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Pyrrolysin (4, abgekiirzt als Pyl oder O, Schema 1), ist die
zweiundzwanzigste genetisch codierte Aminosaure.!! In Ar-
chaebakterien der Familie Methanosarcinaceae wird ihr
Einbau in drei Proteine (MtmB, MtbB und MttB) des kata-
bolen Methylaminstoffwechsels vom Amber-Codon UAG
codiert.’”! Die ungewoshnliche Aminosiure wurde im Jahre
2002 bei der kristallographischen und massenspektrometri-
schen Untersuchung der genannten Enzyme entdeckt.!'*"]
Auf der Grundlage von Bioinformatik-Daten erschien eine
Kassette von fiinf Genen (pylBCDST) notwendig und hin-
reichend fiir die Biosynthese von 4 und seinen Einbau in
Proteine. Dabei codieren py/Tund pylS eine Pyrrolysin-tRNA
und die entsprechende Aminoacyl-tRNA-Synthetase; pylB,
pyIC und pylD codieren Enzyme der Pyrrolysin-Biosynthe-
se.™ Unter Verwendung rekombinanter Escherichia-coli-
Stamme, die mtmB und py/BCDST aus Methanosarcina bar-
keri exprimieren, wurde durch Einbauexperimente mit [U-
BC,U-"N,]Lysin (1) gezeigt, dass alle Kohlenstoff- und
Stickstoffatome von 4 aus 1 abgeleitet sind. Entsprechend
Schema 1 wird deshalb angenommen, dass 1 durch PyIB-
Protein zu Methylornithin (2) umgesetzt wird.”! Aufgrund
von Sequenzmerkmalen kann PylB einer umfangreichen Su-
perfamilie von Eisen-Schwefel-Enzymen zugeordnet werden,
die S-Adenosylmethionin (SAM) als Cofaktor verwenden.™
PylC Kkatalysiert die Bildung des Amids (Pseudopeptids) 3
durch Kondensation von 1 und 2. Die Oxidation und an-
schlieBende Cyclisierung von 3, katalysiert durch PylD, liefert
4. Allerdings beruht diese Reaktionsfolge zum Teil auf indi-
rekter Evidenz:P! insbesondere wurde das Intermediat 2
bisher nicht direkt nachgewiesen, und es fehlen In-vitro-Un-
tersuchungen zu PylB."!

Nach Klonierung und Expression des py/B-Gens aus M.
barkeri Fusaro konnten wir die Struktur des rekombinanten
PylB-Proteins durch Rontgenstrukturanalyse mit einer Auf-
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Schema 1. Pyrrolysin-Biosynthese.P!

16sung von 1.5 A bestimmen. Phasen wurden durch anomale
Streuung (,,single-wavelength anomalous dispersion®) erhal-
ten. Das monomere Protein besteht aus einer einzigen
Doméne mit typischer TIM-Barrel-Faltung und struktureller
Ahnlichkeit zu HydE und BioB (RCSB-Codes 3CIW und
1R30; siehe die Hintergrundinformationen). Zusétzlich zum
klassischen (p/a)s-Motiv (Aminosduren 57-335) enthilt PylB
drei Helices am N-Terminus (HA-HC) sowie eine C-termi-
nale Helix (HE); die letztere erstreckt sich iiber den N-ter-
minalen Pol des Barrels. Der C-terminale Pol wird durch
Schleifen verschlossen, welche S1/H1, S6/H6 sowie S8/H8
verbinden (Abbildung 1A und Hintergrundinformationen,
Abbildung S2). In einem zentralen Hohlraum, der zur Um-
gebung hin abgeschlossen erscheint, befinden sich ein Eisen-
Schwefel-Cluster, SAM und das Reaktionsprodukt 2 sowie
mehrere lokalisierte Wassermolekiile (Abbildung 2 A). Die
Schleife, die S1/H1 verbindet, enthilt eine CxxxCxxC-Se-
quenz (Aminosduren 71-78), welche als konserviertes Motiv
in vielen radikalischen SAM-Enzymen auftritt.’! Die drei
Cysteinreste koordinieren den [4Fe-4S]-Cluster im Inneren
der Reaktionskammer am C-terminalen Pol des Barrels. Das
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Abbildung 1. A) Bindermodell von PylB (Stereopaar) mit [4Fe-4S]-Cluster, SAM und dem Reaktionspro-
dukt 2 (3MO). B) 2 F,—F_-Elektronendichtedarstellung (blaues Netz, 10) des aktiven Zentrums von PylB.
Elektroneniibergang: kurz gestrichelte violette Linie (oben rechts); Wasserstoffatomiibergang: lang gestri-
chelte violette Linie (unten links). C) Oberflichenpotential des aktiven Zentrums von PylB vom C-termina-
len Pol des B-Barrels aus gesehen; [4Fe-4S]-Cluster, SAM und das Reaktionsprodukt 2 (3MO) sind als
Stabmodelle dargestellt. Koordinaten und Strukturfaktoren von PylB wurden in der Protein Data Bank
unter der Zugangsnummer 3T7V hinterlegt.

Uberlagerung von biosyntheti-
schem SAM (Hauptkomponen-
te) und seinem R-Epimer (Ne-
benkomponente) interpretiert
werden. Letzteres entsteht bei
Raumtemperatur durch spon-
tane Epimerisierung.®

Die Anwesenheit von 2 im
aktiven Zentrum von PyIB ist
iiberraschend, da es kein natiir-
licher Metabolit von E. coli ist
und weder dem Nahrmedium
noch den Puffern, die fiir die
Reinigung und die Kristallisati-
on verwendet wurden, zugesetzt
wurde. Daraus folgt, dass PylB
in E. coli in aktiver Form ex-
primiert wird. Allerdings konn-
ten wir die Umsetzung von 1 zu
2 bisher nicht in vitro nachwei-
sen (siehe die Hintergrundin-
formationen); demnach koénnte
es sich bei PylB, zumindest in
Abwesenheit von PylC und/
oder PyID, um ein ,,Single-turn-
over“- oder Suizidenzym han-
deln. Substrat und Produkt von
PylB wurden urspriinglich aus
eleganten  Proteomikstudien
abgeleitet, aber biosyntheti-
sches 2 wurde bisher nicht
direkt nachgewiesen.! Die
Struktur des neuen Metaboli-
ten, einschlieBlich der 2R3R-
Konfiguration, ist nunmehr aus
der Elektronendichte direkt er-
sichtlich. Die Kohlenstoffatome
2-5 und die 6-Aminogruppe der
Aminosdure stehen in anti-
Konformation, wihrend die
Carboxylgruppe eine gauche-
Konformation einnimmt. Das
Reaktionsprodukt 2 und der
Cofaktor SAM sind eingebettet
in ein komplexes Netzwerk aus
Wasserstoffbriicken und hydro-
phoben Wechselwirkungen
unter Beteiligung zahlreicher
Aminosdurereste des aktiven
Zentrums  (Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S3).

Nach dem virtuellen Ent-
fernen des Enzymprodukts 2
aus der Rontgenstruktur wurde
das Substrat 1 in die Reakti-

vierte Eisenion des Clusters wird durch den Methioninrest —onskammer modelliert. Ausgehend von unterschiedlichen
von SAM koordiniert (Abbildung 1). Ubereinstimmend mit ~ Ausgangskonformationen erhielten wir durch Minimierung
den Beobachtungen fiir HemN-Protein”! kann die diffuse  der freien Energie ein robustes Modell (Abbildung 2 B). Die
Elektronendichte am Sulfonium-Motiv (Abbildung 1B) als  e-Aminogruppe des modellierten Substrats nimmt eine dhn-
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Abbildung 2. Connolly-Oberflichen von PylB mit [4Fe-4S]-Cluster, SAM
und 2 (3MO), abgebildet als Stabmodelle; Wassermolekiile sind als
rote Kugeln dargestellt. A) Ubersicht. B) Aktives Zentrum (Stereopaar)
mit Aminosiureresten, die das modellierte L-Lysin (1, LYS) tber indi-
rekte Wasserstoffbriicken koordinieren.

liche Position ein wie die -Aminogruppe des Produkts in der
experimentell ermittelten Struktur. Die Carboxyl- und o-
Aminogruppe des modellierten Molekiils 1 erscheinen ge-
geniiber 2 rotiert.

Die Uberlagerung der experimentell bestimmten Struktur
von 2 mit der modellierten Struktur von 1 im aktiven Zen-
trum liefert eine Hypothese fiir den Reaktionsmechanismus
der PylB-katalysierten Riickreaktion von 2 zu 1 (Schema 2).
Gewohnlich beginnt die Katalyse durch Eisen-Schwefel-
SAM-Enzyme mit einem Elektroneniibergang von einem
oder iiber einen Eisen-Schwefel-Cluster auf das Sulfonium-
Motiv von SAM. Das so gebildete Radikal fragmentiert unter
Bildung von Methionin und einem 5'-Desoxyadenosylradikal
(5; Hintergrundinformationen, Schema SS2), das im Fol-
genden als Wasserstoff-Transponder wirkt.!! Die Umsetzung

o H* o
o =L A A~ NH s
0//1’\;/\_/‘\/NHJ = 0 T NH3 —-—
NH5* NH3"
1 1 6

Schema 2. Hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir PylB.
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von 2 zu 1 (d.h. die Riickreaktion) erfordert die Abstraktion
eines Wasserstoffatoms von der Methylgruppe an Position 3
von 2 durch 5, wobei 5'-Desoxyadenosin (5) und das Radikal
2" entstehen. Letzteres konnte dann unter Bildung von 1°
isomerisieren, anschlieBend erfolgt die Abstraktion eines
Wasserstoffatoms durch 1° von 5. Die Methylgruppe von 2 ist
benachbart zur 5'-Methylengruppe der Riboseeinheit von
SAM. Der Abstand von ca. 4.6 A ist in guter Ubereinstim-
mung mit den Abstinden zwischen 5 und den jeweiligen
Reaktanten in anderen radikalischen SAM-Proteinen.!”! Die
Gertlistumlagerung bei der Reaktion von 2 nach 1 (d.h. der
Riickreaktion) kann iiber eine Fragmentierungs-Rekombi-
nations-Sequenz erfolgen, wobei ein Glycylradikal (6°) und
Aminobuten (7) gebildet werden, dhnlich wie beim Mecha-
nismus der Glutamatmutase (Hintergrundinformationen,
Schema SS1).!"! In Ubereinstimmung mit diesen mechanisti-
schen Uberlegungen nimmt die C4-Methylengruppe des
modellierten Lysin-Substrats eine dhnliche Position ein wie
die Methylgruppe von 2 in der experimentell bestimmten
Struktur. Das groBvolumige aktive Zentrum fiillt anndhernd
die Hilfte des Proteinmolekiils (C-terminaler Pol) aus, in
Ubereinstimmung mit der typischen Lage der aktiven Zen-
tren von TIM-Barrel-Enzymen am C-terminalen Pol."? Al-
lerdings erklért die Kristallstruktur nicht, wie das Produkt das
aktive Zentrum von PylB verlassen kann. Denkbar sind
Konformationsdnderungen der Schleifen, die S1/H1, S6/H6
oder S8/H8 verbinden; allerdings koordiniert die zuerst ge-
nannte Schleife den Eisen-Schwefel-Cluster und erscheint
dadurch konformativ stark eingeschrinkt. Denkbar wire
auch eine Freisetzung des Produkts iiber den N-terminalen
Pol des B-Barrels, aber auch dann wéren erhebliche Struk-
turdnderungen, einschlieBlich der Umlagerung von Helix HE,
notwendig.

Da die Erkennung des Amber-Codons durch die pylT-
codierte tRNA keinerlei zusétzliche RNA-Sequenzmotive
voraussetzt,”” konnte das Pyrrolysinsystem die Herstellung
von Proteinen mit nichtnatiirlichen Aminoséduren durch In-
oder In-vitro-Translation grundlegend verdndern.
Wihrend dieser Ansatz von der tRNA und der Aminoacyl-
tRNA-Synthetase (kodiert durch pyIT und pylS) abhingt,
konnte PylB neue Wege fiir die Herstellung nichtnatiirlicher
Aminosduren, insbesondere in isotopenmarkierter Form, er-
offnen. Durch In-vivo-Experimente mit rekombinanten E.-
coli-Stammen wurde bereits gezeigt, dass D-Ornithin durch
PylCD zu Norpyrrolysin umgesetzt werden kann.*!

Vivo-
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Stichwérter: (2R,3R)-3-Methylornithin -
Eisen-Schwefel-Proteine - Methanosarcina barkeri - Py|B-Protein -
Pyrrolysin
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