich zum pro-S-Wasserstoff an C-1 in 3 umgewandelt,
wohingegen das pro-R-Wasserstoffatom (HC) aus NADPH
eingef�hrt wird.[19] Alle folgenden Transformationen von 3
nach 6 verlaufen mit unver�ndertem Kohlenstoffger�st. Ver-
schiedene Mechanismen wurden f�r die Transformation von 6

in HMBPP vorgeschlagen,[20] es ist aber unstrittig, dass C-2
und C-3 ohne Verlust von HB deoxygeniert werden.[21] Le-
diglich f�r die IspH-Reaktion konnte bis heute kein stereo-
chemischer Verlauf etabliert werden: Es ist unbekannt, ob HA

oder HC in HMBPP als terminal olefinisches (E)- oder (Z)-
Wasserstoffatom in IPP enden; ihr Schicksal ist jedoch in der
Struktur des Intermediates 12 vorbestimmt (Schema 2). Eine
Vorhersage des stereochemischen Verlaufs ist daher f�r die
Mechanismen A und C mçglich: Die OH-Gruppe von
HMBPP bleibt am Fe bis zu dem Schritt gebunden, in dem
der stereochemische Verlauf der Reaktion festgelegt wird.
Dies sollte in der Ausrichtung von HA in die (Z)- und von HC

in die (E)-Position resultieren. In Mechanismus B dissoziiert
diese OH-Gruppe wie in 13 gezeigt, wodurch freie Rotation
der CH2OH-Gruppe mçglich wird. In der Konsequenz kann
der weitere stereochemische Verlauf in Bezug auf HA und HC

nicht vorhergesagt werden. Protonierung an C-1 ergibt eine
potentiell chirale Methylgruppe in DMAPP mit unbekannter
Konfiguration, allerdings kann nach den Mechanismen A und
C die in Schema 2 A gezeigte absolute Konfiguration ange-
nommen werden. Wir berichten hier �ber den stereochemi-
schen Verlauf der IspH-Reaktion und dessen Implikationen
f�r den Enzymmechanismus.

Um den stereochemischen Verlauf der IspH-Reaktion zu
untersuchen, wurden deuterierte Isotopologen von 1-Deoxy-
d-xylulose in F�tterungsexperimenten verwendet, die intra-
zellul�r zu 1 phosphoryliert werden kçnnen. Insbesondere
kann eine Deuteriummarkierung der Position HA wichtige
Einblicke liefern. Die Pentalenen-Biosynthese in Strepto-
myceten stellt ein geeignetes System dar, die Deuterium-
markierung zu verfolgen, da der detaillierte stereochemische
Verlauf s�mtlicher Transformationen zu diesem Sesquiterpen
bekannt ist.

Die Reaktion von DMAPP oder einem fortgeschrittenen
Polyisoprenoiddiphosphat wie Geranyldiphosphat (GPP, 16)
verl�uft durch Angriff von IPP von dessen Si-Seite an C-4[22]

und Abstraktion des pro-R-Wasserstoffs (Schema 3A).[23]

Daher konvertiert das terminale olefinische HE in IPP in die
4-pro-S-Position und HZ in die 4-pro-R-Position. Die Reak-
tion von Farnesyldiphosphat (FPP, 17) zu Pentalenen (23,
Schema 3B) wird durch Cyclisierung zum Humulylkation
(18) initiiert. Die spezifische Entfernung des 9-pro-S-Was-
serstoffs liefert a-Humulen (19). Das abstrahierte Proton
wird an C-10 ohne signifikanten Austausch mit dem Medium
wieder eingef�hrt.[24] Die gleichzeitige Cyclisierung zu 20,
eine 1,2-H�-Wanderung zu 21, Cyclisierung zu 22 und De-
protonierung ergibt 23. Der finale Deprotonierungsschritt
verl�uft mit spezifischem Verlust des pro-R-Wasserstoffs,[25]

dessen Ursprung in HE in IPP liegt. Daher kann die �ber-
f�hrung von HA in 1 in entweder HE oder HZ in IPP w�hrend
der IspH-Reaktion anhand dessen Schicksal in der Deproto-
nierung zu 23 verfolgt werden.

F�r die F�tterungsexperimente wurde eine Serie deute-
rierter Isotopologen von 1-Deoxy-d-xylulose (30) syntheti-
siert (Schema 4). Alle diese Verbindungen wurden an Strep-
tomyces avermitilis verf�ttert, und der Einbau von Deuterium
in 23 wurde per GC-MS analysiert. Ein Vorteil dieser analy-
tischen Methode besteht darin, dass es mçglich ist, deute-
rierte und undeuterierte Isotopologen gaschromatographisch

Schema 2. Vorgeschlagene Mechanismen f�r die IspH-Reaktion.
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zu trennen (siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen).[26] Da dieser Effekt umso grçßer ist, je hçher der
Deuterierungsgrad des Analyten ist, wurde die Methylgruppe
in allen synthetisierten Isotopologen von 30 deuteriert.

F�r die Einf�hrung von Deuterium in 30 wurde basierend
auf einer Methode von Giner[27] eine flexible Syntheseme-
thode entwickelt (Schema 4A). Der Monobenzylether von
But-2-in-1,4-diol (24a) wurde mit LiAl2H4 behandelt, gefolgt
von w�ssriger Aufarbeitung, wodurch 25 a erhalten wurde.
Die Oxidation mit IBX gab 26a ohne detektierbaren Deu-
teriumverlust. Die Reaktion mit 2H3CMgI lieferte 27a, das
durch IBX-Oxidation zu 28a umgesetzt wurde. Sharpless-
Dihydroxylierung mit AD-Mix b und katalytische Hydrie-
rung ergaben 30 a. F�r die Synthese von 30b wurde das Alkin
24a mit LiAlH4 reduziert, gefolgt von der Hydrolyse mit
2H2O, und 30c wurde ausgehend von 24b erhalten, das aus
tert-Butyldimethylsilyl(TBS)-gesch�tztem Propargylalkohol
zug�nglich ist (siehe Hintergrundinformationen). Alle ande-
ren Isotopologen 30 d–h (Schema 4B) wurden auf derselben
Route unter Verwendung der geeigneten Kombination von
unmarkierten und deuterierten Reagentien erhalten.

Die F�tterung von 30 a ergab [2H11]-23 (Abbildun-
gen S2A,B). Ausgehend von 30a (HA = 2H) kann die Bildung
von [4,5,5,5-2H4]DMAPP und [4,5,5,5-2H4]IPP erwartet
werden. Da nur elf der zwçlf Deuteriumatome aus den drei
Isopreneinheiten in 23 wiedergefunden werden und eines

verloren geht, zeigt dieses Experiment eindeutig, dass der
stereochemische Verlauf der IspH-Reaktion die Umwand-
lung von HA in 10 in die (E)- und HC in die (Z)-Position von
IPP beinhaltet (Schema 5). Obwohl durch dieses Experiment
kein direkter Nachweis mçglich ist, kann f�r die potentiell
chirale Methylgruppe �CHAHBHD in DMAPP die gezeigte
absolute Konfiguration angenommen werden.

Die F�tterung von 30b resultierte in [2H10]-23 (Abbil-
dung S2C). Dieses Ergebnis ist in vollem Einklang mit der
Umwandlung von 30b zu [2,5,5,5-2H4]DMAPP und (2R)-
[2,5,5,5-2H4]IPP (HB = 2H) sowie der Bildung von [2H10]FPP
unter Verlust von zwei Deuteriumatomen (HB) aus den IPP-
Verl�ngerungseinheiten w�hrend der Polyisoprenoid-Bio-

Schema 3. Stereochemischer Verlauf A) der Polyisoprenoid-Biosynthe-
se, B) der Pentalenen-Biosynthese und C) der IDI-Reaktion.

Schema 4. Synthese von deuterierter 1-Deoxy-d-xylulose. IBX = 1-Hydroxy-
1,2-benziodoxol-3(1H)-on-1-oxid, DMSO= Dimethylsulfoxid.

Schema 5. Stereochemischer Verlauf der IspH-Reaktion.
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synthese. Dieses Ergebnis untermauert die bereits zuvor be-
schriebene stereospezifische Protonierung an C-3 in HMBPP
von der Si-Seite. Der Grund f�r den leichten zus�tzlichen
Verlust eines Deuteriumatoms, der durch das Ion m/z 213
angezeigt wird, liegt in der partiellen Isomerisierung von
(2R)-[2,5,5,5-2H4]IPP zu [5,5,5-2H4]DMAPP durch die Iso-
pentenyldiphosphat-Isomerase (IDI, Schema 3C), eine Re-
aktion, in der spezifisch das pro-R-Wasserstoffatom (HB)
abstrahiert wird, und zwar sowohl im Falle einer Typ-I- als
auch einer Typ-II-IDI,[17, 23a, 28] und dessen anschließendem
Einbau in 23. Im Genom von S. avermitilis ist eine Typ-I-IDI,
aber kein Enzym des Typs II, codiert.

Die F�tterung von 30c resultiert in [2H15]-23 (Abbil-
dung S2D) unter Einbau aller f�nfzehn Deuteriumatome.
Dieses Ergebnis st�tzt die fr�here Beobachtung, dass die
Umwandlung des Kations 18 �ber 19 in 20 (Schema 3B) ohne
Protonenaustausch mit dem Medium abl�uft und ist daher in
vçlliger �bereinstimmung mit dem bekannten Cyclisie-
rungsmechanismus der Pentalenen-Synthase.[24,25] Die F�tte-
rungsexperimente mit den Isotopologen 30d–h best�tigten
die mit 30a–c erhaltenen Ergebnisse (siehe Hintergrund-
informationen).

Der abgeleitete stereochemische Verlauf der IspH-Re-
aktion (Schema 5) hat wichtige Konsequenzen f�r den En-
zymmechanismus (Schema 2). Wie oben ausgef�hrt, ist der
gefundene stereochemische Verlauf HA!HE und HC!HZ im
Falle der Mechanismen A und C schwierig zu verstehen,
wohingegen nach Mechanismus B die OH-Gruppe in
HMBPP in 13 vom Fe-Zentrum dissoziiert vorliegt. Dies l�sst
eine Rotation der CH2OH-Gruppe in eine Konformation zu,
die den beobachteten stereochemischen Verlauf einfach er-
kl�rt. Interessanterweise wurde eine entsprechende Konfor-
mation k�rzlich durch quantenchemische Glide-Docking-
Rechnungen und molekularmechanische Optimierung ge-
funden (Abbildung 1).[14] Außerdem wurde diese Konforma-
tion j�ngst in Kristallstrukturen mehrerer IspH-Mutanten
beobachtet.[29] Zusammenfassend spricht der beobachtete
stereochemische Verlauf der IspH-Reaktion f�r Mechanis-
mus B.

Wir haben den stereochemischen Verlauf der IspH-
Reaktion sowie wichtige Schlussfolgerungen f�r dessen En-
zymmechanismus pr�sentiert. Diese Ergebnisse ermçglichen
in zuk�nftigen F�tterungsexperimenten die pr�zise Lokali-
sierung von Deuterium in der Biosynthese von Terpenen �ber
den DOX-Weg. Die gefundenen Konsequenzen f�r den Me-
chanismus der IspH-Reaktion kçnnten f�r das rationale
Design von neuen IspH-Inhibitoren als potentielle Wirkstoffe
hilfreich sein.
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