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Abstract: Die kîrzlich entdeckte Enzymklasse carboxylie-
render Enoylthioester-Reduktasen (ECRs) katalysiert die Ad-
dition von molekularem CO2 an die Doppelbindung a,b-un-
ges�ttigter CoA-Thioester. ECRs besitzen zwei bekannte bio-
logische Funktionen. Im Prim�rstoffwechsel einer Vielzahl
Bakterien katalysieren sie die Bildung von Ethylmalonyl-CoA
zur Assimilierung des Zentralmetaboliten Acetyl-CoA. Im
Sekund�rstoffwechsel katalysieren sie die Bildung einer Viel-
zahl verschiedener a-carboxylierter Acylthioester, die dazu
dienen, Variationen in der chemischen Grundstruktur von
Polyketid-Naturstoffen zu erzeugen. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Substratspezifit�t verschiedener ECRs mit-
hilfe einer Substratbibliothek systematisch untersucht. Es
wurden drei Aminos�uren im aktiven Zentrum von ECRs
identifiziert, die ECRs mit eingeschr�nktem Substratspektrum
von ECRs mit einem flexiblen Substratspektrum unterschei-
den. Dies wurde experimentell durch das gezielte Design des
aktiven Zentrums einer ausgew�hlten ECR best�tigt. Die vor-
liegende Studie erkl�rt die molekulare Grundlage einer
Schlîsselreaktion in der Biosynthese von Naturstoffen, was es
erlaubt, die Spezifit�t von ECRs zukînftig nicht nur vorher-
zusagen, sondern auch gezielt zu manipulieren.

Das biosynthetische Potential der Natur wird eindrucksvoll
durch die Diversit�t des Sekund�rmetabolismus demon-
striert, aus dem bis heute mehr als 325000 verschiedene Na-
turstoffe isoliert werden konnten.[1] Obwohl sekund�re Na-
turstoffe sich stark in ihrem chemischen Aufbau und ihrer
biologischer Wirkung unterscheiden,[2] wird das komplexe
Grundgerîst dieser Verbindungen aus letztendlich chemisch
einfachen Bausteinen, sogenannten Extender-Einheiten auf-
gebaut.[3] Ein bekanntes Beispiel sind die Polyketide, die
durch mehrere Claisen-Kondensationen aus a-carboxylierten
Acylthioester-Einheiten synthetisiert werden.[4] Die Stan-

dardbausteine, die in der Polyketid-Biosynthese Verwendung
finden, sind Malonyl-Coenzym A (CoA) und Methylmalonyl-
CoA, welche durch Enzyme des Fetts�urestoffwechsels, die
Acetyl-CoA bzw. Propionyl-CoA in der a-Position carboxy-
lieren, bereitgestellt werden.[5] Eine stetig wachsende Anzahl
an Polyketiden scheint von diesem Prinzip abzuweichen,
indem sie Variationen im chemischen Grundgerîst zeigen, die
durch den Einbau nicht-kanonischer Bausteine erzeugt
wurden.[6] Als nicht-kanonische Extender-Einheiten dienen
unter anderem Ethylmalonyl-CoA[7] Chlorethylmalonyl-
CoA,[8] Propylmalonyl-CoA[9] und weitere l�ngerkettige Ab-
kçmmlinge,[10] sowie Isobutylmalonyl-CoA[7b] und andere
Analoge mit verzweigter Fetts�urekette.[11]

Diese ungewçhnlichen Polyketid-Extender-Einheiten
werden durch die reduktive Carboxylierung a,b-unges�ttigter
Acyl-CoA-Thioester synthetisiert. Die an diesem Prozess
beteiligte Enzymklasse carboxylierender Enoylthioester-Re-
duktasen (ECRs) wurde erst kîrzlich identifiziert. Der be-
kannteste und beststudierte Vertreter ist die Crotonyl-CoA-
Carboxylase/Reduktase (Ccr), die die NADPH-abh�ngige
Carboxylierung von Crotonyl-CoA zu Ethylmalonyl-CoA
katalysiert und gleichzeitig das effizienteste CO2-fixierende
Enzym repr�sentiert, das bis heute entdeckt wurde.[12] Aktuell
z�hlen mehr als 900 Homologe zur ECR-Familie, die aus
physiologischer Sicht in zwei Unterfamilien eingeteilt werden
kann: eine Unterfamilie von „Prim�rstoffwechsel-Ccrs“
(ECR-1), welche im Ethylmalonyl-CoA-Weg, einem kîrzlich
entdeckten Zentralstoffwechselweg zur Acetyl-CoA-Assimi-
lierung dienen,[13] sowie eine Unterfamilie von „Sekund�r-
stoffwechsel-ECRs“ (ECR-2), welche mit der Polyketid-
Biosynthese assoziiert sind.[6]

Obwohl ECRs Schlîsselenzyme in der Variation des
chemischen Grundgerîstes von Polyketiden darstellen, ist
erstaunlich wenig îber ihre Struktur und ihren Reaktions-
mechanismus bekannt.[14] Solche Informationen sind jedoch
notwendig, 1) um zu verstehen, welche Faktoren den Einbau
und die Kontrolle nicht-kanonischer Extender-Einheiten in
der Polyketid-Kette bestimmen, 2) um neuentdeckten ECR-
Genen die korrekte biosynthetische Funktion zuzuweisen
und Polyketid-Strukturen durch genomische Analyse vor-
hersagen zu kçnnen und 3) um die ECR-Reaktion und damit
die Biosynthese von Polyketiden gezielt modifizieren zu
kçnnen.

Aus diesen Grînden wurden hier die molekularen
Grundlagen der ECR-Substratspezifit�t genauer untersucht.
Dazu wurde zun�chst eine Bibliothek verschiedener Enoyl-
CoA-Thioester synthetisiert, die das Spektrum natîrlicher
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und nicht-natîrlicher Polyketid-Extender-Einheiten abde-
cken (1–19, Abbildung 1). Diese Bibliothek wurde mit acht
phylogenetisch diversen ECR-Homologen getestet. Aus der
ECR-1-Subfamilie, die durch ihre Funktion im Prim�rstoff-
wechsel spezifisch fîr Crotonyl-CoA (1) zu sein scheint,
wurden vier Homologe gew�hlt: CcrCc aus Caulobacter cre-
scentus, CcrSg aus Streptomyces griseus, CcrSb aus Strepto-
myces bottropensis und CcrPd aus Paracoccus denitrificans.
Aus der ECR-2-Subfamilie wurden CinF aus Streptomyces sp.
JS360, RevT aus Streptomyces sp. SN-593, SalG aus Salini-
spora tropica und EcrSh aus Streptomyces hygroscopicus ge-
w�hlt, die die reduktive Carboxylierung von Octenoyl-CoA
(CinF),[14a] Hexenoyl-CoA (RevT)[11a] sowie Chlorcrotonyl-
bzw. Pentenoyl-CoA (SalG) katalysieren.[8] Die entspre-
chenden Kandidaten wurden heterolog in Escherichia coli
BL21 exprimiert, aufgereinigt und anschließend einzeln
gegen die Substratbibliothek in einem HPLC-MS-basierten
Testverfahren getestet (siehe Hintergrundinformationen (SI),
Abbildung S1).

Unabh�ngig von ihrem ursprînglichen physiologischen
Kontext akzeptierten alle ECRs der beiden Unterfamilien
Crotonyl-CoA als Substrat. Neben dieser Gemeinsamkeit gab
es aber auch distinkte Unterschiede zwischen den zwei Un-
terfamilien: ECRs-1 besaßen ein enges Substratspektrum.
Außer mit Crotonyl-CoA reagierten sie nur noch mit Pent-
enoyl-CoA und Pent-2,4-dienoyl-CoA. Im Gegensatz dazu
zeigten ECRs-2 eine îberraschend breite Substrattoleranz.
ECRs-2 akzeptierten unverzweigte CoA-Thioester verschie-
dener L�ngen (C4 bis C9), sowie verzweigte Enoyl-CoA-
Analoge. Eine Ausnahme bildete lediglich SalG, das
(Chlor)ethylmalonyl-CoA und Propylmalonyl-CoA in der

Abbildung 1. Bibliothek der Enoyl-CoA-Thioester, die in dieser Studie als ECR-Substrate getestet wurden.

Abbildung 2. Ergebnisse des HPLC-MS-basierten Aktivit�tstests von
ECR-Varianten mit der Substratbibliothek. Alle Enzym-Substrat-Kombi-
nationen wurden als unabh�ngige Messungen mit 1 mm Substrat, 0.4–
2.5 mm Enzym fír drei Stunden durchgefíhrt, um die Detektion schwa-
cher Substrate zu maximieren und gleichzeitig die Decarboxylierung
von Produkten zu minimieren (eine ausfíhrliche Erkl�rung ist in den
Hintergrundinformationen zu finden); die Inkubationszeit fír CinF-Ver-
suche mit 5, 6 und 7 wurden auf zehn Minuten verkírzt. Gezeigt ist
die relative Produktbildung mit detektiertem Carboxylierungsprodukt
íber einem Schwellenwert von 104 (ca. 10 mm Reaktionsprodukt). Der
Originaldatensatz ist in den Hintergrundinformationen zu finden.
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Biosynthese von Salinosporamid bereitstellt.[8] SalG akzep-
tierte CoA-Thioester nur bis zu einer L�nge von C7 und als
verzweigtes Substrat lediglich 4-Methylpentenoyl-CoA.
W�hrend ECRs-1 also scheinbar beschr�nkt auf kurze, un-
verzweigte CoA-Ester sind, besitzen ECRs-2 eine breite
Substratspezifit�t und akzeptieren diverse langkettige und
sogar verzweigte Substrate (Abbildung 2).

Aufgrund dieser Beobachtung wurde im Weiteren die
molekulare Grundlage des Substratspektrums in der ECR-
Familie studiert. Durch Analyse des katalytischen Zentrums
mehrerer ECR-Kristallstrukturen konnten Aminos�urekan-
didaten im aktiven Zentrum identifizieren werden, die an der
Substratselektivit�t der einzelnen Enzyme beteiligt zu sein
scheinen. Durch Sequenzvergleiche mit 925 ECR-Homolo-
gen wurden letztendlich drei Schlîsselaminos�uren identifi-
ziert, die fîr die enge Selektivit�t von ECRs-1 verantwortlich
zeigen: C146, I169 und F373 (Nummerierung gem�ß ECR-
1 CcrCc, Abbildung 3).

Um die Rolle dieser Aminos�uren in der Substraterken-
nung zu verifizieren, wurden diese Reste in CcrCC mit den
entsprechenden konservierten Aminos�uren aus der ECR-2-
Unterfamilie ersetzt (C146P, I169A und F373G). Anschlie-
ßend wurde die Aktivit�t der einzelnen CcrCc-Mutanten in-
clusive aller mçglichen Doppel- und Dreifachkombinationen
gegen die vorhandene Substratbibliothek getestet. Das Sub-
stratspektrum der mutierten Enzyme vergrçßerte sich
schrittweise mit der Anzahl kombinierter Mutationen (Ab-
bildung 4). Die Dreifachmutante von CcrCC zeigte ein Sub-
stratspektrum, das praktisch nicht mehr von einem echten

Mitglied der ECR-2-Familie zu unterscheiden war. Im Ge-
gensatz zum ursprînglichen Wildtyp setzte dieses Enzym
kurzkettige (1), langkettige (11), verzweigte (8) und sterisch
anspruchsvolle Substrate (16) um, was die Rolle der drei
Aminos�uren in der ©ffnung des katalytischen Zentrums
best�tigte.

Abbildung 3. Vergleich der CinF-Kristallstruktur (braun) im Komplex
mit Octenoyl-CoA (lachsfarben) und NADPH (violett)[14a] und einer
Ccr-Kristallstruktur von S. collinus (pdb-Code: 3HZZ; nicht verçffent-
licht). Die drei an der Substratselektivit�t beteiligten Aminos�uren des
aktiven Zentrums, Pro oder Cys 146, Ala oder Ile 169 und Gly oder Phe
373 sind beschriftet.

Abbildung 4. Ergebnisse des HPLC-MS-basierten Aktivit�tstests von
CcrCc-Wildtyp, Ccr-Einfach-, Doppel- und Dreifachmutanten mit der
Substratbibliothek. Alle Enzym-Substrat-Kombinationen wurden als un-
abh�ngige Messungen mit 1 mm Substrat, 0.4–2.5 mm Enzym fír drei
Stunden durchgefíhrt, um die Detektion schwacher Substrate zu maxi-
mieren und gleichzeitig die Decarboxylierung von Produkten zu mini-
mieren (eine ausfíhrliche Erkl�rung ist in den Hintergrundinformatio-
nen zu finden); die Inkubationszeit fír CcrCc-CP mit 1 wurde auf zehn
Minuten verkírzt. Gezeigt ist die relative Produktbildung mit detektier-
tem Carboxylierungsprodukt íber einem Schwellenwert von 104 (ca.
10 mm Reaktionsprodukt). Der Originaldatensatz ist in den Hinter-
grundinformationen zu finden. Fír fett markierte Substrate wurden de-
taillierte Kinetiken unter Zuhilfenahme spektrophotometrischer Tests
erfasst (Abbildung 5).
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Um den Beitrag der drei identifizierten Aminos�uren zur
Substratspezifit�t zu quantifizieren, wurden die kinetischen
Parameter der sieben verschiedenen CcrCc-Mutanten, des
Wildtyps und EcrSh, eines ECR-2-Vertreters, in spektro-
photometrischen Versuchen erfasst. Als Modellsubstrate
dienten ein kurzkettiges (1), ein langkettiges (6) und ein
verzweigtes (11) Substrat (Tabelle 1 und SI Abbildung S2).

Die katalytische Effizienz fîr das kurzkettige Modell-
substrat 1 nahm vom CcrCc-Wildtyp (27� 10 ×
105 L mol¢1 s¢1) bis zur CcrCc-Dreifachmutante (14� 6 ×
102 L mol¢1 s¢1) um einen Faktor von ca. 2000 kontinuierlich
ab. Im Gegensatz dazu stieg die katalytische Effizienz fîr das
langkettige Modellsubstrat 6 und erreichte einen Maximal-
wert von 11� 2 × 104 L mol¢1 s¢1 fîr die CcrCc-Dreifachmu-
tante, was vergleichbar mit der katalytischen Effizienz des
echten ECR-2-Vertreters EcrSh (13� 4 × 104 L mol¢1 s¢1) war.
Das sterisch anspruchsvolle Substrat 11 wurde durch die
CcrCcc-Dreifachmutante (6� 2 × 103 Lmol¢1 s¢1) verglichen
mit dem echten ECR-2-Vertreter EcrSh (44� 7 ×
101 L mol¢1 s¢1) sogar um einen Faktor 10 effizienter umge-
setzt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich in CcrCC
(und vermutlich der gesamten ECR-Familie) die katalytische
Effizienz gegenîber kurzen Substrate und eine erhçhte Sub-
strattoleranz gegenîber langkettigen und sterisch an-
spruchsvollen Substanzen umgekehrt proportional verhalten
(Abbildung 5).

Die Relevanz dieser postulierten Austauschbeziehung
wurde in einem letzten Experiment untersucht. Dazu wurden
der CcrCC-Wildtyp und die sieben Mutanten in ihren phy-
siologischen Kontext des Prim�rstoffwechsels zurîckversetzt.
Als Grundlage zu diesen Versuchen diente ein Ccr-in-vivo-
Komplementierungssystem das in einem Dccr-Stamm von
Methylobacterium extorquens AM1 etabliert worden war, der
den Ethylmalonyl-CoA-Weg zum Wachstum auf C1-Substra-
ten verwendet.[15] Solange der Dccr-Stamm nicht mit einem
funktionellen Ccr-Homolog komplementiert wird, ist er zwar
in der Lage auf Succinat, nicht aber Methanol als angebotene
Kohlenstoffquelle zu wachsen.[16]

Die Wachstumsraten der komplementierten St�mme fîr
den CcrCc-Wildtyp, alle CcrCc-Einfachmutanten sowie die

C146P/F373G-Doppelmutante waren von vergleichbarer
Grçßenordnung, w�hrend die beiden anderen Doppelmu-
tanten und die CcrCc-Dreifachmutante in ihrem Wachstum
stark beeintr�chtigt waren (Tabelle 1). Eine katalytische Ef-
fizienz von 20–30 × 103 Lmol¢1 s¢1 erscheint daher ausrei-
chend, um eine Wildtyp-�hnliche Wachstumsrate zu erzielen.
Die Wachstumsrate verlangsamt sich aber erheblich, sobald
die katalytische Effizienz unter diese Marke f�llt. Bei ver-
gleichbarem Expressionsniveau (SI Abbildung S3) scheint
dies also der minimale evolution�re Druck zu sein, der die
Substratbindetasche von ECRs im Zentralstoffwechsel ge-
schlossen h�lt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente haben
mehrere Konsequenzen: Zum ersten Mal konnten drei
Aminos�uren im aktiven Zentrum von ECRs identifiziert
werden, die eine Schlîsselrolle in der Kontrolle der Sub-
stratspezifit�t spielen. Dies ermçglicht es, das ECR-Sub-
stratspektrum auf rationaler Basis gezielt zu ver�ndern, was
im Rahmen der vorliegenden Studie mit CcrCc bereits de-
monstriert werden konnte. Die vorgestellten Ergebnisse er-
lauben es aber auch, ECRs, die in einem Polyketid-Biosyn-
these-Gencluster codiert sind, funktionell zu annotieren.
Anhand der drei charakteristischen Aminos�uren kçnnen
generelle Aussagen getroffen werden, ob ein entsprechendes
Polyketid-Produkt strukturelle Diversit�t besitzen kann, wie

Tabelle 1: Verh�ltnis der katalytischen Effizienz von CcrCc-Wildtyp und
mutierten Varianten zur Verdopplungszeit im Dccr-Komplementie-
rungssystem Methylobacterium extorquens AM1.[a]

Mutation kcat/KM [Lmol¢1 s¢1] Verdopplungszeit [h]

wt 27�10 Ö 105 5.3�0.3
CP 32�11 Ö 104 5.4�0.2
FG 15�9 Ö 104 5.3�0.1
IA 18�8 Ö 103 5.6�0.3
CP/FG 39�16 Ö 103 6.2�1.3
FG/IA 92�2 Ö 102 13�2
CP/IA 18�6 Ö 102 50�27
CP/IA/FG 14�6 Ö 102 27�5

[a] Die kinetischen Parameter wurden spektrophotometrisch bestimmt
und geben die katalytische Effizienz im Bezug auf den KM fír Crotonyl-
CoA wieder. Die gezeigten Daten entsprechen dem arithmetischen Mittel
mit 95% Vertrauensintervall. Abbildung 5. a) Katalytische Effizienz kcat/KM und b) Umsatzrate kcat

von CcrCc-Wildtyp und mutierten Varianten sowie CcrSh fír die drei
Modellsubstrate Crotonyl-CoA (1), Octenoyl-CoA (6) und 5-Methyl-
hexenoyl-CoA (11). Die Werte wurden spektrophotometrisch in Form
von Steady-State-Kinetiken bestimmt. Die scheinbaren katalytischen Ef-
fizienzen fír CcrCc IA und Ccr FG mit 6, sowie fír CcrCc FG/IA, CcrCc
CP/IA und CcrCc IA mit 11 wurden aufgrund extrem niedriger Umsatz-
raten fír diese Substrate in Triplikaten mit 1 mm Substratkonzentrati-
on bestimmt. Alle kinetischen Parameter sind in SI Tabelle S1 aufge-
fíhrt, die entsprechenden Michaelis-Menten-Kurven sind in SI Abbil-
dung S2 abgebildet.
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z. B. langkettige, verzweigte oder sterisch anspruchsvolle
Substituenten (P146, A169, G373), oder ob das Grundgerîst
auf kurzkettige Substituenten begrenzt ist (C146, I169, F373).

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen darîber hinaus
vermuten, dass die Synthese und der Einbau ungewçhnlicher
Extender-Einheiten in Polyketide nicht auf dem Level der
ECR-Reaktion kontrolliert werden. Die in dieser Studie un-
tersuchte Substrattoleranz von ECRs-2, die zwar im Rea-
genzglas, aber nicht im Polyketid-Produkt beobachtet wird,
zeigt, dass es wahrscheinlich biosynthetische Zw�nge sind,
wie z. B. die intrazellul�re Verfîgbarkeit der Enoyl-CoA-
Thioester (d.h. der eigentlichen ECR-Substrate), die die
Produktion der a-carboxylierten Extender-Einheiten be-
stimmen.[17] Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass zus�tzliche
Einbaukontrollen und Prîfreaktionen w�hrend der Polyke-
tid-Biosynthese als weitere Kontrollmechanismen dienen.

Zu guter Letzt kçnnen unter Zuhilfenahme dieser Er-
gebnisse nun prinzipiell alle Polyketid-Gencluster identifi-
ziert werden, die sich fîr biokombinatorische Ans�tze
eignen.[17] Alle Gencluster, die ein Mitglied der ECR-2-Fa-
milie mit flexiblem Signaturmotiv tragen, sollten grunds�tz-
lich fîr solche Ans�tze zug�nglich sein, die es ermçglichen,
durch Zufîttern nicht-natîrlicher Vorl�uferverbindungen
Polyketide mit modifizierten Strukturen zu erzeugen.
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