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. Uvod

Vzajemna pfeména primarnich a sekundarni alkoholl
s normalnim nebo vétvenym alifatickym fetézcem, cyklic-
kych sekundarnich alkohold, hemiacetalll a aromatickych
alkohold na odpovidajici aldehydy a ketony je jednou ze
zakladnich reakci v prokaryotnich a eukaryotnich organis-
mech. Oxidoreduktasy katalyzujici tyto reakce mohou byt
z hlediska pozadavku na kofaktor rozdéleny do tii katego-
rii. Nejlépe charakterizovana je prvni kategorie, nikotin-
amiddinukleotid (NAD")- nebo nikotinamiddinukleotid
fosfit  (NADP")-dependentni  alkoholdehydrogenasy
(ADH). ADH Zzivocisného, rostlinného a mikrobialniho
puvodu z této kategorie byly dale rozd€leny na zakladé
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strukturnich a funkénich charakteristik do tfi skupin': sku-
pina I zahrnuje Zn*"-dependentni ADH s polypeptidovym
fetézcem dlouhym pfiblizn€ 350 aminokyselinovych zbyt-
kd. Analyza dostupnych genomovych sekvenci poukazala
na jejich obecnou pfitomnost v mikroorganismech z nej-
riizn&jsich taxonomickych skupin®?. Skupinu II tvoti ADH
s polypeptidovym fetézcem dlouhym pfiblizné 250 amino-
kyselinovych zbytkt®™. Typickym zastupcem jsou ADH
z Drosophila spp. (cit.®). Tyto ADH jsou obecné povazo-
vany za nezavislé na pfitomnosti iontu kovu, avSak Nie-
find a spol.” ukézali, ¢ ADH z Lactobacillus brevis
(LbRAdh ) je aktivni pouze v pfipadé€, ze obsahuje struk-
turni ion Mg®* nebo Mn**. Skupina III zahrnuje ADH akti-
vované bivalentnimi kationty kovl s polypeptidovym fe-
tézcem dlouhym asi 385 aminokyselinovych zbytk, nebo
900 u multifunkénich enzyma™®. Typickym zastupcem je
ADH koédovana genem adhB ze Zymomonas mobilis’.
ADH ftazené do druhé kategorie vyuzivaji jako kofaktory
pyrrolochinolin chinon (PQQ), hem spolu s PQQ nebo
kofaktor Fay (cit.*™'%). Tteti kategorii jsou alkoholoxidasy,
které jsou schopny katalyzovat pouze nevratnou oxidaci
alkohold podle rovnice R-CH,OH + O, — RCHO + H,0,.
Tyto ADH vyuzivaji pfi katalyze flavinadenin-
dinukleotid®'"'"%.

Podle Thomsona a spol.”® byla v po&atku evoluce
alkoholdehydrogenas (ADH) na Zemi ovlivnéna dvéma
hlavnimi  faktory: i) (mikro)organismy schopnymi
v prostfedi bohatém na sacharidy produkovat a tolerovat
ethanol a vytvaret tak prostiedi toxické pro ostatni orga-
nismy, ii) schopnosti t€chto organismli vyuZzivat zdroj uhli-
ku a energie ulozeny ve formé ethanolu, coz jim
v konkurenénim prostfedi pifinaSelo dalsi fyziologickou
vyhodu. Tento evoluéni tlak pak zfejmé nutil i dalsi orga-
nismy vyvinout si vlastni ADH. Ucebnicovym piikladem
jsou octomilky Drosophila spp., které jsou jiz v larvalnim
stadiu schopny diky ADH tolerovat vysoké koncentrace
ethanolu v diet¢'® a dosp&lci jsou ethanol schopni
v piipadé nouze i vyuzivat jako zdroj uhliku a energie'”.

ADH jsou u fady mikroorganismi ¢asto esencialni
soucasti katabolismu. Reduktasova aktivita umoziuje
u anaerobnich bakterii ziskat oxidovany kofaktor pro dalsi
pokracovani oxidoredukénich pochodi v energetickém
metabolismu”'®'". Tento smér reakce je primyslové vy-
znamny nejen v potravinaistvi, ale i pro produkeci rozpous-
t&del'®, pro produkei primyslového ethanolu jako nahrady
fosilnich paliv'®* 2’ nebo jsou ADH vyuzivany pro stereo-
specifickou biosyntézu chiralnich alkoholi*' ™. Oxidace
alkohold na odpovidajici aldehydy a ketony a vznik redu-
kovaného kofaktoru mohou byt soucasti vstupu alkoholl
jako zdroje uhliku a energie do centralniho metabolismu.
Tato role ADH je u mikroorganismti bézna a vede napf.
k produkci kyseliny octové bakteriemi Acetobacter spp., je
zésadni pro rist methylotrofnich mikroorganisma*** nebo
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a xenobiotik bakteriemi
26-29

oxidaci pfirozenych sloucenin
rodt Pseudomonas, Acinetobacter nebo Rhodococcus

2. Struktura a katalyticky mechanismus
alkoholdehydrogenasy (ADH) z koiiskych
jater (HLADH) — model pro ADH skupiny I

Skupina NAD(P), Zn-dependentnich ADH zahrnuje
enzymy vyskytujici se ve form& homodimert (pfedev§im
rostlinné a zivoc¢isné ADH) a homotetramerd (vétSina mik-
robialnich ADH). Typickymi zastupci jsou homodimerni
ADH z koiiskych jater (HLADH) a homotetramer ScCADHI
ze Saccharomyces cerevisiae®. A&koliv pro ScCADHI a jeji
mutantni formy existuje velké mnozstvi biochemickych
dat, terciarni a kvarterni struktura tohoto enzymu doposud
nebyla krystalograficky uspokojivé vyiesena'’. Oproti
tomu pro HLADH jsou dostupné nejen enzymologické
studie, ale velmi dobfe experimentaln¢ charakterizovéna je
terciarni a kvarterni struktura apoenzymu, holoenzymu
ajejich riznych mutantnich forem. HLADH je tak
v soucasnosti pouzivana jako vzor pro ostatni ADH této
skupiny. Proto je vhodné nejprve uvést zasadni poznatky
ziskané pro tento enzym, které maji obecny vyznam pro
pochopeni pribé¢hu vzniku komplexu enzym-kofaktor-
substrat a mechanismu enzymové reakce.

2.1. Bin4arni komplex ADH z konskych
jater (HLADH) s NAD(H)

HLADH je homodimer slozeny v nativni formé
z podjednotek o 374 aminokyselinovych zbytcich a mole-
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kulové hmotnosti 40 kDa. Na obr. 1 je zndzornéna amino-
kyselinova sekvence a sekundarni struktury isoenzymu E,
ktery byl pouzivan v nativni nebo mutované from¢ ve vét-
Sin€ biochemickych a krystalografickych studii. Kazda
podjednotka HLADH se sestava z katalytické a NAD'-
vazebné domény, které¢ jsou od sebe oddéleny dlouhou
Stérbinou. Ukazuje se, Ze tato konformace je spolecna
vSem terciarnim strukturdm NAD(P), Zn-ADH bez ohledu
na kvarterni strukturu, tj. pocet podjednotek v nativnim
enzymu. Stejné tak vSechny NAD(P), Zn-ADH obsahuji
vkazdé podjednotce jeden katalyticky aktivni ion Zn*'.
Podjednotky vétsiny ADH skupiny I véetné HLADH obsa-
huji navic jeden Zn*" vazany v zinkovém prstu, ktery sta-
bilizuje strukturu enzymu.

Konformacni zmeny doprovazejici vznik bindrniho
komplexu

Pfi vzniku komplexu HLADH-NAD dochézi patrné
nejprve k vazbé adenosinové ¢asti kofaktoru, ktera je na-
sledovana navazanim jeho nikotinamidové &asti’®. NAD
(H) je poté lokalizovan podél §térbiny mezi obémi domé-
nami’'. Tato vazba indukuje konformaéni zménu zahrnuji-
ci pfibliZzeni obou domén a reorganizaci smycky mezi ami-
nokyselinovymi zbytky 293 az 298. To umozni piiblizeni
zbytkti 46 az 60 katalytické domény do aktivniho centra,
pticemz nékteré atomy se piitom posunou az o 9 A. Zaro-
veil dochazi k mirnému posunu NAD(H)-vazebné domény
(0o 1,5 A) tak, aby se optimalizovala poloha aminokyseli-
novych zbytkll interagujicich s koenzymem. Disledkem
téchto konformacnich zmén je zpevnéni vazebnych in-
terakci HLADH s koenzymem, zlZeni §té€rbiny mezi obé-
mi doménami a vytvofeni, pro katalyzu nezbytného, ne-
vodného prostfedi v aktivnim misté. Postranni fetézce
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Obr. 1. Aminokyselinova sekvence alkoholdehydrogenasy z koiiskych jater (HLADH); vyznaceny jsou sekundarni struktury a Sipka-
mi aminokyselinové zbytky ucastnici se vazby katalytického (1) a strukturniho Zn** (2), vazby kofaktoru (3) transportu H' (4) a vystavby
hydrofobniho valce aktivniho mista (5 zbytky z jedné a 6 zbytky z druhé podjednotky dimeru)
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téchto aminokyselin navic vytvaii jakysi hydrofobni valec,
do kterého je zasunut postranni fetézec substratu. Valec je
tvofen soustfedénim postrannich fetézct Leu-57, 116, 141,
Ser-48, 117, Phe-93, Pro-296 a Ile-318 jedné podjednotky
homodimeru a Met-306, Leu-309 a Ser-310 z druhé pod-
jednotky (obr. 1). Dal§imi reaktivnimi komponentami v asi
20 A hluboké §t&rbing aktivniho mista jsou vedle NAD(H)
a iontu Zn*" tetraedralng koordinovaného zbytky Cys-46,
His-67 a Cys-174 a molekulou vody také postranni fetézce
His-51 a Ser-48 ucastnici se prenosu protonu (kap. 2.2.).
HLADH je schopna oxidovat vedle ethanolu i vyssi, vétve-
né i aromatické alkoholy, coz je dano dostacujici velikosti
Stérbiny aktivniho mista. Neni vSak schopna na rozdil od
S isoenzymu vyuzivat jako substrati steroidy. Divodem
rozdilné substratové specifity jsou piedevsim mutace
v oblasti smycky mezi Phe-110 az Arg-120, jeZ je soucasti
hydrofobni §térbiny. Delece hydrofilni Asp-115 a substitu-
ce objemného postranniho fetézce Phe-110 za Leu
(Cislovani zbytku je pro isoformu E) vede kromé patrné
zmény v hydrofobicité aktivniho mista a sterickych narokt
aminokyselinovych zbytki (Phel10Leu) predevsim k lo-
kalni reorganizaci této smycky. Ta indukuje dal§i konfor-
macni zmény a zvétSeni objemu Stérbiny aktivniho mista
2250 A® pro isoenzym E na 500 A® u isoenzymu S (cit.*?).

Aminokyselinové zbytky vazici NAD(H)

Jak je zndzornéno na obr. 2, je vazba koenzymu zpro-
sttedkovana vodikovymi mistky a iontovymi interakcemi
s O a N atomy postrannich fetézcti aminokyselin nebo
peptidovych vazeb Arg-47, Ser-48, His-51, Val-203, Asp-
223, Lys-228, Val-292, Tle-269, Ala-317 a Phe-319 (cit.”").
Pro efektivni pfenos hydridového ekvivalentu mezi alko-

NAD(H)

Asp-223

Arg-47

Val-203

.
o

Val-292
O.
Arg-369 .
Phe-319
Ala-317

Obr. 2. Vazba kofaktoru v alkoholdehydrogenase z koriskych
jater (HLADH); interakce aminokyselinovych zbytki s NAD(H)
je znazornéna prerusovanou carou. Atomy O jsou vyznaceny
bilymi, N Sedymi a P bilo¢ernymi krouzky. A: adenin, N: nikoti-
namid, r: ribosa
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holem a kofaktorem je vyznamna van der Waalsovska
interakce Val-203 a nikotinamidu. Krystalografické stu-
die*® ukazaly, 7e zaména Val203 za mensi Ala ma za na-
sledek dalsi zGzeni Stérbiny, avSak soucasné prodlouzeni
vzdalenosti mezi reagujicimi atomy C1 substratu a C4
nikotinamidu kofaktoru o 0,8 A. To vede ke zvySeni akti-
vaéni energie pro pienos vodikového ekvivalentu® a tim k
50nasobnému snizeni katalytické ucinnosti mutovaného
enzymu Val203Ala oproti nemutovanému. Dalsi zasah
v okoli vazebného mista NAD(H), zdména Phe93Trp, sice
vedl k priblizeni reagujicich atomti o 0,4 A, aviak interak-
ce Trp s karboxyamidovou skupinou nikotinamidu naopak
nedovolovala plné uzavieni Stérbiny aktivniho mista
a dvojndsobny mutant Val203Ala/Phe93Trp vykazoval
v porovnani s nemutovanym enzymem 75nasobné snizeni
katalytické uginnosti®’.

Zavislost  tvorby  komplexu =~ HLADH-NAD'
a HLADH-NADH na hodnot¢ pH byla popséna jiz
v prvotnich studiich tohoto enzymu®®. V obou ptipadech
klesa rychlostni konstanta asociace enzymu s kofaktorem
pfi pH > 9. Z pohledu rovnovaznych disociacnich konstant
komplexu se ,,afinita“ NAD" k apoenzymu zvysuje o vice
nez jeden fad ristem pH v rozmezi hodnot 6 az 10: Rovno-
vazna disociacni konstanta Kgnap je pfi pH 7 rovna 0,15
mM a pfi pH 9 pak Kgnap klesa na hodnotu 4 pM (cit. 37).
Oproti tomu afinita NADH na pH nezavisi (Kgnapn =
0,3 uM) v rozmezi hodnot 6 az 8, avSak klesa o jeden fad
pti zvySeni pH na 10 (Kgnapn =4 uM). Bylo ucinéno
nékolik pokust rozlisit, zda za zavislost vazby obou forem
kofaktor na pH a uvazovanou kritickou roli ionizovatelné
skupiny o pK, 9,2 (cit.”®) je zodpovédna (de)protonace
zbytktl His-51 nebo Lys-228 ¢i disociace molekuly vody
vazané v aktivnim centru na Zn®" (pfehled uva-
di Pettersson®), aviak pro zadny z nich nebylo dosaZeno
plné shody s experimentdlnimi daty a situace je patrné

LeBrun a Plapp* ukézali, e Lys-228 je ionizovatel-
nou skupinou kontrolujici pK,9,2 a predpokladaji, ze in-
terakce jeho &-NH;" s pyrofosfitem NAD(H) mi-
ze usnadiovat vznik binarniho komplexu, ve kterém je
vSak nakonec Lys-228 propojen vodikovym mistkem
s hydroxylem ribosy adenosinu (obr. 2). Pfi predstavé
mnohondsobnych kolizi apoenzymu a kofaktoru danych
Brownovym pohybem (difuzni model) Adolph a spol.*
pfedpokladaji, Ze pro prvotni vazbu adenosinové Casti
spolecné obéma kofaktorim, ktera je zavisla na pH, je
dilezity celkovy naboj enzymu a poté obzvlasté aktualni
naboj aminokyselinovych zbytkd (patrné vcetné Lys-223)
vazicich pyrofosfatovou ¢ast molekuly kofaktoru (obr. 2).
V souladu s touto predstavou je i skutecnost, ze rychlostni
konstanta pro vazbu oxidované i redukované formy kofak-
toru je vySSi pro isoenzym S, coz je patrné dano nahradou
Glu-366 z isoenzymu E za Lys, jehoZz zbytek je pak orien-
tovan smérem k pyrofosfatu kofaktoru®.

Rychlost vazby redukovaného nikotinamidu NADH
je jiz na pH nezavisla. Oproti tomu vazba kladné nabité
nikotinamidové &asti NAD" je diky elektrostatické repulzi
pomald pfi nizSich hodnotiach pH a rychlejsi pfi vySSim
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pH, coz je vysvétlovano jeji interakci s hydroxylem vody dochézi k disociaci protonu, ktery vSak nemutze byt vzhle-
vazanym na Zn>" (kap. 2.2), ktery timto neutralizuje klad- dem k hydrofobnimu prostedi uvolnén ptimo do Sté€rbiny
ny naboj nikotinamidu a tak pfi pH 10 sniZzuje Kgnap na aktivniho mista a je prostfednictvim systému vodikovych
hodnotu shodnou s Kg napu- vazeb mezi H,O, hydroxylem zbytku Ser-48,
2’ hydroxylem ribosy NAD" a imidazolem His-51 odve-
2.2. Katalyticky mechanismus den na povrch enzymu (tzv. protonové Stafeta; obr. 3a).
Nasledng dochazi k vazb& alkoholu na Zn**, ktery zajisti
Prvnim krokem pii oxidaci alkoholu je vazba NAD" jeho stabilizaci, orientaci pro oxidacni reakci a elektrofilni
a nasledujici konformaéni zména enzymu vede k posunu povaha iontu kovu usnadni pfenos hydridového ekvivalen-
pK, molekuly vody vazané na Zn** z hodnoty 9,6 na hod- tu (obr. 3b). Alkohol je vazan ve formé¢ alkoholatu, uvol-
notu 7,6 (pfi sou¢asném navazani alkoholu klesa pK, vody nény proton pfijima hydroxylova skupina a vznika penta-
az na hodnotu 4,5). Disledkem sniZzeni hodnoty pK, vody koordinovany komplex Zn**. Po pienosu hydridového
a
Cys-46 His-67 Cys-46 His-67
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Ser-48 B A NH / S NH
N 2
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Obr. 3. Schematické znazornéni ¢asti katalytického mechanismu alkoholdehydrogenasy z koniskych jater (HLADH); a) Protonova
§tafeta. b) Reakéni mechanismus pienosu vodikového ekvivalentu (podle cit.*?)
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ekvivalentu na C4 nikotinamidové ¢asti kofaktoru dochazi
k oddisociovani vzniklého aldehydu nebo ketonu a poté k
uvolnéni NADH (cit.*”). Vzhledem k tomu, Ze volna akti-
vaéni energie pro uvolnéni NADH (17 kcal mol™) je
0 5 kcal mol™" vy3§i neZ pro vznik komplexu HLADH-
NAD" (cit.*"), je tento posledni krok povazovan za fidici
de¢j reakce. V opacném sméru reakce patrné nezalezi na
pofadi vazby NADH a aldehydu (ketonu) v aktivnim mis-
t&, ale pfi uvoliiovani produktii je disociace NAD™ posled-
nim krokem. ADH vykazuji pfi pfenosu hydridového ekvi-
valentu na NAD" stereospecifitu a lze je tak rozdélit do
dvou ttid: ADH tfidy A pfenaSejici hydridovy ekvivalent
do pro-R polohy nikotinamidové casi kofaktoru a ADH
tfidy B ptenasejici hydridovy ekvivalent do pro-S polohy.
Rozdil je dan opacnou konformaci nikotinamidu vazaného
na apoenzym, ktera je zpsobena jeho 180 ° rotaci okolo
glykosidové vazby s ribosou. HLADH patii do tfidy A.

Krystalograficka studie komplexu HLADH-NADH
s rozliSenim na atomarni urovni (1 A) potvrdila platnost
tohoto modelu a poskytla vyznamnou informaci o roli
molekuly vody v aktivnim centru pii aktivaci redukované-
ho nikotinamidu pro pienos hydridového ekvivalentu®’.
Ukazuje se, Zze hydroxylovy anion je prostfednictvim zbyt-
ku Ser-48 presunut smérem k C6 nikotinamidu a vznik
NADH-OH™ aduktu vede k distorzi heterocyklu a redistri-
buci elektrického naboje na nikotinamidu nebo jeho redu-
kované formég. Timto zpisobem muize byt usnadnén pienos
hydridového ekvivalentu. Navic je pravdépodobné, Zze
tento adukt vznikd jiz v bindrnim komplexu HLADH-
NAD(H) a k disociaci molekuly vody patn€ neni treba
snizeni pK, na 4,5 uvadéné jako disledek vazby alkoholu
v aktivnim centru.

3. Mikrobialni ADH skupiny I

3.1. Vzdjemnd identita aminokyselino-
vych sekvenci a konzervované
aminokyselinové zbytky

V soucasné dobé je dostupnd celd fada primarnich
struktur mikrobialnich NAD(P), Zn-ADH a pro nékteré
byla vyfeSena i krystalova struktura. To umoziuje porov-
nani jednotlivych ADH s ohledem na ptedpokladany re-
akéni mechanismus, pozadavek na kofaktor a ptipadné
1 substratovou specifitu a kvarterni strukturu. S rostoucim
mnozstvim sekvenacnich projektd lze navic predpovedét
aminokyselinovou sekvenci dalSich potencidlnich ADH
této skupiny®’. V nasledujicim textu viak budou diskuto-
véany pouze vybrané mikrobidlni ADH, které byly charak-
terizovany i biochemicky. V tabulce I jsou uvedena ozna-
¢eni pouZivand pro jednotlivé ADH, jejich poZadavek na
kofaktor a identifikatory (pfistupova Ccisla) v databazi
Swiss-Prot, kde lze nalézt kompletni primarni strukturu
a dalsi odkazy na zdroje informaci o charakteristickych
vlastnostech dané¢ ADH.

Rozsah identity aminokyselinovych sekvenci mikro-
bidlnich ADH (tabulka II) je obecn¢ vyS§si nez pii srovnani
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s HLADH, ktera dosahuje nejvyssi identity s EcAdhC
(45%) a GsAdhT (30 %). Svyjimkou EnADHII,
ScADHVI a ScADHVII lze vysokou identitu prevysujici
50 % pozorovat mezi ADH kvasinek a plisni a zejména
pak mezi isoenzymy. Mezi bakterialnimi ADH je identita
menSi a vysoky stupen vzdjemné identity vykazuji
ZmAdhA a EcAdhP (79% identita), PaAdhA a SmAdhA
(66% identita) a CbAdh a TbAdh (75% identita). Posledné
jmenované vsak, podobné jako ReAdh, RerAdh, EcAdhC,
PpCamD a PpXylB vykazuji pomémné nizkou identitu
s ostantnimi mikrobialnimi ADH. Aminokyselinové sek-
vence archaebakteridlnich ApAdh a SsAdh jsou identické
z 39 % a vykazuji pomérné vyraznou identitu pohybujici
se mezi 25 az 35 % i sfadou ostatnich mikrobidlnich
ADH.

Sun a Plapp®” pfi porovnani sekvenci Zivo&iinych
ADH skupiny I nalezli pouze 9 konzervovanych aminoky-
selinovych zbytkd, pfi¢emz Zadny z nich se neucastni kata-
lyzy, ale vSechny hraji strukturni roli a jsou vysoce kon-
zervovany i v mikrobialnich ADH. Jedna se o Gly-66, 71,
77,192, 201, 204, 236, 320 a Val-81 v sekvenci HLADH
(pokud nebude uvedeno jinak, odpovida v dalSim textu
¢islovani pozic aminokyselinovych zbytkd vSech ADH
zbytkim HLADH, jak je uvedeno v porovnani primarnich
struktur na obr. 4).

V mikrobidlnich ADH lze navic identifikovat dalsi
4 prisn¢ konzervované zbytky odpovidajicich Cys-46,
Asp-49, His-67 a Glu-68 (obr. 4). Tyto zbytky plni jak
katalytickou, tak strukturni tlohu a jejich konzervovanost
ukazuje na vétsi evolucni ptibuznost mezi mikrobialnimi
ADH. Pravdépodobné nejkonzervovanéj§im sekvenc¢nim
motivem je sekvence Gly-His-Glu-X,-Gly-X;s-Gly-X,-Val
mezi pozicemi 66 az 80, kterd obsahuje jeden z ligandl
katalytického Zn>* odpovidajici His-67 HLADH (X znagi
jakoukoliv aminokyselinu). Vyjimku tvoti ApAdh se sub-
stituci Gly77Ala a EnADHII, ScCADHVI a VII se substitu-
cemi Val80Ala, Val80Ser a Val80Cys v uvedeném potadi.
Ve vétsiné porovnanych mikrobialnich ADH je vysoce kon-
zervovana i sekvence Cys-His-(Thr nebo Ser)-Asp-X-His
zbytkd 46 az 51. Tuto konsezni sekvenci v8ak diky zaméné
v pozici 47 neobsahuji CbAdh a TbAdh s Thr-47 a ReAdh,
PpCamD, ScADHVI, ScCADHVII a EcTHD s Gly-47. Ka-
talyticky vyznamny His-51 je nahrazen Phe u EcAdhC,
RerAdh, Gly u EnAdhlI a Val u PpXyIB.

Kromé aminokyselinovych zbytkt diskutovanych
v nasledujicich kapitolach jsou v porovnavanych mikrobi-
alnich ADH vysoce konzervovany také Asp-87, Gly-199
a Ala-211.

3.2. Konzervované aminokyselinové
zbytky a ndbojova (protonova)
Stafeta

Zameéna Ser-48 za Thr-48 nepfedstavuje z hlediska
funkce protonové Stafety vyznamny zasah do vyse popsa-
ného mechanismu katalyzy. Rozdilna velikost obou zbytki
vSak mlze mit pfi dané velikosti Stérbiny aktivniho mista
vyznam s ohledem na substratovou specifitu enzymu. Cre-
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Tabulka I
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Vybrané mikrobidlni NAD(P), Zn-dependentni alkoholdehydrogenasy

Oznaceni Organismus Kofaktor Swiss-Prot *
AfADHI Aspergillus flavus NAD(H) P47147
ApAdh Aeropyrum pernix NAD(H) Q9Y9P9
CaADHI Candida albicans NAD(H) P43067
CbAdh Clostridium beijerinckii NADP(H) P25984
EcAdhC Escherichia coli NAD(H) P25437
EcAdhP E. coli NAD(H) P39451
EcTHD E. coli NAD(H) P07913
EnADHI Emericela nidulans NAD(H) P08843
EnADHII E. nidulans NAD(H) P54202
EnADHIII E. nidulans NAD(H) P07754
GsAdhHT Geobacillus stearothermiphilus NADH P42328
KIADHI Kluyveromyces lactis NAD(H) P20369
KIADHII K. lactis NAD(H) P49383
KIADHIII K. lactis NAD(H), NADP(H) P49384
KIADHIV K. lactis NAD(H), NADP(H) P49385
KmADHI Kluyveromyces marxianus NAD(H) Q07288
KmADHII K. marxianus NAD(H) QIP4C2
PaAdhA Pseudomonas aeuginosa NAD(H) QI9HTDY
PpCamD Pseudomonas putida NAD(H) P09347
PpXylB P. putida NAD(H) P39849
PsADHI Pichia striptidis NAD(H) 000097
PsADHII P. striptidis NAD(H) 013309
ReAdh Ralstonia eutropha NAD(H) P14940
RerAdh Rhodococcus erythropolis NAD(H) Q6YBW1
ScADHI Saccharomyces cerevisiae NAD(H) P00330
ScADHII S. cerevisiae NAD(H) P00331
ScADHII S. cerevisiae NAD(H) P07246
ScADHVI S. cerevisiae NADP(H) Q04894
ScADHVII S. cerevisiae NADP(H) P25377
SmAdhA Shinorhizobium melioti NAD(H) 031186
SpADHI Schizosaccharomyces pombe NAD(H) P00332
SsADH Sulfobolus solfataricus NAD(H) P39462
TbAdh Thermoanaerobium brockii NADP(H) P14941
ZmAdhA Zymomonas mobilis NAD(H) P20368

# Pristupové ¢islo v databazi Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/)

aser a spol.* pFipravili mutantni SCADHI, v niz zaména

Thr-48 za Ser-48 umoznila enzymu oxidovat i objemn¢;jsi
alkoholy. Ackoliv byly vyfeseny krystalové struktury dvou
enzymil s Thr-48, GsAdhHT (cit.*) a PaAdhA (cit.*®),
autori se analyze aspektu substratové specifity nevénovali.
Nicméné tyto studie potvrdily, Ze poloha postranniho fe-
tézce Thr odpovida jeho tcasti na pfenosu protonu.
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Z hlediska vazby kofaktoru (obr. 2) a pfedevsim me-
chanismu funkce protonové Stafety (obr. 3a) jsou zasadnéj-
§i zamény v pozici His-51 za Phe v EcAdhC, RerAdh, Gly
v EnADHII a EcTHD a za Val v PpXylB. Zdménu His-51
za Val, Ser, Tyr a Lys Ize nalézt i u nékterych homolo-
gnich Zivogisnych a rostlinngch ADH (cit.*"), pfi-
¢emz katalyticka Gi¢innost pro oxidaci ethanolu je u variant
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Tabulka II

Referat

Vzéjemna identita (v %) mezi primarnimi strukturami mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydrogenas *

H 3] H H H H 5 H O H H H H

- %E%%m“gEEEEEEEEEEEE3;“2%5%” A

838198979290 93°0208000 00 000t

Eadfed 58888888 d88 0888 EEE3888888
HLADH * 451926211912 2422 30232419232021232221232425232222172022151621 31202426
EcAdhC * 20 23 24 2017 29 25 28 25 25 23 26 25 26 25 25 23 25 24 24 2524 22 26 24 24 11 13 24 30 19 25 26
CbAdh * 753515111618 17 1616 1414151514 131312141314141716151611161417 201819
TbAdh * 35161119182020161716161416121411151115131414131517151917191819
ReAdh * 2117 2424192022171916171619131513141617 141617 1817 16 2518 22 2024
RerAdh * 25 30 31 2928 27 24 24 27 24 23 25 23 24 2526 23 2222 242223181621 18 332123
EnADHIT * 34 40 38 33 33 43 41 41 42 40 40 42 41 40 3941 40 40 383938262516 16 252624
PaAdhA * 66 61 43 42 44 42 43 43 42 43 42 42 42 43 42 40 41 42 45 44 26 28 25 30 35 30 29
SmAdhA * 56 42 40 43 42 41 42 39 40 41 41 40 393939404243 452627 1925333325
GsAdhHT * 52 53 44 42 41 44 41 42 40 41 41 42 41 41 41 40 43 42 32 29 23 28 36 33 27
EcAdhP * 79 36 34 34 36 35 37 34 35 35 35 34 34 35 35 36 33 25 25 22 23 27 31 24
ZmAdhA * 35 36 37 36 35 36 35 35 35 36 36 35 35 33 35 31 24 25 23 21 27 3221
SpADHI * 51 52 52 52 52 51 49 49 50 48 48 49 53 54 49 23 24 16 20 27 2619
PsADHI * 80 78 71 71 74 727271 7272 75 62 58 59 24 22 22 20 25 31 18
PsADHIT * 7674 7576 74 76 74 76 74 77 61 59 58 21 21 18 19 29 3017
CaADHI * 73 7375747170 74 74 74 60 59 58 23 23 20 20 25 2918
ScADHI * 9385858179 79 79 80565554232117 19272919
ScADHII * 84 83807978 7880575655242017 19262918
KmADHII * 86 8381 79788057 5656222217 1824 3017
K1ADHI * 89 85 78 81 83 57 56 56 22 22 17 18 28 30 17
K1ADHITI * 86 77 78 82 55 55 54 22 21 16 18 29 2916
KmADHI * 77 77 79 57 56 56 23 2217 20 28 2917
K1ADHIV * 82 82 57 5957 2321152028 3017
ScADHIII * 82 56 56 54 23 20 16 20 24 2918
K1ADHIII * 59 56 5522 20 17 20 30 2917
AfADHI * 8381232317 19262921
EnADHIII * 78 25231817 23 2621
EnADHI * 26 2418 21 26 29 20
ScADHVI * 6315 15 21 20 20
ScADHVII * 1914 231922
PpCamD * 2317 23 22
PpXylB * 262224
ApAdh * 3919
SsADH * 20
EcTHD *

# Porovnani bylo provedeno s pouzitim programu Clustal W v. 1.83 (matrice blosum 30; Gap open penalty = 5;

Gap extension penalty = 0,2) na serveru ebi.ac.uk

polymorfni lidské nn ADH obsahujici His-51, Ser-51
anebo Tyr-51 takika shodna®. Je zajimavé, 7e v zadné
z porovnavanych ADH neni His-51 zaménén za Gln. Cile-
na mutageneze tohoto zbytku za isostericky Gln totiz na-
znacila, Ze 1 kdyz doSlo k 11n4dsobnému sniZeni katalytické
ucinnosti mutanta His51GlIn, karboxyamidova skupina
miize v protonové Stafeté imidazolium nahradit*’. Oproti
tomu Ser-51 stejné jako Lys-51 jsou teoreticky schopny
nepfimé vazby s ribosou kofaktoru prostfednictvim mole-
kuly vody, avsak v nevodném prostiedi aktivniho mista je
tento zpusob vazby nepravdépodobny, stejné jako partici-
pace obou zbytkd na pienosu protonu’. Tyr-51 je, podob-
n¢ jako His-51, potencidln€ schopen pfimo tvofit vodikové
vazby s 2’ kyslikem ribosy, ale Davis a spol.*® ukézali, ze
jeho postranni fetézec se neti€astni na prenosu vodikového
iontu. Je ziejmé, ze Val, Phe a Gly nejsou schopny
s ohledem na nepolarni nebo chybé&jici postranni fetézec
bezprostiedné interagovat s pyrofosfatem NAD(P)H ani
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vytvéfet vodikové vazby pro pfenos protonu z molekuly
vody. Inoue a spol.*” ukazali, Ze pienosu vodikového iontu
u PpXyIB s Val-51 se s nejvétsi pravdépodobnosti tcastni
imidazolova skupina His-47. Zaména His-47 za isostericky
Gln totiz vedla k 125ndsobnému sniZeni katalytické ucin-
nosti pii oxidaci benzaldehydu a 400nasobnému sniZeni
ucinnosti v opacném sméru reakce. Dalsi zaména, Val51His,
vedouci k dvojnasobnému mutantu His47GIn/Val51His,
méla v porovnani s His47GIn mutantem za nasledek 12na-
sobné zvySeni katalytické ucinnosti pfi oxidaci a 26nasob-
né zvySeni pii redukci substrat, coz ukazalo na pouze
Castecné obnoveni funkce protonové Stafety. V navrzeném
reakénim mechanismu vychézejicim z experimentalnich
dat a pocitacového modelu PpXylB, His-47 neinteraguje
s pyrofosfatem kofaktoru, jak by odpovidalo analogickému
Arg-47 u HLADH (obr. 2), ale je propojen vodikovym
mustkem s kyslikem 2’ hydroxylu ribosy (podobné jako
His-51 u HLADH a nahrazuje jej i v tomto ohledu). Lze
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spekulovat o tom, ze obdobny mechanismus by mohl byt
feSenim i pro protonovou Stafetu EnADHIII, EcAdhC
a RerAdh a pro odpovidajici rostlinné a zivocisné ADH.

3.3. Vazba katalytického Zn?"

Dva z ligandi katalytického iontu Zn**, Cys-46
a His-67, jsou konzervovany ve vSech porovnavanych
mikrobialnich ADH (obr. 4). V pozici tfetiho ligandu,
Cys-174, je Asp u CbAdh, TbAdh, ReAdh, Pro u ApAdh,
ScADHVI, ScCADHVII, Ala u PpCamD a Asn u EcTHD.
Krystalové struktury urcené pro CbAdh, TbAdh a ApAdh
umoznily identifikovat jako tfeti ligand Zn** v CbAdh
a TbAdh kyslikovy atom karboxylu Asp-174 (cit.’")
a v ApADH Asp-177 (cit.>?).

Vysoce konzervovany Glu-68 byl v ptipadé¢ EcAdhP,
SsAdh, CbAdh a TbAdh identifikovan jako mozny Ctvrty
ligand Zn®", ktery tak vytdsiuje z vazby molekulu vody
(cit.”**%). Pro vétsinu NAD(P), Zn-dependentnich ADH,
jejichz struktury byly vyfeseny, nejsou vysoce konzervo-
vané zbytky Glu-68 a Asp-49 povazovany za piimé ligan-
dy Zn®>', ale za soucast jeho druhé koordinaéni sféry.
V ptipadé¢ HLADH vytvaii Asp-49 vodikovy mustek
s imidazolem His-67 (obr. 3a), jeden kyslik karboxylu
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Glu-68 interaguje s guanidiniem Arg-369 (obr. 2) a druhy
je pak lokalizovan v blizkosti iontu Zn*". Postranni fetézce
Asp-49 a Glu-68 ziejmé stabilizuji kov v aktivnim misté
a prostfednictvim polariza¢niho efektu zvysuji elekrofilitu
Zn*", &imz usnadiiuji prenos vodikového ekvivalentu. Vy-
soce konzervovana Glu-68 je nezbytnd napf. pro katalyzu
u ScADHI a jeji zaména za Gln vedla ke ztraté aktivity
enzymu®. Ackoli pocitatova simulace naznaéila, ze Glu-
68 muze dodasné Zn>* koordinovat a usnadiiovat tak vy-
ménu substratil a vody v pribéhu katalyzy®, vyse zminéna
krystalograficka studie HLADH s rozliSenim na atomarni
trovni*? se tomuto aspektu nevénovala a z prezentované
struktury nelze Glu-68 takovou roli pfipsat.

Moznost participace Glu-68 na p¥imé koordinaci Zn**
v CbAdh a TbAdh zdavoiovali Korkhin a spol.’' skuteé-
nosti, ze na rozdil od silné interakce Glu-68 s Arg-369,
ktera mize byt potencialné ekvivalentni dvéma vodiko-
vym mustkim, je Arg-369 v CbAdh a TbAdh nahrazen
Lys. S jeho &-NH, skupinou vytvaii vodikovy mistek pou-
ze jeden z kysliki karboxylu Glu-68 a druhy pak koordi-
nuje Zn?*. Nicménd stejna tetraedralni koordinace byla
identifikovéana 1 v pfipad¢ apoforem SsAdh a EcAdhP
s Arg-369 (cit.”**7). Po vazbé kofaktoru viak v binarnich
komplexech doslo jak u SsAdh, tak TbAdh vlivem konfor-

* Kk *
., HLADH 42 ATGIERSIED@VVSG ————————— TLVTPLPVIA| V- -TVREGDKV- 89
cast 1. EcAdhC 36 HTGVICHTDAFTLSGDD----—=-- PEGVFPVVL T--SVKBGDHVI 85
CbAdh 33 AVSPCTSDIHTV-------- FEGALGDRKNMIL --DFKPGDRVI 82
TbAdh 33 AVAPCTSDIHTV-------- FEGAIGERHNMIL{ VK--DFKPGDRVV 82
ReAdh 33 TTTICGT ~[-=—————- LKGEYPVAKGLTV] T--GYREGQRVI 81
RerADH 34 AAGVCHSEDFIMS ——————— LPEQYTYGLPLTIY VEGLDIGTNVVVY 86
EnADHII 44 HSGV[CHSDFGIMTNTW----KILPFPTQPGQVG AEASGLKIGDRVG 99
PaAdhaA 40 ASGVCHTDI[HAAEGDW--———-- PVKPPLPFT KT - -RVKEGDRVG 90
SmAdhA 36 ATGVICHT AKGDW---—---— PVRPNPPFID V|T--RLKEGDRVG 86
GsAdhHT 34 ACGV[CHTDLHAAHGDW------- PVKPKLPLIF] --HLKV|GDRVG 84
EcAdhP 33 CCGV[CHT] GDF-———====— GDKTGVIILY VIT--SLKPGDRAS 81
ZmAdhA 33 YCGV[CHT q;%xGDF ————————— GDETGRITY T--SLKV[GDRAS 81
SpADHI 42 YTGVICHTDLHALQGDW-—-————~ PLPAKMPLICG KV|GAGV[TR--LKIGDRVG 92
PsSADHI 40 YSGV[CHT] WKGDW—-~-~—--~ PLDTKLPLVGGHEIG.A GIGSNVIT--GWELGDYAG 90
PsSADHII 40 YSGVICHT WKGDW—-——~~~~ PLDTKLPLVGGHE IVVALGENV|T--GWEIGDYAG 90
CaADHI 42 YSGVICHT] GDW-—-----— PLATKLPLVGGHEGA GMGENVK--GWKIGDFAG 92
ScADHI 40 YSGVICHT] WHGDW-—-—---— PLPVKLPLVGGHE GMGENVK--GWKIGDYAG 90
ScADHII 40 YSGVICHTDLHAWHGDW----—-~ PLPTKLPLVGGHEGA (:M%N K--GWKIGDYAG 90
K1ADHI 42 YSGV[CHT] WKGDW-—-—-———~— PLPTKLPLVGGHE IVVA NVIK--GWKIGDFAG 92
K1ADHII 40 YSGVICHT WKGDW-————-— PLPTKLPLVGGHE "’VmiNVK——bWNL FAG 90
K1ADHIV 43 YSGV|CHTDLHAWKGDW-—-~———~ PLPVKLPLVGGHEGAGIVVAKGENVK--NFEIGDYAG 93
KmADHI 40 YSGV[CHT] WQGDW-—-—-———~— PLDTKLPLVGGHE IVVAMGENVT--GWEIGDYAG 90
KmADHIT 39 YSGVCHTDLHAWKGDW-—-—---~- PLDTKLPLVGGHEGAGVIVVAMGDNVK--GWKIGDLAG 89
ScADHIII 43 YSGVCHTDLHAWHGDW------- PLPVKLPLVGGHE( KL NVIK - -GWK' DLAG 93
K1ADHIII 42 YSGV[CHT WKGDW—-—~~--~ PLPTKLPLVGGHEIGAGVVVAM NVK--GWNIGDFAG 92
EnADHI 40 YSGV[CHT] GHW------- PIPVKMPLVGGHE TVVAKgELV——HEFEIGDQAG 90
EnADHIITI 40 YSGVCHTDLHAMKGDW------- PLPSKMPLIGGHEGAGVVVAKGE {VKDEDFKIGDRAG 92
AfADHT 40 YSGV[CHT] KGDW------- PLPVKMPLVGGHE /NVARGDLVIT--EFEIGDHAG 90
PpCamD 36 LGGVCGSDVHIVSGE-—-=--=--~-~ AGAMPFPIILGHEGIGRIEKLGTGVTTDYAGVPVKQG 87
ApAdh 50 GAGVICHTDLHLVQGMW-——--- HELLQPKLPYTLGHEE IEEVAEGVE--GLEKGDPVI 10!
SsAdh 36 ——GVCHSk)vaaRQGRFGNLRIVEDLGVKLPVTT HE[T IEE ch EVV--GYSKGDLVA 91
SCADHVI 42 ACGV[CGSDIIHCAAGHW-—-—-———— GNMKMPL HE|T KLGPKSN-SGLKVGRRVG 92
ScADHVII 42 ACGICGﬂ?FJHIAVGNW ———————— GPVPENQILGHET KV|GSKCH-TGVKIGDRVG 92
EcTHD 34 KTATI ﬂl:)E/El!NwUL ————— WSQKTIPVPMVVIGHE[Y |VVGI EVK--GFKIGDRVS 86
PpXylB 36 ATGLCHTPLVCRD--~——=-=-~ QHYPVPLPMVEGHEGAGVVERV| —--KVQPGDHV- 83

Obr 4. Porovnani vybranych usekii aminokyselinovych sekvenci mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou oznaceny hvézdickou. Oznaceni jednotlivych ADH je stejné jako v tabulce I a ¢isla indi-
kuji pozici prvniho nebo posledniho zbytku v uvadéné ¢asti jejich sekvenci. Aminokyselinové zbytky konzervované alespon ve 30 ADH

jsou v rameccich. Poml¢ky upravuji polohy homolognich usekd, ¢ast 1.
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vz *x Kk * * *
Cast 2. HLADH 91 PLFTPQLCE HPEGNFICJLKND 170 CLIGCGFSTGYG  HLADH
EcAdhC 86 PLYTAECGE] SGKTNLCVAVR 165 CLLGCGVTTGIG EcAdhC
CbAdh 84 ----- TTPDWRSLEVQAGFQQHS 146 VMITDMMTSGFH CbAdh
TbAdh 84 ----- PAITPDWRTSEVQRGYHQHS 146 VMIPD! FH TbAdh
ReAdh 83 -=--- GAICPNFNSYAAQDGVASQD 159 LMCPDIMSTGFK ReAdh
RerADH 88 PWGCGNCWHC|SQGLENYCSRAQELG i =====—=-m- ----  RerADH
EnADHII 101 KWISS, pe(clopcapcLCFNOK 159 APLLCAGV[IVYA EnADHII
PaAdhA 92 PWLYTACGCCE:MF'LTGW'ETL SQQ 150 APILCAGV[IVYK PaAdhA
SmAdhA 88 PWLHT. CICIT TGWETLCGSQQ 146 APVLCAGV[IVYK SmAdhA
GsAdhHT 86 PWLYSAl DY(CLSGQETLCEHQK 144 APIFCAGV[T[TYK GsAdhHT
EcAdhP 83 AWFYE :E YCNSGNETLCRSVK 141 SSITCAGV[I[TYK EcAdhP
ZmAdhA 83 AWFFKGC Y|CVSGNETLCRNVE 141 SSITCAGV[T[TYK ZmAdhA
SpADHI 94 KWMNSS) Y ETICPHIQ 152 APIMCAGI[TCYR SpADHI
PsSADHI 92 KWLNGS[CIL HSDEPNCAKAD 150 APILCAGI[TVYK PsADHI
PsADHII 92 KWINGSCLQCEY] TAHESNCPPDAD 150 APILCAGI[TVYK PsADHII
CaADHI 94 KWLNGSICMS[CEFICQRQGAEP] EAD 152 APILCAGV[TVYK CaADHI
ScADHI 92 KWLNGS YCELGNE PHAD 150 APILCAGI[IVYK ScADHI
SCADHII 92 KWLNGS)| YCELGNESNCPHAD 150 APILCAGI[TVYK SCADHII
K1ADHI 94 KWLNGSICMS EYEELSNEngPEAD 152 APVLCAGV[IVYK K1ADHI
K1ADHII 92 KWLNGSCMSCEYCELSNE PDAD 150 APILCAGVTVYK K1ADHII
K1ADHIV 95 KWLNGSCMSCELCEQGYESNCLQAD 153 APILCAGV[IVYK K1ADHIV
KmADHI 92 KWLNGS(CMSCEECELSNEPNC[PKAD 150 APILCAGV[IVYK KmADHI
KmADHIT 91 KWLNGS| EECELSNE PDAD 149 APILCAGV[TVYK KmADHTT
SCADHIII 95 KWLNGS| SGHESNCPPDAD 153 APILCAGV[IVYK SCADHIII
K1ADHIII 94 KWLNGSCMSCEYCELSNESNCPDAD 152 APILCAGV[IVYK K1ADHIII
EnADHI 92 KWLNGS| GEEEFCRQSDDPT RAQ 150 APVLCAGITVYK EnADHI
EnADHIII 94 KWLNGSCLSCE! QADEPLC[PHAS 152 APILCAGITVYK EnADHIII
AfADHI 92 KWLNGSCLACEFCKQADEPLC[PNAS 150 APVLCAGI[IVYK AfADHI
PpCamD 92 WAPIALC HSETVLDETPWDNST 144 LPDHAQPEALAA PpCamD
ApAdh 104 -HPAVTDGTCLACRAGED] NLE 161 VEMAPLADAGIT ApAdh
SsAdh 93 -NPWQGEG! ICYYCRIGEEH. SPR 150 APLTCSGIEI‘YR SsAdh
ScADHVI 96 QVFSCLECDRCKNDNEPY[CTKEFV-— 156 HLAAPLLCGGLT ScADHVI
SCADHVII 96 QALACF RCKSDNEQY(CITNDH-— 157 PLAAPLLCGGIT SCADHVII
EcTHD 89 GHITCGEIJRN RGGRTHLCRNTIGV 148 DPFGNAV! S EcTHD
PpXylB 86 TFYTCGSCDPACLSGDPTSCANSFGP 165 GPLGCGI AG PpXylB
* * * *
* *
o, HLADH sTCAVHGL-GeVIGLSVIMGCKAAGAARI IGVDIINKDKFA 230 NEGFDLL-RSGE-SIRTILTF 374
¢ast 3. EcAdhC SVAV! -GAIGLAVVQGARQAKAGRIIAIDTNPKKFD 225 NDAFDLM--HEGKSIRTVIRY 369
CbAdh ISSVVVIGI-GAV|GLMGIAGAKLRGAGRIIGVGSRPICVE 205 EEALLLMKDKPKDLIKAVVIL 351
TbAdh TVAVLGI | VAGAKLRGAGRIIAVGSRPVCVD 205 EKAFMLMKDKPKDLIKPVVIL 351
ReAdh IGHTVAVFAQ-GPIGLCATAGARLCGATTIIAIDGNDHRLE 218 VAAYDLFANQRDGVLKIAIKP 361
RerADH —GGSYAVVIGTGGL AIQLLRHLSAATVIALDVSADKLE 209 AEAYRRLAA-GTLSGRAVIVVP 345
EnADHII LGHLAVQIPAKGMGLRVIGVDHGSKEEL 219 TEIFKEM-EEGKLQGRVVILDL 366
PaAdhA LGHVAVQYRRAM-GLHVAAIDIDDAKLE 208 NQILDQM-RAGQIEGRIVILEM 342
SmAdhA VQYRKAM-GMHVAA. FPDKLA 204 NAIFERM-EEGKIDGRIVLDL 338
GsAdhHT HVAVQYRAKAM-GLNVVAVDIGDEKLE 202 NEVFDRM-LKGQINGRVVLTL 336
EcAdhP LALQYAKNVFNAKVIAIDVNDEQLK 200 NTIFTEM-EEGKIRGRMVIIDF 334
ZmAdhA LALQYAKNVFNAKVIAIDVNDEQLA 200 NQIFDEM-EHGKFTGRMVVDF 334
SpADHI LAVQYAKAM-AMRVVAIDTGDDKAE 211 PDVYRLM-HENKIAGRIVILDL 348
PsADHI ISLAIQYRAKAM-GFRVIAIDGGEEKGE 209 PKVYELM-EAGKVIGRYVVDT 346
PsADHII SLATQYAKAM-GYRVVGIDGGADKGE 209 ASVYELM-EQGKILGRYVVDT 346
CaADHI A SLAVQYARAM-GLRVVAIDGGDEKGE 211 PEVFKLM-EEGKILGRY[VLDT 348
SCADHI A SLAVQYRAKAM-GYRVLGI EE 209 PEIYEKM-EKGQIVGRYVVDT 346
ScADHII AGHWAAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GYRVLGI KEE 209 PEIYEKM-EKGQIAGRYVVDT 346
K1ADHI AGDWVAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GYRVLGIDAGEEKAK 211 PSIYEKM-EKGAIVGRYVVDT 348
K1ADHII AGDWVAI CGGLGSLAIQYAKAM-GYRVLGIDTGAEKAK 209 ADVYDKM-VKGEIVGRYVVDT 346
K1ADHIV PGQWVAI LGSLAVQYAKAM-GLRVLGIDGGDGKEE 212 PEAYELM-EQGKILGRFVVDT 349
KmADHI AGDWVAISGACGGLGSLAIQYAKAM-GYRVLGIDAGDEKAK 209 ASVYDKM-VKGQIVGRIVIVDT 346
KmADHII AGDWVAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GFRVLGIDGGEGKEE 208 PEIYEKM-EQGKVLGRYVVDT 345
SCADHIII WVAI ISLAVQY GYRVLGIDAGEEKEK 212 PKVYDLM-EKGKILGRYVVDT 349
K1ADHIII EWVAIS LGSLAVQYRAKAM-GYRVVGIDGGEEKGK 211 PKVYELM-EQGKILGRYV|VDT 348
EnADHI TVAIVGAGGGLGSLAQQYRAKAM-GIRVVAVDGGDEKRA 209 PKIYELM-EQGRIAGRYVILEM 347
EnADHITI TVAIVIGAGGCLGISLAQQYRAKAM-GLRTIATIDSGDEKKA 211 PQIFELM-GQGKIAGRYVLEI 350

AfADHI PGRTVAIVGAGGGLGSLALOYAKAM-GIRVVAIDGGEEKQA 209 PKIFELM-EQGKIAGRYVLEI 347
PpCamD RCGPVGLDDTVVVQGAGPVGLAAVLVAAASG: IIAIDHS 209 EASKALELVKAGALIKPV[IDS 359

ApAdh YVAIVEZ—EGL IAVQLEKVMTPATVI VKEEKLK 225 NDVLERL-EKGEVLGRAVLIP 359
SsAdh TLLVVGAGGGL MAVQI@(AVSGATIIG VREEAVE 211 ANEAIDNLENFKAIGRQVILIP 348
ScADHVI KVGI L—GGIdSMGTLISKAM—GAETYVISRSSRKRE 217 VHEAFERMEKGDVRYRFTLVG 353
ScCADHVII KRVGIVIGI —| IGHMGILLAKAM-GAEVYAFSRGHSKRE 218 VSHAFTRMESGDVKYRFTLVD 354
EcTHD EDVLVSGA-GPIGIMAAAVAKHVGARNVVIT] EYRLE 202 QKGFDAM-RSGQ-SGKVILSW 340
PpXylB AGSATIATIFGA-GAVGLSA VVAGCTTIIA' NRLE 225 NRAAEDS—EKGV—TLKP@LRI 365

Obr 4. Porovnani vybranych usekii aminokyselinovych sekvenci mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou oznaceny hvézdickou. Oznaceni jednotlivych ADH je stejné jako v tabulce I a ¢isla indi-
kuji pozici prvniho nebo posledniho zbytku v uvadéné ¢asti jejich sekvenci. Aminokyselinové zbytky konzervované alespon ve 30 ADH
jsou v rameccich. Poml¢ky upravuji polohy homolognich usekd, ¢ast 2. a 3.
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macni zmény k aplnému zruseni bezprostiedni koordinace
Zn*" zbytkem Glu-68. V piipadé CbAdh a EcAdhP byl
Zn*" koordinovan Glu-68 pouze u jedné podjednotky tetra-
mert holoenzymu. Role tohoto aminokyselinového zbytku
pri katalyze tak zlstava nevyjasnéna a vzhledem k tomu,
ze zaména Glu-68 za Ala v TbAdh neméla na katalytickou
G&innost enzymu vyrazny vliv®®, tento zbytek nemusi byt
nutné esencidlnim prvkem katalytického mechanismu.

3.4. Vazba strukturniho Zn?2"

Dal§im vyznamnym sekven¢nim motivem ADH je
Cys-X,-Cys-X,-Cys-X7-Cys, ktery odpovida vazebnému
motivu zinkového prstu, kde sulthydrylové skupiny Cys
vytvareji tetraedralni koordina¢ni sféru strukturniho iontu
Zn**. Zinkovy prst je vyznamny pro stabilitu fady ADH
(cit. ™). Tento motiv je u v&tsiny porovnavanych ADH
lokalizovan mezi zbytky odpovidajicimi pozici 97 az 111
nebo 95 az 109 (obr. 4). Pro fadu dalSich ADH je vazba
strukturniho Zn®" piedpovidana na zékladé pritomnosti
nebo absence motivu zinkového prstu (chybi u RerAdh,
CbAdh, TbAdh). Krystalografické studie CbADH
a TbAdh, které vykazuji celkovou konformaci obdobnou
ostatnim homolognim ADH, ukazaly, ze tyto dva enzymy
skute¢né neobsahuji strukturni ion Zn** a odpovidajici
smycka je u CbAdh stabilizovana prostfednictvim ionto-
vych vazeb mezi Asp-89 a Lys-111 (Cislovani odpovida
CbAS?h) a vodikovym mustkem mezi Glu-94 a Asn-104
(cit.>").

V motivu zinkového prstu je v sekvenci ApAdh na-
hrazen prvni Cys-97 zbytkem Asp a v sekvenci SsAdh
zbytkem Glu. Krystalograficka studie téchto dvou enzymi
z termofilnich bakterii prokazaly pritomnost strukturniho
Zn*" a u&ast kysliku karboxylu Asp-97 a Glu-97 na jeho
koordinaci’>*. S ohledem na termostabilitu ApAdh
a SsAdh byly navrZzeny dvé hypotézy vysvétlujici opod-
statnénost karboxylu v koordinacni sféfe strukturniho
Zn*". Jednou z moznosti navrzenou pro ApAdh je, Ze slab-
§i vazba mezi kyslikem a Zn>" mize vést ke zruseni koor-
dina¢ni vazby, ¢imz dojde k posunu ¢tvrtého Cys zinkové-
ho prstu smérem k tfetimu a vzniku disulfidové vazby,
ktera mize prispivat k fixaci struktury enzymu pii vysSich
teplotach™. Podrobnéji byl studovén tento aspekt v pripadé
SsAdh a bylo prokazano, Ze ptitomnost strukturniho Zn**
je u tohoto enzymu nezbytna pro termostabilitu a odolnost
vi& denaturaénim &inidlim®. Zaména Glu-97 za Cys
a vytvoreni ,,idealniho“ zinkového prstu sice neméla vliv
na aktivitu enzymu pii nizkych teplotach, ale negativné
ovlivnila jeho termostabilitu®®. Z krystalové struktury to-
hoto enzymu pak vyplyva, ze jeden z kysliki karboxylu
Glu-97 koordinuje Zn*" a druhy je prostiednictvim vodiko-
vych mistkd vazan k dusikovym atomim peptidové vazby
mezi zbytky Gly-99 a Asn-101 a prostfednictvim molekuly
vody k pfiléhajici podjednotce, coz patrné spolecné prispi-
va k fixaci struktury, kterou by zbytek Cys v této poloze
nemohl zajistit™.

381

Referat

3.5. Konzervované aminokyselinové
zbytky a specificka vazba
kofaktoru

Asp-223 je konzervovana ve vSech mikrobialnich
NAD(H)-dependentnich ADH skupiny I (obr. 4). Dostup-
né krystalové struktury odpovidajicich bakterialnich ADH
povrzuji, ze, podobn¢ jako v pfipadé HLADH (obr. 2),
vytvareji kyslikové atomy karboxylu Asp-223 vodikové
mistky s 2° a 3’ hydroxyly ribosy adenosinové ¢asti NAD
(H). Stejné vodikové mustky byly identifikovany
ivpocitatovém modelu ScADHI, II a III (cit.'"
a s ohledem na vysoky stupen identity (tabulka IT) a homo-
logie (obr. 4) lIze jejich tvorbu pfedpokladat i u jinych
ADH kvasinek a plisni. Fosforylace 2’ hydroxylu ribosy
v NADP(H) brani z diivodu elektrostatické repulze karbo-
xylu Asp-223 a 2’ fosfatu vazbé tohoto kofaktoru. Mikro-
bidlni NADP(H)-dependentni ADH proto Asp-223 postra-
daji a navic v blizkosti pozice 223 obsahuji zbytek bazic-
kého Arg. V souladu s vySe uvedenou roli Asp-223, jeji
zaména za Gly umoznila tvorbu komplexu NADP(H)
s SCADHI (cit.”’). Naopak zaména Gly v poloze 223 za
Asp umoznila vazbu NAD(H) v TbAdh (cit.>h. Tyto za-
meény vsak vedly ke snizeni katalytické uCinnosti binarnich
komplextit SCADHI-NADP(H) a TbAdh-NAD(H) na 1 %
puvodni aktivity nemutovanych forem s pfirozenym ko-
faktorem.

Zavér, ze aminokyselinovy zbytek 223 determinuje
specifitu dané ADH viic¢i kofaktoru kontraindikuje skutec-
nost, ze KIADHII a IV obsahujici Asp-223 jsou schopny
vyuzivat i NADP(H) jako kofaktor (tabulka I). S ohledem
na Sirokou substratovou specifitu téchto ADH Bozzi
a spol.** predpokladaji, ze schopnost vyuzivat NADP(H) je
dana vysokou flexibilitou aminokyselinovych zbytkd
v okoli Stérbiny aktivniho mista, kterd umozni deponovat
zbytek Asp-223 mimo vazebné misto kofaktoru.

Vazby NAD(H) se v HLADH ucastni Arg-47 a 369
(obr. 2), pfiCemz bazicka aminokyselina Arg nebo Lys
jsou v pozici 369 striktné konzervovany ve vSech porov-
navanych sekvencich (obr.4). V¢EtSina mikrobialnich
ADH také konzervuje v pozici 47 bazicky His, pro ktery
byla podle ogekavani u ApAdh (cit.’?), PaAdhA(cit.*®),
BsAdhHT (cit.**), EcAdhP (cit.>*) a SsAdh (cit.”’) experi-
mentalné prokazana role analogicka Arg-47. Oproti tomu
ScADHVI a VII, ReAdh a PpCamD maji v této pozici Gly
a CbAdh a TbAdh obsahuji Thr-47. Jak je patrné z tabulky
I, zdmény nesouvisi se specifitou ke kofaktoru. Z téchto
ADH byly vyfeSeny pouze struktury CbAdh a TbAdh
a Korkhin a spol. 3! roli Thr-47 pti vazbé NADP(H) nepfi-
pisuji.

Lys-228, jemuZ je na obr. 2 pfisuzovana tvorba vodi-
kového mistku s hydroxylem ribosy, je v mikrobialnich
ADH pomérné¢ konzervovan a chybi pouze v sekvenci
ZmAdhA, TbAdh, CbAdh, EnADHII, EcAdhP a SsAdh
a v ReAdh a EcTHD je v této pozici Arg. Krystalograficka
studie’” ukazala, ze funkci Lys-228 piebira u SsAdh blizky
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zbytek Arg (Arg-205 v sekvenci SsAdh). Z dalSich amino-
kyselin ucastnicich se pfimé interakce ADH s NAD(H)
byly jiz popsany His-51 a Ser-48 a ptipadna diskuse vy-
znamu dalSich aminokyselin v blizkém okoli presahuje
ramec tohoto piehledu.

3.6. Vztah struktury ADH
a substratové specifity

Obecné je prijimana teze, ze substratova specifita
enzymu je determinovana predevSim velikosti (objemem)
Stérbiny aktivniho mista a pfitomnosti nabitych nebo pola-
rizovatelnych  skupin. Jak bylo wuvedeno pro E
a S isoenzymy HLADH, velikost $térbiny aktivniho mista
je dana nejen délkou postrannich fetézcd hydrofobnich
aminokyselin, ale také indukovanymi zménami struktury
v souvislosti s aminokyselinovymi zamé&nami. Dilezité
jsou patrné objemy aminokyselinovych zbytkd bezpro-
stiedné uvniti aktivniho mista, zbytkd na sténach Stérbiny
aktivniho mista a zbytkt lokalizovanych pfi ,,vstupu® do
této &térbiny®. Piedpoklad, Ze dtovodem schopnosti
HLADH (isoenzym E) katalyzovat v porovnani s SCADHI
oxidaci objemn¢jSich alkoholti vzhledem k menSim po-
stranni fetézclim na sténach §térbiny experimentalné potvr-
dili Creaser a sp01.44. Mutant ScCADHI, v némz byl Trp-93
substituovan za mensi a hydrofobné&jsi Phe a Thr-48 za
mensi Ser, vykazoval vyS$si katalytickou aktivitu s 3 az 8
uhlikatymi alifatickymi alkoholy neZ nemutovana forma
ScADHI.

4. Zavér

S rostoucim pocétem biochemickych a predevs§im
krystalografickych studii alkohol dehydrogenas ziskdvame
stale detailnéjsi nahled na vztah jejich struktury a funkce.
V této praci jsme se zaméfili na mikrobidlni NAD(P), Zn-
dependentni ADH a pokusili jsme se shrnout poznatky
o funkénim vyznamu konzervace specifickych aminokyse-
linovych zbytkd v jejich primarnich strukturach. Toto
srovnani také umoznuje do uréité miry predikovat reakéni
mechanismus, poZadavek na kofaktor a pfipadné i substra-
tovou specifitu homolognich ADH, pro néz jsou dostupné
pouze udaje o primdrni struktufe.

Tato préce vznikala za financni podpory MSMT CR
(granty ¢. IM6837805002 a MSM6046137305).
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Alcohol dehydrogenases (ADHs; EC 1.1.1.1),
asubset of oxidoreductases requiring NAD(P) as
a cofactor, are present virtually in all life forms. Among
them, Group I ADHs are Zn-dependent enzymes of ca. 350
amino acid residues. Owing to biochemical characteriza-
tion and crystallographic studies on Group I ADHs allow-
ing for information on structure-function relationship,
much knowledge is available on the role of specific amino
acid residues. Over the last decade a significant amount of
work has been done also on molecular characterization of
bacterial and yeast Group I ADHs, making it possible to
estimate, among others, structure-function relationships in
the ADHs for which only primary structure is available. In
this paper we review the role of conserved amino acid
residues of well characterized microbial NAD(P) and Zn-
dependent ADHs in catalysis, sequestration of catalytic
and structural zinc, cofactor binding and substrate speci-
ficity.



