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Bei den Enzymen IspD und IspE handelt es sich um das 3. bzw. das 4. Enzym der Mevalonat-unabhangigen Terpenbiosynthese. Das IspD-Protein katalysiert die Reaktion von
2C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat (MEP) und Cytidintriphosphat (CTP) zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (CDP-ME). Das CDP-ME wird anschlieBend durch das
IspE-Protein zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat (CDP-MEP) phosphoryliert.
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Methoden und Ergebnisse

Die an die codon usage von Escherichia coli angepassten Zielgene ispD und ispE wurden in ein
geeignetes E. coli-Expressionssystem kloniert und anschlieBend rekombinant exprimiert.

Die IspD- und IspE-Proteine konnten Uber die Nickelaffinitdtschromatographie (Abb. 1 A) und die
GroRenausschluss-Chromatographie angereichert werden. Die einzelnen Reinigungsschritte wurden
mittels SDS-PAGE Uberprift (Abb. 1 B).

Das theoretische Molekulargewicht des ispE Genproduktes mit Affinitdtstag betrdgt 53 kDa und
stimmt somit gut mit der rot markierten Bande auf dem Polyacrylamid-Gel in Abb. 1 B tGberein.
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Abb. 1: (A) Chromatogramm der Anreicherung von IspE mittels Nickelaffinitdtschromatographie
(B) Elektropherogramm (12% iges Polyacrylamid-Gel) zur Nickelaffinitatschr i

Die spezifische Aktivitdit der gereinigten Enzyme wurden Uber einen photometrischen Assay
bestimmt, indem Uber eine Kopplung mit zwei Hilfsenzymen ein NADH-Verbrauch gemessen wurde.
Mithilfe des photometrischen Assays wurden die kinetischen Kenndaten der Isp-Proteine bestimmt.
Die kinetischen Parameter fuir das IspE-Protein sind in Abb. 2 mit Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Ergebnisse der Kinetik von IspE
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Abb. 2: Kinetik vom IspE-Protein mit verschiedenen Substrat- und Cosubstrat -
Konzentrationen

Fir das anschlieRende Hightroughput-Screening (HTS) wurden die photometrischen
Aktivitatsassays in ein robotertaugliches 384-Well Format lbertragen. Im Rahmen des HTS wurden
fur das IspD-Protein ca. 50.000 und fir das IspE-Protein ca. 25.000 Substanzen auf ihre
Hemmwirkung gegen die Enzyme getestet (Abb. 3 A). Ein Counterscreening gegen die Hilfsenzyme
des photometrischen Assays wurde im Anschluss an das HTS durchgefiihrt, um eine Hemmung der
Hilfsenzyme auszuschlieRen (Abb. 3 B).

(A) (8)

Counterscreen gegen die Hilfsenzyme des photometrische  n
IspD-Akiivitatsassays

Initialscreen des besten Treffers gegen das IspD-Pr  otein

Absorpton, 340nm

‘Absorption, 340 nm

150
zet,s

o 500 1000 1500
zeits
Abb. 3: (A) Initialscreen des besten Treffers gegen das IspD-Protein
(B) Counterscreen gegen die Hilfsenzyme des photometrischen IspD-Aktivitatsassays

Zur néheren Charakterisierung der Affinitat der Treffer zum jeweiligen Targetenzym wurden ICy, -
Werte bestimmt (Abb. 4). Der ICy,-Wert entspricht der Inhibitorkonzentration, die die Aktivitat des
entsprechenden Enzyms um 50 % senkt.
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Abb. 4: (A) Bester IC5, —Wert fiir den besten Treffer gegen das IspD-Protein
(B) Bester ICs; —Wert fiir den besten Treffer gegen das IspE-Protein

Fir die Targetenzyme IspD und IspE soll insgesamt eine Bibliothek von 100.000 Inhibitoren getestet und die besten Treffer mittels IC;,-Wert charakterisiert werden. AbschlieRend soll mit den gewonnenen

Erkenntnissen iber die Enzyme IspD und IspE und deren Inhibitoren ein Drug Development erfolgen, um antibiotisch wirksame Arzneistoffe entwickeln zu kénnen.
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