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Die vor wenigen Jahren entdeckte, zweiundzwanzigste gene-
tisch kodierte Aminos�ure Pyrrolysin (Pyl, 4) findet grçßtes
Interesse in der Proteinbiochemie,[1] ungeachtet der Be-
schr�nkung des nat�rlichen Vorkommens auf drei Methyl-
aminkatabolismus-Enzyme in einer kleinen Untergruppe von
Archaeen und Bakterien.[2] Der Pyrrolysin-Einbau im
Rahmen der Translation wird ermçglicht durch die Inter-
pretation eines Amber-Stoppcodons (UAG), vermittelt durch
eine von pylT kodierte tRNA und ihre von pylS kodierte
Synthetase.[2a, 3]

Die Biosynthese von 4, ausgehend von zwei Lysinmole-
k�len (1), wird katalysiert durch die Enzyme PylB, PylC und
PylD (Schema 1).[4] Dabei katalysiert das Eisen-Schwefel-
Enzym PylB mithilfe seines Koenzyms S-Adenosylmethionin
die Umsetzung von 1 zu (3R)-3-Methyl-d-ornithin (3MO,
2),[5] das anschließend in einer ATP-abh�ngigen Reaktion an
die e-Aminogruppe eines zweiten Lysinmolek�ls unter Bil-
dung von 3 gekuppelt wird.[6] Das Pseudopeptid 3 wird von

PylD durch Dehydrierung an der C5-Position und anschlie-
ßenden Ringschluss zu 4 umgesetzt. Die vorliegende Arbeit
beschreibt die Struktur von PylD, stellt neue Einsichten be-
z�glich des Reaktionsmechanismus vor und erçffnet neue
Mçglichkeiten f�r die biotechnologische Anwendung.[7]

Wir haben das pylD-Gen aus Methanosarcina barkeri
Fusaro in einem Escherichia-coli-Stamm exprimiert. Das re-
kombinante Protein wurde durch Metallaffinit�tschromato-
graphie gereinigt und setzt l-Lysin-Ne-d-ornithin (LysNe-d-
Orn, 3a) in vitro zu Pyrrolincarboxylysin (Pcl, 4a) um (kcat =

0.76 s�1� 0.04 s�1, Km = 3.6 mm� 0.5 mm ; Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen). PylD wurde zusammen mit
3a und/oder einem Pyridinnukleotid-Kosubstrat (NADH
bzw. NAD+) kristallisiert. Die Kristalle beugten bis zu einer
Auflçsung von 1.8 �. Startphasen wurden erhalten durch
anomale Dispersion („single-wavelength anomalous diffrac-
tion“, SAD) mit einem Selenomethioninderivat in Verbin-
dung mit zweifacher nichtkristallographischer Symmetrie-
mittelung. Die Mittelung der Elektronendichte im realen
Raum wurde mit MAIN[8] in Kombination mit dem Soft-
warepaket CCP4[9] durchgef�hrt. Das Modell wurde mit
MAIN gebaut und die Verfeinerung mit REFMAC5[10] ab-
geschlossen (Tabelle S1). Nach der Strukturaufkl�rung des
Selenomethionin-markierten PylD Holoenzyms (PylD:holo
(peak), PDB-Nummer: 4JK3) kristallisierten wir natives
PylD in Gegenwart von NAD+ und bestimmten dessen
Struktur (PylD:holo, PDB-Nummer: 4J43) mit einer Auflç-
sung von 2.2 � (Rfrei = 20.1%, Tabelle S1). Die Architektur
des Enzyms ist in Abbildung 1a gezeigt: Das C-terminale
Segment (Aminos�uren 139–259) gleicht einem Rossmann-
Motiv aus f�nf parallelen b-Str�ngen (S6–S10) mit einer
21345-Topologie, das N- und C-terminal von den Helices H5
bzw. H10 flankiert wird (Nomenklatur der Sekund�rstruktur:
siehe Abbildung S3). Eine DALI-Suche[11] f�r das C-termi-
nale Segment ergab einen maximalen Z-Wert von 15.6 f�r die
Transhydrogenase-Dom�ne I von Rhodospirillum rubrum
(PDB-Nummer: 1L7D). Das N-terminale Segment (Amino-
s�uren 1–138) beinhaltet ein b-Faltblatt aus f�nf Str�ngen
(S1–S5) mit orthogonaler Orientierung bez�glich des Ross-
mann-Motivs. Die C-terminale Helix (H10) von PylD liegt
zwischen den zwei b-Faltbl�ttern und unterst�tzt dadurch die
korrekte Faltung und Orientierung des N-terminalen Seg-
ments. Anders als f�r die Rossmann-Faltung ergab eine
DALI-Suche f�r Proteine, die dem N-terminalen Segment
�hneln, lediglich geringe Analogie mit tRNA-Bindedom�nen
einiger tRNA-Synthetasen (Z-Wert < 8).

Das Nikotinamidadenindinukleotid NAD+ bindet an
PylD in einer gestreckten Konformation innerhalb einer
Furche am C-terminalen Pol des Rossmann-b-Faltblatts, mit
beiden Furanoseringen in C2’-endo-Konformation. Ein cha-
rakteristisches VXGXGXXGXXXA-Motiv[12] (Aminos�u-
ren 146–157) ist Teil der Kosubstratbindestelle; R�ckgrat-

Schema 1. Biosynthese von Pyrrolysin. PylB erzeugt nur 3MO (2). PylC
und PylD katalysieren auch die Umsetzung von 2a bzw. 3a.
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elemente und NAD+ bilden gemeinsam ein Wasserstoffbr�-
cken-Netzwerk (Abbildung 2a). Beide Hydroxygruppen des
Adenosylrests stehen �ber Wasserstoffbr�cken mit der streng
konservierten Seitenkette von Asp171 in Wechselwirkung. In
Abwesenheit des Substrats sind die vier N-terminalen Ami-
nos�uren sowie die Reste 56–59 fehlgeordnet und daher in

der Elektronendichte nicht sichtbar. Der Komplex aus PylD
und Kosubstrat zeigt einen offenen Hohlraum an der
Schnittstelle zwischen den beiden b-Faltbl�ttern, die als
Substratbindestelle fungiert (Abbildung 1b).

Um den Reaktionsverlauf von PylD zu untersuchen,
synthetisierten wir das Substratanalogon 3a (siehe die Hin-

Abbildung 1. Struktur von PylD. a) Topologie der Sekund�rstrukturelemente von PylD im Komplex mit 4a. Das Rossmann-Motiv ist dunkelgrau,
das Substratbindemotiv grau hinterlegt. Das N-terminale Segment und die Aminos�uren 52–61, beteiligt am „Induced-fit“-Mechanismus, sind rot
und blau abgebildet. b) Links: B�ndermodell der PylD:holo-Struktur (offene Konformation). Die C-terminale Rossmann-Faltung ist dunkelgrau, das
N-terminale Substratbindesegment grau dargestellt. Der N-Terminus (rot) und eine Schleife, die S1 und H3 verbindet (blau), sind flexibel (ange-
deutet durch gestrichelte Linien) und in der Elektronendichte nicht definiert. Rechts: Oberfl�chendarstellung der PylD:holo-Struktur. Fehlgeordne-
te Bereiche werden analog zum B�ndermodel gezeigt. c) Links: B�ndermodell von PylD, kokristallisiert mit 3a und NAD+ (geschlossene Konfor-
mation). Das aktive Zentrum enth�lt das Produkt 4a (C-Atome des Lysinrests sind gelb, C-Atome des Pyrrolinrests gr�n dargestellt); weitere
Farbgebung analog zu (b). Alle Aminos�uren der Struktur in (c) sind in der Elektronendichte gut definiert. Rechts: Oberfl�chendarstellung der
PylD:4a-Struktur.

Abbildung 2. a) Aminos�uren im Kontakt mit NADH (schwarz) und 4a (Pyrrolinteil: gr�n, Lysinteil: gelb; Abst�nde in �). b) Connolly-Oberfl�-
chendarstellung des aktiven Zentrums von PylD. Die Atome von Ligand 4a sind als Kalotten mit den entsprechenden Van-der-Waals-Radien dar-
gestellt. Lçsungsmittelmolek�le sind als kleinere Kalotten gezeichnet (Wasser: rot, Ammoniak: blau). Anmerkung: Das Ammoniak-Molek�l befin-
det sich in einem Kanal mit Kontakt zur Proteinoberfl�che. Die Orientierung der Struktur ist analog zu Abbildung 1. Eine Stereodarstellung von
(b) findet sich in den Hintergrundinformationen (Abbildung S2).
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tergrundinformationen) und bestimmten die Struktur von
PylD im Komplex mit NADH und 3a (PylD:3a, PDB-
Nummer: 4J4B) mit einer Auflçsung von 1.9 � (Rfrei =

24.0%; Tabelle S1). Die Bindung des Substrats bewirkt einen
Bruch der Helix H1 im Rahmen einer erheblichen topologi-
schen Umlagerung des N-terminalen Segments unter Ver-
schluss der Substratbindestelle durch den proximalen Teil der
gebrochenen Helix (Aminos�uren 1–11, roter Bereich in
Abbildung 1). Infolge dieser Konformations�nderung liegt
das gebundene Substrat fast vollst�ndig in einem engen hy-
drophoben Tunnel, dessen Wand aus den Aminos�uren Leu3,
Leu4, Ile60, Phe63, Ala103 und Leu247 aufgebaut wird
(Abbildung 2). Das C- und N-terminale Ende des Substrats
sowie dessen Isopeptidbindung bilden Wasserstoffbr�cken zu
R�ckgratelementen und Wassermolek�len (Abbildung 2a).
Der Ornithin-Rest des Substratanalogs nimmt eine sichel-
fçrmige Konformation ein, wobei die Amino- und Amid-
Stickstoffatome r�umlich eng benachbart sind (2.0 �). Mit
einem Abstand von 2.6 � zum C4 des Kofaktor-Pyridinrings
erscheint das pro-R-Wasserstoffatom der Aminomethylen-
gruppe ideal positioniert, um als
Hydrid abgespalten zu werden.
Somit legt die Orientierung von
NADH im PylD:3a-Komplex ge-
gen�ber dem Substrat nahe, dass
PylD als R-Typ-Dehydrogenase fun-
giert (Abbildung 3a).

Um zu pr�fen, ob PylD im Kris-
tall katalytisch aktiv ist und ob der
„Induced-fit“-Mechanismus Teil der
katalytischen Reaktion ist, wurde ein
PylD/NAD+-Kokristall mit 3a inku-
biert (PylD:soak, PDB-Nummer:
4J49). Dabei wurden schlagartige
optische Ver�nderungen der Mor-
phologie sowie Blasenbildung im
Kristall beobachtet. Der mit Substrat
behandelte Kristall beugte dennoch
bis zu einer Auflçsung von 2.2 �
(Rfrei = 20.1 %, Tabelle S1). Die
Strukturaufkl�rung zeigte zwei Mo-
lek�le in der asymmetrischen Ele-
mentarzelle. W�hrend ein Molek�l
die offene Konformation ohne ge-
bundenes Substrat aufweist, deutet
die Elektronendichte f�r das zweite
Molek�l die Umsetzung von 3a zu
4a an. Der Ligand zeigt dabei jedoch
nur teilweise Besetzung am Enzym,
angedeutet durch einen erhçhten
Debye-Waller-Faktor. Aus diesem
Grund wurde PylD mit 3a und
NAD+ kokristallisiert und die Kom-
plexstruktur (PylD:4a, PDB-
Nummer: 4J4H) mit einer Auflçsung
von 1.8 � bestimmt (Rfrei = 21.8%,
Tabelle S1). In ihrer Gesamtarchi-
tektur unterscheidet sich die Struk-
tur nicht vom PylD:3a-Komplex

(Abbildung 3b), allerdings zeigen sich in den jeweiligen
Elektronendichten deutliche Unterschiede zwischen dem
Substrat und dem Produkt 4a (Abbildung 3c).[13] Dar�ber
hinaus l�sst die Elektronendichte der Produktstruktur im
Unterschied zur Substratstruktur ein fixiertes kleines Mole-
k�l erkennen, bei dem es sich um ein neben 4a als zweites
Produkt gebildetes Ammoniak-Molek�l handeln kçnnte
(Abbildung 3b). Alle schon vor der Umsetzung beobachteten
definierten Lçsungsmittelmolek�le in der Ligandumgebung
sind weiterhin vorhanden, mit einer Abweichung vom qua-
dratischen Mittel (r.m.s.d.) unterhalb von 0.2 � (Abbil-
dung 3c).

Unsere kristallographischen Daten identifizieren PylD als
Mitglied der großen FAD/NAD(P)-bindenden Rossmann-
Superfamilie. Die Zuordnung zu einer speziellen Unter-
gruppe aufgrund struktureller Argumente ist jedoch nicht
mçglich. Mit einer L�nge von 259 Aminos�uren liegt PylD
zwar im Grçßenbereich (250–300 Aminos�uren) der kurz-
kettigen Dehydrogenase/Reduktase-Familie („short-chain
dehydrogenase/reductase family“, SDR), allerdings ist das

Abbildung 3. Stereodarstellung des aktiven Zentrums von PylD. Die 2Fo�Fc-Elektronendichte ist bei
1.0s konturiert. Der N-Terminus ist in rot und die Schleife, die S1 und H3 verbindet, in blau darge-
stellt. Die Aminos�uren im aktiven Zentrum sowie die Liganden sind als Stabmodelle abgebildet;
die entsprechenden Lçsungsmittelmolek�le sind als Kugeln (rot: Wasser, blau: Ammoniak) gezeich-
net. Wasserstoffbr�cken sind durch gestrichelte Linien angedeutet. a) PylD im Komplex mit 3a ;
b) PylD im Komplex mit 4a ; c) Struktur�berlagerung von 3a (dunkelgr�n, blaues Netz) und 4a
(gr�n, rotes Netz). Die Orientierung von PylD ist analog zu Abbildung 1.
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Rossmann-Motiv von SDR-Mitgliedern normalerweise am
N-terminalen Ende lokalisiert,[14] w�hrend es bei PylD den
Bereich von 143–243 einnimmt, gefolgt von der Helix H10,
die mit dem N-terminalen Teil an der Substratbindestelle
interagiert. Alle bisher bekannten SDR-Strukturen zeigen
außerdem einen hochkonservierten Tyrosinrest, der als Base
die Abspaltung eines Protons erleichtert und damit den Hy-
dridtransfer unterst�tzt.[15] Hingegen enth�lt PylD weder
dieses konservierte Tyrosin noch eine andere Aminos�ure,
die im aktiven Zentrum als Protonenakzeptor fungieren
kçnnte. Eine Dehydrogenase mit einer mit PylD vergleich-
baren Konformations�nderung („induced fit“) ist ebenfalls
nicht bekannt. Abgesehen von der Zuordnung zu den Pro-
teinen mit Rossmann-Dom�nen erscheint PylD derzeit als
strukturbiologisches und funktionelles Unikat, ebenso wie in
Bezug auf die Prim�rstruktur. Gleichzeitig ist der Sequenz-
raum f�r PylD �berraschend groß: In einem paarweisen
Vergleich von 22 hypothetischen PylD-Sequenzen in der
Universal Protein Resource (UniProt) Datenbank gibt es
F�lle mit einer Sequenzidentit�t von gerade einmal 22%
(Tabelle S2).

Die Kristallstrukturen (PylD:holo, PylD:3a und PylD:4 a)
sind allesamt vereinbar mit dem hypothetischen Reaktions-
mechanismus in Schema 2. Die Konformation des Substrat-

analogs 4a pr�destiniert das pro-R-Wasserstoffatom an der
terminalen Aminomethylengruppe von 3a f�r die Hydrid-
abspaltung durch das Kosubstrat. Das daraus resultierende,
protonierte und positiv geladene Imin-Kohlenstoffatom ist
perfekt geeignet f�r einen nukleophilen Angriff durch die a-
Aminogruppe des Ornithinrests und ermçglicht so den
Ringschluss zum f�nfgliedrigen Pyrrolidinring. Alternativ
kçnnten die Abspaltung des Hydridions und der Angriff
durch die a-Aminogruppe auch konzertiert ablaufen. Dies
erkl�rt auch das Fehlen einer Base im aktiven Zentrum, die
f�r den vorgeschlagenen Mechanismus nicht erforderlich ist.
Im Anschluss an die Bildung des 2-Aminopyrrolidin-Inter-
mediats 5 erscheint der �bergang eines Protons vom Ring-
Stickstoffatom zur Aminogruppe an der C5-Position von 5
�ber ein Netzwerk Wasserstoffbr�cken-gekoppelter Wasser-
molek�le wahrscheinlich (Abbildungen 2b und 3). Tats�ch-
lich kçnnten die Wassermolek�le als Protonen�bertr�ger die

Eliminierung der Aminogruppe einleiten, die zur Bildung des
Pyrrolinrings f�hrt. Die strukturbiologischen Informationen
zu einzelnen Reaktionsschritten st�tzen so den vorgeschla-
genen direkteren Mechanismus gegen�ber einem komplexe-
ren Weg, z. B. �ber die Bildung eines Aldehydintermediats.

Die drei Enzme der Pyrrolysinbiosynthese katalysieren
Reaktionen, die nicht ohne weiteres mit den Mitteln der or-
ganischen Synthesechemie nachgestellt werden kçnnen.
W�hrend jedoch PylB und PylC ihre Substrate 1, 2 und 2a
sehr spezifisch erkennen, bietet PylD Spielraum f�r innova-
tive Substrate und Produkte. Der Hohlraum f�r den Orni-
thinrest ist groß genug, um Platz f�r eine Reihe von ver-
schiedenen Substratanaloga zu bieten. Damit ergeben sich
neue Mçglichkeiten f�r zuk�nftige Forschung an nichtnat�r-
lichen Aminos�uren, die mithilfe der PylDST-Maschinerie
in vivo synthetisiert und in eine definierte Prim�rsequenz
eingebaut werden kçnnen.

Eingegangen am 8. Februar 2013,
ver�nderte Fassung am 9. M�rz 2013
Online verçffentlicht am 29. Mai 2013
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