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Einleitung

In zwei k¸rzlich erschienenen Publi-
kationen in Science haben die Arbeits-
gruppen von Krzycki und Chan eine
neue genetisch codierte Aminos‰ure ±
ein modifiziertes Lysin ± beschrieben,
die den genetischen Code auf 22 Ami-
nos‰uren erweitert. Diese Aminos‰ure
wurde durch genetische[1] und kristallo-
graphische[2] Arbeiten identifiziert und
gehˆrt offenbar zum aktiven Zentrum
von Enzymen, die bei der katabolen
Umsetzung von Methylaminen in me-
thanogenen Archaea eine essentielle
Rolle spielen. Kohlenstoff-Assimilation
und Methanogenese in Methanosarcina
sp. beruhen auf spezifischen Methyl-
transferasen, deren Substrat Mono-,
Di- oder Trimethylamin ist.

In der ersten Publikation wird be-
richtet, dass die neue Aminos‰ure im
Ribosom in die wachsende Polypeptid-
kette eingebaut wird und durch ein
UAG-Stoppcodon festgelegt ist, das
normalerweise die Translation w‰hrend
der Proteinsynthese beendet. Hierbei
wird eine spezifische tRNA verwendet,
die durch ihre zugehˆrige tRNA-Syn-
thetase aktiviert wird. In der zweiten
Publikation wird die Monomethylamin-
Methyltransferase (458 Aminos‰ureres-
te) aus Methanosarcina barkeri durch
Rˆntgenstrukturanalyse charakterisiert
und der Aminos‰urerest 201 als ein 4-
Methylpyrrolin-5-carboxylat-modifizier-

tes Lysin identifiziert, das den Namen
Pyrrolysin erhielt.

Die Entdeckung, dass ein Stoppco-
don nicht immer πStopp™ bedeutet,
sondern eine ungewˆhnliche Aminos‰u-
re codieren kann, veranlasste uns zu
einigen ‹berlegungen zur Universalit‰t
des genetischen Codes. Ist es mˆglich,
dass in fr¸heren Zeiten jedes Codon
eine andere Aminos‰ure codierte und
nach Millionen von Jahren der Evolu-
tion einige seltenere Aminos‰uren
durch die derzeit bekannten ersetzt
wurden, die nun durch bis zu sechs
verschiedene Codons definiert werden?
Sollte das der Fall sein, kann man einen
Vergleich zum Verlust der Sprachenviel-
falt ziehen: Chinesisch, Englisch und
Arabisch werden von immer mehr Men-
schen gesprochen, gleichzeitig gehen
Jahr f¸r Jahr Sprachen verloren, weil
Menschen ihre heimischen Traditionen
nicht mehr pflegen kˆnnen.

Struktur und Chemie des
Pyrrolysins

Die dreidimensionalen Faltungs-
muster biologischer Makromolek¸le
(Polypeptide, Polynucleotide usw.) und
deren Wechselwirkung mit anderen bio-
logisch relevanten Molek¸len kˆnnen
durch Rˆntgenstrukturanalyse aufge-
kl‰rt werden. Diese Methode ermˆg-
licht es, die chemischen Grundlagen
biologischer Prozesse bei atomarer Auf-
lˆsung zu erfassen; dazu gehˆren Regu-
lationsmechanismen, chemische Reak-
tionen oder Transportph‰nomene. Die
chemische Zusammensetzung der kris-
tallisierten Objekte ist in der Regel
bekannt, nicht aber die Konformationen
der Bausteine und spezifische Wechsel-
wirkungen innerhalb des Proteins oder
Polynucleotids und deren Erkennung

von Liganden. Diese Informationen las-
sen sich ab initio noch immer nicht aus
den Sequenzen vorhersagen, deshalb
sind Strukturanalysen mit hoher Auf-
lˆsung durch Kristallographie oder
NMR-Spektroskopie unumg‰nglich.

Monomethylamin-Methyltransfera-
se (MtmB) ¸bertr‰gt die Methylgruppe
des Methylamins auf den Corrinoid-
Cofaktor einer weiteren assoziierten
Methyltransferase, MtmC. Die chemi-
sche Struktur eines bisher unbekannten
Aminos‰urerestes in der Polypeptidket-
te von MtmB aus dem Archaebakterium
Methanosarcina barkeri wurde mit einer
Auflˆsung von 1.55 ä durch Kristall-
strukturanalyse aufgekl‰rt.[2] Die be-
obachtete Elektronendichte des neuen
Restes wurde als Lysin-Seitenkette in-
terpretiert, die ¸ber eine Amid-Bindung
mit 4-Methyl-pyrrolin-5-carboxylat ver-
kn¸pft ist (Abbildung 1). Deshalb schla-
gen die Autoren f¸r die neue Amino-
s‰ure die Bezeichnung l-Pyrrolysin vor
(Dreibuchstabencode Pyl; unser vorge-
schlagener Einbuchstabencode: O). Die
direkte Synthesevorstufe des l-Prolins,
das D1-Pyrrolin-5-carboxylat, passt we-
gen der d-Chiralit‰t und des Substituen-
ten an C-4 nicht zu den Rˆntgen-
beugungsdaten.

Elektrospray-Massenspektrometrie
des MtmB/MtmC-Komplexes st¸tzt die
Interpretation als Pyrrolin-5-carboxylat
mit einem zus‰tzlichen Methyl-Substi-
tuenten an C-4 und schlie˚t dessen
alternative Festlegung der zugehˆrigen
Elektronendichte als Amino- oder Hyd-
roxygruppe aus. Das Enzym hat die
bekannte Struktur eines a/b-TIM-Fas-
ses.[3,4] Zwar ist die Sequenz des MtmB
der anderer Corrinoid-Cofaktor-asso-
ziierter Enzyme nicht sehr ‰hnlich, aber
die Autoren weisen darauf hin, dass die
Topologie an Tetrahydrofolat:Corri-
noid/Eisen-Schwefel-Methyltransfera-
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sen, Diolhydratasen und Racemasen/
Mutasen erinnert.[5±8]

Wie auch andere Methyltransfera-
sen hat MtmB eine tiefe, negativ gela-
dene Tasche, die offensichtlich notwen-
dig ist, um das Substrat Methylammo-
nium zu binden. Die Position des neu
identifizierten Aminos‰urerestes am
Boden dieser typischen Vertiefung weist
auf dessen Funktion im katalytischen
Mechanismus hin. Pyrrolysin positio-
niert die Methylgruppe des Substrates
und ermˆglicht den Angriff des Corri-
noid-Cofaktors. Der vorgeschlagene
Mechanismus der Methylamin-Aktivie-
rung beruht auf zwei unterschiedlichen
Konformationen des aktiven Zentrums.

Diese wurden in Kristallformen ge-
funden, die durch F‰llung mit NaCl
(NaCl-Kristallform) und (NH4)2SO4

((NH4)2SO4-Kristallform) entstanden
und Diffraktionsdaten bis 1.55 ä bzw.
1.70 ä Auflˆsung lieferten. Als Zwi-
schenstufe der Reaktion kann ein
Amin-Substituent an C-2 des Pyrrolin-
Ringes angesehen werden, der in den
durch (NH4)2SO4-F‰llung erhaltenen
Kristallen nachgewiesen wurde, aber
nicht in der anderen Struktur im Kris-
tall. Dieser Substituent bildet Wasser-
stoffbr¸cken zu Glu- und Gln-Seiten-
ketten und ist mit gro˚er Wahrschein-
lichkeit die Ammoniogruppe, die als
Reaktionsprodukt nach dem Methyl-
Transfer vom Methylamin zum zugehˆ-
rigen Corrinoid-Protein, MtmC, zur¸ck-
bleibt.

Die Schwierigkeit bei der Interpre-
tation der Elektronendichtekarte mit
fast atomarer Auflˆsung ist die Fehl-
ordnung des Pyrrolin-Ger¸stes in bei-
den Strukturen. Die Pyrrolin-Kopfgrup-
pe wird in zwei Orientierungen gefun-
den, die zueinander um etwa 908 ge-
dreht sind. Die relative Besetzung dieser
alternativen Orientierungen unterschei-
det sich in den beiden Kristallformen,
weil unterschiedliche Gruppen von
Wasserstoffbr¸ckenbindungen zum Pro-
tein die bevorzugte Konformation mit
der Seitenkette des Pyrrolysins bestim-
men. Auf jeden Fall kˆnnen aus den
Fehlordnungen der beiden Strukturen
zus‰tzliche Informationen bez¸glich der
Konformationen des aktiven Zentrums
gewonnen werden, die Hinweise auf den
katalytischen Mechanismus liefern und
die Zuweisung der Imin-Doppelbindung
N-1¼C-2 st¸tzen (Schema 1).

Genetischer Hintergrund der
Pyrrolysin-Codierung

Alle Organismen auf der Erde syn-
thetisieren die Polypeptidketten ihrer
Proteine aus 20 verschiedenen l-Ami-
nos‰uren. Die Sequenzinformation zur
Polypeptidsynthese wird f¸r jedes Pro-
tein von der DNA auf die mRNA
kopiert (Transkription), die in der ribo-
somalen πMaschinerie™ die spezifische
Peptidverkn¸pfung bestimmt (Transla-
tion). Das grundlegende in Lehrb¸chern
dargestellte System beruht auf 20 pro-
teinogenen Aminos‰uren, die durch Va-

riation der vier verschiedenen Nucleo-
tide der RNA bestimmt werden. Seit
etwa 50 Jahren ist bekannt, dass jede
Aminos‰ure durch ein Triplett von Nu-
cleotiden (Codon) in der Polynucleotid-
kette der DNA- und RNA-Molek¸le
codiert wird.

Das Vorkommen hunderter nicht-
proteinogener Aminos‰uren in Protei-
nen ist bekannt,[9] diese werden aber alle
durch Modifikation nach der ribosoma-
len Polypeptidsynthese oder durch
nichtribosomale Prozesse hergestellt.
Die erste Ausnahme hiervon war
Selenocystein, das in Proteinen ver-
schiedenster Organismen von Archaea
bis zu S‰ugern gefunden wurde.[10±13]

Selenocystein entsteht anders als die
nichtproteinogenen Aminos‰uren nicht
durch posttranslationale Modifikation,
sondern wird durch UAG, das so ge-
nannte Opal-Stoppcodon, definiert.[14,15]

Mehr als 10 Jahre sp‰ter wurde nun
Pyrrolysin als ein weiteres Beispiel ge-
funden.[1,2] Krzycki et al. identifizierten
in verschiedenen methanogenen Ar-
chaea eine ungewˆhnliche tRNAPyl und
die zugehˆrige Lysyl-tRNAPyl-Syntheta-
se (PylS), die es ermˆglichen, das Stopp-
codon als Pyrrolysin zu ¸bersetzen. Die
Gene f¸r diese Methyltransferasen ha-
ben ein πIn-frame™-Stoppcodon (UAG,
als Amber-Stoppcodon bezeichnet), das
nicht die ribosomale Polypeptid-Ver-
l‰ngerung unterbricht. Dimethyl- und
Monomethyl-Methyltransferasen haben
sehr ‰hnliche Gene im gleichen Genom,
und das ‹berlesen ist im Vergleich zu
anderen umdefinierten Stoppcodons
sehr effektiv.[16] Dass UAG in Genen
f¸r diesen speziellen Proteintyp in Ar-
chaea als normales Codon fungiert, war
bisher unbekannt. Die Translation eines
Stoppcodons als Pyrrolysin wird durch
eine spezifische tRNAPyl mˆglich, die
durch eine zugehˆrige Lysyl-tRNA-Syn-
thetase (LysRS) mit Lysin beladen wer-
den kann.

Die 20 Aminoacyl-Synthetasen der
Standard-Aminos‰uren lassen sich in
zwei strukturell konservierte Klassen
einteilen. Interessanterweise sind
LysRS-Enzyme das einzige Beispiel
mit nicht homologen Mitgliedern in
Klasse I und II.[17,18] In M. barkeri wur-
den zwei andere LysRS-Enzyme identi-
fiziert, die jeweils zur Klasse I oder II
gehˆren. Sequenzvergleiche der neu
identifizierten Synthetasen lassen ver-

Abbildung 1. a) 2Fo�Fc-Elektronendichte (3s)
der NaCl-Kristallform mit dem Modell des
(4R,5R)-4-substituierten Pyrrolin-5-carboxylats
in Orientierung 1. Als Substituent an C-4 ist
eine Methylgruppe dargestellt, die Elektronen-
dichte l‰sst alternativ auch eine Ammonium-
oder Hydroxygruppe zu. b) Struktur der vorge-
schlagenen Aminos‰ure Pyrrolysin. c) Diffe-
renzelektronendichte Fo�Fc der (NH4)2SO4-
Kristallform mit einem Modell berechnet, das
l-Pyrrolysin in 40% Besetzung und ein freies
Ammoniumion ber¸cksichtigt. Die verbleiben-
de Differenzdichte legt ein l-Pyrrolysin in einer
zweiten Konformation (Orientierung 2) mit
60% Besetzung nahe, bei dem ein Amin an
C-2 des Pyrrolinringes addiert ist. (Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [2], Copyright 2002
American Association for the Advancement of
Science)
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muten, dass PylS einen dritten Typ von
LysRS repr‰sentiert, der mˆglicherwei-
se als eine neue Untergruppe der Klas-
se II anzusehen ist. Es gibt keine Hin-
weise auf Modifikationen der mRNA
vor der Translation (πtranscript edi-
ting™).

Aus den gesamten genetischen und
biochemischen Ergebnissen schlossen
Krzycki und Kollegen, dass Pyrrolysin
w‰hrend der Translation in die Poly-
peptidkette des MtmB eingebaut wird.
Leider wurde Pyrrolysin bisher nicht
chemisch synthetisiert und konnte des-
halb nicht als Substrat f¸r PylS getestet
werden. PylS zeigt hohe Affinit‰t, aber
langsame Reaktionsgeschwindigkeit mit
Lysin. Die Synthese der Pyrrolysyl-
tRNAPyl verl‰uft mˆglicherweise ¸ber
enzymatische Kondensation des Pyrro-
lin-5-carboxylats an die Aminogruppe
der Lysin-Seitenkette einer entspre-
chend aminoacylierten tRNAPyl. Alter-
nativ kˆnnte tRNAPyl mit dem fertigen
Pyrrolysin beladen werden. Beide Wege
w¸rden direkte Translation des UAG-
Codons als Pyrrolysin im ribosomalen
Polypeptidketten-Wachstum erlauben,

aber f¸r keinen von beiden ist bisher
ein Enzym identifiziert. W¸rden beide
Wege nebeneinander vorliegen, w‰ren
zwei Enzyme notwendig, und Pyrrolysin
w¸rde mit Lysin als Substrat f¸r PylS
konkurrieren. Krzycki et al. favorisieren
die Pyl-Synthese am tRNA-Molek¸l.

Eine deutliche Analogie zwischen
Pyrrolysin und Selenocystein ergibt sich,
weil beide durch generelle Stoppcodons
codiert werden. Au˚erdem sind f¸r
Pyrrolysin und Selenocystein πunge-
wˆhnliche™ tRNAs beteiligt, die struk-
turell von der vorhergesagten Sekund‰r-
struktur abweichen.[19]

Es sollte beachtet werden, dass ein
‹berlesen des πStoppcodons™ f¸r Se-
lenocystein nur mˆglich ist durch die
spezielle Sequenz und strukturelle Or-
ganisation der zugehˆrigen mRNA, die
es erlaubt, zwei getrennte offene Lese-
raster kontinuierlich zu interpretieren.
Nat¸rlich wird nur diese spezielle Kate-
gorie von Stoppcodons die Polypeptid-
Elongation nicht unterbrechen.[20] Der
gleiche Mechanismus kann f¸r Pyrroly-
sin angenommen werden.

Abweichungen vom Standardcode

Durch Variation beim Ablesen kann
die genetisch codierte Information zu
verschiedenen Produkten f¸hren. Dies
geschieht durch das Zusammenwirken
einer spezifischen tRNA, der zugehˆri-
gen Aminoacyl-tRNA-Synthetase und
spezieller mRNA-Strukturen. Vor der
Translation kˆnnen Modifikationen an
Aminos‰uren auf zwei Wegen einge-
f¸hrt werden.
1. Anstelle der direkten Aminoacylie-

rung der tRNA mit einer neuen
Aminos‰ure kann eine Standard-
aminos‰ure auf die tRNA geladen
und dort enzymatisch modifiziert
werden. Letzteres wird f¸r Seleno-
cysteinyl-tRNA beschrieben: Nach
Aminoacylierung mit Serin erfolgt
dessen Umwandlung zu Selenocys-
tein.[21]Nach obigen Kriterien f¸r Sec
und Pyl sollte auch Formylmethio-
nin (fMet) als codierte Aminos‰ure
betrachtet werden, was die Anzahl
der codierten Aminos‰uren auf min-
destens 23 erhˆht: Sein AUG-Co-
don wird wegen der davor liegenden

Schema 1. Modell f¸r die Rolle des Amber-codierten Restes im Katalysezyklus. Den vorgeschlagenen Intermediaten a), b), c) und f) liegen die
Strukturen des l-Pyrrolysins (X¼ CH3, NH2 oder OH) in Orientierung 1 (85% Besetzung) aus der NaCl-Kristallform und in beiden Orientierungen
aus der (NH4)2SO4-Kristallform zu Grunde. Intermediate d) und e) basieren auf Dockingmodellen von MtmB mit dem zugehˆrigen Corrinoid-Pro-
tein MtmC. (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [2], Copyright 2002 American Association for the Advancement of Science)
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Shine-Dalgarno-Sequenz als Startsi-
gnal der bakteriellen Po-
lypeptidsynthese erkannt. Dieses
Codon wird ausschlie˚lich mit
tRNAfMet abgelesen, die vor der
Translation mit Methionin beladen
und formyliert wird (fMet-tRNA-
Met). Methionine auf anderen tRNAs
(Met-tRNAMet), die nicht die Start-
position definieren, kˆnnen nicht
formyliert werden. Au˚er Sec, Pyl
und fMet werden in manchen F‰llen
auch Standardaminos‰uren an der
tRNA synthetisiert. So kann das
Amid der Seitenkette von Asn oder
Gln auf der tRNA aus der entspre-
chenden S‰ure (Asp, Glu) gebildet
werden.[21]

2. In manchen Organismen oder Orga-
nellen werden einige Codons neu
zugeordnet: Der genetische Code
wird abgewandelt und jede mRNA
gem‰˚ dem neuen Code abgelesen.
In Mitochondrien gilt beispielsweise
ein anderer Code als im Zellkern.
Beim Menschen und anderen S‰u-
gern steht UGA im Kern f¸r Stopp,
in Mitochondrien f¸r Trp. Beispiele
f¸r weitere Spezies[22] sind in Daten-
banken abgelegt.[23]

RNA und konvergente Evolution

Es kˆnnte das Relikt einer RNA-
Welt sein, dass RNA nicht nur an der
Translation, sondern auch an der Ami-
nos‰uresynthese beteiligt ist. Das Vor-
kommen von Sec in allen Reichen und
von fMet in allen Bakterien spricht f¸r
einen fr¸hen Ursprung. Das Substrat f¸r
die Methylamin-Methyltransferasen
war wahrscheinlich schon in der Ur-
suppe vorhanden. Auch der Methylac-
ceptor, ein Corrinoid, kˆnnte schon
durch pr‰biotische Reaktionen gebildet
worden sein.[24]

Die meisten der 20 Standardamino-
s‰uren haben degenerierte Codons. Die
vier Tripletts f¸r Alanin beispielsweise
kˆnnten aus einem Satz ‰hnlicher Ami-
nos‰uren hervorgegangen sein. Unter
den kleinen aliphatischen l-Aminos‰u-
ren (bis C5) fehlen heute nur die ge-
radkettigen 2-Aminobutan- und -pen-
tans‰ure, die als Helixbildner (‰hnlich
dem Alanin) redundant sein mˆgen.

Struktur und Funktion sollten die
Beibehaltung einer Aminos‰ure im

Laufe der Evolution begr¸nden, und in
der Tat sind Sec und Pyl katalytische
Reste. Die Verkleinerung des Amino-
s‰uresatzes bot jedoch den evolution‰-
ren Vorteil effizienterer Stoffwechsel-
wege. Wir sehen daher die gut 20 Ami-
nos‰uren von heute nicht als einen
erweiterten, sondern als einen reduzier-
ten Satz an, wobei die Sequenzierung
verschiedener Genome und deren Pro-
teomanalyse weitere Relikte zu Tage
fˆrdern kˆnnten.

Zugang zu einem erweiterten
Aminos‰uresatz

Spezielle tRNAs und Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen ermˆglichen eine
Neuinterpretation der DNA-codierten
Information. Die Biotechnologie kˆnn-
te dies als allgemeinen Zugang zu Pro-
teinen nutzen, die au˚er den 20 ¸blichen
Aminos‰uren solche mit neuen physi-
kalischen, strukturellen und chemischen
Eigenschaften enthalten.

Mit der Proteinsynthese-Maschine-
rie von Escherichia coli kˆnnen auch
nichtproteinogene Aminos‰uren einge-
f¸hrt werden. In Mutanten, die tRNAVal

mit Cystein statt Valin beladen, kˆnnen
20% des Valins in zellul‰ren Proteinen
durch 2-Aminobutans‰ure ersetzt wer-
den. 2-Aminobutans‰ure ist eine nicht-
proteinogene Aminos‰ure, die sterisch
dem Cystein entspricht.[25] Modifizierte
Paare von tRNAund Aminoacyl-tRNA-
Synthetase bauen in vivo O-Methyl-
oder O-Allyl-l-tyrosin an der Position
eines Amber-Stoppcodons in Enzyme
ein.[26]

Auch der Transfer eines Gens in
einen fremden Organismus kann æn-
derungen, z.B. geringe Translationseffi-
zienz, bewirken, da manche Codons und
ihre tRNAs dort selten sind. Diese
wenig genutzten Codons unterst¸tzen
die Hypothese, dass fr¸her mehr als 23
Aminos‰uren durch eigene Codons co-
diert wurden.

Genetische Variabilit‰t auf
verschiedenen Ebenen

W‰hrend beim Menschen die Chro-
mosomenkombination XY oder XX das
Geschlecht bestimmt (m‰nnlich bzw.
weiblich), geschieht dies bei manchen

Wanzen nur ¸ber das X-Chromosom:
Weibchen haben zwei (XX), M‰nnchen
nur eines (X0). Bei Schmetterlingen,
manchen Fischen, Amphibien, Repti-
lien und Vˆgeln sind die Weibchen
heterogametisch (WZ) und die M‰nn-
chen homogametisch (ZZ).[27]

Es kˆnnen also nicht nur Wˆrter
(Codons) der genetischen Information
unterschiedlich interpretiert werden,
auch ganze B¸cher (Chromosomen)
der Bibliothek (Genom) werden unter-
schiedlich genutzt. Nicht nur die ge-
netische Information (DNA-Sequenz)
selbst, sondern auch die Biochemie des
Leseger‰tes (mRNA, tRNA, Syntheta-
se, Ribosom) bestimmen Sequenz und
biologische Funktion der Genprodukte.
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