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. Uvod

S vyvojem novych technologii se v zivotnim prostiedi
zaCala hromadit zna¢na mnozstvi sloucenin, cizorodych
latek (xenobiotik), se kterymi se organismy dfive nesetka-
valy. Jedna se o slouceniny cilené produkované a vyuziva-
né v primyslu nebo zemédélstvi. Na zdravotni stav lidské
populace maji povétSinou negativni vliv. Nejvétsim pro-
blémem jsou chemické slouceniny, které jsou pro orga-
nismy potencidlné toxické, a dale pak ty, které se
v prostiedi akumuluji a pozmeéiuji tak stav jednotlivych
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slozek celého ekosystému. V zemich Evropské unie a Ces-
ké republice se v tomto ohledu objevuje znacny problém
s kontaminaci prostfedi napf. fenolickymi latkami, nitro-
slouceninami, aromatickymi aminy a prumyslovymi barvi-
vy. Zdroje kontaminace t€mito slouceninami jsou Siroké:
napf. odpadni vody z rafinerii ropy, z provozu tepelného
zpracovani uhli, vyroben svitiplynu, dehti, fenolu, barviv,
nitrovanych sloucenin, pesticidi, vybus$nin, z provozi
barvarského a textilntho pramyslu, vyplachové vody
z periodického myti téchto zafizeni, skladky odpadu
z vyrob vySe uvedenych sloucenin, a dale tzv. ,,staré zaté-
ze“, t.j. pudy dlouhodobé kontaminované uvedenymi lat-
kami na mistech dnes jiZ nepouZzivanych technologickych
provozi'.

Klasické fyzikalné-chemické technologie jsou pro
odstrafiovani polutantd ze slozek Zivotniho prostiedi vétsi-
nou ekonomicky velmi nékladné a pro Zivotni prostiedi
nepfili§ Setrné. Snahou je proto vyuzivat vyhodnéjsi postu-
py jako je biologickd dekontaminace prostfedi pomoci
organismi (bioremediace)”. Osud a piimé odstranéni polu-
tantl z zivotniho prostiedi zavisi pfedev§im na jejich me-
tabolismu (biotransformaci) zprostiedkovaném enzymovy-
mi systémy organismil tvoficich trofické fetézce’.

Za biotransformaci cizorodych latek jsou ozna¢ovany
procesy, které by mély vést k jejich snadnému vylouceni
z organismu nebo potlaceni jejich pisobeni. Zvlastni pii-
pad biotransformace je typicky pro mikroorganismy. Ty
mohou za ur¢itych podminek toxickou latku nejen trans-
formovat na netoxicky produkt, ale mohou xenobiotikum
navic vyuzivat jako substrat pro svij rust a vyvoj.
V takovém ptipad¢ je cizoroda latka po urcité fazi bio-
transformace zaclenéna pfimo do intermedidrniho metabo-
lismu mikroorganismd.

Studium biotransformace (degradace) kontaminant
zivotniho prostiedi jako jsou aromatické uhlovodiky a jejich
hydroxylované, chlorované a nitrované derivaty plisobenim
mikroorganismil se zaméfuje predevSim na poznani jejich
metabolickych cest*’, energetickou uéinnost takové metabo-
lické konverze®’, indukci a represi oxidace xenobiotik®,
modelovani kinetiky degradagnich procest’ !, sledovani
inhibi¢nich ucinkt téchto kontaminant na rist mikroorga-
nismi'>" i studium ristu bunék na takovych latkach za
extrémné nizkych ristovych rychlosti'*'>.

Schopnost degradovat cizorodé slouceniny maji pro-
karyotni i eukaryotni mikrorganismy. Z prokaryot byly
studovany napf. bakterie Pseudomonas putida'®, psychro-
filni kmen Pseudomonas putida Q5 (cit."”), Commamonas
testosterroni'®, Alcaligenes sp., Mycobacterium vaccae",
Rodococcus sp. a Paracoccus sp.*°. Z eukaryotnich orga-
nismi byly pak testovany napt. Candida tropicalis®, Tri-
chosporon cutaneum®, Rhodotorula rubra, Cryptococcus
sp., Fusarium flocciferum, Penicillium sp.”. Dodnes se
vSak hledaji nové kmeny, které by cizorodé latky degrado-
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valy u¢inné€ji nez kmeny dosud pouzivané, a to bud’ samo-
statn& nebo ve smésnych populacich®*. Vysvétleni pies-
né¢ho mechanismu degradac¢nich procest, které je nezbytné
pro jejich regulaci (fizeni), vSak dosud chybi.

Predpokladem fizeni (usmériiovani) degradacnich
procesu cizorodych latek mikroorganismy, rovnéz jako pro
vybér novych mikrobidlnich kmenti je poznani, které enzy-
mové systémy jsou za metabolismus xenobiotik
v jednotlivych fazich disimilace zodpovédné. Cilem pii-
spévku je informovat o nejefektivnéjsich enzymech pii-
tomnych jak v zivo€isnych, tak i v mikrobialnich organis-
mech, schopnych u¢inné metabolizovat vyznamné polu-
tanty zivotniho prostfedi. Z nich je kladen nejvétsi diraz
na enzymy metabolizujici fenolické latky, nitrované slou-
Ceniny, aromatické aminy a néktera barviva v tzv. prvé
fazi biotransformace’. Je tomu tak proto, Ze zatimco meta-
bolity vznikajici biotransformaci uvedenych polutantl jsou
jiz pomérné dobfe prozkoumany, informace o enzymech,
které je tvoti, jsou dosud nedostate¢né. Poznani enzymu
metabolizujicich polutanty je pfitom limitujici pro regulaci
(modulaci) takovych procest v organismech i pro kon-
strukci efektivnich bioreaktort, které by tyto kontaminanty
ucinné odstraniovaly z prostfedi. Biologické4 transformace
uvedenych sloucenin v prvé fazi jejich biotransformace
probiha bud’ oxida¢ni nebo redukéni cestou.

2. Enzymy biotransformujici cizorodé latky
oxida¢nimi reakcemi

Nejpocetnéjsi skupinou enzymi participujicich na
oxidaci xenobiotik jako jsou aromaty, fenoly, nitro-
aromaty, aromatické aminy a azobarviva jsou enzymy
oznacované jako oxygenasy (nebo hydroxylasy), a to jak
ze skupiny monooxygenas, tak i dioxygenas®. Obé skupi-
ny enzymu pro svoji aktivitu vyzaduji molekulu kysliku
a pritomnost kofaktoru, ktery je schopny jej aktivovat.
Jako kofaktory slouzi napf. pfechodné kovy (nejcastéji
nehemové i hemové Fe) nebo ﬂaviny27’30. V fad¢ organis-
ma se jako dalSi enzymy pfii oxidaci zminovanych latek
uplatiiuji také peroxidasy’'.

2.1. Monooxygenasy

Monooxygenasy lze klasifikovat do dvou zékladnich
skupin. Prvni velkou skupinu monooxygenas tvofi monoo-
xygenasy flavinové. Flavinové monooxygenasy katalyzuji-
ci monohydroxylaci aromatického kruhu substratd obsahu-
ji bud’ pouze jeden typ enzymového proteinu®® nebo jsou
viceslozkové®>. Druhou skupinou jsou oxygenasy
(oxidasy) se smisenou funkci (,,mixed function oxidases®,
MFO) obsahujici cytochrom P450 (CYP) jako terminalni
oxidasu®***. Tyto enzymové systémy katalyzuji inkorpo-
raci jednoho atomu kysliku do molekuly hydrofobniho
substratu, pficemz druhy atom kysliku je redukovan na
vodu. Monooxygenasy hydroxyluji celou $kalu polutantt
zivotniho prostiedi, které jsou uvadény v piredkladaném
¢lanku.
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2.1.1. Flavinové monooxygenasy

Flavinové kofaktory jednoslozkovych monooxygenas
mohou existovat v semichinoidnich forméch schopnych
reagovat s molekulou kysliku. Vznika reaktivni peroxido-
vy intermediat, v némzZ je kyslik na FAD vézan kovalentni
vazbou®>*. Dalsim koenzymem je NADPH (cit.**~).

Reakéni cyklus téchto enzymi byl vysvétlen na pii-
kladu flavinové monooxygenasy, p-hydroxybenzoat-
hydroxylasy®’ a fenolhydroxylasy z kvasinky Trichospo-
ron cutaneum® Reakéni cyklus (obr. 1) je iniciovan vaz-
bou substratu na proteinovou molekulu enzymu. Tvorbou
komplexu enzym-substrat dochazi ke konformacni zmeéné,
ktera zvysuje rychlost hydridového ptenosu z NADPH na
dusikovy atom N5 isoalloxazinového kruhu flavinu az
o pét fadi. NADPH je oxidovan a FAD redukovan na
FADH,. Biatomicka molekula kysliku se poté mize vazat
na FADH,, pfi¢emz je kyslik redukovén jednoelektronovy-
mi reakcemi, nejdiive na superoxidovy anionradikal, ktery
dale tvori 4a-hydroperoxyflavin (komplex I v obrazku 2).
Produkt hydroxylace fenolickych latek se dale podrobuje
zménam za vzniku komplext II a III, 4a-hydroxyflavinu
(obr. 2). Monooxygenasy tohoto typu tedy aktivuji biato-
mickou molekulu kysliku vazbou na isoalloxazinovy kruh
flavinového koenzymu za tvorby uvedeného hydroperoxy-
flavinu®>*. Jestlize je na enzym vazan substrat neobsahuji-
ci na aromatickém kruhu své molekuly substituent, jenz je
donorem elektront (napf. benzoat), k hydroxylaci takové-
ho substratu nedochdzi. Flavinovy peroxid se pak rozklada
na peroxid vodiku a FAD. Substratem schopnym hydroxy-
lace je napt. fenol, je-li tento vaz&n v aktivnim centru en-
zymu, dochézi k pfeméné 4a-hydroperoxyflavinu na dalsi,
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Obr. 1. Reakéni cyklus flavinovych monooxygenas
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Obr. 2. Struktura komplexi flavini se substraty fenolhydroxylasy

reaktivni intermediat dosud neznamé struktury®>~°, jeden

atom kysliku je pak inkorporovan do substratu a druhy
zustava v této fazi reakce jeSt€ véazan ve flavin-4a-
hydroxidu. Ten je nestabilni a spontanné konvertuje na
FAD za uvolnéni molekuly vody (cit.*").

Skupina vyse uvedenych flavinovych monooxygenas
je tfidéna podle velikosti podjednotek. 4-Hydroxybenzoat-
hydroxylasa, 4-hydroxyfenylacetathydroxylasa a salicy-
lathydroxylasa jsou enzymy, s molekulovou hmotnosti
podjednotek okolo hodnoty 45 000 (cit.**™*'), molekulova
hmotnost podjednotek jinych hydroxylas se pohybuje
v rozmezi 60 000 az 80 000 (cit.*'™**). Vétsina flavoprotei-
novych monooxygenas inkorporuje novou hydroxylovou
skupinu do polohy ortho, i kdyz jsou rovnéz znamy enzy-
my hydroxylujici para polohu molekuly substratu. Dalsi
zenzymi této skupiny, p-hydroxybenzoathydroxylasa
z Pseudomonas cepacia, je monomer o molekulové hmot-
nosti 44 000, zatimco stejny enzym jinych mikroorganis-
mu (Micrococcus) méa molekulovou hmotnost 70 000
(cit.**%y .

Molekuly flavinovych monooxygenas, fenolhydroxy-
lasy zkvasinek Trichosporon cutaneum’™* a Candida
tropicalis® a 2.,4-dichlorofenolhydroxylasy z Alcaligenes
eutrophus® (s molekulovou hmotnosti 0 20 000 az 30 000
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it

veétsi nez u p-hydroxybenzoathydroxylasy) jsou evolucné
blizké. Tato skupina monooxygenas se vykazuje 45% sek-
vencni homologii, zatimco homologie mezi skupinou fe-
nolhydroxylas, dichlorofenohydroxylasou a p-hydroxy-
benzoathydroxylasou je nizsi (25 %). Konzervované sek-
vence jsou lokalizovany ve dvou oblastech. Jednou je N-
termindlni oblast, v niZ je lokalizovdno misto pro vazbu
ADP &asti kofaktoru FAD, ev. NADPH (cit.*®). Druh4
konzervovana oblast téchto enzymu odpovida ¢asti protei-
nového fetézce, ktery je v molekule p-hydroxy-
benzoathydroxylasy vymezen aminokyselinovymi zbytky
Met276 az Ser329 (cit.”®).

Jednoslozkové monooxygenasy obsahujici flavin
(FAD) jsou ptfitomné rovnéz v ZivocéiSnych organismech.
Zde jsou lokalizovany v membranach endopasmatického
retikula (tzv. Ziegleriv enzym). Molekulova hmotnost
Zieglerova enzymu je 60 000. Vedle FAD je druhym ko-
enzymem NADPH. Enzym dale obsahuje ionty Zn**
a Ca”", které viak nejsou esencialni pro katalytickou akti-
vitu*’°. Zivo¢iné flavinové monooxygenasy preferenéné
hydroxyluji terciarni a sekundarni aminy. V rostlindch
obdobné enzymy (flavinové monooxygenasy) dosud iden-
tifikovany nebyly.

Druhy typ monooxygenas obsahuje vice proteinovych
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slozek®.  Dvé multikomponentni monooxygenasy
z Pseudomonas sp. CF600 a Pseudomonas mendocina
KRI hraji kliovou roli pfi katalyze prvych hydroxylac¢nich
krokii v degradaci fenolu a toluenu®*>, Multikomponentni
fenolhydroxylasa preménuje fenol na katechol a druhy
enzym, toluen-4-monooxygenasa, katalyzuje zavedeni
jedné hydroxylové skupiny do para polohy aromatického
kruhu toluenu. Uvedené reakce jsou podobné reakcim
katalyzovanym flavinovymi monooxygenasami jednosloz-
kovymi, ale struktura téchto viceslozkovych monooxyge-
nas je spiSe podobna jinému enzymu, konkrétné¢ methan-
monooxygenase.

Genetické a biochemické analyzy potvrdily, ze
v reakcich in vitro je hydroxylace fenoli (ev. derivatd
polycyklickych aromatickych sloucenin obsahujicich jed-
nu nebo vice hydroxylovych skupin) katalyzovéana enzy-
mem slozenym z péti rozdilnych polypeptidd, zatimco Sest
polypetidovych fetézcli je zapotiebi pro rast bunék
(obsahujicich tento enzym) na fenolickych substratech®.
Pouze jeden z téchto polypeptidl byl izolovan a charakte-
rizovan jako elektron transportujici komponenta enzymu.
Také obdobné studie s toluen 4-hydroxylasou signalizuji,
ze podminkou funk¢nosti enzymu je piitomnost
(kooperace) alespoii péti az Sesti podjednotek™. Dva
z peptidt toluen 4-hydroxylasy, které jsou kodovany geny
tmoA a tmoE, funguji pravdépodobné jako terminalni oxi-
dasa, zatimco produkt genu tmoC je elektron transportujici
komponentou®*. Funkce dalsich dvou polypeptidii nebyla
dosud urcena.

2.1.2. Systémy cytochromii P450

Enzymovy systém monooxygenas
cytochromy P450 je rovnéz systém viceslozkovy
Sestava ze slozky hydroxylasové a jedné nebo dvou kom-
ponent umoziujicich transport elektront. Castymi enzymy
uvedeného multislozkového systému jsou hemové enzy-
my, cytochromy P450 (CYP), a jejich reduktasy (napf.
NADPH:CYP reduktasa, NADH:cytochrom bs reduktasa,
feredoxin reduktasa). Systém cytochromu P450 je
v eukaryotickych bunkach vazan v membrané hladkého
endoplazmatického retikula nebo mitochondrii, zatimco
bakteridlni cytochromy P450 jsou enzymy rozpustné.
Cytochrom P450 je terminalni oxidasou tohoto systé-
mu”?***, NADPH:CYP reduktasa slouzi jako d&li¢ elek-
tronového paru dodavajici postupné elektrony cytochromu
P450 (v tzv. prvni a druhé redukci cytochromu P450).
Porfyrinovy skelet (protoporfyrin 1X) je v proteinové mo-
lekule enzymu vazan hydrofobnimi silami a zaroveil pro-
stiednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny cystei-
nu pritomné v aktivnim centru enzymu (paty ligand zeleza
protoporfyrinu IX). Toto uspofdddni umoziuje vyjimecné
chovani uvedenych hemoproteint a odlisuje je od vétSiny
ostatnich hemoproteini (odlisné spektralni a katalytické
vlastnosti)*>™’. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly
vody. Cytochrom P450 spoluptisobi bud’ s mikrosomalnim
NADPH:CYP reduktasou nebo dal§imi enzymy lokalizo-
vanymi v mitochondriich.

obsahujicich
23034

879

Referaty

Obecny pribéh monooxygenasové reakce katalyzova-
né cytochromem P450 lze vyjadfit sumarni rovnici (kde
RH je substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce):

RH+O,+2H"+2¢ — ROH + H,0

Reakéni cyklus cytochromit P450 probiha uspofada-
nym mechanismem a sestava alespon z osmi krokt. Sche-
maticky je zndzornén na obrazku 3. V klidovém stavu je
hemové Zeleza ve ferri formé (tj. s oxida¢nim ¢islem III)
a je hexakoordinovén (tedy v nizkospinovém stavu). Sesta
valence je obsazena kyslikem vody nebo internim
(aminokyselinovym) ligandem. Po vniknuti substratu [RH]
do aktivniho mista dochazi k vytlaceni Sestého ligandu
zeleza, které zistane pentakoordinované (vysokospinovy
stav) a zaroven dochazi ke konformaéni zmén¢ v molekule
enzymu. Tato zména se projevi i zménou spektralnich
vlastnosti cytochromu P450 (posunem absorpéniho pasu
hemu). Vazbou substratu je umoznéna jednoelektronova
redukce cytochromu P450 interakci s NADPH:CYP reduk-
tasou, ¢imz se hemové Zelezo redukuje na Fe! (ferro for-
ma), priCemz stale zdstdva  pentakoordinovano
(vysokospinovy stav). Tato forma enzymu je pak schopna
vazat molekularni kyslik nebo jiné ligandy. Navazanim
molekularniho kysliku se dale tvofi ternarni ferri-
superoxidovy komplex, kde je Zelezo opét hexakoordino-
vané a v nizkospinové formé. Tento neprilis stabilni kom-
plex je dale redukovan NADPH:CYP reduktasou nebo
NADH:cytochrom bs reduktasou, ¢imz dochazi k aktivaci
kysliku na peroxidovy anion. Pokud neni druhy elektron
dorucen dostatecné rychle, komplex se rozpada a uvolné-
ny superoxidovy anionradikdl je pak superoxiddismutasou
pfeménén na peroxid vodiku. Komplex cytochromu P450
s biatomickou molekulou kysliku po druhé redukci je jiz
zcela aktivovanou formou cytochromu P450, ve které
dochézi ke §tépeni vazby O-O, pficemz jeden atom kysliku
je redukovan, ptijme dva protony a dojde k uvolnéni vody.
Zatimco druhy zlstane vdzén na Fe hemu a vznikd tak
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Obr. 3. Reakéni cyklus cytochromu P450 (pievzato z http://
metallo.scripps.edu/promise)
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ferrioxenovy komplex. Ten je stabilizovan mezomernim
posunem elektronu z thioldtové siry na kyslik. Takto
vznikly reaktivni kyslikovy radikal je schopen vytrhnout
vodikovy atom z molekuly vhodného substratu za vzniku
radikalu substratu a hydroxylového radikalu vazaného na
Fe hemu. Dochazi k rekombinaci radikald za vzniku nativ-
ni formy cytochromu P450 a hydroxyderivatu substratu
[ROH], jenz je z enzymu uvolngn™-*3*3%,

V ptitomnosti oxidacnich ¢inidel, jako jsou organické
peroxidy, mtze z komplexu [III] (obr. 3) vznikat pfimo
stav [VII] (obr. 3). Cytochrom P450 aktivovany timto zp-
sobem je rovnéz schopen katalyzovat hydroxylaci substra-
t6%2°. Tato reakce byva oznadovéna jako peroxidasova
aktivita cytochromu P450. Reakce s organickymi hydro-
peroxidy probihd, na rozdil od reakce probihajici
v pfitomnosti NADPH a O,, neuspofadanym mechanis-
mem, takze vazba peroxidu neni zavisla na vazbé substra-
tu. Uéinnost oxidace organickych substrati peroxidasovou
aktivitou cytochromu P450 je obvykle nizsi nez reakce za
pritomnosti NADPH a O,, a to pfedevs§im z divoda vy-
znamné destrukce samotného enzymu. Bylo zjisténo, ze
inaktivace cytochromu P450 ptsobenim H,O, nebo ku-
moylhydroperoxidu je zptisobena degradaci hemu na reak-
tivni fragmenty. Tyto fragmenty se mohou kovalentné
vazat do aktivniho centra enzymu, a tak jej ireversibilné
inaktivovat®™.

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach
(isoenzymech, isoformach), které jsou fazeny do genetic-
kych rodin a podrodin podle miry (stupn¢) homologie je-
jich primarni struktury (pofadi aminokyselin) proteinovych
molekul. Rodiny cytochromi P450 jsou oznafovéany prv-
nim Cislem za zkratkou P450. Nasleduje velké pismeno
oznadujici podrodinu® .

Cytochromy P450 byly identifikovany v mnoha orga-
nismech od prokaryotickych organismil po vétSinu orga-
nismi eukaryotickych jako jsou napf. kvasinky, houby,
rostliny ¢ hmyz**®. Vétsina téchto enzymi viak byla
nalezena v organismech ZzivociSnych. Molekulové hmot-
nosti jednotlivych cytochromt P450 se pohybuji kolem
hodnoty 50 000.

Substratova specifita cytochromt P450 participujicich
na biotransformaci xenobiotik je vétSinou Siroka. Hydro-
xyluji celou Skalu organickych slou¢enin (napt. polutantt,
jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, alifatické
uhlovodiky, polycyklické aromatické nitroslouceniny,
aromatické i alifatické aminy, fenoly, dale pak fadu 1é¢iv
i parafarmaceutik). Naopak vsSak existuji i CYP enzymy,
které hydroxyluji pouze maly pocet substratt. Takovymi
cytochromy P450 jsou enzymy metabolizujici endogenni
slouceniny v eukaryotickych burikach (napft. steroidni hor-
mony**),

Cytochromy P450 mikroorganismi Casto slouzi jako
prvotni enzymy preménujici organické substraty na meta-
bolity vyuzitelné jako zdroj uhliku a energie pro riist
a vyvoj téchto organismi. CYP101 oznacovany také jako
CYPeum (z angl. ,,camphor) je bakteridlni enzym
z Pseudomonas putida metabolizujici kafr, na némz tyto
organismy rostou’"**®’. Zavedenim hydroxylové skupiny
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do skeletu kafru CYP101 se vlastné zahajuje jeho metabo-
lismus. CYP101 hydroxyluje i dalsi substraty véetné poly-
cyklickych aromatickych uhlovodikt. U tohoto enzymu je
zndma nejen jeho primarni struktura (je tvofen 414 amino-
kyselinovymi zbytky), ale pomoci roentgenové strukturni
krystalografie byla uréena i jeho prostorova struktura®°®,
Podobné jako CYP101 zahajuje metabolismus dalSich
xenobiotickych susbtratd (alkand, mastnych kyselin) rodi-
na cytochromi CYP52 exprimovanych v kvasin-
kach Candida maltosa®. Cytochrom P450, ktery hydroxy-
Iuje fenol na katechol, byl detegovan i v kvasince Candida
tropicalis’. A&koliv aminokyselinova sekvence cytochro-
mi P450 se podle rodin enzymu casto li§i vyznamné, pro-
storové usporadani proteinovych molekul je ziejmé velmi
podobné (pfedev§im v aktivnim centru enzymu). N-
terminalni doména eukaryotickych enzymu, ktera je zod-
povédnad za vazbu t&chto proteinii v membranich’ ™,
v cytochromech P450 prokaryotickych organismi chybi.
Oproti vétsing systému cytochromu P450, kde jsou jednot-
livé proteinové slozky (CYP a reduktasy) separatni protei-
ny, které spolu interaguji nekovalentnimi interakcemi, je
v CYP102 (CYPgmas) z Bacillus megaterium komponenta
transportujici elektron pfimou soucasti jednoho proteinu
(tzv. elektron transportujici — reduktasova — doména enzy-
mu). Enzym ma odpovidajici vétsi molekulovou hmotnost,
konkrétng 118 000 (cit.”).

Hydroxylace azobarviv a aromatickych amind
cytochromy P450 je dobfe prozkoumana predev§im
v zivo€iSnych organismech. Modelové byla studovéna
aromatickd aminoazobarviva (pfedev§im karcinogenni
dimethylaminoazobenzen a jeho derivaty) a jeden ze za-
stupcl azobarviv, které neobsahuji aminoskupinu ve své
molekule (karcinogenni azobarvivo Sudan I, 1-fenylazo-2-
hydroxynaftalen)™*"”. Zivo&isné cytochromy P450 podro-
diny 1A jsou majoritnimi enzymy, kterymi jsou azobarvi-
va hydroxylovana (jak na atomech uhliku, tak i dusiku
jejich molekul)”””. Hydroxyderivaty azobarviv jsou pak
konjugovany na slouceniny, které jsou snadno exkretovany
z organismil. V pfipad€ aromatickych aminoazobarviv
nebo aromatickych amini vSak hydroxyla¢ni reakce neve-
dou pouze k jejich detoxikaci. V pfipadé N-hydroxylace
aminoskupin v jejich molekulach dochézi k tvorbé nitreni-
ového nebo karbeniového iontu, které jako silné elektrofily
modifikuji biologicky dalezit¢é makromolekuly, coz vede
k iniciaci nadorovych procestu. Tvorbu téchto derivati
dokonce potencuje i konjugace N-hydroxylovanych meta-
bolitli s aktivnim sulfatem; rozpadem sulfatovych konjuga-
th se totiz nitreniové ionty tvofi jesté ochotngji**”.
V pfipad¢  azobarviv  neobsahujici ~ aminoskupiny
v molekule je aktivace zprostfedkovana bud’ oxida¢nim
Stépenim téchto azobarviv na benzendiazoniovy ion nebo
jednoeletronovymi oxidacemi za vzniku radikala’”’. Spe-
cifické cytochromy P450 hydroxylujici azobarviva
v mikrobialnich butnikach dosud popsany nebyly.

Aromatické nitroslouceniny jsou hydroxylovany
cytochromy P450 na hydroxy-derivaty, které tvoii bud’
konjugaty substituci na hydroxyskupiné nebo jsou dale
pfeménovany dioxygenasami. Cytochromy P450 participu-
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jici na takovych reakcich jsou piedevsim zivocisné
CYPIA, 2B a CYP2EI (cit.””). Jina cesta hydroxylace
existuje u nitro-aromatt, které obsahuji dalsi funkcni sku-
piny (napf. alkylové substituenty). Ty jsou cytochromy
P450 hydroxylacnimi reakcemi oxidacné dealkylovany.
Téchto reakcei se Ui€astni napt. CYP2B a 2E1. Obecné plati,
ze hydroxylacni reakce katalyzované cytochromy P450
vedou k detoxikaci nitro-aromati’”.
2.2. Dioxygenasy

Oxygenasy, které inkorporuji oba atomy kysliku do
molekuly substratu (dioxygenasy), jsou dal§imi enzymy
disimilujicimi xenobiotika. Jedna skupina dioxygenas pro-
dukuje metabolity s inkorporovanymi dvéma atomy kysli-
ku v molekule substratu, aniz pfitom dojde k poskozeni
zakladni struktury slouceniny (napt. zachovava aromatické
kruhy u aromatickych uhlovodiki)®. Druha skupina pak
zavedenim dvou atomi kysliku do substratu zptsobi i roz-
Stépeni aromatickych kruhii metabolizované slouceniny.

2.2.1. Dioxygenasy nestépici aromatické kruhy

Bakterialni dioxygenasy prvé skupiny obsahuji néko-
lik komponent: hydroxylasovou slozku a komponentu(y)
umoziujici transport elektronii. Hydroxylasové slozky
dioxygenas jsou oligomery tvofené z jednoho nebo dvou
typt podjednotek, o, nebo (af), a obsahuji vétsinou [2Fe-
2S] centra, ale i dal$i ionty nehemového zeleza. Ptitom
oba typy kofaktori jsou lokalizovany v podjednotce
a (cit.*%). Molekulova hmotnost podjednotek o a B je
50 000 a 20 000. Aminokyselinova sekvence dioxygenas
kyseliny benzoové, benzenu, toluenu a naftalenu signalizu-
je stejny proteinovy zaklad téchto dioxygenas®. Konzer-
vovanymi aminokyselinami o podjednotky je pét histidi-
ni, dva cysteiny a dva tyrosiny”®. Redoxni [2Fe-2S] centra
téchto dioxygenas jsou pravdépo-
dobné koordinovana dvéma cys-
teylovymi a histidylovymi zbytky
a slouzi jako akceptor elektrond
z komponenty transportujici elek-
trony. Kyslik je v proteinech téchto
dioxygenas vézan na nehemové
zelezo lokalizované v a podjednot-
ce®. Predpoklada se, 7e nékteré
z konzervovanych aminokyselino-
vych zbytkd histidinii a tyrosind,
které neparticipuji na vazbé [2Fe-
28], koordinuji ion tohoto nehemo-
vého Zeleza.

Podjednotky B riznych dioxy-
genas vykazuji mnohem mensi
sekvencni homologii a ptredpokla-
da se, ze do katalytické aktivity
dioxygenasovych enzymi nejsou
pifimo zaclenény Genetické studie
signalizuji, ze B podjednotky mo-
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hou byt dilezité pro substratovou specifitu danych enzy-
mi*. Zda se, 7e katalytické centrum hydroxylasové kom-
ponenty enzymu muze byt lokalizovano mezi o a B pod-
jednotkami, pficemz o podjednotka sméfuje k uhliku sub-
stratu, ktery je oxidovan a podjednotka (3 je dilezita pro
rozpoznani struktury substratu®’.

2.2.2. Dioxygenasy Stépici aromatické kruhy

Substraty dioxygenas Stépicich aromatické kruhy jsou
intermediaty vzniklé zavedenim bud’ dvou hydroxylovych
skupin do aromatického kruhu nebo jedné do struktury
fenolt. Timto mechanismem je v mikroorganismech inici-
ovéana vétSina metabolickych cest vedoucich k degradaci
aromatickych sloucenin. K rozstépeni kruhu aromatickych
dihydroxyderivatl, které jsou vici sobé v ortho poloze,
dochéazi bud’ v intra- nebo v extradiolové pozici. Obrazek 4
ukazuje jako ptiklad S§tépeni aromatického kruhu katecho-
Iu. V ptipadé dioxygenas kyseliny gentisové a homogenti-
sové, vnichz jsou hydroxylové skupiny vazany v para
pozici, dochazi ke S$té€peni kruhu mezi karboxylovym
(nebo acetylovym) substituentem a proximalni hydroxylo-
vou skupinou?®.

Prvni dioxygenasou S$tépici aromatické kruhy, u niz
byla wurena primarni struktura, je katechol 2,3-
dioxygenasa kodovana genem xy/E na TOL katabolickém
plasmidu Pseudomonas putida mt-2 (cit.*). Enzym sesta-
va ze Ctyt identickych podjednotek o molekulové hmot-
nosti 32 000 a obsahuje jeden katalyticky esencidlni ion
Fe** v kazdé podjednotce. Reakénim produktem je semial-
dehyd kyseliny 2-hydroxy-cis,cis-mukonové (nebo jeho
substituovany derivat)®® (obr. 4). Reakce probiha bi-uni
uspofddanym mechanismem. Nejdiive dochazi k vazbé
katecholu, ktera je nasledovana tvorbou ternarniho kom-
plexu vazbou molekuly kysliku. Poté je $t€pen aromaticky
kruh substratu a tvoti se semialdehyd kyseliny 2-hydroxy-
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Obr. 4. Reakce dioxygenas $tépicich aromaticky kruh
katecholu



Chem. Listy 98, 876 — 890 (2004)

cis,cis-mukonové®’.

Substratova specifita uvedené dioxygenasy je pomeér-
n¢ Sirokd. Enzym oxiduje tadu alkyl- a chloro- derivati
katecholu. 4-Ethylkatechol je sebevraZzednym substratem
enzymu, jenz je jim inaktivovan oxidaci dvojmocného
7eleza na Zelezo trojmocné®. Ctyfi katechol 2,3-di-
oxygenasy z Pseudomonas, jedna dioxygenasa 1,2-di-
hydroxynaftalenu a tfi dioxygenasy 2,3-dihydroxybifenylu
jsou &leny stejné genetické ,,superrodiny* (cit.*®). Naproti
tomu katechol 2,3-dioxygenasa z Alcaligenes eutrophus je
z hlediska aminokyselinové sekvence zna¢né odlisna a je
zatazena do jiné proteinové rodiny®’.

Extradiolové $tépeni bylo rovnéz zjisténo u jiné slou-
Ceniny, protokatechatu. Protokatechat 4,5-dioxygenasa,
ktera takové $tépeni katalyzuje, je tvofena dvéma podjed-
notkami o a B o molekulové hmotnosti 18 000 a 34 000
s kvarterni strukturou (ap),Fe’" (cit.”®). Primarni struktura
podjednotek je odlisnd od podjednotek katechol 2,3-di-
oxygenasy, i kdyz byla zjisténa pribuznost mezi podjed-
notkou B a obdobnou podjednotkou katechol 2,3-dioxy-
genasy z Alcaligenes eutrophus.

Na rozdil od dioxygenas vyse uvedeného typu obsa-
huji dioxygenasy katalyzujici intradiolové Stépeni aroma-
tického kruhu jako prosthetickou skupinu nehemové Ze-
lezo, které neni vazano v molekule pies atomy siry®®. Ka-
techol 1,2-dioxygenasy mnoha mikroorganismil jsou slo-
zeny z podjednotek o a B rozdilného aminokyselinového
slozeni, uspofadanych jako (a,p-Fe'"),, nékteré dioxyge-
nasy jinych mikroorganismti jsou tvofeny jednim polypep-
tidem (ao-Fe®"),,. Existuji rovnéz enzymy obsahujici riizné
kombinace obou podjednotek’. Katechol 1,2-dioxygenasy
tohoto typu (oznacované jako katechol 1,2-dioxygenasy I)
maji nizkou aktivitu vii¢i chlorokatecholu. Degradaci této
latky katalyzuje chlorokatechol 1,2-dioxygenasa (nékdy
oznacovana také jako katechol 1,2-dioxygenasa II). Tento
enzym ma $irSi substratovou specifitu. Z podobnosti ami-
nokyselinové sekvence vyplyvd, Ze je evoluéné blizky
katechol 1,2-dioxygenase I (cit. *%).

Dalsi sekventné pfibuznou dioxygenasou je protoka-
techat 3,4-dioxygenasa. Aktivni centrum enzymu je lokali-
zovéano v prostoru mezi dvéma strukturdlné¢ podobnymi
podjednotkami. Ion trojmocného Zeleza je koordinovan
v podjednotce B dvéma zbytky tyrosinu a dvéma histidiny,
pata koordinacni pozice Zeleza je obsazena molekulou
vody. Naproti tomu podjednotka o Zelezo neobsahuje.
Enzym této skupiny, pfitomny v Brevibacterium fuscum,
byl uZit k detailn&j$im studiim mechanismu ptlisobeni dio-
xygenas. Ctyfi aminokyselinové ligandy a pravdépodobné
jeden hydroxylovy ion koordinuji Fe*" volného enzymu.
Po vazbé substratu do aktivniho centra dochazi k uvolnéni
hydroxylového iontu a jednoho histidylového ligandu.
Biatomickd molekula kysliku poté atakuje aktivovany
aromaticky kruh substratu, coz vede k zavedeni obou ato-
mi kysliku do struktury substratu®.

Katechol 1,2-dioxygenasa, participujici na degradaci
fenolt intradiolovym §tépenim hydroxylovaného produktu
fenolu, katecholu, byla identifikovana i v bunkach kvasi-
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nek Candida tropicalis a Trichosporon cutaneum®. En-
zym z Candida tropicalis vykazuje podobné vlastnosti
jako katechol 1,2-dioxygenasy I a Il z Pseudomonas sp.
B13 (cit.”).

2.3.Komponenty
oxygenasovych
transportujici

viceslozkovych
systémi
elektrony

2.3.1. Slozky systéemit cytochromu P450 transportujici
elektrony

Nepostradatelnou slozkou mikrosomalniho systému
cytochromu P450 eukaryotickych organismt, slouzici
k transportu elektronti, je NADPH:CYP reduktasa. Jedna
se o enzym s molekulovou hmotnosti kolem 80 000
(cit.”*). Soucasna piitomnost FAD a FMN v molekule en-
zymu umoziiuje pisobit jako dé¢li¢ elektronového paru
a redukovat tak cytochrom P450 v sekvenéné oddélenych
krocich (tzv. prvni a druhd redukce cytochromu P450,
obr. 3). Zdrojem redukénich ekvivalenti je pak dalsi koen-
zym této reduktasy, NADPH. NADPH:CYP reduktasa je
tvofena hydrofilni doménou, kterd sméfuje vn€ membrany
endoplazmatického retikula. Tato ¢ast proteinové moleku-
ly enzymu neumoziuje jeho interakci s cytochromy P450,
vykazuje vS§ak NADPH:cytochrom ¢ reduktasovou aktivi-
tu. Hydrofobni doména enzymu slouZzi k ukotveni enzymu
v membrané a k tvorbé funkéniho enzymového systému
s cytochromem P450. Detailn¢ je funkce tohoto enzymu
popsana v kapitole 3.3.

Druhou redukci v reakénim cyklu systému cytochro-
mu P450 miaze zprostiedkovat 1 jind reduktasa,
NADH:cytochrom bs reduktasa, kterd tak v tomto kroku
zastoupi NADPH:CYP reduktasu. I v ptipad¢ tohoto enzy-
mu jde o flavinovy protein, podobné€ jako je tomu u jinych
slozek oxygenasovych systému transportujicich elektrony,
ale na rozdil od nich vyuziva jako koenzymu NADH
(c it.29’30’34).

Neékteré mitochondridlni a bakteridlni cytochromy
P450 vyuzivaji systémy transportujici elektrony, tvorené
dvéma riznymi proteiny. Jeden obsahuje [2Fe-2S] ferredo-
xin a druhy je flavoproteinem. V systému CYP101
(CYP.am) jsou tyto dva proteiny oznaceny jako putidaredo-
xin a NADH:putidaredoxin reduktasa. Putidaredoxin pfena-
§i elektrony z NADH:putidaredoxin reduktasy k CYP101.
NADH tohoto systému redukuje FAD na FADH, a FADH,
nasledné redukuje redoxni centrum [2Fe-2S] putidaredoxi-
nu. Redukce hydroxylasové slozky systému (CYP101) je
zprostfedkovana redukovanym putidaredoxinem, ktery
interaguje s povrchem proteinové molekuly CYP101. Za
zasadni jsou povazovany elektrostatické interakce mezi
karboxylovymi skupinami pfitomnymi na povrchu puti-
daredoxinu se zbytky argininu a lysinu na povrchu
CYP101 (cit.”). Uvedeny systém je podobny slozce
transportujici elektrony v enzymovém systému mito-

chondrii, jejiz soucasti jsou adrenodoxin
a NADH:adrenodoxin reduktasa®.
Komponentou transportujici elektrony v systému
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cytochromu P450,., z Streptomyces carbophilus je také
NADPH:CYP, reduktasa obsahujici FMN a FAD. Je tedy
podobna eukaryotickym reduktasam tohoto typu, ovSem na
rozdil od nich ma niz§i molekulovou hmotnost (51 000)
(cit.”).

Unikétnim pfipadem je pak slozka transportujici elek-
tron CYP102 (CYPgm.3) z Bacillus megaterium. Ten je
totiz tvofen dvéma doménami, terminalni oxidasou
cytochromem P450 i NADPH:cytochrom P450 redukta-
sou, které jsou zde soucasti jednoho proteinového fetéz-
ce’™’. V eukaryotickych buiikach takovy typ enzymového
systému cytochromu P450 dosud nebyl identifikovan.

2.3.2. Elektron-transportujici systémy dalsich oxygenas

Komponenta transportujici elektron fady dioxygenas
(napf. dioxygenasy benzenu a toluenu) a hydroxylas alka-
ni je tvofena dvéma odlignymi proteiny®. Prvnim je flavo-
protein vykazujici NAD(P)H:akceptor reduktasovou akti-
vitu, druhym pak feredoxin. Flavoproteinové slozka obsa-
huje vétsinou dvé konzervované oblasti, jednu v blizkosti
N-konce proteinové molekuly a druhou lokalizovanou
uprostfed fetézce. Ta obsahuje NADH- nebo FAD-
vazebny Bof3 motiv.

Dalsi typ komponent se vyskytuje jak u dioxygenas
(napt. dioxygenasy kyseliny benzoové), tak v monooxy-
genasach (napf. multislozkové fenolhydroxylasy nebo
methanmonoxygenasy, MMO). Ty jsou tvofeny jednim
proteinovym fetézcem, ktery zprostfedkovava prenos elek-
troni z NADH na hydroxylasovou slozku systému®*®.
Primérni struktury té€chto komponent obsahuji mnoho kon-
zervovanych usekl, tyto proteiny si jsou tedy navzajem
velmi podobné. Jejich N-terminélni sekvence jsou blizké
ferredoxinim a C-termindlni fetézce ferredoxin:NADP
reduktasam chloroplastii*®®. Navic sekvence participujici
na transportu elektrontl, ktera je silné konzervovana, obsa-
huje vazebné domény pro NAD(P)H a FAD. Tato protei-
nova Cast je podobna vazebnym doménam pro flaviny
a NADPH v NADPH:CYP reduktasach®.

Alkanhydroxylasa z Pseudomonas putida (oleo-
vorans) je tiislozkovym proteinovym systémem. Pfenos
elektrontt z NADH k aktivnimu centru membranové vaza-
né hydroxylasové slozky systému je zprostiedkovan
NADH:rubredoxin reduktasou o molekulové hmotnosti
41000 (cit>*®) a rubredoxinem (18 000) (cit.”®).
NADH:rubredoxin  reduktasa je velmi podobna
NADH:putidaredoxin reduktase systému cytochromu P450
CYPI101 a flavoproteinovym oxidoreduktasam jako jsou
glutathionreduktasa, p-hydroxybenzoathydroxylasa a lipo-
amiddehydrogenasa®.

2.4. Peroxidasy

Vyznamnou skupinu enzymil, které jsou efektivni
v biotransformaci fenold, azobarviv a redukénich metabo-
lith nitro-aromati ¢i azobarviv, aromatickych amind, re-
prezentuji peroxidasy. Peroxidasy redukuji peroxid vodiku
(nebo jiné peroxidy) za soucasné oxidace dalsi slouceniny
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(endogenni latky nebo xenobiotika). Funkei spole¢nou pro
vSechny peroxidasy je schopnost detoxikovat H,0O,, zatim-
co spektrum oxidovanych sloucenin je velmi Siroké. Svou
Sirokou substratovou specifitou se peroxidasy blizi monoo-
xygenasovému systému obsahujicimu cytochrom P450.
Substraty mohou byt latky organické i anorganické. Mezi
nejlepsi substraty peroxidas lze fadit pravé fenoly a dale
rovn&z aromatické aminy®"**'%’. Peroxidasy jsou bohaté
zastoupeny predevs§im v rostlinné fisi a v niz8ich houbach,
méné pak v tkanich zivocichl a mikrobialnich buikach.

Typickou vlastnosti peroxidas je schopnost katalyzo-
vat velké mnozstvi riznych typt reakei [klasické peroxida-
sové redoxni reakce (vedouci k dehydrogenaci), halogena-
ce a dehalogenace, oxidace halogenid, oxida¢ni konden-
zace aromatickych amint, oxida¢ni polykondenzace feno-
lu a jeho derivati, degradace lignint, dekarboxylacni reak-
ce, oxidaéni §tépeni azoskupiny (vznik diazoniového ion-
tu), disproporcionace peroxidu vodiku katalyzovana pero-
xidasami a nedavno nalezenou katalasou-peroxidasou,
oxygenace a hydroxylace].

Peroxidasy jsou vét§inou hemoglykoproteiny®’, je-
jichz prosthetickou skupinu tvoii obvykle ferriprotoporfy-
rin IX. Zelezo této skupiny ma oxidaéni &islo III a je pen-
takoordinované'®"'?, pii¢emz paty ligand tvoii dusik histi-
dylového zbytku proteinové ¢asti enzymu (obr. 5). Existuji
peroxidasy s pozménénym porfyrinovym skeletem, v ji-
nych porfyrinovy skelet dokonce chybi. Takové peroxida-
sy obsahuji napf. ionty manganu (Mn?") nebo vanadu (V")
(cit.*"). Prave podle charakteru aktivniho mista jsou pero-
xidasy Clenény do tii skupin — hemové peroxidasy, va-
skupina peroxidas, jejichz katalytické centrum obsahuje
hem.
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Obr. 5. Reakéni cyklus peroxidas za icasti peroxidu vodiku
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Obsah glykosidicky vazanych sacharidid se u jednotli-
vych peroxidas velmi li§i a dosahuje az 30 % z celkové
molekulové hmotnosti.. Relativni molekulovd hmotnost
funkénich peroxidas se pohybuje vrozmezi 42 000-—
158 000.

O peroxidaséach je zndmo, Ze se vyskytuji ve velkém

mnozstvi forem (pravdépodobné isoenzymu). Napriklad
kfenova peroxidasa (HRP — horseradish peroxidase) se
vyskytuje ve ¢trnacti formach, laktoperoxidasa v Sesti az
deseti, myeloperoxidasa ve tiech'”. Jsou-li tyto formy
skute¢nymi isoenzymy, které jsou dany i geneticky podmi-
nénymi rozdily v primarni sekvenci aminokyselin, nebo
jsou to formy vzniklé posttranslaénimi modifikacemi, neni
znamo. Dokonce se zvazuje, nejedna-li se i o arteficialni
rozdily zpusobené extrakci, izolaci ¢i zplisobem stanove-
ni'®. T kdyz peroxidasy vykazuji pomérmné nizkou sekvenc-
ni homologii, obsahuji konzervované useky, které umoz-
fiuji velmi podobné usporadani tercidrni struktury téchto
enzymt, resp. predevsim jejich katalyticky aktivni domé-
ny*'.
V bunkéach rostlin a plisni hraji peroxidasy vyznam-
nou roli pfi vSech oxidacné-kondenzacnich procesech, tj.
pfedevsim v procesech lignifikace. Pti ristu bunééné stény
jsou do ni vazany monomery, které se prostiednictvim
peroxidasy fetézi, poté zesituji, a tak formuji matrix bu-
nécné stény. Jiné peroxidasy (ligninperoxidasa, mangan-
peroxidasa) maji schopnost lignin depolymerovat. Tyto
enzymy jsou sekretovany dfevokaznymi houbami (napf.
Phanerochaete chrysosporium)'®. Peroxidasy jsou uéinné
v pfemén¢ fady substrati vcetné xenobiotik jako jsou na-
pfiklad benzo(a)pyren, pyren, benz(a)anthracen, anthracen,
fenoly, polychlorované fenoly, azobarviva, Remazol Bril-
liant Blue R*"*?1:1%,

Zajimavymi enzymy jsou tzv. katalasy-peroxidasy.
Radi se sice do skupiny katalas, ale vyznaduji se peroxida-
sou aktivitou, kterd je u téchto enzymi vyssi nez jejich
aktivita katalasova'”’. Jsou schopny jednoelektronovych
oxidaci tfady xenobiotickych substratd, predev§im latek
fenolickych. Reakce probihd podle rovnice typické pro
vétSinu peroxidas:

H202 + 2HA — 2H20 + ZA.

Katalasy-peroxidasy byly izolovany jak
z prokaryotickych bunék (napt. Escherichia coli, Chroma-
tum vinosum, Klebsiella pneumoniae, Rhodobacter capsu-
lans), tak i bun€k eukaryotickych (dosud dva zastupci,
Septoria tritici a Penicilium simplicissimus)'”’. Tyto he-
mové enzymy se vétSinou vyskytuji ve formé homodimeri
o molekulové hmotnosti v rozmezi 150 000 az 200 000
(cit.'").

Katalyticky cyklus peroxidas je zahdjen vazbou H,O,
nebo jiného peroxidu (ROOH) na nativni peroxidasu, pfi-
¢emz se enzym aktivuje (obr.5). Vznikd Sloucenina I
(pfipadné Sloucenina ES), ktera je o dva oxidacni ekviva-
lenty nad nativnim enzymem®'. Tato sloudenina nese akti-
vovany kyslik. Struktura tohoto aktivovaného stavu enzy-
mu je z klasického chemického pohledu dosti neobvykla.
Atom kysliku je v ni kovalentné vazan jako Sesty ligand
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hemového Fe s formalnim oxida¢nim c¢islem IV a druhy
oxidacni ekvivalent je pfitomen ve formé ferrylporfyrino-
vého m-kation radikalu (v ptipadé Slouceniny I) nebo na
aminokyselinovém zbytku proteinu, nejcasteji Trp a Tyr (v
pripadé Slougeniny ES) (cit.*', obr. 5). P¥itomnost reaktiv-
niho radikalu je pravdépodobné pfic¢inou nestability Slou-
Ceniny I a jeji kratké doby zivota (v fadech sekund az mi-
nut) v zavislosti na druhu peroxidasy. Stabilita Slou¢eniny
1 zavisi také na koncentraci HyO,. V nepfitomnosti reduk¢-
niho substratu je peroxidasa velkym mnoZstvim peroxidu
degradovéna®'.

Reakci Slouceniny I (piipadné ES, cit.’') se substra-
tem (donorem elektront) vznika Slougenina II (cit.'*"'*?%)
aradikdl substratu. Elektronem vytrzenym z molekuly
substratu se doplni deficit na porfyrinovém skeletu nebo
na aminokyselinovém zbytku peroxidasy. Bylo zji§téno, ze
Sloucenina I oxiduje substrat 10—100% rychleji nez Slou-
&enina II (cit.'®). Cyklus se uzavira reakci Slouceniny II
s dal$i molekulou substratu, pti¢emz se obnovi peroxidasa
v zakladnim, nativnim stavu (obr. 5).

Radikaly vzniklé jednoelektronovou oxidaci substratu
jsou obvykle rychle uvolnény z vazebného mista peroxida-
sy volné do roztoku, kde reaguji podle prostiedi, ve kterém
se vyskytuji. A to nejcastéji za vzniku polymeracnich nebo
oxidacnich produktli podle rovnic:

2 AH — AH-AH
2AH — A + AH,

2AH — A-A + H,

Peroxidasovy cyklus odpovidad modifikovanému ping-
pongovému mechanismu, které¢ho se Gicastni dvé molekuly
redukéniho a jedna molekula oxida¢niho substratu. Oxida-
ce substratu (AH,) peroxidasami je zprostfedkovana dvé-
ma jednoelektronovymi prenosy. Existuji vSak vyjimky.
Bylo totiz zjisténo, Ze napt. jodidy jsou oxidovany Slouce-
ninou I thyroidperoxidasy reakci pfendSejici dva elektrony.
V tomto ptipadé neni Sloucenina II intermediatem reakce,
ale po uvolnéni oxidovaného substratu je peroxidasa obno-
vena rovnou do svého zékladniho stavu. Podobné mohou
byt oxidovany i aromatické sulfidy na sulfoxidy’'.

Oxidace fenoli, azobarviv a aromatickych amind
tvofenych téz redukci nitro-aroméatl ¢i azobarviv, peroxi-
dasami jsou v literatuie detailné popsany. Oxida¢ni reakce
mohou vést jak k detoxikaci xenobiotika, tak i k tvorbé
toxictéjsich sloucenin. Piikladem takovych latek jsou napf.
azobarviva dimethylaminoazobenzen a Sudan I ¢i aminy
benzidin a 2-naftylamin, které jsou peroxidasami aktivova-
ny na metabolity iniciujici v zivo€iSnych organismech
nadorové procesy'%.

Z poznatkt ziskanych v experimentech in vitro vyply-
va, ze peroxidasy mohou byt vysoce ucinné
v dekontaminaci zivotniho prostfedi znecisténého slouce-
ninami, o jejichz metabolismu pfedkladany c¢lanek infor-
muje. Uvedené slouceniny (fenoly, aromatické aminy,
azobarviva) jsou oxidovany na volné radikaly nebo na
chinony a chinoniminy?"'%'%~""' Tyto reaktivni oxidacni
produkty poskytuji oligomery nerozpustné ve vodé, které
mohou byt snadno odstrafiovany. V praxi jiz byly dokonce
peroxidasy uzity pfi dekontaminaci pid obsahujicich né-
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které studované noxy, jmenovité fenoly a aromatické ami-
ny. V pidnim prostredi se totiZ oligomerni produkty vazou
na humus, ¢imz vyrazné klesa toxicita vychozich latek.
Stejné reakce byly také testovany pii dekontaminaci pid-
nich sedimentl. Zpétné uvolnovani detoxikovanych polu-
tantl z oligomerd nebo humusu probiha jen ve velmi ma-
1ém méfitku, proto by oxidacni reakce mohly byt snadnym
a bezpeénym zpisobem dekontaminace''”'"*. Oxida¢ni
reakce zprostiedkovavané peroxidasami by mohly byt
vyuzivany i pro odstranéni fenolli a aromatickych amind
z vodnych roztokt (odpadnich vod).

3. Enzymy biotransformujici cizorodé latky
redukénimi reakcemi

Redukéni reakce participuji na biotransformaci xeno-
biotik v men$i mife neZ reakce oxidacni. S tim souvisi
i skutecnost, Ze rovnéz enzymy katalyzujici redukéni reak-
ce jsou daleko mén¢ charakterizovany. Jejich identifikace
a charakterizace v§ak nabyvaji v posledni dobé na vyzna-
mu. Je tomu tak proto, Ze pro nitro-aromaty (popf. néktera
azobarviva) redukéni reakce reprezentuji vyznamnou cestu
jejich metabolismu. Z reduktas eukaryotickych organis-
md jsou prozkoumany predevSsim enzymy zivocCiSné.
Majoritni podil na redukci nitro-aromatli a azobarviv
maji cytoplazmatické enzymy, flavoproteiny xanthinoxi-
dasa a DT-diaforasa [NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa],
v mensi mife pak aldehydoxidasa, ddle membranové enzy-
my NADPH:CYP reduktasa a céstecn¢ aktivni jsou
i cytochromy P450 (cit.”>'"?).

3.1.NAD(P)H:chinonoxido-
reduktasa (DT-diaforasa)

Cytoplazmaticky enzym NAD(P)H:chinonoxido-
reduktasa je flavoprotein katalyzujici dvouelektronové
redukce chinonti a chinoidnich sloucenin na hydrochinony
(bez tvorby radikalovych meziproduktii). Jako donor elek-
troni muze vyuzivat s obdobnou efektivitou NADH
i NADPH (cit.'"®). Enzym je homodimer, v kazdém aktiv-
nim centru ma jednu prosthetickou skupinu FAD. Obé¢
identické podjednotky jsou v ,head-to-tail“ usporadani
a kazdé aktivni centrum je tvoteno ¢asti jedné i druhé pod-
jednotky''S.

Chinoidni slouceniny, vznikajici naptiklad biotrans-
formaci benzenu ¢i benzo[a]pyrenu, se mohou kovalentné
vézat na DNA, RNA nebo proteiny. Uéastni se také jedno-
elektronovych oxida¢né-redukénich pochodii vedoucich
k tvorbé oxidativniho stresu''''®. Vedle redukce chinond
redukuje NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa rovnéz jina
nizkomolekularni xenobiotika, kupfikladu nitroslouceniny
a azobarviva'".

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa je inducibilnim enzy-
mem. Existuje Sirokd paleta strukturné odlisnych sloucenin
majicich  schopnost  indukovat ~ NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktasu, a tim chrénit organismy pfed toxickymi
efekty fady xenobiotik. Jedna se predevSsim o 1,1’-azo-
naftaleny, analogy azobarviv Sudanu I a Sudanu III, kuma-
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riny, flavonoidy, polycyklické aromatické uhlovodiky, slou-
Ceniny obsahujici ve své molekule siru, fenolické antioxi-
danty a dal§i'". Pfesny mechanismus indukce NAD(P)H:
chinonoxidoreduktasy nebyl dosud zcela objasnén; existence
ruznych gent v potkanich i lidskych jatrech svédci o pritom-
nosti nasobnych forem enzymulzo. NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktasy patii spolu s cytochromy P450 1A1 a 1A2
mezi enzymy indukované prostfednictvim Ah receptoru.

vvvvvv

dukei tohoto enzymu napiiklad polycyklické aromatické
uhlovodiky a azobarviva''®. Antiestrogeny (napf. tamoxi-
fen) stimuluji expresi NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy
prostfednictvim receptoru specifického pro estrogeny'”’
a nékteré induktory (napf. tert-butylhydrochinon) k induk-
ci NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy intracelularni receptor

nepotiebuji'"’.

3.2. Xanthinoxidasa

Xanthinoxidasa je flavoprotein obsahujici ionty mo-
lybdenu a zeleza katalyzujici oxidac¢ni hydroxylaci fady
aromatickych heterocyklickych sloucenin (z endogennich
sloucenin hlavné xanthin a hypoxanthin, ddle pak NADH)
a aldehydi. V organismech se ucastni predev§im odboura-
vani purinovych bazi. Z purinli se nejdfive odstépuje ribo-
sa a uvolnény guanin je deaminovan na xanthin. Ten je
substratem xanthinoxidasy, kterd ho hydroxyluje na uhliku
C8 za vzniku kyseliny mocové'?'.

Eukaryotickd xanthinoxidasa je homodimer o mole-
kularni hmotnosti 130 000. Kazdy monomer obsahuje
nekolik funkénich domén (n€kolik systémt pfenasejici
elektrony); dvé domény jsou koordinovany [Fe,S;]
klastrem, dalsi je doména flavinova. Posledni dvé domény
pritomné v molekule enzymu jsou proteinové oblasti vaza-
jici dva ionty molybdenu jako kofaktoru. Cely tento kom-
plex cyklicky piechazi z plné oxidovaného stavu (Mo"")
do redukovaného stavu, Mo'", cit.m).

Xanthioxidasa je cytoplazmaticky enzym exprimova-
ny v mnoha tkanich obratlovct, nejvice v jatrech. V jaterni
tkani se enzym vyskytuje téz ve formé xanthindehydroge-
nasy, ktera vykazuje obdobnou enzymovou aktivitu. Vedle
endogennich subtratti metabolizuje xanthinoxidasa i xeno-
biotika. Komplexni flavinovy systém xanthinoxidasy
(existence semichinoidnich forem isoalloxazinovych ¢asti
flavinovych prosthetickych skupin, iontlh Mo a Fe, obr. 6)
zabezpecuje jeji efektivni participaci na redukci fady xeno-
biotik (napf. nitroaromatir)'*'.

Cytoplazmaticka xanthinoxidasa redukuje polycyklic-
ké aromatické nitroslouceniny (napf. mono- a dinitropyre-
ny, nitroareny, 3-nitrobenzanthron, 2-nitroanisol, nitrofe-
noly, nitrotolueny)''*'****" Naproti tomu DT-diaforasa
byla urcena za majoritni enzym redukujici nitro-arométy
prirodniho piivodu, aristolochové kyseliny'>>'%.

3.3.NADPH:cytochrom P450
(CYP) oxidoreduktasa
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Obr. 6. Redukce xanthioxidasy prostiednictvim NADH (pfevzato z cit.

kujici fadu xenobiotik patii enzym lokalizovany
v membranach endoplazmatického retikula, obsahujici oba
znamé zastupce flavinovych kofaktorti, FMN i FAD, jme-
novit¢ NADPH:CYP oxidoreduktasa (NADPH:CYP re-
duktasa). Tento enzym, membranoveé vazany ,,zluty pro-
tein®, je slozkou monooxygenasového systému cytochro-
ma P450, ktery katalyzuje pfenos elektroni z NADPH na
vSechny znamé formy cytochromu P450 (cit."*") (v daném
organismu je jedna forma NADPH:CYP reduktasy schop-
na spolupracovat s vice formami CYP). Pfenos elektront
byl popsan také na cytochrom c, cytochrom bs, hem oxy-
genasu, ferrikyanid, elongasu mastnych kyselin a dal3i'*®.

NADPH:CYP reduktasa ma dvé funkéni domény,
hydrofobni N-terminalni (6000), kterou je zakotvena
v membrang, a hydrofilni C-terminalni doménu (72 000)
12 Uginkem pankreatické proteasy trypsinu Ize solubilizo-
vat C-terminalni doménu, ktera je ¢aste¢né funkéni: je
schopna pfenaset elektrony na cytochrom c a nékteré arte-
ficialni akceptory elektrond, cytochrom P450 jiz ale redu-
kovat nedokaze'*’.

C-termindlni funkéni doména se sklada z FMN-
a FAD-vazebné strukturni domény, ,.spojovaci® struktura
umisténa mezi FMN- a FAD-vazebnou doménou pak zod-
povida za spravnou prostorovou orientaci obou struktur-
nich domén. FAD a FMN skupiny se vzajemné nepiekry-
vaji, jsou v kontaktu prostfednictvim 7- a 8-methylovych
skupin isoalloxazinovych kruhtl, které lezi t€sné u sebe a
sviraji thel zhruba 150°. Pfenos elektrond mezi flaviny je
tedy patrné pfimy, neni zprostiedkovany zbytkem amino-
kyseliny, a proto je tento prenos pomérné rychly'?.

FAD-vazebnd doména je zodpovédnd za (neko-
valentni) vazbu NADPH; pozitivné nabité aminokyseliny
(arginin, lysin) vmist¢ vazby NADPH interaguji
s negativné nabitou fosfatovou skupinou v poloze 2’ ribo-
sy, kterou se tento koenzym li§i od NADH, a zpiisobuji tak
neobvykle vysokou selektivitu NADPH:CYP reduktasy
viigi NADPH (cit.'*).
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FMN-vazebna doména je zodpoveédna za pienos elek-
tronll na akceptorovou molekulu (cytochrom P450 nebo
cytochrom c). Pyrimidinova strana isoalloxazinového kru-
hu FMN se nachédzi v blizkosti povrchu enzymu a je tak
snadno dostupna. Elektrony tedy opoustéji NADH:CYP
reduktasu ztéto strany FMN skupiny a jsou pfijimany
hemem akceptorové molekuly. FMN vazebna doména
proto zprostfedkovava interakci s akceptorovou molekulou
(cytochromem P450 nebo cytochromem c).

Interakce mezi NADPH:CYP reduktasou a cytochro-
mem P450 jsou predevsim elektrostatické povahy — kladné
nabity povrch cytochromu P450 (lysiny, argininy) intera-
guje se zaporné nabitym povrchem NADPH:CYP reduk-
tasy (aspartat, glutamat). Dale se uplatiiuji také hydro-
fobni interakce mezi nepolarnimi aminokyselinami
(leucin, tryptofan, valin) v oblasti membranovych domén
NADPH:CYP reduktasy a cytochromu P450 (cit.'?’).

Funkce NADPH:CYP reduktasy jako délice elektro-
nového paru byla vysvétlena na zakladé€ rozdilnych redox-
nich potenciald obou flavinovych prosthetickych sku-
pin"***! Akceptorem elektrond (resp. atomi vodiku) od
NADPH je FAD, ktery elektrony néasledné predava FMN.
Za jednoelektronovou redukci akceptorové molekuly —
cytochromu P450 — je (v pfipadé savéi NADPH:CYP
reduktasy) zodpovédny zcela redukovany hydrochinon
FMNH, (viz. schema 1).

Vzhledem k tomu, Ze NADPH:CYP reduktasa
a cytochromy P450 jako soucasti MFO systému spolu
velmi uzce ,,spolupracuji* pfi biotransformaci xenobiotik
i eobiotik, nekteré ze sloucenin majicich schopnost indu-
kovat cytochromy P450 indukuji souc¢asné¢ i NADPH:CYP
reduktasu, vétSinou vSak v mensi mife. Doposud nebylo
prokazano, zda k indukci NADPH:CYP reduktasy docha-
zi stejnymi mechanismy (prostfednictvim stejnych recep-
tort) jako pii indukci cytochromu P450. NADPH:CYP
reduktasu indukuji napf. 3,3°,4,4’-tetrachlorbifenyl'*
a n&které dimethylsiloxany'*. Dale byla zvysena aktivita
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NADPH P450gep

FMNH FMNH FMNH, FMNH
FAD FADH, FADH FADH
1e”  NADP* 3e 3" P450,  2e
Schema 1

NADPH:CYP reduktasy stanovena v jaternich, ledvinnych
a plicnich mikrosomech u potkanti vystavenych ctyityden-
ni inhalaci zplodin motorovych vozidel'**.

NADPH:CYP reduktasa je v ramci fylogenese velmi
konzervovany enzym. NADPH:CYP reduktasy z riznych
mikrobidlnich, rostlinnych a ZivociSnych druht vykazuji
vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (napf.
lidsk4 a potkani forma maji sekvencni homologii 92 %,
pfi¢emz nejvice odliSnosti v aminokyselinové sekvenci se
nachazi v N-terminalni ,kotvici® oblasti, zatimco FMN-
vazebna doména je u obou forem téméf shodna'*’. Tento
fakt ukazuje na vyznamnou roli tohoto enzymu v prib¢hu
evoluce'.

Vedle endogennich substrati (cytochrom P450,
cytochrom ¢) NADPH:CYP reduktasa redukéné metaboli-
zuje i nizkomolekularni substraty vcéetné cizorodych la-
tek. Substraty tohoto enzymu jsou napf. 1,8-dinitro-
pyren''*, 3-nitrobenzanthron'?, aristolochové kyseliny'"’,
dimethylaminoazobenzen''"* a jeho metabolit, methylami-
noazobenzen''*. Cizorodé substraty interaguji s doménou
proteinové molekuly enzymu, na kterou je vdzan koenzym,
NADPH, a ktera je lokalizovand na opacné stran¢ od
N-konce proteinové molekuly enzymum.

Také v pripadé samotnych cytochromt P450 byla
zjisténa jejich redukéni aktivita vi¢i nitroaromatim 1-, 2-
a  4-nitropyrenu''*,  6-nitrochrysenu''®,  3-nitrobenz-
anthronu'” a aristolochovym kyselinam'>’ i azobarvivu
dimethylaminoazobenzenu”. Aktivni v takovych reakcich
jsou predevsim zivocisné enzymy podrodin CYP1A, 2B,
2D a 3A.

Redukce nitro-aromatd patii mezi majoritni reakce
biotransformace téchto sloucenin také u mikroorganismti.
Z mikroorganismil jsou v redukci nitro-aromatd efektivni
napt. Pseudomonas aeruginosam, P. vesicularis'®, P.
pseudoalcaligenes'', Rhodococcus erythropolis™*, Nocar-
dioides sp. CB22-2 (cit.'*), aktinomycety a streptomyce-
ty'**. Redukénimi reakcemi vznika plejada metabolitd,
v nichz jsou nitroskupiny postupné redukovany na ami-
noskupiny. Dochazi rovnéz k denitrozaci. V tomto piipadé
je vsak otazkou, zda probiha reakcemi redukénimi €i oxi-
dac¢nimi. Na rozdil od Zivocisnych organismi je identifika-
ce enzyml zodpovédnych zaredukéni reakce v mikro-
organismech teprve v pocatcich. V soucasnosti jsou ve
vétsin€ pfipadli oznaCovany pouze jako reduktasy, u kte-
rych neni specifita detailné prozkoumana. Absence po-
znatkl o téchto enzymech je tedy vyzvou pro jejich inten-
zivni studium.
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4. Zavér

Poznani komplexnich procest probihajicich pii biode-
gradaci 1 pfi tvorbé toxickych (karcinogennich) derivath
Ctyt skupin kontaminant zivotniho prostiedi (fenold, nitro-
aromatil, aromatickych aminl a azobarviv) je pfedmétem
grantovych projektd feSenych v naSich laboratotich. Du-
vod je zfejmy. Detailni rozlusténi takovych procesti by
mohlo byt vyuzito pro odstrafiovani polutanti
z kontaminovanych slozek zivotniho prostfedi nebo
k zabranéni reakci iniciujicich procesy nadorového bujeni
v organismech vcetn¢ Cloveéka. Zvlastni zfetel je nutno
klast nejen na poznani majoritnich enzymi metabolizuji-
cich uvedené polutanty, ale i na studium vzdjemného
ovlivnéni jednotlivych enzymi v procesu biodegradace,
jejich inhibici (modulaci) samotnymi noxami a jejich smé-
si. Poznani metabolickych reakci a enzymu, které je kata-
lyzuji, je stézejni pro biotechnologické konstrukce kmenii
mikroorganismu cilené exprimujicich rekombinantni enzy-
my téch organismu, které nejefektivnéji biodegraduji stu-
dované polutanty. Limitujici je i pro pfipravu smésnych
bioreaktort vyuzitelnych v praxi.
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Fermentation Chemistry and Bioengineering, Institute of
Chemical Technology, Prague): Study of Enzymes Me-
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Modulating Their Biodegradation

Enzymes participating in oxidation and reduction of
environmental pollutants such as phenols, azo dyes, ni-
troaromatics and aromatic amines are reviewed. Monooxy-
genases, enzymes, incorporating one atom of dioxygen
into the molecule of substrate, consist of two groups. One
of them includes enzymes containing flavins as prosthetic
groups, while members of the other group are mixed-
function monooxygenases containing heme enzyme cyto-
chrome P450 as a terminal oxidase. Both types of enzymes
play a major role in oxidation of xenobiotics in animals
and microorganisms, while an additional group of heme
enzymes, peroxidases, play a minor role. Dioxygenases
utilizing both atoms of a dioxygen molecule are efficient
enzymes biodegrading many xenobiotics, mainly in micro-
organisms. Reductases such as NADPH:cytochrome P450
oxidoreductase, xanthine oxidase and NAD(P)H:quinone
oxidoreductase participate in biotransformation of azo
dyes and nitroaromatics in reductive reactions. NADH,
NADPH, xanthine or hypoxanthine are employed as cofac-
tors in these reactions. Detailed study of structure and
function of the reviewed enzymes might be utilized in
modulating biodegradation of xenobiotics in organisms.



