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ABSTRACT  

     The nitrile reductase QueF catalyzes a biologically unique four-electron reduction of a nitrile to an 

amine. The natural reaction of QueF is the NADPH-dependent conversion of 7-cyano-7-deazaguanine 

(preQ0) to 7-aminomethyl-7-deazaguanine (preQ1). preQ0 and preQ1 belong to the biosynthesis 

pathway of the tRNA-inserted nucleoside queuosine. Queuosine modulates codon-anticodon binding 

efficiency for decoding NAC/U codons to Asn, Asp, His, and Tyr. The biosynthesis of queuosine is 

observed exclusively in bacteria and therefore represents a possible target for antibacterial strategies. 

Besides its fundamental relevance in mechanistic enzymology, the mechanism of QueF is therefore of 

considerable interest in this biological and medicinal context. The proposed QueF mechanism involves 

a covalent thioimidate adduct between preQ0 and a cysteine nucleophile in the enzyme. The formed 

adduct is subsequently converted into preQ1 in two NADPH-dependent reduction steps, presumably 

via an imine intermediate.  

     First, we show that the Escherichia coli QueF binds preQ0 in a strongly exothermic process 

whereby the thioimidate adduct is formed with half-of-the-sites reactivity in the homodimeric enzyme. 

Both steps of preQ0 reduction proceed about 4-7-fold more slowly than trapping of the enzyme-bound 

preQ0 as covalent thioimidate and are thus mainly rate-limiting for the enzyme's kcat. Kinetic studies 

combined with simulation reveal a large primary deuterium kinetic isotope effect of 3.3 on the 

covalent thioimidate reduction and a smaller kinetic isotope effect of 1.8 on the imine reduction to 

preQ1. A model of QueF substrate recognition and a catalytic pathway for the enzyme are proposed 

based on these data. 

     The preQ0-derived imine, which is an intermediate of nitrile reduction, might immediately 

hydrolyze to the corresponding aldehyde on being exposed to water. Protecting a labile imine from 

interception by water thus is fundamental to QueF catalysis for proper enzyme function. In the QueF 

from E. coli, the conserved Glu
89

 and Phe
228

 residues together with a mobile structural element 

comprising the catalytic Cys
190

 form a substrate-binding pocket that secludes the bound preQ0 

completely from solvent. We show that residue substitutions (E89A, E89L, and F228A) targeted at 

opening up the binding pocket weakened preQ0 binding at the preadduct stage by up to +10 kJ/mol and 

profoundly affected catalysis. The E89A, E89L, and F228A variants performed primarily (≥90%) a 

two-electron reduction of preQ0, releasing hydrolyzed imine as the product. The preQ0 reduction by 

L191A and I192A gave preQ1 and 7-formyl-7-deazaguanine at a 4:1 and 1:1 ratio, respectively. 

Collectively, these results provide direct evidence for the intermediacy of an imine in the QueF-

catalyzed reaction.  

     The covalent catalysis in E. coli QueF requires assistance from catalytic proton transfer. 

Conversion of nitrile to the covalent intermediate and further on to product necessitates acid-base 

catalysis. The QueF active site comprises a cysteine nucleophile flanked by an aspartic acid and 

additionally contains a histidine. Here, we used mutagenesis of E. coli QueF (C190A, C190S, D197A, 

D197H, H229A) to study functional interplay between these enzyme residues in covalent catalysis. 

Substitution of Cys
190

 or Asp
197

 annihilates preQ0 covalent binding and largely disrupts the nitrile-to-

amine reductase activity. The H229A variant readily forms the thioimidate adduct and is 24-fold less 

active for preQ0 reduction than wild-type ecQueF. Using isothermal titration calorimetry we show that 

the non-covalent step of preQ0 binding involves proton uptake mediated by Asp
197

 with His
229

 as the 

likely protonated group. We suggest that protonated (charged) His
229

 facilitates polarization of the 

substrate nitrile for nucleophilic attack on carbon by Cys
190

; and through proton relay via Asp
197

, it 

could provide the proton for re-protonating Cys
190 

during formation of the imine intermediate.  
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ZUSAMMENFASSUNG  

     Die Nitrilreduktase QueF katalysiert eine biologisch einzigartige Vierelektronenreduktion einer 

Nitrilgruppe zu einem primären Amin. Die natürliche Reaktion von QueF ist die NADPH abhängige 

Umsetzung von 7-Cyano-7-deazaguanin (preQ0) zu 7-Aminomethyl-7-deazaguanin (preQ1). preQ0 und 

preQ1 gehören zum Biosyntheseweg des in tRNA eingebauten Nukleosids Queuosin. Neben seiner 

fundamentalen Bedeutung in der mechanistischen Enzymologie ist der katalytische Mechanismus auch 

von Interesse im bio-medizinischen Kontext. Der vorgeschlagene Mechanismus beinhaltet ein 

kovalentes Thioimidat zwischen einem Cystein Nukleophil im Enzyms und preQ0. Das Intermediat 

wird in zwei NADPH abhängigen Reduktionsschritten, wahrscheinlich unter Beteiligung eines Imin 

Intermediat, zu preQ1 umgesetzt. 

     Wir zeigen, dass QueF aus Escherichia coli das preQ0 in einem exothermen Prozess bindet. Das 

Thioimidat Intermediat wird unter sogenannter Halbseitenreaktivität des homodimeren Enzyms 

gebildet. Beide Reduktionsschritte sind stereoselektiv für den 4-pro-R Wasserstoff am NADPH. Sie 

sind 4 bis 7 mal langsamer als die Bildung des kovalenten Thioimidats und 

geschwindigkeitsbestimmend für die Wechselzahl des Enzyms. Kinetische Studien in Kombination 

mit Computersimulation zeigen einen primären Deuteriumisotopeneffekte auf die Reduktion des 

Thioimidats und des Imins. Ein Modell der Substraterkennung durch QueF und ein katalytischer Weg 

für das Enzym konnten auf Basis dieser Daten vorgeschlagen werden. 

     Das Imin Intermediat könnte zum korrespondierenden Aldehyd hydrolysieren. Es vor Wasser zu 

schützen ist daher zentraler Aspekt der Katalyse von QueF und wesentlich für die korrekte 

Enzymfunktion. QueF aus E. coli nutzt die konservierten Reste Glu
89

 und Phe
228

gemeinsam mit einer 

beweglichen Schleife, die das katalytische Cys
190

 enthält, um eine Substratbindungstasche auszubilden, 

die preQ0 von Wasser abschließt. Wir zeigen, dass Substitutionen (E89A, E89L und F228A) zu einer 

Schwächung der Bindung von preQ0 vor der Adduktbildung führen und dass sie starken Effekt auf die 

Katalyse haben. Die Varianten E89A, E89L und F228A führten hauptsächlich (≥ 90%) eine 

Zweielektronenreduktion von preQ0 durch und setzten hydrolysiertes Imin (7-Formyl-7-deazaguanin) 

als Produkt frei. Die Reduktion von preQ0 durch die Varianten L191A und I192A ergab preQ1 und 7-

Formyl-7-deazaguanin. Zusammengefasst zeigen diese Resultate erstmals direkt ein Imin Intermediat 

in der Reaktion von QueF.  

     Die kovalente Katalyse von QueF aus E. coli erfordert katalytischen Protonentransfer. Umsetzung 

des Nitrils zum kovalenten Intermediat erfordert weiterhin Säure-Basenkatalyse. Das aktive Zentrum 

von QueF enthält ein Cystein, das von einer Asparaginsäure flankiert wird, und enthält darüber hinaus 

ein Histidin. Hier wurde Mutagenese von QueF aus E. coli (C190A, C190S, D197A, D197H, H229A) 

verwendet, um das Zusammenspiel dieser Formen der Katalyse zu studieren. Substitution von Cys
190

 

oder Asp
197

 führt zur Zerstörung der kovalenten Bindung von preQ0 und unterbricht weitgehend die 

Aktivität der Nitril-zu-Amin Reduktase. Die Variante H229A kann das Thioimidat Intermediat bilden 

und ist 24 mal weniger aktiv als das Wildtypenzym. Mittels isothermer Titrationskalorimetrie zeigen 

wir, dass der nicht kovalente Schritt der Bindung von preQ0 mit einer Protonenaufnahme durch das 

Enzym, vermittelt durch Asp
197

 und mit His
229

 als der wahrscheinlich protonierten Gruppe, einhergeht. 

Der katalytische Protonentransfer von Cys
190 

via Asp
197

 auf den Stickstoff des Nitrils treiben die 

Bildung des kovalenten Intermediats voran. Wir schlagen vor, dass das protonierte (geladene) His
229

 

die Polarisierung der Nitrilgruppe des Substrats erhöht und somit die nukleophile Attacke von Cys
190

 

auf den Kohlenstoff des Nitrils erleichtert. Ebenfalls schlagen wir vor, dass durch Verlagerung des 

Protons im Wege von Asp
197 

das His
229

 das Proton für die Reprotonierung von Cys
190

 während der 

Bildung des Imin Intermediats bereitstellt.  
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