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1. Úvod 

 
S vývojem nových technologií se v �ivotním prostředí 

začala hromadit značná mno�ství sloučenin, cizorodých 
látek (xenobiotik), se kterými se organismy dříve nesetká-
valy. Jedná se o sloučeniny cíleně produkované a vyu�íva-
né v průmyslu nebo zemědělství. Na zdravotní stav lidské 
populace mají povět�inou negativní vliv. Největ�ím pro-
blémem jsou chemické sloučeniny, které jsou pro orga-
nismy potenciálně toxické, a dále pak ty, které se 
v prostředí akumulují a pozměňují tak stav jednotlivých 

slo�ek celého ekosystému. V zemích Evropské unie a Čes-
ké republice se v tomto ohledu objevuje značný problém 
s kontaminací prostředí např. fenolickými látkami, nitro-
sloučeninami, aromatickými aminy a průmyslovými barvi-
vy. Zdroje kontaminace těmito sloučeninami jsou �iroké: 
např. odpadní vody z rafinerií ropy, z provozů tepelného 
zpracování uhlí, výroben svítiplynu, dehtů, fenolu, barviv, 
nitrovaných sloučenin, pesticidů, výbu�nin, z provozů 
barvářského a textilního průmyslu, výplachové vody 
z periodického mytí těchto zařízení, skládky odpadu 
z výrob vý�e uvedených sloučenin, a dále tzv. �staré zátě-
�e�,  t.j. půdy dlouhodobě kontaminované uvedenými lát-
kami na místech dnes ji� nepou�ívaných technologických 
provozů1.  

Klasické fyzikálně-chemické technologie jsou pro 
odstraňování polutantů ze slo�ek �ivotního prostředí vět�i-
nou ekonomicky velmi nákladné a pro �ivotní prostředí 
nepříli� �etrné. Snahou je proto vyu�ívat výhodněj�í postu-
py jako je biologická dekontaminace prostředí pomocí 
organismů (bioremediace)2. Osud a přímé odstranění polu-
tantů z �ivotního prostředí závisí předev�ím na jejich me-
tabolismu (biotransformaci) zprostředkovaném enzymový-
mi systémy organismů tvořících trofické řetězce3. 

Za biotransformaci cizorodých látek jsou označovány 
procesy, které by měly vést k jejich snadnému vyloučení 
z organismu nebo potlačení jejich působení. Zvlá�tní pří-
pad biotransformace je typický pro mikroorganismy. Ty 
mohou za určitých podmínek toxickou látku nejen trans-
formovat na netoxický produkt, ale mohou xenobiotikum 
navíc vyu�ívat jako substrát pro svůj růst a vývoj. 
V takovém případě je cizorodá látka po určité fázi bio-
transformace začleněna přímo do intermediárního metabo-
lismu mikroorganismů. 

Studium biotransformace (degradace) kontaminant 
�ivotního prostředí jako jsou aromatické uhlovodíky a jejich 
hydroxylované, chlorované a nitrované deriváty působením  
mikroorganismů se zaměřuje předev�ím na poznání jejich 
metabolických cest4,5, energetickou účinnost takové metabo-
lické konverze6,7, indukci a represi oxidace xenobiotik8, 
modelování kinetiky degradačních procesů9−11, sledování 
inhibičních účinků těchto kontaminant na růst mikroorga-
nismů12,13 i studium růstu buněk na takových látkách za 
extrémně nízkých růstových rychlostí14,15.  

Schopnost degradovat cizorodé sloučeniny mají pro-
karyotní i eukaryotní mikrorganismy. Z prokaryot byly 
studovány např. bakterie Pseudomonas putida16, psychro-
filní kmen Pseudomonas putida Q5 (cit.17), Commamonas 
testosterroni18, Alcaligenes sp., Mycobacterium vaccae19, 
Rodococcus sp. a Paracoccus sp.20. Z eukaryotních orga-
nismů byly pak testovány např. Candida tropicalis21, Tri-
chosporon cutaneum22, Rhodotorula rubra, Cryptococcus 
sp., Fusarium flocciferum, Penicillium sp.23. Dodnes se 
v�ak hledají nové kmeny, které by cizorodé látky degrado-
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valy účinněji ne� kmeny dosud pou�ívané, a to buď samo-
statně nebo ve směsných populacích24,25. Vysvětlení přes-
ného mechanismu degradačních procesů, které je nezbytné 
pro jejich regulaci (řízení), v�ak dosud chybí. 

Předpokladem řízení (usměrňování) degradačních 
procesů cizorodých látek mikroorganismy, rovně� jako pro 
výběr nových mikrobiálních kmenů je poznání, které enzy-
mové systémy jsou za metabolismus xenobiotik 
v jednotlivých fázích disimilace zodpovědné. Cílem pří-
spěvku je informovat o nejefektivněj�ích enzymech pří-
tomných jak v �ivoči�ných, tak i v mikrobiálních organis-
mech, schopných účinně metabolizovat významné polu-
tanty �ivotního prostředí. Z nich je kladen největ�í důraz 
na enzymy metabolizující fenolické látky, nitrované slou-
čeniny, aromatické aminy a některá barviva v tzv. prvé 
fázi biotransformace3. Je tomu tak proto, �e zatímco meta-
bolity vznikající biotransformací uvedených polutantů jsou 
ji� poměrně dobře prozkoumány, informace o enzymech, 
které je tvoří,  jsou dosud nedostatečné. Poznání enzymů 
metabolizujících polutanty je přitom limitující pro regulaci 
(modulaci) takových procesů v organismech i pro kon-
strukci efektivních bioreaktorů, které by tyto kontaminanty 
účinně odstraňovaly z prostředí. Biologická transformace 
uvedených sloučenin v prvé fázi jejich biotransformace 
probíhá buď oxidační nebo redukční cestou. 

                                                                           
2. Enzymy biotransformující cizorodé látky 

oxidačními reakcemi 
 
Nejpočetněj�í skupinou enzymů participujících na 

oxidaci xenobiotik jako jsou aromáty, fenoly, nitro-
aromáty, aromatické aminy a azobarviva jsou enzymy 
označované jako oxygenasy (nebo hydroxylasy), a to jak 
ze skupiny monooxygenas, tak i dioxygenas26. Obě skupi-
ny enzymů pro svoji aktivitu vy�adují molekulu kyslíku 
a přítomnost kofaktoru, který je schopný jej aktivovat. 
Jako kofaktory slou�í např. přechodné kovy (nejčastěji 
nehemové i hemové Fe) nebo flaviny27−30. V řadě organis-
mů se jako dal�í enzymy při oxidaci zmiňovaných látek 
uplatňují také peroxidasy31. 

 
2 . 1 .  M o n o o x y g e n a s y   

 
Monooxygenasy lze klasifikovat do dvou základních 

skupin. První velkou skupinu monooxygenas tvoří monoo-
xygenasy flavinové. Flavinové monooxygenasy katalyzují-
cí monohydroxylaci aromatického kruhu substrátů obsahu-
jí buď pouze jeden typ enzymového proteinu28 nebo jsou 
víceslo�kové32,33. Druhou skupinou jsou oxygenasy 
(oxidasy) se smí�enou funkcí (�mixed function oxidases�, 
MFO) obsahující cytochrom P450 (CYP) jako terminální 
oxidasu29,30,34. Tyto enzymové systémy katalyzují inkorpo-
raci jednoho atomu kyslíku do molekuly hydrofobního 
substrátu, přičem� druhý atom kyslíku je redukován na 
vodu. Monooxygenasy hydroxylují celou �kálu polutantů 
�ivotního prostředí, které jsou uváděny v předkládaném 
článku. 

2.1.1. Flavinové monooxygenasy 
 
Flavinové kofaktory jednoslo�kových monooxygenas 

mohou existovat v semichinoidních formách schopných 
reagovat s molekulou kyslíku. Vzniká reaktivní peroxido-
vý intermediát, v něm� je kyslík na FAD vázán kovalentní 
vazbou35,36. Dal�ím koenzymem je NADPH (cit.35,36).  

Reakční cyklus těchto enzymů byl vysvětlen na pří-
kladu flavinové monooxygenasy, p-hydroxybenzoát-
hydroxylasy37 a fenolhydroxylasy z kvasinky Trichospo-
ron cutaneum38  Reakční cyklus (obr. 1) je iniciován vaz-
bou substrátu na proteinovou molekulu enzymu. Tvorbou 
komplexu enzym-substrát dochází ke konformační změně, 
která zvy�uje rychlost hydridového přenosu z NADPH na 
dusíkový atom N5 isoalloxazinového kruhu flavinu a� 
o pět řádů. NADPH je oxidován a FAD redukován na 
FADH2. Biatomická molekula kyslíku se poté mů�e vázat 
na FADH2, přičem� je kyslík redukován jednoelektronový-
mi reakcemi, nejdříve na superoxidový anionradikál, který 
dále tvoří 4a-hydroperoxyflavin (komplex I v obrázku 2). 
Produkt hydroxylace fenolických látek se dále podrobuje 
změnám za vzniku komplexů II a III, 4a-hydroxyflavinu 
(obr. 2). Monooxygenasy tohoto typu tedy aktivují biato-
mickou molekulu kyslíku vazbou na isoalloxazinový kruh 
flavinového koenzymu za tvorby uvedeného hydroperoxy-
flavinu35,36. Jestli�e je na enzym vázán substrát neobsahují-
cí na aromatickém kruhu své molekuly substituent, jen� je 
donorem elektronů (např. benzoát), k hydroxylaci takové-
ho substrátu nedochází. Flavinový peroxid se pak rozkládá 
na peroxid vodíku a FAD. Substrátem schopným hydroxy-
lace je např. fenol, je-li tento vázán v aktivním centru en-
zymu, dochází k přeměně 4a-hydroperoxyflavinu na dal�í, 
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Obr. 1.  Reakční cyklus flavinových monooxygenas 
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reaktivní intermediát dosud neznámé struktury35,36, jeden 
atom kyslíku je pak inkorporován do substrátu a druhý 
zůstává v této fázi reakce je�tě vázán ve flavin-4a-
hydroxidu. Ten je nestabilní a spontánně konvertuje na 
FAD za uvolnění molekuly vody (cit.39).  

Skupina vý�e uvedených flavinových monooxygenas 
je tříděna podle velikosti podjednotek. 4-Hydroxybenzoát-
hydroxylasa, 4-hydroxyfenylacetáthydroxylasa a salicy-
láthydroxylasa jsou enzymy, s molekulovou hmotností 
podjednotek okolo hodnoty 45 000 (cit.39−41), molekulová 
hmotnost podjednotek jiných hydroxylas se pohybuje 
v rozmezí 60 000 a� 80 000 (cit.41−44). Vět�ina flavoprotei-
nových monooxygenas inkorporuje novou hydroxylovou 
skupinu do polohy ortho, i kdy� jsou rovně� známy enzy-
my hydroxylující para polohu molekuly substrátu. Dal�í 
z enzymů této skupiny, p-hydroxybenzoáthydroxylasa 
z Pseudomonas cepacia, je monomer o molekulové hmot-
nosti 44 000, zatímco stejný enzym jiných mikroorganis-
mů (Micrococcus) má molekulovou hmotnost 70 000 
(cit.45,46) .  

Molekuly flavinových monooxygenas, fenolhydroxy-
lasy z kvasinek Trichosporon cutaneum38,47 a Candida 
tropicalis48 a 2,4-dichlorofenolhydroxylasy z Alcaligenes 
eutrophus49 (s molekulovou hmotností o 20 000 a� 30 000 

vět�í ne� u p-hydroxybenzoáthydroxylasy) jsou evolučně 
blízké. Tato skupina monooxygenas se vykazuje 45% sek-
venční homologii, zatímco homologie mezi skupinou fe-
nolhydroxylas, dichlorofenohydroxylasou a p-hydroxy-
benzoáthydroxylasou je ni��í (25 %). Konzervované sek-
vence jsou lokalizovány ve dvou oblastech. Jednou je N-
terminální oblast, v ní� je lokalizováno místo pro vazbu 
ADP části kofaktoru FAD, ev. NADPH (cit.39). Druhá 
konzervovaná oblast těchto enzymů odpovídá části protei-
nového řetězce, který je v molekule p-hydroxy-
benzoáthydroxylasy vymezen aminokyselinovými zbytky 
Met276 a� Ser329 (cit.28). 

Jednoslo�kové monooxygenasy obsahující flavin 
(FAD) jsou přítomné rovně� v �ivoči�ných organismech. 
Zde jsou lokalizovány v membránách endopasmatického 
retikula (tzv. Zieglerův enzym). Molekulová hmotnost 
Zieglerova enzymu je 60 000. Vedle FAD je druhým ko-
enzymem NADPH. Enzym dále obsahuje ionty Zn2+ 
a Ca2+, které v�ak nejsou esenciální pro katalytickou akti-
vitu49,50. �ivoči�né flavinové monooxygenasy preferenčně 
hydroxylují terciární a sekundární aminy. V rostlinách 
obdobné enzymy (flavinové monooxygenasy) dosud iden-
tifikovány nebyly. 

Druhý typ monooxygenas obsahuje více proteinových 

Obr. 2. Struktura komplexů flavinů se substráty fenolhydroxylasy 
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slo�ek51,52. Dvě multikomponentní monooxygenasy 
z Pseudomonas sp. CF600 a Pseudomonas mendocina 
KRI hrají klíčovou roli při katalýze prvých hydroxylačních 
kroků v degradaci fenolu a toluenu51,52. Multikomponentní 
fenolhydroxylasa přeměňuje fenol na katechol a druhý 
enzym, toluen-4-monooxygenasa, katalyzuje zavedení 
jedné hydroxylové skupiny do para polohy aromatického 
kruhu  toluenu. Uvedené reakce jsou podobné reakcím 
katalyzovaným flavinovými monooxygenasami jednoslo�-
kovými, ale struktura těchto víceslo�kových monooxyge-
nas je spí�e podobná jinému enzymu, konkrétně methan-
monooxygenase.  

Genetické a biochemické analýzy potvrdily, �e 
v reakcích in vitro je hydroxylace fenolů (ev. derivátů 
polycyklických aromatických sloučenin obsahujících jed-
nu nebo více hydroxylových skupin)  katalyzována enzy-
mem slo�eným z pěti rozdílných polypeptidů, zatímco �est 
polypetidových řetězců je zapotřebí pro růst buněk 
(obsahujících tento enzym) na fenolických substrátech53. 
Pouze jeden z těchto polypeptidů byl izolován a charakte-
rizován jako elektron transportující komponenta enzymu. 
Také obdobné studie s toluen 4-hydroxylasou signalizují, 
�e podmínkou funkčnosti enzymu je přítomnost 
(kooperace) alespoň pěti a� �esti podjednotek54. Dva 
z peptidů toluen 4-hydroxylasy, které jsou  kódovány geny 
tmoA a tmoE, fungují pravděpodobně jako terminální oxi-
dasa, zatímco produkt genu tmoC je elektron transportující 
komponentou54. Funkce dal�ích dvou polypeptidů nebyla 
dosud určena. 

 
2.1.2. Systémy cytochromů P450 

 
Enzymový systém monooxygenas obsahujících 

cytochromy P450 je rovně� systém víceslo�kový29,30,34. 
Sestává ze slo�ky hydroxylasové a jedné nebo dvou kom-
ponent umo�ňujících transport elektronů. Častými enzymy 
uvedeného multislo�kového systému jsou hemové enzy-
my, cytochromy P450 (CYP), a jejich reduktasy (např. 
NADPH:CYP reduktasa, NADH:cytochrom b5 reduktasa, 
feredoxin reduktasa). Systém cytochromu P450 je 
v eukaryotických buňkách vázán v membráně hladkého 
endoplazmatického retikula nebo mitochondrií, zatímco 
bakteriální cytochromy P450 jsou enzymy rozpustné. 
Cytochrom P450 je terminální oxidasou tohoto systé-
mu29,30,34. NADPH:CYP reduktasa slou�í jako dělič elek-
tronového páru dodávající postupně elektrony cytochromu 
P450 (v tzv. první a druhé redukci cytochromu P450). 
Porfyrinový skelet (protoporfyrin IX) je v proteinové mo-
lekule enzymu vázán hydrofobními silami a zároveň pro-
střednictvím thiolátové síry sulfhydrylové skupiny cystei-
nu přítomné v aktivním centru enzymu (pátý ligand �eleza 
protoporfyrinu IX). Toto uspořádání umo�ňuje výjimečné 
chování uvedených hemoproteinů a odli�uje je od vět�iny 
ostatních hemoproteinů (odli�né spektrální a katalytické 
vlastnosti)55−57. �estým ligandem je atom kyslíku molekuly 
vody. Cytochrom P450 spolupůsobí buď s mikrosomálním 
NADPH:CYP reduktasou nebo dal�ími enzymy lokalizo-
vanými v mitochondriích.  

Obecný průběh monooxygenasové reakce katalyzova-
né cytochromem P450 lze vyjádřit sumární rovnicí (kde 
RH je substrát a ROH hydroxylovaný produkt reakce):  

 
RH + O2 + 2H+ + 2e−  →   ROH + H2O 
 
Reakční cyklus cytochromů P450 probíhá uspořáda-

ným mechanismem a sestává alespoň z osmi kroků. Sche-
maticky je znázorněn na obrázku 3. V klidovém stavu je 
hemové �eleza ve ferri formě (tj. s oxidačním číslem III) 
a je hexakoordinován (tedy v nízkospinovém stavu). �está 
valence je obsazena kyslíkem vody nebo interním 
(aminokyselinovým) ligandem. Po vniknutí substrátu [RH] 
do aktivního místa dochází k vytlačení �estého ligandu 
�eleza, které zůstane pentakoordinované (vysokospinový 
stav) a zároveň dochází ke konformační změně v molekule 
enzymu. Tato změna se projeví i změnou spektrálních 
vlastností cytochromu P450 (posunem absorpčního pásu 
hemu). Vazbou substrátu je umo�něna jednoelektronová 
redukce cytochromu P450 interakcí s NADPH:CYP reduk-
tasou, čím� se hemové �elezo redukuje na FeII (ferro for-
ma), přičem� stále zůstává pentakoordinováno 
(vysokospinový stav). Tato forma enzymu je pak schopna 
vázat molekulární kyslík nebo jiné ligandy. Navázáním 
molekulárního kyslíku se dále tvoří ternární ferri-
superoxidový komplex, kde je �elezo opět hexakoordino-
vané a v nízkospinové formě. Tento nepříli� stabilní kom-
plex je dále redukován NADPH:CYP reduktasou nebo 
NADH:cytochrom b5 reduktasou, čím� dochází k aktivaci 
kyslíku na peroxidový anion. Pokud není druhý elektron 
doručen dostatečně rychle, komplex  se rozpadá a uvolně-
ný superoxidový anionradikál je pak superoxiddismutasou 
přeměněn na peroxid vodíku. Komplex cytochromu P450 
s biatomickou molekulou kyslíku po druhé redukci je ji� 
zcela aktivovanou formou  cytochromu P450, ve které  
dochází ke �těpení vazby O-O, přičem� jeden atom kyslíku 
je redukován, přijme dva protony a dojde k uvolnění vody. 
Zatímco druhý zůstane vázán na Fe hemu a vzniká tak 

Obr. 3.  Reakční cyklus cytochromu P450 (převzato z http://
metallo.scripps.edu/promise) 
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ferrioxenový komplex. Ten je stabilizován mezomerním 
posunem elektronu z thiolátové síry na kyslík. Takto 
vzniklý reaktivní kyslíkový radikál je schopen vytrhnout 
vodíkový atom z molekuly vhodného substrátu za vzniku 
radikálu substrátu a hydroxylového radikálu vázaného na 
Fe hemu. Dochází k rekombinaci radikálů za vzniku nativ-
ní formy cytochromu P450 a hydroxyderivátu substrátu 
[ROH], jen� je z enzymu uvolněn29,30,34,58,59. 

V přítomnosti oxidačních činidel, jako jsou organické 
peroxidy, mů�e z komplexu [III] (obr. 3) vznikat přímo 
stav [VII] (obr. 3). Cytochrom P450 aktivovaný tímto způ-
sobem je rovně� schopen katalyzovat hydroxylaci substrá-
tů29,30. Tato reakce bývá označována jako peroxidasová 
aktivita cytochromu P450. Reakce s organickými hydro-
peroxidy probíhá, na rozdíl od reakce probíhající 
v přítomnosti NADPH a O2, neuspořádaným mechanis-
mem, tak�e vazba peroxidu není závislá na vazbě substrá-
tu. Účinnost oxidace organických substrátů peroxidasovou 
aktivitou cytochromu P450 je obvykle ni��í ne� reakce za 
přítomnosti NADPH a O2, a to předev�ím z důvodů vý-
znamné destrukce samotného enzymu. Bylo zji�těno, �e 
inaktivace cytochromu P450 působením H2O2 nebo ku-
moylhydroperoxidu je způsobena degradací hemu na reak-
tivní fragmenty. Tyto fragmenty se mohou kovalentně 
vázat do aktivního centra enzymu, a tak jej ireversibilně 
inaktivovat60.  

Cytochromy P450 se vyskytují v různých formách 
(isoenzymech, isoformách), které jsou řazeny do genetic-
kých rodin a podrodin podle míry (stupně) homologie je-
jich primární struktury (pořadí aminokyselin) proteinových 
molekul. Rodiny cytochromů P450 jsou označovány prv-
ním číslem za zkratkou P450. Následuje velké písmeno 
označující podrodinu61−63.  

Cytochromy P450 byly identifikovány v mnoha orga-
nismech od prokaryotických organismů po vět�inu orga-
nismů eukaryotických jako jsou např.  kvasinky, houby, 
rostliny či hmyz64,65. Vět�ina těchto enzymů v�ak byla 
nalezena v organismech �ivoči�ných. Molekulové hmot-
nosti jednotlivých cytochromů P450 se pohybují kolem 
hodnoty 50 000.  

Substrátová specifita cytochromů P450 participujících 
na biotransformaci xenobiotik je vět�inou �iroká. Hydro-
xylují celou �kálu organických sloučenin (např. polutantů, 
jako jsou polycyklické aromatické uhlovodíky, alifatické 
uhlovodíky, polycyklické aromatické nitrosloučeniny, 
aromatické i alifatické aminy, fenoly, dále pak řadu léčiv 
i parafarmaceutik). Naopak v�ak existují i CYP enzymy, 
které hydroxylují pouze malý počet substrátů. Takovými 
cytochromy P450 jsou enzymy metabolizující endogenní 
sloučeniny v eukaryotických buňkách (např. steroidní hor-
mony29,30).  

Cytochromy P450 mikroorganismů často slou�í jako 
prvotní enzymy přeměňující organické substráty na meta-
bolity vyu�itelné jako zdroj uhlíku a energie pro růst 
a vývoj těchto organismů. CYP101 označovaný také jako 
CYPcam (z angl. �camphor�) je bakteriální enzym 
z Pseudomonas putida metabolizující kafr, na něm� tyto 
organismy rostou51,66,67. Zavedením hydroxylové skupiny 

do skeletu kafru CYP101 se vlastně zahajuje jeho metabo-
lismus. CYP101 hydroxyluje i dal�í substráty včetně poly-
cyklických aromatických uhlovodíků. U tohoto enzymu je 
známa nejen  jeho primární struktura (je tvořen 414 amino-
kyselinovými zbytky), ale pomocí roentgenové strukturní 
krystalografie byla určena i jeho prostorová struktura66−68. 
Podobně jako CYP101 zahajuje metabolismus dal�ích 
xenobiotických susbtrátů (alkanů, mastných kyselin) rodi-
na cytochromů CYP52 exprimovaných v kvasin-
kách Candida maltosa69. Cytochrom P450, který hydroxy-
luje fenol na katechol, byl detegován i v kvasince Candida 
tropicalis70. Ačkoliv aminokyselinová sekvence cytochro-
mů P450 se podle rodin enzymů často li�í významně, pro-
storové uspořádání proteinových molekul je zřejmě velmi 
podobné (předev�ím v aktivním centru enzymu). N-
terminální doména eukaryotických enzymů, která je zod-
povědná za vazbu těchto proteinů v membránách71−73, 
v cytochromech P450 prokaryotických organismů chybí. 
Oproti vět�ině systémů cytochromu P450, kde jsou jednot-
livé proteinové slo�ky (CYP a reduktasy) separátní protei-
ny, které spolu interagují nekovalentními interakcemi, je 
v  CYP102 (CYPBM-3) z Bacillus megaterium komponenta 
transportující elektron přímou součástí jednoho proteinu 
(tzv. elektron transportující − reduktasová − doména enzy-
mu). Enzym má odpovídající vět�í molekulovou hmotnost, 
konkrétně 118 000 (cit.26). 

Hydroxylace azobarviv a aromatických aminů 
cytochromy P450 je dobře prozkoumána předev�ím 
v �ivoči�ných organismech. Modelově byla studována 
aromatická aminoazobarviva (předev�ím karcinogenní 
dimethylaminoazobenzen a jeho deriváty) a jeden ze zá-
stupců azobarviv, které neobsahují aminoskupinu ve své 
molekule (karcinogenní azobarvivo Sudan I, 1-fenylazo-2-
hydroxynaftalen)74−77. �ivoči�né cytochromy P450 podro-
diny 1A jsou majoritními enzymy, kterými jsou azobarvi-
va hydroxylována (jak na atomech uhlíku, tak i dusíku 
jejich molekul)77,78.  Hydroxyderiváty azobarviv jsou pak 
konjugovány na sloučeniny, které jsou snadno exkretovány 
z organismů. V případě aromatických aminoazobarviv 
nebo aromatických aminů v�ak hydroxylační reakce neve-
dou pouze k jejich detoxikaci. V případě N-hydroxylace 
aminoskupin v jejich molekulách dochází k tvorbě nitreni-
ového nebo karbeniového iontu, které jako silné elektrofily 
modifikují biologicky důle�ité makromolekuly, co� vede 
k iniciaci nádorových procesů. Tvorbu těchto derivátů 
dokonce potencuje i konjugace N-hydroxylovaných meta-
bolitů s aktivním sulfátem; rozpadem sulfátových konjugá-
tů se toti� nitreniové ionty tvoří je�tě ochotněji34,73. 
V případě azobarviv neobsahující aminoskupiny 
v molekule je aktivace zprostředkována buď oxidačním 
�těpením těchto azobarviv na benzendiazoniový ion nebo 
jednoeletronovými oxidacemi za vzniku radikálů74−77. Spe-
cifické cytochromy P450 hydroxylující azobarviva 
v mikrobiálních buňkách dosud popsány nebyly. 

Aromatické nitrosloučeniny jsou hydroxylovány 
cytochromy P450 na hydroxy-deriváty, které tvoří buď 
konjugáty substitucí na hydroxyskupině nebo jsou dále 
přeměňovány dioxygenasami. Cytochromy P450 participu-
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jící na takových reakcích jsou předev�ím �ivoči�né 
CYP1A, 2B a CYP2E1 (cit.79). Jiná cesta hydroxylace 
existuje u nitro-aromátů, které obsahují dal�í funkční sku-
piny (např. alkylové substituenty). Ty jsou cytochromy 
P450 hydroxylačními reakcemi oxidačně dealkylovány. 
Těchto reakcí se účastní např. CYP2B a 2E1. Obecně platí, 
�e hydroxylační reakce katalyzované cytochromy P450 
vedou k detoxikaci nitro-aromátů79.  

 
2 . 2 .  D i o x y g e n a s y   

 
Oxygenasy, které inkorporují oba atomy kyslíku do 

molekuly substrátu (dioxygenasy), jsou dal�ími enzymy 
disimilujícími xenobiotika. Jedna skupina dioxygenas pro-
dukuje metabolity s inkorporovanými dvěma atomy kyslí-
ku v molekule substrátu, ani� přitom dojde k po�kození 
základní struktury sloučeniny (např. zachovává aromatické 
kruhy u aromatických uhlovodíků)26. Druhá skupina pak 
zavedením dvou atomů kyslíku do substrátu způsobí i roz-
�těpení aromatických kruhů metabolizované sloučeniny.  

 
2.2.1. Dioxygenasy ne�těpící aromatické kruhy 

 
Bakteriální dioxygenasy prvé skupiny obsahují něko-

lik komponent: hydroxylasovou slo�ku a komponentu(y) 
umo�ňující transport elektronů. Hydroxylasové slo�ky 
dioxygenas jsou oligomery tvořené z jednoho nebo dvou 
typů podjednotek, αn nebo (αβ)n a obsahují vět�inou [2Fe-
2S] centra, ale i dal�í ionty nehemového �eleza. Přitom 
oba typy kofaktorů jsou lokalizovány v podjednotce 
α (cit.80−82). Molekulová hmotnost podjednotek α a β je 
50 000 a 20 000. Aminokyselinová sekvence dioxygenas 
kyseliny benzoové, benzenu, toluenu a naftalenu signalizu-
je stejný proteinový základ těchto dioxygenas83. Konzer-
vovanými aminokyselinami α podjednotky je pět histidi-
nů, dva cysteiny a dva tyrosiny26. Redoxní [2Fe-2S] centra 
těchto dioxygenas jsou pravděpo-
dobně koordinována dvěma cys-
teylovými a histidylovými zbytky 
a slou�í jako akceptor elektronů 
z komponenty transportující elek-
trony. Kyslík je v proteinech těchto 
dioxygenas vázan na nehemové 
�elezo lokalizované v α podjednot-
ce82. Předpokládá se, �e některé 
z konzervovaných aminokyselino-
vých zbytků histidinů a tyrosinů, 
které neparticipují na vazbě [2Fe-
2S], koordinují ion tohoto nehemo-
vého �eleza.  

Podjednotky β různých dioxy-
genas vykazují mnohem men�í 
sekvenční homologii a předpoklá-
dá se, �e do katalytické aktivity 
dioxygenasových enzymů nejsou 
přímo začleněny Genetické studie 
signalizují, �e β podjednotky mo-

hou být důle�ité pro substrátovou specifitu daných enzy-
mů84. Zdá se, �e katalytické centrum hydroxylasové kom-
ponenty enzymu mů�e být lokalizováno mezi α a β pod-
jednotkami, přičem� α podjednotka směřuje k uhlíku sub-
strátu, který je oxidován a podjednotka β je důle�itá pro 
rozpoznání struktury substrátu83. 

 
2.2.2. Dioxygenasy �těpící aromatické kruhy 

 
Substráty dioxygenas �těpících aromatické kruhy jsou 

intermediáty vzniklé zavedením buď dvou hydroxylových 
skupin do aromatického kruhu nebo jedné do struktury 
fenolů. Tímto mechanismem je v mikroorganismech inici-
ována vět�ina metabolických cest vedoucích k degradaci 
aromatických sloučenin. K roz�těpení kruhu aromatických 
dihydroxyderivátů, které jsou vůči sobě v ortho poloze, 
dochází buď v intra- nebo v extradiolové pozici. Obrázek 4 
ukazuje jako příklad �těpení aromatického kruhu katecho-
lu. V případě dioxygenas kyseliny gentisové a homogenti-
sové, v nich� jsou hydroxylové skupiny vázány v para 
pozici, dochází ke �těpení kruhu mezi karboxylovým 
(nebo acetylovým) substituentem a proximální hydroxylo-
vou skupinou26. 

První dioxygenasou �těpící aromatické kruhy, u ní� 
byla určena primární struktura, je katechol 2,3-
dioxygenasa kodovaná genem xylE na TOL katabolickém 
plasmidu Pseudomonas putida mt-2 (cit.85). Enzym sestá-
vá ze čtyř identických podjednotek o molekulové hmot-
nosti 32 000 a obsahuje jeden katalyticky esenciální ion 
Fe2+ v ka�dé podjednotce. Reakčním produktem je semial-
dehyd kyseliny 2-hydroxy-cis,cis-mukonové (nebo jeho 
substituovaný derivát)86 (obr. 4). Reakce probíhá bi-uni 
uspořádaným mechanismem. Nejdříve dochází k vazbě 
katecholu, která je následována tvorbou ternárního kom-
plexu vazbou molekuly kyslíku. Poté je �těpen aromatický 
kruh substrátu a tvoří se semialdehyd kyseliny 2-hydroxy-

OH

OH

ORTO dráha (intradiolové �těpení)

katechol-1,2-dioxygenasa

HOOC
CHO

OH
COOH

COOH

kyselina cis,cis-mukonová

O2

katechol

META dráha (extradiolové �těpení)

katechol-2,3-dioxygenasa

semialdehyd kyseliny 
2-hydroxy-cis,cis-mukonové

Obr. 4.  Reakce dioxygenas �těpících aromatický kruh  
katecholu 
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cis,cis-mukonové87.  
Substrátová specifita uvedené dioxygenasy je poměr-

ně �iroká. Enzym oxiduje řadu alkyl- a chloro- derivátů 
katecholu. 4-Ethylkatechol je sebevra�edným substrátem 
enzymu, jen� je jím inaktivován oxidací dvojmocného 
�eleza na �elezo trojmocné26. Čtyři katechol 2,3-di-
oxygenasy z Pseudomonas, jedna dioxygenasa 1,2-di-
hydroxynaftalenu a tři dioxygenasy 2,3-dihydroxybifenylu 
jsou členy stejné genetické �superrodiny� (cit.88). Naproti 
tomu katechol 2,3-dioxygenasa z Alcaligenes eutrophus je 
z hlediska aminokyselinové sekvence značně odli�ná a je 
zařazena do jiné proteinové rodiny89.  

Extradiolové �těpení bylo rovně� zji�těno u jiné slou-
čeniny, protokatechátu. Protokatechát 4,5-dioxygenasa, 
která takové �těpení katalyzuje, je tvořena dvěma podjed-
notkami α a β o molekulové hmotnosti 18 000 a 34 000 
s kvarterní strukturou (αβ)2Fe2+ (cit.90). Primární struktura 
podjednotek je odli�ná od podjednotek katechol 2,3-di-
oxygenasy, i kdy� byla zji�těna  příbuznost mezi podjed-
notkou β a obdobnou podjednotkou katechol 2,3-dioxy-
genasy z Alcaligenes eutrophus.  

Na rozdíl od dioxygenas vý�e uvedeného typu obsa-
hují dioxygenasy katalyzující intradiolové �těpení aroma-
tického kruhu jako prosthetickou skupinu nehemové �e-
lezo, které není vázáno v molekule přes atomy síry26. Ka-
techol 1,2-dioxygenasy mnoha mikroorganismů jsou slo-
�eny z podjednotek α a β rozdílného aminokyselinového 
slo�ení, uspořádaných jako (α,β-Fe3+)n, některé dioxyge-
nasy jiných mikroorganismů jsou tvořeny jedním polypep-
tidem (αα-Fe3+)n. Existují rovně� enzymy obsahující různé 
kombinace obou podjednotek91. Katechol 1,2-dioxygenasy 
tohoto typu (označované jako katechol 1,2-dioxygenasy I) 
mají nízkou aktivitu vůči chlorokatecholu. Degradaci této 
látky katalyzuje chlorokatechol 1,2-dioxygenasa (někdy 
označovaná také jako katechol 1,2-dioxygenasa II). Tento 
enzym má �ir�í substrátovou specifitu. Z podobnosti ami-
nokyselinové sekvence vyplývá, �e je evolučně blízký 
katechol 1,2-dioxygenase I (cit. 92).  

Dal�í sekvenčně příbuznou dioxygenasou je protoka-
techát 3,4-dioxygenasa. Aktivní centrum enzymu je lokali-
zováno v prostoru mezi dvěma strukturálně podobnými 
podjednotkami. Ion trojmocného �eleza je koordinován 
v podjednotce β dvěma zbytky tyrosinu a dvěma histidiny, 
pátá koordinační pozice �eleza je obsazena molekulou 
vody. Naproti tomu podjednotka α �elezo neobsahuje26. 
Enzym této skupiny, přítomný v Brevibacterium fuscum, 
byl u�it k detailněj�ím studiím mechanismu působení dio-
xygenas. Čtyři aminokyselinové ligandy a pravděpodobně 
jeden hydroxylový ion koordinují Fe3+ volného enzymu. 
Po vazbě substrátu do aktivního centra dochází k uvolnění 
hydroxylového iontu a jednoho histidylového ligandu. 
Biatomická molekula kyslíku poté atakuje aktivovaný 
aromatický kruh substrátu, co� vede k zavedení obou ato-
mů kyslíku do struktury substrátu26. 

Katechol 1,2-dioxygenasa, participující na degradaci 
fenolů intradiolovým �těpením hydroxylovaného produktu 
fenolu, katecholu, byla identifikována i v buňkách kvasi-

nek Candida tropicalis a Trichosporon cutaneum93. En-
zym z Candida tropicalis vykazuje podobné vlastnosti 
jako katechol 1,2-dioxygenasy I a II z Pseudomonas sp. 
B13 (cit.93). 

 
2 . 3 . K o m p o n e n t y  v í c e s l o � k o v ý c h  

o x y g e n a s o v ý c h  s y s t é m ů  
t r a n s p o r t u j í c í  e l e k t r o n y  

 
2.3.1. Slo�ky systémů cytochromu P450 transportující 

elektrony 
 
Nepostradatelnou slo�kou mikrosomálního systému 

cytochromu P450 eukaryotických organismů, slou�ící 
k transportu elektronů, je NADPH:CYP reduktasa. Jedná 
se o enzym s molekulovou hmotností kolem 80 000 
(cit.94). Současná přítomnost FAD a FMN v molekule en-
zymu umo�ňuje působit jako dělič elektronového páru 
a redukovat tak cytochrom P450 v sekvenčně oddělených 
krocích (tzv. první a druhá redukce cytochromu P450, 
obr. 3). Zdrojem redukčních ekvivalentů je pak dal�í koen-
zym této reduktasy, NADPH. NADPH:CYP reduktasa je 
tvořena hydrofilní doménou, která směřuje vně membrány 
endoplazmatického retikula. Tato část proteinové moleku-
ly enzymu neumo�ňuje jeho interakci s cytochromy P450, 
vykazuje v�ak NADPH:cytochrom c reduktasovou aktivi-
tu. Hydrofobní doména enzymu slou�í k ukotvení enzymu 
v membráně a k tvorbě funkčního enzymového systému 
s cytochromem P450. Detailně je funkce tohoto enzymu 
popsána v kapitole 3.3. 

Druhou redukci v reakčním cyklu systému cytochro-
mu P450 mů�e zprostředkovat i jiná reduktasa, 
NADH:cytochrom b5 reduktasa, která tak v tomto kroku 
zastoupí NADPH:CYP reduktasu. I v případě tohoto enzy-
mu jde o flavinový protein, podobně jako je tomu u jiných 
slo�ek oxygenasových systémů transportujících elektrony, 
ale na rozdíl od nich vyu�ívá jako koenzymu NADH 
(cit.29,30,34). 

Některé mitochondriální a bakteriální cytochromy 
P450 vyu�ívají systémy transportující elektrony, tvořené 
dvěma různými proteiny. Jeden obsahuje [2Fe-2S] ferredo-
xin a druhý je flavoproteinem. V systému CYP101 
(CYPcam) jsou tyto dva proteiny označeny jako putidaredo-
xin a NADH:putidaredoxin reduktasa. Putidaredoxin přená-
�í elektrony z NADH:putidaredoxin reduktasy k CYP101. 
NADH tohoto systému redukuje FAD na FADH2 a FADH2 
následně redukuje redoxní centrum [2Fe-2S] putidaredoxi-
nu. Redukce hydroxylasové slo�ky systému (CYP101) je 
zprostředkována redukovaným putidaredoxinem, který 
interaguje s povrchem proteinové molekuly CYP101. Za 
zásadní jsou pova�ovány elektrostatické interakce mezi 
karboxylovými skupinami přítomnými na povrchu puti-
daredoxinu se zbytky argininu a lysinu na povrchu 
CYP101 (cit.95). Uvedený systém je podobný slo�ce 
transportující elektrony v enzymovém systému mito-
chondrií, její� součástí jsou adrenodoxin 
a NADH:adrenodoxin reduktasa26. 

Komponentou transportující elektrony v systému 
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cytochromu P450sca z Streptomyces carbophilus je také 
NADPH:CYPsca reduktasa obsahující FMN a FAD. Je tedy 
podobná eukaryotickým reduktasám tohoto typu, ov�em na 
rozdíl od nich má ni��í molekulovou hmotnost (51 000) 
(cit.96). 

Unikátním případem je pak slo�ka transportující elek-
tron CYP102 (CYPBM-3) z Bacillus megaterium. Ten je 
toti� tvořen dvěma doménami, terminální oxidasou 
cytochromem P450 i NADPH:cytochrom P450 redukta-
sou, které jsou zde součástí jednoho proteinového řetěz-
ce30,97. V eukaryotických buňkách takový typ enzymového 
systému cytochromu P450 dosud nebyl identifikován. 

 
2.3.2. Elektron-transportující systémy dal�ích oxygenas 

  
Komponenta transportující elektron řady dioxygenas 

(např. dioxygenasy benzenu a toluenu) a hydroxylas alka-
nů je tvořena dvěma odli�nými proteiny26. Prvním je flavo-
protein vykazující NAD(P)H:akceptor reduktasovou akti-
vitu, druhým pak feredoxin. Flavoproteinová slo�ka obsa-
huje vět�inou dvě konzervované oblasti, jednu v blízkosti 
N-konce proteinové molekuly a druhou lokalizovanou 
uprostřed řetězce. Ta obsahuje NADH- nebo FAD-
vazebný βαβ motiv. 

 Dal�í typ komponent se vyskytuje jak u dioxygenas 
(např. dioxygenasy kyseliny benzoové), tak v monooxy-
genasách (např. multislo�kové fenolhydroxylasy nebo 
methanmonoxygenasy, MMO). Ty jsou tvořeny jedním 
proteinovým řetězcem, který zprostředkovává přenos elek-
tronů z NADH na hydroxylasovou slo�ku systému26,83. 
Primární struktury těchto komponent obsahují mnoho kon-
zervovaných úseků, tyto proteiny si jsou tedy navzájem 
velmi podobné. Jejich N-terminální sekvence jsou blízké 
ferredoxinům a C-terminální řetězce ferredoxin:NADP 
reduktasám chloroplastů26,83. Navíc sekvence participující 
na transportu elektronů, která je silně konzervovaná, obsa-
huje vazebné domény pro NAD(P)H a FAD. Tato protei-
nová část je podobná vazebným doménám pro flaviny 
a NADPH v NADPH:CYP reduktasách83. 

 Alkanhydroxylasa z Pseudomonas putida (oleo-
vorans) je tříslo�kovým proteinovým systémem. Přenos 
elektronů z NADH k aktivnímu centru membránově váza-
né hydroxylasové slo�ky systému je zprostředkován 
NADH:rubredoxin reduktasou o molekulové hmotnosti 
41 000 (cit.2428) a rubredoxinem (18 000) (cit.98). 
NADH:rubredoxin reduktasa je velmi podobná 
NADH:putidaredoxin reduktase systému cytochromu P450 
CYP101 a flavoproteinovým oxidoreduktasám jako jsou 
glutathionreduktasa, p-hydroxybenzoáthydroxylasa a lipo-
amiddehydrogenasa28. 

 
2 . 4 .  P e r o x i d a s y  

 
Významnou skupinu enzymů, které jsou efektivní 

v biotransformaci fenolů, azobarviv a redukčních metabo-
litů nitro-aromátů či azobarviv, aromatických aminů, re-
prezentují peroxidasy. Peroxidasy redukují peroxid vodíku 
(nebo jiné peroxidy) za současné oxidace dal�í sloučeniny 

(endogenní látky nebo xenobiotika). Funkcí společnou pro 
v�echny peroxidasy je schopnost detoxikovat H2O2, zatím-
co spektrum oxidovaných sloučenin je velmi �iroké. Svou 
�irokou substrátovou specifitou se peroxidasy blí�í monoo-
xygenásovému systému obsahujícímu cytochrom P450. 
Substráty mohou být látky organické i anorganické. Mezi 
nejlep�í substráty peroxidas lze řadit právě fenoly a dále 
rovně� aromatické aminy31,99,100. Peroxidasy jsou bohatě 
zastoupeny předev�ím v rostlinné ří�i a v ni��ích houbách, 
méně pak v tkáních �ivočichů a mikrobiálních buňkách. 

Typickou vlastností peroxidas je schopnost katalyzo-
vat velké mno�ství různých typů reakcí [klasické peroxida-
sové redoxní reakce (vedoucí k dehydrogenaci), halogena-
ce a dehalogenace, oxidace halogenidů, oxidační konden-
zace aromatických aminů, oxidační polykondenzace feno-
lu a jeho derivátů, degradace ligninů, dekarboxylační reak-
ce, oxidační �těpení azoskupiny (vznik diazoniového ion-
tu), disproporcionace peroxidu vodíku katalyzovaná pero-
xidasami a nedávno nalezenou katalasou-peroxidasou, 
oxygenace a hydroxylace]. 

Peroxidasy jsou vět�inou hemoglykoproteiny31, je-
jich� prosthetickou skupinu tvoří obvykle ferriprotoporfy-
rin IX. �elezo této skupiny má oxidační číslo III a je pen-
takoordinované101,102, přičem� pátý ligand tvoří dusík histi-
dylového zbytku proteinové části enzymu (obr. 5). Existují 
peroxidasy s pozměněným porfyrinovým skeletem, v ji-
ných porfyrinový skelet dokonce chybí. Takové peroxida-
sy obsahují např. ionty manganu (Mn2+) nebo vanadu (V5+) 
(cit.31). Právě podle charakteru aktivního místa jsou pero-
xidasy členěny do tří skupin − hemové peroxidasy, va-
nadové peroxidasy a ostatní peroxidasy. Nejpočetněj�í je 
skupina peroxidas, jejich� katalytické centrum obsahuje 
hem. 
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Obr. 5.  Reakční cyklus peroxidas za účasti peroxidu vodíku 
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Obsah glykosidicky vázaných sacharidů se u jednotli-
vých peroxidas velmi li�í a dosahuje a� 30 % z celkové 
molekulové hmotnosti.. Relativní molekulová hmotnost 
funkčních peroxidas se pohybuje v rozmezí 42 000−
158 000. 

O peroxidasách je známo, �e se vyskytují ve velkém 
mno�ství forem (pravděpodobně isoenzymů). Například 
křenová peroxidasa (HRP − horseradish peroxidase) se 
vyskytuje ve čtrnácti formách, laktoperoxidasa v �esti a� 
deseti, myeloperoxidasa ve třech103. Jsou-li tyto formy 
skutečnými isoenzymy, které jsou dány i geneticky podmí-
něnými rozdíly v primární sekvenci aminokyselin, nebo 
jsou to formy vzniklé posttranslačními modifikacemi, není 
známo. Dokonce se zva�uje, nejedná-li se i o arteficiální 
rozdíly způsobené extrakcí, izolací či způsobem stanove-
ní104. I kdy� peroxidasy vykazují poměrně nízkou sekvenč-
ní homologii, obsahují konzervované úseky, které umo�-
ňují velmi podobné uspořádání terciární struktury těchto 
enzymů, resp. předev�ím jejich katalyticky aktivní domé-
ny31. 

V buňkách rostlin a plísní hrají peroxidasy význam-
nou roli při v�ech oxidačně-kondenzačních procesech, tj. 
předev�ím v procesech lignifikace. Při růstu buněčné stěny 
jsou do ní vázány monomery, které se prostřednictvím 
peroxidasy řetězí, poté zesíťují, a tak formují matrix bu-
něčné stěny. Jiné peroxidasy (ligninperoxidasa, mangan-
peroxidasa) mají schopnost lignin depolymerovat. Tyto 
enzymy jsou sekretovány dřevokaznými houbami (např. 
Phanerochaete chrysosporium)105. Peroxidasy jsou účinné 
v přeměně řady substrátů včetně xenobiotik jako jsou na-
příklad benzo(a)pyren, pyren, benz(a)anthracen, anthracen, 
fenoly, polychlorované fenoly, azobarviva, Remazol Bril-
liant Blue R31,90,91,106. 

Zajímavými enzymy jsou tzv. katalasy-peroxidasy. 
Řadí se sice do skupiny katalas, ale vyznačují se peroxida-
sou aktivitou, která je u těchto enzymů vy��í ne� jejich 
aktivita katalasová107. Jsou schopny jednoelektronových 
oxidací řady xenobiotických substrátů, předev�ím látek 
fenolických. Reakce probíhá podle rovnice typické pro 
vět�inu peroxidas: 

 
H2O2  +  2 HA   →   2 H2O  +  2 A�  

 
Katalasy-peroxidasy byly izolovány jak 

z prokaryotických buněk (např. Escherichia coli, Chroma-
tum vinosum, Klebsiella pneumoniae, Rhodobacter capsu-
lans), tak i buněk eukaryotických (dosud dva zástupci, 
Septoria tritici a Penicilium simplicissimus)107. Tyto he-
mové enzymy se vět�inou vyskytují ve formě homodimerů 
o molekulové hmotnosti v rozmezí 150 000 a� 200 000 
(cit.107). 

Katalytický cyklus peroxidas je zahájen vazbou H2O2 
nebo jiného peroxidu (ROOH) na nativní peroxidasu, při-
čem� se enzym aktivuje (obr. 5). Vzniká Sloučenina I 
(případně Sloučenina ES), která je o dva oxidační ekviva-
lenty nad nativním enzymem31. Tato sloučenina nese akti-
vovaný kyslík. Struktura tohoto aktivovaného stavu enzy-
mu je z klasického chemického pohledu dosti neobvyklá. 
Atom kyslíku je v ní kovalentně vázán jako �estý ligand 

hemového Fe s formálním oxidačním číslem IV a druhý 
oxidační ekvivalent je přítomen ve formě ferrylporfyrino-
vého π-kation radikálu (v případě Sloučeniny I) nebo na 
aminokyselinovém zbytku proteinu, nejčastěji Trp a Tyr (v 
případě Sloučeniny ES) (cit.31, obr. 5). Přítomnost reaktiv-
ního radikálu je pravděpodobně příčinou nestability Slou-
čeniny I a její krátké doby �ivota (v řádech sekund a� mi-
nut) v závislosti na druhu peroxidasy. Stabilita Sloučeniny 
I závisí také na koncentraci H2O2. V nepřítomnosti redukč-
ního substrátu je peroxidasa velkým mno�stvím peroxidu 
degradována31. 

Reakcí Sloučeniny I (případně ES, cit.31) se substrá-
tem (donorem elektronů) vzniká Sloučenina II (cit.101,102) 
a radikál substrátu. Elektronem vytr�eným z molekuly 
substrátu se doplní deficit na porfyrinovém skeletu nebo 
na aminokyselinovém zbytku peroxidasy. Bylo zji�těno, �e 
Sloučenina I oxiduje substrát 10−100× rychleji ne� Slou-
čenina II (cit.108). Cyklus se uzavírá reakcí Sloučeniny II 
s dal�í molekulou substrátu, přičem� se obnoví peroxidasa 
v základním, nativním stavu (obr. 5). 

Radikály vzniklé jednoelektronovou oxidací substrátu 
jsou obvykle rychle uvolněny z vazebného místa peroxida-
sy volně do roztoku, kde reagují podle prostředí, ve kterém 
se vyskytují. A to nejčastěji za vzniku polymeračních nebo 
oxidačních produktů podle rovnic: 

 
2 AH�  →  AH−AH  2 AH�  →  A−A  +  H2 
2 AH�  →  A  +  AH2  
Peroxidasový cyklus odpovídá modifikovanému ping-

pongovému mechanismu, kterého se účastní dvě molekuly 
redukčního a jedna molekula oxidačního substrátu. Oxida-
ce substrátu (AH2) peroxidasami je zprostředkována dvě-
ma jednoelektronovými přenosy. Existují v�ak výjimky. 
Bylo toti� zji�těno, �e např. jodidy jsou oxidovány Slouče-
ninou I thyroidperoxidasy reakcí přená�ející dva elektrony. 
V tomto případě není Sloučenina II intermediátem reakce, 
ale po uvolnění oxidovaného substrátu je peroxidasa obno-
vena rovnou do svého základního stavu. Podobně mohou 
být oxidovány i aromatické sulfidy na sulfoxidy31. 

Oxidace fenolů, azobarviv a aromatických aminů 
tvořených té� redukcí nitro-aromátů či azobarviv, peroxi-
dasami jsou v literatuře detailně popsány. Oxidační reakce 
mohou vést jak k detoxikaci xenobiotika, tak i k tvorbě 
toxičtěj�ích sloučenin. Příkladem takových látek jsou např. 
azobarviva dimethylaminoazobenzen a Sudan I či aminy 
benzidin a 2-naftylamin, které jsou peroxidasami aktivová-
ny na metabolity iniciující v �ivoči�ných organismech 
nádorové procesy31,100. 

Z poznatků získaných v experimentech in vitro vyplý-
vá, �e peroxidasy mohou být vysoce účinné 
v dekontaminaci �ivotního prostředí zneči�těného slouče-
ninami, o jejich� metabolismu předkládaný článek infor-
muje. Uvedené sloučeniny (fenoly, aromatické aminy, 
azobarviva) jsou oxidovány na volné radikály nebo na 
chinony a chinoniminy31,100,109−111. Tyto reaktivní oxidační 
produkty poskytují oligomery nerozpustné ve vodě, které 
mohou být snadno odstraňovány. V praxi ji� byly dokonce 
peroxidasy u�ity při dekontaminaci půd obsahujících ně-
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které studované noxy, jmenovitě fenoly a aromatické ami-
ny. V půdním prostředí se toti� oligomerní produkty vá�ou 
na humus, čím� výrazně klesá toxicita výchozích látek. 
Stejné reakce byly také testovány při dekontaminaci půd-
ních sedimentů. Zpětné uvolňování detoxikovaných polu-
tantů z oligomerů nebo humusu probíhá jen ve velmi ma-
lém měřítku, proto by oxidační reakce mohly být snadným 
a bezpečným způsobem dekontaminace112,113. Oxidační 
reakce zprostředkovávané peroxidasami by mohly být 
vyu�ívány i pro odstranění fenolů a aromatických aminů 
z vodných roztoků (odpadních vod).  

 
3. Enzymy biotransformující cizorodé látky  

redukčními reakcemi 
 
Redukční reakce participují na biotransformaci xeno-

biotik v men�í míře ne� reakce oxidační. S tím souvisí 
i skutečnost, �e rovně� enzymy katalyzující redukční reak-
ce jsou daleko méně charakterizovány. Jejich identifikace 
a charakterizace v�ak nabývají v poslední době na význa-
mu. Je tomu tak proto, �e pro nitro-aromáty (popř. některá 
azobarviva) redukční reakce reprezentují významnou cestu 
jejich metabolismu. Z reduktas eukaryotických organis-
mů  jsou prozkoumány předev�ím enzymy �ivoči�né. 
Majoritní podíl na redukci nitro-aromátů a azobarviv 
mají cytoplazmatické enzymy, flavoproteiny xanthinoxi-
dasa a DT-diaforasa [NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa], 
v men�í míře pak aldehydoxidasa, dále membránové enzy-
my NADPH:CYP reduktasa a částečně aktivní jsou 
i cytochromy P450 (cit.79,114).  

 
3 . 1 . N A D ( P ) H : c h i n o n o x i d o -

r e d u k t a s a  ( D T - d i a f o r a s a )  
 
Cytoplazmatický enzym NAD(P)H:chinonoxido-

reduktasa je flavoprotein katalyzující dvouelektronové 
redukce chinonů a chinoidních sloučenin na hydrochinony 
(bez tvorby radikálových meziproduktů). Jako donor elek-
tronů mů�e vyu�ívat s obdobnou efektivitou NADH 
i NADPH (cit.115). Enzym je homodimer, v ka�dém aktiv-
ním centru má jednu prosthetickou skupinu FAD. Obě 
identické podjednotky jsou v �head-to-tail� uspořádání 
a ka�dé aktivní centrum je tvořeno částí jedné i druhé pod-
jednotky116.  

Chinoidní sloučeniny, vznikající například biotrans-
formací benzenu či benzo[a]pyrenu, se mohou kovalentně 
vázat na DNA, RNA nebo proteiny. Účastní se také jedno-
elektronových oxidačně-redukčních pochodů vedoucích 
k tvorbě oxidativního stresu117,118. Vedle redukce chinonů 
redukuje NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa rovně� jiná 
nízkomolekulární xenobiotika, kupříkladu nitrosloučeniny 
a azobarviva115. 

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa je inducibilním enzy-
mem. Existuje �iroká paleta strukturně odli�ných sloučenin 
majících schopnost indukovat NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktasu, a tím chránit organismy před toxickými 
efekty řady xenobiotik. Jedná se předev�ím o 1,1�-azo-
naftaleny, analogy azobarviv  Sudanu I a Sudanu III, kuma-

riny, flavonoidy, polycyklické aromatické uhlovodíky, slou-
čeniny obsahující ve své molekule síru, fenolické antioxi-
danty a dal�í119. Přesný mechanismus indukce NAD(P)H: 
chinonoxidoreduktasy nebyl dosud zcela objasněn; existence 
různých genů v potkaních i lidských játrech svědčí o přítom-
nosti násobných forem enzymu120. NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktasy patří spolu s cytochromy P450 1A1 a 1A2 
mezi enzymy indukované prostřednictvím Ah receptoru. 
Tímto zřejmě nejdůle�itěj�ím mechanismem zaji�ťují in-
dukci tohoto enzymu například polycyklické aromatické 
uhlovodíky a azobarviva119. Antiestrogeny (např. tamoxi-
fen) stimulují expresi NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy 
prostřednictvím receptoru specifického pro estrogeny120 
a některé induktory (např. tert-butylhydrochinon) k induk-
ci NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy intracelulární receptor 
nepotřebují119.  

 
3 . 2 .  X a n t h i n o x i d a s a  

 
Xanthinoxidasa je flavoprotein obsahující ionty mo-

lybdenu a �eleza katalyzující oxidační hydroxylaci řady 
aromatických heterocyklických sloučenin (z endogenních 
sloučenin hlavně xanthin a hypoxanthin, dále pak NADH) 
a aldehydů. V organismech se účastní předev�ím odbourá-
vání purinových bází. Z purinů se nejdříve od�těpuje ribo-
sa a uvolněný guanin je deaminován na xanthin. Ten je 
substrátem xanthinoxidasy, která ho hydroxyluje na uhlíku 
C8 za vzniku kyseliny močové121. 

Eukaryotická xanthinoxidasa je homodimer o mole-
kulární hmotnosti 130 000. Ka�dý monomer obsahuje 
několik funkčních domén (několik systémů přená�ející 
elektrony); dvě domény jsou koordinovány [Fe2S2] 
klastrem, dal�í je doména flavinová. Poslední dvě domény 
přítomné v molekule enzymu jsou proteinové oblasti váza-
jící dva ionty molybdenu jako kofaktoru. Celý tento kom-
plex cyklicky přechází z plně oxidovaného stavu (MoVI) 
do redukovaného stavu� MoIV, cit.122). 

Xanthioxidasa je cytoplazmatický enzym exprimova-
ný v mnoha tkáních obratlovců, nejvíce v játrech. V jaterní 
tkáni se enzym vyskytuje té� ve formě xanthindehydroge-
nasy, která vykazuje obdobnou enzymovou aktivitu. Vedle 
endogenních subtrátů metabolizuje xanthinoxidasa i xeno-
biotika. Komplexní flavinový systém xanthinoxidasy 
(existence semichinoidních forem isoalloxazinových částí 
flavinových prosthetických skupin, iontů Mo a Fe, obr. 6) 
zabezpečuje její efektivní participaci na redukci řady xeno-
biotik (např. nitroaromátů)121.   

Cytoplazmatická xanthinoxidasa redukuje polycyklic-
ké aromatické nitrosloučeniny (např. mono- a dinitropyre-
ny, nitroareny, 3-nitrobenzanthron, 2-nitroanisol, nitrofe-
noly, nitrotolueny)114,123,124. Naproti tomu DT-diaforasa 
byla určena za majoritní enzym redukující nitro-aromáty 
přírodního původu, aristolochové kyseliny125,126.  

 
3 . 3 . N A D P H : c y t o c h r o m  P 4 5 0  

( C Y P )  o x i d o r e d u k t a s a   
 
Mezi nejdůle�itěj�í membránově vázaný enzym redu-
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kující řadu xenobiotik patří enzym lokalizovaný 
v membránách endoplazmatického retikula, obsahující oba 
známé zástupce flavinových kofaktorů, FMN i FAD, jme-
novitě NADPH:CYP oxidoreduktasa (NADPH:CYP re-
duktasa). Tento enzym, membránově vázaný ��lutý pro-
tein�, je slo�kou monooxygenasového systému cytochro-
mů P450, který katalyzuje přenos elektronů z NADPH na 
v�echny známé formy cytochromu P450 (cit.127 ) (v daném 
organismu je jedna forma NADPH:CYP reduktasy schop-
na spolupracovat s více formami CYP). Přenos elektronů 
byl popsán také na cytochrom c, cytochrom b5, hem oxy-
genasu, ferrikyanid, elongasu mastných kyselin a dal�í128.  

NADPH:CYP reduktasa má dvě funkční domény, 
hydrofobní N-terminální (6000), kterou je zakotvena 
v membráně, a hydrofilní C-terminální doménu (72 000)
129. Účinkem pankreatické proteasy trypsinu lze solubilizo-
vat C-terminální doménu, která je částečně funkční: je 
schopna přená�et elektrony na cytochrom c a některé arte-
ficiální akceptory elektronů, cytochrom P450 ji� ale redu-
kovat nedoká�e129.   

C-terminální funkční doména se skládá z FMN- 
a FAD-vazebné strukturní domény, �spojovací� struktura 
umístěná mezi FMN- a FAD-vazebnou doménou pak zod-
povídá za správnou prostorovou orientaci obou struktur-
ních domén. FAD a FMN skupiny se vzájemně nepřekrý-
vají, jsou v kontaktu prostřednictvím 7- a 8-methylových 
skupin isoalloxazinových kruhů, které le�í těsně u sebe a 
svírají úhel zhruba 150°. Přenos elektronů mezi flaviny je 
tedy patrně přímý, není zprostředkovaný zbytkem amino-
kyseliny, a proto je tento přenos poměrně rychlý129.  

FAD-vazebná doména je zodpovědná za (neko-
valentní) vazbu NADPH; pozitivně nabité aminokyseliny 
(arginin, lysin) v místě vazby NADPH interagují 
s negativně nabitou fosfátovou skupinou v poloze 2� ribo-
sy, kterou se tento koenzym li�í od NADH, a způsobují tak 
neobvykle vysokou selektivitu NADPH:CYP reduktasy 
vůči NADPH (cit.129).  

FMN-vazebná doména je zodpovědná za přenos elek-
tronů na akceptorovou molekulu (cytochrom P450 nebo 
cytochrom c). Pyrimidinová strana isoalloxazinového kru-
hu FMN se nachází v blízkosti povrchu enzymu a je tak 
snadno dostupná. Elektrony tedy opou�tějí NADH:CYP 
reduktasu z této strany FMN skupiny a jsou přijímány 
hemem akceptorové molekuly. FMN  vazebná doména 
proto zprostředkovává interakci s akceptorovou molekulou 
(cytochromem P450 nebo cytochromem c). 

Interakce mezi NADPH:CYP reduktasou a cytochro-
mem P450 jsou předev�ím elektrostatické povahy − kladně 
nabitý povrch cytochromu P450 (lysiny, argininy) intera-
guje se záporně nabitým povrchem NADPH:CYP reduk-
tasy (aspartát, glutamát). Dále se uplatňují také hydro-
fobní interakce mezi nepolárními aminokyselinami 
(leucin, tryptofan, valin) v oblasti membránových domén 
NADPH:CYP reduktasy a cytochromu P450 (cit.129).  

Funkce NADPH:CYP reduktasy jako děliče elektro-
nového páru byla vysvětlena na základě rozdílných redox-
ních potenciálů obou flavinových prosthetických sku-
pin130,131. Akceptorem elektronů (resp. atomů vodíku) od 
NADPH je FAD, který elektrony následně předává FMN. 
Za jednoelektronovou redukci akceptorové molekuly − 
cytochromu P450 − je (v případě savčí NADPH:CYP 
reduktasy) zodpovědný zcela redukovaný hydrochinon 
FMNH2 (viz. schema 1 ).  

Vzhledem k tomu, �e NADPH:CYP reduktasa 
a cytochromy P450 jako součásti MFO systému spolu 
velmi úzce �spolupracují� při biotransformaci xenobiotik 
i eobiotik, některé ze sloučenin majících schopnost indu-
kovat cytochromy P450 indukují současně i NADPH:CYP 
reduktasu, vět�inou v�ak v men�í míře. Doposud nebylo 
prokázáno, zda k indukci NADPH:CYP reduktasy dochá-
zí stejnými mechanismy (prostřednictvím stejných recep-
torů) jako při indukci cytochromu P450. NADPH:CYP 
reduktasu indukují např. 3,3�,4,4�-tetrachlorbifenyl132 
a některé dimethylsiloxany133. Dále byla zvý�ená aktivita 

 
Obr. 6.  Redukce xanthioxidasy prostřednictvím NADH (převzato z cit.121) 
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NADPH:CYP reduktasy stanovena v jaterních, ledvinných 
a plicních mikrosomech u potkanů vystavených čtyřtýden-
ní inhalaci zplodin motorových vozidel134.  

NADPH:CYP reduktasa je v rámci fylogenese velmi 
konzervovaný enzym. NADPH:CYP reduktasy z různých 
mikrobiálních, rostlinných a �ivoči�ných druhů vykazují 
vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (např. 
lidská a potkaní forma mají sekvenční homologii 92 %, 
přičem� nejvíce odli�ností v aminokyselinové sekvenci se 
nachází v N-terminální �kotvící� oblasti, zatímco FMN-
vazebná doména je u obou forem téměř shodná135. Tento 
fakt ukazuje na významnou roli tohoto enzymu v průběhu 
evoluce136.  

Vedle endogenních substrátů (cytochrom P450, 
cytochrom c) NADPH:CYP reduktasa redukčně metaboli-
zuje i nízkomolekulární substráty včetně cizorodých lá-
tek. Substráty tohoto enzymu jsou např. 1,8-dinitro-
pyren114, 3-nitrobenzanthron123, aristolochové kyseliny137, 
dimethylaminoazobenzen114 a jeho metabolit, methylami-
noazobenzen114. Cizorodé substráty interagují s doménou 
proteinové molekuly enzymu, na kterou je vázán koenzym, 
NADPH, a  která  je lokalizovaná  na  opačné  straně  od 
N-konce proteinové molekuly enzymu138.   

Také v případě samotných cytochromů P450 byla 
zji�těna jejich redukční aktivita vůči nitroaromátům  1-, 2- 
a 4-nitropyrenu114, 6-nitrochrysenu114, 3-nitrobenz-
anthronu123 a aristolochovým kyselinám137 i azobarvivu 
dimethylaminoazobenzenu73. Aktivní v takových reakcích 
jsou předev�ím �ivoči�né enzymy podrodin CYP1A, 2B, 
2D a 3A. 

Redukce nitro-aromátů  patří mezi majoritní reakce 
biotransformace těchto sloučenin také u mikroorganismů. 
Z mikroorganismů jsou v redukci nitro-aromátů efektivní 
např. Pseudomonas aeruginosa139, P. vesicularis140, P. 
pseudoalcaligenes141, Rhodococcus erythropolis142, Nocar-
dioides sp. CB22-2 (cit.143), aktinomycety a streptomyce-
ty144. Redukčními reakcemi vzniká plejáda metabolitů, 
v nich� jsou nitroskupiny postupně redukovány na ami-
noskupiny. Dochází rovně� k denitrozaci. V tomto případě 
je v�ak otázkou, zda probíhá reakcemi redukčními či oxi-
dačními. Na rozdíl od �ivoči�ných organismů je identifika-
ce enzymů zodpovědných za redukční reakce v mikro-
organismech teprve v počátcích. V současnosti jsou ve 
vět�ině případů označovány pouze jako reduktasy, u kte-
rých není specifita detailně prozkoumána. Absence po-
znatků o těchto enzymech je tedy výzvou pro jejich inten-
zivní studium.  

 

4. Závěr 
 
Poznání komplexních procesů probíhajících při biode-

gradaci i při tvorbě toxických (karcinogenních) derivátů 
čtyř skupin kontaminant �ivotního prostředí (fenolů, nitro-
aromátů, aromatických aminů a azobarviv) je předmětem 
grantových projektů ře�ených v na�ich laboratořích. Dů-
vod je zřejmý. Detailní rozlu�tění takových procesů by 
mohlo být vyu�ito pro odstraňování polutantů 
z kontaminovaných slo�ek �ivotního prostředí nebo 
k zabránění reakcí iniciujících procesy nádorového bujení 
v organismech včetně člověka. Zvlá�tní zřetel je nutno 
klást nejen na poznání majoritních enzymů metabolizují-
cích uvedené polutanty, ale i na studium vzájemného 
ovlivnění jednotlivých enzymů v procesu biodegradace, 
jejich inhibici (modulaci) samotnými noxami a jejich smě-
sí. Poznání metabolických reakcí a enzymů, které je kata-
lyzují, je stě�ejní pro biotechnologické konstrukce kmenů 
mikroorganismů cíleně exprimujících rekombinantní enzy-
my těch organismů, které nejefektivněji biodegradují stu-
dované polutanty. Limitující je i pro přípravu směsných 
bioreaktorů vyu�itelných v praxi. 

 
Podporováno GA ČR (granty 104/03/0407, 

203/03/0283) a MPO ČR (grant FD-K/096). 
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M. Stiborováa, J. Hudečeka, J. Páca Jr.a, V. 
Martíneka, and J. Pácab (aDepartment of Biochemistry, 
Faculty of Science, Charles University, bDepartment of 
Fermentation Chemistry and Bioengineering, Institute of 
Chemical Technology, Prague): Study of Enzymes Me-
tabolizing Environmental Pollutants as a Means of 
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. 

 
 

 
 


