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1. Uvod

Aromatické dioxygenasy jsou enzymy, které inkorpo-
ruji dva atomy kysliku do molekuly substratu obsahujici
alesponi jeden aromaticky kruh. Jedna skupina dioxygenas
produkuje cis-hydroxylované metabolity, aniz pfitom do-
jde k poskozeni zakladni struktury slou€eniny — tato skupi-
na enzymu se nazyva dioxygenasy hydroxylujici aromatic-
ké kruhy'. Druhé skupina pak zavedenim dvou atomi kys-
liku do substratu zplsobi rozstépeni aromatickych kruhi
metabolizované slouceniny. Tato skupina enzymi se nazy-
va dioxygenasy $tépici aromatické kruhy. Navzdory riz-
nym katabolickym strategiim rozklad aromatickych latek

.....
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termodynamicky stabilniho benzenového kruhu a nasledné
§t&peni’.

Aromatické dioxygenasy maji nezastupitelnou roli
v ptirod¢, kde jsou vyuzivany nékterymi aerobnimi kmeny
bakterii ptfi odbouravani aromatickych slouc¢enin. Mnoho
takovych sloucenin, napf. benzen, toluen, etylbenzen, xy-
len (BTEX), polyaromatické uhlovodiky (PAU) nebo po-
lychlorované bifenyly (PCB), jsou Casté polutanty. Nabizi
se tak moZnost vyuZziti potencidlu mikrobidlniho metabo-
lismu jako bezpecné a ekonomické alternativy ke klasic-
kym fyzikalné-chemickym postuptim pii revitalizaci kraji-
ny kontaminované t&mito latkami® . Dal3i text se jiz zabyva
pouze dioxygenasami hydroxylujicimi aromatické kruhy.

2. Klasifikace a zakladni uspoiadani
dioxygenas hydroxylujicich aromatické kruhy

Tyto dioxygenasy jsou vicekomponentové systémy
skladajici se ze dvou nebo ze tii proteind, které tvoii re-
duktasu, elektron-transportni fetézec a termindlni oxygena-
su. U dvoukomponentovych systémt predava reduktasa
elektrony rovnou terminalni oxygenase. U tfikompo-
nentovych systémd elektrony putuji z reduktasy na oxyge-
nasu pies ferredoxin'. Oxygenasa jako jedna slozka enzy-
mu bude v nasledujicim textu uvedena jako terminalni
oxygenasa — pro jasné odliSeni od ndzvu celého enzymu.

Krom¢ jednoho druhu reduktas je mozné vSechny zde
zminéné komponenty enzymi fadit mezi nehemové FeS
proteiny. Pfi studiu dioxygenas hydroxylujicich aromatic-
ké kruhy se mizeme setkat s motivy vazajicimi [2Fe-2S]
nebo [3Fe-4S] centra. Skupina [3Fe-4S] je vzdy vazéana
ttemi cysteiny. Podle sloZeni aminokyselin podilejici se na
koordinaci [2Fe-2S] centra rozliSujeme Rieskeho a rostlin-
ny typ. U rostlinného typu je tato skupina koordinovana
Ctyfmi cysteiny na rozdil od Rieskeho typu, u kterého se
na koordinaci podileji dva histidiny a dva cysteiny®.

Kweon a spol." vytvotili nejnovéjsi klasifikaéni sys-
tém, ktery rozdéluje dioxygenasy hydroxylujici aromatické
kruhy na pét odlisnych skupin (tab. I). Jako klasifikacni
kli¢ pouzili strukturni rysy elektron-transportniho fetézce.
Krom¢ tohoto klasifika¢niho systému zalozeného na struk-
tufe proteinl elektron-transportniho fetézce se muizeme
jesté setkat s délenim zaloZeném na jiném klasifika¢nim
klici, které vsak koresponduje s vyse uvedenou klasifikaci.
Colbert a spol.” publikovali rozdé&leni ptibuznych dioxyge-
nas hydroxylujicich aromatické kruhy do tfi skupin
(skupiny I, II a III) na zakladé srovnani struktur
25 a podjednotek, pticemz enzymy v jednotlivych skupi-
néch si odpovidaji jak strukturné tak i funk&né. Poporadé
skupiny I, II a III podle Colberta a spol.’ p¥iblizn& odpovi-
daji skupinam IV, IIT a V podle Kweona a spol.". Druhy
zminény klasifikacni systém je sestaven z uz§i mnoziny
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Tabulka I
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Klasifikaéni systém dioxygenas hydroxylujicich aromatické kruhy podle Kweona a spol.!

Klasifikace Struktura Priklady Plvod
podjednotky elektron-transportni
oxygenasy retézec
Typ podtyp typ typ
ferredoxinu reduktasy *
I Iaf B FNRc¢ (P) anilindioxygenasa Acinetobacter sp. YAA
la fenoxybenzoatdioxygenasa  Pseudomonas pseudoalcaligenes
POB310
II o B FNRy (P) 2-halobenzoat-1,2- Pseudomonas cepacia 2CBS
dioxygenasa
benzoat-1,2-dioxygenasa Acinetobacter sp. ADP1
I Ilof o B [2Fe-285] FNRy (P/ naftalendioxygenasa Pseudomonas sp. NCIB 9816-4
1o o R) R) karbazol-1,9a-dioxygenasa Pseudomonas resinovorans CA10
v B [2Fe-2S] GR bifenyldioxygenasa Pseudomonas sp. KKS102
(P/R) dioxindioxygenasa Sphingomonas sp. RW1
v o B [3Fe-4S] GR fenanthrendioxygenasa Nocardioides sp. KP7

ftalatdioxygenasa Rhodococcus sp. RHA1

*GR - reduktasy nalezici do glutationové rodiny, FNRy — reduktasy naleZici do rodiny ferredoxin-NADP reduktas s [2Fe-
2S] centrem na N-konci, FNR( — reduktasy nalezici do rodiny ferredoxin-NADP reduktas s [2Fe-2S] centrem na C-konci,
P — rostlinny typ [2Fe-2S] centra, R — Riesky typ [2Fe-2S] centra'®

dioxygenas hydroxylujicich aromatické kruhy a aZ na vy-
jimky neobsahuje dioxygenasy ze skupiny I a II podle
Kweona a spol.'. Nevyhodou tohoto systému je, Ze vychazi
z porovnani struktur a podjednotek, které se liSi mezi riz-
nymi kmeny bakterii u stejnych enzymu.

3. Mechanismus ucinku dioxygenas
hydroxylujicich aromatické kruhy

Jak jiz bylo feCeno v Givodu, dioxygenasy nestépici
aromatické kruhy katalyzuji regio- a stereospecificky in-
korporaci dvou atomu kysliku do aromatického kruhu sub-
stratu, coz je klicové reakce v transformaci pomérn¢ nere-
aktivnich aromatickych sloucenin. Celkové se pti reakci
spotfebuji dva atomy kysliku, dva elektrony a dva protony.

Studie provedené na naftalen-1,2-dioxygenase de-
tailnéji odkryly mechanismus dihydroxylace substratu. Po
nem dojde k navazani substratu a nasledné k navazani
a aktivaci kysliku. K této aktivaci jsou zapotiebi dva elek-
trony, z nichz jeden je dodan externé¢ a druhy pochazi
z oxidace Zeleza. Jako nejpravdépodobnéjsi forma akti-
vovaného kysliku se jevi hydroperoxozelezity komplex
Fe'"-OOH. Takto aktivovany kyslik atakuje substrat za
vzniku cis-diolu, ktery je navdzdn na atom Zeleza. Pro
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uvolnéni substratu probéhne redukce atomu Zeleza druhym
externim elektronem a protonace kysliku'®. Ashikawa
aspol.'" navrhli podrobnéjsi mechanismus navazani sub-
stratu a kysliku podpofeny studiemi na karbazol-1,9a-
dioxygenase. Jakmile je zredukovano Rieskeho centrum,
dojde k navazani substratu, ktery indukuje konformacéni
zmény. Tyto zmény zplisobi odtazeni atomu Zeleza i s jeho
ligandy od substratu a tim padem dojde k vytvofeni prosto-
ru pro navazani molekuly kysliku. Kyslik se mtize dostat
do aktivniho mista i bez pfitomnosti substratu, ale v tomto
pripad¢ se vaze jinym zpusobem, nez ktery je vhodny pro
reakci. Odkud se v reakénim cyklu vezmou protony, je
zatim ne zcela vyfeSend otazka. Z krystalovych struktur
nebyly zaznamenany zadné vhodné aminokyseliny pobliz
probihajici reakce, které by mohly poskytnout protony,
takze pravddpodobn& pochazi z molekuly vody'"'?. Mezi
karbazol-1,9a-dioxygenasami byly nalezeny konzervativni
aminokyseliny podilejici se na koordinaci takovéto mole-
kuly vody''. U naftalendioxygenasy izolované z kmene
Sphingomonas sp. CHY-1 existuje kanalek ustici do aktiv-
niho mista naplnén osmi molekulami vody. Piedpoklada
se, ze molekuly vody v tomto kanalku mohou slouzit jako
zdroj protoni'”.
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4. Vztah struktury a substritové specifity
dioxygenas hydroxylujicich aromatické
kruhy

Podle slozeni elektron-transportniho fetézce mohou
byt tyto enzymy dvou nebo tiikomponentové. Barriault
a Sylvestre'* experimentalné ukazali, nakolik musi byt
jednotlivé slozky enzymu mezi sebou kompatibilni. Kdyz
nahradili reduktasu naftalendioxygenasy reduktasou
z bifenyldioxygenasy, tak se aktivita enzymu nezménila.
Naopak pfi zaméné ferredoxint doslo k znaénému poklesu
aktivity enzymil. Z tohoto odvodili, ze reduktasové kom-
ponenty nejsou piili§ specifické pro dany enzymaticky
systém. Naproti tomu interakce nezbytna k transferu elek-
trontt z ferredoxinu na terminalni oxygenasu je daleko
specifictéjsi.

Hlavni roli ve vybéru substratu a regio- a stereospeci-
fity ma terminalni oxygenasa. Do soucasnosti bylo publi-
kovano né€kolik krystalovych struktur termindlnich oxyge-
nas a to jak heterohexamernich (o3Bs) (cit.”'>'>*2!), tak
i homotrimernich (03) (cit.**). K tdmto prirozené se vy-
skytujicim terminalnim oxygenasam také piibyly krystalo-
vé struktury dvou uméle vytvorenych variant P4 a RR41.
Varianta P4 vznikla zaménami Thr[335]—Ala a Phe[336]
—Met ztermindlni oxygenasy bifenyldioxygenasy
z kmene Burkholderia xenovorans 1LB400. Druha varianta
RR41 vznikla z varianty P4 dal$imi tfemi mutacemi: Asn
[338]—Gln, Ile[341]—Val a Leu[409]—Phe (cit.**%).
Byly ziskany krystalové struktury i dalSich mutantl jinych
oxygenas, ale pouze o vySe zminénych dvou variantach se
zmifuje nasledujici text.

Pti detailnim porovnavani aminokyselinového slozeni
aktivniho mista v termindlni oxygenase se toto slozeni lisi
u stejného enzymu mezi jednotlivymi kmeny bakterii. Pro
zjednodusSeni nasledujiciho textu bude dana terminalni
oxygenasa uvedena jako nazev enzymu spolu s oznaCenim
kmene bakterii, ze kterého pochazi. Naptiklad bifenyldio-
xygenasa B1 je termindlni oxygenasa enzymu bifenyldio-
xygenasy z kmene Sphingobium yanoikuyae B1. Bude-li
z odstavce dale jasné, o jakou termindlni oxygenasu se
jedna, bude po zbytek odstavce uveden jen nazev enzymu.

4.1. Substratova a reak¢éni rozmanitost

Navzdory evoluéni specializaci dioxygenas hydroxy-
lujicich aromatické kruhy mohou tyto enzymy katalyzovat
hydroxylaci Sirokého spektra strukturné analogickych mo-
lekul. Chlorbenzendioxygenasa hydroxyluje 1,2-dichlor-
benzen, toluen, bifenyl a naftalen®®. Naftalendioxygenasa
katalyzuje reakci kysliku s polyaromatickymi kondenzova-
nymi uhlovodiky, jako jsou anthracen, fenanthren a floren,
s plandrnimi molekulami obsahujicim mimo aromaticky
kruh také heteroatom, jako jsou dibenzofuran, dibenzothio-
fen, karbazol a dibenzo-1,4-dioxin, s molekulami obsahuji-
cimi jen jeden aromaticky kruh, jako jsou styren, indan,
anisol, N-methylanilin, toluen a ethylbenzen. Dal$imi sub-
straty jsou derivaty naftalenu nesouci methylovou, metho-
Xy- a nitroskupinu®’. Barriault a Sylvestre'* publikovali, Ze
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naftalendioxygenasa je schopna hydroxylovat mimo bife-
nyl také jeho monochlorované derivaty. Dal§im ptikladem
je toluendioxygenasa vyuzivajici substraty sjednim aro-
matickym kruhem, ktery miize nést atomy halogent, me-
thylovou, ethylovou, vinylovou, hydroxylovou, nitrilovou,
nitro-, methoxy- nebo propoxyskupinu, 2-methoxybifenyl,
2,3-dimethoxybifenyl-1,2-diol nebo bifenyl a jeho mo-
nochlorované derivaty. Mimoto dokaze toluendioxygenasa
hydroxylovat 2-methoxynaftalen a 1,2-dihydronaftalen,
zatim  jediné znamé  substraty tohoto  enzymu
s kondenzovanymi aromatickymi kruhy. Mezi dalsi sub-
straty patii indan, inden a indol a malé halogenované alifa-
tické alkeny”’. Mezi obzvlasté diileity substrat toluendio-
xygenasy patfi trichlorethen (TCE), ktery je béZnym polu-
tantem podzemni vody. Toluendioxygenasa oxiduje TCE
na dva kompletné dechlorované produkty glyoxylat
a mravendan®.

Z hlediska substratové specifity je intenzivné studova-
na bifenyldioxygenasa. Divodem je jeji schopnost oxido-
vat né€které polychlorované bifenyly (PCB) a tim aktivovat
tyto jinak inertni molekuly k dal§imu metabolickému zpra-
covani*’. Bifenyldioxygenasa katalyzuje prvni reakci bak-
terialni bifenylové katabolické drahy, kterou jsou néktery-
mi bakteridlnimi kmeny transformovény nékteré PCB
(cit.>*?"). Razné kmeny bakterii se velmi lisi ve schopnosti
degradovat PCB, nicmén¢ mezi kmeny s nejvét§sim poten-
cidlem patii Burkholderia xenovorans LB400, Pseudomo-
nas pseudoalcaligenes KF707, Pandoraea pnomenusa
B-356 ¢i Rhodococcus jostii RHA1. Néekteré z téchto kme-
nd jsou schopny transformovat kongenery obsahujici aZ
7 atomi chloru’. Bifenyldioxygenasa, jakozto enzym zaha-
jujict katabolickou drahu, m4 zdsadni vyznam pro determi-
naci substratové specifity bakterii degradujicich PCB
(cit.’"). Mezi dalsi substraty bifenyldioxygenasy patii mo-
lekuly s benzenovym nebo bifenylovym skeletem nesouci
rizné substituenty — methylovou, ethylovou, vinylovou,
karboxylovou nebo nitroskupinu. Bifenyldioxygenasa mu-
ze oxidovat i bicyklické nebo tricyklické kondenzované
slouceniny, jako jsou chinolin, dibenzofuran a benzo[c]
chinolin®.

Ackoliv jsou tyto enzymy nejvice zndmy svou dihyd-
roxylacni aktivitou, byly také publikovany i jiné reakce,
které katalyzuji, napf. monohydroxylace, dehydrogenace,
O- a N-dealkylace a sulfoxidace ¢i oxidativni dehalogenac-
ni reakce” . Monohydroxylace miZe byt zptsobena
sterickymi zabranami aktivniho mista, které nedovoli sub-
stratu, aby zaujal vhodnou pozici pro dihydroxylaci. Tako-
vy divod k monohydroxylaci 1ze demonstrovat na piikladu
reakce kysliku s 2-nitrotoluenem katalyzované nitroben-
zendioxygenasou JS765 a 2-nitrotoluendioxygenasou
JS42. Tyto enzymy se li§i jen ve tfech aminokyselinach
v aktivnim misté a celkové sdili 95 % sekvenc¢ni identity.
Vznikajici  produkty  jsou uvedeny na  obr. 1.
U nitrobenzendioxygenasy je jednou z aminokyselin utva-
fejici aktivni misto fenylalanin, ktery ¢astecné zabird pro-
stor methylové skupiné 2-nitrotoluenu, ta se v zhruba polo-
vin¢ piipadii nasméruje k Zelezu misto k fenylalaninu,
aprobéhne jeji monohydroxylace. Naopak u 2-nitro-
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2-nitrotoluendioxygenasa
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Nitrobenzendioxygenasa
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206

Gly lle
Phe253 Rozdily v’amir.mk’yselir!ovém Thr253
295 slozeni aktivniho mista 205
Phe lle
CH,OH dihydroxylace CH,OH
prevazne Hs
©: NO, dlhydroxylace ©/N02 monohydroxylace @: C(

91% 9%

55% 45%

Obr. 1. Produkty tvoiené z 2-nitrotoluenu 2-nitrotoluendioxygenasou z kmene Pseudomonas sp. JS42 a nitrobenzendioxygenasou
z kmene Comamonas sp. Cislovani aminokyselin je podle naftalendioxygenasy NCIB 9816-4 (cit.')

toluendioxygenasy je na stejné pozici fenylalanin nahrazen
prostorové usporngjs$im isoleucinem, a tim padem methy-
lova skupina nebude piekazet cis-dihydroxylaci aromatic-
kého jadra'.

4.2. Struktura termindlni oxygenasy a jeji vliv na
substratovou specifitu

Terminalni oxygenasy tvofené dvéma typy podjedno-
tek jsou heterohexamerni metaloproteiny, které se skladaji
ze tfi o podjednotek a ze tfi B podjednotek. Kazda
o podjednotka s B podjednotkou tvoii af protomer. Takto
vzniklé tfi protomery se sloZi dohromady do tvaru majici
trojéetnou osu symetrie a pripominajici houbu, pfic¢emz
o podjednotky tvofi klobouk a [ podjednotky tvori
tren”'®!”. Terminalni oxygenasy tvofené jednim typem
podjednotky se skladaji pouze ze tii a podjednotek. Vyjim-
ku tvori ftalatdioxygenasa, ktera je tvofena pravdépodobné
¢tyfmi o podjednotkami. AvSak jeji krystalova struktura
zatim neni znama®*. Struktura oxygenas tvofenych tiemi
o podjednotkami se podobd klobouku o podjednotek
u heterohexamert.

Navzdory celkové podobnosti dosud znamych
B podjednotek je 1ze rozdélit do dvou kategorii, jenz se
shoduji s délenim o podjednotek do skupin I a II podle
Colberta a spol.’, resp. IV a III podle Kweona a spol.'.
Jednim z divodt tohoto dé€leni byly rozdily ve strukturnim
uspotradani N-konce B podjednotky, jenz interaguje se sou-
sedni [ podjednotkou. Dal§im diivodem byly rozdily
v interakci s a podjednotkou v aff protomeru.

U skupiny 1 (resp. IV) panuje rozpor, zdali
B podjednotka ma vliv na substratovou specifitu. Experi-
menty zaméfené na vytvafeni chimérickych enzymu
(a podjednotka patfi oxygenase izolované z jiného kmene
bakterii nez B podjednotka, 0;B;) u zastupce této skupiny
bifenyldioxygenasy ukazaly, ze volba  podjednotky muize
ovlivnit jak rozsah substratl, tak i katalytickou aktivitu
o podjednotky®***. Hurtubise a spol.*> publikovali vlast-
nosti dvou chimérickych bifenyldioxygenas, u kterych
zaménili P podjednotky termindlni oxygenasy mezi dvé-
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ma bakterialnimi kmeny Burkholderia xenovorans 1L.B400
a Pandoraea pnomenusa B-356. Vznikly tak tyto chiméry:
aB-356BLB400 a aLB400BB-356 (zde udava dolni index bakterial-
ni kmen, ze kterého pochazi dané podjednotky). Nasledné
u téchto chimér byla sledovana Kkatalyticka aktivita
k riznym PCB substratim. U chiméry og_356BLp400 S€ Zjisti-
lo, Ze jeji reakéni charakteristiky se podobaji oxygenase
nachazejici se v bakteridlnim kmenu Burkholderia xenovo-
rans LB400 a ne v kmenu Pandoraea pnomenusa B-356,
ze kterého pochdzela o podjednotka. Druhd chiméra
o gaooPB-3s¢ dokonce katalyzovala nekteré reakce podobné
jako bifenyldioxygenasa LB400 a jiné reakce jako bifenyl-
dioxygenasa B-356. Zielinski a spol.”” naopak zastavaji
nazor, ze B podjednotka bifenyldioxygenasy ma primarné
pouze stabilizacni vyznam heterohexameru a nijak se ne-
podili na wvybéru substrati. Obdobny rozpor panuje
i u toluendioxygenasy F1, daliiho zastupce této skupiny™.

B Podjednotka zastupct skupiny II (resp. III) ma esen-
cidlni vyznam pouze z hlediska celkové stabilizace termi-
nalni oxygenasy. Vysledky experimenti ukazaly, ze
u naftalendioxygenasy, zéastupce skupiny II, nema
B podjednotka vliv na substratovou specifitu®. Z krystalo-
vé struktury naftalendioxygenasy NCIB 9816-4 taktéz
vyplynulo, Ze aminokyseliny B podjednotky jsou pfili§
daleko od aktivniho mista pro ovlivnéni jeho vlastnosti'®.

Navzdory  rozdilnym nazorim o  vyznamu
B podjednotky se autofi shoduji, Ze spravné sestaveni jed-
notlivych podjednotek je naprosto nezbytné ke spravné
funkci enzymu. Mohammadi a kol.”® piikladné demonstro-
vali dilezitost spravného sestaveni o a B podjednotky mu-
taci Asn[338]—Gln v a podjednotce oxygenasy bifenyldi-
oxygenasy nazyvané P4, coZ je varianta bifenyldioxygena-
sy LB400. Tato substituce vedla k nepfesnému sestaveni
podjednotek a to mélo za nasledek znac¢né snizeni kataly-
tické aktivity nebo jeji uplnou ztratu. Je zde tieba pozna-
menat, ze dalsi substituci Leu[409]—Phe byla terminalni
oxygenasa schopna se op€t spravné sestavit.

o Podjednotka terminalni oxygenasy je nejveétSim
dilem zodpovédna za rozpoznani a vazbu substratu a také
za substratovou specifitu’*. o Podjednotka se sklada ze
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dvou domén: katalytické domény a Rieskeho domény.
Katalyticka doména véaze jeden atom zeleza. Tvoii ji pre-
vazn€ C-konec termindlni oxygenasy, ale pfiblizn€ 40 az
60 aminokyselin patii N-konci. Rieskeho doména obsahuje
Rieskeho centrum a je tvofena N-koncem bez prvnich pifi-
blizné 40 az 60 aminokyselin, které patii katalytické domé-
n&'"**. Rieskeho centrum v jedné o podjednotce je ve
spravné usporadané kvarterni struktufe terminalni oxyge-
nasy velmi blizko atomu Zeleza v aktivnim misté sousedni
o podjednotky, tak aby mezi nimi mohl byt uskuteénén
prenos elektrontl. Tento pienos je zprostiedkovan asparta-
tem, jenz mize svymi dvéma kysliky vytvafet vodikovy
mistek s jednim histidinem v Rieskeho centru a s druhym
v aktivnim mist&*®. Dusledkem nahrazeni aspartatu jinou
aminokyselinou v naftalendioxygenase NCIB 9816-4 byl
vznik inaktivniho enzymu nebo enzymu jen s nepatrnou
aktivitou*'. Tento zptisob propojeni dvou domén je konzer-
Vativgni ve vSech dosud znamych terminalnich oxygena-
sach’.

4.3. Parametry aktivniho mista ovliviiujici reakei
a vybér substratt

4.3.1. Koordinace zeleza a kysliku

Atom Zeleza je umistén v kavité aktivniho mista. Ter-
mindlni oxygenasa schopnd reakce musi mit Zelezo
v redukovaném stavu Fe*", nebot’ pravé tento stav zaruduje
optimalni prostorové uspofddani do penta-koordinované
geometrie ve tvaru pyramidy se ¢tvercovou podstavou.
Toto geometrické usporadani nechava jednu stranu zeleza
(podstava pyramidy) pfistupnou z dutiny aktivniho mista
a dovoluje mit Zelezu aZ tfi externi ligandy; proto mohou
tyto enzymy katalyzovat i velmi komplikované reakce. Pro
uspésné prob¢hnuti reakce musi byt molekula kysliku na-
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vazana bokem. To znamend, ze vzdalenosti obou atomi
kysliku od atomu zeleza jsou podobné. Bo¢ni zptisob nava-
zani umoziuje obéma atomtm kysliku atakovat sousedni
atomy na molekule substratu ze stejné strany aromatického
kruhu, tim je ddn geometricky isomer reakce a jako pro-
dukt dihydroxylace vzdy vznikné cis-dihydrodiol*”.

4.3.2. Chemicka podstata aktivniho mista

Aromatické substraty, jako jsou toluen, bifenyl ¢i
naftalen, jsou nepolarni, proto v kavité aktivniho mista
zdrtivé vétSiny prevladaji hydrofobni aminokyseliny.
Nicméné jakmile je potieba ukotvit substraty se silné elek-
trofilnimi skupinami, jak je tomu u nitrobenzenu, 2-nitro-
toluenu nebo 2,4-dinitrotoluenu, je k jejich fixaci v kavité
zapotiebi dodate¢ného mnozstvi vodikovych mistki. Pro-
to se vkavitaich pfislusnych enzyml nachdzeji polarni
aminokyseliny vykondvajici tuto funkci. Demonstrovat
tento fakt lze na prikladu nitrobenzendioxygenasy
a naftalendioxygenasy (obr.2). Tyto enzymy vykazuji
ptiblizné 80 % sekvenéni homologie. Po vyméné Asn[260]
—Val u 2-nitrotoluendioxygenasy byl jako produkt mono-
hydroxylace zjistén 2-nitrobenzylalkohol. Je také zajima-
vé, ze ackoliv naftalendioxygenasa dokaze katalyzovat
pfeménu Sirokého spektra substratl, tak nitrobenzen mezi
né nepatii. Zda se, ze pticinou je neproduktivni orientace
nitrobenzenu v kavité aktivniho mista a jednim z divodu je
pravdépodobné nepfitomnost asparaginu na pozici 260.
Z téchto skuteCnosti plyne, ze vodikovy mistek spojujici
polarni asparagin a nitroskupinu substratu ma dulezity
vyznam v orientaci substratu, tak aby probéhla dihydroxy-
lace. Valin samoziejmé vytvorit vodikovy mistek nemuze,
a tim padem je substrdt jinak orientovan. Nejblize se
k atomu Zeleza dostava methylova skupina, na které pro-
béhne monohydroxylace. Ackoliv je kavita pfevazné hyd-

CHs
NO,
Substrat
Pozice 260 Asn Mutace Val
Nitrobenzendioxygensa Naftalendioxygenasa Naftalendioxygenasa
Enzym Val — Asn

2-nitrotoluendioxygenasa

2-nitrotoluendioxygenasa

Asn

2,4-dinitrotoluendioxygenasa
—> Val

CHs

OH
Hlavni produkt

OH

CH,OH

CH,OH

NO, NO,

Obr. 2. Vliv polarity na pozici 260 na tvorbu produkti z 2-nitrotoluenu. Cislovani pozice je podle naftalendioxygenasy NCIB 9816-4

(cit. ')
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rofobni, mohou mit i poldrni aminokyseliny u urcitych
enzyml dulezity vyznam a to pfedevS§im pro vhodné
ukotveni a orientaci substratu'®*"**, Nicméné kdyz byl
proveden experiment v opa¢ném sméru, tedy nahrazeni
Val[260]—Asn v pfirodni naftalendioxygenase, produktem
pfemény 2-nitrotoluenu byl opét 2-nitrobenzylalkohol.
Mozna ponekud pfekvapivé u enzymu s touto mutaci ne-
doSlo kvyrazné zméné ve slozeni produktd ani
v reakcich s naftalenem, bifenylem ¢i anthracenem
v porovnani s pfirodni naftalendioxygenasou. Pfi substi-
tuci Thr[351]—Arg, kterd timto ménila ndboj na pfislus-
ném misté, nastala stejnd situace™.

4.3.3. Velikost aktivniho mista

Vyznam velikosti aktivniho mista ve vybéru substrati
je predevsim patrny u enzymd, jez jsou schopny hydroxy-
lovat i polyaromatické uhlovodiky s vice jak tfemi kruhy.
Bifenyldioxygenasa B1 a naftalendioxygenasa CHY-1 jsou
schopny pojmout substraty az s péti kondenzovanymi kru-
hy, jako je napt. benzo[a]pyren. Krystalové struktury po-
tvrdily, Zze disponuji nejvétsimi kavitami aktivnich mist
mezi enzymy s dosud zndmou krystalovou strukturou ter-
minalni oxygenasy. Ob¢ terminalni oxygenasy, navzdory
nazvu bifenyldioxygenasy B1, jsou nejpodobnéjsi nafta-
lendioxygenase NCIB 9816-4, u které ale nebyly zazname-
néany reakce s podobn¢ velkymi substraty. Prvni z hlavnich
pric¢in je velikost aktivniho mista. Ze srovnani struktur
oxygenas vyplynulo, ze dulezité rozdily v kompozici ami-
nokyselin se nachézi v ¢asti kavity, ktera je vzdalengjsi od
motivu vazajici atom Zeleza. Zde doSlo k nihradé nékte-
rych objemnych aminokyselin za uspornéjsi, jako napfi-
klad nihrada tryptofanu a fenylalaninu za leuciny u bife-
nyldioxygenasy B1. Dale doslo u nékterych aminokyselin
k pozménéni prostorového natoceni a uspotradani. Druha
z hlavnich pfi¢in je SirSi vstup do aktivniho mista spolu
s dostatecnou flexibilitou struktur podilejici se na jeho
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stavbé. V obou ptipadech jsou aminokyseliny kolem vstu-
pu do aktivniho mista natolik pohyblivé, aby byly schopny
rozsifit vchod do kavity i pro tak objemny substrat, jako je
benzo[a]pyren na rozdil od nizsi flexibility vstupu
u naftalendioxygenasy NCIB 9816-4 (cit.'*'?).

4.3.4. Flexibilita aktivniho mista

Dulezitou roli hraje také flexibilita kavity aktivniho
mista ve schopnosti pfizpusobit se velikostn€¢ i tvaroveé
substratu. To je zapotiebi predev§im v pfipadé, kdy kavita
neni dostatecné velka k pfijmuti substratu, jak je tomu
napf. u bifenyldioxygenasy RHAI1. Srovnanim krystalo-
vych struktur bez navdzaného a snavdzanym bifenylem
byly zjistény vyrazné konformacni zmény jak v kavité, tak
i ve vstupu do ni'®. Naopak u bifenyldioxygenasy LB400,
disponujici vétsi kavitou, nevznikly zadné vyznamné kon-
formac¢ni zmény po navazani substratu®. Stejny zavér byl
vyvozen i u naftalendioxygenasy NCIB 9816-4, ale duvo-
dem je pravdépodobné dostatecné malad velikost naftale-
nu'®. Stejnou diileZitost, jak jiz bylo ukézano, ma i flexibi-
lita vstupu do aktivniho mista. Ten je tvofen dvéma mobil-
nimi smyckami (LI a LII), které podle struktury substratu
dokézi zaujmout rizné konformace tak, aby substrat mohl
projit do aktivniho mista'*>"”.

2,6-Dichlorbifenyl obsahuje dva atomy chloru
v pozicich ortho na jednom aromatickém kruhu. Takovyto
kongener je obzvlasté odolny viuci metabolické degradaci
aerobnimi mikroorganismy*. Vyjimkou je kmen Pando-
raea pnomenusa B-356 schopny degradace tohoto konge-
neru”. Barriault a Sylvestre* dokézali vytvofit variantu
bifenyldioxygenasy LB400 nazvanou P4, ktera je na rozdil
od pfirodni formy schopna efektivni oxidace 2,6-di-
chlorbifenylu (obr. 3). Jak jiz bylo uvedeno, tohoto vysled-
ku dosahli pouhymi dvéma mutacemi Thr[335]—Ala
a Phe[336]—>Met. Analyza krystalové struktury P4 bez
i s navazanym 2,6-dichlorbifenylem odhalila, ze navazéani

Efekt mutace Thr335—> Ala

Novy substrat

Zvy$ena afinita

Zvysena afinita

Cl I Cl

(¢}
<— T335A
T335A+F336M /
T335A+F336M T335A+F336M

()

I Cl

al LB 400
LB 400 T335A
~<— F336M
~—
T335A T335A+F336M
F336M \
T335A+F336M T335A
F336M
T335A+F336M

Obr. 3. Efekt mutaci Thr[335]—Ala (T335A) a Phe[336]—>Met (F336M) provedenych na bifenyldioxygenase z kmene Burkholde-

ria xenovorans LB400 . Substituce Thr**®

—Ala umoziuje ptijmuti nového substratu 2,6-dichlorobifenylu bifenyldioxygenasou a zvySuje

afinitu k dibenzofuranu a 2,2'-dichlorbifenylu. Sipky naznaduji misto dihydroxylace, pfi¢emz tuény text vyznaduje hlavni produkt tvofeny
danou variantou enzymu. Lze vidét, Ze jakmile je pfitomna také/jenom mutace F336M dochazi k zméné regiospecifity. Cislovani je podle

bifenyldioxygenasy LB400
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Tabulka II
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Vliv aminokyseliny na pozici 336 vzhledem ke schopnosti bifenyldioxygenasy z kment Burkholderia xenovorans LB400 a
Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 dihydroxylovat 4,4"-dichlorbifenyl

Parametr

Aminokyselina na pozici 336 * fenylalanin

Stericka prostoroveé naro¢ny
charakteristika
Enzym ptirodni LB400

Afinita k 4,4’-dichlorbifenylu velmi slaba

fenylalanin

prostorove narocny

mutantni KF707

zadna

isoleucin isoleucin

prostorove usporny prostorove usporny

ptirodni KF707 mutantni LB400

vysoka vysoka

*Pozice je ¢islovana podle bifenyldioxygenasy LB400 (u bifenyldioxygenasy KF707 je to pozice 335)

tohoto substratu je mozné diky zaméné na pozici 335. Thr
[335] neni v pfimém kontaktu s 2,6-dichlorbifenylem, ale
pres vodikové mistky a jiné nevazebné interakce vyrazné
omezuje flexibilitu trojaminokyselinového segmentu (Val
[320]-Gly[321]-GIn[322]) nachazejiciho se v distalni Casti
kavity. Gly[321] je soucasti tohoto segmentu a je
v pifimém kontaktu s aromatickym kruhem substratu nea-
Castnicim se reakce. Pfinahradé Thr[335]—Ala doslo
k ¢aste€nému eliminovani nevazebnych interakci mezi
aminokyselinou na pozici 335 a trojaminokyselinovym
segmentem. Tento segment se stal flexibiln&j§im a pfi na-
vazovani 2,6-dichlorbifenylu se pohybuje tak, ze vytvori
dostatek prostoru pro jeho produktivni orientaci. Dale diky
tomuto flexibilnimu segmentu je oxygenasa P4 schopna
nékolikandsobné rychleji katalyzovat pfeménu
2,2'-dichlorbifenylu a dibenzofuranu ve srovnani
s puvodnim enzymem. Varianta RR41, kterd vznikla
z varianty P4 vnesenim dalSich tfech mutaci, vynika
v rychlejsi oxidaci dibenzofuranu nez ptivodni varianta P4.
Nicméné zakladem opét zistava zaména Thr[335]—Ala
zvySujici flexibilitu distalni ¢asti kavity. U tfech nove vne-
senych mutaci ve varianté RR41 neni s jistotou urcen zpu-
sob jejich pozitivniho piisobeni?*.

4.3.5. Tvar aktivaiho mista

Spolu s flexibilitou a velikosti hraje vyznamnou roli
také tvar kavity. Obecné je architektura kavity v souladu
s tvarem substratu. Vzajemny soulad mezi tvarem substra-
tu a architekturou kavity aktivniho mista ma zasadni vliv
na orientaci substratu. Pokud kavita nema takové vlastnos-
ti, aby ukotvila substrat v produktivni orientaci, reakce
neprob&hne®. Jsou-li piipustné rtizné orientace substratu,
dochazi k tvorbé vice regioisomert a nebo i enantiomerda.

Kavitu aktivniho mista 1ze rozdélit podle vzdalenosti
od atomu Zeleza na proximalni a distalni ¢ast. Proximalni
Cast byva vice konzervativni, kdezto v distalni casti je
mozné nalézt rozdily i mezi strukturné jinak velmi podob-
nymi terminalnimi oxygenasami’. Napiiklad bifenyldioxy-
genasa LB400 katalyzuje reakce mnoha PCB kongenerd,
ale vykazuje jen velmi slabou aktivitu k para-disub-
stituovanym kongenerim. Jedinou mutaci fenylalaninu za
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mens$i isoleucin na pozici 336 (Phe[336]—]Ile) byla vytvo-
fena varianta bifenyldioxygenasy LB400 efektivné oxiduji-
ci  4,4'-dichlorbifenyl®®. Naopak bifenyldioxygenasa
KF707 se vyznaCuje degradacni schopnosti vici
4,4'-dichlorbifenylu a opét jedinou mutaci isoleucinu za
vétsi fenylalanin na stejné pozici jako u bifenyldioxygena-
sy LB400 (Ile[336]—Phe) doslo k odstranéni této schop-
nosti (tab. II)*”. Logicky vedou tato fakta k zavéru, Ze pro
dihydroxylace para-disubstituovanych bifenylii je dulezita
pritomnost malé hydrofobni aminokyseliny na pozici 336.
Ve skute€nosti tomu tak neni, protoZe bifenyldioxygenasa
KF707 s alaninem na pozici 336 postradala schopnost oxi-
dace 4,4'-dichlorbifenylu. Zda se tedy, Ze je nékdy nutna
presna velikost aminokyseliny, aby byl tvar kavity vyho-
vujici?.

5. Zavér

Vztah struktury terminalni oxygenasy a jeji substrato-
vé specifity je zaloZzeny na vzajemnych interakcich mezi
kavitou aktivniho mista a substratem. V predchozich kapi-
tolach byly zminény zékladni parametry popisujici aktivni
misto. Témito parametry jsou chemicka podstata, tvar,
velikost a flexibilita aktivniho mista. Samoziejmé vSechny
tyto vlastnosti se soucasné podili na celkovém charakteru
aktivniho mista, a i kdyz byla mutacim pfipsana zodpovéd-
nost za pozménéni urcité vlastnosti, neni mozné vyloucit
jejich vliv na ostatni parametry a celkové vliv na aktivni
misto jako celek. Zadna aminokyselina, ktera ma vliv na
aktivni misto, neni ovlivnéna jen svymi dvéma kovalentné
vazanymi sousedy — plisobi na ni mnoho dalSich slabych
nevazebnych interakci, jejichz ptivodci jsou aminokyseliny
v prostoroveé blizkém okoli, ale jinak tfeba i velmi vzdale-
né svym poradim v polypeptidovém fetézci. Siti vodiko-
vych mistki mohou i vzdalenéjsi aminokyseliny ovlivilo-
vat charakter aktivniho mista.

Jednoaminokyselinové substituce vyrazné ovliviiujici
urcity parametr aktivniho mista jsou vhodné zachytné body
pfi studiu téchto enzymd, nebot’ se 1épe urcuje, jakou kon-
krétni vlastnosti, ¢i mechanismem pisobi substituovana
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aminokyselina na substrat. Vicendsobné substituce mohou
vlastnosti aminokyselin. Do vztahu substrat-enzym je také
tteba zahrnout vstup do kavity aktivniho mista — ten se
ukdzal jako jedna ze zasadnich vlastnosti pfi adaptaci na
rozmérné substraty.

Jak bylo uvedeno, bo¢ni zplsob navazani molekuly
kysliku na atom Zeleza udava vznik geometrického cis-
isomeru. Vysledkem putisobeni kavity aktivniho mista na
substrat je jeho orientace vzhledem k atomu Zeleza. Tato
orientace udava regiospecifitu reakce. Pokud se mohou do
blizkosti zeleza dostat rizné dvojice uhliki, vznika také
vice odpovidajicich regioisomerti. Naopak pokud se do
blizkosti zeleza dostane jen jeden uhlik, probéhne misto
dihydroxylace monohydroxylace.

Prace vznikla za finanéni podpory projektu GACR
13-282838.
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Aromatic ring hydroxylating dioxygenases (ARHDs)
catalyze the insertion of molecular oxygen into aromatic
rings, forming arenedohromadydiols. ARHDs consist of
a terminal oxygenase and an electron transport system.
ARHDs are key enzymes in biodegradation of many aro-
matic pollutants, including both monoaromatic and poly-
aromatic hydrocarbons, or low-chlorinated biphenyls. In
general, ARHDs show broad substrate specificity thus
being able to transform various aromatic compounds. This
study aims to summarize the current knowledge of
ARHDs, including their structure, substrate specificity and
the influence of amino acid residues on the enzymes.



