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Abstract: Das eisenhaltige Nicht-Hidm-Enzym EgtB kataly-
siert die sauerstoffabhingige Bildung einer Kohlenstoff-
Schwefel-Bindung zwischen y-Glutamylcystein und N-a-Tri-
methylhistidin als zentralen Schritt der Ergothionein-Biosyn-
these. Sowohl die katalytische Aktivitit als auch die 3D-
Struktur von EgtB unterscheiden sich von bisher bekannten
Schwefel-Transferasen oder Thiol-Dioxygenasen. Die Kristall-
struktur von EgtB aus Mycobacterium thermoresistibile im
Komplex mit y-Glutamylcystein und N-o-Trimethylhistidin
zeigt die zwei Substrate und drei Histidinreste als Liganden der
oktaedrischen Eisenbindestelle. Diese Geometrie des aktiven
Zentrums passt zu einem katalytischen Mechanismus, in dem
die Bildung der Kohlenstoff-Schwefel-Bindung von einem
Eisen(I1l)-komplexierten Thiyl-Radikal initiiert wird, indem
dieses den Imidazolring des N-a-Trimethylhistidins angreift.

Ergothionein (1, Schema 1) kommt in vielen pro- und eu-
karyotischen Organismen vor, einschlieBlich dem Menschen
und Humanpathogenen wie Mycobacterium tuberculosis.) Es
wird von hoheren Eukaryoten als bakteriell produzierter
Mikronéhrstoff aufgenommen. Die genaue zelluldre Funkti-
on von Ergothionein ist unklar, jedoch lassen jiingste Beob-
achtungen in bakteriellen, tierischen und pilzstimmigen
Zellen darauf schlieBen, dass die Schwefelverbindung vor
oxidativem Stress schiitzt.’! Mycobakterien synthetisieren
Ergothionein aus Glutamat, Cystein und Histidin."** Der
zentrale Schritt in dieser Biosynthese wird von dem eisen-
haltigen Nicht-Hdm-Enzym EgtB katalysiert, das unter Sau-
erstoffverbrauch eine C-S-Bindung zwischen N-o-Trime-
thylhistidin (2, TMH) und y-Glutamylcystein (yGC) bildet
und sulfoxidiert. Zusammen mit dem Ovothiol-Biosynthese-
enzym OvoAM (4, Schema 1) reprisentiert EgtB eine sepa-
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Schema 1. EgtB und OvoA katalysieren die Bildung und Sulfoxidierung
von C-S-Bindungen zwischen y-Glutamylcystein und N-o-Trimethylhis-
tidin (TMH) oder zwischen Cystein und Histidin als zentralen Schritt
der Biosynthesen von Ergothionein (1) und Ovothiol (4).

rate Enzymklasse (Sulfoxid-Synthasen), die sich von anderen
Schwefel oxidierenden oder C-S-kuppelnden eisenhaltigen
Enzymen wie Cystein-Dioxygenasen oder Isopenicillin-
Synthasen abgrenzt.”! Vielmehr stellen Sulfoxid-Synthasen
eine neue Facette in der vielfiltigen Biokatalyse der C-S-
Kupplung dar.®

Um die molekulare Grundlage der Sulfoxid-Synthaseak-
tivitat aufzukldaren, wurden Kiristallstrukturen von EgtB aus
Mycobacterium thermoresistibile (EgtB,m,) Im terniren
Komplex mit Eisen und TMH sowie als quaterndrer Komplex
mit Mangan, N-o-Dimethylhistidin (DMH) und yGC be-
stimmt. Das Enzym wurde in Escherichia coli produziert und
nach Protokollen gereinigt, die bereits fiir EgtB aus Myco-
bacterium smegmatis (EgtB pegmas) €tabliert worden waren.?
Die Sequenzhomologie der beiden Enzyme betrégt 81 %, sie
sind Monomere (Abbildung S1) und zeigen dhnliche In-vitro-
Aktivititen (Tabelle 1). Die rekombinant hergestellten
Enzyme wurden als eisenhaltige Holoenzyme aufgereinigt.
Ihr Eisengehalt wurde sowohl in einem Ferrozin-basierten
kolorimetrischen Test (EgtB ermo > 95 %, EgtBmegmais > 50 %,
Tabelle S1) als auch durch Titration der EgtB-Aktivitét gegen
FeSO, (Abbildung S2) bestimmt. Thre In-vitro-Aktivititen
wurden in HEPES-gepufferten Losungen in Gegenwart von
TMH, yGC, 4 um FeSO,, 2 mMm Ascorbat, 100 mm NaCl und
2 mM TCEP bei 25 °C gemessen. Die Bildung des Sulfoxids (3;
Schema 1, Abbildung S3) wurde iiber Kation-Austausch-
HPLC verfolgt."! Unter diesen Bedingungen katalysierten
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Tabelle 1: Kinetische Parameter der EgtB-Varianten.!

einen geringen Anteil von Sekundérstrukturele-

menten charakterisiert. Stattdessen wird sie durch

Enzym Donor  Akzeptor ki ponor Kiat,Donor/ Kna kkat,Akzeptor kkat,Akzeptor/KM K X o X |
[s"]® M'sT] [s7] M7'sT] ein dichtes Netz ionischer Wechselwirkungen wie
EgtBoropms 1GC ™H 11 14x10" 12 28%10° Salzbriicken zwischen .Arglnln- und GlutaTnat-Sel-
EgtBianm, ¥GC TMH  86x10~" 2.0x10° 8.7x10"" 2.2x10° tenketten (Argd09:Glu196, Arg'4'li'% :Glu296,
EgtByome NGC  TMH  25x107" 23x10? n.a. n.a. Arg397:Glu300, Arg428:Glu360) stabilisiert. Zu-
EgtBpaien yGC TMH  2.7x107" 1.3x10? 1.1x107" 1.9%x10* sdtzlich immobilisiert ein Calciumkation im Zen-
EgtBpsren NGC  TMH  1.0x107" 1.1x10° n.a. n.a. trum der C-terminalen Domine sechs Sauerstoffli-

[a] YGC=y-Glutamylcystein; TMH = N-a-Trimethylhistidin; NGC = N-Glutarylcys-
tein; die Werte sind gemittelte Werte aus drei unabhingigen Messungen, die Fehler
betragen weniger als 15% der gemittelten Werte. [b] ki, und ki../Ky wurden in
Gegenwart des Kosubstrats bei einer mindestens dreifach héheren Konzentration
als der zugehérige Ky, in luftgesittigten Puffern bestimmt. Michaelis-Menten-Auf-

tragungen sind in den Hintergrundinformationen gezeigt.

EgtBmegmatis Und EgtB o bis zu eine Reaktion pro Sekunde
und blieben fiir Hunderte von Reaktionen aktiv (Tabelle 1,
Abbildung S3). Ohne Ascorbat verlor EgtBy,.m, nach 120 +
20 Reaktionen samtliche Aktivitdt. Diese konnte aber durch
Zugabe von 2 mM Ascorbat wieder hergestellt werden (Ab-
bildung S4). Inkubation mit yGC allein inaktivierte EgtB crmo
ebenfalls (Abbildung S4) und induzierte eine Absorptions-
bande bei 565 nm (e5e5=450M"'cm™', Abbildung S5). Diese
verschwand ebenfalls durch Zugabe von Ascorbat. Ein &hn-
liches Absorptionsverhalten wurde auch in Cystein-gebun-
dener Fe™-Cystein-Dioxygenase beobachtet und dort als
Schwefel-Eisen-Ladungstransferiibergang eingeordnet.”
Dagegen traten bei Inkubation von EgtB,,..,, mit TMH oder
Puffer allein keine Aktivitdts- oder Absorptionsdnderungen
auf. Vermutlich wird das in EgtB enthaltene Eisen durch eine
yGC-abhingige Nebenreaktion in einen inaktiven Zustand
oxidiert. Die Absorption von inaktivem EgtB ., im Kom-
plex mit yGC bei 565 nm gibt einen ersten Hinweis darauf,
dass das Schwefelatom dieses Liganden direkt am katalyti-
schen Eisenzentrum koordiniert. Dieser Gedanke wird von
der folgenden Strukturanalyse gestiitzt.

EgtByemo Wurde als Apoprotein (mthEgtB_apo), im
Komplex mit Eisen und TMH (mthEgtB_TMH) und im
Komplex mit Mangan, DMH und vGC
(mthEgtB_DMH_vyGC) kristallisiert. Die Kristalle wurden in
Raumgruppe P4;2,2 mit den Zellparametern a,b =135 und
¢ =141 A indiziert. Die Apostruktur wurde tiber das anomale
Signal der intrinsischen Schwefelatome des Proteins und tiber
das koordinierte Eisen phasiert. Die Phasen wurden mit na-
tiven Daten kombiniert und so eine EgtBcmo-Struktur mit
einer Auflésung von 1.7 A (apo) erhalten. Ligandenkomplexe
von EgtB cme Wurden mit einer Auflosung von 1.6 A (TMH)
und 1.98 A (yGC und DMH) bestimmt. In allen Strukturen
befinden sich zwei Proteine in der asymmetrischen Einheit,
die jedoch nur wenige asymmetrische Kristallkontakte bilden.

Die FElektronendichten der drei EgtB,.m.-Strukturen
zeigen eine kontinuierliche Polypeptidkette von Pro7 zu
Asp434 (Abbildung 1). Die Reste 7-150 bilden ein DinB-
Helixbiindel mit langen Linkern zwischen den Helices 1 und 2
(18 Reste), 2 und 3 (34 Reste) und 3 und 4 (7 Reste). Auf die
vierte Helix folgt ein verldngertes zweistrangiges [-Faltblatt
(Reste 211-434), das sich um die C-terminale Doméne mit C-
Typ-Lectin(CLec)-Faltung®®*! windet. Diese Faltung ist durch
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ganden von Seitenketten und dem Peptidriickgrat
des Proteins (Met354, 2.8 A; Gly399, 2.9 A; Val358,
2.6 A; Gly356, 2.7 A; GIn353, 3.6 A; Glu360, 3.3 A).
Dieses ungewohnlich schleifenreiche Faltmuster ist
erstaunlich konserviert in zwei weiteren Proteinty-
pen. Diese umfassen allerdings nur eine Doméne,
binden keine Ubergangsmetalle und unterscheiden

Abbildung 1. EgtBy..m, im Komplex mit Eisen (braun) und TMH
(rosa). Das Protein besteht aus einer N-terminalen DinB-Domine
(grau, Reste 1-150), einer zweistringigen f-Faltblatt-Region (schwarz,
Reste 151-210), und einer C-terminalen C-Typ-Lectin-Domine (cyan/
orange, Reste 211-434). Das aktive Zentrum enthilt eine Triade aus
drei Histidinen (grun, His51, His134, His138) und wird von der DinB-
Domine und den Resten 370-425 (orange) gebildet.

sich deutlich von EgtB durch Funktionen und Sequenzho-
mologien von weniger als 30%.%>? Eines dieser strukturell
homologen Enzyme (r.m.s.d. = 0.741, Abbildung S6) ist das
humane Formylglycin-bildende Enzym (FGE), das die O,
abhéngige posttranslationale Modifikation von Sulfatasen
katalysiert.®™ Das zweite Homolog ist das ,,diversity-gene-
rating retroelement variable protein® TvpA aus Treponema
denticola.”! Eisen-abhiingige Sulfoxid-Synthasen wie EgtB
und OvoA miissen aus diesen FGE-dhnlichen Proteinen
durch Fusion mit einer N-terminalen DinB-Doméne hervor-
gegangen sein. Daher ist es nicht iiberraschend, dass das
aktive Zentrum von EgtB durch beide Dominen gebildet
wird.

Das aktive Zentrum von EgtB,...., befindet sich in einem
15 A tiefen und 10 A breitem Tunnel, der von den Resten 375
bis 425 der CLec-Domine, den Helices 2 und 4 und den
Schleifen zwischen Helices 1, 2 und 3 gebildet wird. Am Ende
dieses Tunnels koordinieren drei Histidine der DinB-
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Domaine (Reste 51, 134 und 138) das katalytische Eisenkation
(Fe-N: 2.1 A, 2.1 A und 2.3 A). Diese Kristallstruktur revi-
diert frithere Vorhersagen, nach denen Glul40 und nicht
His51 als Ligand fungiert."**! Riickblickend ist diese Histi-
dintriade in vielen Mitgliedern der DinB-Uberfamilie kon-
serviert.'”) Mehrere Einzeldominen-DinB-Proteine wurden
als Zink-abhingige Thiol-S-Transferasen oder Maleylpyru-
vat-Isomerasen identifiziert,'! was darauf hindeutet, dass die
metallkatalysierte C-S-Kupplung eine generelle Aktivitit von
DinB-ihnlichen Proteinen sein kénnte.'') Dennoch unter-
scheidet sich die von EgtB und OvoA katalysierte O,- und
Eisen-abhéngige C-S-Kupplung wahrscheinlich vom Mecha-
nismus des Zn-katalysierten Alkyltransfers.*? Getragen
von diesem Gedanken untersuchten wir als ndchstes die
Wechselwirkungen zwischen EgtB,..,, und dessen Substra-
ten.

Im terndren Komplex von EgtB,;..,, mit TMH und Eisen
bilden der Imidazolring des Substrats (Fe-Nt: 2.2 A, Abbil-
dung 2) und zwei Wassermolekiile (Fe-O: 2.1 und 2.2 A) zu-
sammen mit der Histidintriade eine oktaedrische Koordina-
tionssphdre um das Eisenzentrum. Der Imidazolring des
Substrats wechselwirkt aulerdem tiiber eine H,O-vermittelte
Wasserstoffbriicke (5.4 A) mit Tyr380, und die 1-Carboxylat-
Gruppe ist ebenfalls iiber ein verbriickendes Wassermolekiil
mit der Seitenkette von Arg87 (4.9 A) in Kontakt. Zwei N-a-
Methylgruppen des TMH orientieren sich zur Indol-Seiten-
kette des Trp415. Die dritte N-a-Methylgruppe scheint einen
dipolaren Kontakt zu den Amid-Seitenketten von GIn137
(3.2 A) und Asn414 (3.5 A) zu bilden.

Um den Bindungsmodus des zweiten Substrats yGC zu
identifizieren, wurde die Struktur des quaterndren Komple-
xes von EgtB.m, mit DMH, yGC und Mangan(II) unter-
sucht. Erste Versuche, die eisenhaltigen bindren Komplexe
mit yGC zu trianken (,,Soaking®), filhrten zum Zerfall der
Kristalle. Um dieses Problem zu l6sen, wurde Mangan-re-
konstituiertes EgtBcmo genutzt. Dieser Enzymkomplex ist
inaktiv,'¥l aber die entsprechenden Kristalle tolerierten das
»Soaking“ mit DMH und yGC und streuten bis zu einer
Auflésung von 1.98 A (Abbildung 2, Tabellen S2 und S3). In
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diesem Komplex nehmen die Seitenketten des aktiven Zen-
trums und DMH sehr dhnliche Positionen wie im ternédren
Komplex ein (r.m.s.d. = 0.041). Als fiinfter Ligand koordiniert
yGC an das Metallzentrum (Mn-S: 2.6 A). Dieser direkte
Metall-Thiolat-Kontakt bestidtigt den beobachteten La-
dungstransfer vom Schwefel auf das Eisen und die dadurch
induzierte Absorptionsbande im yGC-Komplex mit eisen-
haltigem EgtB ¢, (Abbildung S5). Die a-Aminogruppe und
die Carboxylatgruppen des yGC bilden Salzbriicken zu
Asp416 (2.8 A), Arg420 (2.7 A), Arg87 (3.0 A) und Arg90
(2.6 A). Die Amidfunktion von YGC wechselwirkt iiber eine
Wasserstoffbriicke mit dem 1-Carboxylat von DMH (2.8 A).

Um zu priifen, ob die yGC-Bindung im Mangankomplex
die Substratbindung im eisenhaltigen und daher aktiven
Enzym EgtBcm, korrekt widerspiegelt, wurden yGC-bin-
dende Aminosduren in der Bindetasche durch Mutagenese
ausgetauscht. Zu diesem Zweck wurde eine EgtB ...~ Vari-
ante mit einer Asp416Asn-Mutation (EgtBp4y) hergestellt.
Diese Mutation erhéht den Wert von Ky ,gc um das 200-
fache, hat jedoch keinen signifikanten Einfluss auf Ky rvp
oder ki,. In einem komplementdren Experiment wurden
EgtB hermo Und EgtBp, ey mit einem yGC-Derivat (N-Glut-
aryleystein, NGC), dem die a-Aminofunktion fehlt, kinetisch
analysiert. NGC ist ein 100-fach schlechterer Schwefeldonor
fir EgtB.m, aber ein 10-fach effizienteres Substrat fiir
EgtBpyen als YGC. Die im Mangankomplex von EgtB . m,
beobachtete Salzbriicke zwischen der o-Aminogruppe von
vGC und Asp416 ist demnach ebenfalls wichtig fiir die Sub-
straterkennung wéhrend der Katalyse. Der sechste Metall-
Ligand im quaterndren Komplex ist ein Wassermolekiil (Mn-
0:2.5 A), das eine Wasserstoffbriicke zur Phenol-Seitenkette
von Tyr377 (2.8 A) bildet. Zusiitzlich zeigt diese Koordinati-
onsstelle in Richtung der Offnung eines engen Tunnels, der
das aktive Zentrum mit der Proteinoberfliche verbindet
(Abbildung S8). Moglicherweise ermoglicht dieser Tunnel
den effizienten Zugang von Sauerstoff zum aktiven Zentrum.

Auf der Grundlage der Beobachtung, dass yGC, TMH
und moglicherweise O, direkte Liganden des katalytischen
Eisenzentrums sind, lduft die EgtB-katalysierte Sulfoxidsyn-

\./}Rm
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b/ H138
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sz/ «F \ H51
[ yQ138
5381% H134
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Abbildung 2. Aktives Zentrum von EgtBy,.m, im ternidren Komplex mit TMH und Eisen (links), oder mit DMH, yGC und Mangan (rechts). Die
gebundenen Wassermolekiile sind rot dargestellt. Ein Chloridion (griin) besetzt im terndren Komplex die kationische yGC-Bindestelle. Differenz-
elektronendichten der gebundenen Liganden sind in Abbildung S7 dargestellt.
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Schema 2. Moglicher Mechanismus der EgtB-katalysierten Bildung
und Sulfoxidierung der Kohlenstoff-Schwefel-Bindung.

these vermutlich nach folgendem Mechanismus ab
(Schema 2): yGC und O, binden an den EgtB-Komplex mit
TMH, was in einer Eisen(III)-Superoxo-Spezies resultiert
(Schritt a). Diese Spezies hat moglicherweise partiellen Fe™''-
Charakter und komplexiert ein Peroxidanion (O,”) und ein
Thiylradikal (Schritt b). Das Peroxidanion wird durch Pro-
tonentransfer von Tyr377 stabilisiert, sodass das Thiylradikal
den Imidazolring unter Bildung eines Iminylradikals angreift
(Schritt ¢), der durch Deprotonierung und Ligand-zu-Metall-
Elektronentransfer rearomatisiert wird (Schritt d). Die Sulf-
oxidierung des neuen Thioethers reduziert die Eisen(II)-Per-
oxospezies zum katalytisch aktiven Ausgangszustand von
EgtB (Schritt e).

EgtB reprisentiert eine neue Art von Ham-unabhéngigen
Eisen-Enzymen, welche die oxidative Bildung und Sulfoxi-
dierung von C-S-Bindungen katalysieren. Die Kristallstruktur
von EgtB legt den Grundstein fiir mechanistische Untersu-
chungen durch kinetische, spektroskopische und bioinfor-
matische Methoden,™ und eréffnet Moglichkeiten des Pro-
tein-Engineerings, sodass Schwefel-Transferasen mal3ge-
schneidert werden konnen. Dies wird dadurch verdeutlich,
dass eine einzelne Mutation (an Asp416) geniigt, um die
Schwefeldonorspezifitdt von EgtB cqmo von YGC zu NGC um
das fast 1000-fache zu &@ndern. Die hier présentierte erste
Struktur einer Sulfoxid-Synthase wird auch die mechanisti-
schen Untersuchungen am Ovothiol-Biosyntheseenzym
OvoA unterstiitzen.[!
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