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Abstract: Die Natur hilt Verbindungen verschiedenster che-
mischer Struktur und biologischer Aktivitit bereit, darunter
schwefelhaltige Substanzen aus Bakterien und Pilzen. Einige
dieser Stoffe enthalten ein Disulfid, das unabdingbar fiir ihre
Bioaktivitdt ist. Spezielle Oxidoreduktasen wie GliT, HimI und
DepH katalysieren die Bildung dieses Disulfids im Virulenz-
faktor Gliotoxin, dem Antibiotikum Holomycin bzw. dem
Krebsmedikament Romidepsin. Alle drei Enzyme wurden
mithilfe von Rontgenstrukturanalyse und Aktivitiitstests un-
tersucht. Trotz ihrer unterschiedlich groffen Substrattaschen
und ihrer verschiedenen Spezifititen wird ein gemeinsamer
Reaktionsmechanismus postuliert. Dieser basiert auf den er-
haltenen Kristallstrukturen und wird durch Mutageneseexpe-
rimente gestiitzt.

Disulfidbriicken sind hauptsichlich als Strukturmotive in
Peptiden und Proteinen bekannt, verleihen aber auch ver-
schiedenen komplex aufgebauten Naturstoffen besondere
biologische Eigenschaften. Dazu zdhlen z.B. das von Strep-
tomyces clavuligerus produzierte Breitbandantibiotikum
Holomycin (1; Schema 1), das fiir Krebsbehandlungen zuge-
lassene Depsipeptid Romidepsin (2) aus Chromobacterium
violaceum sowie das vom humanpathogenen Pilz Aspergillus
fumigatus produzierte Gliotoxin (3). Gliotoxin steht im Ver-
dacht, die Entstehung der invasiven Aspergillose zu fordern,
einer hdufigen Todesursache bei Personen mit geschwéichtem
Immunsystem.!! Gliotoxin ist das bekannteste Mitglied der
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Epipolythiodioxopiperazin-Verbindungen (ETPs). Deren
Toxizitdt beruht auf ihrer reaktiven Epidithiogruppe,”” die
durch Bindung an essenzielle Thiole andere Proteine inakti-
viert, das intrazelluldre Redoxgleichgewicht stort und reak-
tive Sauerstoffspezies generiert.”!

In den letzten Jahren wurde der Biosyntheseweg von 3
gentechnisch und biochemisch untersucht.”) Addition von
Glutathion (GSH)®' an das Diketopiperazingrundgeriist®
und anschlieBender Abbau des GSH fiihren zur freien Di-
thiol-Vorstufe (4)." Schlussendlich oxidiert GIiT, eine Fla-
vinadenindinukleotid(FAD)-abhidngige Oxidoreduktase, 4
zum disulfidverbriickten Gliotoxin (3). Diese Reaktion ist
essenziell fiir die Resistenz des Pilzes gegeniiber seinem ei-
genen Gift.®! Die Vermutung liegt nahe, dass GliT-dhnliche
Enzyme den letzten Schritt der Biosynthese aller ETPs ka-
talysieren.®!

Oxidoreduktasen, die eng mit GliT verwandt sind, wurden
in Bakterien! und Pilzen gefunden. Sie werden in drei ver-
schiedene Stimme, die jeweils nach ihren Prototypen TrxR,
DepH und HimI benannt sind, unterteilt (Abbildung S1A der
Hintergrundinformationen). Die TrxR-Familie ist fiir die in-
trazellulire Redoxregulation wichtig,”! wohingegen die
HImI- und DepH-Klassen putativ bakterielle Sekunddrme-
tabolite oxidieren (Schema 1). So ist HImI an der Biosynthese
von 1 beteiligt,” und DepH bildet die Disulfidbriicke in 2.
Allen vier Klassen von Oxidoreduktasen ist das katalytisch
aktive Cys-X-X-Cys-Motiv gemeinsam, jedoch sind ihre
Substratspezifitdten sehr verschieden. Um die Unterschiede
zwischen diesen Enzymfamilien ndher zu untersuchen und
Einblicke in ihre Reaktionsmechanismen zu erhalten, be-
stimmten wir die Kristallstrukturen von GliT aus A. fumigatus
(1.9 A; Rye. 22.2%) sowie die der beiden nahe verwandten
bakteriellen Oxidoreduktasen HImI aus S. clavuligerus
(1.6 A; Ry 15.9%) und DepH von C. violaceum (1.9 A; Ry,
19.9%; Tabelle S1 der Hintergrundinformationen). Alle drei
Enzyme sind Homodimere, haben pro Monomer ein FAD-
Molekiil gebunden und weisen die fiir Thioredoxinredukta-
sen typische Faltung auf [rmsd C,(HImI/DepH/GIiT) < 2.2 A;
rmsd C,(HImI/DepH/GIiT/TrxR) < 6.6 A;  Abbildung 1A;
Abbildungen S2 und S3 sowie Tabelle S2 der Hintergrundin-
formationen; rmsd =Wurzel der mittleren quadratischen
Abweichung].'! Jede Untereinheit besteht aus einer FAD-
und einer Nicotinamidadenindinukleotidphosphat(NADP*/
NADPH)-bindenden Doméne, die die B-o-p-a-f-Rossman-
Faltung annehmen und iiber ein antiparalleles (3-Faltblatt
verkniipft sind. Auf Primirsequenzebene wird die FAD-
Erkennungsstelle durch die NADP*/NADPH-Domine
zweigeteilt (Abbildung S1B der Hintergrundinformationen).
Die FAD-bindende Domiine, besonders die Helices H1, H2
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Schema 1. Spezielle Oxidasen bilden transannulare Disulfidbriicken in Sekundirmeta-
boliten von Pilzen und Bakterien. Die strukturell verwandte bakterielle TrxR katalysiert
die Reduktion einer Disulfidbriicke in Thioredoxin.
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Abbildung 1. Rontgenstrukturen von GliT, Himl und DepH. A) Bindermodelle der Enzyme
FAD-Kofaktor und den katalytischen Cysteinresten als Stabmodelle. B) Das aktive Zentrum

tische Potentiale sind von —30 kTe™ (rot) bis 30 kTe™' (blau) konturiert. Die katalytischen
te und der Kofaktor waren nicht Teil der Oberflichenberechnung.
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: Die Ami-
nosduren (aufer Thr/Ser/Ala52) sind gemif dem Sequenz-Alignment in Abbildung S1B der Hinter-
grundinformationen beschriftet. Wassermolekiile sind als hellblaue Kalotten dargestellt; schwarz ge-
strichelte Linien deuten fiir die Katalyse wichtige Interaktionen/Abstinde an. In GIiT und Himl fun-
giert ein Wassermolekiil nahe dem N5-Atom des FAD als Protonendonor (Abstand: 2.9-3.3 A); in
DepH iibernimmt His149 diese Aufgabe (Abstand: 3.0 A). Das Wassermolekiil nahe Cys145 in GIiT
und DepH wird durch den Helixdipol H4 des CXXC-Motivs ausgerichtet und ist in HIml durch GSH
ersetzt (Abbildung S5 der Hintergrundinformationen). Der Abstand zwischen dem Elektronendonor
Cys148S und dem Elektronakzeptor, dem C4“-Atom des FAD, ist im GSH-gebundenen Himl kleiner
(3.1 A) als in den Apostrukturen GIiT und DepH (3.4 A). C) Connolly-Oberflichen der Substratbindeta-
schen aller drei Enzyme verdeutlichen deren unterschiedliche Gréfe. Positive und negative elektrosta-
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und ihre verbindende Schleife bilden die Be-
rithrungsfliche der Monomere, die 2200-
2750 A? betrigt. Im Unterschied zu DepH!™
sind die NADP'/NADPH-Bindestellen von
GIiT und HImI vermutlich nicht funktionell, da
beide Enzyme O, anstelle von NADP" als Ko-
substrat und terminalen Elektronenakzeptor
nutzen.**! In den NADP*/NADPH-Bindedo-
minen befindet sich auch das konservierte
Cys145-X-X-Cys148-Motiv (CXXC; Numme-
rierung geméifl Abbildung S1IB der Hinter-
grundinformationen), ein Merkmal zahlreicher
Oxidoreduktasen.!"' Die Connolly-Oberflichen
verdeutlichen, dass sich die katalytisch aktiven
Cysteinreste in jeder der beiden Proteinunter-
einheiten am Boden einer ausgeprigten, von
beiden Monomeren gebildeten Substratbinde-
tasche befinden (Abbildung 1 A,C). Analog zu
DepH und HImI® zeigen unsere Aktivititsstu-
dien mit GliT-Mutanten, dass beide katalytisch
aktiven Cysteinreste unabdingbar
fiir die enzymatische Aktivitit
invitro sind (Abbildung2A).
Dariiber hinaus sind A. fumigatus-
Staimme mit Mutationen in der
CXXC-Box empfindlicher gegen-
iiber Gliotoxin, dhnlich dem AgliT-
Knockout-Stamm (Abbil-
dung 2C). Somit ist dieses Motiv
ausschlaggebend fiir die GliT-ver-
mittelte Selbstresistenz gegeniiber
Gliotoxin. Die helikale Ausrich-
tung der CXXC-Box ermoglicht
die Bildung einer Disulfidbriicke
zwischen Cys145 und Cys148. Wie
in TrxR sind die reaktiven Cy-
steinreste von GIliT, HlmI und
DepH der Re-Seite des Isoalloxa-
zinrings zugewandt. In GIiT, HImI
und DepH befindet sich die Bin-
dung jedoch senkrecht zum Flavin.
Diese Orientierung des katalyti-
schen Disulfids dhnelt den Glut-
athionreduktasen, steht aber im
Gegensatz zur echer parallelen
Ausrichtung in  TrxR (Abbil-
dung S2C der Hintergrundinfor-
mationen).'"] Wegen der Nihe
zum C4“-Atom der prosthetischen
Gruppe (3.1-3.5A) wird ange-
nommen, dass Cys148 den Elek-
tronentransfer auf den FAD-Ko-
faktor wéahrend der Katalyse ver-
mittelt, wohingegen Cysl145, das
distal zum FAD liegt (5.3-5.8 A),
ein gemischtes Disulfid mit dem
Substrat bildet. Eine solch unter-
schiedliche Reaktivitdt der kataly-
tischen Cysteinreste wurde bereits

C145

- OB

mit ihrem

Cysteinres-
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Abbildung 2. Biochemische Analyse von GIiT, Himl und DepH.

A) Wildtyp (WT)-GIiT oxidiert 4 unter Verbrauch von O,; Mutationen im
CXXC-Motiv verhindern die enzymatische Aktivitat. B) Substratumsatz
verschiedener GliT-Mutanten; unter anderem wurde das CLFC-Motiv
durch die CPYC-Box von HIlml und DepH ersetzt. C) A. fumigatus ist
deutlich empfindlicher fiir 3, wenn GIiT fehlt oder aufgrund von Muta-
tionen nicht funktionell ist. D) O,-Verbrauchs-Messungen zeigen, dass
4 von GIiT, nicht aber von HIml und DepH umgesetzt wird. E) DepH
konvertiert 4 auch nicht in Gegenwart von NAD* oder NADP*.

fir die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase, die E3-Kompo-
nente des Pyruvatedehydrogenasekomplexes, beschrieben.™!

Die Kristallstrukturen von GILT, HlmI and DepH er-
moglichen es, einen Reaktionsmechanismus fiir die Thiol-
oxidation in Naturstoffen analog dem fiir die Disulfidbrii-
ckenbildung in Proteinen! zu postulieren (Abbildung 3):
Deprotonierung einer der beiden Thiolgruppen im Substrat
fihrt zur Bildung eines reaktiven, nukleophilen Thiolats, das
die katalytische Disulfidbriicke des Enzyms angreift. Dabei
wird das Substrat kovalent mit Cys145 der Oxidoreduktase
verkniipft, und an Cys148 entsteht ein Thiolat. Dieses wie-
derum bildet einen vorriibergehenden Charge-Transfer-
Komplex mit dem C4*-Atom des elektronenarmen oxidierten
FAD. Die resultierende negative Ladung am N5-Atom des
Flavins wird durch ein Proton von His149 (DepH) oder einem
benachbarten Wassermolekiil, das von Aspl490D2/
His149NE2, His540 und dem O4- sowie dem N5-Atom des
FAD vororientiert ist, neutralisiert (GliT/HImI; Abbildun-
gen 1B und 3; Abbildung S2 der Hintergrundinformationen).
Ebenso wie in TrxR' verhindert die Mutation der Aspara-
ginsdure 149 zu Asn oder Ala jegliche Aktivitit von GIiT
(Abbildung 2B). Dies ldsst vermuten, dass die Asparagin-
sdure 149 das N5-Atom des Kofaktors iiber das oben ge-
nannte Wassermolekiil protoniert und aktiviert. Zusétzlich
verstiarkt der positive N-terminale Helixdipol HS, der direkt
auf das O2-Atom des FAD zeigt, dessen elektronenziehende
Wirkung.['-19)
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Abbildung 3. Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Oxidation
von 4-6 durch die Oxidoreduktasen GIiT, Himl und DepH.

Durch den Ubertrag eines zweiten Elektrons von
Cys148SG auf FADH iibernimmt das N1-Atom der prosthe-
tischen Gruppe das Proton der zweiten Thiolgruppe des
Substrats. In einer konzertierten Kaskade von Elektronen-
paarverschiebungen bildet sich der Disulfid-verbriickte Na-
turstoff, und der oxidierte Zustand der CXXC-Box wird
wieder hergestellt. Im letzten Reaktionsschritt nutzen GIiT
und HimlI ihre gewonnenen reduktiven Aquivalente, um aus
0, Wasserstoffperoxid zu produzieren.®°! Im Unterschied
dazu werden die im FADH, von DepH gespeicherten Elek-
tronen auf NADP® iibertragen.” Die Reduktion von
NADP" bedingt vermutlich Strukturverinderungen wie in
TrxR.[16)

Die Substratbindung an GIiT, HImI und DepH konnte
sowohl Arg48 als auch His144 involvieren. Bemerkenswer-
terweise ist die Orientierung von Arg48 in allen drei Enzy-
men identisch, und die Mutation zu Ala vermindert die Ak-
tivitdt von GIiT. His144 nimmt verschiedene Konformationen
in GIiT, HImI und DepH ein, und ein Ersatz durch Ala oder
Asn beeintriachtigt die katalytische Aktivitdt stark (Abbil-
dungen 1B und 2B). Die anfingliche Deprotonierung des
Substrats wird vermutlich von His144 sowie dem positiv ge-
ladenen N-terminalen Dipol der CXXC-Helix H4 durchge-
fithrt (Abbildung 3). Ein Wassermolekiil, das die Mitte des
Helixendes in den GIliT- und DepH-Apostrukturen besetzt,
deutet die Relevanz dieses Helixdipols an (Abbildung 1B).
Das aktive Zentrum von HlmlI zeigt eine starke zusitzliche
positive Elektronendichte, die im Einklang mit massenspek-
trometrischen Messungen als kovalent an Cys145 gebundenes
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GSH-Molekiil interpretiert wurde (Abbildungen S4 und S5
der Hintergrundinformationen). Da der Ligand in der
2F,—F-Dichte nur schlecht definiert ist, wurde der Beset-
zungsanteil auf 0.5 gesetzt. Bemerkenswerterweise nimmt die
Thiolgruppe von GSH die Position des Wassermolekiils in
GIiT und DepH ein und ist optimal entlang dem positiv ge-
ladenen Dipol der H4-Helix ausgerichtet. Diese Anordnung
erleichtert die initiale Deprotonierung des Substrats durch
Absenkung des pK,-Werts und stabilisiert die negative
Ladung fiir den anschlieBenden nukleophilen Angriff auf das
aktive Zentrum des Enzyms. Im Unterschied zu natiirlichen
Substraten fehlt GSH die zweite Thiolgruppe, die noétig ist,
um den Enzym-Ligand-Komplex zu l6sen. Folglich ist die
negative Ladung an Cys148 gefangen, und der Abstand zwi-
schen Cys148SG und C4“ des FAD im GSH-gebundenen
HImI (3.1 A) ist kleiner als in den Apostrukturen GIiT und
DepH (3.4 A; Abbildung 1B; Abbildung S5 der Hinter-
grundinformationen).

Auch wenn GIiT, HImI und DepH identische Mechanis-
men fiir die Oxidation von Thiolen nutzen, unterscheiden sich
ihre Substrattaschen und -spezifitdten doch deutlich vonein-
ander (Abbildung 1 C). Die GroBen der natiirlichen Substrate
5 und 6 sind in Einklang mit dem engen aktiven Zentrum von
HimlI bzw. dem gerdumigeren von DepH. Die im Vergleich
mit 4 jedoch relativ grole Tasche von GIliT konnte eine
breitere Substratspezifitit vermitteln. So wurde gezeigt, dass
GIiT mit 5 kreuzreagiert,” was das Enzym reizvoll fiir Pro-
tein-Engineering-Versuche macht. Im Unterschied dazu wird
4 nur von GIiT umgesetzt (Abbildung 2D,E), da es moglich-
weise nicht in HImlI passt und in DepH nicht geeignet stabi-
lisiert werden kann.

Die Disulfid-bildenden Flavoenzyme GIliT, HlmI und
DepH sind Teil hochst unterschiedlicher Biosynthesewege
aus verschiedenen Mikroben. Trotz der deutlichen Diskre-
panzen in ihrer Substratspezifitdt weisen sie einen gemein-
samen Reaktionsmechanismus auf. Diese Tatsache konnte
dazu genutzt werden, Oxidoreduktasen fiir bestimmte bio-
katalytische Anwendungen zu optimieren. Zudem bilden die
hier dargestellten Kristallstrukturen den Grundstein fiir die
Untersuchung von GIiT aus A. fumigatus als neues Angriffs-
ziel zur Behandlung der invasiven Aspergillose und fordern
die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir diesen Typ von
Oxidoreduktasen.
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Online veroffentlicht am 20. Januar 2014
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