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B Redoxreaktionen bilden die Grundlage des
Energie- und Biosynthese-Stoffwechsels in
Bakterien, Archaeen und Eukaryoten. Die
wichtigsten Redoxkofaktoren dabei sind die
Nikotinamide NADH und NADPH, die zusam-
men in fast 20 Prozent aller Enzyme als
Elektroneniibertrager oder -empfanger die-
nen. Auch das kiirzlich entdeckte Enzym Cro-
tonyl-CoA-Carboxylase/Reduktase (Ccr), das
in ca. acht Prozent aller sequenzierten Bak-
terien vorkommt verwendet NADPH, um
Enoyl-Coenzym A (CoA) Ester zu carboxylie-
ren. Ccr ist etwa 50-mal schneller als die Ribu-
losebisphosphat-Carboxylase und damit das
effizienteste CO-fixierende Enzym, das bis-
her entdeckt wurde.

Da Enzyme sehr effizient darin sind, che-
mische Reaktionen zu beschleunigen, ist es
oft schwierig, ihre Katalyse im Detail zu unter-
suchen. In unseren Studien an der Ccr konn-
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ten wir durch niedrige Temperaturen und
unter Ausschluss von CO, die Enzymreaktion
stark verlangsamen. Dies ermoglichte es uns,
die Bildung eines kovalenten Zwischenpro-
dukts zwischen NADPH und Crotonyl-CoA im
Verlauf der Katalyse zu beobachten (Abb. 1A,
B, [1]). Wir schlussfolgerten, dass die reduk-
tive CO,-Fixierungsreaktion schrittweise ver-
lauft: In einem ersten Schritt erfolgt die
Reduktionsreaktion, dann die Inkorporation
des CO,-Molekiils.

In dieser Studie konnten wir einen neuen
Mechanismus fiir NAD(P)H-abhéngige Reduk-
tionsreaktionen postulieren, der auf einer
iiber 50 Jahre alten Idee aufbaut. In der von
uns vorgeschlagenen En-Reaktion migriert
das Hydrid (ein Wasserstoffatom mit zwei
Elektronen), dhnlich dem Mechanismus einer
Diels-Alder-Reaktion, (teil-)synchron mit
sechs Elektronen und nicht als einzelne hoch-
energetische Hydridspezies, wie bisher ange-
nommen.

Das von uns entdeckte Zwischenprodukt
kann als ,eingefrorene Enzymreaktion® ver-
standen werden, die auf
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synthese aus Hefe zu studieren. Dabei gelang
es uns, den lange gesuchten Protonendonor
im aktiven Zentrum von Etr1p zu identifizie-
ren. Durch rationales Design konnten wir
anschlieBend die Stereochemie des Enzyms
komplett invertieren (Abb. 1C, [2]). Enoyl-
Reduktasen spielen nicht nur in der Fettsau-
re-, sondern auch in der Polyketidbiosynthese
eine wichtige Rolle. Die Stereochemie dieser
Enzyme rational dirigieren zu konnen, bringt
uns einen wichtigen Schritt naher, die Kon-
trolle tiber die chemische Struktur von Natur-
stoffen und damit ihre biologischen und phar-
makologischen Eigenschaften zu erlangen.
SchlieBlich konnten wir durch molekula-
res Proben zeigen, dass gewisse kovalente
Zwischenprodukte NAD(P)H-abhédngiger
Enzyme nicht von diesen verwendet werden
konnen und somit als Hemmstoffe agieren.
Auf diese Weise konnten in Zukunft neue
Medikamente entstehen, wie beispielsweise
zur Bekampfung von Fettleibigkeit oder Anti-
biotika gegen multiresistente Bakterien. M
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<« Abb. 1: Entdeckung des kovalenten Zwischenprodukts in der durch Crotonyl-
CoA Carboxylase /Reduktase (Ccr) katalysierten Reaktion und seine Anwen-
dung. A, postulierter En-Mechanismus der Ccr wahrend der Reduktionsreaktion,
der tiber das Zwischenprodukt (violett) verlauft. B, zeitaufgelostes NMR-Spek-
trum der Ccr-Reaktion in Abwesenheit von CO,. Das Spektrum zeigt die Anhéu-
fung eines Zwischenprodukts (violette Kurve). C, Das kovalente Zwischenpro-
dukt kann als molekulare Probe eingesetzt werden, um selektiv Protonentrans-
ferreaktionen in Enoyl-Reduktasen zu studieren. Wir setzten die Methode ein,
um die Stereochemie der Enoyl-Reduktase Etr1p zu @ndern.



