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Flavin-abhingige Halogenasen spielen eine zentrale Rolle bei
biologischen Halogenierungsreaktionen. Fiir die halogenie-
rende Aktivitdt benotigen diese Enzyme reduziertes FAD,
das durch ein zweites Enzym, eine Flavin-Reduktase, aus
FAD und NADH gebildet wird. Obwohl in einigen Fillen
Flavinreduktasegene in Biosynthesegenclustern von Halo-
metaboliten vorhanden sind, besteht Unklarheit dariiber, ob
die entsprechende Flavin-Reduktase direkt mit der Haloge-
nase interagiert. Zumindest in einigen Fillen konnen Flavin-
Reduktasen aus verschiedenen Bakterien in Kombination mit
Halogenasen verwendet werden.!'™> Fiir die Tryptophan-7-
Halogenase PrnA aus Pseudomonas fluorescens BLI15, die
den ersten Schritt in der Pyrrolnitrinbiosynthese katalysiert,
konnte gezeigt werden, dass sogar chemisch reduziertes FAD
von der Halogenase fiir die Halogenierungsreaktion genutzt
werden kann.” Aufbauend auf der dreidimensionalen
Struktur von PrnA wurde postuliert, dass durch die Reaktion
von Halogenase-gebundenem reduziertem FAD mit Sauer-
stoff Flavinhydroperoxid gebildet wird. Dieses Flavinhydro-
peroxid reagiert dann mit Chlorid, wodurch hypochlorige
Sdure entsteht, die durch einen Tunnel von ungefdhr 10 A
Linge zum Substrat Tryptophan geleitet wird (Abbildung 1).
Dong et al. haben vorgeschlagen, dass ein Lysinrest (K79)
eine Wasserstoffbriicke mit der hypochlorigen Séure eingeht
und sie dadurch in die richtige Position fiir die Reaktion mit
dem Tryptophan bringt.® Von Yeh et al. wurde die Bildung
von Chloramin durch die Reaktion von HOCI mit der e-
Aminogruppe des Lysins nachgewiesen.’) Dieser Befund legt
nahe, dass eher Chloramin als HOCI das aktive Agens ist. Die
Wichtigkeit von Lysin 79 ist unstrittig, da ein Austausch von
Lysin 79 gegen ein Alanin zu einem vollstdndigen Verlust der
halogenierenden Aktivitit fiihrt, wie fiir PrnA® und fiir die
Tryptophan-7-Halogenase RebH aus der Rebeccamycinbio-
synthese gezeigt werden konnte.”! Allerdings miissen noch
weitere Faktoren eine Rolle spielen, da die Chlorierung von
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Abbildung 1. Aktives Zentrum von PrnA: Die Aminosiurereste, die
ausgetauscht wurden, sind durch ihre entsprechenden Sequenznum-
mern gekennzeichnet. Das im aktiven Zentrum gebundene Chloridion
ist als violette Kugel in der Nihe des Isoalloxazinrings von FAD ge-
zeigt. Das Indol-NH bildet eine Wasserstoffbriicke zum Sauerstoff der
Peptidbindung zwischen E346 und S347.

Tryptophan durch Chloramin (oder HOCI) in Losung nicht
gelingt."“!"l Chloramin ist ein schwicheres Halogenierungs-
reagens als HOCI'? und laut quantenchemischen Rechnun-
gen verringert die Bildung von N-Chloramin die Elektro-
philie der Chlorspezies, d.h., die Ladung Q(Cl) wird auf
—0.07 im Vergleich zu Q(Cl) =+0.017 in freiem HOCI ver-
mindert.

Im aktiven Zentrum befindet sich Glutamat 346 auf der
K79 gegeniiberliegenden Seite des Tunnels, und die Positio-
nierung des Substrats wird durch eine Wasserstoffbriicke
zwischen der NH-Gruppe des Indolrings und dem Sauerstoff
der Peptidbindung zwischen E346 und Serin 347 (S347) un-
terstiitzt (Abbildung 1). Ein Hinweis, dass E346 am katalyti-
schen Zyklus beteiligt sein konnte, ergab sich aus dem
Befund, dass eine E346Q-Mutante um zwei Zehnerpotenzen
weniger aktiv ist.’] Wihrend K79 in allen bisher bekannten
Flavin-abhéngigen Halogenasen absolut konserviert ist, sind
E346 und S347 nur in den Flavin-abhidngigen Tryptophan-
Halogenasen konserviert und fehlen in Halogenasen, die
Substrate mit einem Phenol- oder Pyrrolring akzeptieren.
Dong et al. haben vorgeschlagen, dass E346 fiir die Ab-
straktion eines Protons vom Wheland-Zwischenprodukt und
fiir dessen Stabilisierung benotigt wird (Schema 1). Aller-
dings lésst sich diese verallgemeinerte Rolle nicht mit dem
Fehlen von E346 in Nicht-Tryptophan-Halogenasen in Ein-
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fuir die regioselektive Chlo-
rierung von Tryptophan, der die Beteiligung von K79 und E346 zur Er-
héhung der Elektrophilie der Chlorspezies und fiir ihre korrekte Posi-
tionierung fur den Einbau in die 7-Position zeigt. Die starke Wechsel-
wirkung des HOCI-Sauerstoffs mit der protonierten e-Aminogruppe
von K79 ist durch eine dick gestrichelte Line und die schwache Wech-
selwirkung des HOCI-Wasserstoffs mit der Carboxylatgruppe von E346
durch eine diinne gestrichelte Linie dargestellt.

klang bringen. Der wichtige chemische Unterschied besteht
darin, dass im Gegensatz zu Tryptophan Substrate mit einem
Phenol- oder Pyrrolring durch HOCI oder Chloramin chlo-
riert werden konnen. Tryptophan dagegen reagiert mit HOCI
zum Oxindolderivat des Tryptophans.']

Um die Bedeutung von E346 fiir die Halogenasereaktion
zu analysieren, wurde es durch ortsspezifische Mutagenese
gegen einen Aspartatrest ausgetauscht. Die Rontgenstruk-
turanalyse zeigte, dass die dreidimensionale Struktur der
E346D-Mutante bis auf die Mutationsstelle mit der Struktur
des Wildtyp-Enzyms identisch ist. Der Aspartatrest hat eine
andere Orientierung als Glutamat, wahrend K79, das Chlo-
ridion und FAD genau so positioniert sind wie im Wildtyp-
Enzym (Abbildung 2). E346D ist wie K79A ebenfalls inaktiv,
obwohl durch die Mutation keine weitere Komponente der
Reaktion verdndert wurde. Eine einfache sterische Rolle fiir
die Orientierung des Substrats scheint aus drei Griinden un-
wahrscheinlich: Das zusédtzliche Wassermolekiil in der Mu-
tante konnte einen dhnlichen Effekt herbeifiihren, die Posi-
tion des Tryptophans ist unverdndert, und die isosterische
E346Q-Mutante zeigt eine sehr stark verminderte Aktivitit.
Diese Daten legen nahe, dass die Bildung von Chloramin
(oder HOCI) nicht der einzige chemische Schliisselschritt ist.
Wir schlagen daher vor, dass die rdumliche Anordnung der
negativen Ladung fiir den Mechanismus entscheidend ist. Da
E346 nicht in allen Halogenasen konserviert ist, ist es nur fiir
die Tryptophan-Halogenasen von entscheidender Bedeutung.
Die negative Ladung geht eine Wechselwirkung mit HOCI
oder Chloramin ein, wodurch die Elektrophilie der Chlor-
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Abbildung 2. Aktives Zentrum der E346D-Mutante (C: griin und cyan,
O: rot, N: blau). Das Wildtyp-Enzym ist in Gelb dargestellt. Die Muta-
tion fithrt zu keiner Verinderung bei K79, CI~, Tryptophan oder FAD.
Die Seitenkette von E346D hat ein Wassermolekiil aus dem Wildtyp-
Enzym ersetzt.

spezies erhoht und exakt an der 7-Position des Indolrings
positioniert wird (Schema 1).

Quantenchemische Rechnungen legen nahe, dass eine
schwache Wechselwirkung des Protons von HOCI mit der
Carboxylatgruppe des Glutamats die Ladung der Chlorspe-
zies von +0.017 auf +0.057 erhohen wiirde. Die entspre-
chende Wechselwirkung mit dem Proton am Stickstoff des
Chlorlysins ist nicht moglich, da der Abstand im Wildtyp-
Enzym groBer als 5 A ist. Eine starke Wechselwirkung zwi-
schen dem Wasserstoffatom des HOCI und der Carboxylat-
gruppe wiirde zu einer Abstraktion des HOCI-Protons und
damit zu einer Erniedrigung der Ladung der Chlorspezies auf
—0.013 fihren. Die E346D-Struktur zeigt, dass die kiirzere
Aspartatseitenkette sowohl zu weit weg als auch falsch ori-
entiert ist, um mit dem Proton des HOCI zu interagieren.

Eine Wechselwirkung zwischen dem Chlor des HOCI und
der Carboxylatgruppe von E346 wire ungiinstig (dies wird
durch quantenmechanische Rechnungen gestiitzt). In einer
uneingeschriankten Umgebung wiirde sich das Chloratom von
der Carboxylatgruppe weg bewegen. Allerdings kann fiir das
eingeschrénkte Volumen des aktiven Zentrums nicht ausge-
schlossen werden, dass die negative Ladung des Carboxylats
zur Polarisierung des Chloratoms sowohl von HOCI als auch
des N-Chlorlysins beitragen konnte, auch wenn das eher un-
wahrscheinlich ist.

S347, das sich zwischen K79 und dem Flavin-Cofaktor
befindet, konnte die erste Aminosdure sein, die mit dem
HOCI interagiert, und dadurch helfen, das HOCI in den
Tunnel zu ziehen und an das K79 weiterzuleiten. Allerdings
ist S347 im Unterschied zu K79 fiir die Aktivitdt nicht absolut
wesentlich, da ein Austausch gegen einen Alaninrest die ha-
logenierende Aktivitét nicht vollstiandig zerstort. Das Enzym
ist immer noch aktiv, mit einer Erniedrigung von V.. auf
etwa 25 % im Vergleich zum Wildtyp-Enzym, wohingegen K,
nicht signifikant verdndert ist (Tabelle 1).
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Tabelle 1: K- und V,,,-Werte der Wildtyp-PrnA und einiger Mutanten,
erhalten aus Hanes-Diagrammen.

Enzym Ko [uM] Vimax [Pmol min™"]
PrnA 17.1+4.4 43+4
PrnA_S347A 10.043.44 17+£1.28
PrnA_W272F 13.3£3.0 67+2
PrnA_W274F 223429 45+3
PrnA_W272F_W274F 17.5+£1.5 88+8
PrnA_W272A 29.6+2.1 74+£5
PrnA_W274A keine Aktivitat keine Aktivitat
PrnA_W272A_W274A kein Enzym kein Enzym

[a] Wegen der geringen Aktivitat dieser Mutanten war es schwierig, die
kinetischen Daten genau zu ermitteln.

Die Aminosdurereste W272 und W274 sind ebenfalls in
allen bisher entdeckten Flavin-abhingigen Halogenasen ab-
solut konserviert.”! Dong et al. hatten vorgeschlagen, dass
diese beiden groBen Aminosdureseitenketten die Bindung
eines organischen Substrats in der Ndhe des Isoalloxazinrings
verhindern und somit die Funktion des Enzyms als Mono-
oxygenase nicht moglich sei.! Wenn diese beiden Amino-
sduren einzeln oder zusammen gegen Phenylalaninreste aus-
getauscht wurden, konnte keine Anderung in der halogenie-
renden Aktivitit nachgewiesen werden. Die K, -Werte fiir
W272F, W274F und die W272F_W274F-Doppelmutante
wurden zu 13.3, 22.3 bzw. 17.5 um bestimmt. Diese Werte sind
nahezu identisch zu dem Wert von 17.1 um fiir das Wildtyp-
Enzym (Tabelle 1)

Der Austausch von W272 gegen die kleine Aminosédure
Alanin fiihrt ebenfalls zu keiner wesentlichen Anderung von
K, und V,,,, (Tabelle 1. Wenn W274, das sich niher am Iso-
alloxazinring befindet, gegen einen Alaninrest ausgetauscht
wurde, war das Enzym vollsténdig inaktiv. Der Grund fiir die
Konservierung des WXW-Motifs in allen Halogenasen ist
unklar, da wir keine In-vivo-Funktion fiir W272 finden
konnen, und nur bei einer radikalen Mutation ist ein Effekt
fir W274 zu sehen. Interessanterweise enthilt PItD, ein
Enzym, von dem urspriinglich angenommen wurde, dass es
als Halogenase in der Pyoluteorinbiosynthese fungiert, einen
Glycinrest an Position 274." Allerdings wurde die Beteili-
gung von PItD an der Pyoluteorinbiosynthese als Halogenase
inzwischen ausgeschlossen.”! Daher konnte die Aufklirung
der tatséchlichen Rolle von PItD an der Pyoluteorinbiosyn-
these dabei helfen, die Funktion des WXW-Motifs in Flavin-
abhingigen Halogenasen zu verstehen.

Fiir die Bindung und die korrekte Positionierung des
Substrats Tryptophan im aktiven Zentrum spielt die Wasser-
stoffbriicke zwischen dem Indol-NH und dem Sauerstoffatom
der Peptidbindung zwischen E346 und S347 eine wichtige
Rolle, kann aber nicht durch Mutagenese untersucht werden.
Alle Aminosduren, die in unseren Untersuchungen ausge-
tauscht wurden, sind in den Tryptophan-Halogenasen mit
unterschiedlichen Regioselektivititen konserviert.>* Es
wird von grolem Interesse sein, zu sehen, was die dreidi-
mensionalen Strukturen einer Tryptophan-5- und einer Tryp-
tophan-6-Halogenase preisgeben. Da angenommen werden
kann, dass der Mechanismus dieser Enzyme identisch zu dem
von PrnA ist, konnten die Strukturunterschiede helfen, den
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Mechanismus noch genauer zu verstehen. Insbesondere die
Orientierung des Substrats im aktiven Zentrum muss verin-
dert sein, um die zu halogenierende Position der Chlorspezies
exakt zu prisentieren.

Die hier vorgestellten Ergebnisse belegen, dass nicht nur
K79, sondern auch E346 fiir die chlorierende Aktivitit ab-
solut notwendig ist. Dies legt nahe, dass die Bildung von
Chloramin durch die Reaktion von K79 mit hypochloriger
Sdure nicht ausreichend ist, um eine Chlorierung von Tryp-
tophan zu erreichen. Da die kovalente Bindung von Chlor im
aktiven Zentrum nur in Abwesenheit von Substrat gefunden
werden konnte,” ist es vorstellbar, dass in Anwesenheit von
Substrat hypochlorige Séure aufgrund der Reversibilitédt der
Reaktion von Lysin mit hypochloriger Sdure riickgebildet
wird. Daher konnte HOCI mit beiden Aminosduren, K79 und
E346, wechselwirken, wobei das HOCI-Proton mit der
Carboxylatgruppe von E346 interagiert. Dies wiirde auch
erkldren, weshalb die E346Q-Mutante eine stark reduzierte
Aktivitit zeigt,®! da die Siureamidgruppe sowohl als Ak-
zeptor als auch als Donor fiir eine Wasserstoffbriicke fun-
gieren kann.

Experimentelles

Die PrnAE346D-Mutante wurde nach der Anleitung fiir das Quick-
Change Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagen konstruiert,
wobei pET28b-prnA als Templat verwendet wurde.”®! Die zu mutie-
renden Positionen sind in den Primern unterstrichen. Die beiden
verwendeten Primer waren 5-TGCTTTCTGGAGCCCCTG-
GACTCGACG-3' (Sense) und 5-TCGAGTCCAGGGGCTCCAG-
AAAGCACG-3' (Antisense). -

PrnA_S347A, PrnA_W272F, PrnA_W272A, PrnA_W274F,
PrnA_W272A und die entsprechenden Doppelmutanten wurden
mittels Overlap-Extension-PCR unter Verwendung von pUC-prnA
als Templat konstruiert."”! Die zu mutierenden Positionen sind in den
Primern unterstrichen, die Restriktionsschnittstellen sind fett ge-
druckt. Die Primer, die fiir PrnA_S347A benutzt wurden, waren
Primer a: 5-CTGCAGGATCCCTAAGGAGATTCCACCATG-
AAC-3' (Sense), Primer b: 5-GTAGATGAAGTAGATCCCCGT-
GGCTTCCAGG-3' (Antisense), Primer c: 5-CCTGGAAGCCAC-
GGGGATCTACTTCATCTAC-3 (Sense), Primer d: 5-GGATCC-
TCCAAGCTTCGTTCCACTACAGGC-3' (Antisense).

PrnA_W272F, PrnA_W?272A, PrnA_W274F, PrnA_W272A und
die entsprechenden Doppelmutanten wurden durch Amplifikation
eines Xhol-Fragments von prnA, das die Mutation enthielt, und Li-
gation mit dem restlichen PrnA-Gen hergestellt. Die verwendeten
Primer waren:

Fir PrnA_W272F: Primera: 5-CTGCAGGATCCCTCAG-
GAGATTCCACCATGAACAAGCCGATCAAGAATATCGT-
CATC-3  (Sense), Primerb: 5-ATGGCTCGAGAAGACGT-
AGCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCGGAATCTTCCAG-
GTGAATCC-3' (Antisense).

Fir PrnA_W274F: Primera: 5-CTGCAGGATCCCTCAG-
GAGATTCCACCATGAACAAGCCGATCAAGAATATCGT-
CATC-3  (Sense), Primerb: 5-ATGGCTCGAGAAGACGT-
AGCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCGGAATCTT-
GAAGGTCCATCC-3' (Antisense).

Fir PrnA_W272F_W274F: Primer a: 5-CTGCAGGATCCCT-
CAGGAGATTCCACCATGAACAAGCCGATCAAGAATATC-
GTCATC-3 (Sense), Primer b: 5-ATGGCTCGAGAA-
GACGTAGCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCGGAATCTT-
GAAGGTGAATCC-3' (Antisense).

Fir PrnA_W272A: Primera: 5-CTGCAGGATCCCTCAG-
GAGATTCCACCATGAACAAGCCGATCAAGAATATCGT-
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CATC-3' (Sense), Primerb: 5-ATGGCTCGAGAAGACGTA-
GCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCGGAATCTTCC-
AGGTCGCTCCCGAGTT-3' (Antisense).

Fir PrnA_W274A: Primera: 5-CTGCAGGATCCCTCAG-
GAGATTCCACCATGAACAAGCCGATCAAGAATATCGT-
CATC-3' (Sense), Primerb: 5-ATGGCTCGAGAAGACGTA-
GCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCGGAATCTTCGCGGT-
CCATCCCGAGTT-3' (Antisense). -

Fiir die Doppelmutante PrnA_W272A_W274A: Primera: 5'-
CTGCAGGATCCCTCAGGAGATTCCACCATGAACAAGCCG-
ATCAAGAATATCGTCATC-3' (Sense), Primer b: 5-ATGGCTC-
GAGAAGACGTAGCCGCTGCCGAACCGGCCCAGCATCG-
GAATCTTCGCGGTCGCTCCCGAGTT-3' (Antisense).

Die Korrektheit der Mutanten wurde durch DNA-Sequenzierung
bestitigt. Die nativen und mutierten Proteine wurden mit und ohne
His-Tag in Pseudomonas fluorescens BL915 A ORF 1-4 produziert.
Die His-markierten Enzyme wurden mittels Ni-Chelat-Sepharose-
FF-Chromatographie gereinigt, und die Enzyme ohne His-Marker
wurden durch Chromatographie an einer Q-Sepharose-FF-Sdule
(Amersham Bioscience), wie von Keller et al.”! beschrieben, ange-
reichert. Die Aktivitdt von PrnA wurde wie bereits frither beschrie-
ben bestimmt.>”! Die Reaktionsmischung bestand aus 55 L PrnA-
haltiger Proteinlosung, 10.8 mU FAD-Reduktase, 10 um FAD, 2.4 mm
NADH, 12.5 mm MgCl,, 100 U Katalase und 0.6 mm Tryptophan in
einem Gesamtvolumen von 200 pL in 10 mM Kaliumphosphatpuffer,
pH 7.2. Nach 30 min Inkubation bei 30°C wurde die Reaktion ab-
gestoppt und der Ansatz mit HPLC analysiert. Fiir die Bestimmung
der K,-Werte wurden die Tryptophankonzentrationen zwischen 5
und 50 pm variiert, da hohere Substratkonzentrationen die Reaktion
hemmen. Allerdings wurden, insbesondere in Rohextrakten, hohere
Substratkonzentrationen eingesetzt, da diese Extrakte noch andere
Enzyme enthalten, die Tryptophan als Substrat verwenden. Das
mutierte Enzym wurde kristallisiert, und die Daten wurden mit einer
Auflésung von 2.3 A aufgenommen, ihnlich wie fiir das Wildtyp-
Enzym."™ Die Struktur und die Daten wurden hinterlegt (PDB-Code
2jke).

Fiir eine Evaluierung des elektrophilen Charakters von HOCI
wurden die Mulliken-Ladungen anhand des semiempirischen AM1-
Modells am Chlor berechnet. Das HOCI-Molekiil wurde zwischen
der protonierten Aminogruppe des Lysins und der Carboxylatgruppe
des Glutamats positioniert. Die Ladung des Chlors wurde dann als
eine Funktion der Lénge der Wasserstoffbriicke zwischen dem Proton
an der Aminogruppe des Lysins (R(NH--O)) und zwischen dem
Proton von HOCI und dem Sauerstoff der Carboxylatgruppe des
Glutamats (R(OH--O)) berechnet. Der Abstand zwischen dem
Stickstoffatom der protonierten Aminogruppe und dem Kohlen-
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stoffatom der Sduregruppe (R(N—C)) wurde entsprechend der Kris-
tallstruktur konstant bei 7.4 A gehalten.”®!

Eingegangen am 27. Mai 2008,
veranderte Fassung am 27. August 2008
Online veroffentlicht am 31. Oktober 2008
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Tryptophan-Halogenase
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