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Abstract: Das Protein LytB/ISPH katalysiert den letzten
Schritt des Methylerythritolphosphat(MEP)-Wegs, der zur
Terpenoidbiosynthese in vielen pathogenen Bakterien dient.
Deswegen gilt der MEP-Weg als Angriffspunkt fiir neue po-
tentielle Antibiotika, da er essenziell fiir Mikroorganismen ist,
beim Menschen jedoch nicht vorkommt. Substratfreies LytB
hat einen besonderen [4Fe-4S]**-Cluster mit einer bisher un-
bekannten Struktur. Experimente mit nuklearer inelastischer
Streuung (NIS, oder , nuclear resonance vibrational spectros-
copy“, NRVS) in Kombination mit quantenchemischen-mole-
kiilmechanischen (OM/MM) Rechnungen zeigen, dass das
apikale Eisen des Clusters eindeutig mit drei Wassermolekiilen
koordiniert ist. Zusdtzlich prasentieren wir NIS-Experimente
von LytB gebunden mit dem natiirlichen Substrat (E)-4-Hy-
droxy-3-methylbut-2-en-1-yl-diphosphat (HM BPP) sowie mit
den Inhibitoren (E)-4-Amino-3-methylbut-2-en-1-yl-diphos-
phat und (E)-4-Mercapto-3-methylbut-2-en-1-yl-diphosphat.

Krankheitsverursachende Mikroorganismen sind zusehends
resistent gegen Antibiotikatherapien geworden, wihrend
Krankheiten, die als ausgerottet galten, verstarkt wieder
auftauchen. Tuberkulose beispielweise ist sogar in den Indu-
strieldindern wieder auf dem Vormarsch und verursacht
weltweit mehr als 1.1 Millionen Tote pro Jahr. Der Methyl-
erythritolphosphat(MEP)-Weg!!! stellt eine Alternative zum
Mevalonatweg!? dar und wird bei der Biosynthese von Iso-
pentenyldiphosphat (IPP, 1) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP, 2) beschritten. Diese entscheidenden Bausteine
sind an der Bildung von essenziellen Terpenoiden der meisten

pathogenen Bakterien (unter anderem Mycobacterium tu-
berculosis) und Pflanzenplastiden beteiligt. Deswegen gilt der
MEP-Weg als Angriffspunkt bei der Entwicklung von neuen
antimikrobiellen Stoffen, da er essenziell fiir Mikroorganis-
men ist, beim Menschen jedoch nicht vorkommt.F! Im letzten
Schritt dieser Biosyntheseroute wird (E)-4-Hydroxy-3-me-
thylbut-2-en-1-yl-diphosphat (HMBPP, 3) in eine Mischung
von IPP (1) und DMAPP (2) umgewandelt (Schema 1).

Diese Reaktion wird von einem besonderen [4Fe-4S]-
Zentrum des Proteins LytB/IspH katalysiert.[! Substratfreies
LytB enthilt einen speziellen diamagnetischen [4Fe-4S]*"-
Cluster, der EPR-inaktiv ist. Zwei MoBbauer-spektroskopi-
sche Studien haben unabhéngig voneinander berichtet, dass
eines der vier Eisen von substratfreiem LytB eine unge-
wohnlich groBe Isomerieverschiebung (6 =0.89 mms™') auf-
weist.*! Dieser Wert ist innerhalb des experimentellen Feh-
lers identisch mit dem ungewohnlichen vierten Eisenplatz in
der citratgebundenen Form von Aconitase.’) Aus diesem
Grund wurde vorgeschlagen, dass die Koordinationssphére
dieses speziellen Eisenplatzes drei anorganische Schwefel
vom Eisen-Schwefel-Cluster umfasst, sowie zusitzlich drei
oder zwei Nicht-Schwefel-Liganden (O und/oder N) in einer
Bindungsart, die dhnlich zu der von substratgebundener
Aconitase ist.**

Erste Rontgenstrukturanalysen von substratfreiem LytB
von Aquifex aeolicus” und Escherichia coli®™ deuteten auf das
Vorhandensein eines [3Fe-4S]*-Clusters hin. In spiteren
Veroffentlichungen wurde die Struktur von HMBPP-gebun-
denem LytB von E. coli zu einer Struktur mit einem [4Fe-4S]-
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Schema 1. Methylerythritolphosphat(MEP)-Weg. DXS: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase;
DXR: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase; GepE: 2-C-Methyl-p-erythritol-2,4-cyclo-
diphosphat-Reduktase; LytB: 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl-1-phosphat-Reduktase.

Cluster verfeinert.”) Ebenso wurde von zwei Strukturen von
LytB mit dem [4Fe-4S]-Cluster gebunden an (E)-4-Amino-3-
methylbut-2-en-1-yl diphosphat (4) oder (E)-4-Mercapto-3-
methylbut-2-en-1-yl-diphosphat  (5), zwei Analoge zu
HMBPP, berichtet.!"”

Fiir diese Amino- und Thiolanaloge von HMPBB wurde
gezeigt, dass sie mit K;=20nm bzw. K;=54nM extrem
wirksame LytB-Inhibitoren sind.''! Die Kristallstruktur von
substratfreiem LytB im [4Fe-4S]*'-Zustand konnte bisher
noch nicht aufgekldrt werden. Dieses Fehlen einer Struktur
hat uns motiviert, eine spektroskopische Untersuchung mit-
tels nuklearer inelastischer Streuung (NIS) in Kombination
mit auf Dichtefunktionaltheorie basierenden quantenchemi-
schen-molekiilmechanischen (QM/MM) Rechnungen durch-
zufiihren,'”” um mehr Einblick in die Struktur von substrat-
freiem LytB zu erhalten. Hier prisentieren wir ebenfalls NIS-
Daten von LytB gebunden an sein natiirliches Substrat 3
sowie an die Inhibitoren 4 oder 5. NIS!™' ermoglicht die
Detektion von molekularen Schwingungen, an denen Eisen
beteiligt ist und reagiert spezifisch auf die Bewegung des
MoBbauer-Isotops *’Fe. Somit ist NIS komplementir zu an-
deren Schwingungsmethoden wie IR- oder Raman-Spektro-
skopie. Da jedoch keine optischen Auswahlregeln fiir NIS
gelten, sind alle individuellen Moden des Eisens, die von
Eisen-Ligand-Abstdnden abhéingen, detektierbar. In Verbin-
dung mit Simulationen, die auf quantenmechanischen Rech-
nungen des Eisenzentrums basieren,™ kann NIS verwendet
werden, um Strukturvorhersagen fiir das Eisenzentrum und
seine Umgebung zu machen. Dies wurde bereits fiir die mit
CO inhibierte Mo-Nitrogenase,'® sowie fiir das aktive Zen-
trum der [NiFe]-Hydrogenase'”! gezeigt.

E.-coli-Protein LytB, das iiber eine Hisg-Markierung ver-
fiigt, wurde auf “FeCl, enthaltenem LB (,lysogeny broth®)
hergestellt und unter anaeroben Bedingungen aufgereinigt,
wie in Lit. [4] beschrieben. Da fiir NIS hohe Konzentrationen
des MoBbauer-Isotops *’Fe (>3 mm) benotigt werden, wurde
die Intaktheit des Enzyms durch Messen seiner Aktivitét
iiberpriift.’! Die Aktivitit war vor und nach der Konzen-
trierung gleich (800 nmolmin 'mg™").

Die hier prisentierte Untersuchung zeigt, dass das [4Fe-
4S]-Zentrum von substratfreiem LytB an die drei benach-
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OH barten Schwefel des Clusters und an drei
Wassermolekiile bindet, jedoch nicht an
eine zusdtzliche Aminosdure aus dem
Proteinriickgrat. Abbildung 1a zeigt die
experimentellen NIS-Daten (die Ener-
gieabhingigkeit der inelastischen Kern-
streuungsprozesse) der substratfreien
Form von LytB. Die NIS-Datenséitze
enthalten drei separate Regionen, wie es
fiir [4Fe-4S]-Cluster typisch ist.'*!” Die
erste Region endet bei 240 cm™' und
enthdlt mehrere voneinander getrennte
Banden mit starken Maxima bei
136 cm™!, 161 cm™ und 180 cm™!. Die
zweite Region reicht von 240 cm™' bis
340 cm ' mit einer besonders charakte-
ristischen Bande bei 277 cm ™. Die dritte
Region reicht von 340 cm™' bis 440 cm™
und zeigt keine ausgeprigten Banden.

Um die Ligandenstruktur des ungewohnlichen vierten
Eisenplatzes bestimmen zu konnen, haben wir Simulationen
der NIS-Daten mittels quantenmechanischer (QM) DFT-
Rechnungen der [4Fe-4S]-Einheit mit verschiedenen Ligan-
den in Kombination mit molekiilmechanischen (MM) Rech-
nungen des ganzen Proteins durchgefiihrt.

Da das Einbringen des fehlenden Eisens in die Struktur
von LytB ohne Substrat mit einem unvollstindigen Fe/S-
Cluster (pdb 3F7T) bereits auf das Vorhandensein von drei
Wassermolekiilen hingedeutet hat (sieche die Hintergrundin-
formationen von Lit. [4]), haben wir QM/MM-Simulationen
mit diesem Strukturmodell durchgefiihrt.
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Abbildung 1. NIS-Daten der substratfreien Form vom LytB (a). Die si-
mulierten NIS-Daten wurden mittels kombinierten quantenchemischen
und molekiilmechanischen (QM/MM) Rechnungen basierend auf dem
PDB-Eintrag des substratfreien [3Fe-4S]-Clusters® von LytB (3F7T.pdb)
unter der Annahme einer Modellstruktur des Clusters b) mit drei Was-
serliganden und c) mit zwei Wasserliganden ermittelt. Fe braun,

S gelb, O rot, C grau, H weif.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 1b gezeigt. Der simu-
lierte Datensatz zeigt ebenfalls Schwingungsbanden in den
gleichen drei getrennten Regionen, wie in den NIS-Experi-
menten beobachtet. Die erste Region reicht bis etwa 220 cm ™
mit drei getrennten Banden bei 122c¢cm™!, 156 cm™' und
176 cm ™! und enthilt vor allem reine S-Fe-S'-Biegeschwin-
gungen wie auch gemischte Biege- und Streckschwingungen.
Unterhalb 50 cm™! existieren Proteinmoden, die eine Bewe-
gung des Proteinriickgrats gekoppelt an die ganze [4Fe-4S]-
Einheit aufweisen, aber keine Anteile von Eisen-Ligand-
Schwingungen mit Biege- oder Streckcharakter enthalten.
Die zweite Region von 240 bis 340 cm ™' enthilt vor allem
reine Fe-S-Streckschwingungen und gemischte Biege- und
Streckschwingungen mit einer deutlich ausgeprigten Bande
bei 256 cm .

Diese Bande wird von mehreren nahezu entarteten
Moden verursacht, wovon sich die intensivsten bei 250.4,
256.6, 256.7 und 257.0 cm ™' befinden. Alle diese Moden sind
charakteristisch fiir den ungewohnlichen vierten Eisenplatz
und haben betréchtlichen S-Fe-O-Streckcharakter verkniipft
mit einer Rotation der Wasserliganden um die Fe-O-Bindung.

Diese charakteristische Bande ist ebenso in den experi-
mentellen Daten bei 277 cm™! sichtbar. Die dritte Region
erstreckt sich oberhalb von 360 cm™' und enthilt Moden mit
gemischtem Streck- und Biegecharakter sowie reine Fe-S-
Streckschwingungen. Abbildung 1c¢ zeigt die Resultate der
QM/MM-Simulation des aktiven Zentrums mit zwei Wasser-
liganden. Die experimentell beobachteten drei Regionen, die
hier bereits diskutiert und welche ebenfalls als NIS-Signatu-
ren von synthetischen [4Fe-4S]**-Modellen™ und von Fer-
redoxin!” beobachtet wurden, konnen von der Simulation
mit zwei Wasserliganden nicht reproduziert werden. Auf3er-
dem zeigt die Simulation mit zwei Wasserliganden (Abbil-
dung 1c¢) nicht die charakteristische Bande, die im Experi-
ment bei 277 cm™' beobachtet wurde. Dies stiitzt unsere
Schlussfolgerung, dass das ungewohnliche vierte Eisen des
[4Fe-4S]-Zentrums von substratfreiem LytB an drei Wasserli-
ganden und an die drei benachbarten Schwefel im Clusters
koordiniert ist.

Wir haben ebenfalls die NIS-Experimente an LytB ge-
bunden an das natiirliche Substrat 3 sowie an die Inhibitoren
(E)-4-Amino-3-methylbut-2-en-1-yl-diphosphat (4) und (E)-
4-Mercapto-3-methylbut-2-en-1-yl-diphosphat (5) durchge-
fiihrt (Abbildung 2 a—c). Wie auch bei der substratfreien Form
von LytB zeigen alle NIS-Datensétze drei separate Regionen.
Abbildung 3 enthilt die Resultate der berechneten NIS-
Daten basierend auf den Rontgenkristallographiedaten. 12
Es zeigt sich eine angemessene Ubereinstimmung zwischen
berechneten und experimentellen Daten, die Abweichungen
fiihren wir auf das Vorhandensein von leicht unterschiedli-
chen Proteinkonformationen in Proteinkristallen und -16-
sungen zuriick. Fiir LytB gebunden an 4 wurde ebenfalls ein
NIS-Datensatz, basierend auf der kiirzlich von den Gruppen
von Groll und Oldfield publizierten Struktur (siche Abbil-
dung S4c in den Hintergrundinformationen) berechnet.
Dieser NIS-Datensatz zeigt ohne erkennbaren Grund signi-
fikant weniger Ubereinstimmung mit dem Experiment (Ab-
bildung 2b) als die Rechnung basierend auf 3ZGL.pdb.>"!
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Abbildung 2. NIS-Daten von a) LytB gebunden an sein Substrat 3,
b) LytB in Verbindung mit Inhibitor 4 und c) LytB in Verbindung mit
Inhibitor 5.
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Abbildung 3. Simulierte NIS-Daten bestimmt mittels QM/MM-Rech-
nungen basierend auf den Kristallstrukturen des aktiven Zentrums
bzw. der Inhibitorkomplexe: a) LytB mit Substrat 3 (3KE8.pdb),?!

b) LytB mit Inhibitor 4 (3ZGL.pdb)? und c) LytB mit Inhibitor 5
(4H4E.pdb).'" Fe braun, S gelb, O rot, C grau, H weif3, N blau, P lila.

Die zugehorigen partiellen Zustandsdichten (pDOS), die
aus den experimentellen sowie aus den simulierten NIS-
Daten (Abbildung 1, 2 und 3) bestimmt wurden, sind in Ab-
bildung S2 und S3 zu sehen. Aus der pDOS ist es méglich, den
Lamb-Mo6Bbauer-Faktor (fiy) und verschiedene weitere
thermodynamische Parameter, wie die mittlere quadratische
Auslenkung (| x|), die mittlere innere Energie (U), die spe-
zifische Wirmekapazitit (cy), die Entropie (S,3), die freie
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Enthalpie (G, =U-TS,;,) und die normierte mittlere
Kraftkonstante (D) der Proteinproben zu berechnen. Tabel-
le S1 zeigt die Parameter, die aus der experimentellen pDOS
(Abbildung S2, S3) fiir LytB gebunden an Substrat 3 und fiir
substratfreies LytB berechnet wurden. Die mittlere Kraft-
konstante fiir substratgebundenes LytB betrigt 216 Nm™!
und ist entsprechend geringer als die Kraftkonstante fiir
substratfreies LytB, die 260 Nm ™' betrigt. Dies konnte darauf
hindeuten, dass der [4Fe-4S]-Cluster der substratfreien Kon-
formation von LytB in einem steiferen Zustand an das Protein
gebunden hat als die substratgebundene Form, was sich in der
kleineren mittleren Kraftkonstante duf3ert.

Ein weiterer Beweis fiir die Koordination von Wasser-
molekiilen an den apikalen Eisenplatzes des [4Fe-4S]-Clus-
ters kann in der Rontgenstruktur von LytB in Verbindung mit
Propinyldiphosphat, einem Inhibitor mit 1C5y=6.7 um ge-
funden werden. In dieser Struktur lag ein Wassermolekiil
(oder ein Hydroxidion) gebunden an das apikale Eisen mit
einer Fe-O-Bindungslinge von 2.1 A vor.?!

Das Vorhandensein von drei labilen Wasserliganden am
apikalen Eisen wiirde die Instabilitét des [4Fe-4S]*" in Kris-
tallisationsexperimenten erkldren. Die Tatsache, dass keine
Kristalle mit einem kompletten [4Fe-4S] beobachtet werden
konnten, kann auf die Sauerstoffempfindlichkeit des Enzyms
zuriickzufiihren sein. GepE, ein anderes Enzym des MEP-
Wegs, wird als sauerstoffempfindlicher als LytB? beschrie-
ben. Uberaschenderweise zeigt die Rontgenstruktur von
substratfreiem GepE aus A. aeolicus™ und T. thermophiles™
ein besonderes Eisen im [4Fe-4S]*" in einer tetraedrischen
Koordination, das mit einem Glutamat des Proteins verbun-
den ist. Diese Koordination zu einem Proteinrest und nicht zu
Wasser erhoht die Stabilitdt des Proteins, und die berichtete
Sauerstoffempfindlichkeit beruht moglicherweise auf einer
starkeren Exposition des Fe/S-Clusters gegeniiber dem Lo-
sungsmittel.

AuBer bei der substratgebundenen Aconitase!® wurde ein
koordinierendes Wasser/Hydroxidion auch in der Rontgen-
struktur von anderen [4Fe-4S]-Enzymen, die einen Dehy-
drationsschritt katalysieren, z.B. bei der (R)-2-Hydroxyiso-
caproyl-CoA-Dehydrase (a-Cluster) aus Clostridium diffic-
ile™ und der Quinolitat-Synthase von Thermotoga mariti-
ma,”®! gefunden. Unseres Wissens ist die Koordination von
drei Wassermolekiilen an einen [4Fe-4S]-Cluster erstmals mit
dieser Studie nachgewiesen worden.

Der Mechanismus der Reaktion, die von LytB katalysiert
wird, ist Gegenstand der Forschung, aber es ist mittlerweile
bewiesen, dass es sich beim ersten Schritt des Mechanismus
um die Bindung einer OH-Gruppe des Substrates an das
apikale Eisen des [4Fe-4S] handelt. Vorangegangene Unter-
suchungen mittels MoBbauer-Spektroskopie haben eine Ver-
anderung der Koordinationsgeometrie des Eisens bei der
Substratbindung von oktaedrisch zu tetraedrisch nahege-
legt.’” GemiB der hier prisentierten Untersuchungen geht
diese Substratbindung sehr wahrscheinlich mit einer Freiset-
zung von drei Wassermolekiilen einher.

Stichworter: Nukleare Inelastische Streuung - Inhibitoren -
LytB(IspH) - Methylerythritolphosphat-Weg - Metalloenzyme

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 1258412587
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