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IspG und IspH

Enzyme des Methylerythritolphosphat-Weges sind eine attraktive

Angewandte
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Angriffsstelle fiir Antiinfektiva. Die letzten beiden Enzyme dieses

Biosyntheseweges, IspG und IspH, sind [Fe,S,]-Proteine, die iiber
neuartige Mechanismen 2 H"/2 e -Reduktionen katalysieren und vom

1. Einfithrung 4383

2. Strukturen von IspH und IspG 4384

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 Vorschlige mit biometallorganischen Zwischenstufen
vorgestellt und mit anderen mechanistischen Moglichkeiten vergli-

3. Die katalytischen Mechanismen

chen. Auf Substratanaloga basierende Inhibitoren, die durch rationale

Uberlegungen und das Screening von Substanzbibliotheken entwickelt
wurden, werden diskutiert. Die prisentierten Ergebnisse untermauern
die biometallorganischen Katalysemechanismen fiir IspG und IspH
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und eroffnen Perspektiven fiir die Entwicklung von Inhibitoren, die

auf [Fe,S,J-Cluster in Proteinen zielen.

1. Einfiihrung

Eisen-Schwefel-Proteine mit [Fe,S,]-Clustern! fiihren
bemerkenswert vielseitige Reaktionen durch, die vom Elek-
tronentransfer (in Ferredoxinen),’? iiber Dehydratisierung/
Isomerisierung (in z.B. der Aconitase im Krebs-Zyklus),**!
bis hin zu Radikalreaktionen durch Enzyme der S-Adeno-
sylmethionin(SAM)-Superfamilie reichen.’! Kiirzlich wurde
eine weitere Klasse der [Fe,S,]-Proteine entdeckt, welche die
Bildung zweier wichtiger Zwischenprodukte der Isoprenoid-
Biosynthese katalysieren: Isopentenyldiphosphat (IPP, 1;
Schema 1) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP, 2). Die
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Schema 1. Durch IspG und IspH katalysierte Reaktionen.

beteiligten Reaktionen sind die 2H"/2e™-Reduktion von 2-C-
Methyl-p-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 GepE), 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.” Sie sind essentiell fiir
das Uberleben der meisten Bakterien sowie der Malaria-Pa-
rasiten, Plasmodium spp., da 1 und 2 zur Bildung von Und-
ecaprenyl- und Decaprenyldiphosphaten benétigt werden,
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7. Zusammenfassung und Ausblick 4397

die wiederum bei der Biosynthese der bakteriellen Zellwand,
der Chinon-Biosynthese und der Protein-Prenylierung ver-
wendet werden.”) Da dieser Weg bei Menschen (die den
Mevalonat-Weg fiir die Isoprenoid-Biosynthese nutzen) nicht
vorkommt, sind IspG und IspH als neue Wirkstoff- Angriffs-
punkte interessant.'’?! 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®" und daher als Ziele fiir neuartige Herbizide
dienen.!' Die Funktionsweise dieser Proteine blieb jedoch
lange Jahre ritselhaft, da sie sowohl die Elektroneniibertra-
gungsreaktionen (wie Ferredoxine) als auch die Substrat-
Dehydroxylierung katalysieren miissen.

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 [Fe,S,]-Clusters innerhalb der Katalyse
und der Inhibierung. Besonders das spezielle vierte Fe des
[Fe,S,]-Clusters ist an der Bildung ,,biometallorganischer* st-
n>-Allyl- oder Ferraoxetan-Reaktionszwischenstufen betei-
ligt, aber auch Inhibitoren binden an die [Fe,S,]-Cluster (und
reagieren in einigen Féllen mit diesen). Diese Ergebnisse
fihren nicht nur zu einzigartigen enzymbkatalysierten Reak-
tionsmechanismen, sondern liefern auch Hinweise fiir die
Entwicklung neuer Inhibitoren, die als neue Leitstrukturen
fiir Arzneistoffe und Herbizide interessant sind.

[*] Prof. Dr. E. Oldfield
Department of Chemistry and Center for Biophysics and Computa-
tional Biology, University of Illinois at Urbana-Champaign
600 South Mathews Avenue, Urbana, IL 61801 (USA)
E-Mail: eo@chad.scs.uiuc.edu
Dr. W. Wang
Department of Chemistry, Massachusetts Institute of Technology
77 Massachusetts Avenue, Cambridge, MA 02139 (USA)
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2. Strukturen von IspH und IspG
2.1. Historischer Hintergrund, Aktivitit und Bioinformatik

In einer frithen 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 konnten.'”! Basierend auf der breiten Absorp-
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N-terminale Domane (A)

i B (Fe,S,)
C-terminale Domane (B)
Plasmodium- und Pflanzen-lspG

’ A H A* H B (Fe,SS,)

N-terminale Doméne (A) Insertionsdoméne (A*) C-terminale Doméne (B)

Abbildung 1. Bioinformatische Analyse von IspH und IspG. a) Se-
quenzvergleich fiir IspH. b) Sequenzvergleich fiir IspG. c) Schemati-
sche Darstellung der Organisation der IspG-Doménen.
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tion um 420 nm bei gereinigtem IspH aus A. aeolicus schlugen
auch Altincicek etal. das Vorhandensein eines Eisen-
Schwefel-Clusters vor.®) Ob IspH einen [Fe,S,]-'"*!'! oder
[Fe;S,]-Cluster!'® enthilt (ndheres hierzu in Abschnitt 2.2),
war zunidchst unklar, bekannt war aber, dass ein Eisen-
Schwefel-Cluster fiir die Katalyse entscheidend ist. Protein-
rekonstitution™ oder Koexpression mit dem isc-Operon!'®
sowie anaerobe experimentelle Bedingungen fithrten zu einer
signifikanten Erhohung der IspH-Aktivitit. Zudem wurden
mehrere Reduktionssysteme untersucht, einschlielich der
NAD(P)H/Flavodoxin/Flavodoxin-Reduktase (Ferredo-
xin),**1 NADPH/Ferredoxin/Ferredoxin-NADP*-Reduk-
tase,!'”! Methylviologen/Dithionit!"*'"! sowie der Deazaflavin-
katalysierten Photoreduktion.'*'*! Unter Verwendung von
Dithionit und kiinstlichen Elektronenmediatoren wurden
spiter noch hohere Aktivititen erreicht.'® Typische IspH-
Aktivitidten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: In der neueren Literatur beschriebene Aktivititen von IspH.

Quelle

Reduktionssystem Spezifische K, Keat Lit.
Aktivitat [um] [s7]

[umol mg™

min~'

E. coli Dithionit, 16.3 19.7 9.54 [18]
Methylviologen,

pH 8.0, 37°C

E. coli Dithionit, 30.4 316 17.6 18]
6,7-Dihydro-2,11-

dimethyldipyrido[1,2-

a:2,1-c|pyrazinium-

dibromid, pH 8.0,

37°C

E. coli Dithionit, 45+3.6 nd. 261+ [19]
Methylviologen, 2.1

pH 7.5

E. coli NADPH, Flavodoxin- 0.8 1 0.46 [20]
Reduktase,

Flavodoxin, pH 8.0,

37°C

A. aeolicus  Dithionit, 1.95 6.4  1.04 21
Methylviologen,

pH 8.0,

Raumtemperatur
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Um andere funktionell wichtige Gruppen zu identifizie-
ren, nutzten wir den JPRED3-Server” zum Abgleich von
461 IspH-Sequenzen aus verschiedenen Organismen. Die
Ergebnisse dienten als Input fir den SCORECONS-
Server,®! der einen ,, Konservierungsindex“ mit Werten von
1.000 (am hochsten konserviert) bis 0 (nicht konserviert) iiber
alle Gruppen erstellte. In Tabelle 2 stehen die JPRED3/

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

Aminosiure Konservierungsgrad E.-coli-Mutante Aktivitat
H124 0.984 H124N <1.0%
E126 0.965 E126Q <1.0%
S225 0.94 S225C <1.0%
N227 0.938 N227Q <4.4%

SCORECONS-Ergebnisse fiir einige der am hochsten kon-
servierten Gruppen in IspH aus Aquifex aeolicus. Neben den
drei fiir die [Fe,S,]-Clusterbindung benétigten Cys zeigten
auch H124, E126, S221 und N223 (H124, E126, S225 und
N227 im IspH von E. coli) sehr hohe Konservierungswerte,
und diese Aminosduren sind — basierend auf ortsspezifischen
Mutagenese-Befunden — in der Tat essentiell fiir die IspH-
Katalyse.[”4

In einer sehr frithen Studie wurde fiir IspG ein Mecha-
nismus vorgeschlagen, der dem der Vitamin K-Epoxychinon-
Reduktase oder Ribonukleotid-Reduktase @hnelt.”! Danach
wurde festgestellt, dass IspG ein Eisen-Schwefel-Enzym mit
drei konservierten Cys ist, die mit einem [Fe,S,]-Cluster ko-
ordiniert sind.'*?*! Wie bei IspH wurden auch fiir IspG
mehrere Redoxsysteme zur Aktivitdtsmessung genutzt, in-
klusive der NAD(P)H/Flavodoxin/Flavodoxin-Redukta-
se,[* 28 Methylviologen/Dithionit,”**? Photoreduktion durch
Deazaflavin!">2?"] oder durch eine Thylakoidaufbereitung
von Spinat-Chloroplasten fiir die pflanzliche (A. thaliana)
IspG.”¥ IspG-Aktivititen aus neueren Beitrigen sind in Ta-
belle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: In der neueren Literatur beschriebene Aktivititen von IspG.

Quelle Reduktions- Spezifische K, Kot Lit.
system Aktivitat [um] [s7]
[umol mg™
min~]
E. coli Dithionit, 0.55 311£21 0.395 [29]
Methylviologen,
pH 8.0, 37°C
A. aeolicus Dithionit, 2.5 (60°C); n.d. 1.6 (60°C); [30]
Methylviologen, 11.3 (90°C) 7.4 (90°C)
pH 9.0
T. thermo-  Dithionit, 0.124 8 0.09 [37]
philus Methylviologen,
pH 8.0,
Raumtemperatur
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Es gibt zwei verschiedene Klassen von IspG-Enzymen. In
den meisten Bakterien zeigt ein multipler Sequenzabgleich
drei konservierte Cys (Abbildung 1b) sowie zwei Hauptdo-
minen (A und B, Abbildung 1c¢) mit zahlreichen konservier-
ten Aminosiuren, und die SCORECONS-Analyse!®! identi-
fiziert in Ubereinstimmung mit Mutagenese-Ergebnissen
E204 (in A. aeolicus; 232 in Thermus thermophilus) als eine
der am strengsten konservierten Aminosiuren.%

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 Dominen: A, A* und B (Abbildung 1¢).34
Die A*-Doménen weisen etwa die gleiche Gesamtlange auf
wie die A-Doméinen, doch gibt es tatsédchlich keine konser-
vierten Aminoséduren in den verschiedenen A*-Sequenzen.
Dies deutet auf eine primér strukturelle, im Gegensatz zu
einer direkteren katalytischen Funktion der A*-Domine. Es
stellt sich die Frage: Wie sehen die dreidimensionalen
Strukturen von IspH und der 2-Doménen- und 3-Doménen-
IspGs aus? Wo befinden sich die essentiellen Aminoséduren?
Wie sind sie an der Katalyse beteiligt?

2.2. Réntgenuntersuchungen der IspH-Struktur

Die erste Rontgenkristallstruktur eines IspH-Proteins
wurde von Rekittke et al. fiir das Protein aus Aquifex aeolicus
(PDB-Code: 3DNF) beschrieben,®! gefolgt von der Struktur
des E.-coli-Proteins (PDB: 3F7T) durch Griwert et al.'”! In
beiden Fillen wurde beobachtet, dass das Protein eine
»Kleeblatt“-Struktur mit drei o/Bf-Doméinen um einen zen-
tralen [Fe;S,]-Cluster herum annimmt (Abbildung 2a). Ba-

Abbildung 2. Réntgenkristallstrukturen von IspH. a) Ligandenfreie
IspH aus A. aeolicus, die eine Kleeblatt-Faltung mit einem [Fe;S,]-Clus-
ter im Zentrum zeigt (PDB: 3DNF).*! b) IspH aus E. coli mit gebunde-
nem 4; die Struktur zeigt, dass 4 einen Alkoxid-Komplex mit dem
[Fe,S,]-Cluster bildet (PDB: 3KE8).P¥ Einige wichtige Aminosiuren im
aktiven Zentrum sind dargestellt. Die Abbildung wurde mit VMD er-
stellt.®

sierend auf fritheren Untersuchungen mit EPR-Spektrosko-
pie!! wurde angenommen, dass der kristallographisch beob-
achtete [Fe;S,]-Cluster tatsichlich ein Artefakt ist, verursacht
durch den Verlust eines Fe-Atoms aus dem [Fe,S,]-Cluster
wihrend der Kristallisation. Das [Fe,S,(Cys);]-Koordinati-
onsmotiv gleicht dem der Aconitase® und ldsst vermuten,
dass Substrat 4 sich an das spezielle vierte Fe anlagern konnte

www.angewandte.de
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und die Elektroneniibertragung/reduktive Dehydroxylie-
rungsreaktionen erleichtert. In einer Docking-Studie wurde
das vierte Fe ,rekonstruiert® und vorgeschlagen, dass sich
Substrat 4 iiber O-1 an das vierte Fe bindet und einen Alk-
oxid-Komplex bildet.® Tatsichlich erhielten Griwert
et al.% in einer spiteren Arbeit die Rontgenkristallstruktur
von IspH mit [Fe,S,]-gebundenem 4 (PDB: 3KES), die diesen
Vorschlag stiitzt — ebenso wie die Ergebnisse der MoBbauer-
Spektroskopie.””! Diese Ligand-gebundene Struktur zeigte
eine geschlossenere Konformation, verglichen mit der ohne
Ligand, wobei das streng konservierte E126 nahe beim
[Fe,S;]-Cluster und der Hydroxygruppe von 4 positioniert ist.
Der Wasserstoff der Diphosphatgruppe band an eine Reihe
polarer Aminosduren, einschlieBlich der hochkonservierten
H124, S225 und N227 (H124, S221 und N223 in A. aeolicus
IspH), wie in Abbildung 2b gezeigt.

2.3. Rontgen- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der
IspG-Struktur

Zwei Jahre nach den ersten Berichten iiber IspH-Struk-
turen erhielten Lee et al. die Kristallstruktur von IspG aus A.
aeolicus (PDB: 3NOY),™ einem Zwei-Doménen-IspG-Pro-
tein (AB), rasch gefolgt von einer Arbeit von Rekittke
et al.®! zur Struktur von IspG aus 7. thermophilus (PDB:
2YOF), einem weiteren Zwei-Domanen-Protein. IspG aus A.
aeolicus kristallisiert als Dimer, (AB), (Abbildung 3a). Die
A-Domine (N-terminal) gehort zur TIM-Fass-Superfami-

/,

Abbildung 3. Strukturen von IspGs. a) Ligandenfreie IspG aus T. ther-
mophilus (PDB: 2YOF).P? b) IspG aus T. thermophilus mit gebundenem
3 (PDB: 4G9P)." ¢) 3 bindet an den [Fe,S,]-Cluster, indem O3 einen
Alkoxid-Komplex bildet; die streng konservierte Aminosidure E232 ist
3.7 A von O3 entfernt.*” d) Ein Modell der Drei-Doménen-IspG aus A.
thaliana, integriert in eine 20 A Elektronendichtekarte, erstellt mittels
Einzelpartikel-Elektronentomographie der A. thaliana-1spG.P* Bilder (a—
c) wurden mittels VMD erstellt.*® Bild (d) mit freundlicher Genehmi-
gung aus Lit. [33].
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lie und zeigt starke strukturelle Ahnlichkeit zur Dihy-
dropteroat-Synthase,[*!! wihrend die B-Domine (C-terminal)
den [Fe,S,]-Cluster enthilt und eine dhnliche Faltung wie die
Sulfit-Reduktase!*” und die Ferredoxin-Dominen der Nitrit-
Reduktase aufweist.”! Ein Glutamat- (E350 in 7. thermop-
hilus; E307 in A. aeolicus) und drei Cysteine der B-Doméne
koordinieren an den [Fe,S,]-Cluster. Die Abstinde zwischen
den mutmaBlichen aktiven Zentren in einem AB-Monomer
sind sehr groB (ca. 40 A), sodass beide Arbeitsgruppen ver-
muteten, dass nur Dimere aktiv sind, da sie eine Kopf-
Schwanz-Struktur annehmen koénnten (Abbildung 3a,b), in
der die aktiven Zentren aus der A-Doméne eines Monomers
und der B-Domine des zweiten Monomers bestehen; eine
,scharnierartige* oder eine Offnung/Schlief-Bewegung
wihrend der Katalyse wiirde den Substrat-Eintritt bzw. Pro-
dukt-Austritt erméglichen. Dieser Vorschlag wurde kiirzlich
von Rekittke et al. durch Losung einer 3-gebundenen IspG-
Struktur (PDB: 4G9P, Abbildung 3b,c) bestitigt, in der die
Diphosphatgruppe von 3 klar an die A-Doméne eines Mo-
lekiils im Dimer bindet, wihrend die C-3-OH-Gruppe an das
vierte Fe im [Fe,S,]-Cluster der B-Doméne des zweiten Mo-
lekiils im Dimer koordiniert (Abbildung 3¢) und die Katalyse
startet.™!

Bisher wurden keine Rontgenkristallstrukturen von 3-
Domaénen-IspG beschrieben. Nach Liu et al. deuteten aber
die Ergebnisse aus sechs unterschiedlichen Strukturvorher-
sageprogrammen darauf hin, dass die A*- oder ,,Zusatz“-
Doméne in einigen 3-Dominen-IspGs ebenfalls die TIM-
Fass-Faltung®! annehmen konnte, wie man sie in den A-
Doménen fand. Die Ergebnisse lieBen eine Drei-Doménen-
Struktur  A(TIM)-A*(TIM)-B(Fe,S,) vermuten (Abbil-
dung 1c¢), worin sich alle konservierten Reste in den Domi-
nen A und B befinden. Dieser Strukturvorschlag wurde durch
Ergebnisse aus Einzelpartikel-Elektronentomographiestudi-
en gestiitzt, die erkennen lassen (Abbildung 3d), dass das
Homologiemodell (fiir IspG aus A. thaliana) gut zu der mit-
tels Elektronenmikroskopie beobachteten Elektronendichte
passt.”®] Daher wird angenommen, dass die katalytischen
Mechanismen der 2- und 3-Doménen-IspGs gleich sind, mit
dem einzigen Unterschied, dass das 3-Doménen-Protein eine
zusitzliche A*-Doméne aufweist, die eine primaér strukturelle
Aufgabe hat.

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

Die elektronischen Strukturen und Ligandenkoordination
des Eisen-Schwefel-Clusters in den aktiven Zentren von IspG
und IspH wurden mittels *Fe-Mo6Bbauer-Spektroskopie
direkt untersucht. Seemann et al. beschrieben als erste eine
MoBbauer-spektroskopische Studie von *’Fe-rekonstituier-
ten, oxidierten [Fe,S,]*"-IspGs aus A. thaliana (ein pflanzli-
ches 3-Dominen-Protein, Abbildung 4a) und E. coli (ein 2-
Dominen-Protein, Abbildung 4b).) Darin zeigten die
[Fe,S;]-Cluster der 2- und 3-Dominen-Proteine sehr dhnliche
MoBbauer-Spektren. Insbesondere ergab sich ein 3:1-Signal-
intensitidtsverhiltnis, das vermutlich auf drei tetraedrisch mit
Schwefel koordinierten Fe*3*-Zentren und ein Fe*>-Zentrum
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Abbildung 4. Mo3bauer-Spektren von IspG und IspH. a) M&RRbauer-
Spektrum von 356 um *’Fe-rekonstituierter IspG aus A. thaliana bei
T=77 K;! b) MoRbauer-Spektrum von 413 um *’Fe-rekonstituierter
IspG aus E. coli bei T=77 K.l Abdruck in verdnderter Form mit Ge-
nehmigung von Springer Science und Business Media aus Lit. [45].
c) MoRbauer-Spektrum von IspH aus E. coli bei T=77 K;?"! d) MoR-
bauer-Spektrum von IspH aus E. coli mit gebundem 4 bei T=77 K.
Abdruck in verinderter Form mit Genehmigung aus Lit. [37], Copyright
(2009) American Chemical Society.

mit einem Nicht-Cystein-Liganden neben drei Schwefelligan-
den zuriickzufiihren ist. Dieser Vorschlag stimmt mit spateren
rontgenkristallographischen ~ Beobachtungen™! iiberein,
wonach der vierte Ligand in oxidiertem IspG ein Glutamat
ist.

Bei IspH unterschieden sich die Mof3bauer-Ergebnisse fiir
das oxidierte Protein von den bei IspG beobachteten, indem
dort nun drei Eisenzentren mit einem Intensititsverhéltnis
von 2:1:1 auftraten (Abbildung4c).'"®¥"! Zentrum 1 war
charakteristisch fiir tetraedrisch mit Schwefel koordinierte
Fe***-Zentren gemischt-valenter Eisenpaare mit einem de-
lokalisierten Uberschusselektron. Zentrum 2 war typisch fiir
ein High-Spin-Eisen(III) und Zentrum 3 bezeichnend fiir ein
High-Spin-Eisen(IT). Durch Vergleich mit anderen [Fe,S,]-
Proteinen bekannter Koordinationsgeometrie wurde vermu-
tet, dass oxidiertes IspH drei S- und drei N/O-Liganden ent-
hilt®” — obwohl die tatsichliche 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-Fe*")
von d; =0.89 mms ' auf ;= 0.53 mms', was in Einklang mit
frither errechneten Vorhersagen zeigt, dass 4 an das beson-
dere vierte Fe bindet, da sich die anderen spektralen Kom-
ponenten nicht verinderten (Abbildung4d).”®! Dieselben
Resultate wurden mit IspH tiiberproduzierenden E.-coli-
Zellen erhalten, ein starker Beleg dafiir, dass das aktive
Zentrum in IspH (in Zellen) einen [Fe,S;]- und keinen
[Fe;S,]-Cluster enthalt.*"!
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Diese bioinformatischen, rontgenkristallographischen
und MoBbauer-spektroskopischen Untersuchungen fithrten
zu ausfiihrlichen, jedoch im Grunde ,,statischen® Bildern der
Isp-und IspG-Struktur. Um zu verstehen, wie diese zwei
Enzyme die 2H'/2e -Reduktionen katalysieren, miissen
transiente Spezies (z.B. Reaktionszwischenstufen) erfasst
und charakterisiert werden. Die paramagnetische Eigenschaft
reduzierter [Fe,S,]-Cluster ausnutzend, spielte die EPR-
Spektroskopie eine wichtige Rolle bei der Identifizierung
einiger wihrend der Katalyse abgefangener Reaktionszwi-
schenstufen und fiihrte in Kombination mit den Ergebnissen
aus rontgenkristallographischen, stereochemischen und an-
deren experimentellen (und theoretischen) Studien zu de-
taillierten mechanistischen Vorschldgen sowohl fiir die IspH-
als auch die IspG-Katalyse sowie anschlieBend zu deren
Inhibierung.

3. Die katalytischen Mechanismen von IspH

Wie IspH die ,,reduktive Dehydroxylierung“ von HMBPP
(4) katalysiert, blieb fast eine Dekade lang ungeldst, und es
wurden sieben Mechanismen mit Carbokation-, Carbanion-
oder Kohlenstoffradikal-Zwischenstufen vorgeschla-
gen [13-15:19:4641 Aktyelle spektroskopische Untersuchungen
lieferten keine Beweise fiir eine radikalische Spezies® und
weisen auf einen ,.biometallorganischen“ Mechanismus mit
direkten Eisen-Kohlenstoff-Wechselwirkungen wéhrend der
Katalyse hin,***" wie in Schema 2 zusammengefasst. Drei
vermutliche Zwischenstufen wurden abgefangen und cha-
rakterisiert und fiihrten zu Mechanismusvorschldgen, die auf
EPR-spektroskopischen Studien und DFT-Rechnungen,
MoBbauer-spektroskopischen, rontgenkristallographischen
sowie stereochemischen Ergebnissen basieren.

3.1. IspH-Zwischenstufe I: die Alkoxid-Zwischenstufe

Um den katalytischen Zyklus zu starten, bindet Substrat 4
zunichst an den oxidierten Cluster ([Fe,S,]*") von IspH,
wodurch Intermediat I entsteht (Schema 2). Wie oben ange-
sprochen, deuten Docking-Studien,® MoBbauer-Spektro-
skopieP! sowie Rontgenkristallographie® auf einen n'-
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 Uberschuss an Reduktionsmittel
reduziert werden. Substrat 4 verdriangt dann das Produkt und
bindet direkt an den reduzierten [Fe,S,]"-Cluster unter Bil-
dung von Zwischenstufe II und unter Umgehung von Zwi-
schenstufe I. Diese Moglichkeit wird durch die Beobachtung
untermauert, dass der Produkt-gebundene [Fe,S,]"-Cluster in
der EPR-Untersuchung der Steady-State-Katalyse nachge-
wiesen wurde, wenn Substrat 4 in Gegenwart eines Uber-
schusses an Reduktionsmittel verbraucht war (Abbildung 1 in
Lit. [24]). Weitere Experimente werden bendtigt, um das
wahrscheinlichere Szenario zu ermitteln.
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Schema 2. Der biometallorganische Mechanismus der IspH-Katalyse.
OPP steht fiir die Diphosphatgruppe.

3.2. IspH-Zwischenstufe I1: der schwache -Komplex mit rotierter
Hydroxymethylgruppe

Der urspriingliche biometallorganische Mechanismus fiir
die IspH-Katalyse,” bei der IspH reduziert wird, sah vor,
dass sich die Hydroxymethylgruppe von 4 im Zwischenpro-
dukt I vom [Fe,S,]*-Cluster wegdreht, um mit E126, einer
streng konservierten Aminosdure, die als Protonendonor
fungieren soll,” zu interagieren und Zwischenstufe II zu
liefern. Dieser Vorschlag wird durch die Befunde aus drei
Experimenten gestiitzt. Erstens wurde in der Kristallstruktur
eines Wildtyp-IspH(E. coli):4-Komplexes nach Rontgenbe-
strahlung tatséchlich die Rotation der Hydroxymethylgruppe
beobachtet.’” Der IspH:4-Komplex wurde vermutlich durch
die vorhergehende Rontgenbestrahlung photoreduziert; die
Hydroxymethylgruppe von 4 dissoziierte dann vom vierten
Eisen ab und drehte sich vom Cluster weg, um eine Wasser-
stoffbriicke mit der Diphosphatgruppe von 4 und E126 ein-
zugehen (Abbildung 5a). Zweitens wurde unter Verwendung
einer E126Q- oder E126 A-IspH-Mutante eine Zwischenstufe
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Abbildung 5. Zwischenstufe Il der IspH-Katalyse. a) Die Zwischenstufe
Il mit gedrehter Hydroxymethylgruppe wurde zusammen mit dem Alk-
oxid-Komplex bei zuvor réntgenbestrahlten 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 11, abgefangen mit einer E126A-Mutante. Abdruck
mit Genehmigung angepasst aus Lit. [24]. ¢) HYSCORE-Spektrum der
Zwischenstufe 1I, abgefangen mit [1-70]-4. d) Auftragung von g,
gegen Ag fiir 80 den Eisen-Schwefel-Cluster enthaltende Systeme. Ab-
druck mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012) American Che-
mical Society.

abgefangen (Abbildung 5b).?** Das HYSCORE-Spektrum
(hyperfine sublevel correlation; ein zweidimensional gepuls-
tes EPR-Spektrum) dieser mit [1-O]-4 hergestellten Zwi-
schenstufe zeigte lediglich eine '"O-Hyperfeinwechselwir-
kung von ca. 1 MHz (Abbildung 5¢).*” Diese ist viel kleiner
als die "O-Hyperfeinwechselwirkungen, die in Systemen mit
direkten Fe-O-Bindungen gefunden werden, wie z.B. der
Aconitase, fiir die "O-Hyperfeinkopplungskonstanten im
Bereich von 8-15 MHz charakteristisch sind.®**¥ Die geringe
7O-Hyperfeinkopplung bedeutet, dass die terminale Hydro-
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xygruppe von 4 nicht an den reduzierten Cluster ([Fe,S;]")
bindet, was im Einklang steht mit der rontgenvorbestrahlten
Kristallstruktur des IspH:4-Komplexes. Das dritte, diese kri-
tische Rotation untermauernde Experiment beschrieben
Dickschat etal.,” die durch ?H-Isotopenmarkierung nach-
wiesen, dass das beobachtete E/Z-*H-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!®! und Ferraoxetan®-Modellen (siehe unten) fiir die
IspH-Katalyse fehlt. Gewiss wird weitere Arbeit benotigt, um
die kinetischen Parameter dieser Zwischenstufe in der von
der Wildtyp-IspH katalysierten Reaktion zu bestimmen,
jedoch lassen Ergebnisse aus Docking-, EPR- und Rontgen-
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.[*%4)

Eine friilhe EPR-Studie®! weist daraufhin, dass die Zwi-
schenstufe II ein n-Komplex und kein freies Radikal ist. Die
g-Tensoren der abgefangenen Zwischenstufe II (Abbil-
dung 5b, g=[2.124, 1.999, 1.958])! ihneln denen, die bei
einer Allylalkohol-gebundenen Nitrogenase-a-70*""-Mutante
beobachtet wurden (g =[2.123, 1.998, 1.986]),"*! weshalb fiir
Alkensubstrat 4 ein &dhnlicher ,,o/m-Komplex“ in Betracht
gezogen wird, wie fiir den an die Nitrogenase-o-70*""-Mu-
tante gebundenen Allylalkohol beschrieben wurde.*" Tat-
sdachlich kann man beim Vergleich mit g-Tensoren von 80
anderen den [Fe,S,]-Cluster enthaltenden Proteinen und
Modellkomplexen (Abbildung Sd) erkennen, dass der g-
Tensor der Zwischenstufe II den Werten von Systemen mit
Alken- oder Alkinliganden dhnelt und durch g, > g. (g-Wert
eines freien Elektrons) gekennzeichnet ist.*"! 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 fiir die beiden Fe-Paare im
[Fe,S,]-Cluster *’Fe-Hyperfeinkopplungskonstanten von 26
und 39 MHz, aber sehr kleine (ca. 1 MHz) “C-Hyperfein-
kopplungskonstanten von [U-"Cs]-4 ergaben,” dass die
hochste Spindichte am [Fe,S,]-Cluster lokalisiert ist.

Zusammen deuten die oben beschriebenen Befunde
darauf hin, dass die Zwischenstufe II ein t-Komplex mit einer
vom reduzierten Cluster ([Fe,S;]") abgewandten Hydroxy-
methylgruppe ist. Beachtet man, dass die in der Kristall-
struktur beobachteten Fe-C-Abstinde (2.8-3.3 A)P™ groBer
sind als die in klassischen metallorganischen st-Komplexen/
Metallacyclen, und weiterhin, dass die C2-C3-Kohlenstoffe
nicht pyramidalisiert sind (wie im Zeise-SalzP"), so wird
Zwischenstufe II wohl am besten als schwacher - oder Van-
der-Waals-Komplex formuliert, der 4 am aktiven Zentrum fiir
die nichsten Reaktionsschritte ,,vorbereitet*.

3.3. IspH-Zwischenstufe 111: der 1°-Allyl-Komplex
Die terminale Hydroxygruppe von 4 in der Zwischenstufe
II interagiert mit dem Protonendonor E126. Im néchsten

katalytischen Schritt wird diese Hydroxygruppe protoniert
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Abbildung 6. Zwischenstufe 11l der IspH-Katalyse. a) X-Band-EPR-Spek-
trum der Zwischenstufe 111, abgefangen mit Wildtyp-IspH aus E. coli
mit natiirlicher Haufigkeit und *’Fe-angereichert. Abdruck in verander-
ter Form mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012) American
Chemical Society. b) Hyperfeinkopplungskonstanten von Liganden-
atomen in Zwischenstufe I11. a;,,(*H) fiir das Deuterium an C1 wurde
in Lit. [21], andere in Lit. [50,59] bestimmt.

a,,(1°C2)=3.2MHz

und als Wassermolekiil abgespalten unter Bildung von Zwi-
schenstufe III. Diese Zwischenstufe wurde durch Zusatz von
4 zu Ein-Elektron-reduzierter IspH abgefangen,”"* sowie
durch rasches ,,Einfrieren® der Reaktion einer Wildtyp-IspH
mit 4 unter Steady-State-Bedingungen (Abbildung 6a),>"
und ist durch einen anisotropen g-Tensor gekennzeichnet
(z.B. g=[2.173, 2.013, 1.997] fiir die Zwischenstufe, abge-
fangen mit IspH aus A. aeolicus oder P. falciparum).*"! De-
tailliertere Pre-Steady-State-Kinetiksudien sind erwiinscht,
um die kinetische Kompetenz dieser Zwischenstufe zu be-
stitigen,®™ allerdings stimmt die unter Steady-State-Bedin-
gungen beobachtete Kinetik mit der Kinetik des Enzyms in
Gegenwart von Methylviologen iiberein. Diese Zwischen-
stufe verschwand innerhalb von 5s, wenn 120 Aquiv. Di-
thionit, 1 Aquiv. Methylviologen und 50 Aquiv. 4 eingesetzt
wurden, in Ubereinstimmung mit der spezifischen Aktivi-
tit von 16.3 umolmg ' min " und dem k.,-Wert von 9.8 s
(Tabelle 1). Ohne Methylviologen, mit Dithionit als einzigem
Reduktionsmittel, lduft die Reaktion um drei GroéBenord-
nungen langsamer ab, und diese Spezies kann — abhéngig von
der zugefiigten Substrat- und Losungsmittelmenge — langere
Zeit beobachtet werden.

Die terminale Hydroxygruppe ist in dieser Spezies nicht
vorhanden, nachgewiesen durch das Fehlen einer "O-Hy-
perfeinwechselwirkung im HYSCORE-Spektrum von
Proben, die mit [1-70]-4 hergestellt wurden.’>! 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 “'Fe-angereicherter IspH
signifikant (Abbildung 6a), was darauf hinweist, dass sich die
hochste Spindichte am [Fe,S,]-Cluster befindet. Dies ist im
Einklang mit den fiir Zwischenstufe III beobachteten kleinen
BC- und *H-Hyperfeinkopplungskonstanten, wie in Abbil-
dung 6b zusammengefasst:*'°**! Die *H- und "*C-Hyper-
feinkopplungskonstanten sind mehr als siebenfach (*H) bzw.
fiinfzehnfach (**C) kleiner als die fiir ein Allylradikal erwar-
teten Werte.[*!

Die Beschaffenheit der Zwischenstufe III zeigt sich des
Weiteren durch ihren g-Tensor, der durch g, > g. charakte-
risiert wird. Fiir einen [Fe,S,]"-Cluster ist dies ungewohnlich
und erinnert an ein oxidiertes High-Potential-Eisen-Schwe-
fel-Protein (HiPIP, [Fe,S,]’")!*@ Um die mechanistischen
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Auswirkungen dieses ungewohnlichen g-Tensors hoB
zu verstehen, ist es von Interesse, den katalyti- 2@\(\ O'PP
schen Mechanismus der Ferredoxin-Thiored- HoO—Fe 1
oxin-Reduktase (FTR), einem gut erforschten 3+
[Fe,S,]-Enzym, das die 2H"/2e"-Reduktioneiner ¢ _ OHPBP HB @ PPO PPO
Disulfid-Bindung  katalysiert, zu untersu- s HeG, __ ~—0PP . B T
chen.*1 Wie IspH erzeugt FTR ein Intermediat ( / [FedSd x4 7
mit gy, >g. (g=[211, 2.00, 198)) bedingt " O—Fe _, o B
durch eine Zwei-Elektronen-Reduktion der Di- S — @ } \ 2
sulfid-Bindung durch den reduzierten Eisen- [ @ } B
Schwefel-Cluster [Fe,S,]* unter Bildung eines ) [FesSal* \ H opp 7‘ 2

. o1 3 [FeqS4] [FesSd]
HiPIP-dhnlichen [Fe,S,]’"-Clusters und unter ,—W
Vermeidung eines freien Thiol-Radikals.[® Mit HO—Fe .,
Kenntnis dieser Reaktion ldsst der HiPIP-dhnli- @ }
che g-Tensor der Zwischenstufe 111 bei der IspH-
Katalyse auf eine Zwei-Elektronen-Reduktion [FeqSql**

von 4 durch den reduzierten Eisen-Schwefel-
Cluster ([Fe,S,]") schlieBen und fiihrt zu einem
Allylanion, das an den HiPIP-dhnlichen
[Fe,S,]>"-Cluster n’-komplexiert ist. Es ist jedoch
auch moglich, dass ein Protonentransfer zum
Allylanion unter Bildung eines an den HiPIP-
Cluster komplexierten Produkts (1 oder 2) als
Zwischenstufe III erfolgt ist.

ciety.

3.4. Andere mechanistische Maglichkeiten fiir IspH

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

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

PPO PPO PPO

EN HG, 3 MG, 3
L]
T167-OK_ T167-OH, f ’\ T167-0H{€
—Fe O Fe

=g ~er

[FesSa?* [FeqSql [FesSa?*
-H,0] H*
PPO PPO
HC, 3 HC
_PPO /— £
g -~ H,0. H,0.
//1— o 2~ Fe S Fe 24
-
PPQ
B N
/o ' [FesSa?* [FesS4?*
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Schema 3. Der vorgeschlagene Birch-Reduktionsmechanismus der
IspH-Katalyse.*! OPP steht fiir die Diphosphatgruppe. Abdruck in
verinderter Form mit Genehmigung aus Lit. [50], Copyright (2012)
American Chemical Society.
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5 IspH-Ferraoxetan

Schema 4. Der Ferraoxetan-Mechanismus der IspH-Katalyse.”"! Abdruck in verinder-
ter Form mit Genehmigung aus Lit. [21,50], Copyright (2012) American Chemical So-

Rotation der Hydroxymethylgruppe von 4, die aufgrund von
Docking-Studien,®™ EPR-Spektroskopie®™ und Rontgen-
kristallographie®™ vermutet und durch Isotopenmarkie-
rungsversuchel® bestitigt wurde. Stattdessen wird vorge-
schlagen, dass die terminale Hydroxygruppe von 4 durch
T167, einen viel schwécheren 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,™! dass ein [Fe,S,]*"/Radikal-Cluster weniger stabil ist
als ein [Fe,S,]*"/Allylanion, was bedeutet, dass wihrend der
Geometrieoptimierung ein interner Elektronentransfer
stattfindet.

Um die Beschaffenheit der Reaktionszwischenstufe mit
g1=2.17 (Zwischenstufe III in unserem Mechanismus) zu
erkldren, wurde ein anderes Modell mit einem Ferraoxetan
(5, Schema 4) vorgeschlagen.”!! Diese Struktur dhnelt der von
uns frither fiir die Zwischenstufe X in der IspG-Katalyse
(siehe unten) vorgeschlagenen;F33%¢7) allerdings stimmt die
Beteiligung von Ferraoxetan 5 in der IspH-Reaktion mit
mehreren experimentellen Beobachtungen nicht tiberein; vor
allem das Fehlen einer "O-Hyperfeinwechselwirkung in
Proben, die mit [1-70]-4 hergestellt wurden,*™ schlieBt die
Moglichkeit einer Fe-O-Bindung aus. Zudem gibt es keinen
Beweis fiir eine direkte bindende Wechselwirkung zwischen
dem apikalen Fe und C2: die *C-Hyperfeinkopplungskon-
stanten fiir C1, C2 und C3 sind alle klein (1.8-3.2 MHz; Ab-
bildung 6b) und kénnen in DFT-Rechnungen an einem n*-
Allyl-Modellkomplex reproduziert werden,! wihrend die
Fe-C2-"*C-Hyperfeinkopplung im Ferraoxetan 17 MHz be-
trigt.[” Weitere Schwierigkeiten in diesem Modell sind die
Abwesenheit der kritischen Rotation der Hydroxymethyl-
gruppe, die fehlende logische Erkldrung fiir die Bildung von
Produkt 2 oder die Reaktion mit einem Fluor-Substratana-
logon, das keine Fe-F-Bindung eingeht.**!
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Schema 5. Vorgeschlagene Reaktionsmechanismen fir die IspG-Katalyse. a) Kation — Radikal-Mechanimus von Kollas et al.*? b) Kation — Radi-
kal — Kationradikal-Mechanismus von Seemann et al.?l ¢) Kation — Radikal — Anion-Mechanismus von Brandt et al.” d) Oxiran — Radikal-

Mechanismus von Rohdich et al.l'*]

4. Die katalytischen Mechanismen fiir IspG

In frithen Arbeiten wurden einige Mechanismen mit
Carbokationen, Carbanionen, einem Epoxid und Kohlen-
stoffradikal-Reaktionszwischenstufen vorgeschlagen
(Schema 5).15%3291 Dije ersten drei Mechanismen in
Schema 5 verwenden alle ein Carbokation als erste Reakti-
onszwischenstufe. Die Bedeutung einer solchen Zwischen-
stufe wurde spéter durch Isotopenaustauschexperimente mit
dem [2-PC,®O]-markierten Substrat MEcPP belegt (6,
Schema 6)."! Basierend auf den unterschiedlichen chemi-

Katalyse initiiert (Schema 5d). Dieser Vorschlag basierte auf
fritheren Beobachtungen, wonach ein Epoxid durch einen
kiinstlichen [Fe,S,]-Cluster” zu einem Ethylen reduziert
werden konnte, und wird von der Tatsache untermauert, dass
Epoxid 9 tatsichlich ein IspG-Substrat darstellt (Schema 7)
mit einem k., (20.1 min~'), der mit dem des natiirlichen
Substrats 3 (23.7 min~!, Tabelle 3) vergleichbar ist.” Wei-
terhin bilden 9 und 3 bei Reaktion mit IspG das gleiche pa-
ramagnetische Zwischenprodukt (Zwischenstufe X, siche
unten), das durch EPR- und 'H-ENDOR-Spektroskopie
identifiziert wurde.[®! Diese Befunde beweisen jedoch nicht

das Vorkommen von 9 in der reduktiven Dehydro-

xylierung von 3 durch IspG. Bemiihungen, die Bil-

18, . g .
o_ 0 HPOS zo %ol o dung von 9 aus 3 unter oxidierenden oder reduzie-
—P< 1spG 'O/ Q 1spG \ /P\ : : :

\"%0""~0 o sp | \_o lsp O7"70_ _o renden Bedingungen nachzuweisen, blieben er-
3¢, PR —— el RZW = B P - . . .

( 0" Yo ohne ® o~ \O_ ohne 0" Yo folglos, wihrend die umgekehrte Reaktion, die von

OH OH Reduktions- oH  OH Reduktions- OH  OH oxidierter IspG katalysierte Umwandlung von 9in 3

6 mittel 8 mittel 7 (ke 2.0 min™"), beobachtet wurde.™ Daher ist es

Schema 6. |sotopenaustausch von 6 (isotopenmarkiertes 3) katalysiert durch oxi-

dierte IspG.

schen Verschiebungen von C2 nach Bindung an '°O oder *O
wurde gezeigt, dass nach Zugabe von IspG und in Abwe-
senheit eines Reduktionsmittels 6 in 7 umgewandelt werden
kann, was auf die Offnung 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 k., von IspG
bei der Katalyse der reduktiven Dehydroxylierung von 3,
moglicherweise wegen der eingeschriankten Rotation der
Diphosphonatgruppe in 8.1

Rohdich et al.™ schlugen einen alternativen Mechanis-
mus vor, worin die Bildung einer Epoxid-Zwischenstufe die
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wahrscheinlich, dass 9 normalerweise nicht an der
Katalyse beteiligt ist. Vielmehr konnen sowohl 9 als
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KQ CoRON e [ 0 G
P o ® OH
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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 nichste Zwischenstufe in den vorgeschlagenen Me-
chanismen (Schema5) 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 7a) in der eingefrorenen Reaktion von IspG
mit 37 oder 9 beobachtet.[! Es ist unwahrscheinlich, dass es
sich um ein freies Radikal handelt, obwohl sich das EPR-
Spektrum nach Einfang durch “'Fe-angereicherte IspG si-
gnifikant verbreitert (Abbildung 7a), was auf eine hohe
Spindichte am [Fe,S,]-Cluster deutet. Uberzeugendere Be-
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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 gehdrt zur Zwischenstufe, die mit >’Fe-ange-
reicherter IspG abgefangen wurde. b)—d) HYSCORE-Spektrum von Zwi-
schenstufe X mit b) [U-"C]-3, ¢) [1-"70]-9 und d) [2,3-'70]-9. Abdruck in
veranderter Form mit Genehmigung aus Lit. [33,66, 67].
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weise fiir die Natur der Zwischenstufe X stammen aus aus-
fithrlichen 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 duflerst gespannt zu sein, was fiir eine Reak-
tionszwischenstufe jedoch nicht unbedingt von Nachteil ist.
Zudem wiirde die Offnung des Cyclodiphosphat-Rings eine
mogliche Bindungsstelle (C2) am speziellen vierten Eisen des
[Fe,S,]*-Clusters zur Bildung einer Fe-C-Bindung fiihren.

Ein Hinweis auf eine Fe-C-Bindung kommt von “C-Hy-
perfeinkopplungsmessungen an Zwischenstufe X. Im HY-
SCORE-Spektrum von X, das durch [U-"Cg]-markiertes 3
abgefangen wurde, konnte eine groBe *C-Hyperfeinkopp-
lung mit einem Hyperfeinkopplungstensor von A(**C)=
[14.5, 12.0, 26.5] MHz beobachtet werden (Abbildung 7b).l*”
Die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante a,,(**C) von
17.7 MHz ist signifikant hoher als die fiir 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.”" Sie ist vergleichbar mit dem a;,(**C)-
Wert von 17.1 MHz fiir *CO in durch CO inhibierter [FeFe]-
Hydrogenase, wo CO direkt an den H,-Cluster bindet.” Der
stark gebundene Kohlenstoff in X wurde mittels [2,3-°C,]-
und [1,3,4-*C,]-markiertem 3 als C2 (quartirer Kohlenstoff)
bestimmt; der benachbarte Kohlenstoff (C3) weist eine viel
kleinere Hyperfeinkopplungskonstante a;,(*C)=3.0 MHz
auf, und alle anderen Kohlenstoffe haben g, ("*C)<
1 MHz.[%¢7]

Evidenz fiir eine Fe-O-Bindung liefern "O-HYSCORE-
Studien von X, das unter Verwendung spezifisch 7O-mar-
kierter Substrate gebildet wurde. Da sich "O-markiertes 9
viel einfacher chemisch synthetisieren lésst als "O-markiertes
3 und beide die gleiche Zwischenstufe X bilden, wurden [1-
70]- und [2,3-"O]-markiertes 9 genutzt, um ,, X“ zu synthe-
tisieren. Bei [1-"7O]-markiertem 9 wurde fiir die Zwischen-
stufe X nur eine sehr kleine '"O-Hyperfeinkopplung
(0.15 MHz, durch Simulation, Abbildung 7c¢) beobachtet,
wihrend die aus [2,3-'70]-9 hergestellte Zwischenstufe X eine
groBe "O-Hyperfeinkopplung (8 MHz, Abbildung 7d) auf-
wies. Die Hyperfeinkopplungskonstante von 8 MHz ist ver-
gleichbar mit denen, die beobachtet wurden, wenn H,"0
(A(""0) =8-12 MHz)™ oder "O-markierte Substrate oder
Substratanaloga (A(70)=9-15 MHz)® an das besondere
Eisenatom (Fe,) von Aconitase gebunden waren. Die "O-
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 [Fe,S,]-Clusters in X bindet.
Diese Schlussfolgerung wird belegt durch die Kristallstruktur
einer mit 3 komplexierten IspG*! (Abbildung 3c¢), in der eine
Fe-O3-Bindung existiert (im oxidierten Zustand des Eisen-
Schwefel-Clusters).

Die Daten aus “C- und "O-Hyperfeinkopplungsmessun-
gen weisen auf eine Bindung von C2 und O3 zum [Fe,S,]-
Cluster in der Zwischenstufe X hin, was die Anzahl an
denkbaren Strukturen fiir diese Spezies einschrinkt. Am
wahrscheinlichsten erscheint Ferraoxetan 10 (Schema 8). 10
mag ungewohnlich erscheinen, doch sind einige Metallaoxe-
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Schema 8. Vorgeschlagene Strukturen fiir die Zwischenstufe X (10, 12,
13) und ein fiir DFT-Rechnungen verwendetes Modell-Ferraoxetan
(17). OPP steht fiir die Diphosphatgruppe.

tane als stabile Spezies bekannt.”*”"! Zudem wurde im Fall
einer Interaktion von Eisen mit Oxiran mittels Matrixisola-
tion das 1,2-Ferraoxetan beobachtet,”® und beim Erwirmen
geht das Ferraoxetan eine [2+2]-Dissoziation zu Ethen und
FeO ein.™

Die Ergebnisse der *'P- und 'H-ENDOR-Spektroskopie
sind ebenfalls im Einklang mit Ferraoxetan 10 als der Zwi-
schenstufe X. Der *'P-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.*Yl 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 A
zwischen Phosphorkern und besonderem vierten Eisenatom
abgeschitzt.' Die '"H-Hyperfein-Kopplungskonstanten aller
von 3 stammenden Protonen wurden durch ENDOR-Spek-
troskopie und selektive *H-Isotopenmarkierung ermittelt.[%’]
Die groBte 'H-Hyperfeinkopplung (A(‘H)=[14, 11,
11] MHz)PY 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.””! Die geringe
Anisotropie des Hyperfeintensors mit A('H)=[14, 11,
11] MHz ist im Einklang damit, dass dieses Proton in der
zweiten Koordinationssphire des [Fe,S,]-Clusters vorliegt
und eine schwache dipolare Wechselwirkung mit dem para-
magnetischen Zentrum besteht. Der groe Unterschied in
den Hyperfeinkopplungskonstanten fiir die drei Protonen der
C2'-Methylgruppe wurde ebenso durch DFT-Rechnungen an
einem Modell-Ferraoxetan 11 (siche unten)®! reproduziert,
was diese strukturelle Zuordnung weiter bestétigt.

DFT-Rechnungen am  Modell-Ferraoxetan  [Fe,S;-
(SMe),(-C(CH,OH)(CH3)-CH(CH,OH)-O-]* (11,
Schema 8)1* ergaben einen verniinftigen Satz an Vorhersa-
gen fiir die experimentell gemessenen Hyperfeinkopplungs-
konstanten. Besonders die groBen Unterschiede in den Hy-
perfeinkopplungskonstanten der drei Protonen der C2'-Me-
thylguppe wurden nachvollzogen, sie folgen aus der Abhéin-
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gigkeit der Hyperfeinkopplungskonstanten von den H-C-C-
Fe-Diederwinkeln. Die berechnete grole Kopplung
(A,(*H)=9.1 MHz) stand in verniinftigem Verhiltnis zum
experimentellen Ergebnis (12 MHz) und war dem trans-
Proton (Fe-C-C-H-Drehwinkel 172°) zuzuordnen, wihrend
die kleineren Hyperfeinkopplungen von den gauche-(+/—)-
Protonen mit geometrisch optimierten Torsionswinkeln von
52, —67° herriihren.®® Ahnliche Abhingigkeiten der Hyper-
feinkopplungskonstanten von Diederwinkeln wurden bei C(3-
Protonen von Cystein-Liganden an [Fe,S,]*-Clustern beob-
achtet;™ sie dhneln den beobachteten groBen skalaren *J-
trans-Kopplungen in der NMR-Spektroskopie.

Fiir die Zwischenstufe X wurden zwei weitere Strukturen
vorgeschlagen (Schema 8):P!! die Carbanionen 12 und 13.
Struktur 12 ist unwahrscheinlich, da ein Carbanion nicht
stabil wire (da CH-Gruppen pK,-Werte von ungefdhr 40
haben) und, wichtiger noch, diese Struktur nicht mit den fiir
C2 beobachteten hohen Hyperfeinkopplungskonstanten ver-
einbar wiére. Struktur 13 ist ebenso unwahrscheinlich: Das
Ergebnis der Protonierung von O ist kein Oxaallyl (das stabil
sein konnte), und *H-3 wird wihrend der Isoprenoid-Bio-
synthese nicht ausgetauscht.®”

Mit den Ergebnissen aus Isotopenaustausch,””! Rontgen-
kristallographie*** und ortsspezifischer Mutagenese**!
schlagen wir den in Schema 9 gezeigten IspG-Mechanismus

Rl HOL F 5
0770, 4 HO’P\O
)Y\ p= o )\‘/P\O\ 0 JY\ .0
5 R?
N L.
U iy
%Fe P }—5232 }—5232
[FeSal?* [FesSal** [FesSa%
Intermediat | Intermediat Il
0f oy
Ho- P O-RZ HOH HOR
HO -, e 4 “TOPOHT H 4 \—OP0GH
y “uH S
Fe—O OH
Fe 0. H20 Fe O
é;’ HO}—E%Z y—E232 ' ° >—E232
o o o
[FesSal**-artiges [FeaSa?* [FeuSaP*

Intermediat X

Schema 9. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die IspG-Katalyse, basie-
rend auf Ergebnissen aus EPR-Spektroskopie, DFT-Rechnungen, Rént-
genkristallographie, Mutagenese- und Isotopenaustauschexperimen-
ten.

vor. Der erste Schritt ist die Koordination von O3 (um den
Sauerstoff als Wassermolekiil zu entfernen) an das besondere
vierte Eisenatom des oxidierten Eisen-Schwefel-Clusters
([Fe,S,)*") zur Bildung des Alkoxid/Alkoholat-Komplexes,
der in der Kiristallstruktur von mit 3 cokristallisierter IspG
beobachtet wurde.*! Diese Reaktion wird wahrscheinlich
von E232 katalysiert — der laut SCORECONS-Analyse! und
der engen Nachbarschaft zum O3 in der IspG:3-Kristall-
struktur am hochsten konservierten Nicht-Cys-Aminosdure
in IspG."! Die Offnung des Cyclodiphosphat-Rings und die
Bildung des Carbokations sind reversibel, wenn 3 an den
oxidierten Eisen-Schwefel-Cluster bindet, wie durch den
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Austausch von "0 in [2-C,'®0]-3 in Anwesenheit von oxi-
diertem IspG bewiesen wurde.”! Sobald ein Elektron vom
Reduktionsmittel akzeptiert wurde, bildet sich ein Ferraoxe-
tan (Zwischenstufe X). In Anbetracht des HiPTP-dhnlichen g-
Tensors mit g;, =2.035 scheint es wahrscheinlich, dass der
Ein-Elektron-reduzierte Eisen-Schwefel-Cluster ([Fe,S,]")
eine Zwei-Elektronen-Reduktion von 3 zur Bildung des
Ferraoxetans durchfiihrt, d4hnlich der fiir FTR und nun fiir die
IspH-Katalyse vorgeschlagenen. Das Ferraoxetan dissoziiert
dann zum endgiiltigen 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, einschlieflich des MEP-Weges, ist die Entwicklung von
Leitstrukturen fiir Antiinfektiva.'®*!"*) 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, konnten wirksame Inhibitoren sein und
damit als neue Leitsstrukturen fiir Antiinfektiva oder Her-
bizide dienen. Der Ersatz der Diphosphatgruppe durch
Carbamate (14), N-Acyl-N'-oxysulfamate (15) oder Amino-
sulfonylcarbamate (16) (Schema 10) fiihrte nur zu schwachen
inhibitorischen Effekten bei IspH oder IspG.* Durch Sub-
stitution der Diphosphatgruppe verloren diese Verbindungen
auch die Fahigkeit, humane Vy2V82-T-Zellen zu aktivieren,
wobei 4 ein Aktivator mit 30 pm ist.*>5

Dagegen fiihrte die Substitution der terminalen Hydro-
xygruppe durch ein Thiol (17) oder eine Aminogruppe (18)
(Schema 10) zu wirksamen Inhibitoren mit IC5;-Werten von
0.21 pm bzw. 0.15 pm bei IspH.”*! Beide Inhibitoren wurden

OH OH OH
14 15 16
g 9 g 9
P___P P___P
No/ 1>07') “OH X070 1 oH
SH OH OH N, OH OH
17 18

Schema 10. Substratanaloga als IspH-Inhibitoren.
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nicht durch IspH umgesetzt (im Gegensatz zu Fluor-Analo-
¢a)** und binden reversibel mit der terminalen Thiol- oder
Aminogruppe koordinierend an das besondere vierte Eisen-
atom unter Bildung von Komplexen, die dem Alkoxidkom-
plex dhneln, die mit dem natiirlichen Substrat 4 beobachtet
wurden. 18 erwies sich als langsam bindender Inhibitor,
moglicherweise wegen des Deprotonierungsschrittes, der fiir
die Bindung an den [Fe,S,]-Cluster notwendig ist.’”! Solche
Bindungsmodi wurden mittels MoBbauer-Spektroskopie
(Abbildung 8a,b) und DFT-Rechnungen®'! etabliert und
spiater durch Rontgenkristallographie bestitigt (Abbil-
dung 8c, PDB: 4H4E; und Abbildung 8d, PDB: 4H4D).[*
Bei 18 wurde eine weitere Konformation beobachtet, in der
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Abbildung 8. Bindung der Inhibitoren 17 und 18 an aus E. coli-IspH. a,
b) MéRbauer-Spektren und Simulationen von 17 (a) und 18 (b) im
Komplex mit IspH, aufgenommen bei T=77 K, B=0T (obere Spuren)
und T=5 K, B=5 T senkrecht zum y-Strahl (untere Spuren). Abdruck
in verinderter Form mit Genehmigung aus Lit. [51], Copyright (2013)
American Chemical Society. ¢, d) Kristallstrukturen von 17 bzw. 18 im
Komplex mit IspH. Abdruck in veranderter Form aus Lit. [68].

sich die Aminomethylgruppe vom [Fe,S,]-Cluster wegdreht,
vielleicht wegen der Photoreduktion des Eisen-Schwefel-
Clusters im Rontgenstrahl.®® Gegenwirtig ist unklar, ob die
Inhibierung der Enzymkatalyse durch Bindung der Inhibito-
ren an den oxidierten Cluster, den reduzierten Cluster oder
an beide erfolgt.
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5.2. Der IspH-Katalysemechanismus als Basis fiir rationales
Inhibitor-Design

Der biometallorganische Mechanismus der IspH-Kataly-
se fithrte zum rationalen Design wirksamer Inhibitoren, die
sowohl auf IspH als auch IspG zielen. Der ,,rationale“ Aspekt
ist die Annahme, dass bei IspH si-Komplexe mit Olefinen und
Allylanionen gebildet werden, wobei erwartet werden
konnte, dass auch andere Spezies — Acetylene — an den
[Fe,S,]-Cluster binden wiirden. Es gibt tatsdchlich mehrere
Beispiele fiir die Bildung einer metallorganischen Spezies
zwischen Kkiinstlichen [Fe,S,]-Clustern und Alkinen. So
schlugen McMillan et al.®” die Bildung einer metallorgani-
schen Spezies mit seitlicher Acetylen-Einheit vor, um die cis-
Reduktion von Acetylen zu Ethylen durch den reduzierten
Cluster [Fe,S,(SPh),]>~ zu erkliren.’” Ein direkterer Beleg
fir die Bildung von m-Komplexen liefern die signifikanten
Verschiebungen im Raman-Schwingungsspektrum von Ace-
tylen, wenn es an einen reduzierten [Fe,S,]-Cluster gebunden
ist.® 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%%1 Wie erwartet, bindet

o o
HO__ I |I_OH

P no R oom
= OH PP \\ ~p P
= ///\0/ o Non \/\O/ ~o <o

19,1Cs0> 10 mm 20,1Cs0=6.7 um 21,1Cs0=0.45 um
HO_Il Il _OH
HO_Il Il _oH o> ~o~ <OH Ho;.':‘\ /‘ : (OH
07 07 oM HO/ A
=
22,1C50 = 0.65 um 23,1Cs0 =26 um 24,1Cs0 = 254 um

25,1C50 =53 um

Schema 11. Untersuchte Alkin- und Cyanodiphosphat-Inhibitoren.!

19 an reduzierte IspH, was EPR-Daten belegen, die grof3e g-
Wert-Anderungen anzeigen (Abbildung 9a), obwohl 19 nur
eine schwache inhibitorische Wirkung auf IspH ausiibt. Diese
wird durch Zugabe einer Diphosphatguppe zum resultieren-
den Propargyldiphosphat (20) auf einen ICs, von 6.7 um gegen
IspH aus A. aeolicus gesteigert.”! Wie 19 verindert 20 das
EPR-Spektrum von IspH (Abbildung 9b), und bei Verwen-
dung von [U-C5]-19 oder [U-"C;]-20 wurde im ENDOR-
Spektrum ein A(**C) von 6 MHz beobachtet (Abbildung 9c).
Bei 20 wurde lediglich eine sehr geringe *'P-Hyperfeinkopp-
lungskonstante (0.3 MHz) aufgezeichnet, was darauf hin-
weist, dass die Diphosphatgruppe nicht an den [Fe,S,]*-
Cluster bindet (Abbildung 9d). Der bisher beste acetyleni-
sche Inhibitor ist 21 mit einem I1Cs-Wert von 0.45 um (K;=
60 nm) gegeniiber IspH aus A. aeolicus.® Die isoelektroni-
schen Cyanodiphosphate 24 und 25 haben beide viel schwi-
chere inhibitorische Wirkung, verglichen mit ihren Alkin-
diphosphat-Gegenstiicken.
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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. geolicus-IspH. c, d) X-Band-"C- und *'P-ENDOR-
Spektren von 20 im Komplex mit A. aeolicus-1spH. Abdruck in verin-
derter Form mit Genehmigung aus Lit. [24].

Die Alkindiphosphate erweisen sich ebenso als wirksame
Inhibitoren von IspG. Beispielsweise ist 20 ein kompetitiver
IspG-Inhibitor mit einem ICs,-Wert von 0.75 uwm (K;=
330 nm).®*%! Das EPR-Spektrum von IspG-gebundenem 20
gleicht dem von 20 gebunden an IspH, und das ENDOR-
Spektrum zeigt eine signifikante Hyperfeinwechselwirkung
von A(**C)=7 MHz, wenn [U-C;]-20 zu reduzierter IspG
gegeben wird, was in Einklang steht mit der Bildung eines -
Komplexes.[*!

5.3. Screening von Substanzbibliotheken

Eine dritte Klasse von IspH-Inhibitoren, Pyridindiphos-
phate (26 und 27, Schema 12), wurde durch Screening einer
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26, ICs0 = 38 M 27,1Cs0 = 9.1 um

Schema 12. Pyridindiphosphat-Inhibitoren gegen IspH aus A. aeoli-
cus. B

Bibliothek von Diphosphaten und Bisphosphonaten, die als
Prenylsynthase-Inhibitoren entwickelt wurden, entdeckt.®
Diese Substanzen binden iiber den Stickstoff des Pyridinres-
tes direkt an den [Fe,S,]"-Cluster von IspH aus A. aeolicus,
was durch die Verdnderung im EPR-Spektrum nach Zugabe
des Liganden (Abbildung 10a) und, wichtiger noch, durch die
hohe “N-Hyperfeinkopplung in den HYSCORE-Spektren
von IspH im Komplex mit 26 oder 27 (Abbildung 10b) be-
wiesen wurde.”” Der “N-Hyperfeinkopplungstensor des Py-
ridin-Stickstoffs von A =[6.2, 7.6, 8.4] MHz und die Kern-
quadrupol-Kopplungskonstante mit ¢?q Q/h = 3.0 MHz sind
beide vergleichbar mit Werten aus anderen Systemen, die
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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 verin-
derter Form mit Genehmigung aus Lit. [90], Copyright (2011) Ameri-
can Chemical Society.

bekannte Fe-N-Bindungen enthalten.’” Allerdings waren
diese Pyridindiphosphate nur schwache Inhibitoren fiir IspH
aus E. coli (IC5y=0.5 mwm fiir 26).

6. IspH ist auch eine Alkin-Hydratase

Um mehr dariiber zu erfahren, wie diese acetylenischen
Inhibitoren an IspH binden, wurden Rontgenkristall-Struk-
turbestimmungen von 20-22 im Komplex mit oxidierter IspH
als Vorversuch zur Strukturaufkldrung der Bindung an re-
duzierter IspH durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass 20—
22 an oxidierte IspH vollig anders binden im Vergleich zum
vorgeschlagenen Bindungsmodus fiir das reduzierte Enzym.
Zudem wurde eine unerwartete Hydratase-Aktivitdt von
IspH entdeckt, die oxidiertes IspH 21 in einen Aldehyd und
22 in ein Keton umwandelt (Schema 13).P!

Die Kiristallstruktur von 20 im Komplex mit oxidierter
IspH (Abbildung 11a, PDB: 3URK) zeigt, dass die acetyle-
nischen Kohlenstoffatome von 20 3.4 und 3.6 A vom beson-
deren vierten Eisen entfernt sind. Zusitzlich bindet ein
Wassermolekiil (oder ein Hydroxid-Ion) iiber eine Fe-O-
Bindung der Linge von 2.1 A an den [Fe,S,]-Cluster; dies ist
im wesentlichen derselbe Fe-O-Abstand, der bei der Bindung
von 4 an oxidierte IspH beobachtet wurde. >

Die Rontgenkristallstrukturen 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
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Schema 13. Zusammenfassung von IspH-Reaktionen.
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Abbildung 11. Réntgenkristallstrukturen 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.”®

zeigte die Bildung des n'-Enolatkomplexes 28 durch Anti-
Markownikow-Addition, und wieder wurde eine Fe-O-Bin-
dungsldnge von 2.0 A gemessen (Abbildung 11b, PDB:
3UTC). Dieser Komplex wird umgesetzt, und Aldehyd 29
wurde detektiert.”"! Im Fall von 22 enthiillte die Kristall-
struktur wieder eine chemische Reaktion der Alkingruppe
(Abbildung 11 ¢, PDB: 3UTD), aber anstelle eines Aldehyds
wiesen die Rontgendaten auf eine Markownikow-Addition
und Bildung des Ketons 30.

Die von IspH katalysierten Reaktionen sind in Schema 13
zusammengefasst. Alle Substrate enthalten eine Diphos-
phatgruppe, die an die konservierte Diphosphat-Bindungs-
stelle bindet,”*! und das C4 der Liganden ist nahe am be-
sonderen vierten Eisen des oxidierten Clusters ([Fe,S,J*")
positioniert. Daraus folgt, dass bei 20 die Cs-Seitenkette zu
kurz ist, um mit dem besonderen vierten Fe zu reagieren
(Schema 13a). Bei der C,-Spezies 21 bindet dagegen die OH-
Gruppe (vermutlich von einem clustergebundenen Wasser,
wie in der Struktur von IspH:20 gesehen) iiber Anti-Marko-
wnikow-Addition an C4, um das n'-Enolat 28 zu bilden, das
dann als Aldehyd 29 freigesetzt wird (Schema 13 ¢). Mit einer
Cs-Seitenkette (22) bindet OH wieder an C4, aber nun muss
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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 [Fe,S,]-Cluster in mehreren
Proteinen (wie Aconitase) katalysiert wird.”! Im Fall der
Fumarase A (FumA) aus E. coli ist das Enzym auch in der
Lage, die Hydratation eines Acetylens, Alcetylendicarboxy-
lat,>?2%1 zu Oxaloacetat zu katalysieren. In der Wolfram-
[Fe,S,]-enthaltenden Acetylen-Hydratase aus Pelobacter
acetylenicus nimmt das [Fe,S,] indirekt an der Katalyse teil,
indem es den pK,-Wert eines Asp im aktiven Zentrum
erhoht.”* Die Elektronentransfer-Funktion von [Fe,S,]
kann auch eine Dehydratationsreaktion erleichtern, wie bei
der 2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase aus Clostridium
symbiosum, die ihr Substrat iiber eine Ketylradikal-Zwi-
schenstufe dehydratisiert, demonstriert wurde.”® Angesichts
dieser Beispiele ist die Hydratase-Aktivitidt von IspH keine
Uberraschung — obwohl in der Natur als 2H*/2e"-Deoxyge-
nase optimiert, kann IspH, wenn ein passender Ligand an der
richtigen Position lokalisiert ist, auch Hydratase-Aktivitét
aufweisen, eine der intrinsischen Aktivititen von [Fe,S,]-
Clustern.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Strukturen und Wirkmechanismen der den [Fe,S,]-
Cluster enthaltenden Enzyme IspG und IspH waren viele
Jahre lang von betrédchtlichem Interesse, denn sie liefern die
Cs-Bausteine IPP (1) und DMAPP (2) fiir eine der groten
Klassen kleiner organischer Molekiile: die Terpene. Das
Verstindnis ihrer Strukturen, Wirkmechanismen und Inhi-
bierung konnte zu neuen Medikamenten und Herbiziden
fithren. IspG und IspH katalysieren beide 2H'/2e"-Reduk-
tionen, hochstwahrscheinlich tiber biometallorganische Re-
aktionszwischenstufen. Fiir 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 m-Komplex und ein Allyl-n*-Komplex eingebun-
den. Die vorgeschlagenen Mechanismen sind die ersten Bei-
spiele fiir biometallorganische Katalysemechanismen von
[Fe,S;]-Enzymen, die dann zur Entwicklung der ersten po-
tenten Inhibitoren fiir IspH und IspG fiihrten, den Alkindi-
phosphaten. Weitere Inhibitoren wurden durch das Screening
von Substanzbibliotheken und durch die Herstellung von
Substratanaloga gefunden. Diese neuartigen Inhibitoren er-
offnen mogliche neue Wege zu antiinfektiosen Medikamen-
ten, die an [Fe,S;]-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-Doménen-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 miissen noch einige wichtige Aspekte angespro-
chen werden. Erstens, obwohl mit Dithionit und kiinstlichen
Elektronenmediatoren eine hohe Aktivitit erzielt wurde,['!
bleibt das native Redoxsystem schwer zu fassen. Wie
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brauchbar sind diese Modell-Redoxsysteme hinsichtlich der
tatséchlichen Situation in Zellen ? Zweitens besteht Bedarf an
ausfiihrlicheren kinetischen Pre-Steady-State-Studien der
vermuteten Reaktionszwischenstufen. Drittens miissen die
vorgeschlagenen HiPIP-dhnlichen Zwischenstufen fiir weite-
re Charakterisierungen (z.B. durch MoBbauer-Spektrosko-
pie) in groBer Ausbeute abgefangen werden, um die HiPIP-
dhnliche 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. Wére ein IspH-spezifischer Inhibitor gut oder
schlecht? Dieser konnte die gewiinschten Pathogene gewiss
zerstoren, und die begleitende Anhdufung von 4 wiirde yd T-
Zellen aktivieren (iiber den Vy2V932-T-Zellrezeptor) — dies
konnte allerdings zu viel des Guten sein und zur Sepsis
fiihren.”” So konnten aus Griinden der Sicherheit und Effi-
zienz IspG- oder kombinierte IspH + IspG-Inhibitoren be-
notigt werden.

Die Ergebnisse zu oxidierter IspH lassen auch eine auf-
regende Verbindung zwischen den [Fe,S,]-Clustern in IspH
und anderen [Fe,S,]-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 fiir
Medikamente bietet.”® Ebenso sind die Enzyme Dihydroxy-
saure-Dehydratase (DHAD)®™! und Isopropylmalat-Isome-
rase (IPMI)!'™! Ziele, um die Biosynthese verzweigtkettiger
Aminoséuren in Tuberkulosebakterien (in Makrophagen) zu
hemmen und sind als Angriffsstellen fiir Herbizide interes-
sant; verschiedene Inhibitoren wurden beschrieben.!'"!
FEinige dieser Inhibitoren konnten auch IspH und IspG
hemmen, wihrend die Leitstrukturen, die IspH und IspG
hemmen, neue Ideen fiir DHAD- und IPMI-Inhibitoren lie-
fern konnten — alle auf [Fe,S,]-Cluster mit einem besonderen
vierten Eisenatom gerichtet.

Danksagung

Diese Forschungen wurden vom United States Public Health
Service (NIH-Grant GMO065307) unterstiitzt. W.W. wurde
durch ein Stipendium der American Heart Association, Mid-
west Affiliate (10PRE4430022) gefordert. Wir danken unseren
Mitarbeitern und Kollegen fiir lebhafte Diskussionen sowie
Jeroen S. Dickschat und den Gutachtern fiir das kritische Lesen
des Manuskripts und wertvolle Hinweise.

Eingegangen am 1. August 2013
Online veroffentlicht am 31. Januar 2014

Ubersetzt von Margit Knauer, Bensheim

[1] H. Beinert, R. H. Holm, E. Munck, Science 1997, 277, 653 — 659.

[2] M. Bruschi, F. Guerlesquin, FEMS Microbiol. Lett. 1988, 54,
155-175.

[3] S. Ciurli, F. Musiani, Photosynth. Res. 2005, 85, 115-131.

[4] H. Beinert, M. C. Kennedy, C. D. Stout, Chem. Rev. 1996, 96,
2335-2374.

[5] D. H. Flint, R. M. Allen, Chem. Rev. 1996, 96, 2315 -2334.

www.angewandte.de

Chemie

4397


http://dx.doi.org/10.1126/science.277.5326.653
http://dx.doi.org/10.1111/j.1574-6968.1988.tb02741.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1574-6968.1988.tb02741.x
http://dx.doi.org/10.1007/s11120-004-6556-4
http://dx.doi.org/10.1021/cr950040z
http://dx.doi.org/10.1021/cr950040z
http://dx.doi.org/10.1021/cr950041r
http://www.angewandte.de

Angewandte

Aufsiitze

[6] H.J. Sofia, G. Chen, B. G. Hetzler, J. F. Reyes-Spindola, N. E.
Miller, Nucleic Acids Res. 2001, 29, 1097 -1106.

[7] M. Rohmer, Lipids 2008, 43, 1095-1107.

[8] M. Rohmer, Nat. Prod. Rep. 1999, 16, 565—-574.

[9] W. Eisenreich, A. Bacher, D. Arigoni, F. Rohdich, Cell. Mol.
Life Sci. 2004, 61, 1401 —1426.

[10] M. Rohmer, C. Grosdemange-Billiard, M. Seemann, D. Tritsch,
Curr. Opin. Invest. Drugs 2004, 5, 154—-162.

[11] H. K. Lichtenthaler, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.
1999, 50, 47 -65.

[12] P. Adam, S. Hecht, W. Eisenreich, J. Kaiser, T. Grawert, D.
Arigoni, A. Bacher, F. Rohdich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2002, 99, 12108 -12113.

[13] B. Altincicek, E. C. Duin, A. Reichenberg, R. Hedderich, A. K.
Kollas, M. Hintz, S. Wagner, J. Wiesner, E. Beck, H. Jomaa,
FEBS Lett. 2002, 532, 437 -440.

[14] M. Wolff, M. Seemann, B. T. S. Bui, Y. Frapart, D. Tritsch, A. G.
Estrabot, M. Rodriguez-Concepcion, A. Boronat, A. Marquet,
M. Rohmer, FEBS Lett. 2003, 541, 115-120.

[15] F. Rohdich, F. Zepeck, P. Adam, S. Hecht, J. Kaiser, R. Laupitz,
T. Grawert, S. Amslinger, W. Eisenreich, A. Bacher, D. Arigoni,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 1586—-1591.

[16] T. Grawert, J. Kaiser, F. Zepeck, R. Laupitz, S. Hecht, S.
Amslinger, N. Schramek, E. Schleicher, S. Weber, M. Haslbeck,
J. Buchner, C. Rieder, D. Arigoni, A. Bacher, W. Eisenreich, F.
Rohdich, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 12847 —12855.

[17] R. C. Rohrich, N. Englert, K. Troschke, A. Reichenberg, M.
Hintz, F. Seeber, E. Balconi, A. Aliverti, G. Zanetti, U. Kohler,
M. Pfeiffer, E. Beck, H. Jomaa, J. Wiesner, FEBS Lett. 2005,
579, 6433 -6438.

[18] Y. Xiao, L. Chu, Y. Sanakis, P. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131,
9931 -9933.

[19] T. Griwert, F. Rohdich, I. Span, A. Bacher, W. Eisenreich, J.
Eppinger, M. Groll, Angew. Chem. 2009, 121, 5867 —-5870;
Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 5756 —5759.

[20] K. Janthawornpong, S. Krasutsky, P. Chaignon, M. Rohmer,
C. D. Poulter, M. Seemann, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 1816
1822.

[21] W. Xu, N. S. Lees, D. Hall, D. Welideniya, B. M. Hoffman, E. C.
Duin, Biochemistry 2012, 51, 4835—4849.

[22] C. Cole, J. D. Barber, G. J. Barton, Nucleic Acids Res. 2008, 36,
W197-201.

[23] W.S.J. Valdar, Proteins Struct. Funct. Bioinf. 2002, 48, 227 -
241.

[24] W. Wang, K. Wang, Y.-L. Liu, J. H. No, M. J. Nilges, E. Oldfield,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 4522 -4527.

[25] S. Hecht, W. Eisenreich, P. Adam, S. Amslinger, K. Kis, A.
Bacher, D. Arigoni, F. Rohdich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2001, 98, 14837 -14842.

[26] M. Seemann, B. T. Bui, M. Wolff, D. Tritsch, N. Campos, A.
Boronat, A. Marquet, M. Rohmer, Angew. Chem. 2002, 114,
4513-4515; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4337 —4339.

[27] F. Zepeck, T. Grawert, J. Kaiser, N. Schramek, W. Eisenreich,
A. Bacher, F. Rohdich, J. Org. Chem. 2005, 70, 9168 -9174.

[28] M. Seemann, B. T. S. Bui, M. Wolff, M. Miginiac-Maslow, M.
Rohmer, FEBS Lett. 2006, 580, 1547 -1552.

[29] Y. Xiao, G. Zahariou, Y. Sanakis, P. Liu, Biochemistry 2009, 48,
10483 -10485.

[30] M. Lee, T. Grawert, F. Quitterer, F. Rohdich, J. Eppinger, W.
Eisenreich, A. Bacher, M. Groll, J. Mol. Biol. 2010, 404, 600 —
610.

[31] W. Xu, N.S. Lees, D. Adedeji, J. Wiesner, H. Jomaa, B. M.
Hoffman, E. C. Duin, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 14509 -
14520.

[32] A. K. Kollas, E. C. Duin, M. Eberl, B. Altincicek, M. Hintz, A.
Reichenberg, D. Henschker, A. Henne, I. Steinbrecher, D. N.

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

E. Oldfield und W. Wang

Ostrovsky, R. Hedderich, E. Beck, H. Jomaa, J. Wiesner, FEBS
Lett. 2002, 532, 432 -436.

[33] Y.-L. Liu, F. Guerra, K. Wang, W. Wang, J. Li, C. Huang, W.
Zhu, K. Houlihan, Z. Li, Y. Zhang, S. K. Nair, E. Oldfield, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2012, 109, 8558 -8563.

[34] K. Okada, T. Hase, J. Biol. Chem. 2005, 280, 20672 -20679.

[35] I Rekittke, J. Wiesner, R. Rohrich, U. Demmer, E. Warkentin,
W. Xu, K. Troschke, M. Hintz, J. H. No, E. C. Duin, E. Oldfield,
H. Jomaa, U. Ermler, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 17206 —
17207.

[36] T. Grawert, I. Span, W. Eisenreich, F. Rohdich, J. Eppinger, A.
Bacher, M. Groll, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 1077 -
1081.

[37] M. Seemann, K. Janthawornpong, J. Schweizer, L. H. Bottger,
A. Janoschka, A. Ahrens-Botzong, E. N. Tambou, O. Rotthaus,
A. X. Trautwein, M. Rohmer, V. Schunemann, J. Am. Chem.
Soc. 2009, 131, 13184-13185.

[38] W. Humphrey, A. Dalke, K. Schulten, J. Mol. Graphics 1996, 14,
33-38.

[39] L. Rekittke, T. Nonaka, J. Wiesner, U. Demmer, E. Warkentin,
H. Jomaa, U. Ermler, FEBS Lett. 2011, 585, 447-451.

[40] R. R. Copley, P. Bork, J. Mol. Biol. 2000, 303, 627 —641.

[41] K. E. Hevener, M. K. Yun, J. Qi, I. D. Kerr, K. Babaoglu, J. G.
Hurdle, K. Balakrishna, S. W. White, R. E. Lee, J. Med. Chem.
2010, 53, 166-177.

[42] T.F. Oliveira, C. Vonrhein, P. M. Matias, S. S. Venceslau, 1. A.
Pereira, M. Archer, J. Biol. Chem. 2008, 283, 34141 -34149.

[43] U. Swamy, M. Wang, J. N. Tripathy, S. K. Kim, M. Hirasawa,
D. B. Knaff, J. P. Allen, Biochemistry 2005, 44, 16054 —16063.

[44] 1. Rekittke, H. Jomaa, U. Ermler, FEBS Lett. 2012, 586, 3452 —
3457.

[45] M. Seemann, P. Wegner, V. Schunemann, B. T. Bui, M. Wollff,
A.Marquet, A. X. Trautwein, M. Rohmer, J. Biol. Inorg. Chem.
2005, 710, 131-137.

[46] Y. Xiao, Z. K. Zhao, P. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 2164 -
2165.

[47] T. Grawert, I. Span, A. Bacher, M. Groll, Angew. Chem. 2010,
122, 8984—-8991; Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 8802 —8809.

[48] W. C. Chang, Y. Xiao, H. W. Liu, P. Liu, Angew. Chem. 2011,
123, 12512-12515; Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 12304 -
12307.

[49] Y. Xiao, W. C. Chang, H. W. Liu, P. Liu, Org Lett. 2011, 13,
5912-5915.

[50] W. Wang, K. Wang, 1. Span, J. Jauch, A. Bacher, M. Groll, E.
Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 11225-11234.

[51] A. Ahrens-Botzong, K. Janthawornpong, J. A. Wolny, E. N.
Tambou, M. Rohmer, S. Krasutsky, C. D. Poulter, V. Schune-
mann, M. Seemann, Angew. Chem. 2011, 123, 12182-12185;
Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 11976 -11979.

[52] I. Span, T. Griwert, A. Bacher, W. Eisenreich, M. Groll, J. Mol.
Biol. 2012, 416, 1-9.

[53] M. M. Werst, M. C. Kennedy, H. Beinert, B. M. Hoffman,
Biochemistry 1990, 29, 10526 —10532.

[54] M. C. Kennedy, M. Werst, J. Telser, M. H. Emptage, H. Beinert,
B. M. Hoffman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84, 8354 —
8858.

[55] C. A. Citron, N. L. Brock, P. Rabe, J. S. Dickschat, Angew.
Chem. 2012, 124, 4129-4133; Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51,
4053 -4057.

[56] H.1. Lee, R.Y. Igarashi, M. Laryukhin, P. E. Doan, P.C.
Dos Santos, D. R. Dean, L. C. Seefeldt, B. M. Hoffman, J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126, 9563 —9569.

[57] V. Pelmenschikov, D. A. Case, L. Noodleman, Inorg. Chem.
2008, 47, 6162-6172.

[58] J. A.J. Jarvis, B. T. Kilbourn, P. G. Owston, Acta Crystallogr.
Sect. B 1971, 27, 366—-372.

Angew. Chem. 2014, 126, 4382—4399


http://dx.doi.org/10.1093/nar/29.5.1097
http://dx.doi.org/10.1007/s11745-008-3261-7
http://dx.doi.org/10.1039/a709175c
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.182412599
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.182412599
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(02)03726-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(03)00317-X
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0337742100
http://dx.doi.org/10.1021/ja0471727
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2005.10.037
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2005.10.037
http://dx.doi.org/10.1021/ja903778d
http://dx.doi.org/10.1021/ja903778d
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200900548
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200900548
http://dx.doi.org/10.1021/ja309557s
http://dx.doi.org/10.1021/ja309557s
http://dx.doi.org/10.1021/bi3001215
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkn238
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkn238
http://dx.doi.org/10.1002/prot.10146
http://dx.doi.org/10.1002/prot.10146
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0911087107
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.201399298
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.201399298
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20021115)114:22%3C4513::AID-ANGE4513%3E3.0.CO;2-F
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20021115)114:22%3C4513::AID-ANGE4513%3E3.0.CO;2-F
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20021115)41:22%3C4337::AID-ANIE4337%3E3.0.CO;2-K
http://dx.doi.org/10.1021/jo0510787
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2006.01.082
http://dx.doi.org/10.1021/bi901519q
http://dx.doi.org/10.1021/bi901519q
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2010.09.050
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2010.09.050
http://dx.doi.org/10.1021/ja101764w
http://dx.doi.org/10.1021/ja101764w
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(02)03725-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(02)03725-0
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1121107109
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1121107109
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M500865200
http://dx.doi.org/10.1021/ja806668q
http://dx.doi.org/10.1021/ja806668q
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0913045107
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0913045107
http://dx.doi.org/10.1021/ja9012408
http://dx.doi.org/10.1021/ja9012408
http://dx.doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5
http://dx.doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.12.012
http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.2000.4152
http://dx.doi.org/10.1021/jm900861d
http://dx.doi.org/10.1021/jm900861d
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M805643200
http://dx.doi.org/10.1021/bi050981y
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2012.07.070
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2012.07.070
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-004-0619-z
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-004-0619-z
http://dx.doi.org/10.1021/ja710245d
http://dx.doi.org/10.1021/ja710245d
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201000833
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201000833
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201000833
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201104124
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201104124
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201104124
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201104124
http://dx.doi.org/10.1021/ol202559r
http://dx.doi.org/10.1021/ol202559r
http://dx.doi.org/10.1021/ja303445z
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201104562
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201104562
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2011.11.033
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2011.11.033
http://dx.doi.org/10.1021/bi00498a015
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.84.24.8854
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.84.24.8854
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201201110
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201201110
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201201110
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201201110
http://dx.doi.org/10.1021/ja048714n
http://dx.doi.org/10.1021/ja048714n
http://dx.doi.org/10.1021/ic7022743
http://dx.doi.org/10.1021/ic7022743
http://dx.doi.org/10.1107/S0567740871002231
http://dx.doi.org/10.1107/S0567740871002231
http://www.angewandte.de

IspG und IspH

[59] J. Li, K. Wang, T.I. Smirnova, R.L. Khade, Y. Zhang, E.
Oldfield, Angew. Chem. 2013, 125, 6650 —-6653; Angew. Chem.
Int. Ed. 2013, 52, 6522 -6525.

[60] L. Zhao, W. C. Chang, Y. Xiao, H. W. Liu, P. Liu, Annu. Rev.
Biochem. 2013, 82, 497 —530.

[61] H.J. McManus, R. W. Fessenden, D. M. Chipman, J. Phys.
Chem. 1988, 92, 3778 -3781.

[62] M. Belinskii, Chem. Phys. 1993, 172, 189211,

[63] C.R.Staples, E. Ameyibor, W. Fu, L. Gardet-Salvi, A. L. Stritt-
Etter, P. Schurmann, D. B. Knaff, M. K. Johnson, Biochemistry
1996, 35, 11425-11434.

[64] C.R. Staples, E. Gaymard, A. L. Stritt-Etter, J. Telser, B. M.
Hoffman, P. Schurmann, D.B. Knaff, M. K. Johnson, Bio-
chemistry 1998, 37, 4612 —4620.

[65] E. M. Walters, R. Garcia-Serres, G. N. Jameson, D. A. Glauser,
F. Bourquin, W. Manieri, P. Schurmann, M. K. Johnson, B. H.
Huynh, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 9612 —9624.

[66] W. Wang, J. Li, K. Wang, C. Huang, Y. Zhang, E. Oldfield, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 11189-11193.

[67] W. Wang, K. Wang, J. Li, S. Nellutla, T. I. Smirnova, E. Oldfield,
J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 8400 —8403.

[68] I. Span, K. Wang, W. Wang, J. Jauch, W. Eisenreich, A. Bacher,
E. Oldfield, M. Groll, Angew. Chem. 2013, 125, 2172 -2175;
Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 2118-2121.

[69] W. Brandt, M. A. Dessoy, M. Fulhorst, W. Gao, M. H. Zenk,
L. A. Wessjohann, ChemBioChem 2004, 5, 311 -323.

[70] Y. Xiao, D. Rooker, Q. You, C. L. Meyers, P. Liu, ChemBio-
Chem 2011, 12, 527 -530.

[71] T.Itoh, T. Nagano, M. Sato, M. Hirobe, Tetrahedron Lett. 1989,
30, 6387 —-6388.

[72] R. L. Nyland II, Y. Xiao, P. Liu, C. L. F. Meyers, J. Am. Chem.
Soc. 2009, 131, 17734-17735.

[73] Y. Xiao, R.L. NylandII, C.L.F. Meyers, P. Liu, Chem.
Commun. 2010, 46, 7220-7222.

[74] D. Adedeji, H. Hernandez, J. Wiesner, U. Kohler, H. Jomaa,
E. C. Duin, FEBS Lett. 2007, 581, 279 -283.

[75] A. Silakov, B. Wenk, E. Reijerse, S. P. Albracht, W. Lubitz, J.
Biol. Inorg. Chem. 2009, 14,301 -313.

[76] A.S. Hashmi, G. J. Hutchings, Angew. Chem. 2006, 118, 8064 —
8105; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 7896—7936.

[77] M.J. Calhorda, A. M. Galvao, C. Unaleroglu, A. A. Zlota, F.
Frolow, D. Milstein, Organometallics 1993, 12, 3316 -3325.

[78] Z. H. Kafafi, R. H. Hauge, W. E. Billups, J. L. Margrave, J. Am.
Chem. Soc. 1987, 109, 4775 -4780.

[79] I Bertini, F. Capozzi, C. Luchinat, M. Piccioli, A. J. Vila, J. Am.
Chem. Soc. 1994, 116, 651 —660.

Angewandte

[80] L. Charon, J. F. Hoeffler, C. Pale-Grosdemange, L. M. Lois, N.
Campos, A. Boronat, M. Rohmer, Biochem. J. 2000, 346, 737 —
742.

[81] E. Oldfield, Acc. Chem. Res. 2010, 43, 1216-1226.

[82] C. Obiol-Pardo, J. Rubio-Martinez, S. Imperial, Curr. Med.
Chem. 2011, 18, 1325-1338.

[83] W.N. Hunter, Curr. Top. Med. Chem. 2011, 11, 2048 —2059.

[84] S. Van Hoof, C. J. Lacey, R. C. Rohrich, J. Wiesner, H. Jomaa, S.
Van Calenbergh, J. Org. Chem. 2008, 73, 1365 -1370.

[85] A. Reichenberg, M. Hintz, Y. Kletschek, T. Kuhl, C. Haug, R.
Engel, J. Moll, D. N. Ostrovsky, H. Jomaa, M. Eberl, Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2003, 13, 1257 -1260.

[86] M. Eberl, M. Hintz, A. Reichenberg, A.-K. Kollas, J. Wiesner,
H. Jomaa, FEBS Lett. 2003, 544, 4-10.

[87] R.S.McMillan, J. Renaud, J. G. Reynolds, R. H. Holm, J. Inorg.
Biochem. 1979, 11, 213-227.

[88] K. Tanaka, M. Nakamoto, M. Tsunomori, T. Tanaka, Chem.
Lett. 1987, 613 -616.

[89] K. Wang, W. Wang, J. H. No, Y. Zhang, Y. Zhang, E. Oldfield, J.
Am. Chem. Soc. 2010, 132, 6719-6727.

[90] W. Wang, J. Li, K. Wang, T. I. Smirnova, E. Oldfield, J. Am.
Chem. Soc. 2011, 133, 6525-6528.

[91] L. Span, K. Wang, W. Wang, Y. Zhang, A. Bacher, W. Eisen-
reich, K. Li, C. Schulz, E. Oldfield, M. Groll, Nat. Commun.
2012, 3, 1042.

[92] D. H. Flint, R. G. McKay, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 5534.

[93] D. H. Flint, Arch. Biochem. Biophys. 1994, 311, 509 -516.

[94] G.B. Seiffert, G. M. Ullmann, A. Messerschmidt, B. Schink,
P. M. Kroneck, O. Einsle, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007, 104,
3073-3077.

[95] F. Tenbrink, B. Schink, P. M. Kroneck, J. Bacteriol. 2011, 193,
1229-1236.

[96] A. Parthasarathy, A.J. Pierik, J. Kahnt, O. Zelder, W. Buckel,
Biochemistry 2011, 50, 3540 -3550.

[97] M. S. Davey, C. Y. Lin, G. W. Roberts, S. Heuston, A. C. Brown,
J. A. Chess, M. A. Toleman, C. G. Gahan, C. Hill, T. Parish,
J. D. Williams, S. J. Davies, D. W. Johnson, N. Topley, B. Moser,
M. Eberl, PLoS Pathog. 2011, 7, ¢1002040.

[98] V. Bulusu, V. Jayaraman, H. Balaram, J. Biol. Chem. 2011, 286,
9236-9245.

[99] V. Singh, D. Chandra, B. S. Srivastava, R. Srivastava, Micro-
biology 2011, 157, 38 - 46.

[100] K. Jensen, U.D. Ranganathan, K.K. Van Rompay, D.R.
Canfield, I. Khan, R. Ravindran, P. A. Luciw, W. R. Jacobs, Jr.,
G. Fennelly, M. H. Larsen, K. Abel, Clin. Vaccine Immunol.
2012, 719, 1170-1181.

[101] D. H. Flint, A. Nudelman, Bioorg. Chem. 1993, 21, 367 -385.

Angew. Chem. 2014, 126, 4382—4399

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Chemie

4399


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201302343
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201302343
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201302343
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-biochem-052010-100934
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-biochem-052010-100934
http://dx.doi.org/10.1021/j100324a018
http://dx.doi.org/10.1021/j100324a018
http://dx.doi.org/10.1016/0301-0104(93)80116-Q
http://dx.doi.org/10.1021/bi961007p
http://dx.doi.org/10.1021/bi961007p
http://dx.doi.org/10.1021/bi9729763
http://dx.doi.org/10.1021/bi9729763
http://dx.doi.org/10.1021/ja051909q
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1000264107
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1000264107
http://dx.doi.org/10.1021/ja200763a
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201208469
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201208469
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200300743
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.201000716
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.201000716
http://dx.doi.org/10.1016/S0040-4039(01)93901-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0040-4039(01)93901-2
http://dx.doi.org/10.1021/ja907470n
http://dx.doi.org/10.1021/ja907470n
http://dx.doi.org/10.1039/c0cc02594a
http://dx.doi.org/10.1039/c0cc02594a
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2006.12.026
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-008-0449-5
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-008-0449-5
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200602454
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200602454
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200602454
http://dx.doi.org/10.1021/om00032a062
http://dx.doi.org/10.1021/ja00250a003
http://dx.doi.org/10.1021/ja00250a003
http://dx.doi.org/10.1021/ja00081a028
http://dx.doi.org/10.1021/ja00081a028
http://dx.doi.org/10.1042/0264-6021:3460737
http://dx.doi.org/10.1042/0264-6021:3460737
http://dx.doi.org/10.1021/ar100026v
http://dx.doi.org/10.1021/jo701873t
http://dx.doi.org/10.1016/S0960-894X(03)00138-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0960-894X(03)00138-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(03)00483-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0162-0134(00)80019-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0162-0134(00)80019-7
http://dx.doi.org/10.1246/cl.1987.613
http://dx.doi.org/10.1246/cl.1987.613
http://dx.doi.org/10.1021/ja909664j
http://dx.doi.org/10.1021/ja909664j
http://dx.doi.org/10.1021/ja2008455
http://dx.doi.org/10.1021/ja2008455
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms2052
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms2052
http://dx.doi.org/10.1021/ja00092a002
http://dx.doi.org/10.1006/abbi.1994.1269
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0610407104
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0610407104
http://dx.doi.org/10.1128/JB.01057-10
http://dx.doi.org/10.1128/JB.01057-10
http://dx.doi.org/10.1021/bi1020056
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1002040
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.173328
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.173328
http://dx.doi.org/10.1099/mic.0.042358-0
http://dx.doi.org/10.1099/mic.0.042358-0
http://dx.doi.org/10.1128/CVI.00184-12
http://dx.doi.org/10.1128/CVI.00184-12
http://dx.doi.org/10.1006/bioo.1993.1031
http://www.angewandte.de

