
Seltene Aminos�uren
DOI: 10.1002/ange.201103769

Biosynthese und Einbau von Pyrrolysin, der 22.
genetisch codierten Aminos�ure
Christian Hertweck*

Amber-Codon · Aminos�uren · Biosynthese · Geneti-
scher Code · Protein-Engineering

H�lt man sich die vielen verschiedenen Proteine und En-
zyme vor Augen, die notwendig sind, alle mçglichen Zell-
funktionen zu ermçglichen, dann ist es erstaunlich, dass daf�r
ein einfacher Satz von nur 20 kanonischen Aminos�uren
ausreicht – dies trifft zumindest f�r fast alle F�lle zu, denn
einige Enzyme bençtigen die 21. proteinogene Aminos�ure,
das Cystein-homologe Selenocystein. Vor mehreren Jahren
gab es noch einen weiteren bemerkenswerten Neuzugang zur
Familie genetisch codierter Aminos�uren: Pyrrolysin (Pyl,
1).[1] Krzycki und Mitarbeiter haben herausgefunden, dass
dieses vçllig neuarige Lysinderivat in einige Methyltransfe-
rasen aus Archaebakterien eingebaut wird, z. B. Monome-
thylamin-Methyltransferase (MtmB; Abbildung 1) aus Me-

thanosarcina barkeri.[2] Die exotische Pyl-Seitenkette wird in
das Reaktionszentrum von MtmB platziert, wo sie f�r die
katalytische Funktion des Corrinoid-abh�ngigen Enzyms
unentbehrlich ist. Im Laufe des letzten Jahrzehnts haben ge-

netische und biochemische Studien schon einen guten Ein-
blick in das Codieren und den Einbau von Pyl geliefert, aber
�ber die biosynthetische Herkunft der Aminos�ure war bis-
lang nichts bekannt. Zwei voneinander unabh�ngige Unter-
suchungen aus den Laboren von Krzycki[3] und Geierstan-
ger[4] haben nun den Pyl-Biosyntheseweg beleuchtet. In Ver-
bindung mit den fr�heren Arbeiten lassen diese Studien auf
eine interessante Fusion zweier Aminos�uren zu einer
schließen.

Diese Detektivarbeit begann 2002 mit der Entdeckung
eines bestimmten Codons (TAG) – das normalerweise den
Abbruch der Proteinbiosynthese bewirkt – innerhalb des
Leserahmens des mtmB-Gens (Schema 1).[1] Die genauere

Untersuchung des mtmB-Genprodukts ergab jedoch, dass an
dieser Stelle Pyl eingebaut wurde. Dies bedeutet, dass der
Einbau der seltenen 22. Aminos�ure die Suppression des
Stop-Codons erfordert.[2] Dass ein so genanntes Amber-Co-
don den Einbau einer Aminos�ure programmieren kann, war
bereits von Selenocystein bekannt.[5] Im Unterschied zum
Biosyntheseweg, der zu Selenocysteinyl-tRNA f�hrt, erfor-
dert die Beladung mit Pyrrolysin jedoch eine spezifische
Aminoacyl-tRNA-Synthetase, PylS, die Pyl auf eine beson-
dere tRNA, PylT, �bertr�gt.[6] Interessanterweise befinden
sich in Methanosarcina spp. die f�r PylS und PylT codieren-
den Gene in einem kleinen Gencluster (pylTSBCD) in der
N�he des Gens, das f�r MtmB codiert (Schema 1).

Abbildung 1. Strukturen der Monomethylamin-Methyltransferase
MtmB (PDB 1 V2) und von Pyrrolysin (Pyl, 1). Blick in den Substrat-
tunnel mit dem Pyl-Rest im katalytischen Zentrum (Kasten: Vergrçße-
rung).

Schema 1. Das Gen mtmB mit TAG-Amber-Codon und die Kassette
zur Erweiterung des genetischen Codes (genetic code expansion cas-
sette) f�r die Pyl-Biosynthese (pylBCD) und den Einbau (pylTS) in
MtmB.
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Durch die heterologe Expression von mtmB und pyl-
TSBCD in E. coli konnte gezeigt werden, dass diese „Kas-
sette zur Erweiterung des genetischen Codes“ notwendig und
hinreichend daf�r ist, dem heterologen Wirt die F�higkeit zu
�bertragen, intaktes MtmB mit Pyl zu produzieren.[7] Dies
belegte, dass die Genprodukte von pylBCD an der Pyl-Bio-
synthese beteiligte Enzyme sind. Eine weitere interessante
Entdeckung dar, dass die Zugabe von d-Ornithin (d-Orn)
zum heterologen Expressionswirt die MtmB-Titer zu erhçhen
schien; daher wurde zun�chst angenommen, dass d-Orn eine
Vorstufe von Pyl sei.[8] Eine genaue Analyse ergab jedoch,
dass anstelle von Pyl die Desmethylvariante, Pyrrolincarb-
oxylysin (Pcl, 9 ; Schema 2), durch PylBCD aus d-Orn syn-
thetisiert[3] und in das Enzym eingebaut wurde.[3]

�ber Markierungsexperimente mit stabilen Isotopen ha-
ben Krzycki und Mitarbeiter aufgekl�rt, dass d-Orn kein
Biosynthese-Intermediat ist und dass Pyl ausschließlich von
Lys abstammt.[3] MtmB wurde heterolog in E. coli unter Zu-
satz von [13C6

15N2]Lysin produziert, und massenspektrome-
trische Analysen der Proteinfragmente (tryptische Verdaue)
zeigten eine Massenverschiebung von 15 Da. Die l�sst darauf
schließen, dass Pyl aus zwei Lys-Einheiten unter Verlust einer
Aminogruppe gebildet wird. Da der 15N-Marker nach Zugabe
von [e-15N]Lys in Pyl fehlte, [a-15N]Lys dagegen vollst�ndig
eingebaut wurde, ist offensichtlich, dass die e-Aminogruppe
abgebaut wird, vermutlich w�hrend der Heterocyclisierung.[3]

Zudem konnten Geierstanger und Mitarbeiter durch MS-
Analysen von pylBCD exprimierenden E.-coli-Kulturen in
Gegenwart oder Abwesenheit von d-Orn entweder Pcl oder
Pyl nachweisen. Dies bedeutet, dass diese Aminos�uren
vollst�ndig synthetisiert werden, bevor das Aminoacyl-
tRNA-Addukt gebildet wird.[4]

Ergebnisse aus weiteren In-vivo- und In-vitro-Experi-
menten, die unabh�ngig voneinander in den Gruppen um
Krzycki und Geierstanger erhalten wurden, st�tzen folgendes
Biosynthesemodell: PylB scheint den ersten Schritt in der
Pyl-Biosynthese zu katalysieren; sein Fehlen kann durch die
Zugabe von d-Orn kompensiert werden, wobei Pcl (9) ent-

steht.[4] Zudem kann synthetisches 3-Methyl-d-Orn (3) eine
Mutante komplementieren, der PylB fehlt.[4] Sequenzver-
gleiche sprechen daf�r, dass PylB mit radikalischen SAM-
Enzymen verwandt ist, von denen einige als Mutasen fun-
gieren. Es ist daher gut mçglich, dass PylB als Aminomutase
die mechanistisch anspruchsvolle Transformation von l-Lys
in 3 ermçglicht, wobei die Konfiguration am a-Kohlenstoff-
atom invertiert wird. PylC, ein Enzym mit Sequenzhomologie
zu d-Aminos�ure-Ligasen, kçnnte die e-Aminogruppe von
Lys entweder mit d-Orn (4) oder mit 3 verk�pfen, um die
Dipeptide 5 bzw. 6 zu erhalten. Ein In-vitro-Enzymassay mit
PylC zeigte, dass ATP gebunden und umgesetzt wird, eine
spezifische Aktivit�t konnte jedoch noch nicht beobachtet
werden.[4] Massenspektrometrie lieferte Hinweise darauf,
dass PylC zumindest in vivo Dipeptid 5 bildet, wenn d-Orn zu
einem pylC exprimierenden E.-coli-Stamm gegeben wird.[3]

Auf der Stufe des Dipeptids kçnnte anschließend die mut-
maßliche Dehydrogenase PylD die e-Aminogruppe zum
entsprechenden Imin oxidieren und somit die anschließende,
vermutlich spontane Kondensation-Heterocyclisierung ein-
leiten. Tats�chlich konnte �ber eine In-vitro-Studie gezeigt
werden, dass gereinigtes PylD Dipeptid 5 in Gegenwart von
Adenosintriphosphat (ATP) und der oxidierten Form von
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) in Pcl (9) umsetzt.[4]

Zuletzt wird Pyl (oder alternativ Pcl) durch die Pyl-spezifi-
sche Aminoacyl-tRNA-Synthetase PylS unter Verbrauch von
ATP aktiviert und auf die Pyl-spezifische tRNA geladen, die
durch pylT codiert wird (Schema 1).

Insgesamt reichen offensichtlich drei Enzyme aus, um
zwei Lys-Einheiten in einen Pyl-Baustein umzuwandeln. Aus
evolution�rer Sicht ist es bemerkenswert, dass das TAG-
Amber-Codon f�r Pyl sich nur in einer Position vom AAG-
Codon f�r Lys unterscheidet. Im Sinne der Coevolutions-
theorie haben Aminos�uren, die aus den gleichen Vorstufen
hervorgehen, �hnliche Codons – was f�r Lys und Pyl zutrifft.
Biosynthese und Einbau von Pyl sind nicht nur mechanistisch
reizvoll, sondern haben auch eine praktische Bedeutung, da
die Pyl-Translationsmaschinerie genutzt werden kann, um
den genetischen Code zu erweitern.[9] Die cotranslationale
Insertion von synthetischen Pyrrolysinanaloga durch PylS
und PylT konnte bereits dazu eingesetzt werden, um z. B.
Click-Reaktionen[10] und ortsspezifische Ubiquitinierung von
Proteinen zu ermçglichen.[11] Ein besseres Verst�ndnis des
Pyl-Biosynthesewegs und der Faktoren, die die Substratspe-
zifit�t bestimmen, ist die Grundlage f�r die zuk�nftige Her-
stellung und den Einbau von Pyl-Analoga in vivo.
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sineinheiten (Lys).
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