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1. Uvod

Pyridoxal-5’-fosfat (PLP) a pyridoxamin-5’-fosfat
(PMP) jsou formy vitaminu B, které se mohou jako kofak-
tor ucastnit metabolickych pochodil spojenych s pfeménami
aminokyselin. Struktura PLP umoZiiuje jeho vyuziti jako
katalyzatoru velmi rozmanitych reakci, zahrnujicich napfi-
klad transaminaci, racemizaci, o-dekarboxylaci, aldolové
Stépeni a B- a y-eliminaci!. Takova univerzalnost neni u or-
ganickych slou¢enin vyuZivanych jako kofaktory enzymu
prilis béznd. Ve vSech vyse zminénych piipadech je pro ka-
talyzu vyuZzivana aldehydova skupina PLP. Pyridinovy kruh
usnadiiuje prabéh reakci diky aromatickému charakteru
a schopnosti odtahovat elektrony z Co uhliku substratu
a stabilizovat Schiffovu bazi vzniklou po navdzani sub-
stratu. Tim dojde k nezbytné labilizaci vazeb vychézejicich
z Ca uhliku.

2. Pyridoxalfosfat jako katalyzator
neenzymovych reakci

Bylo prokadzano, Ze samotny PLP je schopen katalyzo-
vat n€které reakce ve vodnych roztocich, napiiklad kon-
verzi nékterych aminokyselin na prislu§né oxokyseliny, ra-
cemizaci n&kterych aminokyselin?, dekarboxylaci amino-
kyselin nebo elimina¢ni®* reakce (serin — pyruvit + amo-
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niak, serin — glycin + formaldehyd). Jako katalyzétory
téchto reakci mohou kromé PLP pusobit i dalsi slouceniny
obsahujici dusikaty heterocyklus, volnou fenolovou a for-
mylovou skupinu!, jako naptiklad 3-hydroxypyridin-4-al-
dehyd nebo 3-hydroxypyridin-2-aldehyd. Obdobné slouce-
niny bez heterocyklu, jako napiiklad salicylaldehyd nebo
m-nitrosalicylaldehyd, nejsou schopné uvedené reakce ka-
talyzovat.

Pribéh reakci katalyzovanych volnym PLP je vyznam-
n& ovlivnén teplotou a pH a pfitomnosti n&kterych iontt?,
jako napiiklad Cu2*, Fe*, Fe3*, Al3*, které zde mohou mit
nékolik funkci. Mohou napoméhat vzniku komplexu PLP
a aminokyseliny ve vodnych roztocich, depolarizovat nabi-
tou karboxylovou skupinu nebo se mohou podilet na odta-
hovani elektronu z Co uhliku aminokyseliny tvorbou che-
14t které podporuji vznik plandrni konformace aldimino-
vého komplexu. VSechny tyto funkce jsou pii enzymové
katalyze zajiStovany aminokyselinovymi zbytky proteinu.

Jiz v padesatych letech byl pro reakce katalyzované vol-
nym PLP navrZen zdkladni mechanismus vzniku komplexu
PLP-aminokyselina®, jeho stabilizace kovovymi ionty
a byly objasnény jednotlivé kroky vedouci k racemizaci,
transaminaci, dekarboxylaci a vzniku glycinu, acetaldehydu
a threoninu. Pozdégji se ukdzalo, Ze enzymové katalyzované
reakce probihaji shodnymi mechanismy (obr.1 na nasledu-
jici strané). Je zajimavé a celkem ocekdvatelné, Ze reakce
katalyzované ,neenzymovym* PLP maji nizkou reak¢ni
specifitu, a mze tedy soucasné probihat né€kolik typt re-
akci.

3. Pyridoxalfosfat v enzymovych reakcich

V Sedesatych letech bylo objeveno a izolovdno mnoz-
stvi enzymu obsahujicich PLP jako kofaktor. Porovnanim
meziproduktl reakci byl prokdzan shodny mechanismus
u enzymovych i neenzymovych reakcil. Pfi enzymové ka-
talyze se vliv vnéjSich podminek (teplota, pH, pfitomnost
kovovych ionti, koncentrace substritil aj.) sniZuje, zaroveti
dochézi k vyznamnému zvySeni reak¢ni rychlosti a reak¢ni
specifity.

Hlavni odli§nost v mechanismu enzymovych reakci je
ve tvorbé aldiminového meziproduktu. PLP je v enzymech
vazano v aktivhim mist¢ k e-aminoskupiné lysinového
zbytku apoenzymu jako Schiffova bdze (interni aldimin),
5’-fosfatova skupina je fixovana az deviti vodikovymi vaz-
bami. PMP je v aktivnhim misté ukotven zejména pomoci
5’-fosfatové skupiny. Tvorba externiho aldiminu se substra-
tem pak probiha transaldiminaci za vzniku aldaminu jako
meziproduktu, namisto karbinolaminu pfi neenzymovych
reakcich’. Schéma kli¢ovych meziprodukti v reakcich ka-
talyzovanych PLP-dependentnimi enzymy je na obr. 1.
VSsechny reakce vychdzi z protonovaného interniho aldi-
minu mezi PLP a lysinem z aktivniho mista enzymu. Ve
vét§iné piipadi je dusikovy atom pyridinu protonovan
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a hydroxylovd skupina deprotonovédna. Transaldiminaci
vznikd externi aldimin. Na jeho konformaci zéleZi, kterd
z reakc{ bude umoZnéna. Jedna ze tii skupin vazanych k Co.
uhliku (H*, COO™, R) je fixovana kolmo k roviné pyridino-
vého kruhu. Ta je pak v nésledujicim kroku odtrZzena za
vzniku chinoidniho produktu. Odtrzeni COO~ je krokem
dekarboxyla¢ni drahy, odtrZenim postranniho fetézce sub-
strdtu vzniké glycin a tohoto kroku vyuZivaji serin:hydro-
xymethyltransferasa a o-synthasy. Meziprodukt vznikly od-
trZenim protonu je typicky pro racemasy, aminotransferasy,
B- a y-synthasy a pro enzymy katalyzujici B-eliminaci.
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Pti enzymovych reakcich je PLP obklopeno aminokyse-
linovymi zbytky apoenzymu, které se mohou podilet na re-
akci jako donory nebo akceptory protonti v né€kterych me-
zikrocich a ovliviiovat tak substratovou specifitu ptizptso-
benim se konkrétnimu substratu. Proteinovd ¢ast enzymu
tak zodpovidd za substratovou specifitu, reakcni specifitu
a ovliviiuje reakcni rychlost. Pfi nedostatecném potlaceni
vedlejSich aktivit enzymu pak miZe dochazet k vedlej$im
reakcim, které ve vétSin€ pripadd zplsobi inaktivaci en-
zymu®. Pfikladem je vedlejsi reakce katalyzovana dekarbo-
xylasami, kdy dojde zaroveii k transaminaci. Vznikly PMP

R~C<CO; je k apoenzymu vézan velmi slabé, a proto velmi rychle di-

sociuje. Ve vétsi mife k témto vedlej$im reakcim dochazi
u reakei s analogy substrétl, které mohou zpusobit odliSnou
konformaci meziprodukti.

Obr. 1. Schéma moznych reakcei kataly-
zovanych PLP-dependentnimi enzymy.
Reakce vZdy zacind pfeménou interniho
aldiminu (struktura oznacena jako 1) na
externi. Druh kovalentni zmény je nazna-
&en nad §ipkou!?
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4. Prostorové struktury
PLP-dependentnich enzymu

Vztah prostorové struktury a funkce je v soucasné dobé
jednou z priorit vyzkumu pyridoxalfosfatovych enzymil.
PfestoZe prvni struktura PLP-dependentniho enzymu9 byla
publikovéna jiZ v roce 1980, vét§i mnoZstvi prostorovych
struktur bylo vyfeSeno az v poslednich osmi letech10 diky
modernim krystalografickym metoddm, které umoZnily ur-
¢it strukturu i pro molekuly vétSi nez 90 kDa, mezi které
PLP-enzymy ve vét§in€ ptfipadl patii. Pro zndmé enzymy
je pomoci substratovych analogt a cilené mutageneze sle-
dovén vliv jednotlivych aminokyselinovych zbytki na me-
chanismus reakce. U publikovanych struktur byly nalezeny
mnohé podobné strukturni znaky. V soucasné dob& je
obecné pfijimdno rozdéleni PLP-enzymt do ¢tyt zaklad-
nich rodin nazvanych podle jejich charakteristickych za-
stupcll jako aspartdtaminotransferasovd, tryptofansyntha-
sovd, alaninracemasova a rodina aminotransferasy d-ami-
nokyselin!%-11,

4.1. Aspartdtaminotransferasova rodina

Aspartitaminotransferasa (AAT) je nejvice prostudova-
nou aminotransferasou'-12, jeji vlastnosti i struktura byly
podrobné popsédny. PrestoZe nejvice pozornosti bylo véno-
vano prase¢i mitochondridlni AAT, struktura byla urena
i pro enzymy z jinych organismii'3-1¢, obratlovcii i bakterii.
Shoda ve strukturach je natolik velkd, Ze je moZné poznatky
o vlivu jednotlivych aminokyselinovych zbytkil na mecha-
nismus prase¢iho enzymu aplikovat i na AAT z prokaryot-
nich zdroja.

Aspartataminotransferasa je kompaktné uspotddany ho-
modimer s dvoucetnou osou symetrie, podjednotky o mole-
kulové hmotnosti pfiblizné¢ 45 kDa obsahuji tfi domény
(centralni vaZzici PLP, C-koncovou a N-koncovou). Cent-
rdlni doména je tvofena otevienou o/ strukturou s jedinec-
nym uspofadanim sedmifetézcového B-sheetu agfedbc, ve
kterém jsou kromé g vSechny fetézce paralelni. Lysin vaZici
PLP se nachézi ve smyc¢ce mezi fetézci f a g. Aktivni mista
se nachdzeji na rozhrani podjednotek a domén a podileji se
na nich aminokyselinové zbytky z obou podjednotek. Vazba
substritu vyvolava v enzymu vyznamné strukturni zmény,
které v obdobném rozsahu nebyly pozoroviny u Zadného
dal$iho PLP-enzymu.

Do této rodiny enzymil patii i ornithinaminotransferasa,
y-aminobutyrataminotransferasa, glutamat-1-semialdehyd-
aminomutasa, m-aminokyseliny:pyruvat-aminotransferasa,
ornithindekarboxylasa, dialkylglycindekarboxylasa, tyro-
sin:fenollyasa, tryptofan:indollyasa a cystathionin B-lya-
sal% Prvni dva jmenované enzymy jsou homodimery se
strukturou velmi blizkou AAT a dialkylglycindekarboxy-
lase. Glutamit-1-semialdehydaminomutasa!” (GSAT) se
sklada ze dvou podjednotek o shodném aminokyselinovém
sloZeni, ale rozdilné prostorové struktuie podjednotek,
jedna z nich obsahuje PMP namisto obvyklého PLP viza-
ného pies lysin a vstup do aktivniho mista je blokovan tfi-
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cet aminokyselin dlouhou smy¢kou. Tyrosin:fenollyasa'®
a tryptofan:indollyasa'® jsou vzajemn& velmi podobné tet-
ramerni enzymy (50% identita sekvenci). V obou dvou hraji
vyznamnou roli pfi katalyze draselné ionty, pokud se na-
hradi sodnymi ionty, enzym ztrici aktivitu. Cystathionin
B-lyasa? je také homotetramer a je ze viech enzymil této
rodiny nejméné podobnia AAT. PrestoZze PLP-vazebnd
i C-koncova doména jsou podobné AAT, N-koncovi se 1i§i
jak ve své struktufe, tak i v poloze vici ostatnim doméndm.
Vstup substratu do aktivniho mista vyvoldva podobné kon-
formacni zmény jako u AAT, avSak v menSim rozsahu, stu-
dované inhibitory nejsou schopné tuto zménu vyvolat.

4.2. Tryptofansynthasova rodina

Tryptofansynthasa2! je enzym o podjednotkovém slo-
Zeni (af),, kde dimery o8 jsou schopné katalyzovat reakci,
avSak vazbou na druhy dimer se zvySuje moldrni aktivita
komplexu. Enzym katalyzuje syntézy L-tryptofanu z indo-
lylglycerolfosfatu a L-serinu, kde o-podjednotka katalyzuje
vznik indolu a glyceraldehyd-3-fosfatu z indolylglycerol-
fosfatu a B-podjednotka vznik tryptofanu z indolu a serinu.
Pouze B-podjednotka obsahuje PLP. Aktivni mista jsou spo-
jena 2,5 nm dlouhym hydrofobnim tunelem, ktery se vy-
tvoii pouze za pritomnosti substrat a draselného iontu,
sodny iont tvorbu kandlu blokuje.

Kromé tryptofansynthasy patii do této rodiny jesté thre-
onindeaminasa a O-acetylserinsulthydrylasa. Podobnost
mezi enzymy v této rodiné je vyznamné mensi neZ u aspar-
tdtaminotransferasové rodiny. Threonindeaminasa? je ho-
motetramer, jehoZ podjednotky se sklddaji z katalytické
N-koncové a regulacni C-koncové domény. Katalyticka do-
ména obsahuje PLP a je podobna B-podjednotce tryptofan-
synthasy, regulacni doména je strukturou podobna fosfogly-
cerat dehydrogenase.

O-Acetylserinsulfhydrylasa® je dimer s vysokou struk-
turni, av§ak nizkou sekven¢ni homologiii s -podjednotkou
tryptofansynthasy, oproti které je vyznamné zkricena
v N-koncové oblasti.

4.3. Rodina aminotransferasy d-aminokyselin

DAAT (cit.>*) je homodimer, ktery se od AAT li§i veli-
kosti a orientaci PLP v enzymu. Oproti AAT je kratsi
o zhruba 100 aminokyselin, na tvorbé aktivniho mista se
podileji opét aminokyselinové zbytky z obou podjednotek
a PLP je vazén k proteinu shodnymi vodikovymi vazbami.
Na rozdil od AAT je rozpous§tédlu vystavena A-strana ko-
faktoru (v ostatnich rodinach to je vétSinou B-strana”), diky
tomu se pfi vzniku externiho aldiminu dostane Ca vodik do
blizkosti aminoskupiny lysinového zbytku zodpovédného
za deprotonaci Co aldiminu a protonaci C4’ chinoidniho
meziproduktu. Karboxylovd skupina aminokyselinového
substrétu je fixovana tvorbou iontového paru s argininovym
zbytkem. Tim je zaruCena specifita pro D-aminokyseliny.
Velikost aktivniho mista umoZiiuje vstup i relativné vétSich

o
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Tabulka I
Prehled reakci katalyzovanych PLP-enzymy se zndmou strukturou

Referaty

Nézev enzymu Substraty Produkty
Aspartdtaminotransferasovd rodina
Aspartidtaminotransferasa L-aspartat oxalacetét
o-ketoglutardt L-glutamat

Ornithinaminotransferasa

Y-Aminobutyrdtaminotransferasa

Glutamat-1-semialdehydaminomutasa

L-ornithin
o-ketoglutarat
Y-aminobutyrat
a-ketoglutarat
glutamét-1-semialdehyd

L-glutamdt-5-semialdehyd

glutamét

sukcindt semialdehyd
L-glutamat
5-aminolevulint

o-Aminokyseliny:pyruvét-aminotransferasa -alanin 2-oxopropanoat
pyruvat alanin
Ornithindekarboxylasa L-ornithin putrescin
Cco,
Dialkylglycindekarboxylasa 2,2-dialkylglycin dialkylketon
pyruvéit Co,
L-alanin
Tyrosin:fenollyasa L-tyrosin fenol
H,0 pyruvat
NH,
Tryptofan:indollyasa tryptofan indol
H,0 pyruvat
NH,
Cystathionin B-lyasa cystathionin L-homocystein
H,0 pyruvat
NH,
Tryptofansynthasovd rodina
Tryptofansynthasa L-serin L-tryptofan
1-(indol-3-yl)glycerol 3-fosfat glyceraldehyd-3-fosfat
H,0
Threonideaminasa L-threonin 2-oxobutanodt
H,0 NH,
H,0
O-Acetylserinsulfhydrylasa O-acetyl-L-serin L-cystein
H,S acetat
Rodina aminotransferasy p-aminokyselin
Aminotransferasa D-aminokyselin D-alanin pyruvit
o-ketoglutardt D-glutamat
Aminotransferasa vétvenych aminokyselin L-leucin 4-methyl-2-oxopentanoét
a-ketoglutarat L-glutamét
Alaninracemasovd rodina
Alaninracemasa L-alanin D-alanin
105
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substratd a vysvétluje pomérné malou substrdtovou speci-
fitu enzymu.

Kromé DAAT je do této rodiny fazena i aminotransfe-
rasa vétvenych aminokyselinZ. Je to homohexamer sloZeny
ze tii katalytickych dimert uspotfddanych do tvaru trojbo-
kého hranolu. PfestoZe i tento enzym ma u kofaktoru odha-
lenou A-stranu, je specificky pro L-aminokyseliny. To je za-
jiSt€no pomérn€ malou zménou v aktivnim misté, kdy kar-
boxylova skupina aminokyselinového substratu interaguje
s NH-skupinami peptidového fetézce na opacné strané ak-
tivniho mista.

4.4. Alaninracemasova rodina

Alaninracemasa®® se vyskytuje jako homodimer, na kaZ-
dou podjednotku se vaZe jedno PLP. Monomer se sklada ze
dvou domén, N-koncové tvoiené B-soudkem a C-koncové
tvofené prevazné B-strukturami. Podjednotky jsou ve velmi
t€sném uspofdddni a smycka z druhé podjednotky se podili
na tvorbé€ aktivniho mista prvni podjednotky. PLP je vazan na
rozhrani domén a podobné jako u DAAT méi obnaZenou
A-stranu. Ze ziskané struktury samotného enzymu vSak za-
tim nebylo mozné urcit, které aminokyselinové zbytky se po-
dileji na reakci, ani jeden z dosud vytvofenych model plné
nevyhovuje sterickym a kinetickym poZadavkim.

Vedle alaninracemasy lze do této skupiny zafadit i or-
nithindekarboxylasu, diaminopimel4tdekarboxylasu a argi-
nindekarboxylasu; pfestoZe u téchto enzymui nebyla dopo-
sud experimentalné urcena prostorovd struktura, jejich mo-

dely vykazuji shodné znaky s alaninracemasou'?.

5. Zavér

PLP je schopny katalyzovat mnohé reakce i samotny ve
vodném prostredi, avSak bez zasadniho praktického vyuZiti.
V Zivych systémech je to vSak nezastupitelnd slozka, kterd
se podili na katalyze mnoha z4sadnich reakci v butice. Pre-
stoZe je schopny katalyzovat pfeménu jednoho substratu na
nékolik riznych produkt, peptidova ¢ast enzymu zaruci, Ze
bude probihat téméf vyhradné reakce jedini. Zaroven je
tato ¢ast zodpovédnd i za substratovou specifitu, kterd je ve
vétsin€ pfipadli pomé&rné uzka.

V soucasné dobé jiZ bylo ur€eno zna¢né mnoZstvi pro-
storovych struktur PLP-enzymil a u vétSiny z nich byl navr-
Zen a pozdé&ji i potvrzen vliv jednotlivych aminokyselino-
vych zbytkll na mechanismus reakce. PrestoZe PLP-enzymy
jsou schopné katalyzovat Sirokou Skalu reakci, rozdily v je-
jich struktufe jsou relativné malé. VSechny maji jako za-
kladni katalytickou jednotku dimer (i kdyZ se nékteré vy-
skytuji jako tetra- nebo hexamery) o molekulové hmotnosti
kolem 90 kDa (obr. 2) a vSechny maji velmi kompaktni
strukturu, aktivni mista se pak ve vétSiné€ piipadd vyskytuji
na rozhrani podjednotek. Do jedné rodiny pak mohou patfit
enzymy schopné vyuZivat jak D-, tak L-aminokyseliny a pfi-
tom jsou jejich aktivni mista velmi podobnd. U mnoha en-
zymill s pomérné malou sekvencni homologii je aZ pfekva-

106

—p—

Referaty

alaninracemasa

aminotransferasa b-aminokyselin

Obr. 2. Stuzkové diagramy zastupci jednotlivych strukturnich
typt; podjednotky jsou rozliSeny odstiny Sedi, (a) aspartdtamino-
transferasa (PDB c¢islo 7AAT), (b) tryptofansynthasa (PDB ¢islo
ITTQ), (c) aminotransferasa D-aminokyselin (PDB ¢islo 1DAA),
(d) alaninracemasa (PDB ¢islo 1SFT)

pujici shoda ve struktufe nejen enzymu jako celku, ale
i v umisténi a struktuie aktivniho mista.

Studium vztahu struktury a funkce PLP-enzymu vyvo-
l1ava v soucasnosti i fadu dalSich otazek. Pro¢ naptiklad exi-
stuji vyznamné rozdily v interakcich apoenzymu s PLP,
kdyz cil — fixace PLP v aktivnim misté — je shodny. Dalsi
neznidmou je pific¢ina odliSnych ndrokQi na uzavfeni aktiv-
niho mista pfi reakci a fixaci substratu; byly popsany en-
zymy vyZadujici aplné uzavieni aktivniho mista a zabranéni
vstupu vody, ale i enzymy, kdy se vstup do aktivniho mista
po vstupu substrdtu nezméni a molekuly vody mohou i na-
déle do aktivniho mista vstupovat. Stejné€ tak jsou zndmé
enzymy, které pro zdarny prabéh reakce vyZzaduji zcela ri-
gidné fixovany substrit a naopak enzymy, u kterych je sub-
strat v aktivhim misté drZzen pouze velmi volné. Zcela ne-
znamy je divod, pro¢ se od sebe strukturou li§i sekvencné
shodné podjednotky dimeru GSAT a pro¢ je v tomto pii-
pad€ vizano na jednu podjednotku PLP a na druhou PMP.

Odpovédi na tyto otazky mohou byt odhaleny pomoci
soucasnych molekuldrné biologickych metod umoZiiujicich
cilené mutace v enzymovych strukturich a sledovani jejich
vlivu na prostorovou strukturu a funkci enzymi. Také vyfe-
Seni dalSich struktur pfibuznych enzymi a identifikace no-
vych, dosud nezndmych PLP-enzym, miiZe pfinést mnohé
pfekvapujici odpovédi, které by mohly byt zajimavé
i z obecné enzymologického hlediska.

o
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Seznam zkratek

PLP pyridoxal-5’-fosfat

PMP pyridoxamin-5’-fosfat

AAT aspartdtaminotransferasa

DAAT aminotransferasa D-aminokyselin
GSAT glutamdt- 1-semialdehydaminomutasa

M. Markova and B. Kralova (Department of Bioche-
mistry and Microbiology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Pyridoxal Phosphate in Enzymatic and Non-
Enzymatic Catalysis

This review covers recent results on the ability of pyri-
doxal phosphate, either alone or as an enzyme cofactor of
enzymes, to catalyze reactions with amino acids. Although
pyridoxal phosphate catalyzes many different reactions in
water solutions, its reaction specificity is quite poor. In bi-
ological systems, both reaction and substrate specificity is
determined by apoenzymes. So far, more than twenty struc-
tures of pyridoxal 5’-phosphate-dependent enzymes have
been solved. Most of them are evolutionarily related to as-
partate aminotransferase. On the basis of structure motifs,
they have been divided into four families with aspartate
aminotransferase, tryptophan synthase, D-amino acid trans-
ferase and alanine racemase as representatives. A remar-
kable convergent evolution is observed in two fold types
with a similar cofactor binding and reaction mechanism.



