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Abstract: Wir prasentieren kristallographische und funktio-
nelle Daten einer Selina-4(15),7(11)-dien-Synthase (SdS) aus
Streptomyces pristinaespiralis in offener und geschlossener
(Ligand-gebundener) Konformation. Durch Analyse einer
Substrat-induzierten Konformationsinderung des GI1/2-He-
lixbruchmotivs wurde ein Induced-Fit-Mechanismus identifi-
ziert. Diese Konformationsinderung hebt eine bis dahin un-
beschriebene Effektortriade, bestehend aus dem Pyrophos-
phat-Sensor Argl78, dem Linker Aspl81 und dem Effektor
Gly182-0, hervor. Dieses Strukturmotiv ist hoch konserviert in
Klasse-1-Terpencyclasen von Bakterien, Pilzen und Pflanzen,
einschlieflich der epi-Isozizaen-Synthase (3KB9), der Aristo-
lochen-Synthase (4KUX), der Bornyldiphosphat-Synthase
(IN20), der Limonen-Synthase (20NG), der 5-epi-Aristolo-
chen-Synthase (SEAT) und der Taxa-4(5),11(12)-dien-Synt-
hase (3P5R). Strukturbasierte Mutageneseexperimente in
Kombination mit der Analyse der Produktspektren stiitzen die
mechanistischen Modelle der Carbokationbildung und -stabi-
lisierung in der SdS.

Terpene — die groBte Naturstoffklasse — werden ausgehend
von Oligoprenyldiphosphaten durch Terpencyclasen gebildet.
Diese hoch entwickelten Enzyme wandeln die Oligo-
prenyldiphosphate iiber kationische Intermediate in struktu-
rell komplexe (poly)cyclische Kohlenwasserstoffe um.™ Ter-
pencyclasen der Klasse I binden ihr Substrat durch die Ko-
ordinierung des Diphosphats an einen dreikernigen Mg?'-
Cluster, der seinerseits durch ein aspartatreiches DDxxD-
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Motiv und eine NSE-Triade ND(L/I/V)xSxxxE ausgerichtet
wird. Diese strukturelle Anordnung kann in Enzymen aus
Bakterien,” Pilzen®* und Pflanzen™® beobachtet werden.
Im Anschluss an die Substratbindung erfolgen die Abstrak-
tion des Pyrophosphats (PP;) und die Bildung des Allyl-
kations. Nachfolgend findet die erste Cyclisierung durch
einen intramolekularen Angriff der olefinischen Doppelbin-
dung am Allylkation an C1 statt. Wie wir vor kurzer Zeit
berichtet haben, erfolgt diese Cyclisierung durch Beteiligung
eines Carbonylsauerstoffatoms, das im zentralen G1/2-He-
lixbruchmotiv lokalisiert ist, und durch den entsprechenden
Helix-Dipol. Beide Komponenten sind perfekt fiir die Stabi-
lisierung der positiven Ladung an C1 ausgerichtet.”! Das
daraus resultierende Kation kann wiederum in dhnlicher Art
und Weise cyclisieren. Diese Kaskade wird durch Deproto-
nierung oder durch Addition von H,0O beendet.®!l Abgese-
hen von diesen bekannten Aspekten gibt es nur begrenzte
Einblicke in die Bildung und Regulation des initialen Car-
bokations im Zuge der Substratbindung.* !

In Terpencyclasen ist die Konservierung der Aminoséu-
resequenz niedrig, die Enzymstrukturen weisen jedoch eine
weit verbreitete o-helikale Faltung auf! Es werden
Strukturverdnderungen zwischen der offenen (apo) und der
geschlossenen (Ligand-gebundenen) Konformation infolge
von Metallionen- und Substratbindung beobachtet, die sich
jedoch teilweise fiir Pflanzen® ') und Pilze®*! unterscheiden.
Vor kurzem wurden Strukturdaten der bakteriellen epi-Iso-
zizaen-Synthase (EIZS) aus Streptomyces coelicolor im
Komplex mit PP-(Mg*");-BTAC (BTAC = Benzyltriethyl-
ammonium-Kation), vier Hg**-Ionen und der ligandfreien
DY99N-Mutante erhalten.”) Der Vergleich des PP-(Mg*");-
BTAC-gebundenen Enzyms mit dem EIZS-(Hg*"),-Komplex
veranschaulicht eine ausgeprigte Konformationsinderung
der Helix G. Es bleibt unklar, ob dies den natiirlichen Zu-
stand der apo-EIZS widerspiegelt oder ob eine durch die
Hg?*-Bindung induzierte, artifizielle Konformation vorliegt.
Hierfiir spricht, dass die apo-D8IN-Mutante keine Umlage-
rung der Helix G aufweist. Andere Strukturdaten von bak-
teriellen Terpencyclasen wurden entweder nur in einem
Substrat-gebundenen oder einem ligandfreien Zustand er-
halten,'>'! was einen konsistenten Einblick in die Substrat-
induzierten Konformationsdnderungen verwehrt. Die Struk-
turen der bakteriellen Selinadien-Synthase (SdS) aus Strep-
tomyces pristinaespiralis in ihrer offenen Konformation (apo),
im Komplex mit (Mg*"); und dem unreaktiven Strukturana-
logon 2,3-Dihydrofarnesyldiphosphat (DHFPP) sowie im
Komplex mit (Mg*");-PP; ermoglichen bis dahin unbeschrie-
bene Einblicke in den dynamischen Prozess von bakteriellen
Terpencyclasen.
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Fiir unsere detaillierte mechanistische Untersuchung
wurde das Gen der Terpencyclase aus dem Actinobakterium
Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486 (Zugangsnummer
WP 005317515)"" kloniert und in Escherichia coli expri-
miert, gefolgt von der Aufreinigung des Proteins in seiner
aktiven Form. Das isolierte Enzym wurde sowohl mit einer
Serie natiirlicher (Oligo)prenyldiphosphate, einschlieBlich
Dimethylallyl-PP (DMAPP), Geranyl-PP (GPP), Farnesyl-
PP (FPP) und Geranylgeranyl-PP (GGPP), wie auch den
nichtnatiirlichen Substratanaloga (2Z,6E)-FPP, 2-Fluor-FPP
(2F-FPP) und DHFPP inkubiert (fiir die Synthese: Abbil-
dung 1 der Hintergrundinformationen (SI)).'*?” FPP ist das
einzige Substrat, das in Selina-4(15),7(11)-dien (1) und ge-
ringe Mengen von Germacren B (2) umgesetzt wird (Abbil-
dung 1; Tabelle 1 der SI). Die gleichzeitige Bildung von 1 und
2 ist verstiandlich, da 2 ein Intermediat der Reaktionskaskade
von FPP zu 1 ist (Schema 1). Nach Abstraktion des PP; vom
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Abbildung 1. Produkte der SdS. Totalionenchromatogramm eines Ex-
trakts von einem Inkubationsexperiment mit FPP und aufgereinigter
SdS. Die Nummern verweisen auf die Verbindungen in Schema 1,
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Schema 1. Cyclisierung von FPP zu 1 durch SdS.

FPP wird das Allylkation A erhalten, das zu B cyclisiert und
durch Deprotonierung zu 2 reagiert. Nach einer durch Re-
protonierung initiierten Reaktion zu C erfolgt eine Depro-
tonierung zu 1. Die Bindung von FPP und seiner Analoga
wurde qualitativ durch einen Thermofluor-basierten Ther-
mal-Shift-Assay untersucht (Abbildung 2 der SI).?!

Fiir fundierte Einblicke in den enzymatischen Mechanis-
mus der Sesquiterpencyclasen wurden die Strukturen der SdS
in ihrer offenen (apo: 2.1 A und freier R-Faktor (Ry.) =20.3)
und ihrer geschlossenen Konformation (gebunden an
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DHFPP: 1.9 A und R;,.=17.7; PP;: 2.1 A und Rj..=20.3)
ermittelt (Abbildung 2; Tabelle 2 der SI). Das monomere
Enzym besteht aus einer typischen a-Doméne. Zwischen den
elf antiparallelen Helices bestehen kurze Linkersequenzen
(Abbildung 3 der SI). Die zentrale Reaktionskammer wird
durch die Helices B, C, G1/2, H und K gebildet; das DDxxD-
Motiv befindet sich auf Helix C und die NSE-Triade auf
Helix H.?! Infolge der Substratbindung findet eine Orien-
tierung des hydrophoben Teils des Oligoprenyldiphosphats in
die aktive Tasche und eine Konformationsinderung der
C-Termini der HelicesC (*HCEEGELGHR"), H
(**"HKERRGSG*’) und K (*?SSVRYTTPDDPANMPS*?)
statt.”)

Obwohl bereits vier bakterielle Terpencyclasen kristalli-
siert wurden®”'21 und die Terpenbiochemie iiber kationi-
sche Intermediate gut dokumentiert ist,’®?? gibt es nur wenige
Einblicke in den Mechanismus der Enzymfamilie. Bisher
wurde vermutet, dass die Bildung des Carbokations in Ter-
pencyclasen der Klasse I durch die Metallionen alleine initi-
iert wird und infolge der Koordinierung des Oligoprenyldi-
phosphats an den (Mg®");-Cluster auftritt. Unsere Struktur-
daten der SdS beschreiben nun das Zusammenspiel zwischen

Abbildung 2. Struktur der SdS im Kristall. A) Bandenmodell der apo-
SdS (offener Zustand) und B) der SdS im Komplex mit DHFPP (ge-
schlossener Zustand). Die Helix G1/2 ist griin, DHFPP gelb, Sauer-
stoff rot, Phosphor dunkel lachsfarben und Mg?" cyan dargestellt. Un-
geordnete Elemente des apo-Enzyms, die durch die DHFPP-Koordinie-
rung strukturiert werden, sind blau hervorgehoben.
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Ligand und Enzym im Zuge der Substratbindung und der
SchlieBung des aktiven Zentrums, das in der Bildung des
Michaelis-Komplexes [SdS:FPP] resultiert und die Produkt-
bildung initiiert. Entlang dieser Reaktionssequenz nimmt das
zentrale G1/2-Helixbruchmotiv definierte Zustinde zwischen
der offenen (apo) und der geschlossenen (Substrat-gebun-
denen) Konformation an. Eine Strukturiiberlagerung doku-
mentiert eindrucksvoll einen Induced-Fit-Mechanismus
(Substrat-induzierte Zustandsinderung; Abbildung 3 A).
Eine Uberlagerung aller strukturell charakterisierten bakte-
riellen Enzyme demonstriert, dass die Gesamtorientierung
der Helix G1 strikt konserviert ist, unabhéngig davon, ob der
Ligand gebunden ist oder das Enzym im apo-Zustand vorliegt
(Abbildung 4 der SI). Die einzige davon abweichende (arti-
fizielle) Struktur ist die EIZS im Komplex mit 4 Hg*"-Ionen,
die eine signifikante Verdnderung der gesamten G1-Helix
aufweist. Unsere Daten decken eine neue, hoch konservierte
Effektortriade auf, die einen PP;-Sensor (Argl78), einen
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Abbildung 3. Nahaufnahme der G1-Helix und des Helixbruchmotivs.
A) Strukturelle Uberlagerung der G1/2-Helix in offenem (apo, hellgrau)
und geschlossenem (DHFPP gebunden, griin) Zustand; der Farbcode
ist analog dem in Abbildung 2. Wechselwirkungen sind als gestrichelte
Linien dargestellt, Abstande sind in A abgebildet. Rote Pfeile zeigen
den Induced-Fit-Mechanismus zwischen der offenen und der geschlos-
senen Konformation. B) Strukturelle Uberlagerung des Proteinriick-
grats von SdS in Komplex mit PP; (dunkelgrau) und DHFPP (griin).
Beide Komplexe stellen die geschlossene Konformation dar. Stereo-
bilder und die Fy-Fc-Elektronendichtekarten von PP, und DHFPP sind
in Abbildungen 6 und 7 der S| gezeigt. C) Stereodarstellung der Struk-
turtiberlagerung der Effektortriade, die den PP-Sensor, den Linker und
den Effektor umfasst. Dargestellt sind: SdS:DHFPP (griin), EIZS (grau,
3KB9),” Aristolochen-Synthase (hellblau, 4KUX),” Bornyldiphosphat-
Synthase (pink, TN20),%® Limonen-Synthase (orange, 20NG),"! 5-¢pi-
Aristolochen-Synthase (blau, SEAT)P! und Taxadien-Synthase (3P5R,
gelb).©
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Linker (Asp181) und einen Effektor (Gly182) umfasst. Diese
Triade ist von genereller Bedeutung fiir bakterielle, pilzliche
und pflanzliche Klasse-I-Terpencyclasen.

Im Zuge der Substratbindung reorientiert sich Argl78 um
3.8 A zum Liganden. Hierbei werden zwei Wasserstoffbrii-
cken (3.1 und 3.0 A) zwischen der Guanidingruppe und dem
PP; gebildet, die bereits in fritheren Arbeiten beschrieben
worden sind (Abbildung 3 A).?* Simultan erfolgt eine Neu-
orientierung von Asp181 um 3.3 A, wobei eine H-Briicke mit
Argl78 (2.9 A) entsteht. Diese ternire Koordination ist ent-
scheidend fiir die Verkniipfung von Substratbindung mit der
einhergehenden Konformationsidnderung des G1-Helix-
bruchs. Aus diesem Grund ist Argl78 von essenzieller Be-
deutung fiir die Funktionalitit, was durch umfassende Mu-
tageneseexperimente bestitigt wurde (siche unten). Durch
diese strukturelle Modellierung erfolgt eine vollstédndige
Neuanordnung des gesamten G1/2-Helixbruchmotivs, wo-
durch das katalytische Schliissel-Carbonylsauerstoffatom von
Gly182 (Gly182-0)"7 um 5.1 A in das aktive Zentrum ver-
lagert wird. Das freie Elektronenpaar zeigt hierdurch direkt
auf die C3-Position von DHFPP (3.4 A), was im Falle der
Bindung des natiirlichen Substrats FPP zur Spaltung und
Abstraktion des PP; durch die Wechselwirkung mit dem st*-
Molekiilorbital der 2,3-Doppelbindung fiihrt, wodurch das
Allylkation A gebildet wird. Da diese funktionelle Gruppe im
gesittigten Substratanalogon nicht vorhanden ist, wird das
Enzym im Substrat-gebundenen Zustand eingefroren und der
Michaelis-Komplex imitiert. Weiterhin wird durch die
Strukturdaten eine Plastizitdt des Helixbruchmotivs aufge-
zeigt, was bei der Uberlagerung der Helices G1/2 des SdS:PP;-
und des SdS:DHFPP-Komplexes zu beobachten ist (Abbil-
dung 3B). Diese Uberlagerung verdeutlicht, dass im Falle des
SdS:PP;-Komplexes das Gly182-O-Atom deutlich tiefer in das
aktive Zentrum gerichtet ist als im SdS:DHFPP-Komplex.
Wir schlieBen daraus, dass FPP oder dessen Analogon einer
sterischen AbstoSung im Michaelis-Komplex unterliegt. Die
Effektortriade aus Argl78, Asp181 und Gly182 ist strukturell
in allen Klasse-I-Terpencyclasen strikt konserviert. In Bak-
terien und Pilzen ist der Pyrophosphatsensor auf Helix G1
lokalisiert, bei Pflanzen befindet sich dieser Sensor jedoch auf
Helix H (Abbildung 3C; Tabelle 3 der SI und Abbildung 4
der SI).>® Aus diesem Grund sind der Induced-Fit-Mecha-
nismus und die Substrationisierung durch das Carbonylsau-
erstoffatom (Gly182-O in der SdS) universell fiir alle Klasse-
I-Terpencyclasen giiltig.

Die mechanistischen Einblicke der Strukturdaten wurden
durch Analysen von 28 Mutanten, die entsprechend ihrer
mechanistischen Rolle in drei Klassen aufgeteilt wurden,
bestitigt (Tabelle 1 der SI):

1) hydrophobe und aromatische Reste, die das aktive Zen-
trum konturieren"**?! und intermediéire Carbokationen
stabilisieren ;222 hierdurch wird die chemische Natur
des Produkts bestimmt;

2) Aminoséurereste, die in der Substratbindung und/oder
Koordinierung des PP-(Mg*");-H,O-Clusters involviert
sind;

3) katalytisch aktive Aminosduren, die den Induced-Fit-
Mechanismus, die G1/2-Helixbruch-Plastizitit und die
Substrationisierung bewerkstelligen.
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Fiir Gruppe 1 wurde durch verschiedene Mutationen ge-
zeigt, dass aromatische Aminosduren eine Schliisselrolle bei
der Stabilisierung von Carbokationen spielen (Phe55, Phe79,
Trp304, Tyr311; eine detaillierte Diskussion von allen Mu-
tanten ist in den Abbildungen 8-11 der SI gegeben). Hierbei
ist hervorzuheben, dass die F55L- und F79L-Mutanten dras-
tisch verénderte Produktspektren gegeniiber der Wildtyp-SdS
aufzeigen, die auBer den Produkten 1 und 2 auch die linearen
Terpene (E)-B-Farnesen, (2Z,6E)-o-Farnesen und (2E,6E)-a-
Farnesen umfassen (Abbildungen 8 und 9 der SI; abhingig
von der Temperatureinstellung der Transferline des GC/MS
kann Komponente 2 als thermisches Cope-Umlagerungspro-
dukt 2* detektiert werden).

Diese Befunde sind in Ubereinstimmung mit vorherigen
Mutationsstudien der EIZS™® und heben PheS55 beziiglich
seiner Position zum DHFPP als essenziell fiir die Stabilisie-
rung von Kation B hervor; Phe79 ist hingegen an Kation-m-
Wechselwirkungen bei der Stabilisierung von Kation A be-
teiligt. Spatere Mutationen demonstrieren, dass die Wech-
selwirkung von Kation C mit aromatischen Aminosiduren
nicht essenziell fiir die Bildung von 1 ist. Mutierte Reste aus
Gruppe 2 sind Asp83 (D83N, D83E) und Glul59 (E159Q,
E159D). Asp83 ist Teil des hoch konservierten DDxxD-
Motivs und bildet zwei H-Briicken mit Arg310 und einem
Wassermolekiil, das den (Mg”");-Cluster koordiniert, wo-
durch bei Substratbindung Helix K mit Helix C verbriickt
wird. Dieses verzahnte Netzwerk bewirkt die SchlieBung des
aktiven Zentrums und eine definierte Orientierung des PP;-
Restes. Die Mutanten D83N und DS83E bilden iibewiegend 2,
wobei im Falle von D83N die Aktivitét stark reduziert ist. Die
Bildung von 1 hingegen ist in diesen Mutanten inhibiert
(Abbildung 12 der SI). Glul59 bildet H-Briicken zu zwei
Wassermolekiilen, die ebenso durch den (Mg®");-Cluster ko-
ordiniert sind. Dies sollte auch durch die Mutanten E159Q
und E159D bewerkstelligt werden. Uberraschenderweise
wurde fiir beide Varianten ein nahezu vollstandiger Verlust
der Bildung von 1 beobachtet (Abbildung 13 der SI). Diese
Inaktivitét beziiglich der Konversion von 2 zu 1, die sowohl
fiir die Asp83- als auch fiir die Glu159-Mutanten beobachtet
wurde, ist auf eine mogliche Fehlorientierung von PP; zu-
riickzufiihren, das als Base/Sédure agieren konnte®! und somit
von genereller Bedeutung fiir die Protonierung von 2 und die
Umwandlung in 1 ist.

Als néchstes wurden die Aminosédurereste der Gruppe 3
durch Mutagenese von Argl78, Asp181, Gly182, Alal83 und
Tyr152 untersucht. Der Argl78-PP;-Sensor bildet H-Briicken
zwischen seiner Guanidingruppe und dem PP; des Substrates
sowie zu einem Sauerstoffatom der Carboxygruppe von
Aspl81 (Asp181-O°"). Dementsprechend sind die R178N-
und R178K-Mutanten inaktiv (Abbildung 14 der SI). Wei-
terhin trigt auch das Aspl181-O°-Atom zur Substrat-indu-
zierten Konformationsédnderung des Helixbruchs bei und
fungiert als Linker zwischen dem PP;-Sensor und dem Ef-
fektor Gly182-O. Die Mutanten D181N und D181S konnen
Aspl181 im H-Briickennetzwerk ersetzen, wie die von diesen
Mutanten produzierten Mengen an 1 zeigen (Abbildung 15
der SI). Zweifellos kann dieser Linker zwischen Argl78 und
Gly182 funktionell durch Asp, Thr, Ser und Asn realisiert
werden, die in vielen Sesquiterpencyclasen an der entspre-
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chenden Position zu finden sind (Abbildung 5 der SI, Positi-
on 8). Gemaf fritheren Aussagen hat der Effektor Gly182-O
die Schliisselrolle fiir die Katalyse der Abstraktion der PP;-
Gruppe inne. Die Schlieung des aktiven Zentrums und die
Carbokation-Generierung wurden im Detail durch den Aus-
tausch von Gly182 durch zwei hydrophobe Aminosdurereste
verschiedener Grofie (Glyl82A, Gly182V) sowie durch die
Gly182P-Mutante untersucht. Durch die Substitution G182A
werden nur kleine Mengen von 1 gebildet, wohingegen eine
betrachtliche Zunahme von 2 zu beobachten ist. Im Unter-
schied dazu zeigt die Mutante G182V keine Terpenproduk-
tion (Abbildung 16 der SI). Wie erwartet stort der G182P-
Austausch die strukturelle Ausrichtung des Enzyms am G1/2-
Helixbruch erheblich, wodurch ein inaktives Enzym resul-
tiert. Eine nédhere Betrachtung des offenen Zustandes der
Wildtyp-SdS zeigt, dass die Seitenkette von Alal83 eine ste-
rische AbstoBung bei der SchlieBung des aktiven Zentrums
verursacht, gefolgt von einer Umlagerung von Tyrl52 um
2.1 A (Abbildung 17 der SI). Wird diese Aminosiure durch
sterisch anspruchsvollere Reste wie A183V oder A183F er-
setzt, wird das Enzym in der offenen Konformation fixiert,
was zu seiner Inaktivierung fiihrt (Abbildung 18 der SI). Im
Einklang damit ist die Mutation des rdumlich anspruchsvollen
Tyrl52 (Y152L, Y152W und Y152F) nicht kritisch (Abbil-
dung 19 der SI).

Diese Befunde bekriftigen, dass die Koordination des
Substrats an dem (Mg?"),-Cluster nicht ausreichend fiir die
Diphosphatabstraktion und Carbokationbildung ist. Ware
die Ionisierung allein von der Metallbindung abhéngig und
wiirden die Mutationen von Gly182 und Alal83 nur die
Cyclisierungskaskade behindern, sollte zumindest die Bil-
dung von Farnesenen in den jeweiligen Mutanten nachge-
wiesen werden. Aus diesem Grund belegen unsere Muta-
genese-Experimente klar die Bedeutung des Induced-Fit-
Mechanismus, dem die neu identifizierte Effektortriade als
treibende dynamische Kraft fiir die Konformationsénderung
zwischen dem offenen und dem geschlossenen Zustand zu-
grunde liegt. Diese Konformationsdnderungen sind essen-
ziell fiir die effiziente Katalyse durch Klasse-I-Terpen-
cyclasen und deren progressiven Substratumsatz (Abbil-
dung 4).

Die hier vorgestellte Arbeit erldutert die Substratumset-
zung in Klasse-I-Terpencyclasen in beispiellosem Detail. Eine
neue Effektortriade wurde identifiziert, die auf der G1-Helix
in der Néhe seines Helixbruchmotivs lokalisiert ist. Diese
Einheit umfasst den hoch konservierten PP;-Sensor Argl78,
den Linker Aspl81 und den Effektor Gly182-O. Es handelt
sich hierbei um eine definierte Architektur, die auch in ho-
heren Organismen wie Pflanzen und Pilzen strukturell er-
halten ist und detaillierte Einblicke in die Generierung und
Regulation von Carbokationen ermoglicht. Der Induced Fit
sorgt dafiir, dass in dieser Klasse von Enzymen eine Pro-
duktbildung nur stattfindet, wenn das aktive Zentrum fest
verschlossen und nicht fiir Losungsmittel zugénglich ist.
Dariiber hinaus schlagen wir vor, dass die Bildung des Car-
bokations in Klasse-I-Terpencyclasen primér durch das Car-
bonylsauerstoffatom des G1/2-Helixbruchmotivs (Gly182-O)
ausgelost wird. Das umfassende mechanistische Verstdndnis
der Klasse-I-Terpencyclasen konnte zur ihrer zukiinftigen
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Abbildung 4. In der apo-Konformation ist das aktive Zentrum fiir die
FPP-Bindung zuginglich, die Carbonylgruppe von Gly182 (rot) ist der
zentralen Kavitat abgewendet. Im Zuge der Substratbindung bildet der
PP.-Sensor Arg178 H-Briicken zu (Mg”");-FPP und dem Linker Asp181
(Abbildung 3 A); simultan erfolgt die SchlieBung des aktiven Zen-
trums. Der Effektor Gly182-O wird reorientiert und auf die C3-Position
von FPP gerichtet, wodurch die Abstraktion von PP, initiiert und das
Farnesylkation gebildet wird. Dies ist der Start der Cyclisierungskaska-
de (Ubergangszustand), die mit der 1,10-Cyclisierung beginnt. Sobald
die Reaktion abgeschlossen und das Produkt freigesetzt wird, wechselt
das Enzym zuriick zur offenen apo-Konformation.

Anwendung in komplexer, semisynthetischer Chemie bei-
tragen.
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