BIOSYNTHESE

Erster Syntheseschritt zur 22. Aminosdure

Die Aminosdure Pyrrolysin wurde vor zehn Jahren erstmals beschrie-
ben. Sie ist die 22. natiirliche Aminosdure, wird allerdings nur von
Archaebakterien und Bakterien synthetisiert. Den ersten Schritt ihrer
Biosynthese entschliisselte nun ein Team von Wissenschaftlern um

Michael Groll an der TU Miinchen [1].

Als Produzent wihlte das Forscher-
team Archaebakterien der Familie
Methanossarcinaceae. Pyrrolysin wird
in drei Proteine eingebaut, die im
katabolen Methylaminstoffwechsel
aktiv sind. Das sogenannte Amber-
Codon (UAG) der mRNA codiert fiir
Pyrrolysin. Gilt es bei Eukaryoten als
Stopp-Signal, ist es in einigen Bakte-
rien der Code fir Pyrrolysin. Einige
Vertebraten bauen auf dieses Signal
hin die 21. Aminosiure Selenocystein
in Peptide ein.

Beim Ablesen der DNA werden
die Tripletts in Codons auf der mRNA
ubersetzt. Ein Codon induziert bei
der Translation am Ribosom den Ein-
bau einer Aminosiure. Diese wird
durch tRNA aus dem Cytosol heran-
gebracht und in das entstehende
Peptid eingebaut [2].

Fiir die Biosynthese von Pyrroly-
sin und ihrer tRNA wird ein Operon
aktiviert. Dabei bilden fiinf Gene auf
der mRNA eine Funktionseinheit. Be-
nannt nach ihrem Produkt, abgekiirzt
zu Pyl, werden die Gene ,durchnum-
meriert“: pylBCDST. Die Enzyme der
Biosynthese codieren pylB, pylC und
pylD. Die tRNA steuert pylT bei und

Abb. 2 Bdndermodell von PyIB mit
Zwischenprodukt und Cofaktor im akti-
ven Zentrum
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pylS die notige Aminoacetyl-tRNA-
Synthase.

Ziel der Untersuchung war das
Enzym PylB. Um genug Material fiir
eine Kristallstrukturanalyse von PylB
zu erhalten, wurde das Operon aus
Methanosarcina barkeri rekombinant
in E. coli eingebaut. Die Rontgen-
struktur zeigte ein monomeres Pro-
tein. PylB bildet ein einziges struktu-
relles Motiv, eine modifizierte TIM-
Barrel-Faltung. Sie entspricht einem
Donut, dessen Innenseite acht paral-
lele B-Stringe bilden und die Auen-
seite acht o-Helices. Die Enden wer-
den durch weitere Helices geschlos-
sen. Funktionelle Gruppen ragen in
das Innere hinein und bilden so das
aktive Zentrum des PylB-Proteins.
Hier befindet sich der [4Fe-4S]-
Schwefel-Cluster. Wihrend der Auf-
nahme der Rontgenstruktur befand
sich sogar Produkt im aktiven Zen-
trum. Es war koordiniert mit Wasser-
molekiilen und dem Cofaktor des
Eisen-Schwefel-Enzyms. Bei letzterem
handelt es sich um S-Adenosylme-
thionin, welches das Substrat methy-
liert und selbst zu Adenosin hydro-
lysiert.

In der Biosynthese kondensiert
Lysin im zweiten Schritt mit dem
ersten Zwischenprodukt unter Ein-
wirkung von PylC. Ein Amid entsteht
und wird, katalysiert durch PylD, oxi-
diert und cyclisiert.

In vitro blieben die weiteren Pro-
zessschritte bei E. Coli jedoch aus.
Zudem ist noch unklar, wie das Zwi-
schenprodukt freigesetzt wird. PylB
katalysiert nur eine Umsetzung und
muss eventuell abgebaut werden,
damit PylC und PylD aktiv werden
konnen.

Um einen Mechanismus fiir die
Methylierung vorschlagen zu kon-
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Abb. 1 Die Biosynthese der 22. Aminosdure Pyrrolysin
beginnt mit einer durch PyIB katalysierten Isomersierung

von Lysin zu Methylornithin.

nen, gingen die Wissenschaftler retro-
synthetisch vor. Das Produkt in der
Reaktionskammer war durch die
Elektronendichte identifiziert und
das Ausgangssubstrat Lysin bekannt.
Rechnerisch wurden Lysine in die
Struktur der Reaktionskammer mo-
delliert und daraus ein Mechanismus
entwickelt.

Die Reaktion zeigt eine elegante
Methylierung einer nattirlichen Ami-
nosiure. Archaebakterien nutzen zu-
sitzliche Aminosiuren im Aufbau der
Proteine, um die chemische Steue-
rung von Prozessen zu beeinflussen.
Im Gegensatz zur synthetischen Bio-
logie benotigen sie dazu jedoch kei-
ne Gentechnik. Biotechnologisch in-
teressant ist der Zugang zu unnatiirli-
chen Aminosiuren tiber die Einbau
entsprechend zugefiihrter Vorstufen.
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