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. Bevezetés
PETN reduktdz

Az Enterobacter cloacae PB2 térzset robbandanyag dltal
szennyezett talajbdl izoldlta Binks és Bruce, felhaszndlva a baktérium torzs
azon képességét, hogy talajodl nitrdt észtereket [pentaeritrit-tetranitratot
(PETN); glicerin-trinitratot [nitroglicerin, (GTN)] nitrogén forrdsként hasznosit
(Binks et al., 1996). Ugyancsak nitrogén forrdsként képes hasznositani az
egyik legmakacsabb, a biotranszformdcionak legjobban ellendlld aromdas
nifrovegyCletet, a 2,4,6-trinitro-toluolt (TNT) is (French et al, 1998). Az
Enterobacter cloacae  PB2  tdrzs  nitratésztereket és  aromas
nitrovegyUleteket lebontd képessége egyetlen flavoenzimhez rendelhetd, a
nikotinamid kofaktor (NADPH) figgd® PETN reduktdzhoz (1. dbra). Sikeresen
folynak a PETN reduktdzhoz kapcsolddd bioremedicids és fitoremedicios
kisérletek. A PETN reduktdzt kédold gént tartalmazd transzgenikus dohdny
képes csirdzni és névekedni TNT-vel vagy GTN-nel szennyezett tdpoldatban,
szemben a vad tipussal, amely elpusztult ilyen kérOlmények kdzott (French
etal., 1999).

ONNOHC ><CHZONO2 NADPH  NADP* O NOH,C ><CH20H NADPH NADP* O NOH,C >{H20H

ONOH,.C~ CH,ONO, W, OMNOHC™ CHONO, Y HOH C H,ONO,

1.dbra



A PETN reduktdz, NADPH jelenlétében, a PETIN-t redukdlja pentaeritrit-
dinitrattd, nitrit felszabaditdsa kdzben. A pentaeritrit-dinitrdtot az E. cloacae
PB2 mds, eddig még nem azonositott, enzimjei oxiddljdk dialdehiddé (Binks
et al., 1996).

Morfinon reduktdz

Morfinon reduktdzt (MR), opidtot termeld gydgyszergydr koérnyékérdl
szarmazd baktérium a Pseudomonas putida M10 termeli (Bruce et al., 1990).
A baktérium a morfint és a kodeint két |épésben, két kilbnbdzd enzim
kdzremUkddésével hidromorfonnd és hidrokodonnd alakitja &t (2. dbra). Az
elsé lépésben, a NADP+ -fUggd morfin dehidrogendz oxiddlja a morfin - és a
kodein Cé atomjan levd hidroxilcsoportot, morfinont és kodeinont
eredményezve (Bruce et al., 1990). A morfinon és a kodeinon C7-C8 kettds
kotését a  NADH-fuggd morfinon hidrogénezi, hidromorfonnd és
hidrokodonnd (Hailes et al., 1993).

RO RO
O NADP* ADPH

o

RO
NADH AD*

< ' °
‘ NCH 3Mon‘ln dehldrogenaz ‘ Morflnon reduktéaz NCH,
8

HO 7 (0]
R: H, morfin R: H, morfinon R: H, hidromorfon
R: CHs, kodein R: CHs kodeinon R: CHs, hidrokodon

2. dbra

A Pseudomonas putida M10 kétlépéses opidt biotranszformdciodja

A hidromorfon és hidrokodon értékes gydgyszeralapanyag. A hidromorfon

hétszerte erésebb fdjdalom csillapitd hatdst mint a morfin, a kodeinon



pedig kdhogés csillapitd (Melmon et al., 1972. Gazdasagos elédllitdsukat
élénk ipari érdeklédés kiséri. A Pseudomonas putida M10 tenyészetbdl,
morfin illetve kodein alapanyagbdl kiinduld, kétlépéses biotranszformdcion
alapuld ipari méretekben torténd termelés, kdltség meghatdrozd tényezdje
a felhaszndalt kétfajta  nikotinamid  koenzimek mennyisége. Morfin
dehidrogendz muikddésehez NADP*, mig morfinon reduktdzéhoz NADH
szUkséges. MR nagy fokU preferencidt mutat B-NADH irdnt, sem a-NADH-val,
sem NADPH-val nem reagdl (Craig et al., 1998). Kivanatos lenne, fehérje
mérndkséggel, a morfinon reduktdz koenzim specificitdsdt NADPH-ra
vdltoztatni. Ekkor elérhetnénk, hogy az elsé reakcidban, a morfin
dehidrogendz dltal termelt NADPH-t, a morfinon reduktdz koézvetlenll
felhaszndlhatnd. A morfinon reduktdz dltal termelt NADP+-t, pedig vica
versa, kdzvetlenll a mofinon dehidrogendz hasznosithatnd. A kofaktor
specificitds cseréjével a kétlépéses folyamatban megvaldésulna a
nikotinamid koenzim Ujrahasznositdsa. Ehhez azonban elengedhetetlen az
enzim szerkezetének ismerete és a koenzim specificitdsdért felelds szerkezeti

egység azonositdsa.
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[. 2. rodalmi &ttekintés

Az elmult évszdzadban, a hadianyaggydrak termelése, a
robbandanyagok haszndlata és megsemmisitése széleskory
koérnyezetszennyezéshez vezetett, egyardnt veszélyt jelentve az emberi
egészségre és a mikrobds életre (Hannink et al., 2001; Tamalge et al., 1999).
A hdrom nagy vegyUlet csoporthoz a nitradt észterekhez, nitrocsoporttal
téblbszordsen szubsztitudlit aromds vegylletekhez és ciklikus nitraminokhoz
tartozd robband anyagok a xenobiotikumok k6zé sorolhatdk (3. dbra). Ezek

k6zUlis a biotranszformdcionak legjobban ellendllé robbandanyag a TNT.

H,ONO, oNOH HoNO
CHONO, 2 zC><C :
| ONOHL ™ TCHLONO,
CHONO,

A B
H, OH
oN 0, oN \©/NOZ
NO, NO,
C D
NO, rxioz
N
@ onal evo
N._N
oN" > No, ?‘_\_NJ z
|
E F NO,
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3. dbra

A hdrom 6 vegyUlet csoportba tartozd robband anyagok A: pentaeritrit-tetranitrdt
(PETN); B: glicerin-trinitrdt([GTN; (nitroglicerin)]), C: 2,4,6-trinitro-toluol (TNT); D: 2,4,6-
trinitro-fenol (pikrinsav); E: hexahidro-1,3-5-frinitro-1,3,5-friazin[RDX; (Royal Demolition
Explosive)] F: oktahidro-1,3,5,7-tefranitro-1,3,5,7-tetrazokin  (HMX; (High Melting
Explosive)]. A PETN, GTN, TNT, pikrinsav és RDX «az Enterobacter cloacae PETN
reduktdz szubszirdtumai (Binks et al., 1996; French et al., 1998; Wiliams et al.,
2001).

Szintetikus  kemikdligk  k6zUl,  xenobiotikumoknak  nevezzik  azon
vegyUleteket, amelyek szubsztiticids csoport szidmdban, szerkezetében és
sztérikus  elrendezédésében kUldnbdznek a természetben eldforduld
vegyUletektdl. Xenofor csoportoknak tekintheték a halogén, azo és nitro
szubsztituensek. Evolucios leptékkel mérve a xenobiotikumok jelenléte rdvid
a bioszférdban, ezért biodegraddcionak ellendlinak, azaz rekalcitratként
viselkednek (Spain, et al., 1995; Esteve-Nunez et al., 2001). A bioldgidban
csak a nagy katabolikus potencidllal rendelkezd mikroorganizmusok
fejleszthettek ki Uj lebontdsi Utvonalakat, amelyekkel a xenobiotikumokat
nitrogén és szénforrdsként hasznosithatjdk (Perec et al., 2000; Parales et al.,
2002).

Eddig ipari méretekben is haszndlt eredményes elidrds a
robbandanyaggal szennyezett talaj megsemmisitésére az incinerdcio, a
szennyezett talaj elégetése. Az incinerdcié alkalmazdsakor két nagy
problémdval szembesilink. A tokéletlen égés sordn kiszabaduld gdzok
novelik az Uveghdzhatdst, valamint az égetés mellékterméke toxikus hamu
(Kalafut et al., 1998; Snellinx et al., 2002). Az incinerdcid nagy kdltsége és
Ujabb veszélyes hulladékot termeld volta koérnyezetkiméld eliardsok
kifejlesztését és alkalmazdsat sirgeti, mint példdul a bioremedicid és
fitoremedicid (Parales et al., 2002; Hannink et al., 2001).

Dolgozatom egyik felében az aromds, nitrocsoporttal téblbszérdsen

szubsztitudlt xenobiotikum, a TNT biotranszformdcidjét vizsgdltam PETN
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reduktdz jelenlétében. A kovetkezd révid fejezet betekintést enged

kUl6nb6z8 mikroorganizmusok TNT-t dtalakitd stratégidjara.

[. 2. 1. TNT aerob lebontdsa

Az aerob mikroorganizmusok meghatdrozd mechanizmusa, hogy a
szénhidrogéneket oxidativ. mddon, kezdeti hidroxildcidoval aktivdinak
(Gunsalus, et al., 1975). Ez a reakcidéut azonban nem mUkdédik, ha a
xenobiotikum  elektronvonzd  szubsztituenst,  példdul  nitrocsoportot
tartalmaz. Az elekironvonzd csoport viszonylag magas redoxi potencidlt
indukdl, érzékennyé téve a vegyulletet nukleofil tdmaddasra és ellendliéva
oxiddciéval szemben. Az aerob mikroorganizmusok is rendelkeznek aromdas
nitrovegyUletet aktivald redukcids mechanizmussal. Ennek kezdeti lépése az
aromds gyUrU nitrocsoportjdnak hidroxilaminnd térténd datalakitdsa (Nishino
et al., 2000).

A részleges redukciét az egyszeresen nitrocsoporttal szubsztitudlt
aromds vegylletek a nitro-benzol esetében a hidroxilamin szarmazék
Bamberger tipusy dtrendezddése kdvet amino-fenol szdrmazékkd, amelyet
a mono- és dioxigendzok mdr képesek lebontani (Nishino et al., 1993).

A nitrocsoporttal tdbbszérdsen szubsztitudlt aromds vegyUleteknél
igy a TINT esetén, az aerob baktériumok részleges redukcids
mechanizmusdban, a xenobiotikum egy vagy két nitrocsoportjdt redukdljdk
hidroxilaminnd és ezt kdvetdben aminocsoporttd (Nishino et al., 2000).

Az aerob baktériumok a hidroxilamino- és amino-dinitrotoluol vagy

diamino-nitrotoluol szdrmazékok tovdbbi lebontdsdra dltaldban nem
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képesek. A részleges reduktiv metabolizmus termékei felhalmozdédnak és
egymadssal reagdinak. A nitrézé- és  hidroxilamino-toluol  szadrmazékok
kondenzdciés reakcidja azoxi-vegylletet, tetranitro-azoxi-toluolt  (AZT)
eredményez (Wang et al., 2000), amelynek toxicitdsa és mutagén hatdsa
erésebb, mint magdnak a TNT-nek (Honeycutt et al., 1996). A termékek
szamdat tovdbb ndveli, hogy oxigén jelenlétében az aminohidroxil-toluol
szdrmazékok kdénnyen polimerizédlédnak (Wang et al., 2000). Az 1.
tdbldzatban néhdny TNT-t d&talokitani képes aerob baktérium torzset

foglaltam &ssze.

Mikroorganiz | Enzim Hivatkozds
mus

Enterobacter | NAD(P)H Nivinskas et al.,
cloacae nitroreduktdz | 2000

P. putida lI-B [ Xenobiotic Blehert et al.,
reduktdz A 1999

P. Oh et al., 2000
aeruginosa

strain MX

Pseudomon Esteve-Nunez
as sp. JLRII et al., 2000

P Fiorella et al,.
pseudoalcali 1997

genes JS52

1. tablazat

A TNT-t nitrocsoport redukcidval dtalakitd baktérium torzsek és (ahol ismert)
a lebontdasert felel6s enzimek

A TNT lebontdsdban a mikroorganizmusok kérében bizonyitottan

minddssze hdrom gramm pozitiv baktérium torzs esetében emlitenek, a

nitrocsoport redukciétdl  eltérd mechanizmust: az  aromds gydrin

megvaldsult hidridaddiciét (French et al., 1998; Vorbeck et al,; 1998 Pak et

al.. 2000). A nitrocsoportok induktiv - és mezomer effektusdnak
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kdvetkeztében az aromds gyldrd C-3 és C-5 atomjai érzékennyé vdinak
nukleofil tdmaddasra (9. dbra). A mikroorganizmusok enzimei daltal katalizalt
C-3 &s C-5 helyeken megvaldsuld hidridaddicidban, a TNT-t dtalakitjdk
hidrid-Meisenheimer (H-TNT) és dihidrid-Meisenheimer (2H--TNT)

komplexekké.

‘CH CH,
O,N NO, ‘ON £ __NO,
+ + + +
NO, NO,
4. dbra

A TNT rezonancia stabilizalt hatdrszerkezetei

l. 2. 2. Anaerob baktérium

Az anaerob mikroorganizmusok, mint a Clostridium (Lewis et al.,
1996;), a Desulfovibrio (Preuss et al., 1993; Boopthy, R. et al., 1992) és a
Veillonella alcalescens (McCormick et al, 1976) torzsek képesek a
nitrocsoporttal tébbszérdsen szubsztitudit aromds vegyUletek nitrocsoportjait
konszekutiv Iépéseken keresztll aminocsoportokkd alakitani (1. tabldzat). A

reakcidsebesség a nitrocsoport aminocsoportra  t6rténd  cseréjével
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fokozatosan csékken, mivel az aminocsoport elektrondondld karaktere
gyengiti az aromds gydrU elektronhignydat. Az 8sszes nitfro/aminocsoport
csere szigory anaerob korliményt igényel. Az anaerob transzformdcié
végterméke 2,4,6-trinitro-toluol  esetén, 2,4,6- triamino-foluol (TAT)
(McCormick et al., 1976; Preuss et al., 1993). A TAT reaktiv oxigén
jelenlétében, kdnnyen autoxiddciét szenved és polimerizdlddik. A talajban
képzdddtt  TAT-polimer irreverzibilisen  kdtédik o  talajmdtrixhoz, ezt
kihaszndlva bioremedicids kisérletekben el&szor szigord anaerob majd
aerob biokezelés kombindciéjadnak vetik ald a TNT-vel szennyezett talajt
(Funk et al., 1993; Daun et al., 1998; Lenke et al., 1998).

l. 2. 3. Fehér gyokér gombdk TNT atalakitdsa

A nitroaromds  vegyUletek, igy a TINT, gombdkkal toérténd
biotranszformdciéjdnak |épéseir6l egy fehér gydkér gomba, a
Phanerochaete chrysosporium (Stahl ef al., 1993a; 1995; Michels et al.,
1995) esetén kdzdltek részletes adatokat. A Phanerochaete chrysosporium,
hasonléan az aerob  baktériumok  tdbbségéhez, TNT lebontd
mechanizmusdban kezdeti 1épésként a részleges redukcids utat kdveti. A
TNT-t a plazmamembrdn redox rendszere redukdlja hidroxilamino-dinitro-
toluol intermedieren keresztUl amino-dinitrotoluol sz&rmazékkd (Stahl et al.,
1993b). Bdrmilyen hatds, amely megsérti a plazmmamembrdant, egyuttal
megszUnteti a gomba redukcids aktivitdsdt is. A TNT metabolizmus
kovetkezd, egyedi l1épése a 4-amino-2,6-dinitrotoluocl amino csoportjénak
formilezése 4-formamido-2,6-DNT képz&dése kdzben (Michels et al., 1995).
Formilezésre egyrészt azért van szikség, hogy megakaddlyozza a tovdbbi
szabdlytalan oxiddcidt, mdsrészt, a formilezett nitro-toluol szdrmazék

aktivdlja a gomba lignin peroxiddz rendszerét (Michels et al., 1995).

l. 2. 4. Biodegraddcid transzgenikus névényekkel
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Mikroorganizmusok  Uj  katabolikus  Utvonalainak  kifejlesztése
lerévidithetd  laboratérium  kérilmények  kozott,  szelekcids nyomdasra.
Néhdny esetben a lebontds mechanizmusdt megfejtették, a felelbs
géneket szekvendltdk és klbnoztdk. Szdmtalan kisérlet mérte a
bioaugmentdacié hatdsossagdat (Hoeppel et al, 1994), a laboratériumi
korOlmények kodzodtt hatdsosan mikddd biomassza szennyezett helyre
juttatdsa, azonban tébbnyire nem hozott megfelelé eredményt. Egyrészt
azért, mert a limitdlt tdpanyagért folyd versenyben az ott mdar
egyensUlyban él6 mikroflora lett a gydztes, a kivUIrdl bevitt biomassza
mennyisége pedig rohamosan csékkent. Mdsrészt, szennyezbdések
lebontdsa sordn keletkezd kdztitermékek toxikusak a biomasszdra. Sokszor,
pedig toxikus anyagok bevitele szUkséges, hogy indukdlhatd legyen a
lebontds (Hooker, et al., 1999). Az indukcid toxikus anyagok bevitele nélkdl is
megoldhatd lenne génmanipuldlt baktériumok haszndlatdval, azonban a
jelenlegi  torvények nem engedik a génmanipuldlt baktériumok
kdryezetbe juttatdsat.

Mindezen nehézségeket legybdzendd fordulnak a kutatdk olyan
z6ld ndvények in situ haszndlatdhoz, amelyek hatdsosan vehetnek részt a
xenobiotikumok lebontdsdban (Susarla et al., 2002). A fitoremedicié elénye,
hogy a ndvények nagy mennyiségben termelhetéek adott terlleten, ott
kénnyen &sszegyUjthetdk és megsemmisithetdk. Hatrdnya pedig az, hogy a
névények biodegraddcids hatékonysdga elmarad a baktériumokétdl és
gombdkétdl. A lebontdsi képességet ndvelendd prébdlkoznak a kutatdk
génmanipuldlt  ndvények  elddllitaséaval, amelyek  xenobiotikumok
lebontdasaért felelés baktérium géneket hordoznak.

Az dltalam vizsgdlt enzimet, az Enterobakter cloacae PB2
talajbaktérium dltal termelt enzim, a PETN reduktdz kédold génjét Prof.
Bruce és laboratériumdban sikerUlt dohdnyba klénoznia (French, 1999). A

franszgenikus dohdny, amely PETN reduktdz enzimet termelt, csirdzni és
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novekedni tudott 0.05mM TNT és TmM GIN jelenlétében, szemben a vad
tipussal, amely elpusztult ilyen koérOlmények kdzdtt. A transzgenikus
dohdnyban a PETN reduktdz intracelluldrisan fejezédik ki, a PETN reduktdz
expressios szintie 0.2%, a teljes oldhatéd sejt fehériéhez képest. Ujabban a
xenobiotikumok lebontdsdért felelés géneket fdkba helyezik, a fa
gyokérrendszere a talaj mély rétegeibdl is képes ,kiszUrni” ezen anyagokat
és kometabolizmusban egyUttmikddni a jelen levé mikroorganizmusokkal

(Vanderford et al., 1997; Hughes et al., 1997).

. 2. 5.Nitroreduktdzok

Prokaridtdkban és  eukaridtdkban, nitroaromds  vegyUletek
dtalakitdsdért nitroreduktdzok felelések (5. dbra). A nitroreduktdzok két
nagy csoportjdt kildnboztetjik meg: oxigénre érzékeny, l-es tipusy és

oxigénre nem érzékeny ll-es tipusu nitroreduktdzokat.
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5. abra
Oxigén érzékeny, ll-es tipusu (A) nitroreduktdzok és oxigénre nem érzékeny l-es

tipusu (B) nitroreduktdzok aromds nitrovegyUleteket dtalakitdé mechanizmusa

Az oxigénre érzékeny nitroreduktdzok vagy ll-es tipusU nitroreduktdzok, a
nitrocsoport egyelektronos redukcidéjat katalizdljdk nitroanion gyodkké. A
nitroanion gydk molekuldris oxigénnel reagdlva visszaalakul nitrocsoporttd
mikdzben szuperoxidanion gyodk keletkezik. A nitrocsoport atalakitdsa
szempontjdbdl eredménytelen ciklus alakul ki, amelyben nagy mennyiségU
szuperoxidanion gyodk szabadul fel, oxidativ stresszet idézve elé (Koder et al.,
2002). A ll-es tipusU nitroreduktdz aktivitdssal rendelkezd eukaridta
enzimrendszerek a NADPH-citokrdm P450 oxidoreduktdz, a NAD(P)H figgd
citokrém bs oxidoreduktdz, xantin dehidrogendz és xantin oxiddz, glutation
reduktdz és szukcindt dehidrogendz (Bryant et al., 1991a). Keveset tudunk a
prokariota ll-es tipusu nitroreduktdzokrdl, ez ideig az Escherichia coli-bdl és a
Clostridium  perfringens-bdél izoldlt ll-es tipusU nitroreduktdzokrdl szémoltak
be (Peterson et al., 1979; Rafiiet al., 1993).
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Az oxigénre nem érzékeny l-es tipushoz tartozd nitroreduktdzok, a
nitroaromds vegyUletek nitrocsoportiGnak  kételekironos, konszekutiv
|épésekben térténd redukcidjat  katalizdljdk nitrozd  és  hidroxilamin
szdrmazékokon keresztll aminnd (2.dbra). Oxigénre nem érzékeny
nitroreduktdz aktivitdssal rendelkezik az Enterobacter cloacae - (Byrant et
al., 1991b; Haynes et al., 2002) az E. coli B - (Anlezark et al., 1991) és a
Salmonella typhimurium - (Watanabe et al., 1989; Nokhbeh et al., 2002) és
Comamonas acidovorans t6rzsekbdl izoldlt nitroreduktdzok.

Az E. Coli-, a Salmonella typhimurium- és qaz Enterobakter
nitroreduktdzok k&zdtt nagy a szekvencia homoldgia, mind a hdrom enzim
egy 24kD-os FMN-t tartalmazd doménbdl épll fol (Briant, et al., 1991c¢). JoI
inhibidlhatdok dikumerollal és jddbenzoesavval. A dikumerol, a menadion
reduktdznak és a NAD(P)H:kinon oxidoreduktdznak (kordbbi nevén DT-
diafordznak) specifikus inhibitora (Cenas et al, 2001). Az inhibicios
eredményekbdl arra kdvetkeztethetink, hogy ezen enzimek, in vivo kinon
reduktdzként mikddnek. Ezzel szemben a Pseudomonas nitroreduktdz és
Comamonas nitroreduktdz expresszidja indukdlhatd nitovegyUletekkel, ezért
ezek specifikus nitroreduktdznak tekintheték, amelyek k&z6ttik homoldgia
nincsen.

Eukariéta rendszerek kdzUl csupdn a NAD(P)H:kinon oxidoreduktdz
(Cenas et al., 2001) és xantin dehidrogendz rendelkezik oxigénre nem
érzékeny nitroreduktdz aktivitéssal (Bryant et al., 1991a).

Mind az l-es és mind a ll-es tipusU nitroreduktdz akfivitdssal bird
enzim(rendszer)ek kdzds tulajdonsdga, hogy valamennyi elektrondonorként
nikotinamid koenzimet felhaszndlé flavoenzimek. Altaldban, a nitroreduktéz
aktivitdst mutatd flavoenzimeknek mds a fizioldgids funkcidja, erre a legjobb
példa az eukaridéta metabolikus flavoenzimek csoportja. Nem meglepd,
hogy maga a szabad redukdlt flavin is képes aromds vegyUletek

nitrocsoportjdnak redukcidjdra.
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l. 2. 6. Flavinfehérjék

A biolégiai oxiddcidkban felszabaduld elektronokat a fehériék nem
képesek tarolni és kdzvetiteni, mindezen funkcidkat a kofaktorok, koenzimek
és prosztetikus csoportok kdzremUkddésével végzik. A koenzimek az
enzimkatalizis sordn adtmenetileg hozzdkapcsolddnak az enzimhez és egy
mdsik enzim dltal regenerdlédnak. Nikotinamid szdrmazékok, a NADPH és a
NADH tipikus koenzimeknek tekintheték. A kofaktorok, ellenben, az
enzimatikus reakcidéban az enzimhez végig kétve maradnak. Ha ez a kotés
az enzim és a kofaktor kdzdtt kovalens és egyuftal a kofaktort nehéz
eltdvolitani az enzimtél olymddon, hogy az apoprotein ne sériljén, akkor
prosztetikus csoportrdl beszélink. A leggyakoribb elektrondtaddsban részt
vevo kofaktorok: hem és flavin.

Els6ként azonositottdk és hatdroztdk meg a szédmos enzim
muUkddéséhez elengedhetetlen riboflavin  szerkezetét, funkcidjat és
nevezték el B2 vitaminnak (Kuhn, et al. 1937). A riboflavin szdrmazékai a
flavin koenzimek. A flavin koenzimeket az izoalloxazin gyUrd, valamint az
izoalloxazin gyUrd 10-es nitrogénjéhez kapcsolddd ribitil-ldnc alkot. Attdl
figgdben, hogy milyen csoport kapcsolddik a ribitil-ldnc 5'-szenéhez, foszfat
csoport esetén flavin- mononukleotid (FMN, a riboflavin foszfatésztere),
adenin-dinukleotid k&tédésekor pedig flavin-adenin-dinukleotidot (FAD,
adenin difoszfattal képzett észtere) kildnbdztetink meg (6.abra). A flavin
kofaktor mindkét formdja kovalensen és mdsodlagos kdlcsdnhatdsokon
keresztUl is kdotédhet a fehérighez. Kovalens kdlcsénhatdsban, a flavin a
fehérjeldnchoz, az izoalloxazin gyldrd C-8 metil csoportjdn, illetve a gydr( C-

6-0s csoportjdn keresztUl kapcsolddhat (Mewies et al., 1998; Decker, 1991).
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A flavin kofaktor szerkezete, piros szinnel kiemelve az izoalloxazin gydrd N-5

atomjdat, amely kézvetlenUl érintett az elektronok dtaddsdban

A flavoenzimek egyik jellemzéje, a redoxreacidk sokszinUsége,
amelyet katalizdinak, a dehidrogénezéstél, az elektrontranszporton keresztUl
a molekuldris oxigén aktivalasdig és sérllt DNS javitd funkcidig (Massey,
2000). A flavoenzimek kivételesen gazdag kémiai aktivitasat, elsésorban az
izoalloxazin gydrU szerkezetének kdszonhetik (Fitzpatrick, 2001).

A flavin kofaktor hdrom lehetséges redoxformdban fordul eld: a
rezonancia stabilizélt oxiddlt flavin (Flex), 0z egy elekiron redukdilt flavin
szemikinon gyok (FIH:) és a két elektron redukdlt dihidro-flavin (FleaH") |
dbra). Ennek megfeleléen elektron -, hidrogén atom- és hidridtranszferre
képesek (Dreyer, 1984; Fitzpatrick, 2001) (7. dbra).



22

H*+e

A

lI{ H*+e 1}
U LI
NH NH
Me N - Me N g
H O o}
protonalt flavin szemikinon gyok anion flavin szemikinon gyok

2H + e
H+ + e

H* W& %2;* +e
Py
Me N NYO
T
Me I}T
H (o}

dihidro-flavin

7.4bra

A flavin lehetséges redoxdllapotai

A flavofehériék a légzési ldncban egy- és két-elekironos redoxreakciok
ko6zott kdzvetitenek. A légzési Idncban szerves szubsztradtumot oxiddinak két-
elektronos 1épésben, a tdrolt elektronokat pedig egy-elektronos 1épésben
adjdk &t elekiron akceptoroknak, fém ion centrumnak vagy citokrémnak
(Palfey et al., 1998). A kUlbnbdzd redoxdllapotokban torténd vdaltozds
legféképpen az izoalloxazin gydrd “éndiamin” alcsoportjdt érinti N(1), N(5)
és C4(a) atomokat. Redoxformdk vdltozatossdgdn tulmenden a flavin
amfoter molekula, mind a hdrom redoxdllapotdban kationos, semleges és
anionos alakban is eléfordul. Fizioldgids kérilmények kdzott azonban csak a
semleges és anionos alakkal kell szdmolnunk.

A ,s0k szinUség" a flavoenzimek optikai spektrumdt tekintve is igaz.

KOlbnboz6 redoxdllapotaiban  sajdtos elektron  elnyelési  spektrummal
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rendelkeznek, amely lehetévé teszi a katalitikus folyamat redoxi
vdltozdsdnak nyomon kdvetését. A flavin oxiddlt formdjanak elnyelési
maximuma 400 és 500nm kozétt van (7. dbra). A két elektront felvevd
redukdlt flavinban a konjugdlt elektronrendszer megszinésével a Iathatd
spektrum elnyelési savjai is megszdnnek. A flavin szemikinon gydk anionos és
semleges alakja spekirdlisan is elkilonithetd. Mig az anionos alak 370nm-en
addig a semleges vagy protondlt alak 580 és 620 nm kdz6tt rendelkezik

széles elnyelési savval (8. dbra).
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A kUlénb6z6 redoxdllapoty flavin UV-lIathatd spekiruma

A szabad flavin hetes pH-jU egyensulyi oldatdban, az oxiddlt flavin
(Flox) mellett 5% flavin szemikinon gydk (FIH ) fordul el&. A szabad Flox/FIH - pdr
redoxpotencidlja 240mV, a szabad FIH /FledH- pdr redoxpotencidlja -172mV
(Muller et al., 1983). Ha a flavin fehériehez kotédik, akkor a redoxpdrok
redoxpotencidlia  600mV  széles tartomdnyban csdkkenhet vagy
novekedhet a fehérigvel vald kdlcsonhatds eredményeként. Két
szélséséges esetben, a tiamin dehidrogendzban a Flox/FIH-  pdr
redoxpotencidlja +80 mV-ra nd, az Azobakter vivelandii flavodoxinban

Flox/FIH- pdr redoxpotencidlja pedig -495mV-ra csdkken (Massey, et al.,
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1980). A szabad flavinhoz képest a fehérighez kétott  flavin
redoxpotencidljdnak megvdaltozdsa azt jelenti, hogy a fehérje képes a flavin
kOlbnb6z6 redoxdllapotait stabilizdlni. A szemikinon gydk stabilizdcidja
megnyilvénul az FIH+/ FledH- pdr redoxpotencidljdnak pozitivabbd
valasdban.

A fehéreldnc szdmos faktoron keresztGl modositjia a  flavin
reaktivitdsat, elsésorban szabdlyozza az izoalloxazin gyUrG
hozz&férnetdségét. A flavoenzimek tdbbségében az izoalloxazin gyUrl
hidroféb aktiv centrumban van bedgyazva. Ezdltal olddszertdl elzart
koérnyezetet biztosit oly mddon, hogy az izoalloxazin vdz xilén gyUrUjét
hidroféb aminosavakkal, mig a poldros gyUrGit (pirimidin, pirazin) poldros
csoportokkal veszi korbe. A flavin kdzvetlen kérnyezetében levé fehérieldnc,
hidrogénkdtéseket alakit ki az izoalloxazin  gyUrivel. A fehérie ezen
specifikus hidrogénhidak révén, képes stabilizdni a flavin kilénbdzd
redoxformdit "moduldiva" az enzim redoxpotencidljdt az enzim katalizis
kivant értékére, igy belydsolva az enzim reaktivitdsdt (Muller et al., 1983;
Ghisla et al. , 1989).

l. 2. 7. Flavoenzimek csoportositdsa

Mai napig dltaldnosan elfogadott flavofehériék osztdlyozdsi
rendszerét Massey és Hemmerick dllitotta fel 1980-ben (Massey et al., 1980).
A flavofehériéket reaktivitdsuk alapjan 6t fécsoportra osztottdk fel:
franszhidrogendzokra, dehidrogendz/oxiddzokra, dehidrogendz/oxige-
ndzokra, dehidrogendz/elekirontranszferdzokra és elektrontranszfe-rdzokra.
A transzhidrogendzokat, tovdbbi alcsoportra soroltdk be annak
megfeleléen, hogy milyen hidrogén-donor és hidrogén-akceptor kdzditt
katalizdljdk a hidrogén transzfert. MegkUlénbdztetink szén-szén, szén-kén,

szén-nifrogén és nitrogén-nitrogén transzhidrogendzokat.
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Ennek az osztdlyozdsi rendszernek nagy elénye, hogy ugyanolyan
tipusy katalizdlt reakcid esetén is kUldnbséget tud ftenni a kUlénbdzd
mechanizmus szerint mUkddd flavofehériék kozott. Erre a legjobb példa a
dehidrogendz/oxiddz és dehidrogendz/elektrontranszferdz flavoenzimek,
amelyek, a szubsztrdtum dehidrogenezését katalizaljgk. Ugyanakkor a
katalitikus ciklus zdrdsa, azaz a flavofehérie regenerdcidja kUldNbozé
mechanizmus szerint jatszédik le. A dehidrogendz/elektrontranszfe-rdzokndl
a nikotinamid koenzim vagy hem-fehérje, mig a dehidrogendz/oxiddzokndl
a molekuldris oxigén regenerdlja a flavoenzimet.

A flavodehidrogendzok muikddésének egyik alap kérdése, hogyan
torténik a szubszirdtum-hidrogén kotés hasaddsa és az  elektronoknak a
flavinra kerUlése. Kémiai modell tanulmdnyok igazoltdk, hogy a nikotinamid
koenzim és a flavoenzimek reakcidjdban, a nikotinamid gydrG C-4
helyzetérdl a két elekiron kdzvetlen hidridtranszferen keresztUl kerUl a flavin
N-5 atomjdra (Massey et al., 1980). Azon szubsztrdtumok esetén, ahol az
oxiddlandé csoport mellett elektronvonzd szubsztituens taldlhatd, mint
péddul, az a-hidroxi savakban, ott karbanion mechanizmus szerint jatszédik
le az elektrontranszfer (Ghisla et al., 1989). A karbanionos mechanizmusban
a szubsztrdtum deprotondloddsat kdvetden az igy kialakult karbanion intéz
nukleofil tdmaddst a flavin N5 atomjdra és azzal alkot dtmeneti kovalens
adduktumot(Ghisla et al., 1989).

A dehidrogendz/oxigendzok mds néven flavofehérje
monooxigendzok, a molekuldris oxigén egy atomjdnak beépilését
katalizdljdk a szubsztrdtumba. A flavoenzim, C4a-peroxi-flavin szdrmazék
képzése kdzben aktivdlja a molekuldris oxigént (Walsh, 1980). A képz&dott
flavin-peroxid amfoter jellegd koéztitermék. Protondlt formdja, a C4a-
hidrogénperoxi-flavin  (C4a-FIOOH), elektrofil karakterl, kénnyen reagdl
nukleofil  szubsztrdtumokkal, katalizdlva a mdsodik hidroxil csoport

beépllését fenol-a-hidroxildzokba (Entsch et al., 1976) valamint aminok,
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(Beatty et al., 1981).

Ugyanakkor a  flavin  C4a-peroxi-flavin ~ anion, amely a
hidrogénperoxi-flavin  részecskét megeldzéen keletkezik a flavin  és
molekuldris oxigén reakcidjdban, nukleofil természetld. A baktéridlis
luciferdzokban, a C4a-peroxi-flavin anion tdmadja meg a hosszy Idncu
aldehidek karbonil csoportjdt (Macheroux P.,1993). Ha szubsztrdtum nincs
jelen, akkor a bakteridlis C4a-peroxi komplex stabilitdsa olyan nagy, hogy
alacsony hémérsékleten izoldlhatd (Ghisla et al., 1989).

Szabdlyszeriség figyelheté meg a kUlbnbdzd osztdlyba tartozd

enzimek és az enzimek flavin szemikinon gyok stabilizdld képessége kdzot.
A transzhidrogendzok nem rendelkeznek stabil flavin szemikinon gyokkel, a
redoxreakidk két elektron dataddsdval térténnek. A mdsodik osztdlyba
tartozd enzimek, a dehidrogendz/oxiddzok stabilizaljgk a piros anion flavin
szemikinon gyokoét. Piros anion flavinszemikinon gydk rezonancia stabilizdlt
dllapotaiban a pirimidin - gydrd NI1-C2-O régidjdban negativ  toltés
lokalizalodik. A fehérje burok stabilizdlhatja ezt a formdt ugy, hogy a flavin
tartozéd enzimek, amelyek az egy- elekironos elektrontranszfer reakcidkat
katalizdlnak, a kék, semleges flavin szemikinon gyodkot stabilizdljdk. Ezekben
az enzimekben az izoalloxazingylrd N-5 atomijdt hidrogénkdtés rogziti a
fehériéhez (Ghisla et al., 1986).
Ebbdl a rovid Osszefoglaldbdl is kiderGlt, hogy az izoalloxazin vdz a
flavoenzimek katalitikus ,,motorja”. Az izoalloxazin vdznak kitUntetett helye
a pirazin és pirimidin gyUryJ, azon belUl is az N-5 atom, amely az elektron, a
hidrid vagy a karbanion transzferben kdzvetlen rész vesz. A molekuldris
oxigén aktivaldsban pedig, a C4a atom jdtssza a fészerepet.

Massey and Hemmerich meghatdrozdsa szerint, a PETN reduktdz és

a MR a szén-szén transzhidrogendz flavoenzimek csoportjdba tartoznak, az
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enzimek a szubsztrdtum és a nikotinamid koenzim k&zdtt lejdtszdé6do
kételektronos elektrontranszfer reakciot katalizdlnak.

Az egyre fejlédd rontgen krisztallogrdfiai és NMR spektroszkdpiai
modszereknek kdszdnhetben, szdzhoz kozeli flavofehérignek ismerjik a
hdaromdimenzids szerkezetét. A szerkezeti adatok bévUlé ismerete, azonban
dtrendezi a kizardlag enzimfunkcid alapjan kialakitott osztdlyozdsi elveket

és Uj 6sszeflggésekre hivja fel a figyelmet.

l. 2. 8. Az Oreg Sarga Enzim csaldd

A PETN reduktdz és MR 48% aminosav szekvencia azonosséaggal
rendelkezik, nagy fokU homoldégidt mutatva az éreg sdrga enzim (OSE)
csalddba tartozé tébb fehériével is. igy a Saccharomyces carlsbergensis -
és Saccharomyces cerevisiae 6reg sdrga enzimekkel (Saito et al., 1991;
Stott et al., 1993; Niino et al., 1995), a Candida albicans 6sztrogén kétd
és a paradicsom (StraPner et al.,1999) 12-oxofitodienodt reduktdzdaval. A
OSE hdromdimenzids szerkezetét megfejtették, amely nyolc ismétlédé B/a
egységekbdl épll fel, az apoproteinhez nem kovalensen kdtétt FMN
kapcsolddik (Fox, et al., 1994). A szerkezeti adatok és aktivitdsuk alapjén, a
csaldd tagjait Ugy jellemezhetjlk, hogy FMN kofaktort tartalmazd, B/a
szerkezeti egységekbdl felépUls, nikotinamid kofaktor figgd oxido-
reduktdzok. Az OSE homoldgjai elterjedtek az élévildgban, mind a
baktériumokban, gombdkban és a ndévényekben, jelenleg kézel 90 OSE
homoldgot ismerink. A hasonld vazszerkezet ellenére, katalitikus aktivitdsuk
illetve funkcidjuk igen eltéré (Miura et al., 1997; Rohde et al., 1999; Mizugaki
et al., 1979; Schaller et al., 2000).

A biokémiai térténetében az éreg sdrga enzim vizsgdlatok adtak

elészér magyardzatot egy vitaminnak, a riboflavinnak, az enzimkatalizisben



28

betdltott szerepére. Otto Warburg, a bioldgiai oxiddcidok mechanizmusdnak
tanul-mdnyozdsa sordn, Saccharomyces carlsbergensis-bdl izoldlt egy
molekuldris oxigén jelenlétében (Warburg et al., 1932). Hugh Theorell, 1935-
ben a sdrga fehérigbdl ammodnium szulfdtos kicsapds sordn kivonta az
apoproteint és a sdrga pigmentet. Sem magdban az apoprotein sem
magdban a sarga pigment nem katalizdlta a NADPH oxiddcidjat, azonban
a két alkotd megfeleld pH-An térténd Gsszekeverésébdl a sarga fehérie
katalitikus aktivitGsa helyredlit. A sdrga pigmentrél bebizonyosodott, hogy
riboflavin foszfat észtere a flavin mononukleotid. A sarga fehérjét, pedig
dreg sarga enzimnek (OSE) nevezték el az utddok. Az OSE homodimer
molekula, 49KDa moltémegl doménekbdl épll fel. Minden doménhez nem
kovalens kotéssel FMN kétédik. A Saccharomyces carlsbergensis-bol izoldlt
OSE izoenzimek keveréke, amelyeket két homolég gén kddol (Saito et al.,
1991). Annak ellenére, hogy fizioldgiai szerepe a mai napig nem ismert,
szdmos ligandumdt azonositottdk, ezek ko6zé tartoznak a fenolok és
szteroidok. A fenoloknak és hidroxil csoportokat tartalmazd heteroatomos
vegyUleteknek kotédése az dreg sdrga enzimhez nagy hulldmhosszUsdgu
elnyelési maximummal rendelkezd t6ltés  datviteli  (CT)  komplexet
eredményez (Abramovitz et al, 1976; Mathews et al.,1975). Az enzim
katalizdlja az a/p-telitetlen karbonil vegyUletek hidrogénezését, a 1-
(Stott et al., 1993; Vaz et al, 1995). Az izoenzimek elegye nem mutat
preferencidt NADPH és NADH k&zott (Mathews et al., 1971). OYET- gyel jelolt
izoenzim reduktiv félreakcidjanak részletes kinetikai vizsgdlata, fiziologids
reduktdnsként a NADPH-t jeldlte meg (Massey et al., 1986). Az OYEI]
hdromdimenzids szerkezete szédmos értékes adatot nyUjt az enzim
mUkddésének  értelmezéséhez. Az enzimnek a nikotinamid analdg
jelenlétében meghatdrozott molekula szerkezete megmutatta, hogy a

nikotinamid gydrd az izoalloxazin gyUrG folé kdtédik, mig a tavoli adenin rész
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nem alakit ki kdélcsonhatdst a fehérieldnccal (Fox, et al., 1994). A
hdromdimenziés molekula szerkezetét alapul véve, hely-specifikus
mutagenezissel bebizonyitottdk, hogy a Tyr'9¢ fenolos oldalldnc a
katalitikusan aktiv proton donor az a/p -telitetlen karbonil vegyUletek
olefinos kdtésének redukcidjdban (Kohli et al., 1998).

Az OSE csaldd enzimei, az OSE, a dolgozatban tanulmdanyozott MR
és PETN reduktdz, ping-pong mechanizmus szerint mUkddnek, amelyben

megkUldnb6ztetlnk reduktiv- és oxidativ félreakcidt (9. dbra).
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9. dbra

Nikotinamid kofaktor fUggd, FMN-t tartalmazd oxido-reduktdzok reduktiv félreakcidja

Reduktiv félreakcidban, a nikotinamid kofaktor redukdlt formdjdrdl, a
nikotinamid gyUrd C4 atomjdrdl hidridtranszfer torténik a flavin N5 atomjdra
(Massey et al, 1980). A hidridtranszfer mind a hdrom esetben
sztereospecifikus, amit jelez a deuterdlt nikotinamid kofaktor jelenlétében
mért primer izotép effektus (Massey et al., 1986; Craig et al., 1998, Barna et
al., 2001). Az oxidativ félreakcidban a szubsztrdtum oxiddlja a redukdlt
enzimet, ezzel zarva a katalitikus ciklust. Az OSE csaldd tagjainak reduktiv
félreakcidoban feltdrt mechanizmusa kdzel azonos, ellenben az oxidativ
félreakcid vdltozatos lefutdsaval, az enzimek széles

szubsztrdtspecificitdsdnak kdszonhetden.
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Il. A disszertdcid célkitizése

Szerkezeti, 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 befolydsoljdk és hatdrozzdk meg az eltérd katalitikus
aktivitdst és szubsztrdtum specificitdst. Atomos felbontdst enzim-szubsztrdt -
és enzim-inhibitor komplexek hdromdimenzids molekula szerkezetei alapjdn,
célul tiztem ki a PETN reduktdz és MR molekuldris enzimszabdlyozdsat
megismerni.

A PETN reduktdz bioremedicés és fitoremedcios kisérletekben vald
részvételéhez, szikség van nagy specificitdst és aktivitdsy enzim
haszndlatdra. Hogyan magyardzhatd a PEIN reduktdz kUldnleges
nitroaromds gyUrd telitési aktivitdsa a flavoenzimek csoportjdbang A
szerkezet-funkcid kapcsolatot ismerve fehérie mérndkséggel ndvelheté-e a
PETN reduktdz nitroaromdas gyUrU telitési aktivitasa, illetve megjdsolhatd-e a
kérdédes aktivitds eddig még nem vizsgdlt OSE homoldgok esetében, az
aminosayv sorrend ismeretében.

A MR ellentétben, a PETN reduktdzzal, amely NADPH specifikus,
nagyfokU NADH koenzim specificitdst mutat.  Mindkét  enzim
hdaromdimenziés szerkezetének felderitésével és az adatok értelmezésével

megkivdnom hatdrozni a nikotinamid felismerd szerkezeti egységet.
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Il. Vizsgdlati médszerek

Baktérium térzsek - enzimek izoldldsa

A PETN reduktdz és morfinon reduktdz izoldldsa rekombindns JM109
Escherichia coli térzsekbdl tértént, amelyek PETN  reduktdzt kddold
plazmidot (pONR1) és morfinon reduktdzt kdédold plazmidot (pMorB)

tartalmaztak (French et al., 1996; French et al., 1995).
Rekombindns DNS technika

A pONR és pMorB plasmid mutagenezisét Pfu turbo DNA polymerdzt
tartalmazd QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit-tel  (Stratagene)
végeztem a megfelel6 mutdcidt tartalmazéd  szensz  és  antfisensz
komplementer primerek felhaszndldsaval (Barna, et al, 2001):

W102Y 5 GTATTGCGGT TCAGCTG TATCACACCGGT CGTATCTC 3
5" GAGATACGACCGGIGTGATACAGCTGAACCGCAATAC 3

WI102F 5’ GTATTGCGG TTCAGCTGTTT CACACCGGTCG TATCTC 3
5" GAGATACGACCGGTGTGAAACAGCTGAACCGCAATAC 3’

H181A & CTTCGACCIGGT TGAGCT TGCGTICTGCGCACGGT TACCTG 3
5 CAGGTAACCGTGCGCAGACGCAAGCTCAACCAGGICGAAG 3

H184A 5 GTTGAGCT TCACTCTGCGGCGGGT TACCTGCTGCATCAG 3
5 CTGATGCAGCAGGTAACCCGCCGCAGAGTIGAAGCTCAAC 3

A primerek szintésize valamint a mutdciét hordozd telies gének

szekvendldsa a Leicester-i Egyetem PNCAL egységében tortént.

UV-lathatd spektroszkdpia
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Az enzimek UV-ldthatd spektrumait a ligandumkdtd kisérletekben, redoxi
titrdlasokban, steady-state kinetikai mérések sordn Jasco V-550 tipusy
spectrofotométeren vettem fel (Barna et al., 2001).

Diddasoros detektorral elldtott Applied Photophysics SX.17MV stopped-flow
spectrofotométert haszndltam gyors enzimreakcidk kdvetésére (Khan,
Barna et al.,, 2004). A kinetikai paramétereket Spectrakinetics software
(Applied Photophysics) nem linedris illesztéprogramja  segitségével

hatdroztam meg.

Inert atmoszférds mérések

Belle Technology oxigén elnyeld BASF R3-11 katalizdtorral elldtott ,,glove
box" biztositotta a 7ppm alatti oxigén koncentrdciét az inert atmoszférds

mérésekhez.

Szerves molekuldk analizise

A TNT degraddcid koztitermékeinek analizisét HPLC, TLC és ESI-MS
mérésekkel végeztem. A HPLC mérések diddasoros detektorral (model: 994)
felszerelt Waters Alliance- HPLC rendszerrel, Techspere 50DS reverz fazisu
oszlopon térténtek (mozgdfdzis: 50% metanol és 50% viz; ionpdr
kromatografidhoz mozgd fazisa: 50% AN és 50% 20mM tetrabutilammaonium
foszfat, pH 7,0). Vékonyréteg kromatogrdfidhoz preporativ és analitikai
szilikagélt (Whatman AL SIL/UV 250), mozgofdzisként
diklérmetdn:hexdn:etilacetdt (60:25:15) elegyét haszndltam. ESI-MS mérések
Micromass platform quadropole electronspray mass spektrométeren

negativ és pozitivion médban térténtek.

Rontgen krisztallogrdfia
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Az enzimek kristalyositdsa géztenzion alapultd fuggdcsepp és Uldcsepp
maodszerrel tértént (Barna, et al, 2001; Khan, Harris, Barna, 2002; Khan Barna,
2004, Barna et al, 2002). Sugdrforrdsként Rigaku RU-200HB forgdanddos
rontgensugdr generdtort haszndltam. Az adatokat egykristdlyon 100K-en R-
AXIS IV ,image plate” detektoron a Cu andd Ko vonaldnak 1.5418L
hullédmhosszan gyUjtéttem. Szinkrotonsugdrforrdst Daresbury (Anglia) és ESRF
(Franciaorszdg)  szinkrotonok  szolgdltattdk. Az  adatfeldolgozdshoz
(pontcsoport és kristdlycella paramétereinek meghatdrozdsdhoz) DENZO és
SCALEPACK (Otwinowski et al, 1997) programot, a finomitdshoz CNS
(Brunger, et al, 1998), CCP4 és SHELX (Sheldrik, et al.,1997) programokat
haszndltam. A molekulaépitést  XTALVIEW  (McRee, et al.,1992)

programcsomag segitségével végeztem.

IV. Uj tudomdnyos eredmények 6sszefoglaldsa

Az dltalam, réntgendiffrakcids mérésekkel megoldott é€s a disszertaciom
alapjdul szolgdld hdromdimenzids molekulaszerkezeteket az 1. tdbldzatban

foglaltam 6ssze.
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RCSB
ENZIMEK LIGANDUMOK Feron’rds PDB*
(A) azonositd
Prednizon 1.4 1H61
Szubsztradtum 1,4- 1H62
Szteroidok Androsztadién- 1.9
3,17-dion
Inhibitor Progeszteron 1.6 1H60
PE;NKT . 2,4,6-Trinitro-toluol | 1,7 1GVS
reduktdz £
it Szubsziratum 75 4 Trinitro-fenol | 1,55 1GVQ
oxiddlt alak aromdsok 0,9 1VYR
Inhibitor 2,4-dinitro-fenol 1,38 1GVR
Aromads Szubsztrdtum Fahéjaldehid 1.8 H*
aldehid Inhibitor Benzaldehid 1.6 R
Klorid 1.6 B
: Inhibitor 0 Sianat 1.6 TH51
anionok
Acetdt 1.5 1H50
Azid 1.8 -
a/B- 1-Ciklohexén-2-on | 2,0 1GVO
telitetlen Szubsztradtum
keton
PETN reduktdz - - - 1.5 1H63
redukdlt alak
WI102F PETN Szubsztradtum 2,4,6-Trinitro-toluol 1,28 1VYS
reduktdz Nitro-
W102Y PETN aromdsok Szubszirdtum 2.4,6-Trinitro-toluol 1.8 1VYP
reduktdz
MR-codeinon | Opidt Szubsztrdtum Kodeinon 2.2 1GWJ
komplex
1. tdbldzat

PETN reduktdz és MR, szubsztrdtum és inhibitor jelenlétében megoldott
molekulaszerkezetei, feltUntetve a szerkezetek RCSB PDB  azonositoit

*RCSB PDB hozzdférés: www.rcsb.org/pdb ;
*Még nem publikdlt szerkezetek

lIl.1. PETN reduktdz molekula szerkezetének dltaldnos jellemzése

IV.1. PETN reduktdz hdromdimenzids molekula szerkezete
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A PETN reduktdz vazdt, nyolc ismétlédd B/a egységbdl feléplld, TIM
hordd (Wierenga, R.K., 2001) alakzat hatdrozza meg, a horddkat 6sszekdtd
hurkok tovdbbi alegységeket zarnak magukba, meghatdrozott funkciéval
(1.4bra) (Barna, et al., 2001). A PETN reduktdz az éreg sdrga enzimtél és MR-

tol eltéréen, monomer (Fox et al., 1994; Barna et al., 2002).

1.4bra
PETN reduktdz topoldgidja, a-hélixeket téglalap, mig B-reddket nyilak
dbrdzoligk. A mdsodlagos szerkezeti elemek f6lé irt szdmok az Sket alkotd
aminosavakat jeldlik. A TIM hordd nyolc B/a egységét a hélixekbe irt
szdmok, mig a betlk a tovdbbi mdsodlagos szerkezeti egységeket
mutatidk. A mdsodlagos szerkezeti elemek meghatdrozdsa Promotif

programmal tértént (Hutchinson, E. V. 1996).

A flavin-mononukleotid a molekula k&zéppontjdban, kiterjedt hidrogénhid
hdlézatban koétédik az 6t kérllvevd B-reddkhodz (2. dbra). Az FMN-k6tédés
hasonld hidrogénhid mintdzatot kévet az OSE-csaldd tagjaiban. Az OSE-
ben, a trimetilamin dehidrogendzban (TMDH) is megtaldlhaté a C

termindlishoz kozeli 8-as hordd kitGremkedéseként a HC hélix (2. dbra),
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amely stabilizdlja az FMN ribiti-ldncdnak foszfat csoportjat (Lim et al, 1986;
Fox et al, 1994). Az N-termindlishoz kézeli p-hajtd [A, B, (2. dbra)], az OSE
csaldd tagjaival csekély homoldgidt mutatd FMN-t kdtd oxidoreduktdz
enzimekben is fellelhetd, Ugy mint a flavocitokrém baben (Xia et al., 1990)

és a glikoldt oxiddzban (Lindqgvist et al., 1989) (1. és 2.dbra).

2. dbra
A PETN reduktdz TIM hordd szerkezete. A P-reddk kodzéppontjidban,
hidrogén-hidak stabilizdljdk a flavin-mononukleotidot. Molscipt  (Kraulis,
1991) diagram dbrdzolja a molekula mdsodlagos szerkezetét, szirke szalag

az a-hélixeket, kék nyil a p-reddket tinteti fel.

KUldnlegesen nagy fokU szekvencia homoldgia hordozdja az as,
B4/as motivum, valamint a Ps és as egységeket dsszekdtd rendezetlen orsd
és HB hélix. Ebbdl a rendezetlen orsébdl kerUl ki a ligandum kétédésében

részt vevd két hisztidin: His'81és His'84 (3.4bra). E motivum as és as tagja az
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enzim felUletén helyezkedik el. Egyardnt szerepe lehet eddig még nem
ismert fehériéhez vald kétédésben é€s magdnak a  TIM hordd vdaznak

kialakitdsdban.

Onr: TPRALELDE IPG | VNDFRQAVA NAREAGFDL VERHISA i YL LHQFLSPSSNQRTDQYGGSVENRARLVLEVVDAVCN : 223
Mor: T PRALETDG IPG | VEDYRQAAQRAKRAGFDMVEYHE AAINA CLPNQFLATGTNRRTDQYGGSI ENRARFPLEVV DAVAE : 225
SAING

Oye : PQHSLTKDE IKQ YI KEY VQAAKNS | AAGADGVE LNQFLDPHSNTRTDEYGGSI ENRARFTLEVV DALVE :233

Onr: ——sss—chhhhhhhhhhhhhhhhhh-—sssss———hhhhhh—————————__| hhhhhhhhhhhhhh :
Mor: ——sss-hhhhhhhhhhhhhhhhhh-—sssss———hhhhhh——————————_ hhhhhhhhhhhhhh :
Oye: ——sss-hhhhhhhhhhhhhhhhhh--sssss———hhhhhh—————————__| hhhhhhhhhhhhhh :
hurok3-> a3 B4 aB a4
3. dbra

Az OSE csaldd vizsgdlt tagjainak (Onr: PETN reduktdz; Mor: MR; Oye: OSE)
konzervativ. aminosav szekvencia régidja, a mdsodlagos szerkezefi
egységek feltUntetésével (h: a-hélix; s: PB-redd). Piros téglalapban a
ligandum kotédésében részt vevd, mig a sdrga téglalapban a feltételezett

proton donor aminosavak taldlhatok.

Ezzel ellentétben, a legkisebb homoldgidt mutatd régié a harmadik
hordd kitUrenkedéseként megjelend szuperszekunder szerkezet, amely egy
a/p hordd és egy antiparalel futé B-redd pdr (C és D) alkot (1. dbra). A
szuperszekunder szerkezetnek meghatdrozott szerepe van a nikotinamid
koenzim felismerésében, amelyet a , Kofaktor specificitds” cimU fejezetben
részletesen elemzek.

A PETN reduktdzban, a ligandum egy 20A hossz0, olddszernek kitett
csatorndn keresztUl jut az enzim aktiv centrumdba (4. dbra). A ligandum
koté  csatorndt  képezi a  mdr  emlitetett, harmadik  hordd
meghosszabbitdsdban taldlhatd  antiparalel futé B-redé pdr (C.D). A
csatorndban, két fenolos csoportjival szembe nézd Tyréd és Tyrds!

szabdlyozza a ligandum bejutdsdat (,,gating mechanism™).
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4.8bra
PETN reduktdz GRASP (Nicholls, A. 1991) potencidl felUleti térképe. Piros szin
a negativ, kék szin a pozitiv tartomdnyokat jeldli. Az aktiv cenfrumban az

FMN si- oldaldhoz prednizon (tUrkiz) szubsztrdtum kétédik.

PETN reduktdz aktiv centrumdban az FMN re-oldala fehériébe van
bedgyazva, mig si-oldala oldészernek kitett, lehetévé téve a
ligandumkotédést (4.dbra). Az oxiddlt FMN izoalloxazin gyUrljének N-1 és C-
2 régidja elektronszegény, ezen régidhoz kétédnek az egyértékl anionok
(klorid, acetdt, tiociandt és azid) 3.5 A tavolsdgban (Barna et al, 2001). A
klor, oxigén, nitrogén donoratomjuk His'®! és His'84 oldalléncaival alakit ki

«se s

hidrogénhid hdlézat rogziti.

His181

» =

QS
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5. dbra.
Egymdsra vetitett oxiddlt és redukdlt alakd PETN reduktdz aktiv centrumai.

Sdrga szin jelzi az oxiddlt, mig kék a redukdlt enzim alakot. Az oxiddlt
tiociandt, mig a redukdlt enzimhez, melyben az izoalloxazin gylrd ,lepke”
meghaijlast mutat, viz molekula (kék) koordindlddik. A zold szaggatott vonal
a ligandumoknak His'8! és His'84 oldalldncaival kialakitott hidrogénkdtéseit

mutatja.

A redukdlt enzimben a dihidro-FMN elektronban gazdag izoalloxazin
gyUrlje nem kedvez az anionok k&étédésének. A dihidro-FMN izoalloxazin
gyUrd N-5 atomjdnak sp? hibriddllapota miatt a gylrd elveszti planaritdsat
és az N5-N10 tengely mentén 15°-s szbgben ,lepke” alakban meghajlik (5.
dbra). A redukdlt enzim tovdbbi fehérjerészének molekula szerkezete
megegyezik az oxiddlt enzimben meghatdrozottal (Barna et al, 2001).

Az eddig bemutatott enzim-ligandum komplex szerkezeteken keresztul, azt
I&tjuk, hogy a ligandum k&tédést meghatdrozd tényezdk kozol a flavin
elektronszerkezete az elsédleges. Mdsodsorban érvényesUl, a hidrogénhid
képzésére alkalmas két hisztidil oldalldnc ligandum k&étédés irdnydt

befolydsold hatdsa.
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IV. 2. Szteroid szubszirdtum kUIdNb6z6 geometridju kdtddése az oxiddlt és

redukdlt alakd PETN reduktdzhoz

Néhdny OSE homoldg esetében, OSE (Vaz et al, 1996), MR (French
et al, 1994) és PEIN reduktdz (French, C.E. 1996), az a/B-telitetlen
ketocsoportot  tartalmazd  szteroidok  (progeszteron,  tesztoszteron)
kompetitiv inhibitorokként hatnak. Ugyanakkor, kinetikai vizsgdlataim azt
mutattdk, hogy a PETN reduktdz régié specifikusan redukdlja a 3-oxo-1,4-
dién szteroidok (prednizon, 1,4-androsztadién-3,17-dion) C1-C2 olefin
kotését (6.dbra) (Barna et al, 2001). Hasonld enzim aktivitdsrdl nem

szamoltak be az OSE csaldd tagjainak kérében.
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dihidro-FMN

R: =0O; 1,4-androsztadién-3,17-dion
R=R1+R2; R1:HOCH2C(O), R2: OH; prednizon
6. dbra
A 3-oxo-1,4-dién szteroidok PETN reduktdz katalizalt redukcidja. Az enzim
dehidro-FMN prosztetikus csoportja redukdlja a 3-oxo-1,4-dién szteroidok

+A" gyUrljének C1-C2 olefin kbtését.

Az oxiddlt PETN reduktdz-szteroid szubsztrdtum komplexekben a
szteroid B-oldala néz szembe az izoalloxazin si-oldaldval, oly médon, hogy a
3-oxo csoport hidrogénhidat képez a His'8! - és His'84 imidazol oldalldncokkal
(7. dbra). A feltételezett proton donor, a konzervativ Tyrigé (Kohli et al.,
1998), a szteroid , A" gyUrlje folott a proton transzferhez kedvezd

orientéciéban, 3,3A tdvolsdgban taldlhato.
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Az oxiddlt enzim-szubsztrdtum komplexben Iatott kétédési geometria
a katalizisben aktiv flavin N-5 atomjat helyezi kdzvetlen kdzelbe a szteroid
C4-C5 olefin kotésével 3,2 A tavolsdgra. A szubszirdtum orientdcidja
alapjdn azt varndnk, hogy a flavin N-5 atomjdrdl kiindulé hidridtranszfer a
C4-C5 olefin kdtésre irdnyul. Ezzel szemben a szteroid C4-C5 olefin kdtése

sértetlen marad, régiéspecifikusan a C1-C2 kettds kdtés redukdlddik.

His 181

7. dbra
PETN reduktdz aktiv centrumdban koordindlédott prednizon szubsztrdtum
Fo-Fc elektronsUrdség fuggvénye, Xtalview (McRee, D. 1992) és Raster3D

(Merrit, E. 1994) programokkal megjelenitve.

Ahhoz, hogy a szteroid C1-C2 kettds kdtésének redukcidja
végbemenijen, a redukdlt, azaz a katalitikusan aktiv enzimben a szteroid
kdtédésnek olyan geometriat kell felvennie, hogy a C1-C2 kettds kdtés a

flavin N-5 atomja folé kerUljon. Ezért fel kell tételeznink, hogy az aktivalt
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mint az oxiddlt enzim-szubsztrdtum komplexben.

Az aktivdlt enzim-szubsztrdtum komplexben a hidridtranszfer sz&mdara
optimdlis geometria kétféleképpen johet Iétre. A szteroid, hasonldan az
oxiddlt enzim-komplexben, a p-oldaldval kétédik a flavinhoz, de az
izoalloxazin gyUrUvel koplandris médon elmozdul és kerUl a dihidro-FMN N-5
atomija folé (i) (8/B. dbra). A mdasik lehetdség, hogy a szteroid az a-oldaldval
koétédik a redukdlt flavin si-oldaldhoz, azaz a katalitikusan aktiv komplexben
a szteroid molekula 180°-s fordulatot hajt végre az oxiddlt enzimben

megvaldsult kotédéshez képest (ii) (8/A. dbra).

R
|
N

=

8.4bra
A redukdlt enzim-szubsztrdtum komplexben kialakult szubsztrdtum-flavin
kélcsdnhatds geometriai modellje, magyardzandd a szteroid C1-C2
kdtésének redukcidjdt. Kék szind szteroid jelzi az oxiddlt enzim-szubsztrdtum
komplexben a szteroidkotéddés irdnydt. Piros szinG szteroid az aktivdlt enzim-
komplexben a szubsztrdtum koordndcidéjdt modellezi. Az ,A” rajzon a
redukdalandé olefin kdtés 180°-os fordulattal, mig a ,,B” rajzon transzldcios

mozgdssal kerUl a flavin N-5 atomja folé.

A merev szteroid vdaznak kdsz&nhetden, deutérium jeldld mdodszer
segitségével és 2D-NMR spekiroszkdpia alkalmazdsdval a kettds kotés
redukcidéjdnak mechanizmusa megdllapithatd vdlt (Barna et al., 2001). Az

NMR vizsgdlat alapjdn a deutériumtranszfer a nikotinamid koenzimrél a
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szteroid vdz A" gylrGiének 1-a helyzetére torténik. A protondtmenet,
pedig a szteroid vaz ,A" gylrGjének 2-B helyzetére irdnyul (9. dbra). Az
aktivdlt enzim-szubszirdtum komplexben a szubsztrdtum kdtédése 180°-0s
fordulattal valdsul meg az oxiddlt enzim-szubszirdtum komplexben Idtotthoz
képest (8/A. dbra). A redukdlt enzimben a flavin ,lepke meghagijldsa”
indukdlhat olyan szteroid kdtési mddot, amelyben a sikbdl kilépd N-5 és

C19-pmetil csoport kdzotti sztérikus taszitds megszdnik.

1
Proton yr18

C19-PBmetil
26H His181

Hidrid transzfer \Hiﬂu

9. dbra

A redukdlt PETN reduktdzhoz koordindlédott 3-oxo-1,4-dién szteroid

modellje, a flavin N-5 atomjdrdl a szteroid 1a-helyzetére ir&nyuld hidrid és az
enzim Tyr'8 oldalldncdrdl a szteroid 2-p-helyzetére irdnyuld protontranszfert

nyilak jeldlik.

A ligandum kétédés dinamikdjdnak szerepére hivija fel a figyelmet, az enzim
kUlbnb6z6 oxiddcids dllapotaiban létrejové eltérd geometridju ligandum
kdtddés. Az aktivalt enzimben létrejovd elekironszerkezet megvdaltozasat a
ligandum ko&tédés modja kdveti és ezzel a reakcidtermék kialakuldsdra

doénté hatdssal van.
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IV. 3. Aromds nitrovegyUletek (TNT és pikrinsav) PETN reduktdz katalizalta

reduktiv boml&sdnak mechanizmmusa

IV. 3. a. ATNT enzimatikus redukcidja

PETN reduktdz két pdrhuzamosan futd reakciéiton redukdlja a 2,4,6-
trinitro-toluolt (TNT). Az egyik mechanizmusban, az enzim a flavoenzimekre
jellemzé nitrocsoport redukdld, reduktdz aktivitdst (Bueding et al, 1979 ;
Harada et al, 1980; Bryant et al, 1991) fejt ki (10.dbra).

NO, (1.8)

10. dbra
PETN reduktdz pdrhuzamos TNT lebontdsi Utvonala. Minden egyes redukcids 1épést
sztéchiometrikus mennyis€égl NADPH koenzim oxiddcid kisér. |: Nitrit felszabaduldshoz
vezetd aromds gydrU telitési Utvonal; Il: Kdzvetlen nitrocsoport redukcids Utvonal. A
zardjelbe tett szdmok a kdvetkezd metabolitokat jeldlik: (1) 2,4,6-trinitro-toluol; (2)
hidrid-Meisenheimer komplex (H-TNT); (3) dihidrid-Meisenheimer komplex (2H-TNT);
(4) 2-nitrozd-4,6-dinitro-toluol, a zdrdjel arra utal, hogy gyors keletkezése és labilis
természetemiatt képzddésére csak kdvetkeztetni lehet; (5) 2-hidroxilamin-4,6-dinitro-
toluol; (6) 4-hidroxilamin-2,6-dinitrotolucl*; (7) 2-amino-4,6-dinitrotoluol ; (8) 4-amino-
2.6 dinitrotoluol*. *Az dbra nem tUnteti fel, de VRK analizis kimutatta jelenlétét a

reakcié sordn.
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A nitrit felszabaduldshoz vezetd reakcidUton (i), a redukcidé az aromds
gyUrG kettds kdtésének telitésével indul (10.dbra: I-es Utvonal). Tranziens
(stopped-flow) kinetikai mérések megmutattdk, hogy a redukcid sordn nem
keletkezik az egy elektron dtvitelére utald jellegzetes UV-Iathatéd
spekifrummal rendelkezd flavin szemikinon gydk (Barna et al, 1999).
Azonban megjelenik a hidridtranszferre utald hidrid-Meisenheimer komplex
(H-TNT) karakterisztikus UV-Idthatd spektruma (11/A. dbra).

A: A két elektron redukdlt PETN reduktdz (40
UM) és 4 TNT (400uM) jelenlétében 32s alatt
regiszirdlt UV-Iathatd spektrumok. Az 560nm

Abszorbancia
o
g

maximumndl jelentkezé albszorp-cids vdill, a

hidrid-Mesienheimer komplex képzddésre

0.0

utal.
B:A Két elektron redukdlt PETN reduktdz (30
UM) és H-TNT(400uM) jelenlétében 200s alatt

regiszirdlt UV-Idthatd spektrumok. A hidrid-
Mesienheimer  komplex  mennyisé-gének

idébeli csdkkenése 560nm-en, a dihidrid-

Abszorbancia

Meisenheimer komplex 4460nm-en és az

oxiddlt flavin egyideji képzédése 380nm-en

A/nm |[athato.
C: A Két elektron redukdlt PETN reduktdz (30
UM) és 2H-TNT (400uM) jelenlétében 500s

alatt regisztrdlt UV-lathatd spektru-mok. Az

egyelektronos  redukcidra  utald  360nm

Abszorbancia

elnyelési maximummal rendelkezd

kdztitermék képzddése és fogydsa és az azzal

egyidejy flavin oxiddcio ladthaté.

Anm

11. &bra
PETN reduktdz és TNT anaerob kérilmények kdzott lejatszddd reakcidjdnak

kdvetése stopped-flow spektroszkdpicval
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11. dbra:
Mind a hdrom reakcidé 50uM foszfdt pufferban (pH=7), 25°C-on és nitrogén
atmoszférdban zagjlott. A nyilak a reakcié idébeli lefutdsdt mutatjidk. (A C dbrdn a

piros vonal a kezdd, mig a kék vonal a befejezd 1épést jeldli).

Az aromds gyUrU telitése, tehdt egylépésben kételektronos redukcidban,
hidriddtaddssal toténik. A dihidro-flavin gyUrirél, a hidrid, mint nukleofil intéz
tdmaddast a TNT aromds gyUrljének parcidlis pozitiv téltési C-3 atomjdra. A
redukcié itt nem d&ll meg, hanem tovdbbi hidridtranszferrel folytatddik, a
hidrid-Meisenheimer komplex C-5 atomjdn levd kettds kdtésére, dihidrid-
Meisenheimer komplexet (2H-TNT) eredményezve (11/B. dbra).
reduktdzon kivll, két esetben sz&molnak be bizonyitottan aromdsgyUrl
telitést, amelyek hidrid-Meisenheimer  komplexet, illetve  dihidro-
Meisenheimer komplexet eredményeznek (Vorbeck et al., 1994; Vorbeck et
al., 1998; Pak, et al., 2000). Mindkét alkalommal a négy elektronos
redukcidval keletkezd 2H-TNT dllapotot, az enzimatikus redukcid
végdllapotdval azonositigk, amelybdl esetleg abiotikus folyamatok
indulhatnak el (Vorbeck etal., 1998; Pak etal., 2000). Ezzel szemben HPLC
€s MS-ESI mérések azt mutattdk, hogy a PETN reduktdz katalizalta
redukciébdl idével a dihidro-Meisenheimer komplex elfogy és nitrit ion
szabadul fel (French, et al., 1998). Gyors reakcids kinetikai vizsgdlatok
megerdsitették a redukdlt PETN reduktdz egyedUldlld katalitikus aktivitdsat
dihidro-Meisenheimer TNT komplexszel szemben (11/C. Abra). A termék
meghatdrozdsa és a reakcid teljes kinetikai jellemzése folyamatban van.
PETN  reduktdz, dihidro-Meisenheimer  komplexet  redukdld
aktivitdsdnak jelentésége abban rejlik, hogy a reakcié eredményeképpen
a TNT-bdl nitrit ion szabadul fel. A PETN reduktdzt termeld Enterobakter
cloacea és PETN reduktdz gént hordozd transzgenikus dohdny pedig az
enzim ezen aktivitdsdnak kbdszOnheti, hogy nitrogén forrdsként képes

hasznositani a taptalajbdl megfeleld koncentrdcidban jelenlevd TNT.
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IV. 3. b. Pikrinsav enzimatikus redukcidja

A PETN reduktdz szubszirdtjai kdzé tartozik az ugyancsak aromds
nitrovegyUletet a 2,4,6-trinitro-fenol, kéznapi nevén pikrinsav. Hasonldan a
TNT-hez, a nitrocsoport elektronszivé sajdtossdga miatt, a pikrinsav aromds
gyUrljének C(3) és C(5) atomijai érzékennyé vdinak nukleofil tdmaddasra.
PETN reduktdz hidroflavin csoportjdrdl hidrid dtadds torténik a pikrinsav C(3)
és C(5) atomjaira, hidrid-Misenheimer- és dihidrid-Meisenheimer komplex
képzbdése kdzben (12.aba). A pikrinsav nitrocsoportjait a PETN reduktdz
nem redukdlja, az enzim specifikusan nitroaromdsgydri hidrogénezési
aktivitast fejt ki.

OH OH OH
O,N NO, ON NO TOo,N NO,
+ +
NADPH NADP NADPH NADP
H H H
H H H
NO, NGO, NOZ
12. dbra

Pikrinsav PETN reduktdz katalizdlta nitroaromds gylUrdhidrogénezés

IV. 4. Nitroaromds vegyUletek kétédése

A nitroaromds vegyUletek PETN reduktdz enzimhez vald kétédését
TNT és pikrinsav szubsztrdtumok valamint 2,4-dinitro-fenol (2,4-DNF),
kompetitiv inhibitor jelenlétében vizsgdltam réntgen krisztallografidval és UV-
VIS spektrofotometridsan (Khan, Harris, Barna et al., 2002). Mind a hdrom
enzim komplexben az izoalloxazin gydrd és a nitroaromds gyUrG Tr-mr
elektronjainak kélcsonhatdsa rendezi a ligandumokat a flavin  pirimidin és

pirazin gyUrlje félé, 33 A  tdvolsdgban (13. dbra). Az aromds gylrd
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szubsztituenseinek irdnyultsagdt pikrinsav és 2,4-dinitro-fenol esetén, a
ligandumok fenolos oxigénje és a hisztidil oldalldncok (His'8') N(g) és ( His'84)
N(8) atomjai k&zdtt kialakuld  hidrogénkdtés hatdrozza meg, TNT
koétédésekor, pedig a szubsztituensek és a hisztidil oldalldncok kdzbtt fellépd

sztérikus kényszerek (van der Waals taszitds).

A Pikrinsav

e )

His184 His184

13.abra
A PETN reduktdaz-nitroaromds ligandum komplexeiben pikrinsav (A) -, TNT -
és 2.4-dinitro-fenol (2,4-DNF) differencia elekitronsirldség figgvénye, az
dbrdzolds  Xtalview (McRee, D. 1992) és Raster3D (Merrit, E. 1994)

programok felhaszndldsaval tértént.
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PETN reduktdz kUldnleges nitroaromds gyUrd hidrogénezési aktivitdsdt a
szerkezeti adatok tUkrében értelmezhetjik. A nitroaromds szubszirdtumok
(TINT és pikrinsav) koordindcidja Ugy valdésul meg az enzim aktiv

centrumdban, a fentebb emilitett kdlcsdnhatdsok kdvetkeztében, hogy

az aromdas gyurU elektronhidnyos C3 (C5) helye, a hidriddtadd flavin N-5

atomjdnak kdzvetlen kdzelébe kerdl.

IV. 5. Az aktiv centrumban levd hisztidinek szerepe a TNT redukcidjdnak

mechanizmusdban

Az OSE csaldd dltalam vizsgdlt tébbi tagja a MR és OSE is képes a
TNT  szubsztrdtumot reduktivan  d&talakitani.  Azonban  kizdrdlag, a
flavoenzimekre dltaldban jellemzd nitroreduktdz aktivitdssal rendelkeznek,
az aromds gyUrd nitrocsoportjat, hidroxilaminnd redukdljdk. Az enzimek aktiv
centrumdban, a flavin van der Waals sugdrnyi tavolsdgdban levd
aminosavak kdzUOl, a hdrom enzim a PETN reduktdz 184-es helyén levd
hisztidinben kilénbodzik egymdstdl. It a MR-ban Asn'8?, az OSE-ben Asn194
taldlhaté. A His'84, valamint a konzervativ His'®' aminosavaknak, a TNT
lebontdsban betdltott szerepét vizsgdlva, a két hisztidint anilinre cseréltem
hely-specifikus mutagenezissel. Az igy elddllitott H1I81A — és H184A PETN
reduktdz mutdnsok daltal katalizalt TNT redukcidban, elmaradt a nitroaromds
gyur( telitésre jellemzé hidrid-Meisenheimer komplex képzddés (13. dbral).
A redukcidk, a nitrocsoport redukcidjdra utald hidroxilamin-dinitrotoluolt
eredményeztek. A H181A — és a H184A PETN reduktdz mutdnsok kizardlag

nitroreduktdz aktivitdst mutattak TNT jelenlétében (14. dbra).
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Abszorbancia

14. dbra

A vad tipusu két elektron redukdilt PETN reduktdz (A) és TNT valamint a két

elektron redukdlt H181A PETN reduktdz (B) és TNT, anaerob kérlimények

kozott lejatszddd, reakcidinak kdvetése stopped-flow spekiroszkdpidval.
A: A két elektron redukdlt vad tipusy PETN reduktdz (40 uM) és TNT (400uM)
jelenlétében, 32s alatt regisztrdlt UV-ldthatd spektrumok. Az 560 nm
maximumndl jelentkezé abszorpcids vall, a hidrid-Mesienheimer komplex
képz&ddésre utal.
B: A két elektron redukdlt H181A PETN reduktdz (44 pM) és 400uM TNT
jelenlétében 4s alatt regisztrdlt UV-lathatd  spektrumok. Az  350nm
maximumndl  jelentkezd abszorpcids  vdll, hidroxilamino-dinitrotoluol

szarmazék képzddését jelzi.

A Meisenheimer-komplex képz&dés feltétele, a szigorl sztérikus
viszonyok fenntartdsa az aktiv centrumban, amelyet elsésorban a két
hisztidil oldalldnc egyUttes jelenléte alakit ki. Valamelyik aktiv centrumu

hisztidin kiiktatdsdval a TNT aromds gydrlje kénnyen elmozdulhat az
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izoalloxazin gyUrdn, igy a hiriddtadds nem az aromds gyUrin, hanem a
nitrocsoporton valdésul meg. Ezen eredmények felhaszndsdsdval predikciods
analizisre tehetink kisérletet, PETN reduktdzzal nagy fokU homoldgidt
mutatd enzimek felkutatdsdra, amelyek képesek lehetnek nitroaromds

gyUrU redukcidjdra (15. abra).

181 184
PETN AREAGF D LVE LHSAHGYL LHQFL S PS SN

OYEI SIAAGADG VE IHSANGYL LNQFL DPHSN
MORB AKRAGFDMVEVHAANACL PNQFLATGTN
EBP1 AL EAGFDY VE IHGAHGYL LDQFL NLASN
OPDA AMEAGFDGVEIHGANGYL IDQFMKDTVN
NER A ALWAGFD GVEIHAANGYL IEQF LK S STN

NEM A AR EAGFD LVELHSAHGY L LHQF LS PS SN

15.4bra
PETN reduktdzzal homoldg fehériék aminosavsorrendjének &sszehasonlitdsa.
A TNT redukcidban a PETN reduktdz kémiai aktivitdsat befolydsold két aktiv
centrumu hisztidin és az azoknak megfelelé aminosavak a Saccharomyces
cerevisia O6reg sdrga enzimben [OYEl, (Stott et al., 1983)], Candida
albicans Osztrogén kotd fehérigben [EBP, (Madani et al,. 1994)], A. thaliana
12-oxofitodienodt reduktdzban [OPDA, (Schaller et al, 1997)].
Pseudomonas putida morfinon reduktdziban [MORB, (French et al.,1995)],
Argobacterium radiobacter glicerin-trinitrdt reduktdzoan [NER A, (Snape et
al., 1997)], E. Coli N-etiimaleimid reduktdzban [NEM A (Miura et al., 1997)].
A nagy fokU homoldgia és a két aktiv centrumu hisztidin megléte alapjdn az

N-etiimaleimid reduktdziban varhatunk nitroaromds gyUrU telitési aktivitdast.
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V. 6. Trp102 szerepe nitroatomdsok koétdédésében -  enzimdinamika

szubatomos felbontdsban

Pikrinsav—enzim komplex 1,5 A felbontdsy elektronsiriség térképén (16/A.
dbra), a pikrinsav és Trp'02 k&zOt folytonos elektronsdriség jelenik meg,
amelyben a Trp'92 indol oldallénca valamint a pikrinsav nitrdt csoportjdnak
tavolsadga kovalens kdtésnyi (Khan, Harris, Barna et al., 2002). A szubszirdtum
és Trp'92 oldalldnc kozotti kdlesdnhatds mindségére keresve a vdlaszt
tovdbbi réntgen diffrakciods vizsgdlatokkal szub-atomos (0,9 A) felbontdsban
hatdroztam meg a PETN reduktdz-pikrinsav komplex molekula szerkezetét
(16/B.ébra) (Khan, Barna et al., 2002). Az atomi felbontds lehetévé tette,
hogy az elektronsirség térképen Idthatova vdljanak a
multikonformdcidban jelenlevé aminosavak, azaz a fehérje dinamikdjdra is
felvildgositast kaphassunk. Az 1,5 A felbontdsban Iatott egységes
konformdciéjy Trp'92  aminosav  két konformdciéra hasad a 09 A
feloontasban (16.4bra). Mindezt azzal magyardzhatjuk, hogy a kristdlylban a
pikrinsav részlegesen kdtédik az aktiv centrumhoz, 1 mdl enzim csupdn 0,34
mol pikrinsavat két meg. A szubsztrdtum jelenléte a triptofdn oldalldncat
elmozduldsra kényszeriti. Ennek megfeleléen a Trp'02 34%-ndl észlejik a
pikrinsav-kdtédés indukdlta konformdcié mddosuldst, mig a fennmaradé

66%-ndl, a szabad enzimre jellemzé konformdcidt 1atjuk.
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16. dbra
Pikrinsav koordindlta PETN reduktdzban a pikrinsav és Trp'02 differencia
elektronsUriség fuggvénye A: 1,5 A felbontdsban B: 0,9 A felbontdsban, a
baloldali kis téglalapban az elekironsiriség figgvény fellinézetben

mutatja a Trp'02 kétfajta konformdacidjat.

A Trp'%2 indol gyUr¥jének elmozduldsa konformdciéd vdltozdsok
sorozatdt indukdlja oldalldncon és a fehérje féldncdban. A szubszirdtum
koétédés okozta konformdcids vdltozdsok mellett, a molekulaszerkezet
rendezetlen regidi, a multikonformdacidban jelenlevd aminosavak s
Idthatdovd valnak. A leggyakrabban az a-hélixek (o4, as, és a2) glutamat -,
valin = és lizin oldalldcai valamint PR-redében és hurokban is eléforduld
argininek és szerinek téltenek be kevert konformdacids dllapotot.

A PEIN reduktdz aktiv centrumdnak kialakitdsdban kiemelkedd
szerepe van a Trp'%2 aminosavnak. Az OSE csalddon belll helyzetét egyedil
itt régziti hidrogénhid (a Gluso oldalldncdan keresztil), korldtozva az indol
gyUrG  szabadsdgi fokdt. Az indol gyGrG sztérikus  gdtdldsdnak
kdvetkeztében, a 2,4-dinitrofenol kétédése Ugy valdsul meg, hogy orto
helyzetd nitrocsoportja az izoalloxazin gyUrd mdasik, a Trp'92 —tél tdvoli,
oldaldra kerdljon (13. dbra). Ebben a koordindcidban azonban a hidrid
tdmaddasra érzékeny C-3 pozicid nem kerUl fedésbe a katalitikusan aktiv

flavin N-5 atomjdval, igy a vegyuUlet kompetitiv inibitorként viselkedik.

Szerkezeti adatok rdirdnyitottdk a figyelmet az aktiv centrumban, a
flavintél 6A tavolsdgra levé konzervativ Trpl%ra, az enzimmikddés
szabdlyozdsdban betdltott szerepére. Hely-specifikus mutdcidval elddllitott
W102Y - és WI102F PETN reduktdz-hoz koordindlddott pikrinsav molekula
szerkezete azt bizonyitotta, hogy az indolndl kisebb térkitdltésy oldalldnccal
rendelkezé aminosavak szorosabb ligandum koétédést tesznek lehetévé (17.

dbra) (Khan, Barna et al., 2002). Ligandum kotédést zavard sztérikus
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kényszerek nem lépnek fel a fenil oldalldnc és pikrinsav valamint a ftirozil
oldallédnc és pikrinsav k&zdtt (17.dbra). A W102Y PETN reduktdz aktiv
cenfrumdhoz a nitroaromds szubszirdtum nemcsak szorosabban, hanem
hidrid transzfer szempontjdbdl kedvezébb geometridval is kotddik, mint a
vad tipusy enzimhez (17. dbra). Ezt igazolja, TNT szubsztrdtum esetén mért
Meisenheimer-komplex  képzddés  sebessegi  dllanddjanak  kozel
hdromszorosdra térténd ndvekedése, a vad tipust enzimnél mérthez képest
(Khan, Barna et al., 2002).

Osszefoglalva,  raciondlis  mutagenerzissel,  kisebb  térkitdltésd
aminosav cserével kiiktathaté volt a Trp'92 oldalldnc, ligandum k&étédést
csOkkentd sztérikus gaitldsa, ezdlital megtdblbszordzdddtt az enzim specifikus,

nitroaromds gyUrJ telitési aktivitdsa.

HislBl&"“

\

Tyr102

pikrinsav

17. &bra
A WI102Y PETN reduktdz aktiv centruma, a koordindlédott pikrinsav és a

triptofdnt helyettesitd Tyr'92 differencia elektronsdrlség fuggvénye.
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IV. 7. Kofaktor specificitds

A PETN reduktdz és MR, Ca-vdzdnak szerkezete kizdrélag a harmadik
horddban taldlhatd szuperszekunder szerkezet alkotdiban és térdlidsdban

tér el markansan, az OSE-18l (17. dbra).

17. dbra
Az OSE (sdrga), PETN reduktdz (kék) és a MR (zéld) egymdsra vetitett Ca-
véza. A nyil a PETN reduktdz és MR harmadik horddjdban taldlhatéd
antiparalel futd B-redd pdrt mutatja, melyek a ligandum kété csatorna

részét képezik.
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Az OSE-ben a3 és B3 ldncokat dsszekdtd hurokban az antiparalel futd B-
redd pdrt, a-hélix helyettesiti (.Abra). Az a-hélix mesze elkerUli a ligandum
kdtd csatornat. A PETN reduktdzban és MR-ban, viszont B-redé pdr a
csatorna részét képezi. Ez a szuperszekunder szerkezet igen mobilis, amit jOI
szemléltet, hogy ligandumk&tédéskor kdnnyen elmozdul és alakitja ki
ligandumkotéddéshez szUkséges geometridt. Erre a legjobb példa, a PETN
reduktdzban szteroid kdtédés hatdsdra indukdlt konformdcids vdaltozds, a p-

reddpdr két argininjének (Arg'42 és Arg!®0 Joldalldncdban (18. dbra).

= . "_~

o ' 1§

Srol)
% “\ ,':ﬁﬁ;*"}q
D) A
) Glu 24P 57

e e

v

18. dbra.

A progeszteron kdtédés okozta induktiv konformdcids vdltozds a PETN

reduktdz fehérieldncdban. Z6ld szinnel a ligandum kotédés eldtti, mig a
sarga szinnel a ligandum jelenlétében kialakitott szerkezetet mutatja. A
legmobilisabb huroklban, a C és D antiparalel B-redében taldlhatd Argl42 -

és Arg'¥ oldalldncdnak elmozduldsa.
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Mind a MR-ban mind a PETIN reduktdzban nagy térkitoltésd
ligandumoknak, igy a nikotinamid koenzimeknek is kdlcsdnhatdsba kell
kerUIniUk ezzel a hurokkal. A pozitiv Arg'42 és Arg'3 oldallédncok kedvezd
elrendezédésben vannak, hogy kolcsénhatdst alakitsanak ki a NADPH
nikotinamid gyUrdtél tavoli adenozin részével, kivdltképpen a negativ
téltésy foszfat csoportjdval. A B-redd pdr a PETN reduktdzban pozitiv
argininekben gazdag, mig a MR-ban glutamdt csoportok helyettesitik az
arginineket, negativ 1oltésd kdrnyezetet kialakitva és elektrosztatikusan

gdtolva a NADPH foszfat csoporti@nak kdtédését (19. dbra).

130 134 142
GVHAEDGRI A VQLWHTGR I SHSS IQPGG-QAPVSASA- LNAN -TR TSURDENGNA| RVDTTTPRA LELDE : 152
- AVHAKGGRI A LQLWHVGRVSHE LVQPDG-QQPVAPSA- LKAEGAE CFVE|FEDGTAGLHPTSTPRA LETDG : 154
AI HEKK SFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMD-AE QEAKA- — — — —KKANNPQHSLTKDE : 162
C D

onr: hhhhh-sssssss————- hhhhhhhh--sss——————— Es ssss|--Fssssssl--sss-hhh:

Mor: hhh---ssssss{s————- hhhhhhhh--sss——-—-—-— -—--ss.;—hhh:

Oye:hhhhh-sssssst————— hhhhhhhh--sss————— dh—hh hhhh----fhhhhl-sssthhhh:

a2 B3 < hurok 3 > a3
19. dbra

A PETN reduktdz (Onr), a MR (Mor) és OSE (Oye) aminosavsorrendjének és
szerkezetének a harmadik horddban taldlhatd hurokban. A C és D
antiparalel B-redd a PETN reduktdzban pozitiv argininekben, mig a MR-ban

negativ glutamdtokban gazdag.

A MR nagy preferencidt mutat NADH felé, a PETN reduktdz pedig
NADPH felé. Az OSE izoenzimjeinek elegye nem rendelkezik koenzim
preferencidval (Bright, et al, 1975; Miura et al., 1986). Az Saccharomyces
carlsbergensis-bdl izoldlt egyik izoenzim (OYE1) fiziologids koenzimének a
NADPH-t hatdroztdk meg, de NADH is k&dnnyen redukdlja (Massey et al.,
1986). NADPH analdéggal végzett szerkezeti vizsgdlatok arra utalnak, hogy
az éreg sdrga enzimben a NADPH sz&drmazék az adenozin-foszfat végével

szabadon, a nikotinamid gyUrUjével az izoalloxazin Ianc félé kétddik, vagyis
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az enzim nem rendelkezik adenozin-2'-foszfat felismerd hellyel (Fox et al,.
1994). Feltételezhetjlk, hogy a harmadik hordd szuperszekunder szerkezete,
az antiparalel futd B-redd pdr a PETN reduktdz és MR nikotinamid kofaktor
felismerd helye. Ennek bizonyitdsdt a PETN reduktdzban az argininek, a MR
ban a glutamdatok kicserélésével és a keletkezett mutdnsok kofaktor

specificitdsanak vizsgdlatdval végezhetnénk el.

IV. 8. MR szubszirdtspecificitdsdnak szerkezeti magyardzata - Cys'?! szerepe

a kodeinon kétédésben

MR —kodein komplex molekula szerkezetének megolddsaval
lehetévé vdalt, a morfinon reduktdz opidt szubsztatspecificitdsdnak
értelmezése. A MR-kodeinon komplex 2.2 A felbontdsl elektronsUriség
térképén a flavin folotti elekironsUriséget (Barna et al., 2002), kétféle
hidrogénhidak stabilizdljdk a kodeinont, melynek van der Waals radiusza
kitolti az izoalloxazin gydrG si-oldala feletti szabad teret (20. dbra). A
kodeinon oxo-csoportjdt, mindkét orientdcidban, His'8 és  Asple?
oldalldncokkal kialakitott hidrogénhid rogziti. Az egyik irdnyld kdtédés
produktiv, melyben a redukdlandd C7-C8 kettds az izoalloxazin gylrd N-5

atomja félott helyezkedik el. A kodeinon mdsik, non-produktivnak

20. dbra
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Az MR akfiv  cenfrumdban

kodeinon  szubszirdtum  kétféle

orinentdciéju kdétédése valamint a

kodeion van der Waals sugara

|&thaté. Az db-

RdAzolds Xtalview (McRee, 1992) program felhaszndldasaval tértént. A Cys!?!

kis térkitdltése és oldalldncdanak irdnya teszi lehetévé az opidt kotdédését.

Ahhoz, hogy a morfinvdz nagy térkitoltési csoportjia sz&mdra az aktiv
centrumban megfelelé geometria rendelkezésre dlljon, elengedhetetlen a
PETN reduktdzban aminosav szekvencidjdban a 186-os helyen taldlhatd
konzervativ tirozin helyettesitése kisebb térkitdltési csoportra. Ellenkezd
esetben mint az .dbra mutatja a tirozil oldalldncok sztérikus gatoljdk a nagy
térkitoltésy szubszradtumok koétédését (21. dbra). A MR-ban egyedUldlidan
cisztein helyettesiti az OSE csaldd konzervativ tirozinjat. A cisztein oldalldnc
enzim opidt szubsztratspecificitasat hivatott fenntartani, amellyel kizardlag a
morfinon reduktdz rendelkezik az OSE csalddon belll. Cisztein oldalldnecnak
kdszOnhetd az is, hogy Cu?t kotdédhet az enzim aktiv centrumdban és
enzimgdtlast fejt ki (French et al, 1994).

Az OSE kinetikai vizsgdlata sordn kimutattdk a Tyr'% aminosav
kitUntetett szerepét az enzim katalitikus aktivitdsdban (Kohli, R.M. 1998). Az
a/p-telitetlen ketonok olefin kdtésének enzimatikus redukcidjdban a Tyr 196,
a protondld dgens. A MR-ban a Cys'?! foglalja el a katalitikusan aktiv sav
helyét a szekvencidban. A MR-kodein komplexben a Cys'?! oldallédnc 5,1 A
tavolsadgban, ellentétes orientdcidban taldlhaté a szubszirdtumtdl, amely
kizGria a proton donor funkcidt. A CI191A mutdnssal végzett

oldattanuimdnyok megerdsitették a szerkezeti adatokat (Barna et al., 2002).

Asn189

FMN
)/J Y % His186
Cys191
: \
i -

%

Trp106
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21. dbra

MR (piros), PETN reduktdz (kék) és OSE (sdrga) aktiv centruma, az izo-

alloxazin gyUrd folé acetdt koordindlodik.

V. Konkl0zié

Nagy fokU homoldgiadt mutatd, az éreg sdrga enzimek csalddjdhoz tartozéd
enzimek, PETN reduktdz €s MR reduktdz, atomos felbontdsi hdromdimenzids
molekula szerkezeteivel, az enzimszabdlyozds néhdny fontos jellemzdjére
sikerGlt  révildgitanunk. Fontos szerepUk lehet a mobilis hurkokat
meghatdrozd, kis homoldgidt mutatd szekvencia régidknak csalddon beldl.
Ebbdl a régidkbdl alakulhatnak ki az evolicid sordn a szuperszekunder
szerkezetek, amelyek specializdlodhatnak példdul koenzim felismerd
helyekké. A szubszirdtum-enzim komplexek vizsgdlata felhivta a figyelmet
az enzim dinamika és a ligandum kotédés dinamikdjdnak fontossdgdra.
Elegendd a flavin elektronszerkezetének a megvdltozdsa, hogy Uj sztérikus
és elektrosztatikus viszonyokat teremtsen, amelyre az alkalmas szubsztrdtum
produktiv kdtédéssel vdlaszol. Ugyanakkor I&thattuk, hogy az aktiv centrum
aminosavait hidrogénhid hdaldzat rogzit, ezzel meghatdrozva az aktiv
centrum geometrigjat.  Amikor kis geometriai  vdltozdst  okozd
aminosavcserét hajtottunk végre, példdul Trp/Tyr csere esetén, akkor az
aktiv centrum geometriai merevségét gydéztik le. Ezzel, az addig, a

nitroaromdsokkal szemben kis aktivitdst mutatdé enzim  muOkddése
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hatékonyabbd valt a kivént mechanizmus irdnydba. Azonban eszencidlis
aminosav cserével, mint a ligandum k&tést befolydsold  hisztidinek,
kiolthatjuk az enzim addigi tevékenységét. Az éreg sdrga enzim csaldd
fehérjéi biodiverzitdsukat részben vdzszerkezetlUknek kdszonhetik, hiszen
néhdny pont mutdcidéval merében megvdltozik kémiai aktivitdsuk és
szubsziratspecificitdsuk. Ezért nem véletlen, hogy a csaldd tagjai

xenobiotikumok atalakitdsdban vesznek részt.

VI. Summary

PETN reductase from Enterobacter cloacae PB2 degrades the all
major classes of explosives: nitrate esters (PETN, GTN) cyclic triazines (RDX)
and nitroaromatics (TNT and picric acid), making the enzyme attractive in
phytoremediation of explosive contaminated land. Morphinone reductase
(MR) from Pseudomonas putida M10, plays a key role in a unique opiate
biotransforming pathway, converting morphinone and codeinone into
hydromorphone, a powerful analgesic, and hydrocodone, a mild
antitussive.

Both enzymes are the members of nicotinamide cofactor
dependent FMN containing oxido-reductases. PETN reductase is specific for
NADPH, whereas MR is highly specific for NADH. They share a 53 %
sequence identity . MR and PETN reductase show high sequence similarity
with isoforms of Old Yellow Enzyme (OYE) from Saccharomyces
carlsbergenesis and from Saccharomyces cerevisiae.

The molecular structure of PETN reductase when complexed with
substrates and inhibitors of different classes, such as nitroaromatics (TNT,
picric acid, DNP), cyclic enones (3-oxo-steroids, 2-cyclohexen-1-one) and
monovalent anions as well as the structure of the reduced form of PETN
reductase, were solved at atomic resolution by X-ray diffraction. The crystal
structure of morphinon reductase in the presence of codeinone substrate
was also solved at high resolution. The overall structure of PETN reductase
and morphinone reductase shows a typical eight stranded B/a barrel with a
non-covalently bound FMN as prosthefic group. The pattern of the
hydrogen bond network, that the flavin is involved in, is conserved
throughout the B/a barrel of FMN dependent oxidoreductases.
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Two further supersecondary structures have been found to confer
certain characteristic reactivity patterns on PETN reductase and MR. An
external helix between strand B8 and helix8 has the function of stabilizing
the phosphoryl moiety of FMN. The other supersecondary structure consists
of an extra barrel and a pair of B-strands (B-loop excursion) that run
anfiparallel in front of the access channel to the active site between barrel
(Bs/as ). The B-loop excursion in PETN reductase is comprised of several
positively charged amino acid residues. In confrast, in MR negatively
charged amino acids dominate this B-loop. In PETN reductase, steroid
binding has induced large conformational changes in two arginines
residues Arg'#2 and Arg'30 in the B-loop excursion. The position of the two
arginines is optimal to form interactions with the phosphate group of
NADPH, therefore they are potential candidates to confer specificity for
NADPH. The corresponding arginines in MR are replaced by acidic residues.
Structural data suggests that the B-loop excursion of PETN reductase and
MR can be the mofif of nicotinamide coenzyme recognition and
differentiation.

The si-face of the flavin is open to a well-defined solvent-filled
access channel (20 A in length) of the active centre. Two juxtaposed
tyrosines in the access channel provide a gating mechanism for controlling
ligand binding. All ligands in PETN reductase and MR binds above the si-
face of the flavin. Ligands such as phenolic derivatives (picric acid, DNP,
benzaldehide) and cyclic enones (3-oxo steroids and codeinone) through
their O-donor atoms are hydrogen bonded to the conserved His'8! and His
184 in PETN reductase and with the corresponding His'8¢ and Asn 87 in MR.
Comparing the active site of PETN reductase with that of MR, the striking
difference is the presence of a cysteine (Cys!?!) residue in MR, which
replaces the conserved Tyr'8 of PETN reductase. The position of Tyrigé of
PETN reductase is the putative proton donor in cyclic enones reduction in
OYE homologs. In contrast, Cys!?1is not involved in the mechanism of cyclic
enones reduction, as mutagenesis studies have shown. The function of
Cys!?1 is to create an appropriate space in the active centre for a bulky
and conformationally restrained opiate binding.

PETN reductase catalyses the hydrogenation of C1-C2 olefinic bond
of 3-oxo-1,4-diene steroids. PETN reductase shows multiple substrate binding
modes in different redox states of the enzyme. In the oxidized form of PETN
reductase, steroids bind with their B face above the si face of FMN. In this
binding geometry the reductive olefinic bond is not positioned in close
proximity to the flavin N5, which can be compatible with hydride transfer.
Deuterium labeling methods have been developed to elucidate the
stereochemistry of bond reduction. The two electron reduced form of PETN
reductase binds the steroid substrate with its opposite a face above the si
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face of FMN to realign the C1-C2 double bond favourable for hydride
fransfer. Hydride addition from flavin N5 occurs to the 1a steroid position
followed by proton uptake from the putative acid, Tyr8s, 1o the 2B position
of the steroid. In the reduced enzyme the flavins' “butterfly”configuration
may induce an alternative substrate binding mode, fo avoid an
unfavourable steric interaction between the C19 pB-methyl group of the
steroid and the flavin.

The reductive fransformation of TNT catalysed by PETN reductase,
proceeds via parallel running reaction pathways, which consist of the direct
hydrogenation of the aromatic ring (i) and the successive two-electron
reductions of the nitro groups (nitroreductase pathway, ii). The molecular
structure of the enzyme-TNT and enzyme-picric complexes provides the
rational of direct hydrogenation of the aromatic ring. The -1 intferactions
between the isoalloxazine ring of FMN and the nitroaromatics places the
ligands above the flavin. The position of the nitro groups are also influenced
by the two active site histidines through either hydrogen bonds (in case of
picric acid and DNP) or van der Waals forces (in case of TNT). All these
intferactions contribute for ideal binding geometry of the nitroaromatic
substrate for hydride attack from flavin N5 to C5 and C3 positions of TNT
and picric acid, resulting in hydride-Meisenheimer and dihidro-
Meisenheimer complexes. In contrast with Mycobacterium sp. strain HL 4NT-
1 and Xenobiotic reductase, B from Pseudomonas fluorescens |-C, the
dihidro-Meisenheimer complex is not the dead end of the enzymatic
reduction. PETN reductase is able to reduce dihidro-Meisenheimer complex
info an unknown product in the presence of nitrite liberation. The
importance of nitrite liberation in the PETN catalysed TNT biotransformation
is that the bacteria strain, E. Cloacea, which produces the enzyme, can
utilize TNT as a sole nitrogen source.

The two active site histidines, His'® and His 184, were investigated fo
establish their function in nitroaromatics degradation. The two histidines
were changed to aniline by site-directed mutagenesis and created H181A
and H184A PETN reductase mutants. The change of histidine to alanine has
dramatically altered the chemical activity of the enzyme. The mutations
either of 181 or 184 positions have completely eliminated the aromatic ring
hydrogenation ability of the two electron reduced PETN reductase on TNT.
The mutant enzymes have shown only nitroreductase activity, like its close
horologes such as MR and OYE. Solution studies indicate that the presence
of both histidines, His'8' and His'84, is strictly necessary to maintain the active
site geometry, which positions the electrophilic C5 C3 of the nitfroaromatic
ring optfimally for direct hydride fransfer from flavin NS5.

The crystal structure of PETN reductase, in complex with picric acid,
at 0.9 A resolution, has revealed that Trp'02 can be a role in nitroaromatics
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degradation. Picric acid binding induces conformational change in Trp102
fo avoid steric clash. Since the binding of picric acid is partial (the
calculated occupancy is 34%), Trp'92 exists in multiple conformations. The
change in the Trp!%2 conformation generates a series of multiple
conformations in the main chain and side chains. Besides the substrate
binding effect there are region of the structure where multiple
conformations are found due to the disordered nature of these amino
acids. Most frequently the side chains of arginine, glutamine, methionine
and proline show mixed conformational populations. The structure at
subatomic resolution provides further information about the protfein
dynamics.

Based on structural data Trp'92 in PETN reductase, was mutated into
phenylalanine (W102F) and tyrosine (W102Y). The crystal structure of W102F
and W102Y PETN reductase mutants in complexes with picric acid show
that ligand is bound at full occupancy in the active centre without steric
hindrance of the Tyr'02 and Phe!92 side chains. The alignment of C5 of picric
acid with the flavin N5 is more optimal for hydride fransfer in the mutants
enzymes. In the absence of structural data with TNT-PETN reductase
mutants (W102F and W102Y) complexes, it is assumed that TNT is likely to
bind in a similar manner as can be seen in the wild type enzyme. The
consequence of opfimal nitroaromatics binding for hydride fransfer, in the
mutants enzymes is that the observed rate of Meisenheimer complex
formation has increased three fimes in the presence of W102Y PETIN
reductase mutant compared with that measured in the presence of wild
type enzyme. Mutation of Trp'02 has minor effects on the overall active site
structure of PETN reductase, but the small structural changes in the active
centre has a direct effect on nitroaromatics binding, accelerating the
hydrogenation of the aromatic ring.
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