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Die enorme Vielfalt von Sekund�rmetaboliten beruht auf
zahlreichen chemischen Modifizierungsreaktionen im Verlauf
ihrer Biosynthese und schafft die Grundlage f�r deren phar-
mazeutische Anwendung z.B. als Antibiotika, antivirale
Medikamente sowie Krebs-Therapeutika.[1] W�hrend Reak-
tionen wie die Glykosylierung und Prenylierung sowohl
funktionell als auch strukturell gut verstanden sind, ist die
enzymatisch katalysierte O-Carbamoylierung (die �bertra-
gung einer Carbamoylgruppe auf die Hydroxygruppe eines
Substrats) noch wenig untersucht. O-Carbamoylierung wurde
bereits f�r eine Reihe von Sekund�rstoffwechselprodukten
nachgewiesen, z.B. f�r diverse Antibiotika wie Cephalomy-
cin,[2] Novobiocin[3] und Nebramycin,[4, 5] sowie die Rhizobien-
Nodulationsfaktoren (Nod)[6] (verantwortlich f�r die Wirt-
spezifit�t von Knçllchenbakterien) und dem Muschelvergif-
tung auslçsenden Saxitoxin.[7]

Wie f�r die Aspartat- und Ornithin-N-Carbamoyltrans-
ferasen (CTasen) des prim�ren Stoffwechsels ist der Ursprung
der Carbamoylgruppe das energiereiche Substrat
Carbamoylphosphat (1, Abbildung 1). Anders als bei den
oben genannten CTasen wird jedoch die Aktivit�t der
Carbamoylphosphat-3-hydroxymethylcephem-O-Carbamoyl-
transferase (O-CTase) CmcH, die an der Biosynthese des b-
Lactam-Antibiotikums Cephamycin beteiligt ist, durch ATP
stimuliert.[2] Sequenzvergleiche mit dem rhizobiellen Enzym
NodU, das die O-Carbamoylierung der Nod-Faktoren kata-
lysiert,[6] verdeutlichten zudem, dass beide Proteine zu einer
grçßeren Klasse von Enzymen gehçren, die als CmcH/NodU
O-CTasen bezeichnet werden.[8] In-vitro-Untersuchungen
best�tigten ebenfalls f�r die O-CTase NovN, beteiligt an der
Biosynthese des bakteriellen DNA-Gyrase-Hemmstoffs No-
vobiocin, diese unerwartete Abh�ngigkeit von Mg2+-ATP, wie
sie auch f�r die CmcH gezeigt wurde.[3]

Tobramycin (3), ein Aminoglykosid, das nah verwandt ist
mit Kanamycin und Gentamicin, entfaltet seine antibiotische
Wirkung durch die Bindung in einer tiefen Furche am Ort der
tRNA-Entschl�sselung innerhalb der 16S-ribosomalen
RNA.[9] Die mçgliche Existenz einer O-CTase TobZ (auch als
TacA[4] bezeichnet) im Tobramycin-Biosyntheseweg wurde

aus genetischen Untersuchungen von Streptoalloteichus te-
nebrarius abgeleitet.[5] Das heterolog exprimierte Protein
TobZ zeigt eine ATP-abh�ngige Carbamoylierungsaktivit�t
gegen�ber 3 und Kanamycin A, die zu den Produkten Ne-
bramycin-5’ (4) sowie der neuen Verbindung Carbamoyl-
Kanamycin A f�hrt (siehe Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen). Hier zeigen wir, dass TobZ eine zwei-
stufige Reaktion katalysiert, bei der ein Carbamoyladenylat
(2) als Zwischenprodukt auftritt, und dass Adenylat-Synthese
und Carbamoyl�bertragung an zwei verschiedenen aktiven
Zentren stattfinden. Die Konservierung von Dom�nen,
funktionelle Gemeinsamkeiten und die Neuauswertung von
bereits publizierten Strukturdaten deuten auf analoge Reak-
tionen bei der Reifung von [NiFe]-Hydrogenasen und der
Synthese der essenziellen tRNA-Modifizierung Threonyl-
carbamoyladenosin hin.

TobZ besteht aus zwei Dom�nen (Abbildung 1), von
denen die grçßere Dom�ne (M1–A354) zur ASKHA-Super-
familie[10] („acetate and sugar kinases, Hsc70, actin“) gehçrt

Abbildung 1. A) Die Kae1-�hnliche ASKHA-Dom�ne (braun/rot) und
die YrdC-�hnliche Dom�ne (blau) von TobZ mit ausgew�hlten Substra-
ten und Intermediaten. Orange: gebundenes Eisenatom; magenta:
Mg2+/Mn2+; gelb: Carbamoyladenylat (2) im aktiven Zentrum der
YrdC-�hnlichen Dom�ne; gr�n: ADP im aktiven Zentrum der Kae1-�hn-
lichen Dom�ne; hellblau: Tobramycin (3). Die Nukleotidbindung im
aktiven Zentrum der YrdC-�hnlichen Dom�ne f�hrt zum Schließen der
Schleusenschleife (rosa: offen; gr�n: geschlossen). B) Schema der von
TobZ katalysierten Reaktionen.
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und sich in zwei �hnliche a/b-Unterdom�nen und einen vor-
stehenden zweistr�ngigen b-Faltblatt-„Finger“ (E251–R269)
untergliedern l�sst. Bemerkenswerterweise befindet sich ein
Eisen- (oder Zink-)Atom, das durch die Reste H114, H118,
D137 und D338 koordiniert wird, in der N�he der Stelle, an
der in anderen ASKHA-Proteinen ATP gebunden wird. Mit
Ausnahme von D137 sind diese Reste auch in anderen CmcH/
NodU-O-CTasen konserviert (Abbildung S2). Bisher wurde
jedoch lediglich f�r einen Vertreter der ASKHA-Superfami-
lie – das universelle Protein Kae1 („kinase-associated endo-
peptidase 1“)[11, 12] – eine Metallbindung (Eisen) gezeigt. Tat-
s�chlich sind auch die aktiven Zentren in beiden Strukturen
sehr �hnlich. Die kleinere Dom�ne (D367–H570) besteht aus
einem stark gewundenen, offenen a/b-Faltblatt und weist eine
deutliche strukturelle Homologie zu Mitgliedern einer wei-
teren universellen Proteinfamilie, YrdC/Sua5 („suppressor of
upstream ATG“), auf.[13–15] Die r�umliche Aneinanderlage-
rung beider Dom�nen erzeugt einen voluminçsen inneren
Hohlraum (Abbildung S3) mit �ffnung an der Eisen-Binde-
stelle. Diese kçnnte gegebenenfalls durch eine Konforma-
tions�nderung des b-Faltblatt-„Fingers“ komplett
geschlossen werden. Im Zwischenraum beider Do-
m�nen wurde im �brigen ein aus dem Kristallisati-
onspuffer stammendes Tartrat-Ion gefunden, das von
zahlreichen basischen Aminos�ureresten umgeben
wird (Abbildung S4 A).

Diffusion von 1 in die Kristalle f�hrte zu einer
Verdr�ngung des Tartrat-Ions, wodurch die Binde-
stelle von 1 zwischen den beiden Dom�nen identifi-
ziert werden konnte (Abbildung S4B; siehe Abbil-
dung 1). Diese ist jedoch ca. 20 � von der Eisen-
Bindestelle entfernt. Die Carboxamidgruppe von
1 wird durch vier Wasserstoffbr�cken zu den Atomen
A419N, A419O, N528O im Peptidr�ckgrat und zur
Guanidinium-Gruppe von R418 gehalten. Im Ge-
genzug wird der Phosphat-Rest durch die Seitenket-
tenatome R498Nh1/Nh2, T529Og und S530Og sowie durch
das R�ckgrat-Stickstoffatom von S530 gebunden.
Außer einer Rotation der Seitenketten R418 und
R498 wurden keine wesentlichen Konformations�n-
derungen beobachtet. S�mtliche an der Bindung von
1 beteiligten Reste sind in O-CTasen absolut konser-
viert (Abbildung S2).

Diffusion von ATP-Analoga in die Kristalle
f�hrte zu keiner signifikanten Differenz-Elektronen-
dichte; jedoch konnte in Anwesenheit von ADP
letzteres in der vermuteten ATP-Bindestelle der
Kae1-Dom�ne detektiert werden, wobei das a- und b-
Phosphat des ADP durch das Eisenatom koordiniert
werden (Abbildung 1, S5A). Das b-Phosphat zeigt
dabei die grçßte Zahl von Wechselwirkungen. Zu-
s�tzlich zur Eisenbindung bestehen Wasserstoffbr�-
cken zu den Eisen-koordinierenden Resten H118 und
D338, zu den R�ckgrat-Amidgruppen von G138 und
Q137, als auch zu der Imidazol-Gruppe von H14. Das
a-Phosphat interagiert mit den Eisen-koordinieren-
den Resten H118 und D338 sowie mit den R�ckgrat-
Amiden von G310 und D338. Die Ribose-Hydroxy-
gruppen bilden außerdem Wasserstoffbr�cken zu

G168O und E172Oe1. Die Adeninbase wechselwirkt stapelartig
mit der Seitenkette von Y171, die eine Begrenzung der von
den Resten P185, G186, M189, V311 und L313 gebildeten
Bindungstasche darstellt. Eine weitere Wasserstoffbr�cke
besteht zwischen dem Stickstoffatom N1 des ADP-Molek�ls
und der Seitenkette N314Nd1. Mit der Nukleotidbindung
gehen nur minimale Struktur�nderungen einher. Die Protein-
Eisen-Koordination wechselt von einer zweiz�hnigen Wech-
selwirkung der Seitenkette D137 zu einer einz�hnigen
Wechselwirkung. Desweiteren reorientiert sich die Seiten-
kette der Aminos�ure E172, um Platz f�r den Riboseteil des
Nukleotids zu schaffen.

Gleichzeitige Diffusion von 1 und ATP in die Kristalle
resultierte in einer zus�tzlichen Differenz-Elektronendichte
in der YrdC-�hnlichen Dom�ne, die eindeutig als Carb-
amoyladenylat (2) interpretiert werden kann (Abbildung 1,
2A, S4D). Die Adeninbase befindet sich in einer großr�u-
migen Tasche, die durch das Schließen der konservierten, an
der Oberfl�che befindlichen Schleife V490–R498 (hier
„Schleusenschleife“ genannt) f�r das Lçsungsmittel unzu-

Abbildung 2. A) Das Intermediat Carbamoyladenylat (2) in der YrdC-�hnlichen
Dom�ne, beobachtet in Kristallen, die mit 1, ATP und Mn2+ getr�nkt wurden.
Nukleotid-Bindung resultiert im Schließen der Schleusenschleife (enth�lt
H492). B) Das Intermediat 2 in der Kae1-�hnlichen Dom�ne (gleicher Kristall):
die Carboxamid-Gruppe wechselwirkt mit dem Eisenatom und mit den R�ck-
grat-Amid-Stickstoffatomen der benachbarten G138 und Q139. C) Diffusion von
AMPCPP, 1 und Mn2+ in die Kristalle resultiert in eindeutigen Elektronendich-
ten f�r die jeweiligen Substrate sowie geordnete Lçsungsmittelmolek�le (rote
Kugeln), die gemeinsam das Kation (magenta) oktaedrisch koordinieren.
D) Diffusion von Tobramycin, 1 und ADP in die Kristalle ermçglichte die Identi-
fizierung der Bindestelle des Antibiotikums sowie von ADP im aktiven Zentrum
der Kae1-�hnlichen Dom�ne. Das Aminoglykosid wird haupts�chlich durch elek-
trostatische Interaktionen gebunden. Die 6’’-Akzeptor-Hydroxygruppe befindet
sich in Nachbarschaft zu H14 und dem b-Phosphat von ADP. Die Fo�Fc-Elek-
tronendichtekarten sind mit 3s konturiert.
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g�nglich wird. Die Adeninbase weist nur wenige Kontakte
zum Protein auf, z. B. einige stapelartige Wechselwirkungen
mit der Seitenkette von P450 als auch mit H492 und R498 der
Schleusenschleife. Die Ribose wechselwirkt �ber die O3’-
Hydroxygruppe mit der Aminos�ure R449Nh2. Der Phos-
phatrest des Adenylats l�sst sich mit dem Phosphatrest von
1 bei einer Verschiebung des Hauptkettensegments D533–
E536 und der Guanidiniumgruppe von R445 (in Bezug auf die
Position in der 1-gebundenen Struktur) �berlagern. Dar�ber
hinaus wird das ADP, das vorher an der Eisenbindestelle
gefunden wurde, durch ein zweites Molek�l von 2 ersetzt
(Abbildung 2B, S5B), wobei das Carboxamid-Stickstoffatom
von dem Eisenatom, D338Od2 und dem R�ckgrat-Sauerstoff-
atom von Q139 in seiner Position gehalten wird, und das
Carbonyl-Sauerstoffatom durch die benachbarten Amid-
Stickstoffatome der Hauptketten von G138 und Q139 posi-
tioniert wird.

Simultane Diffusion von 1, dem ATP-Analogon
AMPCPP und Manganionen in die Kristalle best�tigte die
Nukleotidbindestelle in der YrdC-�hnlichen Dom�ne (Ab-
bildung 2 C, S4C), es wurde jedoch keine Elektronendichte
f�r ein Nukleotid an der Eisenbindestelle gefunden. Die Po-
sitionen der Adeninbase und des Riboseteils verschieben sich
in Bezug auf die Position im Komplex mit 2 (das C4’-Atom
der Ribose bewegt sich um 2.3 �) bei gleichzeitigen gering-
f�gigen Umlagerungen der Seitenketten von R498 und R445.
Der Hauptteil der Enzym-Nukleotid-Wechselwirkungen wird
durch die Phosphatgruppen beigesteuert. Das g-Phosphat
wird sowohl durch Wechselwirkung mit den Seitenketten von
K443Nx, R445Nh1, S530Og und N532Nd2 als auch durch das
R�ckgrat-Amid-Stickstoffatom von G535N positioniert. Das
b-Phosphat des Nukleotids bindet R449N2 sowie R418N2, die
ebenfalls mit dem a-Phosphat von AMPCPP und dem
Phosphat von 1 wechselwirken. Bemerkenswerterweise f�hrt
die AMPCPP-Bindung zur Bindung eines oktaedrisch koor-
dinierten Mn2+-Ions. Zu den �quatorialen Liganden z�hlen
das b- und g-Phosphat des AMPCPPO2b/O2g, S530Og und ein
Lçsungsmittelmolek�l (ebenso gebunden von P417O und dem
Carboxamid-Sauerstoffatom von 1), sowie die axialen Li-
ganden 1O1P und ein zweites Lçsungsmittelmolek�l. Die Nu-
kleotid-Bindung wird durch ein drittes Lçsungsmittelmolek�l
vervollst�ndigt, das sich im Wasserstoffbr�cken-Abstand zum
b-Phosphat von AMPCPPO1b, zum O2’-Atom der Ribose und
zur Seitenkette R445Nh2 befindet. Mutationen in dieser Re-
gionen (siehe die Hintergrundinformationen) liefern einen
weiteren Beweis daf�r, dass die YrdC-�hnliche Dom�ne mit
ihrer kryptischen 1-abh�ngigen Mg2+-ATP-Bindestelle f�r die
Synthese von 2 verantwortlich ist.

Die Bindestelle f�r das Aminoglykosid-Antibiotikum
konnte durch gleichzeitige Diffusion von 1, ADP und To-
bramycin in die Kristalle ermittelt werden (Abbildung 2D).
Der zentrale 2-Desoxystreptamin-Ring des Antibiotikums ist
�ber der Seitenkette von Y230 aufgeschichtet, wohingegen
die basischen Aminogruppen von den Carboxylatgruppen der
Aminos�uren D12, D183, E172, E176, D228 und E234 ge-
bunden werden. Die 6’’-Hydroxygruppe des Substrats befin-
det sich in der N�he von H14 und den Eisen-gebundenen a-
und b-Phosphaten des Nukleotids, was darauf hindeutet, dass
hier der Carbamoyltransfer stattfindet.

Um weitere Einblicke in die Reaktion zu bekommen,
wurde die Katalyse mit a- und g-32P-markiertem ATP verfolgt
(Abbildung S7). In Anwesenheit von 1, 3 und a-32P-ATP f�hrt
die Reaktion ausschließlich zur Bildung von markiertem
AMP, wohingegen bei der Verwendung von g-32P-ATP nur
radioaktiv markiertes Pyrophosphat entsteht. Dies deutet
darauf hin, dass TobZ eine ATP-Pyrophosphatase-Reaktion
katalysiert, was durch die Abh�ngigkeit der ATP-32PPi-Aus-
tauschreaktion von der Anwesenheit von 1 best�tigt wird.
Demzufolge wird die ATP-Pyrophosphatase-Aktivit�t von
einer Phosphat-Abspaltung von 1 zum Zwischenprodukt 2
und einer letztendlichen AMP-Bildung begleitet. Aufgrund
der Anwesenheit von ADP in dem Kae1-�hnlichen aktiven
Zentrum und einer durch das Lçsungsmittelmolek�l vermit-
telten Wechselwirkung zwischen der 2’-Hydroxygruppe von
ATP und dem b-Phosphat in dem 1-AMPCPP-Komplex,
wurde der Effekt anderer Nukleotide auf die Carbamoylie-
rung getestet (Abbildung S9). Dabei konnte gezeigt werden,
dass ADP die Entstehung von 4 hemmt und die Reaktion in
Anwesenheit von Desoxy-ATP deutlich langsamer ist.

Aus der Kombination der hier unterbreiteten strukturel-
len und biochemischen Daten schlagen wir folgenden Reak-
tionsablauf von TobZ vor (Abbildung 3). Durch die Bindung
von 1 in einer schmalen Hçhle am Grunde der Reaktions-
kammer wird die sonst verborgene sekund�re Bindestelle f�r
Mg2+-ATP vervollst�ndigt. Die Nukleotidbindung f�hrt zum
Schließen der Schleusenschleife. Die Bildung einer Salzbr�-
cke zwischen Mg2+ und einem Sauerstoffatom des Phosphats
von 1 kçnnte die Elektrophilie des Phosphoratoms in 1 er-
hçhen und die Stabilisierung der entstehenden negativen
Ladung w�hrend der Hydrolyse erleichtern. Wir schlagen vor,
dass ein Wassermolek�l den freien Raum zwischen 1 und dem
b-Phosphat des ATP gegen�ber der zu brechenden Bindung
von 1 besetzt. In dieser Position ist eine Aktivierung des
Wassermolek�ls f�r den nukleophilen Angriff durch Depro-
tonierung mithilfe eines b-Phosphat-Sauerstoffatoms von
ATP (in Analogie zur nukleophilen Aktivierung bei den Ein-
Metallion-Typ-II-Restriktionsendonukleasen)[16] oder mithil-
fe eines Hydroxidions mçglich, das durch das Mg2+-Ion ko-
ordiniert wird (wie bereits f�r das selbstspleißende Ham-
merhead-Ribozym beschrieben).[17] Nach der Hydrolyse ver-
bleiben beide Produkte durch die Anwesenheit des ATP-
Molek�ls in der Hçhle, wodurch das reaktive Carbamat ge-
sch�tzt wird. Die anschließende Adenylierung kçnnte durch
eine Verschiebung der Ribose und des a-Phosphats von ATP
zur Position, die in der Struktur des Komplexes mit 2 beob-
achtet wurde, eingeleitet werden. Die Verdr�ngung des ge-
spaltenen Phosphats durch das a-Phosphat des ATP w�rde
das a-Phosphat in die richtige Position f�r einen nukleophilen
R�ckseitenangriff des Carbamats bringen, was zu einer
Freisetzung von Pyrophosphat f�hren w�rde. Besonders
hervorzuheben ist die passive Rolle des Proteins in der
Adenylierungsreaktion: s�mtliche funktionellen Gruppen
werden durch die Substrate selbst zur Verf�gung gestellt, was
eine extreme Form der substratgest�tzten Katalyse darstellt.

Die Kopplung der Pyrophosphat/Phosphat-Freisetzung an
die Umlagerung der zahlreichen basischen Seitenketten in
r�umlicher N�he, wie es bereits f�r die Adenylierungsdom�ne
der nichtribosomalen Peptid-Synthetasen (NRPSen) vorge-
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schlagen wurde,[18] kçnnte eine treibende Kraft f�r die Ver-
lagerung des Zwischenprodukts 2 vom Ort der Entstehung
zur Carbamoyltransferdom�ne (entlang eines elektrostati-
schen Potentialgradienten innerhalb der Reaktionskammer,
Abbildung S3) darstellen. Nach dem Eintreffen von Tobra-
mycin (3) an der Carbamoyltransferstelle w�rde die Ann�-
herung der 6’’-Hydroxygruppe von 3 an das aktive Zentrum
seine Deprotonierung durch die katalytische Diade H14/D15
ermçglichen. Dadurch w�rde der nukleophile Angriff auf die
Carbamoylgruppe ermçglicht, woraufhin sich ein tetraedri-
sches Intermediat (nachgeahmt durch das ADP-Molek�l an
der Eisenbindestelle) bilden kçnnte, dessen Oxyanion durch
die R�ckgrat-Amidgruppen von G138N und Q139N stabilisiert
w�rde (Abbildung 3B, C). Die Abspaltung der AMP-Ab-
gangsgruppe w�rde dann zu der Bildung des Produkts Ne-
bramycin-5’ (4) f�hren. Zu ber�cksichtigen ist, dass die
genaue Identit�t und die Rolle des Metallions w�hrend der
Katalyse zurzeit unklar sind.

Die hohe Sequenzkonservierung innerhalb der CmcH/
NodU-Familie (Abbildung S2) legt nahe, dass dieser Mecha-
nismus auch f�r andere bekannte, am Sekund�rstoffwechsel
beteiligte O-CTasen gilt. Damit bildet die TobZ/CmcH/
NodU-O-CTasen-Familie eine neue Klasse der Adenylat-
bildenden Enzym-Superfamilie,[19] welche die Aminoacyl-

tRNA-Synthetasen, Adenylierungsdom�nen der nichtriboso-
malen Peptid-Synthetasen (NRPSs), die NRPS-unabh�ngi-
gen Siderophor-Synthetasen sowie die Ubiquitin-aktivieren-
den-E1-Enzyme enth�lt. Es besteht allerdings ein wichtiger
Unterschied: alle Enzyme dieser Klasse aktivieren die
Carboxygruppe ihres Substrats durch Pyrophosphat-Hydro-
lyse, w�hrend die TobZ/CmcH/NodU-O-CTasen dar�ber
hinaus die Phosphatabspaltung von 1 bewirken. Aber warum
werden zwei energiereiche Verbindungen – ein Phosphat-
Anhydrid und ATP – f�r die Carbamoylierung geopfert?
Womçglich liegt die Antwort darin begr�ndet, dass das
Carbamat leicht in CO2 und Ammoniak zerf�llt. Eine
Kupplung der Carbamatgruppe an ein Phosphat in 1 oder ein
AMP in 2 sch�tzt das sonst instabile Zwischenprodukt, wo-
durch ein Transport zwischen verschiedenen aktiven Zentren
ermçglicht wird. Mehrere Mechanismen von TobZ kçnnten
diese scheinbar verschwenderische Nutzung energiereicher
Substrate regulieren: 1) Mg2+-ATP bindet an der sekund�ren
Bindestelle nur in Anwesenheit von 1; 2) die Besetzung der
Adenylierungsstelle resultiert im Schließen der Schleusen-
schleife, wodurch die Diffusion der Substrate eingeschr�nkt
wird; 3) die Entfernung von Magnesium/Phosphat/Pyro-
phosphat (erleichtert durch die elektrostatische Verteilung
innerhalb der Kammer) treibt die Reaktion in Richtung der

Abbildung 3. TobZ katalysiert zwei Halbreaktionen (siehe Text und die Hintergrundinformationen): A) Die erste Halbreaktion der YrdC-�hnlichen
Dom�ne besteht in der Hydrolyse von 1 und einer anschließenden Adenylierung mithilfe von ATP zu 2. B) Die Kae1-�hnliche Dom�ne katalysiert
den Transfer der Carbamoylgruppe von 2 zur 6’’-Hydroxygruppe von Tobramycin (3). C) Vorgeschlagener �bergangszustand f�r die Transferreak-
tion.
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Adenylatbildung; und 4) die beobachtete Hemmung durch
ADP kçnnte eine unproduktive ATP-Hydrolyse drosseln.

Im [NiFe]-Hydrogenase-reifenden Faktor HypF folgen
ebenfalls eine YrdC-�hnliche und eine Kae1-�hnliche
Dom�ne aufeinander,[20] obwohl die Reihenfolge der Dom�-
nen umgekehrt ist. HypF katalysiert die Carbamoylierung des
C-terminalen Cystein-Rests von HypE, welche eine Schl�s-
selreaktion in der Biosynthese des [NiFe]-Hydrogenase-
Komplexes darstellt.[21,22] Diese ist essenziell f�r den reversi-
blen, katalysierten Umsatz von Wasserstoff in Protonen und
Elektronen in Archaeen, vielen anaeroben Bakterien und in
einigen niederen Eukaryoten.[23] Wie TobZ zeigt auch HypF
eine ATP-abh�ngige CTase-Aktivit�t, wobei die Carbamoyl-
gruppe ebenfalls von 1 stammt und 2 als Zwischenprodukt
vorgeschlagen wurde.[20,24, 25] Es ist daher wahrscheinlich, dass
die von HypF und TobZ katalysierten Reaktionen analog
zueinander ablaufen.

F�r die konservierten und ubiquit�ren Proteine YrdC/
Sua5 und Kae1 wurde k�rzlich gezeigt, dass beide an der
Biosynthese der modifizierten tRNA-Base Threonyl-
carbamoyladenosin (t6A37) beteiligt sind.[26–29] Diese tRNA-
Modifikation ist f�r die korrekte Entschl�sselung der mRNA
durch das Ribosom notwendig,[30] wodurch die vielf�ltigen
Effekte, die im Zusammenhang mit Sua5/Kae1-Mutationen
gefunden wurden, erkl�rt werden kçnnen (z. B. zahlreiche
verschiedene Wachstumsdefekte und Telomer-Fehlfunktio-
nen).[26–28] Aus fr�heren Strukturuntersuchungen sind die
Adeninnukleotid- und Nukleins�ure-Bindungseigenschaften
von YrdC/Sua5 bekannt.[13, 15] Die TobZ-Adenylierungsstelle
weist große �hnlichkeit zur Nukleotid-Bindestelle in der
YrdC-Dom�ne von Sua5 auf, wobei die Reste K57/R59/P64 in
Sua5 konserviert sind (entsprechend K443/R445/P450 in
TobZ, Abbildung S10). Beim Vergleich dieser Bindestellen
fallen ebenfalls einige �bereinstimmende Kontaktbereiche
auf, die in TobZ wichtig f�r die Carbamoylphosphat-Bindung
sind. So befinden sich sowohl die Hauptkettenatome von
N528-T529-S530 in TobZ als auch die Seitenketten-Hydro-
xygruppen an der gleichen Position wie die entsprechenden
Reste in YrdC (S137-T138-S139) bzw. Sua5 (A142-P143-
S144). Allerdings f�llt auf, dass die in O-CTasen vorhandene
Schleife, welche die hochkonservierte GPRAL-Sequenz (in
TobZ an Position 416–420) enth�lt – von der A419 mit seinen
R�ckgratatomen eine doppelte Wasserstoffbr�cke zur Car-
boxamidgruppe von 1 eingeht – in YrdC und Sua5 fehlt.

Die Identifizierung von 2 in der Kristallstruktur von TobZ
gab Anlass, die bereits verçffentlichten kristallographischen
Daten[13] f�r Sua5 aus Sulfolobus tokadaii einer erneuten
Auswertung zu unterziehen. Die Differenz-Elektronendichte
zeigte dabei eindeutig die Anwesenheit eines Threonylcarb-
amoyladenylat-Molek�ls im vermuteten aktiven Zentrum
von Sua5 (Abbildung S10). Die Elektronendichte des Inter-
mediates, gebildet vermutlich im Verlauf der Expression im
Wirtsexpressionsorganismus E. coli, war zuvor in Form von
AMP und Lçsungsmittelmolek�len interpretiert worden.[13]

Wie k�rzlich anhand der Sua5-Struktur im Komplex mit l-
Threonin und AMPPNP festgestellt wurde,[31] bindet l-
Threonin in einer in TobZ nicht vorhandenen, kleinen Tasche
und wird dabei durch zahlreiche Wechselwirkungen koordi-
niert: Die Seitenketten-Hydroxygruppe geht Wasserstoff-

br�cken mit H68Ne2 und R122Ne ein (R122 ist wiederum an
einer Salzbr�cke zu E35 beteiligt), w�hrend die terminale
Carboxygruppe Wasserstoffbr�cken zu T36Og1, S182N/Og und
R196hN2 bildet. Ebenso bildet R196hN2 Wasserstoffbr�cken zu
S182O und dem Phosphat-Sauerstoff O1 des Adenylats –
Wechselwirkungen, die ebenfalls in TobZ beobachtet werden
(wobei die Guanidinium-Gruppe von R418 der GPRAL-Se-
quenz die Bindung des Adenylat-Phosphats koordiniert) und
in YrdC von R188 gebildet werden kçnnten.

Aus der Struktur l�sst sich damit schließen, dass die YrdC-
Dom�ne das Threonylcarbamoyladenylat-Intermediat bindet
und sch�tzt. Die Biosynthese von t6A37 erfordert Threonin,
Bicarbonat und ATP als Substrate, wobei mindestens zwei
ATP-Molek�le hydrolysiert werden.[32, 33] Es wird vermutet,
dass Bicarbonat durch ATP aktiviert wird, wobei Carboxy-
phosphat und ADP gebildet werden. Eine anschließende
Reaktion von Carboxyphosphat mit Threonin zum Produkt
N-Carboxythreonin kçnnte den Startpunkt f�r die t6A37-
Synthese darstellen. Kuratani et al.[31] stellten die Hypothese
auf, dass die N-Carboxythreonin-Synthese von YrdC/Sua5
katalysiert werde. Letzteres erscheint jedoch unwahrschein-
lich, da weder gen�gend Platz f�r Bicarbonat zwischen
Threonin und AMPPNP vorhanden ist, noch AMPPNP
(ATP) f�r die �bertragung des g-Phosphats korrekt platziert
ist. Unsere Daten deuten dagegen auf eine von YrdC/Sua5
katalysierte, klassische Adenylierung (R-COOH + ATP !
R-C=O-AMP + PPi) von N-Carboxythreonin mit ATP unter
Bildung von Threonylcarbamoyladenylat hin. Diese Reaktion
w�rde in Analogie zu der hier f�r TobZ vorgeschlagenen
Carbamat-Adenylierung verlaufen (Abbildung 3A). Eine
entsprechende YrdC-katalysierte Adenylierung wurde k�rz-
lich auch von El Yacoubi und Mitarbeitern vorgeschlagen,[27]

die zudem YrdC die �bertragung der Threonylcarbamoyl-
Gruppe auf die tRNA zuschreiben, w�hrend Kae1 die Syn-
these von N-Carboxythreonin zugeordnet wird. In Anbe-
tracht der großen �hnlichkeit der aktiven Zentren von
Kae1[11] und der O-CTase-Dom�ne von TobZ – in denen nicht
nur die Eisen- und ATP-Bindung �hnlich sind, sondern auch
das Oxyanion-Loch (gebildet jeweils von den Resten G138
und Q139 in TobZ und G130 und G131 in Kae1) vorhanden
ist (Abbildungen S11, S12) – pl�dieren wir f�r eine Rolle von
Kae1 bei der �bertragung des Threonylcarbamoyl-Rests
unter Bildung des Produkts t6 A37. Basierend auf den vorlie-
genden Daten und der Beobachtung, dass bei der In-vitro-
t6A37-Synthese neben gereinigtem YrdC/Sua5 und Kae1 zu-
s�tzlich Zellextrakte bençtigt werden,[27, 28] ist es wahrschein-
lich, dass N-Carboxythreonin durch eine bisher unbekannte,
enzymatisch katalysierte Reaktion aus Bicarbonat und
Threonin gebildet wird.

Demzufolge kann TobZ als ein Vertreter einer Familie
modular aufgebauter Enzyme sehr fr�hen Ursprungs ange-
sehen werden, die Reaktionen katalysieren, die an wichtigen
Biosyntheseprozessen mitwirken, wie der [NiFe]-Hydroge-
nase-Reifung[25] sowie der Bildung der universellen tRNA-
Modifizierung Threonylcarbamoyladenosin.[26–28] Der ange-
nommene fr�he Ursprung der Reaktion kçnnte einen weite-
ren Grund f�r den unerwarteten und scheinbar verschwen-
derischen Verbrauch von 1 und ATP im Verlauf der O-
Carbamoylierung darstellen: Da die Mitglieder dieser En-
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zymklasse an einer essenziellen biotischen Reaktion (t6A37-
Biosynthese) beteiligt sind, widerstanden sie dem evolutio-
n�ren Druck und standen im Verlauf der nachfolgenden
Evolution als „Blaupause“ f�r weitere Funktionen zur Ver-
f�gung, z.B. in der Biosynthese von Antibiotika. Sowohl die
„Arbeitsteilung“ zwischen den beiden Modulen – ATP-ab-
h�ngige Carbamoylierung und Carbamoyl�bertragung – als
auch die zugrundeliegenden enzymatischen Reaktionen
scheinen dabei von der fr�hen Evolution bis heute konser-
viert geblieben zu sein. Streptomyceten (als Produzenten von
Nebramycin, Cephamycin und Novobiocin), Rhizobien
(Nodulationsfaktoren) und Cyanobakterien (Saxitoxin)
scheinen diese beiden Module der „Ur-Enzyme“ inkorporiert
und als Bausteine f�r die Produktion von Sekund�rstoff-
wechselprodukten vereinigt zu haben. Die damit erworbenen,
inh�renten „Sicherheitsmechanismen“, wie die Regulation
des Umsatzes der Substrate 1 und ATP sowie der Schutz von
Zwischenprodukten, die essenziell f�r grundlegende Stoff-
wechselprozesse sind, kçnnten gegenw�rtige Organismen
dazu bef�higen, ihr Spektrum von Sekund�rmetaboliten (z. B.
Nebramycin- oder Tobramycin-Produktion) an den aktuellen
metabolischen Status anzupassen.
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