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1. Einf�hrung

Eisen-Schwefel-Proteine mit [Fe4S4]-Clustern[1] f�hren
bemerkenswert vielseitige Reaktionen durch, die vom Elek-
tronentransfer (in Ferredoxinen),[2, 3] �ber Dehydratisierung/
Isomerisierung (in z.B. der Aconitase im Krebs-Zyklus),[4,5]

bis hin zu Radikalreaktionen durch Enzyme der S-Adeno-
sylmethionin(SAM)-Superfamilie reichen.[6] K�rzlich wurde
eine weitere Klasse der [Fe4S4]-Proteine entdeckt, welche die
Bildung zweier wichtiger Zwischenprodukte der Isoprenoid-
Biosynthese katalysieren: Isopentenyldiphosphat (IPP, 1;
Schema 1) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP, 2). Die

beteiligten Reaktionen sind die 2H+/2e�-Reduktion von 2-C-
Methyl-d-erythritol-2,4-cyclo-diphosphat (MEcPP, 3) zu (E)-
1-Hydroxy-2-methylbut-2-enyl-4-diphosphat (HMBPP, 4),
katalysiert durch IspG (auch bekannt als GcpE), und die 2H+/
2e�-Reduktion von 4 zur Bildung von 1 und 2, katalysiert
durch IspH (auch bekannt als LytB). IspG und IspH sind an
dem vor rund 20 Jahren entdeckten Methylerythritolphos-
phat(MEP)-Weg der Isoprenoid-Biosynthese (auch bekannt
als Nicht-Mevalonat-Weg) beteiligt.[7] Sie sind essentiell f�r
das �berleben der meisten Bakterien sowie der Malaria-Pa-
rasiten, Plasmodium spp., da 1 und 2 zur Bildung von Und-
ecaprenyl- und Decaprenyldiphosphaten bençtigt werden,

die wiederum bei der Biosynthese der bakteriellen Zellwand,
der Chinon-Biosynthese und der Protein-Prenylierung ver-
wendet werden.[7–9] Da dieser Weg bei Menschen (die den
Mevalonat-Weg f�r die Isoprenoid-Biosynthese nutzen) nicht
vorkommt, sind IspG und IspH als neue Wirkstoff-Angriffs-
punkte interessant.[10] Beide Proteine sind auch in den Plas-
tiden von Pflanzen vorhanden, wo sie in die Biosynthese von
Chinon, Chlorophyll (Phytol) und Carotenoiden eingebun-
den sind[8, 11] und daher als Ziele f�r neuartige Herbizide
dienen.[11] Die Funktionsweise dieser Proteine blieb jedoch
lange Jahre r�tselhaft, da sie sowohl die Elektronen�bertra-
gungsreaktionen (wie Ferredoxine) als auch die Substrat-
Dehydroxylierung katalysieren m�ssen.

In diesem Aufsatz behandeln wir drei Hauptthemen:
1) die Strukturen von IspG und IspH, 2) die katalytischen
Mechanismen von IspG und IspH und 3) die Inhibierung von
IspG und IspH. Die beschriebenen Ergebnisse belegen eine
direkte Funktion des [Fe4S4]-Clusters innerhalb der Katalyse
und der Inhibierung. Besonders das spezielle vierte Fe des
[Fe4S4]-Clusters ist an der Bildung „biometallorganischer“ p-,
h3-Allyl- oder Ferraoxetan-Reaktionszwischenstufen betei-
ligt, aber auch Inhibitoren binden an die [Fe4S4]-Cluster (und
reagieren in einigen F�llen mit diesen). Diese Ergebnisse
f�hren nicht nur zu einzigartigen enzymkatalysierten Reak-
tionsmechanismen, sondern liefern auch Hinweise f�r die
Entwicklung neuer Inhibitoren, die als neue Leitstrukturen
f�r Arzneistoffe und Herbizide interessant sind.
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Enzyme des Methylerythritolphosphat-Weges sind eine attraktive
Angriffsstelle f�r Antiinfektiva. Die letzten beiden Enzyme dieses
Biosyntheseweges, IspG und IspH, sind [Fe4S4]-Proteine, die �ber
neuartige Mechanismen 2 H+/2 e�-Reduktionen katalysieren und vom
Menschen nicht gebildet werden. In diesem Aufsatz fassen wir aktuelle
Fortschritte der strukturellen, mechanistischen und inhibitorischen
Studien zu diesen beiden Enzymen zusammen. Insbesondere werden
mechanistische Vorschl�ge mit biometallorganischen Zwischenstufen
vorgestellt und mit anderen mechanistischen Mçglichkeiten vergli-
chen. Auf Substratanaloga basierende Inhibitoren, die durch rationale
�berlegungen und das Screening von Substanzbibliotheken entwickelt
wurden, werden diskutiert. Die pr�sentierten Ergebnisse untermauern
die biometallorganischen Katalysemechanismen f�r IspG und IspH
und erçffnen Perspektiven f�r die Entwicklung von Inhibitoren, die
auf [Fe4S4]-Cluster in Proteinen zielen.
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2. Strukturen von IspH und IspG

2.1. Historischer Hintergrund, Aktivit�t und Bioinformatik

In einer fr�hen Arbeit zeigten Adam et al., dass IspH-
Proteine drei hochkonservierte Cysteine enthalten (Abbil-
dung 1a), die an der Bindung des Eisen-Schwefel-Clusters
beteiligt sein kçnnten.[12] Basierend auf der breiten Absorp-

tion um 420 nm bei gereinigtem IspH aus A. aeolicus schlugen
auch Altincicek et al. das Vorhandensein eines Eisen-
Schwefel-Clusters vor.[13] Ob IspH einen [Fe4S4]-

[14,15] oder
[Fe3S4]-Cluster[16] enth�lt (n�heres hierzu in Abschnitt 2.2),
war zun�chst unklar, bekannt war aber, dass ein Eisen-
Schwefel-Cluster f�r die Katalyse entscheidend ist. Protein-
rekonstitution[14] oder Koexpression mit dem isc-Operon[16]

sowie anaerobe experimentelle Bedingungen f�hrten zu einer
signifikanten Erhçhung der IspH-Aktivit�t. Zudem wurden
mehrere Reduktionssysteme untersucht, einschließlich der
NAD(P)H/Flavodoxin/Flavodoxin-Reduktase (Ferredo-
xin),[14–16] NADPH/Ferredoxin/Ferredoxin-NADP+-Reduk-
tase,[17] Methylviologen/Dithionit[13, 17] sowie der Deazaflavin-
katalysierten Photoreduktion.[14–16] Unter Verwendung von
Dithionit und k�nstlichen Elektronenmediatoren wurden
sp�ter noch hçhere Aktivit�ten erreicht.[18] Typische IspH-
Aktivit�ten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Abbildung 1. Bioinformatische Analyse von IspH und IspG. a) Se-
quenzvergleich f�r IspH. b) Sequenzvergleich f�r IspG. c) Schemati-
sche Darstellung der Organisation der IspG-Dom�nen.

Tabelle 1: In der neueren Literatur beschriebene Aktivit�ten von IspH.

Quelle Reduktionssystem Spezifische
Aktivit�t
[mmolmg�1

min�1]

K
m

[mm]
Kcat

[s�1]
Lit.

E. coli Dithionit,
Methylviologen,
pH 8.0, 37 8C

16.3 19.7 9.54 [18]

E. coli Dithionit,
6,7-Dihydro-2,11-
dimethyldipyrido[1,2-
a :2,1-c]pyrazinium-
dibromid, pH 8.0,
37 8C

30.4 31.6 17.6 [18]

E. coli Dithionit,
Methylviologen,
pH 7.5

45�3.6 n.d. 26.1�
2.1

[19]

E. coli NADPH, Flavodoxin-
Reduktase,
Flavodoxin, pH 8.0,
37 8C

0.8 1 0.46 [20]

A. aeolicus Dithionit,
Methylviologen,
pH 8.0,
Raumtemperatur

1.95 6.4 1.04 [21]
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Um andere funktionell wichtige Gruppen zu identifizie-
ren, nutzten wir den JPRED3-Server[22] zum Abgleich von
461 IspH-Sequenzen aus verschiedenen Organismen. Die
Ergebnisse dienten als Input f�r den SCORECONS-
Server,[23] der einen „Konservierungsindex“ mit Werten von
1.000 (am hçchsten konserviert) bis 0 (nicht konserviert) �ber
alle Gruppen erstellte. In Tabelle 2 stehen die JPRED3/

SCORECONS-Ergebnisse f�r einige der am hçchsten kon-
servierten Gruppen in IspH aus Aquifex aeolicus. Neben den
drei f�r die [Fe4S4]-Clusterbindung bençtigten Cys zeigten
auch H124, E126, S221 und N223 (H124, E126, S225 und
N227 im IspH von E. coli) sehr hohe Konservierungswerte,
und diese Aminos�uren sind – basierend auf ortsspezifischen
Mutagenese-Befunden – in der Tat essentiell f�r die IspH-
Katalyse.[19, 24]

In einer sehr fr�hen Studie wurde f�r IspG ein Mecha-
nismus vorgeschlagen, der dem der Vitamin K-Epoxychinon-
Reduktase oder Ribonukleotid-Reduktase �hnelt.[25] Danach
wurde festgestellt, dass IspG ein Eisen-Schwefel-Enzym mit
drei konservierten Cys ist, die mit einem [Fe4S4]-Cluster ko-
ordiniert sind.[14, 26] Wie bei IspH wurden auch f�r IspG
mehrere Redoxsysteme zur Aktivit�tsmessung genutzt, in-
klusive der NAD(P)H/Flavodoxin/Flavodoxin-Redukta-
se,[26–28] Methylviologen/Dithionit,[29–32] Photoreduktion durch
Deazaflavin[15, 26,27] oder durch eine Thylakoidaufbereitung
von Spinat-Chloroplasten f�r die pflanzliche (A. thaliana)
IspG.[28] IspG-Aktivit�ten aus neueren Beitr�gen sind in Ta-
belle 3 aufgef�hrt.

Es gibt zwei verschiedene Klassen von IspG-Enzymen. In
den meisten Bakterien zeigt ein multipler Sequenzabgleich
drei konservierte Cys (Abbildung 1b) sowie zwei Hauptdo-
m�nen (A und B, Abbildung 1c) mit zahlreichen konservier-
ten Aminos�uren, und die SCORECONS-Analyse[23] identi-
fiziert in �bereinstimmung mit Mutagenese-Ergebnissen
E204 (in A. aeolicus ; 232 in Thermus thermophilus) als eine
der am strengsten konservierten Aminos�uren.[30, 33]

In Pflanzen (z. B. Arabidopsis thaliana), Malariaparasiten
(z. B. Plasmodium falciparum) sowie in mehreren anderen
Bakterien (wie Chlorobium tepidum und Chlamydia tracho-
matis) liefert eine bioinformatische Analyse nicht nur zwei,
sondern drei Dom�nen: A, A* und B (Abbildung 1c).[33,34]

Die A*-Dom�nen weisen etwa die gleiche Gesamtl�nge auf
wie die A-Dom�nen, doch gibt es tats�chlich keine konser-
vierten Aminos�uren in den verschiedenen A*-Sequenzen.
Dies deutet auf eine prim�r strukturelle, im Gegensatz zu
einer direkteren katalytischen Funktion der A*-Dom�ne. Es
stellt sich die Frage: Wie sehen die dreidimensionalen
Strukturen von IspH und der 2-Dom�nen- und 3-Dom�nen-
IspGs aus? Wo befinden sich die essentiellen Aminos�uren?
Wie sind sie an der Katalyse beteiligt?

2.2. Rçntgenuntersuchungen der IspH-Struktur

Die erste Rçntgenkristallstruktur eines IspH-Proteins
wurde von Rekittke et al. f�r das Protein aus Aquifex aeolicus
(PDB-Code: 3DNF) beschrieben,[35] gefolgt von der Struktur
des E.-coli-Proteins (PDB: 3F7T) durch Gr�wert et al.[19] In
beiden F�llen wurde beobachtet, dass das Protein eine
„Kleeblatt“-Struktur mit drei a/b-Dom�nen um einen zen-
tralen [Fe3S4]-Cluster herum annimmt (Abbildung 2a). Ba-

sierend auf fr�heren Untersuchungen mit EPR-Spektrosko-
pie[14] wurde angenommen, dass der kristallographisch beob-
achtete [Fe3S4]-Cluster tats�chlich ein Artefakt ist, verursacht
durch den Verlust eines Fe-Atoms aus dem [Fe4S4]-Cluster
w�hrend der Kristallisation. Das [Fe4S4(Cys)3]-Koordinati-
onsmotiv gleicht dem der Aconitase[4] und l�sst vermuten,
dass Substrat 4 sich an das spezielle vierte Fe anlagern kçnnte

Tabelle 2: Einige der streng konservierten Reste in IspH (E.-coli-Num-
merierung). Die Aktivit�tswerte der IspH-Mutanten sind Lit. [19] ent-
nommen.

Aminos�ure Konservierungsgrad E.-coli-Mutante Aktivit�t

H124 0.984 H124N <1.0%
E126 0.965 E126Q <1.0%
S225 0.94 S225C <1.0%
N227 0.938 N227Q <4.4%

Tabelle 3: In der neueren Literatur beschriebene Aktivit�ten von IspG.

Quelle Reduktions-
system

Spezifische
Aktivit�t
[mmolmg�1

min�1]

K
m

[mm]
Kcat

[s�1]
Lit.

E. coli Dithionit,
Methylviologen,
pH 8.0, 37 8C

0.55 311�21 0.395 [29]

A. aeolicus Dithionit,
Methylviologen,
pH 9.0

2.5 (60 8C);
11.3 (90 8C)

n.d. 1.6 (60 8C);
7.4 (90 8C)

[30]

T. thermo-
philus

Dithionit,
Methylviologen,
pH 8.0,
Raumtemperatur

0.124 8 0.09 [31]

Abbildung 2. Rçntgenkristallstrukturen von IspH. a) Ligandenfreie
IspH aus A. aeolicus, die eine Kleeblatt-Faltung mit einem [Fe3S4]-Clus-
ter im Zentrum zeigt (PDB: 3DNF).[35] b) IspH aus E. coli mit gebunde-
nem 4 ; die Struktur zeigt, dass 4 einen Alkoxid-Komplex mit dem
[Fe4S4]-Cluster bildet (PDB: 3KE8).[36] Einige wichtige Aminos�uren im
aktiven Zentrum sind dargestellt. Die Abbildung wurde mit VMD er-
stellt.[38]
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und die Elektronen�bertragung/reduktive Dehydroxylie-
rungsreaktionen erleichtert. In einer Docking-Studie wurde
das vierte Fe „rekonstruiert“ und vorgeschlagen, dass sich
Substrat 4 �ber O-1 an das vierte Fe bindet und einen Alk-
oxid-Komplex bildet.[35] Tats�chlich erhielten Gr�wert
et al.[36] in einer sp�teren Arbeit die Rçntgenkristallstruktur
von IspH mit [Fe4S4]-gebundenem 4 (PDB: 3KE8), die diesen
Vorschlag st�tzt – ebenso wie die Ergebnisse der Mçßbauer-
Spektroskopie.[37] Diese Ligand-gebundene Struktur zeigte
eine geschlossenere Konformation, verglichen mit der ohne
Ligand, wobei das streng konservierte E126 nahe beim
[Fe4S4]-Cluster und der Hydroxygruppe von 4 positioniert ist.
Der Wasserstoff der Diphosphatgruppe band an eine Reihe
polarer Aminos�uren, einschließlich der hochkonservierten
H124, S225 und N227 (H124, S221 und N223 in A. aeolicus
IspH), wie in Abbildung 2b gezeigt.

2.3. Rçntgen- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der
IspG-Struktur

Zwei Jahre nach den ersten Berichten �ber IspH-Struk-
turen erhielten Lee et al. die Kristallstruktur von IspG aus A.
aeolicus (PDB: 3NOY),[30] einem Zwei-Dom�nen-IspG-Pro-
tein (AB), rasch gefolgt von einer Arbeit von Rekittke
et al.[39] zur Struktur von IspG aus T. thermophilus (PDB:
2Y0F), einem weiteren Zwei-Dom�nen-Protein. IspG aus A.
aeolicus kristallisiert als Dimer, (AB)2 (Abbildung 3a). Die
A-Dom�ne (N-terminal) gehçrt zur TIM-Fass-Superfami-

lie[40] und zeigt starke strukturelle �hnlichkeit zur Dihy-
dropteroat-Synthase,[41] w�hrend die B-Dom�ne (C-terminal)
den [Fe4S4]-Cluster enth�lt und eine �hnliche Faltung wie die
Sulfit-Reduktase[42] und die Ferredoxin-Dom�nen der Nitrit-
Reduktase aufweist.[43] Ein Glutamat- (E350 in T. thermop-
hilus ; E307 in A. aeolicus) und drei Cysteine der B-Dom�ne
koordinieren an den [Fe4S4]-Cluster. Die Abst�nde zwischen
den mutmaßlichen aktiven Zentren in einem AB-Monomer
sind sehr groß (ca. 40 �), sodass beide Arbeitsgruppen ver-
muteten, dass nur Dimere aktiv sind, da sie eine Kopf-
Schwanz-Struktur annehmen kçnnten (Abbildung 3a,b), in
der die aktiven Zentren aus der A-Dom�ne eines Monomers
und der B-Dom�ne des zweiten Monomers bestehen; eine
„scharnierartige“ oder eine �ffnung/Schließ-Bewegung
w�hrend der Katalyse w�rde den Substrat-Eintritt bzw. Pro-
dukt-Austritt ermçglichen. Dieser Vorschlag wurde k�rzlich
von Rekittke et al. durch Lçsung einer 3-gebundenen IspG-
Struktur (PDB: 4G9P, Abbildung 3b,c) best�tigt, in der die
Diphosphatgruppe von 3 klar an die A-Dom�ne eines Mo-
lek�ls im Dimer bindet, w�hrend die C-3-OH-Gruppe an das
vierte Fe im [Fe4S4]-Cluster der B-Dom�ne des zweiten Mo-
lek�ls im Dimer koordiniert (Abbildung 3c) und die Katalyse
startet.[44]

Bisher wurden keine Rçntgenkristallstrukturen von 3-
Dom�nen-IspG beschrieben. Nach Liu et al. deuteten aber
die Ergebnisse aus sechs unterschiedlichen Strukturvorher-
sageprogrammen darauf hin, dass die A*- oder „Zusatz“-
Dom�ne in einigen 3-Dom�nen-IspGs ebenfalls die TIM-
Fass-Faltung[33] annehmen kçnnte, wie man sie in den A-
Dom�nen fand. Die Ergebnisse ließen eine Drei-Dom�nen-
Struktur A(TIM)-A*(TIM)-B(Fe4S4) vermuten (Abbil-
dung 1c), worin sich alle konservierten Reste in den Dom�-
nen A und B befinden. Dieser Strukturvorschlag wurde durch
Ergebnisse aus Einzelpartikel-Elektronentomographiestudi-
en gest�tzt, die erkennen lassen (Abbildung 3 d), dass das
Homologiemodell (f�r IspG aus A. thaliana) gut zu der mit-
tels Elektronenmikroskopie beobachteten Elektronendichte
passt.[33] Daher wird angenommen, dass die katalytischen
Mechanismen der 2- und 3-Dom�nen-IspGs gleich sind, mit
dem einzigen Unterschied, dass das 3-Dom�nen-Protein eine
zus�tzliche A*-Dom�ne aufweist, die eine prim�r strukturelle
Aufgabe hat.

2.4. Untersuchung von Eisen-Schwefel-Clustern im aktiven
Zentrum durch Mçßbauer-Spektroskopie

Die elektronischen Strukturen und Ligandenkoordination
des Eisen-Schwefel-Clusters in den aktiven Zentren von IspG
und IspH wurden mittels 57Fe-Mçßbauer-Spektroskopie
direkt untersucht. Seemann et al. beschrieben als erste eine
Mçßbauer-spektroskopische Studie von 57Fe-rekonstituier-
ten, oxidierten [Fe4S4]

2+-IspGs aus A. thaliana (ein pflanzli-
ches 3-Dom�nen-Protein, Abbildung 4a) und E. coli (ein 2-
Dom�nen-Protein, Abbildung 4b).[45] Darin zeigten die
[Fe4S4]-Cluster der 2- und 3-Dom�nen-Proteine sehr �hnliche
Mçßbauer-Spektren. Insbesondere ergab sich ein 3:1-Signal-
intensit�tsverh�ltnis, das vermutlich auf drei tetraedrisch mit
Schwefel koordinierten Fe2.5+-Zentren und ein Fe2.5-Zentrum

Abbildung 3. Strukturen von IspGs. a) Ligandenfreie IspG aus T. ther-
mophilus (PDB: 2Y0F).[39] b) IspG aus T. thermophilus mit gebundenem
3 (PDB: 4G9P).[44] c) 3 bindet an den [Fe4S4]-Cluster, indem O3 einen
Alkoxid-Komplex bildet; die streng konservierte Aminos�ure E232 ist
3.7 � von O3 entfernt.[44] d) Ein Modell der Drei-Dom�nen-IspG aus A.
thaliana, integriert in eine 20 � Elektronendichtekarte, erstellt mittels
Einzelpartikel-Elektronentomographie der A. thaliana-IspG.[33] Bilder (a–
c) wurden mittels VMD erstellt.[38] Bild (d) mit freundlicher Genehmi-
gung aus Lit. [33].
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mit einem Nicht-Cystein-Liganden neben drei Schwefelligan-
den zur�ckzuf�hren ist. Dieser Vorschlag stimmt mit sp�teren
rçntgenkristallographischen Beobachtungen[44] �berein,
wonach der vierte Ligand in oxidiertem IspG ein Glutamat
ist.

Bei IspH unterschieden sich die Mçßbauer-Ergebnisse f�r
das oxidierte Protein von den bei IspG beobachteten, indem
dort nun drei Eisenzentren mit einem Intensit�tsverh�ltnis
von 2:1:1 auftraten (Abbildung 4 c).[18, 37] Zentrum 1 war
charakteristisch f�r tetraedrisch mit Schwefel koordinierte
Fe2.5+-Zentren gemischt-valenter Eisenpaare mit einem de-
lokalisierten �berschusselektron. Zentrum 2 war typisch f�r
ein High-Spin-Eisen(III) und Zentrum 3 bezeichnend f�r ein
High-Spin-Eisen(II). Durch Vergleich mit anderen [Fe4S4]-
Proteinen bekannter Koordinationsgeometrie wurde vermu-
tet, dass oxidiertes IspH drei S- und drei N/O-Liganden ent-
h�lt[37] – obwohl die tats�chliche Beschaffenheit des N/O-Li-
ganden noch zu bestimmen bleibt. Nach Bindung von Sub-
strat 4 an das oxidierte Protein verringerte sich die Isome-
renverschiebung der dritten Komponente (High-Spin-Fe2+)
von d3 = 0.89 mms�1 auf d3 = 0.53 mms�1, was in Einklang mit
fr�her errechneten Vorhersagen zeigt, dass 4 an das beson-
dere vierte Fe bindet, da sich die anderen spektralen Kom-
ponenten nicht ver�nderten (Abbildung 4d).[35] Dieselben
Resultate wurden mit IspH �berproduzierenden E.-coli-
Zellen erhalten, ein starker Beleg daf�r, dass das aktive
Zentrum in IspH (in Zellen) einen [Fe4S4]- und keinen
[Fe3S4]-Cluster enth�lt.[37]

Diese bioinformatischen, rçntgenkristallographischen
und Mçßbauer-spektroskopischen Untersuchungen f�hrten
zu ausf�hrlichen, jedoch im Grunde „statischen“ Bildern der
Isp-und IspG-Struktur. Um zu verstehen, wie diese zwei
Enzyme die 2H+/2 e�-Reduktionen katalysieren, m�ssen
transiente Spezies (z. B. Reaktionszwischenstufen) erfasst
und charakterisiert werden. Die paramagnetische Eigenschaft
reduzierter [Fe4S4]-Cluster ausnutzend, spielte die EPR-
Spektroskopie eine wichtige Rolle bei der Identifizierung
einiger w�hrend der Katalyse abgefangener Reaktionszwi-
schenstufen und f�hrte in Kombination mit den Ergebnissen
aus rçntgenkristallographischen, stereochemischen und an-
deren experimentellen (und theoretischen) Studien zu de-
taillierten mechanistischen Vorschl�gen sowohl f�r die IspH-
als auch die IspG-Katalyse sowie anschließend zu deren
Inhibierung.

3. Die katalytischen Mechanismen von IspH

Wie IspH die „reduktive Dehydroxylierung“ von HMBPP
(4) katalysiert, blieb fast eine Dekade lang ungelçst, und es
wurden sieben Mechanismen mit Carbokation-, Carbanion-
oder Kohlenstoffradikal-Zwischenstufen vorgeschla-
gen.[13–15, 19, 46–49] Aktuelle spektroskopische Untersuchungen
lieferten keine Beweise f�r eine radikalische Spezies[50] und
weisen auf einen „biometallorganischen“ Mechanismus mit
direkten Eisen-Kohlenstoff-Wechselwirkungen w�hrend der
Katalyse hin,[24, 50] wie in Schema 2 zusammengefasst. Drei
vermutliche Zwischenstufen wurden abgefangen und cha-
rakterisiert und f�hrten zu Mechanismusvorschl�gen, die auf
EPR-spektroskopischen Studien und DFT-Rechnungen,
Mçßbauer-spektroskopischen, rçntgenkristallographischen
sowie stereochemischen Ergebnissen basieren.

3.1. IspH-Zwischenstufe I: die Alkoxid-Zwischenstufe

Um den katalytischen Zyklus zu starten, bindet Substrat 4
zun�chst an den oxidierten Cluster ([Fe4S4]

2+) von IspH,
wodurch Intermediat I entsteht (Schema 2). Wie oben ange-
sprochen, deuten Docking-Studien,[35] Mçßbauer-Spektro-
skopie[37, 51] sowie Rçntgenkristallographie[36] auf einen h1-
Alkoxid- oder Alkoholatkomplex als Zwischenstufe hin.
Diese Spezies kann (Schema 2a), muss aber nicht (Sche-
ma 2b) an einer Steady-State-Katalyse beteiligt sein; in letz-
terem Szenario kann IspH direkt nach der Bildung der Pro-
dukte 1 oder 2 durch einen �berschuss an Reduktionsmittel
reduziert werden. Substrat 4 verdr�ngt dann das Produkt und
bindet direkt an den reduzierten [Fe4S4]

+-Cluster unter Bil-
dung von Zwischenstufe II und unter Umgehung von Zwi-
schenstufe I. Diese Mçglichkeit wird durch die Beobachtung
untermauert, dass der Produkt-gebundene [Fe4S4]

+-Cluster in
der EPR-Untersuchung der Steady-State-Katalyse nachge-
wiesen wurde, wenn Substrat 4 in Gegenwart eines �ber-
schusses an Reduktionsmittel verbraucht war (Abbildung 1 in
Lit. [24]). Weitere Experimente werden bençtigt, um das
wahrscheinlichere Szenario zu ermitteln.

Abbildung 4. Mçßbauer-Spektren von IspG und IspH. a) Mçßbauer-
Spektrum von 356 mm

57Fe-rekonstituierter IspG aus A. thaliana bei
T = 77 K;[45] b) Mçßbauer-Spektrum von 413 mm

57Fe-rekonstituierter
IspG aus E. coli bei T =77 K.[45] Abdruck in ver�nderter Form mit Ge-
nehmigung von Springer Science und Business Media aus Lit. [45].
c) Mçßbauer-Spektrum von IspH aus E. coli bei T = 77 K;[37] d) Mçß-
bauer-Spektrum von IspH aus E. coli mit gebundem 4 bei T = 77 K.[37]

Abdruck in ver�nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [37], Copyright
(2009) American Chemical Society.
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3.2. IspH-Zwischenstufe II: der schwache p-Komplex mit rotierter
Hydroxymethylgruppe

Der urspr�ngliche biometallorganische Mechanismus f�r
die IspH-Katalyse,[24] bei der IspH reduziert wird, sah vor,
dass sich die Hydroxymethylgruppe von 4 im Zwischenpro-
dukt I vom [Fe4S4]

+-Cluster wegdreht, um mit E126, einer
streng konservierten Aminos�ure, die als Protonendonor
fungieren soll,[35] zu interagieren und Zwischenstufe II zu
liefern. Dieser Vorschlag wird durch die Befunde aus drei
Experimenten gest�tzt. Erstens wurde in der Kristallstruktur
eines Wildtyp-IspH(E. coli):4-Komplexes nach Rçntgenbe-
strahlung tats�chlich die Rotation der Hydroxymethylgruppe
beobachtet.[52] Der IspH:4-Komplex wurde vermutlich durch
die vorhergehende Rçntgenbestrahlung photoreduziert; die
Hydroxymethylgruppe von 4 dissoziierte dann vom vierten
Eisen ab und drehte sich vom Cluster weg, um eine Wasser-
stoffbr�cke mit der Diphosphatgruppe von 4 und E126 ein-
zugehen (Abbildung 5a). Zweitens wurde unter Verwendung
einer E126Q- oder E126A-IspH-Mutante eine Zwischenstufe

abgefangen (Abbildung 5b).[24, 50] Das HYSCORE-Spektrum
(hyperfine sublevel correlation; ein zweidimensional gepuls-
tes EPR-Spektrum) dieser mit [1-17O]-4 hergestellten Zwi-
schenstufe zeigte lediglich eine 17O-Hyperfeinwechselwir-
kung von ca. 1 MHz (Abbildung 5c).[50] Diese ist viel kleiner
als die 17O-Hyperfeinwechselwirkungen, die in Systemen mit
direkten Fe-O-Bindungen gefunden werden, wie z. B. der
Aconitase, f�r die 17O-Hyperfeinkopplungskonstanten im
Bereich von 8–15 MHz charakteristisch sind.[53, 54] Die geringe
17O-Hyperfeinkopplung bedeutet, dass die terminale Hydro-

Schema 2. Der biometallorganische Mechanismus der IspH-Katalyse.
OPP steht f�r die Diphosphatgruppe.

Abbildung 5. Zwischenstufe II der IspH-Katalyse. a) Die Zwischenstufe
II mit gedrehter Hydroxymethylgruppe wurde zusammen mit dem Alk-
oxid-Komplex bei zuvor rçntgenbestrahlten Kristallen beobachtet. Ab-
druck mit Genehmigung von Elsevier aus Lit. [52], Copyright (2011).
b) Das EPR-Spektrum der ligandenfreien A.-aeolicus-IspH (oben) und
der Zwischenstufe II, abgefangen mit einer E126A-Mutante. Abdruck
mit Genehmigung angepasst aus Lit. [24]. c) HYSCORE-Spektrum der
Zwischenstufe II, abgefangen mit [1-17O]-4. d) Auftragung von giso

gegen Dg f�r 80 den Eisen-Schwefel-Cluster enthaltende Systeme. Ab-
druck mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012) American Che-
mical Society.
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xygruppe von 4 nicht an den reduzierten Cluster ([Fe4S4]
+)

bindet, was im Einklang steht mit der rçntgenvorbestrahlten
Kristallstruktur des IspH:4-Komplexes. Das dritte, diese kri-
tische Rotation untermauernde Experiment beschrieben
Dickschat etal. ,[55] die durch 2H-Isotopenmarkierung nach-
wiesen, dass das beobachtete E/Z-2H-Markierungsmuster in
Produkt 1 das Entfernen der Hydroxymethylgruppe vom
Cluster durch Rotation erfordert. Die Rotation ist aus me-
chanistischer Sichtweise kritisch, da dieser Schritt in radika-
lischen[48] und Ferraoxetan[21]-Modellen (siehe unten) f�r die
IspH-Katalyse fehlt. Gewiss wird weitere Arbeit bençtigt, um
die kinetischen Parameter dieser Zwischenstufe in der von
der Wildtyp-IspH katalysierten Reaktion zu bestimmen,
jedoch lassen Ergebnisse aus Docking-, EPR- und Rçntgen-
Studien klar erkennen, dass diese kritische Rotation erfolgt,
und zudem ist E126 eine geeignetere Protonenquelle vergli-
chen mit T167, wie im Birch-Reduktions-Mechanismus vor-
geschlagen.[48,49]

Eine fr�he EPR-Studie[24] weist daraufhin, dass die Zwi-
schenstufe II ein p-Komplex und kein freies Radikal ist. Die
g-Tensoren der abgefangenen Zwischenstufe II (Abbil-
dung 5b, g = [2.124, 1.999, 1.958])[24] �hneln denen, die bei
einer Allylalkohol-gebundenen Nitrogenase-a-70Ala-Mutante
beobachtet wurden (g = [2.123, 1.998, 1.986]),[56] weshalb f�r
Alkensubstrat 4 ein �hnlicher „s/p-Komplex“ in Betracht
gezogen wird, wie f�r den an die Nitrogenase-a-70Ala-Mu-
tante gebundenen Allylalkohol beschrieben wurde.[56, 57] Tat-
s�chlich kann man beim Vergleich mit g-Tensoren von 80
anderen den [Fe4S4]-Cluster enthaltenden Proteinen und
Modellkomplexen (Abbildung 5 d) erkennen, dass der g-
Tensor der Zwischenstufe II den Werten von Systemen mit
Alken- oder Alkinliganden �hnelt und durch giso> ge (g-Wert
eines freien Elektrons) gekennzeichnet ist.[50] Aufgrund seines
hoch anisotropen g-Tensors scheint es unwahrscheinlich, dass
die Zwischenstufe II aus einem freien Radikal entsteht.
Ebenso beweisen Ergebnisse einer Elektron-Kern-Doppel-
resonanz(ENDOR)-Studie, die f�r die beiden Fe-Paare im
[Fe4S4]-Cluster 57Fe-Hyperfeinkopplungskonstanten von 26
und 39 MHz, aber sehr kleine (ca. 1 MHz) 13C-Hyperfein-
kopplungskonstanten von [U-13C5]-4 ergaben,[24] dass die
hçchste Spindichte am [Fe4S4]-Cluster lokalisiert ist.

Zusammen deuten die oben beschriebenen Befunde
darauf hin, dass die Zwischenstufe II ein p-Komplex mit einer
vom reduzierten Cluster ([Fe4S4]

+) abgewandten Hydroxy-
methylgruppe ist. Beachtet man, dass die in der Kristall-
struktur beobachteten Fe-C-Abst�nde (2.8–3.3 �)[52] grçßer
sind als die in klassischen metallorganischen p-Komplexen/
Metallacyclen, und weiterhin, dass die C2-C3-Kohlenstoffe
nicht pyramidalisiert sind (wie im Zeise-Salz[58]), so wird
Zwischenstufe II wohl am besten als schwacher p- oder Van-
der-Waals-Komplex formuliert, der 4 am aktiven Zentrum f�r
die n�chsten Reaktionsschritte „vorbereitet“.

3.3. IspH-Zwischenstufe III: der h3-Allyl-Komplex

Die terminale Hydroxygruppe von 4 in der Zwischenstufe
II interagiert mit dem Protonendonor E126. Im n�chsten
katalytischen Schritt wird diese Hydroxygruppe protoniert

und als Wassermolek�l abgespalten unter Bildung von Zwi-
schenstufe III. Diese Zwischenstufe wurde durch Zusatz von
4 zu Ein-Elektron-reduzierter IspH abgefangen,[21, 59] sowie
durch rasches „Einfrieren“ der Reaktion einer Wildtyp-IspH
mit 4 unter Steady-State-Bedingungen (Abbildung 6 a),[50]

und ist durch einen anisotropen g-Tensor gekennzeichnet
(z. B. g = [2.173, 2.013, 1.997] f�r die Zwischenstufe, abge-
fangen mit IspH aus A. aeolicus oder P. falciparum).[21] De-
tailliertere Pre-Steady-State-Kinetiksudien sind erw�nscht,
um die kinetische Kompetenz dieser Zwischenstufe zu be-
st�tigen,[60] allerdings stimmt die unter Steady-State-Bedin-
gungen beobachtete Kinetik mit der Kinetik des Enzyms in
Gegenwart von Methylviologen �berein. Diese Zwischen-
stufe verschwand innerhalb von 5 s, wenn 120 �quiv. Di-
thionit, 1 �quiv. Methylviologen und 50 �quiv. 4 eingesetzt
wurden,[50] in �bereinstimmung mit der spezifischen Aktivi-
t�t von 16.3 mmolmg�1 min�1 [18] und dem kcat-Wert von 9.8 s�1

(Tabelle 1). Ohne Methylviologen, mit Dithionit als einzigem
Reduktionsmittel, l�uft die Reaktion um drei Grçßenord-
nungen langsamer ab, und diese Spezies kann – abh�ngig von
der zugef�gten Substrat- und Lçsungsmittelmenge – l�ngere
Zeit beobachtet werden.

Die terminale Hydroxygruppe ist in dieser Spezies nicht
vorhanden, nachgewiesen durch das Fehlen einer 17O-Hy-
perfeinwechselwirkung im HYSCORE-Spektrum von
Proben, die mit [1-17O]-4 hergestellt wurden.[50, 59] Die aus
EPR-Daten ermittelte Spindichteverteilung macht es un-
wahrscheinlich, dass Zwischenstufe III als freies Allylradikal
vorliegt. Zudem verbreiterte sich das Continuous-Wave-
EPR-Spektrum beim Einsatz von 57Fe-angereicherter IspH
signifikant (Abbildung 6 a), was darauf hinweist, dass sich die
hçchste Spindichte am [Fe4S4]-Cluster befindet. Dies ist im
Einklang mit den f�r Zwischenstufe III beobachteten kleinen
13C- und 2H-Hyperfeinkopplungskonstanten, wie in Abbil-
dung 6b zusammengefasst:[21,50, 59] Die 2H- und 13C-Hyper-
feinkopplungskonstanten sind mehr als siebenfach (2H) bzw.
f�nfzehnfach (13C) kleiner als die f�r ein Allylradikal erwar-
teten Werte.[61]

Die Beschaffenheit der Zwischenstufe III zeigt sich des
Weiteren durch ihren g-Tensor, der durch giso> ge charakte-
risiert wird. F�r einen [Fe4S4]

+-Cluster ist dies ungewçhnlich
und erinnert an ein oxidiertes High-Potential-Eisen-Schwe-
fel-Protein (HiPIP, [Fe4S4]

3+).
[62] Um die mechanistischen

Abbildung 6. Zwischenstufe III der IspH-Katalyse. a) X-Band-EPR-Spek-
trum der Zwischenstufe III, abgefangen mit Wildtyp-IspH aus E. coli
mit nat�rlicher H�ufigkeit und 57Fe-angereichert. Abdruck in ver�nder-
ter Form mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012) American
Chemical Society. b) Hyperfeinkopplungskonstanten von Liganden-
atomen in Zwischenstufe III. aiso(

2H) f�r das Deuterium an C1 wurde
in Lit. [21], andere in Lit. [50,59] bestimmt.
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Auswirkungen dieses ungewçhnlichen g-Tensors
zu verstehen, ist es von Interesse, den katalyti-
schen Mechanismus der Ferredoxin-Thiored-
oxin-Reduktase (FTR), einem gut erforschten
[Fe4S4]-Enzym, das die 2H+/2 e�-Reduktion einer
Disulfid-Bindung katalysiert, zu untersu-
chen.[63–65] Wie IspH erzeugt FTR ein Intermediat
mit giso> ge (g = [2.11, 2.00, 1.98]),[64] bedingt
durch eine Zwei-Elektronen-Reduktion der Di-
sulfid-Bindung durch den reduzierten Eisen-
Schwefel-Cluster [Fe4S4]

+ unter Bildung eines
HiPIP-�hnlichen [Fe4S4]

3+-Clusters und unter
Vermeidung eines freien Thiol-Radikals.[64, 65] Mit
Kenntnis dieser Reaktion l�sst der HiPIP-�hnli-
che g-Tensor der Zwischenstufe III bei der IspH-
Katalyse auf eine Zwei-Elektronen-Reduktion
von 4 durch den reduzierten Eisen-Schwefel-
Cluster ([Fe4S4]

+) schließen und f�hrt zu einem
Allylanion, das an den HiPIP-�hnlichen
[Fe4S4]

3+-Cluster h3-komplexiert ist. Es ist jedoch
auch mçglich, dass ein Protonentransfer zum
Allylanion unter Bildung eines an den HiPIP-
Cluster komplexierten Produkts (1 oder 2) als
Zwischenstufe III erfolgt ist.

3.4. Andere mechanistische Mçglichkeiten f�r IspH

Weitere vorgeschlagene Mechanismen lassen sich in zwei
Typen unterteilen: 1) Mechanismen mit radikalischen Zwi-
schenstufen, vertreten durch den Birch-Reduktionsmecha-
nismus (Schema 3),[48, 49] und 2) Mechanismen mit anderen
biometallorganischen Spezies (Schema 4).[21]

Beim Birch-Reduktionsmechanismus gibt es zwei
Schwierigkeiten. Erstens fehlt in diesem Mechanismus die

Rotation der Hydroxymethylgruppe von 4, die aufgrund von
Docking-Studien,[35] EPR-Spektroskopie[50] und Rçntgen-
kristallographie[52] vermutet und durch Isotopenmarkie-
rungsversuche[55] best�tigt wurde. Stattdessen wird vorge-
schlagen, dass die terminale Hydroxygruppe von 4 durch
T167, einen viel schw�cheren Protonendonor als E126, pro-
toniert und entfernt wird. Zweitens wurden die vermuteten
Radikalspezies in keinem Experiment beobachtet, und die
beobachteten Spezies waren keine freien Radikale. Stattdes-
sen fanden wir in quantenchemischen Berechnungen
heraus,[59] dass ein [Fe4S4]

2+/Radikal-Cluster weniger stabil ist
als ein [Fe4S4]

3+/Allylanion, was bedeutet, dass w�hrend der
Geometrieoptimierung ein interner Elektronentransfer
stattfindet.

Um die Beschaffenheit der Reaktionszwischenstufe mit
g1 = 2.17 (Zwischenstufe III in unserem Mechanismus) zu
erkl�ren, wurde ein anderes Modell mit einem Ferraoxetan
(5, Schema 4) vorgeschlagen.[21] Diese Struktur �hnelt der von
uns fr�her f�r die Zwischenstufe X in der IspG-Katalyse
(siehe unten) vorgeschlagenen;[31, 33, 66,67] allerdings stimmt die
Beteiligung von Ferraoxetan 5 in der IspH-Reaktion mit
mehreren experimentellen Beobachtungen nicht �berein; vor
allem das Fehlen einer 17O-Hyperfeinwechselwirkung in
Proben, die mit [1-17O]-4 hergestellt wurden,[50] schließt die
Mçglichkeit einer Fe-O-Bindung aus. Zudem gibt es keinen
Beweis f�r eine direkte bindende Wechselwirkung zwischen
dem apikalen Fe und C2: die 13C-Hyperfeinkopplungskon-
stanten f�r C1, C2 und C3 sind alle klein (1.8–3.2 MHz; Ab-
bildung 6 b) und kçnnen in DFT-Rechnungen an einem h3-
Allyl-Modellkomplex reproduziert werden,[59] w�hrend die
Fe-C2-13C-Hyperfeinkopplung im Ferraoxetan 17 MHz be-
tr�gt.[67] Weitere Schwierigkeiten in diesem Modell sind die
Abwesenheit der kritischen Rotation der Hydroxymethyl-
gruppe, die fehlende logische Erkl�rung f�r die Bildung von
Produkt 2 oder die Reaktion mit einem Fluor-Substratana-
logon, das keine Fe-F-Bindung eingeht.[50, 68]

Schema 3. Der vorgeschlagene Birch-Reduktionsmechanismus der
IspH-Katalyse.[48, 49] OPP steht f�r die Diphosphatgruppe. Abdruck in
ver�nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012)
American Chemical Society.

Schema 4. Der Ferraoxetan-Mechanismus der IspH-Katalyse.[21] Abdruck in ver�nder-
ter Form mit Genehmigung aus Lit. [21,50], Copyright (2012) American Chemical So-
ciety.
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4. Die katalytischen Mechanismen f�r IspG

In fr�hen Arbeiten wurden einige Mechanismen mit
Carbokationen, Carbanionen, einem Epoxid und Kohlen-
stoffradikal-Reaktionszwischenstufen vorgeschlagen
(Schema 5).[15,26, 32, 69] Die ersten drei Mechanismen in
Schema 5 verwenden alle ein Carbokation als erste Reakti-
onszwischenstufe. Die Bedeutung einer solchen Zwischen-
stufe wurde sp�ter durch Isotopenaustauschexperimente mit
dem [2-13C,18O]-markierten Substrat MEcPP belegt (6,
Schema 6).[70] Basierend auf den unterschiedlichen chemi-

schen Verschiebungen von C2 nach Bindung an 16O oder 18O
wurde gezeigt, dass nach Zugabe von IspG und in Abwe-
senheit eines Reduktionsmittels 6 in 7 umgewandelt werden
kann, was auf die �ffnung des Cyclodiphosphat-Rings und
die transiente Bildung der carbokationischen Spezies 8 hin-
weist (Schema 6). Die beobachtete Geschwindigkeit der
Umwandlung war jedoch 63-mal niedriger als kcat von IspG
bei der Katalyse der reduktiven Dehydroxylierung von 3,
mçglicherweise wegen der eingeschr�nkten Rotation der
Diphosphonatgruppe in 8.[70]

Rohdich et al.[15] schlugen einen alternativen Mechanis-
mus vor, worin die Bildung einer Epoxid-Zwischenstufe die

Katalyse initiiert (Schema 5d). Dieser Vorschlag basierte auf
fr�heren Beobachtungen, wonach ein Epoxid durch einen
k�nstlichen [Fe4S4]-Cluster[71] zu einem Ethylen reduziert
werden konnte, und wird von der Tatsache untermauert, dass
Epoxid 9 tats�chlich ein IspG-Substrat darstellt (Schema 7)
mit einem kcat (20.1 min�1), der mit dem des nat�rlichen
Substrats 3 (23.7 min�1, Tabelle 3) vergleichbar ist.[72] Wei-
terhin bilden 9 und 3 bei Reaktion mit IspG das gleiche pa-
ramagnetische Zwischenprodukt (Zwischenstufe X, siehe
unten), das durch EPR- und 1H-ENDOR-Spektroskopie
identifiziert wurde.[66] Diese Befunde beweisen jedoch nicht

das Vorkommen von 9 in der reduktiven Dehydro-
xylierung von 3 durch IspG. Bem�hungen, die Bil-
dung von 9 aus 3 unter oxidierenden oder reduzie-
renden Bedingungen nachzuweisen, blieben er-
folglos, w�hrend die umgekehrte Reaktion, die von
oxidierter IspG katalysierte Umwandlung von 9 in 3
(kcat 2.0 min�1), beobachtet wurde.[73] Daher ist es
wahrscheinlich, dass 9 normalerweise nicht an der
Katalyse beteiligt ist. Vielmehr kçnnen sowohl 9 als

Schema 5. Vorgeschlagene Reaktionsmechanismen f�r die IspG-Katalyse. a) Kation ! Radikal-Mechanimus von Kollas et al.[32] b) Kation ! Radi-
kal ! Kationradikal-Mechanismus von Seemann et al.[26] c) Kation ! Radikal ! Anion-Mechanismus von Brandt et al.[69] d) Oxiran ! Radikal-
Mechanismus von Rohdich et al.[15]

Schema 6. Isotopenaustausch von 6 (isotopenmarkiertes 3) katalysiert durch oxi-
dierte IspG.

Schema 7. Reaktionen von Epoxid 9 mit IspG.
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auch 3 die gleiche Reaktionszwischenstufe X bilden, die dann
in 4 umgewandelt wird.

Die n�chste Zwischenstufe in den vorgeschlagenen Me-
chanismen (Schema 5) ist ein freies Kohlenstoff-Radikal,
aber wie bei IspH wurden bisher noch keine Radikalspezies
beschrieben. Allerdings wurde mittels EPR eine parama-
gnetische Spezies mit g = [2.087, 2.019, 2.000] (Zwischenstufe
X, Abbildung 7 a) in der eingefrorenen Reaktion von IspG
mit 3[74] oder 9 beobachtet.[66] Es ist unwahrscheinlich, dass es
sich um ein freies Radikal handelt, obwohl sich das EPR-
Spektrum nach Einfang durch 57Fe-angereicherte IspG si-
gnifikant verbreitert (Abbildung 7a), was auf eine hohe
Spindichte am [Fe4S4]-Cluster deutet. �berzeugendere Be-

weise f�r die Natur der Zwischenstufe X stammen aus aus-
f�hrlichen Hyperfeinkopplungs-Tensormessungen, die nahe-
legen, dass „X“ ein Ferraoxetan ist, eine metallorganische
Spezies mit Fe-C- und Fe-O-Bindungen, wie im Folgenden
beschrieben wird. Aber warum ein Ferraoxetan? Solch eine
Spezies scheint �ußerst gespannt zu sein, was f�r eine Reak-
tionszwischenstufe jedoch nicht unbedingt von Nachteil ist.
Zudem w�rde die �ffnung des Cyclodiphosphat-Rings eine
mçgliche Bindungsstelle (C2) am speziellen vierten Eisen des
[Fe4S4]

+-Clusters zur Bildung einer Fe-C-Bindung f�hren.
Ein Hinweis auf eine Fe-C-Bindung kommt von 13C-Hy-

perfeinkopplungsmessungen an Zwischenstufe X. Im HY-
SCORE-Spektrum von X, das durch [U-13C6]-markiertes 3
abgefangen wurde, konnte eine große 13C-Hyperfeinkopp-
lung mit einem Hyperfeinkopplungstensor von A(13C) =

[14.5, 12.0, 26.5] MHz beobachtet werden (Abbildung 7b).[67]

Die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso(
13C) von

17.7 MHz ist signifikant hçher als die f�r den Nitrogena-
se:Allylalkohol-Komplex beobachteten Werte von 3.7 und
1.1 MHz, wo der Allylalkohol vermutlich direkt an den
FeMo-Cofaktor bindet und mit einem der Fe-Zentren einen
Metallacyclus bildet.[56] Sie ist vergleichbar mit dem aiso(

13C)-
Wert von 17.1 MHz f�r 13CO in durch CO inhibierter [FeFe]-
Hydrogenase, wo CO direkt an den Hox-Cluster bindet.[75] Der
stark gebundene Kohlenstoff in X wurde mittels [2,3-13C2]-
und [1,3,4-13C3]-markiertem 3 als C2 (quart�rer Kohlenstoff)
bestimmt; der benachbarte Kohlenstoff (C3) weist eine viel
kleinere Hyperfeinkopplungskonstante aiso(

13C) = 3.0 MHz
auf, und alle anderen Kohlenstoffe haben aiso(

13C)<
1 MHz.[66, 67]

Evidenz f�r eine Fe-O-Bindung liefern 17O-HYSCORE-
Studien von X, das unter Verwendung spezifisch 17O-mar-
kierter Substrate gebildet wurde. Da sich 17O-markiertes 9
viel einfacher chemisch synthetisieren l�sst als 17O-markiertes
3 und beide die gleiche Zwischenstufe X bilden, wurden [1-
17O]- und [2,3-17O]-markiertes 9 genutzt, um „X“ zu synthe-
tisieren. Bei [1-17O]-markiertem 9 wurde f�r die Zwischen-
stufe X nur eine sehr kleine 17O-Hyperfeinkopplung
(0.15 MHz, durch Simulation, Abbildung 7c) beobachtet,
w�hrend die aus [2,3-17O]-9 hergestellte Zwischenstufe X eine
große 17O-Hyperfeinkopplung (8 MHz, Abbildung 7d) auf-
wies. Die Hyperfeinkopplungskonstante von 8 MHz ist ver-
gleichbar mit denen, die beobachtet wurden, wenn Hx

17O
(A(17O) = 8–12 MHz)[53] oder 17O-markierte Substrate oder
Substratanaloga (A(17O) = 9–15 MHz)[54] an das besondere
Eisenatom (Fea) von Aconitase gebunden waren. Die 17O-
HYSCORE-Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass die 3-
OH-Gruppe, nicht die 1-OH-Gruppe, von 3 direkt an das
besondere vierte Eisenatom des [Fe4S4]-Clusters in X bindet.
Diese Schlussfolgerung wird belegt durch die Kristallstruktur
einer mit 3 komplexierten IspG[44] (Abbildung 3c), in der eine
Fe-O3-Bindung existiert (im oxidierten Zustand des Eisen-
Schwefel-Clusters).

Die Daten aus 13C- und 17O-Hyperfeinkopplungsmessun-
gen weisen auf eine Bindung von C2 und O3 zum [Fe4S4]-
Cluster in der Zwischenstufe X hin, was die Anzahl an
denkbaren Strukturen f�r diese Spezies einschr�nkt. Am
wahrscheinlichsten erscheint Ferraoxetan 10 (Schema 8). 10
mag ungewçhnlich erscheinen, doch sind einige Metallaoxe-

Abbildung 7. EPR-spektroskopische Charakterisierung der Zwischen-
stufe X von IspG aus E. coli. a) Continuous-Wave-EPR der Zwischenstu-
fe X. Die gestrichelte Linie gehçrt zur Zwischenstufe, die mit 57Fe-ange-
reicherter IspG abgefangen wurde. b)–d) HYSCORE-Spektrum von Zwi-
schenstufe X mit b) [U-13C]-3, c) [1-17O]-9 und d) [2,3-17O]-9. Abdruck in
ver�nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [33,66,67].
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tane als stabile Spezies bekannt.[76,77] Zudem wurde im Fall
einer Interaktion von Eisen mit Oxiran mittels Matrixisola-
tion das 1,2-Ferraoxetan beobachtet,[78] und beim Erw�rmen
geht das Ferraoxetan eine [2+2]-Dissoziation zu Ethen und
FeO ein.[78]

Die Ergebnisse der 31P- und 1H-ENDOR-Spektroskopie
sind ebenfalls im Einklang mit Ferraoxetan 10 als der Zwi-
schenstufe X. Der 31P-Hyperfeinkopplungstensor wurde ent-
weder als ein isotropisch dominierter Tensor (A = [0.21, 0.09,
0.05] MHz) oder ein dipolar dominierter Tensor (A = [0.22,
�0.11, �0.09] MHz) bestimmt.[31] In jedem Fall weisen die
sehr geringen Hyperfeinkopplungen darauf hin, dass die Di-
phosphatgruppe nicht an den Eisen-Schwefel-Cluster bindet.
Basierend auf dem dipolar dominierten Tensor wurde mit
einem Punkt-Dipol-Modell ein Mindestabstand von 6.6 �
zwischen Phosphorkern und besonderem vierten Eisenatom
abgesch�tzt.[31] Die 1H-Hyperfein-Kopplungskonstanten aller
von 3 stammenden Protonen wurden durch ENDOR-Spek-
troskopie und selektive 2H-Isotopenmarkierung ermittelt.[67]

Die grçßte 1H-Hyperfeinkopplung (A(1H) = [14, 11,
11] MHz)[31] in der Zwischenstufe X wurde einem Proton der
C2’-Methylgruppe zugeschrieben; alle anderen Protonen,
inklusive der beiden anderen Protonen der C2’-Methylgruppe
haben viel kleinere Hyperfeinkopplungen.[67] Die geringe
Anisotropie des Hyperfeintensors mit A(1H) = [14, 11,
11] MHz ist im Einklang damit, dass dieses Proton in der
zweiten Koordinationssph�re des [Fe4S4]-Clusters vorliegt
und eine schwache dipolare Wechselwirkung mit dem para-
magnetischen Zentrum besteht. Der große Unterschied in
den Hyperfeinkopplungskonstanten f�r die drei Protonen der
C2’-Methylgruppe wurde ebenso durch DFT-Rechnungen an
einem Modell-Ferraoxetan 11 (siehe unten)[33] reproduziert,
was diese strukturelle Zuordnung weiter best�tigt.

DFT-Rechnungen am Modell-Ferraoxetan [Fe4S4-
(SMe)3(-C(CH2OH)(CH3)-CH(CH2OH)-O-]2� (11,
Schema 8)[33] ergaben einen vern�nftigen Satz an Vorhersa-
gen f�r die experimentell gemessenen Hyperfeinkopplungs-
konstanten. Besonders die großen Unterschiede in den Hy-
perfeinkopplungskonstanten der drei Protonen der C2’-Me-
thylguppe wurden nachvollzogen, sie folgen aus der Abh�n-

gigkeit der Hyperfeinkopplungskonstanten von den H-C-C-
Fe-Diederwinkeln. Die berechnete große Kopplung
(Ai(

1H) = 9.1 MHz) stand in vern�nftigem Verh�ltnis zum
experimentellen Ergebnis (12 MHz) und war dem trans-
Proton (Fe-C-C-H-Drehwinkel 1728) zuzuordnen, w�hrend
die kleineren Hyperfeinkopplungen von den gauche-(+/�)-
Protonen mit geometrisch optimierten Torsionswinkeln von
52, �678 herr�hren.[33] �hnliche Abh�ngigkeiten der Hyper-
feinkopplungskonstanten von Diederwinkeln wurden bei Cb-
Protonen von Cystein-Liganden an [Fe4S4]

+-Clustern beob-
achtet;[79] sie �hneln den beobachteten großen skalaren 3J-
trans-Kopplungen in der NMR-Spektroskopie.

F�r die Zwischenstufe X wurden zwei weitere Strukturen
vorgeschlagen (Schema 8):[31] die Carbanionen 12 und 13.
Struktur 12 ist unwahrscheinlich, da ein Carbanion nicht
stabil w�re (da CH-Gruppen pKa-Werte von ungef�hr 40
haben) und, wichtiger noch, diese Struktur nicht mit den f�r
C2 beobachteten hohen Hyperfeinkopplungskonstanten ver-
einbar w�re. Struktur 13 ist ebenso unwahrscheinlich: Das
Ergebnis der Protonierung von O ist kein Oxaallyl (das stabil
sein kçnnte), und 2H-3 wird w�hrend der Isoprenoid-Bio-
synthese nicht ausgetauscht.[80]

Mit den Ergebnissen aus Isotopenaustausch,[70] Rçntgen-
kristallographie[30, 39,44] und ortsspezifischer Mutagenese[30,33]

schlagen wir den in Schema 9 gezeigten IspG-Mechanismus

vor. Der erste Schritt ist die Koordination von O3 (um den
Sauerstoff als Wassermolek�l zu entfernen) an das besondere
vierte Eisenatom des oxidierten Eisen-Schwefel-Clusters
([Fe4S4]

2+) zur Bildung des Alkoxid/Alkoholat-Komplexes,
der in der Kristallstruktur von mit 3 cokristallisierter IspG
beobachtet wurde.[44] Diese Reaktion wird wahrscheinlich
von E232 katalysiert – der laut SCORECONS-Analyse[23] und
der engen Nachbarschaft zum O3 in der IspG:3-Kristall-
struktur am hçchsten konservierten Nicht-Cys-Aminos�ure
in IspG.[44] Die �ffnung des Cyclodiphosphat-Rings und die
Bildung des Carbokations sind reversibel, wenn 3 an den
oxidierten Eisen-Schwefel-Cluster bindet, wie durch den

Schema 8. Vorgeschlagene Strukturen f�r die Zwischenstufe X (10, 12,
13) und ein f�r DFT-Rechnungen verwendetes Modell-Ferraoxetan
(11). OPP steht f�r die Diphosphatgruppe.

Schema 9. Vorgeschlagener Mechanismus f�r die IspG-Katalyse, basie-
rend auf Ergebnissen aus EPR-Spektroskopie, DFT-Rechnungen, Rçnt-
genkristallographie, Mutagenese- und Isotopenaustauschexperimen-
ten.
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Austausch von 18O in [2-13C,18O]-3 in Anwesenheit von oxi-
diertem IspG bewiesen wurde.[70] Sobald ein Elektron vom
Reduktionsmittel akzeptiert wurde, bildet sich ein Ferraoxe-
tan (Zwischenstufe X). In Anbetracht des HiPIP-�hnlichen g-
Tensors mit giso = 2.035 scheint es wahrscheinlich, dass der
Ein-Elektron-reduzierte Eisen-Schwefel-Cluster ([Fe4S4]

+)
eine Zwei-Elektronen-Reduktion von 3 zur Bildung des
Ferraoxetans durchf�hrt, �hnlich der f�r FTR und nun f�r die
IspH-Katalyse vorgeschlagenen. Das Ferraoxetan dissoziiert
dann zum endg�ltigen Produkt 4 und oxidierter IspG durch
die Aufnahme eines weiteren Elektrons und Protons.

5. IspH- und IspG-Inhibitoren

Ein wichtiger Forschungsaspekt bei der Isoprenoid-Syn-
these, einschließlich des MEP-Weges, ist die Entwicklung von
Leitstrukturen f�r Antiinfektiva.[10, 81–83] In den letzten drei
Jahren ergaben sich deutliche Fortschritte bei der Entwick-
lung von IspH- und IspG-Inhibitoren, die teilweise von den
Studien zum katalytischen Mechanismus profitierten – die
ersten wirksamen IspH- und IspG-Inhibitoren, Alkindiphos-
phonate, wurden auf der Basis der vorgeschlagenen biome-
tallorganischen Katalysemechanismen von IspH entworfen.
Bis jetzt wurden drei Strategien zur Entwicklung von IspH-
und IspG-Inhibitoren eingesetzt: 1) Herstellung von Sub-
stratanaloga; 2) Mechanismus-basiertes, rationales Design
und 3) Screening von Substanzbibliotheken. Diese Strategien
werden in den folgenden Abschnitten zusammengefasst.

5.1. Substratanaloga als Inhibitoren

Substratanaloge, die an IspG oder IspH binden, aber nicht
umgesetzt werden, kçnnten wirksame Inhibitoren sein und
damit als neue Leitsstrukturen f�r Antiinfektiva oder Her-
bizide dienen. Der Ersatz der Diphosphatgruppe durch
Carbamate (14), N-Acyl-N’-oxysulfamate (15) oder Amino-
sulfonylcarbamate (16) (Schema 10) f�hrte nur zu schwachen
inhibitorischen Effekten bei IspH oder IspG.[84] Durch Sub-
stitution der Diphosphatgruppe verloren diese Verbindungen
auch die F�higkeit, humane Vg2Vd2-T-Zellen zu aktivieren,
wobei 4 ein Aktivator mit 30 pm ist.[85, 86]

Dagegen f�hrte die Substitution der terminalen Hydro-
xygruppe durch ein Thiol (17) oder eine Aminogruppe (18)
(Schema 10) zu wirksamen Inhibitoren mit IC50-Werten von
0.21 mm bzw. 0.15 mm bei IspH.[20, 51] Beide Inhibitoren wurden

nicht durch IspH umgesetzt (im Gegensatz zu Fluor-Analo-
ga)[49, 50] und binden reversibel mit der terminalen Thiol- oder
Aminogruppe koordinierend an das besondere vierte Eisen-
atom unter Bildung von Komplexen, die dem Alkoxidkom-
plex �hneln, die mit dem nat�rlichen Substrat 4 beobachtet
wurden. 18 erwies sich als langsam bindender Inhibitor,
mçglicherweise wegen des Deprotonierungsschrittes, der f�r
die Bindung an den [Fe4S4]-Cluster notwendig ist.[20] Solche
Bindungsmodi wurden mittels Mçßbauer-Spektroskopie
(Abbildung 8a,b) und DFT-Rechnungen[51] etabliert und
sp�ter durch Rçntgenkristallographie best�tigt (Abbil-
dung 8c, PDB: 4H4E; und Abbildung 8d, PDB: 4H4D).[68]

Bei 18 wurde eine weitere Konformation beobachtet, in der

sich die Aminomethylgruppe vom [Fe4S4]-Cluster wegdreht,
vielleicht wegen der Photoreduktion des Eisen-Schwefel-
Clusters im Rçntgenstrahl.[68] Gegenw�rtig ist unklar, ob die
Inhibierung der Enzymkatalyse durch Bindung der Inhibito-
ren an den oxidierten Cluster, den reduzierten Cluster oder
an beide erfolgt.

Schema 10. Substratanaloga als IspH-Inhibitoren.

Abbildung 8. Bindung der Inhibitoren 17 und 18 an aus E. coli-IspH. a,
b) Mçßbauer-Spektren und Simulationen von 17 (a) und 18 (b) im
Komplex mit IspH, aufgenommen bei T = 77 K, B= 0 T (obere Spuren)
und T = 5 K, B = 5 T senkrecht zum g-Strahl (untere Spuren). Abdruck
in ver�nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [51], Copyright (2013)
American Chemical Society. c, d) Kristallstrukturen von 17 bzw. 18 im
Komplex mit IspH. Abdruck in ver�nderter Form aus Lit. [68].
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5.2. Der IspH-Katalysemechanismus als Basis f�r rationales
Inhibitor-Design

Der biometallorganische Mechanismus der IspH-Kataly-
se f�hrte zum rationalen Design wirksamer Inhibitoren, die
sowohl auf IspH als auch IspG zielen. Der „rationale“Aspekt
ist die Annahme, dass bei IspH p-Komplexe mit Olefinen und
Allylanionen gebildet werden, wobei erwartet werden
kçnnte, dass auch andere Spezies – Acetylene – an den
[Fe4S4]-Cluster binden w�rden. Es gibt tats�chlich mehrere
Beispiele f�r die Bildung einer metallorganischen Spezies
zwischen k�nstlichen [Fe4S4]-Clustern und Alkinen. So
schlugen McMillan et al.[87] die Bildung einer metallorgani-
schen Spezies mit seitlicher Acetylen-Einheit vor, um die cis-
Reduktion von Acetylen zu Ethylen durch den reduzierten
Cluster [Fe4S4(SPh)4]

3� zu erkl�ren.[87] Ein direkterer Beleg
f�r die Bildung von p-Komplexen liefern die signifikanten
Verschiebungen im Raman-Schwingungsspektrum von Ace-
tylen, wenn es an einen reduzierten [Fe4S4]-Cluster gebunden
ist.[88] Daher wurde die Bindung und Hemmung von IspH
(und IspG) durch Propargylalkohol (19) sowie einige Alkin-
diphosphate (20–23) und deren isoelektronische Analoga (24
und 25) untersucht (Schema 11).[24, 66, 89] Wie erwartet, bindet

19 an reduzierte IspH, was EPR-Daten belegen, die große g-
Wert-�nderungen anzeigen (Abbildung 9a), obwohl 19 nur
eine schwache inhibitorische Wirkung auf IspH aus�bt. Diese
wird durch Zugabe einer Diphosphatguppe zum resultieren-
den Propargyldiphosphat (20) auf einen IC50 von 6.7 mm gegen
IspH aus A. aeolicus gesteigert.[24] Wie 19 ver�ndert 20 das
EPR-Spektrum von IspH (Abbildung 9b), und bei Verwen-
dung von [U-13C3]-19 oder [U-13C3]-20 wurde im ENDOR-
Spektrum ein A(13C) von 6 MHz beobachtet (Abbildung 9c).
Bei 20 wurde lediglich eine sehr geringe 31P-Hyperfeinkopp-
lungskonstante (0.3 MHz) aufgezeichnet, was darauf hin-
weist, dass die Diphosphatgruppe nicht an den [Fe4S4]

+-
Cluster bindet (Abbildung 9 d). Der bisher beste acetyleni-
sche Inhibitor ist 21 mit einem IC50-Wert von 0.45 mm (Ki =

60 nm) gegen�ber IspH aus A. aeolicus.[89] Die isoelektroni-
schen Cyanodiphosphate 24 und 25 haben beide viel schw�-
chere inhibitorische Wirkung, verglichen mit ihren Alkin-
diphosphat-Gegenst�cken.

Die Alkindiphosphate erweisen sich ebenso als wirksame
Inhibitoren von IspG. Beispielsweise ist 20 ein kompetitiver
IspG-Inhibitor mit einem IC50-Wert von 0.75 mm (Ki =

330 nm).[33, 66] Das EPR-Spektrum von IspG-gebundenem 20
gleicht dem von 20 gebunden an IspH, und das ENDOR-
Spektrum zeigt eine signifikante Hyperfeinwechselwirkung
von A(13C) = 7 MHz, wenn [U-13C3]-20 zu reduzierter IspG
gegeben wird, was in Einklang steht mit der Bildung eines p-
Komplexes.[66]

5.3. Screening von Substanzbibliotheken

Eine dritte Klasse von IspH-Inhibitoren, Pyridindiphos-
phate (26 und 27, Schema 12), wurde durch Screening einer

Bibliothek von Diphosphaten und Bisphosphonaten, die als
Prenylsynthase-Inhibitoren entwickelt wurden, entdeckt.[89]

Diese Substanzen binden �ber den Stickstoff des Pyridinres-
tes direkt an den [Fe4S4]

+-Cluster von IspH aus A. aeolicus,
was durch die Ver�nderung im EPR-Spektrum nach Zugabe
des Liganden (Abbildung 10a) und, wichtiger noch, durch die
hohe 14N-Hyperfeinkopplung in den HYSCORE-Spektren
von IspH im Komplex mit 26 oder 27 (Abbildung 10b) be-
wiesen wurde.[90] Der 14N-Hyperfeinkopplungstensor des Py-
ridin-Stickstoffs von A = [6.2, 7.6, 8.4] MHz und die Kern-
quadrupol-Kopplungskonstante mit e2 q Q/h = 3.0 MHz sind
beide vergleichbar mit Werten aus anderen Systemen, die

Schema 11. Untersuchte Alkin- und Cyanodiphosphat-Inhibitoren.[89]

Abbildung 9. Bindung von Propargylalkohol oder Propargyldiphosphat
an reduzierte A. aeolicus-IspH. a, b) X-Band-EPR-Spektren von 19 oder
20 im Komplex mit A. aeolicus-IspH. c, d) X-Band-13C- und 31P-ENDOR-
Spektren von 20 im Komplex mit A. aeolicus-IspH. Abdruck in ver�n-
derter Form mit Genehmigung aus Lit. [24].

Schema 12. Pyridindiphosphat-Inhibitoren gegen IspH aus A. aeoli-
cus.[89]
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bekannte Fe-N-Bindungen enthalten.[90] Allerdings waren
diese Pyridindiphosphate nur schwache Inhibitoren f�r IspH
aus E. coli (IC50 = 0.5 mm f�r 26).

6. IspH ist auch eine Alkin-Hydratase

Um mehr dar�ber zu erfahren, wie diese acetylenischen
Inhibitoren an IspH binden, wurden Rçntgenkristall-Struk-
turbestimmungen von 20–22 im Komplex mit oxidierter IspH
als Vorversuch zur Strukturaufkl�rung der Bindung an re-
duzierter IspH durchgef�hrt. Die Ergebnisse zeigten, dass 20–
22 an oxidierte IspH vçllig anders binden im Vergleich zum
vorgeschlagenen Bindungsmodus f�r das reduzierte Enzym.
Zudem wurde eine unerwartete Hydratase-Aktivit�t von
IspH entdeckt, die oxidiertes IspH 21 in einen Aldehyd und
22 in ein Keton umwandelt (Schema 13).[91]

Die Kristallstruktur von 20 im Komplex mit oxidierter
IspH (Abbildung 11 a, PDB: 3URK) zeigt, dass die acetyle-
nischen Kohlenstoffatome von 20 3.4 und 3.6 � vom beson-
deren vierten Eisen entfernt sind. Zus�tzlich bindet ein
Wassermolek�l (oder ein Hydroxid-Ion) �ber eine Fe-O-
Bindung der L�nge von 2.1 � an den [Fe4S4]-Cluster; dies ist
im wesentlichen derselbe Fe-O-Abstand, der bei der Bindung
von 4 an oxidierte IspH beobachtet wurde.[35,36]

Die Rçntgenkristallstrukturen von IspH im Komplex mit
21 oder 22 waren noch erstaunlicher, denn sie zeigten, dass
beide Liganden eine Hydratisierungsreaktion eingegangen
waren. Die Kristallstruktur von IspH im Komplex mit 21

zeigte die Bildung des h1-Enolatkomplexes 28 durch Anti-
Markownikow-Addition, und wieder wurde eine Fe-O-Bin-
dungsl�nge von 2.0 � gemessen (Abbildung 11 b, PDB:
3UTC). Dieser Komplex wird umgesetzt, und Aldehyd 29
wurde detektiert.[91] Im Fall von 22 enth�llte die Kristall-
struktur wieder eine chemische Reaktion der Alkingruppe
(Abbildung 11 c, PDB: 3UTD), aber anstelle eines Aldehyds
wiesen die Rçntgendaten auf eine Markownikow-Addition
und Bildung des Ketons 30.[91]

Die von IspH katalysierten Reaktionen sind in Schema 13
zusammengefasst. Alle Substrate enthalten eine Diphos-
phatgruppe, die an die konservierte Diphosphat-Bindungs-
stelle bindet,[19, 47] und das C4 der Liganden ist nahe am be-
sonderen vierten Eisen des oxidierten Clusters ([Fe4S4]

2+)
positioniert. Daraus folgt, dass bei 20 die C3-Seitenkette zu
kurz ist, um mit dem besonderen vierten Fe zu reagieren
(Schema 13a). Bei der C4-Spezies 21 bindet dagegen die OH-
Gruppe (vermutlich von einem clustergebundenen Wasser,
wie in der Struktur von IspH:20 gesehen) �ber Anti-Marko-
wnikow-Addition an C4, um das h1-Enolat 28 zu bilden, das
dann als Aldehyd 29 freigesetzt wird (Schema 13 c). Mit einer
C5-Seitenkette (22) bindet OH wieder an C4, aber nun muss

Abbildung 10. X-Band-EPR- und HYSCORE-Spektren von reduzierter
IspH mit Pyridin-Inhibitor 26. a) EPR-Spektren von ligandenfreier A. ae-
olicus-IspH (oben) und A. aeolicus-IspH + 26 (unten). b) HYSCORE-
Spektrum von rekonstituierter A. aeolicus-IspH + 26. Abdruck in ver�n-
derter Form mit Genehmigung aus Lit. [90], Copyright (2011) Ameri-
can Chemical Society.

Schema 13. Zusammenfassung von IspH-Reaktionen.

Abbildung 11. Rçntgenkristallstrukturen von Alkindiphosphat oder den
umgewandelten Produkten im Komplex mit E. coli-IspH. a) 20 + E. coli-
IspH. (b) 21 nach Umsetzung zum Enolat 28 + E. coli-IspH. c) 22
nach Umsetzung zum Keton 30 + E. coli-IspH. Die Abbildungen
wurden mittels VMD erstellt.[38]
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die Protonierung an C5 erfolgen (Markownikow-Addition)
und liefert Keton 30 (Schema 13d).

Die Hydratation/Dehydratations-Reaktion ist eine der
bekannten Reaktionen, die durch [Fe4S4]-Cluster in mehreren
Proteinen (wie Aconitase) katalysiert wird.[5] Im Fall der
Fumarase A (FumA) aus E. coli ist das Enzym auch in der
Lage, die Hydratation eines Acetylens, Alcetylendicarboxy-
lat,[5, 92, 93] zu Oxaloacetat zu katalysieren. In der Wolfram-
[Fe4S4]-enthaltenden Acetylen-Hydratase aus Pelobacter
acetylenicus nimmt das [Fe4S4] indirekt an der Katalyse teil,
indem es den pKa-Wert eines Asp im aktiven Zentrum
erhçht.[94, 95] Die Elektronentransfer-Funktion von [Fe4S4]
kann auch eine Dehydratationsreaktion erleichtern, wie bei
der 2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase aus Clostridium
symbiosum, die ihr Substrat �ber eine Ketylradikal-Zwi-
schenstufe dehydratisiert, demonstriert wurde.[96] Angesichts
dieser Beispiele ist die Hydratase-Aktivit�t von IspH keine
�berraschung – obwohl in der Natur als 2H+/2 e�-Deoxyge-
nase optimiert, kann IspH, wenn ein passender Ligand an der
richtigen Position lokalisiert ist, auch Hydratase-Aktivit�t
aufweisen, eine der intrinsischen Aktivit�ten von [Fe4S4]-
Clustern.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Strukturen und Wirkmechanismen der den [Fe4S4]-
Cluster enthaltenden Enzyme IspG und IspH waren viele
Jahre lang von betr�chtlichem Interesse, denn sie liefern die
C5-Bausteine IPP (1) und DMAPP (2) f�r eine der grçßten
Klassen kleiner organischer Molek�le: die Terpene. Das
Verst�ndnis ihrer Strukturen, Wirkmechanismen und Inhi-
bierung kçnnte zu neuen Medikamenten und Herbiziden
f�hren. IspG und IspH katalysieren beide 2H+/2 e�-Reduk-
tionen, hçchstwahrscheinlich �ber biometallorganische Re-
aktionszwischenstufen. F�r die IspG-Katalyse schlagen wir
die Beteiligung einer Ferraoxetan-Zwischenstufe mit Fe-C-
und Fe-O-Bindungen vor; in der IspH-Katalyse sind ein
schwacher p-Komplex und ein Allyl-h3-Komplex eingebun-
den. Die vorgeschlagenen Mechanismen sind die ersten Bei-
spiele f�r biometallorganische Katalysemechanismen von
[Fe4S4]-Enzymen, die dann zur Entwicklung der ersten po-
tenten Inhibitoren f�r IspH und IspG f�hrten, den Alkindi-
phosphaten. Weitere Inhibitoren wurden durch das Screening
von Substanzbibliotheken und durch die Herstellung von
Substratanaloga gefunden. Diese neuartigen Inhibitoren er-
çffnen mçgliche neue Wege zu antiinfektiçsen Medikamen-
ten, die an [Fe4S4]-haltigen Proteinen des MEP-Weges der
Isoprenoid-Biosynthese angreifen.

Es bleiben jedoch noch viele unbeantwortete Fragen.
Wichtige Fragen zur Struktur sind: Wie sind die exakten
Strukturen der Drei-Dom�nen-IspGs? Welche Liganden
werden in oxidierter IspH in Abwesenheit eines exogenen
Liganden an den Cluster gebunden? Kann man Kristall-
strukturen der Zwischenstufen erhalten? Aus funktioneller
Perspektive m�ssen noch einige wichtige Aspekte angespro-
chen werden. Erstens, obwohl mit Dithionit und k�nstlichen
Elektronenmediatoren eine hohe Aktivit�t erzielt wurde,[18]

bleibt das native Redoxsystem schwer zu fassen. Wie

brauchbar sind diese Modell-Redoxsysteme hinsichtlich der
tats�chlichen Situation in Zellen? Zweitens besteht Bedarf an
ausf�hrlicheren kinetischen Pre-Steady-State-Studien der
vermuteten Reaktionszwischenstufen. Drittens m�ssen die
vorgeschlagenen HiPIP-�hnlichen Zwischenstufen f�r weite-
re Charakterisierungen (z. B. durch Mçßbauer-Spektrosko-
pie) in großer Ausbeute abgefangen werden, um die HiPIP-
�hnliche Natur zu testen. Aus dem Blickwinkel der Inhibitor-
Entwicklung stellt sich die Frage, ob man wirksame IspG/
IspH-Inhibitoren erhalten kann, die in Zellen und in vivo
aktiv sind. W�re ein IspH-spezifischer Inhibitor gut oder
schlecht? Dieser kçnnte die gew�nschten Pathogene gewiss
zerstçren, und die begleitende Anh�ufung von 4 w�rde gd T-
Zellen aktivieren (�ber den Vg2Vd2-T-Zellrezeptor) – dies
kçnnte allerdings zu viel des Guten sein und zur Sepsis
f�hren.[97] So kçnnten aus Gr�nden der Sicherheit und Effi-
zienz IspG- oder kombinierte IspH + IspG-Inhibitoren be-
nçtigt werden.

Die Ergebnisse zu oxidierter IspH lassen auch eine auf-
regende Verbindung zwischen den [Fe4S4]-Clustern in IspH
und anderen [Fe4S4]-Proteinen, die Ziele von Medikamenten
oder Herbiziden sind, erkennen. So ist die Tatsache interes-
sant, dass IspH Acetylene auf dieselbe Weise hydratisiert wie
FumA, da FumA bei Malariaparasiten ein Angriffsziel f�r
Medikamente bietet.[98] Ebenso sind die Enzyme Dihydroxy-
s�ure-Dehydratase (DHAD)[99] und Isopropylmalat-Isome-
rase (IPMI)[100] Ziele, um die Biosynthese verzweigtkettiger
Aminos�uren in Tuberkulosebakterien (in Makrophagen) zu
hemmen und sind als Angriffsstellen f�r Herbizide interes-
sant; verschiedene Inhibitoren wurden beschrieben.[101]

Einige dieser Inhibitoren kçnnten auch IspH und IspG
hemmen, w�hrend die Leitstrukturen, die IspH und IspG
hemmen, neue Ideen f�r DHAD- und IPMI-Inhibitoren lie-
fern kçnnten – alle auf [Fe4S4]-Cluster mit einem besonderen
vierten Eisenatom gerichtet.
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