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Ertekezés elézményei

PETN reduktaz

Az Enterobacter cloacae PB2 torzset, robbandanyag dltal szennyezett talajodl izoldlta Binks és Bruce,
felhaszndlva a baktérium torzs azon képességét, hogy talajodl nitrdt észtereket [pentaeritrit-tetranitratot (PETN);
glicerin-trinitratot [nitroglicerin, (GTN)] nitrogén forrdsként hasznosit (1. dbra). Ugyancsak nitrogén forrdsként
képes hasznositani az egyik legmakacsabb, a biotranszformdciénak legjobban ellendlld  aromds
nitrovegyUletet, a 2,4,6-trinitro-toluolt (TNT) is. Az Enterobacter cloacae PB2 torzs nitrditésztereket és aromds
nifrovegyUleteket lebontd képessége egyetlen flavoenzimhez rendelhetd, a nikotinamid koenzim (NADPH)
fuggd PETN reduktdzhoz. Sikeresen folynak a PETN reduktdzhoz kapcsolddd bioremedicids és fitoremedicios
kisérletek. A PETN reduktdzt kddold gént tartalmazéd transzgenikus dohdny képes csirdzni és ndvekedni TNT-vel

vagy GTN-nel szennyezett tdpoldatban, szemben a vad tipussal, amely elpusztult ilyen kérlimények kdzot.
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1.4bra
Morfinon reduktaz
Morfinon reduktdzt (MR), opidtot termeld gydgyszergydr kdrnyékérdl szdrmazd baktérium a Pseudomonas
putida M10 termeli (Bruce et al., 1990). A baktérium a morfint és a kodeint két Iépésben, két kilonbozé enzim
kdzremuikodésével hidromorfonnd és hidrokodonnd alakitja &t (2. dbra). A morfinon és a kodeinon C7-C8

kettds kotését a NADH-fuggd morfinon hidrogénezi, hidromorfonnd és hidrokodonnad alakitja.
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A hidromorfon és hidrokodon értékes gydgyszeralapanyag. A Pseudomonas putida M10 tenyészetbdl, morfin
iletve kodein alapanyagbdl kiinduld, kétlépéses biotranszformdcion alapuld ipari méretekben torténd termelés,
koltség meghatdrozé tényezdje a felhaszndlt kétfajta nikotinamid koenzim mennyisége. Morfin dehidrogendz
muUkddéséhez NADP+, mig morfinon reduktdzéhoz NADH szUkséges. MR nagy foku preferenciat mutat B-NADH
irdnt, sem a-NADH-val, sem NADPH-val nem reagdl. Fehérie mérndkséggel, kivinatos lenne a morfinon
reduktdz koenzim specificitdsdt NADPH-ra vdltoztatni, mivel a koenzim specificitds cseréjével a kétlépéses

folyamatban megvaldsulna a nikotinamid koenzim Ujrahasznositasa.

A PETN reduktdz és MR 48%-ban azonos aminosav szekvencidval rendelkezik, nagy foky homoldgidt mutatva az
éreg sarga enzim (OSE) csalddba tartozd tébb fehériével is. A szerkezeti adatok és aktivitdsuk alapjdn, a csaldd
tagjait Ugy jellemezhetjlk, hogy FMN kofaktort tartalmazod, B/a szerkezeti egységekbdl felépuld, nikotinamid
koenzim figgé oxido-reduktazok. Az OSE homolégjai elterjedtek az élévildgban, mind a baktériumokban,
gombdkban és a névényekben, jelenleg kdzel 90 OSE homoldgot ismerink. A hasonld vazszerkezet ellenére,

katalitikus aktivitdsuk illetve funkcidjuk igen eltérd.



A disszertacio célkitizése

Rontgen diffrakcids, klasszikus - és tranziens kinetikai valamint célzott aminosav kicserélési
kisérletekben arra kerestem a vdlaszt, hogy nagy szekvencia homoldgidval rendelkezé enzimek esetében, mint
a PETN reduktdz és MR, milyen faktorok befolydsoljgk és hatdrozzdk meg az eltéré katalitikus aktivitdst és
szubsztratspecificitdst. Atomos felbontdst enzim-szubsztrdtum - és enzim-inhibitor komplexek hdromdimenzids
molekula szerkezetei alapjan, célul tUztem ki a PETN reduktdz és MR molekuldris enzimszabdlyozdsdnak a
megismerését.

A PETN reduktdz bioremedicds és fitoremedcids kisérletekben vald részvételéhez, szUkség van nagy
specificitdst és aktivitdst enzim haszndlatdra. Hogyan magyardzhatd a PETN reduktdz kildnleges nitroaromds
gyuUrd hidrogénezési aktivitdsa a flavoenzimek csoportjdban? A szerkezet-funkcid kapcsolatot ismerve fehérie
mérndkséggel ndvelheté-e a PETN reduktdz nitroaromds gyUr( telitési akfivitdsa, illetve megjésolhatd-e a
kérdédes aktivitds eddig még nem vizsgalt OSE homoldgok esetében, az aminosav sorrend ismeretében.

Mindkét enzim hdromdimenziés szerkezetének felderitésével, kihaszndlva A MR és a PETN reduktdz

eltéré koenzim specificitasat, célul tiztem ki a nikotinamid felismeré szerkezeti egység meghatdrozdsat.

Alkalmazott vizsgalati médszerek

A PETN reduktdz és morfinon reduktdz izoldldsa rekombindns JM109 Escherichia coli térzsekbdl tortént, amelyek
PETN reduktdzt kddold plazmidot (pONRT) és morfinon reduktdzt kddold plazmidot tartalmaztak (pMorB). A
PONR és pMorB plasmid mutagenezisét Pfu turbo DNA polimerdzt tartaimazé QuikChange Site-directed
Mutagenesis  Kit-tel  (Stratagene) végeztem, a megfeleld mutdcidt tartalmazd szensz és  antiszensz
komplementer primerek felhaszndlaséval.

Steady-state - és transziens kinetikai mérésekhez, redoxtitrdldsokhoz, ligandumkotd kisérletekhez UV-athatd
spekiroszkopidt haszndltam. Gyors enzimreakciokat stopped-flow spektrofotometridsan  kévettem, inert
atmoszférdban. A TNT degraddcio kodztitermékeinek analizise HPLC, TLC és ESI-MS mérésekkel végeztem.

PETN reduktdz és MR kristdlyositdsa gdztenzion alapuld figgécsepp és Ulécsepp modszerrel  tortént.
Sugdrforrdsként Rigaku forgéanddos rontgensugdr generdator haszndltam, szinkrotonsugdrforrdst Daresbury
(Anglia) és ESRF (Franciaorszég) szinkrotonok szolgdltattdk. Az adatfeldolgozdshoz DENZO és SCALEPACK
programot, a finomitdshoz CNS, CCP4 és SHELX programokat haszndltam. A molekulaépitést XTALVIEW

programcsomag segitségével végeztem.

Az értekezés Uj tudomdnyos eredményei

PETN reduktdz és morfinon reduktdz molekulaszerkezete - TIM hordd vdzszerkezet, hidrogénhid hélézattal
stabilizalt FMN

Nyolc ismétlédé B/a egységbdl felépUld TIM hordd alakzat hatdrozza meg a PETN reduktdz és MR
vazat, a horddkat Osszekdté hurkok tovdbbi alegységeket zdrnak magukba, meghatdrozott funkcidval
(3.&bra). A PETN reduktdz monomer, mig a MR két TIM horddbdl éllé homodimer. A flavin-mononukleotid
4.4bra) a TIM hordd kdzéppontidban, kiterjedt hidrogénhid hdldzatban kotddik az 6t korllvevd B-reddkhodz

(3.4bra). Az FMN- k&t6dés hasonld hidrogénhid mintézatot kévet az OSE csaldd tagjaiban.



KUlénlegesen nagy foky szekvencia homolégia hordozéja az as, Ba/oa motivum, valamint a s és o
egységeket Osszekdtd rendezetlen orsd és HB hélix. Ebbdl a rendezetlen orsébdl kerll ki az aktiv centrum
ligandum kotédésében részt vevd és a katalitikusan aktiv aminosavak. Ennek a motivumnak az és au tagja az
enzimek felUletén helyezkedik, egyardnt szerepe lehet a TIM hordd vdéz kialakitdsdban és eddig még

ismeretlen fehériéhez vald kdtédésben.

A harmadik hordé szuperszekunder szerkezete - nikotinamid koenzim felismerd hely

A legkisebb homoldgidt mutaté régid® a harmadik hordd kitUremkedéseként megjelend
szuperszekunder szerkezet (2.4bra): egy a/Bhordd és egy antiparalel futd B-redd pdr (C és D). Az antiparalel
futd B-redd pdr hatdrolja az enzimek ligandum kété csatorndjat.

A PETN reduktdzban szteroid ligandumok kétédése a B-redd pdr két argininjében (Arg'42 és Arg'30)
jelentés konformdcids valtozast idéz eld. A két arginin mobilis oldalldncdnak helyzete és toltése kedvezden
befolydsolhatja, a NADPH nikotimamid gydr(tél tavoli adenozin-foszfat rész 2'-foszfat csoportjdnak kdtédését,
amely donté szerepet jatszik a koenzim specifitds meghatdrozdsdban. A MR B-reddjében az argininek helyén
levé glutamdt csoportok, elektrosztatikusan gdtolidk a NADPH foszfat csoportjdnak kotédését, viszont
hidrogénhidat alkothatnak a NADH 2'-OH csoportjaval. A B-redé pdrban a nikofinamid koenzim adenozin
végének felismeréséért felelds szerkezeti egységet feltételezzik, amely a PETN reduktdzban a NADPH, mig a
MR-ban a NADH specificitést hatdrozza meg. Ez a szerkezeti motivum, Uj a flavoenzimek kérében. Az OSE
enzim tagok nem rendelkeznek kofaktor stabilizéld egységgel, mig a multidomén flavofehériéknél erre kilon

domén szakosodott.

Ligandum kétédés - flavin elekironszerkezete és aktiv centrumy hisztidinek szerepe

A PETN reduktézban és MR-ban 20A hosszU, oldészernek kitett csatorndn keresztil jut a ligandum az
enzimek akfiv centrumdba A csatorndban, két fenolos csoportjval szembe nézé tirozin szabdlyozza a
ligandum bejutdsdt (,gating mechanism”) (5.4bra).

Mind MR-ban és mind a PETN reduktdzban a ligandumok a flavin si oldaldhoz k&tédnek. A PETN
reduktdzban a ligandumok O-donor atomjaival [fenol szdrmazékok (pikrinsav, 2,4-DNP) fenolos oxigénjikkel, a
ciklikus enonok (1-ciklohexén-2-on, 3-oxo steroidok) karbonil oxigénjukkel] hidrogénhidat alakitanak ki az aktiv
centrum konzervativ hisztidinjeivel, His'8! és His 18 —vel. A MR-ban, a kodeinon karbonil oxigénje hasonld

hidrogénhidat Iétesit a konzervativ His!8 - és Asn189-nal,



A PEIN reduktdzban egyértéki anionok (klorid, acetdt, tiociandt, azid) kétédnek a flavin izoalloxazin
gyUrGiének C1-N1-O2 elektronhidnyos régidja folé. Ezen anionak kompeteiv inhibitorai az enzimeknek.
Redukcié hatdsdra az izoalloxazin gylr( elektronszerkezete megvdiltozik, az anionok disszocidlnak és rendezett

viz molekula koordindlédik az emlitett régié folé. Az izoalloxazin gyUrG az N5-N10 tengelymentén meghaijlik,
Ugynevezett ,lepke meghajldst” szenved az N5 sp3 hibriddllapota miatt. A redukdlt enzim fehérje részének

szerkezete megegyezik az oxiddlt enzimével (6. dbra).

6. dbra 7. &bra

MR opidt szubsziratspecificitGsaért felelés aminosav: Cys!?1

A két enzim aktiv centrumat dsszehasonlitva a legnagyob eltérést a MR, Cys'?! jelenléte okozza.
Ezen a helyen az OSE csaldd tagjaiban konzervativ tirozin taldlhaté, igy a PETN reduktdzban is (Tyr'#¢). Az aktiv
centrum ezen tirozinja putativ proton donor, ciklikus enonok kettés kotésének redukcidjdban. A MR-kodeinon
komlex molekulaszerkezetében, a cisztein oldalldnc irdnya és tavolsaga, kizéria a lehetéségét annak, hogy a
szubsztratum és a cisztein kozotti proton franszfer jatszédjon le (7. dbra). A C191A MR mutdnssal végzett
oldattanuimdanyok megerdsitették a szerkezeti adatokat. A C191 nem szerepel katalitikusan aktiv savként,
oldalldncdnak mégis nagy szerepe van a szubsziratspecificitds maghatdrozdsdban. Kis térkitdltése révén

lehetévé teszi a kodeinon merev, robosztus vazdnak kétédését az aktiv centrumhoz.

Szteroid szubsziratum kilénb6z8 geometridji kétédése az oxiddlt és az aktivalt enzim-komplexben - ligandum

ko6tédés dinamikdja

PETN reduktdz régié specifikusan redukdlia a 3-oxo-1,4-dién szteroidok (prednizon, 1,4-
androsztadién-3,17-dion) C1-C2 olefin kdtését. Hasonld enzimaktivitdsrdl nem szémoltak be az OSE csaldd
tagjainak kérében.

Az oxiddlt PETN reduktdz-szteroid szubsztrdtum komplexben a szteroid B oldala néz szembe az
izoalloxazin si oldaldval (8.dbra, 5. dbra ). Ebben a geometridban a szubsztrdtum redukdlandd C1-C2 kettds
kotése kedvezdtlen elrendezésben taldlhatd, a hidridtranszfer szempontjdbdl. Ahhoz, hogy a C1-C2 kettés
kotés redukdlodni tudjon, a katalitikusan aktiv, két elektron redukdlt enzim-komplexben a szubsztrdtum C1-C2

ko-
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tésének a flavin N-5 atomjdval fedésben kell lennie. Az optimdlis koordindcié kialakuldsat két modellel
értelmezhetjik a redukdlt enzimben: a szubsztrdtum transzldciés mozgdsdval, és a szubsztrdtum 180°-0s
fordulatdval (9.dbra).

A merev szteroid vdznak kdészénhetéen, deutérium jeldld moddszer segitségével és 2D-NMR
spektroszkdpia  alkalmazdsaval a  kettds kotés redukcidjdnak  sztereokémidja  és  mechanizmusa
megdllapithatova vdlt. A vizsgdlat alapjdn, az aktivalt enzim-szubszirdtum komplexben a flavin N-5 atomjardl
kiindulé hidridtranszfer a szteroid ,,A" gyUrUjének 1a helyzetére iranyul. Az ezt kdvetd proton franszfer, pedig a
putativ proton donorrdl (Tyr186) a szteroid 2B helyzetére torténik. A szubsztrdtum 180°-os fordulatot tesz, az
oxiddlt komplexhez képest.

A redukdlt enzimben a flavin ,lepke meghaijldsa” indukdlja azt a szteroid koordindciét, amelyben
a sikbdl kilépd N-5 és C19-pmetil csoport kdzoti sztérikus taszitds megszinik. A szteroid szubsztrdtum-enzim
komplexek vizsgdlata felhivta a figyelmet a ligandum kétédés dinamikdjanak fontossdgdra az aktivélt enzim-
szubsztratumok tanulmdanyozdsdra. Elegendd a flavin elekironszerkezetének a megvdltozdsa, hogy Uj sztérikus

és elektrosztatikus viszonyokat teremtsen, amelyre az alkalmas szubsztrdtum produktiv kdtédéssel vdlaszol.
Nitroaromds vegyuletek PETN reduktdz katalizdlta redukcidja

PETN reduktdz kivételes nitroaromds gyUrd hidrogénezési aktivitdssal rendelkezik, TNT és pikrinsav szubszirdtum
esetén. Ezzel szemben a nikotinamid kofaktor fUggd flavoenzimek dltaldnos nitroreduktdz aktivitdst mutatnak, a
nitroaromds vegyUletek nitrocsoportjat redukdljak.

Stopped-flow spekirofotometrids vizsgdlatok alapjén, a két elekiron redukdlt PETN reduktdz két
konszekutiv hidridtranszfer Iépésben alakitja at a TNT-t. Az elsé hidriddtadds a TNT aromas gydrGjének elektrofil
C3 atomidra térténik, hidrid-Meisenheimer TNT komplex képzédése kdzben. A mdsodik hidridataddst a redukdlt
PETN reduktdz a hidrid-Meisenheimer komplex elektrofil C5 atomjdn hajtia végre, dihidrid-Meisenheimer TNT
komplexet képezve. A redukcié azonban itt nem &Il meg, gyors reakcids kinetikai vizsgdlatok megerdsitették, a
redukdlt PETN reduktdz egyedUldlld katalitikus aktivitdsat dihidro-Meisenheimer TNT komplexszel szemben. A
PETN reduktdz katalizdlta redukciobdl idével a dihidro-Meisenheimer komplex elfogy és nitrit ion szabadul fel.

PETN reduktdz TNT dihidrid-Meisenheimer komplex redukdld akfivitdsanak jelentésége abban rejlik,
hogy a reakcié eredményeképpen a TNT-bé! nitrit ion szabadul fel. igy a PETN reduktdzt termelé Enterobakter
cloacea nitrogén forrdsként képes hasznositani a tdptalajodl megfeleld koncentrdcidban jelenlevd TNT-1.

A TNT-hez hasonléan, a pikrinsavat a redukdlt PETN reduktdz a nitroaromas gyUrd C5 és C5 helyzetében teliti,

hidrid-Meisenheimer - és dihidrid-Meisenheimer pikrinsav komplex képzédése kdzben.
Az aromdsgyiiri hidrogénezési aktivitas szerkezeti magyarazata - aktiv centrumu hisztidinek szerepe

PETN reduktdz —TNT, PETN reduktdz-pikrinsav valamint a PETN reduktdz- 2,4-dinitrofenol komplexek
molekula szerkezeteiben, mindhdrom nitroaromds ligandum az  izoalloxazin vz pirimidin - gydrije folé
koordindlédik. Pikrinsav szubszirdtum és 2,4-dinitrotoluol inhibitor esetén, az aromds gydr( szubsztituenseinek
irdnyultsdgdt a ligandumok fenolos oxigénje és a hisztidil oldalldncok kdzott kialakuld hidrogénkdtés hatdrozza
meg, TNT kétédésekor, pedig az aromds gyl szubsztituensei és a hisztidil oldalldncok kozott fellépd sztérikus
kényszerek (van der Waals taszitds). Mindezen kdlcsonhatdsok a TNT és pikrinsav elektrofil C5 illetve C3 atomijdt

helyezik a flavin N5 atomija f6lé, hidridtranszferhez kedvezé elrendezédésben.

A PETN reduktdz homoldgjai is OSE, MR is képesek a TNT-t atalakitani, azonban a flavoenezimekre

dltaldnosan jellemzd, nitroreduktdz aktvitdssal rendelkeznek. Az enzimek aktiv centrumdban, a flavin van der
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Waals sugdrnyi tavolsdgdban levé aminosavak kézll, a hdrom enzim a PETN reduktdz 184-es helyén levd
hisztidinben kildnbdznek egymastdl. Itt a MR-ban Asn'8?, az OSE-ben Asn'?4 taldlhaté.

A ligandum kotédésében aktiv szerepet jatszd His'®! és His'8 aminosavakat hely-specifikus
mutdcidval anilinre cserélve, az igy elddllitott HI8TA - és H184A PETN reduktdz mutdnsok katalizdlta TNT
degraddcidban, elmaradt a hidrid-Meisenheimer TNT komplex képzédés. A hisztidin/alanin csere kioltotta az
enzim nitroaromds gyUrd hidrogénezési akfivitdsat, helyette a nitrocsoport redukcié volt tapasztalhatd. A
nitroaromdsok aromds gyUrijének telitéséhez pontos ligandum koordindicié szikséges, olyan geometria, ahol a
hidridet&tadd flavin N5 és az aromds gydrG elektrofil atomja kdzvetlen kdzelben kerlinek. Ezeket a sztérikus
kényszereket mindkét hisztidin oldalldnc egyUttes jelenléte alakitja ki az aktiv centrumban. Valamelyik hisztidil
oldallénc kikktatdsaval, a TNT aromds gyUrlje kdnnyen elmozdulhat az izoalloxazin gydrdn, igy a hiriddtadds
nem az aromds gyUrin, hanem a nitrocsoporton valdsul meg. Ezen eredmények felhaszndsasdval predikcids
analizisre tehetink kisérletet, azon enzimek felkutatésdra, amelyek az OSE csalddon belll rendelkezhetnek

direkt nitroaromads gyUrU hidrogénezési aktivitdssal.

Trp102 szerepe nitroaromdsok biodegraddcidjdban- PETN reduktdz- pikrinsav komplex molekula szerkezete
szubatomos felbontdsban

Az 1,5 A felbontdsy PETN reduktdz pikrinsav komplex molekulaszerkezete a Trp'o2 oldalldnc és a
pikrinsav 6-os helyzet( nitrocsoportjdnak sajdtos kdlcsonhatdasdra hivta fel a figyelmet (8. dbra). A pikrinsav-
enzim komplex szubatomos felbontdsy szerkezete lehetévé tette, hogy az elektron sirlség térképen Iathatéva
vdlionak a multikonformdcidéban jelenlevé aminosavak, azaz a fehérie dinamikdjara is felvildgositast
0.9 A felbontdsban (10.dbra). Mindezt azzal magyardzhatiuk, hogy a kristdlyban a pikrinsav részlegesen kétédik
az aktiv centrumhoz, 1 mdl enzim csupdn 0,34 mdl pikrinsavat kdt meg. A szubszirdtum jelenléte a triptofan
oldalldncdt elmozduldsra kényszeriti. Ennek megfeleléen a Trp'02 34%-ndl észlejUk a pikrinsav-k&tédés indukdlta

konformdcié médosuldst, mig a fennmaradd 66%-ndl, a szabad enzimre jellemzd konformaciot 1atjuk.

A Trp'92indol gyUrljének elmozduldsa konformdcié vdaltozdsok sorozatdt indukdlja oldalldncon és a
fehérje féldncdban. A szubsztrdtum kotédés okozta konformdcids vdltozdsok mellett, a molekulaszerkezet
rendezetlen régidi, a multikonformdcidban jelenlevé aminosavak is Idthatova vdinak. A leggyakrabban az o-
hélixek (o4, o8, és a2) glutamadt -, valin — és lizin oldalldcai valamint  B-redSben és hurokban is eléforduld
argininek és szerinek tdltenek be kevert konformdcios dllapotot.

Hely-specifikus mutdciéval elédllitott W102Y és WI102F PETN reduktdz kinetikai és szerkezeti
vizsgdlata azt bizonyitotta, hogy az indoIndl kisebb térkitoltésd oldalldnccal rendelkezé aminosavak szorosabb

ligandum kotédést tesznek lehetévé A W102Y PEIN reduktdz aktiv centrumdhoz a szubszirdtum nemcsak
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szorosabban, hanem hidridtranszfer szempontjdbdl kedvezébb geometridval kotédik, mint a vad fipusy
enzimhez. Ezt igazolja TNT szubszirdtum esetén az oxidativ-félreakcidban mért Meisenheimer-komplex képzddési
sebességi dllanddjanak kdzel hdromszorosdra torténd névekedése, a vad tipust enzimnél mérthez képest.

Szerkezeti alapokon nyugvé célzott fehérie mérndkséggel, kisebb térkitdltésd aminosav cserével kiktathatd volt
a Trp'%2 oldalléne, ligandum kdtédést csdkkentd sztérikus gdtidsa, ezdltal megtébbszérdzédott az enzim

nitroaromas gydrU telitési akfivitdsa.

Konkl(zié

Nagy fokU homoldgidt mutatd, az éreg sdrga enzimek csalddjdhoz tartozé enzimek, PETN reduktdz és MR
reduktdz, atomos felbontdsd hdromdimenzids molekula szerkezeteivel, az enzimszabdlyozds néhdny fontos
jellemzdjére sikerUlt ravildgitanunk. Fontos szerepik lehet a mobilis hurkokat meghatdrozé, kis homologiat
mutatd szekvencia régidknak csalddon belUl. Ebbdl a régidkbdl alakulhatnak ki az evolucid sordn a
szuperszekunder szerkezetek, amelyek specializdldodhatnak példaul koenzim felismerd helyekké. A
szubsztratum-enzim komplexek vizsgdlata felhivta a figyelmet az enzim dinamika és a ligandum kotédés
dinamikdjanak fontossdgdra. Elegendd a flavin elekironszerkezetének a megvdltozdsa, hogy Uj sztérikus és
elektrosztatikus viszonyokat teremtsen, amelyre az alkalmas szubsztrdtum produktiv kétédéssel vdlaszol.
Ugyanakkor l&thattuk, hogy az aktiv centrum aminosavait hidrogénhid hdldzat régzit, ezzel meghatdrozva az
aktiv centrum geometridjat. Amikor kis geometriai valtozdast okozd aminosaveserét hajtottunk végre, példaul
Trp/Tyr csere esetén, akkor az aktiv centrum geometriai merevségét gydztUk le. Ezzel, az addig, a
nitroaromdsokkal szemben kis aktivitdst mutatd enzim mUkodése hatékonyabbd vdlt a kivant mechanizmus
iranydba. Azonban eszencidlis aminosav cserével, mint a ligandum kotést befolydsold hisztidinek, kiolthatjuk az
enzim addigi tevékenységét. Az dreg sdrga enzim csaldd fehériéi biodiverzitdsukat részben vazszerkezetUknek
kdszonhetik, hiszen néhdny pont mutdcioval merében megvdltozik kémiai aktivitdsuk és szubszirdtspecificitdsuk.

Ezért nem véletlen, hogy a csaldd tagjai xenobiotikumok Gtalakitdsdban vesznek részt.
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