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1. Úvod 

 
Vzájemná přeměna primárních a sekundární alkoholů 

s normálním nebo větveným alifatickým řetězcem, cyklic-
kých sekundárních alkoholů, hemiacetalů a aromatických 
alkoholů na odpovídající aldehydy a ketony je jednou ze 
základních reakcí v prokaryotních a eukaryotních organis-
mech. Oxidoreduktasy katalyzující tyto reakce mohou být 
z hlediska po�adavku na kofaktor rozděleny do tří katego-
rií. Nejlépe charakterizovaná je první kategorie, nikotin-
amiddinukleotid (NAD+)- nebo nikotinamiddinukleotid 
fosfát (NADP+)-dependentní alkoholdehydrogenasy 
(ADH). ADH �ivoči�ného, rostlinného a mikrobiálního 
původu z této kategorie byly dále rozděleny na základě 

strukturních a funkčních charakteristik do tří skupin1: sku-
pina I zahrnuje Zn2+-dependentní ADH s polypeptidovým 
řetězcem dlouhým přibli�ně 350 aminokyselinových zbyt-
ků. Analýza dostupných genomových sekvencí poukázala 
na jejich obecnou přítomnost v mikroorganismech z nej-
různěj�ích taxonomických skupin2,3. Skupinu II tvoří ADH 
s polypeptidovým řetězcem dlouhým přibli�ně 250 amino-
kyselinových zbytků2−5. Typickým zástupcem jsou ADH 
z Drosophila spp. (cit.6). Tyto ADH jsou obecně pova�o-
vány za nezávislé na přítomnosti iontu kovu, av�ak Nie-
find a spol.7 ukázali, �e ADH z Lactobacillus brevis 
(LbRAdh ) je aktivní pouze v případě, �e obsahuje struk-
turní ion Mg2+ nebo Mn2+. Skupina III zahrnuje ADH akti-
vované bivalentními kationty kovů s polypeptidovým ře-
tězcem dlouhým asi 385 aminokyselinových zbytků, nebo 
900 u multifunkčních enzymů3,8. Typickým zástupcem je 
ADH kódovaná genem adhB ze Zymomonas mobilis9. 
ADH řazené do druhé kategorie vyu�ívají jako kofaktory 
pyrrolochinolin chinon (PQQ), hem spolu s PQQ nebo 
kofaktor F420 (cit.3,8,10). Třetí kategorií jsou alkoholoxidasy, 
které jsou schopny katalyzovat pouze nevratnou oxidaci 
alkoholů podle rovnice R-CH2OH + O2 → RCHO + H2O2. 
Tyto ADH vyu�ívají při katalýze flavinadenin-
dinukleotid8,11,12. 

Podle Thomsona a spol.13 byla v počátku evoluce 
alkoholdehydrogenas (ADH) na Zemi ovlivněna dvěma 
hlavními faktory: i) (mikro)organismy schopnými 
v prostředí bohatém na sacharidy produkovat a tolerovat 
ethanol a vytvářet tak prostředí toxické pro ostatní orga-
nismy, ii) schopností těchto organismů vyu�ívat zdroj uhlí-
ku a energie ulo�ený ve formě ethanolu, co� jim 
v konkurenčním prostředí přiná�elo dal�í fyziologickou 
výhodu. Tento evoluční tlak pak zřejmě nutil i dal�í orga-
nismy vyvinout si vlastní ADH. Učebnicovým příkladem 
jsou octomilky Drosophila spp., které jsou ji� v larválním 
stádiu schopny díky ADH tolerovat vysoké koncentrace 
ethanolu v dietě14 a dospělci jsou ethanol schopni 
v případě nouze i vyu�ívat jako zdroj uhlíku a energie15. 

ADH jsou u řady mikroorganismů často esenciální 
součástí katabolismu. Reduktasová aktivita umo�ňuje 
u anaerobních bakterií získat oxidovaný kofaktor pro dal�í 
pokračování oxidoredukčních pochodů v energetickém 
metabolismu9,16,17. Tento směr reakce je průmyslově vý-
znamný nejen v potravinářství, ale i pro produkci rozpou�-
tědel16, pro produkci průmyslového ethanolu jako náhrady 
fosilních paliv18−20 nebo jsou ADH vyu�ívány pro stereo-
specifickou biosyntézu chirálních alkoholů21−23. Oxidace 
alkoholů na odpovídající aldehydy a ketony a vznik redu-
kovaného kofaktoru mohou být součástí vstupu alkoholů 
jako zdroje uhlíku a energie do centrálního metabolismu. 
Tato role ADH je u mikroorganismů bě�ná a vede např. 
k produkci kyseliny octové bakteriemi Acetobacter spp., je 
zásadní pro růst methylotrofních mikroorganismů24,25 nebo 
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oxidaci přirozených sloučenin  a xenobiotik bakteriemi 
rodů Pseudomonas, Acinetobacter nebo Rhodococcus26−29. 

 
 

2.  Struktura a katalytický mechanismus  
alkoholdehydrogenasy (ADH) z koňských 
jater (HLADH) � model pro ADH skupiny I 
 
Skupina NAD(P), Zn-dependentních ADH zahrnuje 

enzymy vyskytující se ve formě homodimerů (předev�ím 
rostlinné a �ivoči�né ADH) a homotetramerů (vět�ina mik-
robiálních ADH). Typickými zástupci jsou homodimerní 
ADH z koňských jater (HLADH) a homotetramer ScADHI 
ze Saccharomyces cerevisiae8. Ačkoliv pro ScADHI a její 
mutantní formy existuje velké mno�ství biochemických 
dat, terciární a kvarterní struktura tohoto enzymu doposud 
nebyla krystalograficky uspokojivě vyře�ena17. Oproti 
tomu pro HLADH jsou dostupné nejen enzymologické 
studie, ale velmi dobře experimentálně charakterizována je 
terciární a kvarterní struktura apoenzymu, holoenzymu 
a jejich různých mutantních forem. HLADH je tak 
v současnosti pou�ívána jako vzor pro ostatní ADH této 
skupiny. Proto je vhodné nejprve uvést zásadní poznatky 
získané pro tento enzym, které mají obecný význam pro 
pochopení průběhu vzniku komplexu enzym-kofaktor-
substrát a mechanismu enzymové reakce.  

 
2 . 1 .  B i n á r n í  k o m p l e x  A D H  z  k o ň s k ý c h  

j a t e r  ( H L A D H )  s  N A D ( H )  
 
HLADH je homodimer slo�ený v nativní formě 

z podjednotek o 374 aminokyselinových zbytcích a mole-

kulové hmotnosti 40 kDa. Na obr. 1 je znázorněna amino-
kyselinová sekvence a sekundární struktury isoenzymu E, 
který byl pou�íván v nativní nebo mutované fromě ve vět-
�ině biochemických a krystalografických studií. Ka�dá 
podjednotka HLADH se sestává z katalytické a NAD+-
vazebné domény, které jsou od sebe odděleny dlouhou 
�těrbinou. Ukazuje se, �e tato konformace je společná 
v�em terciárním strukturám NAD(P), Zn-ADH bez ohledu 
na kvarterní strukturu, tj. počet podjednotek v nativním 
enzymu. Stejně tak v�echny NAD(P), Zn-ADH obsahují 
v ka�dé podjednotce jeden katalyticky aktivní ion Zn2+. 
Podjednotky vět�iny ADH skupiny I včetně HLADH obsa-
hují navíc jeden Zn2+ vázaný v zinkovém prstu, který sta-
bilizuje strukturu enzymu. 

 
Konformační změny doprovázející vznik binárního  
komplexu 

Při vzniku komplexu HLADH-NAD dochází patrně 
nejprve k vazbě adenosinové části kofaktoru, která je ná-
sledována navázáním jeho nikotinamidové části30. NAD
(H) je poté lokalizován podél �těrbiny mezi oběmi domé-
nami31. Tato vazba indukuje konformační změnu zahrnují-
cí přiblí�ení obou domén a reorganizaci smyčky mezi ami-
nokyselinovými zbytky 293 a� 298. To umo�ní přiblí�ení 
zbytků 46 a� 60 katalytické domény do aktivního centra, 
přičem� některé atomy se přitom posunou a� o 9 Å. Záro-
veň dochází k mírnému posunu NAD(H)-vazebné domény 
(o 1,5 Å) tak, aby se optimalizovala poloha aminokyseli-
nových zbytků interagujících s koenzymem. Důsledkem 
těchto konformačních změn je zpevnění vazebných in-
terakcí HLADH s koenzymem, zú�ení �těrbiny mezi obě-
mi doménami a vytvoření, pro katalýzu nezbytného, ne-
vodného prostředí v aktivním místě. Postranní řetězce 

Obr. 1. Aminokyselinová sekvence alkoholdehydrogenasy z koňských jater (HLADH); vyznačeny jsou sekundární struktury a �ipka-
mi aminokyselinové zbytky účastnící se vazby katalytického (1) a strukturního Zn2+ (2), vazby kofaktoru (3) transportu H+ (4) a výstavby 
hydrofobního válce aktivního místa (5 zbytky z jedné a 6 zbytky z druhé podjednotky dimeru)  
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těchto aminokyselin navíc vytváří jakýsi hydrofobní válec, 
do kterého je zasunut postranní řetězec substrátu. Válec je 
tvořen soustředěním postranních řetězců 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�ími reaktivními komponentami v asi 
20 Å hluboké �těrbině aktivního místa jsou vedle NAD(H) 
a iontu Zn2+ tetraedrálně koordinovaného zbytky Cys-46, 
His-67 a Cys-174 a molekulou vody také postranní řetězce 
His-51 a Ser-48 účastnící se přenosu protonu (kap. 2.2.). 
HLADH je schopna oxidovat vedle ethanolu i vy��í, větve-
né i aromatické alkoholy, co� je dáno dostačující velikostí 
�těrbiny aktivního místa. Není v�ak schopna na rozdíl od 
S  isoenzymu vyu�ívat jako substrátů steroidy. Důvodem 
rozdílné substrátové specifity jsou předev�ím mutace 
v oblasti smyčky mezi Phe-110 a� Arg-120, je� je součástí 
hydrofobní �těrbiny. Delece hydrofilní Asp-115 a substitu-
ce objemného postranního řetězce Phe-110 za Leu 
(číslování zbytků je pro isoformu E) vede kromě patrné 
změny v hydrofobicitě aktivního místa a sterických nároků 
aminokyselinových zbytků (Phe110Leu) předev�ím k lo-
kální reorganizaci této smyčky. Ta indukuje dal�í konfor-
mační změny a zvět�ení objemu �těrbiny aktivního místa 
z 250 Å3 pro isoenzym E na 500 Å3 u isoenzymu S (cit.32).  

 
Aminokyselinové zbytky vá�ící NAD(H) 

Jak je znázorněno na obr. 2, je vazba koenzymu zpro-
středkována vodíkovými můstky a iontovými interakcemi 
s O a N atomy postranních řetězců aminokyselin nebo 
peptidových  vazeb Arg-47, Ser-48, His-51, Val-203, Asp-
223, Lys-228, Val-292, Ile-269, Ala-317 a Phe-319 (cit.31). 
Pro efektivní přenos hydridového ekvivalentu mezi alko-

holem a kofaktorem je významná van der Waalsovská 
interakce Val-203 a nikotinamidu. Krystalografické stu-
die33 ukázaly, �e záměna Val203 za men�í Ala má za ná-
sledek dal�í zú�ení �těrbiny, av�ak současně prodlou�ení 
vzdálenosti mezi reagujícími atomy C1 substrátu a C4 
nikotinamidu kofaktoru o 0,8 Å. To vede ke zvý�ení akti-
vační energie pro přenos vodíkového ekvivalentu34 a tím k 
50násobnému sní�ení katalytické účinnosti mutovaného 
enzymu Val203Ala oproti nemutovanému. Dal�í zásah 
v okolí vazebného místa NAD(H), záměna Phe93Trp, sice 
vedl k přiblí�ení reagujících atomů o 0,4 Å, av�ak interak-
ce Trp s karboxyamidovou skupinou nikotinamidu naopak 
nedovolovala plné uzavření �těrbiny aktivního místa 
a dvojnásobný mutant Val203Ala/Phe93Trp vykazoval 
v porovnání s nemutovaným enzymem 75násobné sní�ení 
katalytické účinnosti35. 

Závislost tvorby komplexu HLADH-NAD+ 
a HLADH-NADH na hodnotě pH byla popsána ji� 
v prvotních studiích tohoto enzymu36. V obou případech 
klesá rychlostní konstanta asociace enzymu s kofaktorem 
při pH > 9. Z pohledu rovnová�ných disociačních konstant 
komplexu se �afinita� NAD+ k apoenzymu zvy�uje o více 
ne� jeden řád růstem pH v rozmezí hodnot 6 a� 10: Rovno-
vá�ná disociační konstanta KE,NAD je při pH 7 rovna 0,15 
mM a při pH 9 pak KE,NAD klesá na hodnotu 4 µM (cit. 37). 
Oproti tomu afinita NADH na pH nezávisí (KE,NADH = 
0,3 µM) v rozmezí hodnot 6 a� 8, av�ak klesá o jeden řád 
při zvý�ení pH na 10 (KE,NADH  = 4 µM). Bylo učiněno 
několik pokusů rozli�it, zda za závislost vazby obou forem 
kofaktorů na pH a uva�ovanou kritickou roli ionizovatelné 
skupiny o pKa 9,2 (cit.38) je zodpovědná (de)protonace 
zbytků His-51 nebo Lys-228 či disociace molekuly vody 
vázané v aktivním centru na Zn2+ (přehled uvá-
dí Pettersson39), av�ak pro �ádný z nich nebylo dosa�eno 
plné shody s experimentálními daty a situace je patrně 
slo�itěj�í.  

LeBrun a Plapp40 ukázali, �e Lys-228 je ionizovatel-
nou skupinou kontrolující pKa 9,2 a předpokládají, �e in-
terakce jeho ε-NH3

+ s pyrofosfátem NAD(H) mů-
�e usnadňovat vznik binárního komplexu, ve kterém je 
v�ak nakonec Lys-228 propojen vodíkovým můstkem 
s hydroxylem ribosy adenosinu (obr. 2). Při představě 
mnohonásobných kolizí apoenzymu a kofaktoru daných 
Brownovým pohybem (difuzní model) Adolph a spol.30 
předpokládají, �e pro prvotní vazbu adenosinové části 
společné oběma kofaktorům, která je závislá na pH, je 
důle�itý celkový náboj enzymu a poté obzvlá�tě aktuální 
náboj aminokyselinových zbytků (patrně včetně Lys-223) 
vá�ících pyrofosfátovou část molekuly kofaktoru (obr. 2). 
V souladu s touto představou je i skutečnost, �e rychlostní 
konstanta pro vazbu oxidované i redukované formy kofak-
toru je vy��í pro isoenzym S, co� je patrně dáno náhradou 
Glu-366 z isoenzymu E za Lys, jeho� zbytek je pak orien-
tován směrem k pyrofosfátu kofaktoru32. 

Rychlost vazby redukovaného nikotinamidu NADH 
je ji� na pH nezávislá. Oproti tomu vazba kladně nabité 
nikotinamidové části NAD+ je díky elektrostatické repulzi 
pomalá při ni��ích hodnotách pH a rychlej�í při vy��ím 

Obr. 2. Vazba kofaktoru v alkoholdehydrogenase z koňských 
jater (HLADH); interakce aminokyselinových zbytků s NAD(H) 
je znázorněna přeru�ovanou čarou. Atomy O jsou vyznačeny 
bílými, N �edými a P bíločernými krou�ky. A: adenin, N: nikoti-
namid, r: ribosa 
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pH, co� je vysvětlováno její interakcí s hydroxylem vody 
vázaným na Zn2+ (kap. 2.2), který tímto neutralizuje klad-
ný náboj nikotinamidu a tak při pH 10 sni�uje KE,NAD na 
hodnotu shodnou s KE,NADH. 

  
2 . 2 .  K a t a l y t i c k ý  m e c h a n i s m u s  

 
Prvním krokem při oxidaci alkoholu je vazba NAD+ 

a následující konformační změna enzymu vede k posunu 
pKa molekuly vody vázané na Zn2+ z hodnoty 9,6 na hod-
notu 7,6 (při současném navázání alkoholu klesá pKa vody 
a� na hodnotu 4,5).  Důsledkem sní�ení hodnoty pKa vody 

dochází k disociaci protonu, který v�ak nemů�e být vzhle-
dem k hydrofobnímu prostředí uvolněn přímo do �těrbiny 
aktivního místa a je prostřednictvím systému vodíkových 
vazeb mezi H2O, hydroxylem zbytku Ser-48, 
2� hydroxylem ribosy NAD+ a imidazolem His-51 odve-
den na povrch enzymu (tzv. protonová �tafeta; obr. 3a). 
Následně dochází k vazbě alkoholu na Zn2+, který zajistí 
jeho stabilizaci, orientaci pro oxidační reakci a elektrofilní 
povaha iontu kovu usnadní přenos hydridového ekvivalen-
tu (obr. 3b). Alkohol je vázán ve formě alkoholátu, uvol-
něný proton přijímá hydroxylová skupina a vzniká penta-
koordinovaný komplex Zn2+. Po přenosu hydridového 

Obr. 3. Schematické znázornění částí katalytického mechanismu alkoholdehydrogenasy z koňských jater (HLADH); a) Protonová 
�tafeta. b) Reakční mechanismus přenosu vodíkového ekvivalentu (podle cit.42)  

a 

 
 
b 
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ekvivalentu na C4 nikotinamidové části kofaktoru dochází 
k oddisociování vzniklého aldehydu nebo ketonu a poté k 
uvolnění NADH (cit.39). Vzhledem k tomu, �e volná akti-
vační energie pro uvolnění NADH (17 kcal mol−1) je 
o 5 kcal mol−1 vy��í ne� pro vznik komplexu HLADH-
NAD+ (cit.41), je tento poslední krok pova�ován za řídící 
děj reakce. V opačném směru reakce patrně nezále�í na 
pořadí vazby NADH a aldehydu (ketonu) v aktivním mís-
tě, ale při uvolňování produktů je disociace NAD+ posled-
ním krokem. ADH vykazují při přenosu hydridového ekvi-
valentu na NAD+ stereospecifitu a lze je tak rozdělit do 
dvou tříd: ADH třídy A přená�ející hydridový ekvivalent 
do pro-R polohy nikotinamidové čási kofaktoru a ADH 
třídy B přená�ející hydridový ekvivalent do pro-S polohy. 
Rozdíl je dán opačnou konformací nikotinamidu vázaného 
na apoenzym, která je způsobena  jeho 180 ° rotací okolo 
glykosidové vazby s ribosou. HLADH patří do třídy A.  

Krystalografická studie komplexu HLADH-NADH 
s rozli�ením na atomární úrovni (1 Å) potvrdila platnost 
tohoto modelu a poskytla významnou informaci o roli 
molekuly vody v aktivním centru při aktivaci redukované-
ho nikotinamidu pro přenos hydridového ekvivalentu42. 
Ukazuje se, �e hydroxylový anion je prostřednictvím zbyt-
ku Ser-48 přesunut směrem k C6 nikotinamidu a vznik 
NADH-OH− aduktu vede k distorzi heterocyklu a redistri-
buci elektrického náboje na nikotinamidu nebo jeho redu-
kované formě. Tímto způsobem mů�e být usnadněn přenos 
hydridového ekvivalentu. Navíc je pravděpodobné, �e 
tento adukt vzniká ji� v binárním komplexu HLADH-
NAD(H) a k disociaci molekuly vody patně není třeba 
sní�ení pKa na 4,5 uváděné jako důsledek vazby alkoholu 
v aktivním centru. 

 
 

3. Mikrobiální ADH skupiny I 
 

3 . 1 .  V z á j e m n á  i d e n t i t a  a m i n o k y s e l i n o -
v ý c h  s e k v e n c í  a  k o n z e r v o v a n é  
a m i n o k y s e l i n o v é  z b y t k y  

 
V současné době je dostupná celá řada primárních 

struktur mikrobiálních NAD(P), Zn-ADH a pro některé 
byla vyře�ena i krystalová struktura. To umo�ňuje porov-
nání jednotlivých ADH s ohledem na předpokládaný re-
akční mechanismus, po�adavek na kofaktor a případně 
i substrátovou specifitu a kvarterní strukturu. S rostoucím 
mno�stvím sekvenačních projektů lze navíc předpovědět 
aminokyselinovou sekvenci dal�ích potenciálních ADH 
této skupiny2,3. V následujícím textu v�ak budou diskuto-
vány pouze vybrané mikrobiální ADH, které byly charak-
terizovány i biochemicky. V tabulce I jsou uvedena ozna-
čení pou�ívaná pro jednotlivé ADH, jejich po�adavek na 
kofaktor a identifikátory (přístupová čísla) v databázi 
Swiss-Prot, kde lze nalézt kompletní primární strukturu 
a dal�í odkazy na zdroje informací o charakteristických 
vlastnostech dané ADH. 

Rozsah identity aminokyselinových sekvencí mikro-
biálních ADH (tabulka II) je obecně vy��í ne� při srovnání 

s HLADH, která dosahuje nejvy��í identity s EcAdhC 
(45 %) a GsAdhT (30 %). S výjimkou EnADHII, 
ScADHVI a ScADHVII lze vysokou identitu převy�ující 
50 % pozorovat mezi ADH kvasinek a plísní a zejména 
pak mezi isoenzymy. Mezi bakteriálními ADH je identita 
men�í a vysoký stupeň vzájemné identity vykazují 
ZmAdhA a EcAdhP (79% identita), PaAdhA a SmAdhA 
(66% identita) a CbAdh a TbAdh (75% identita). Posledně 
jmenované v�ak, podobně jako ReAdh, RerAdh, EcAdhC, 
PpCamD a PpXylB vykazují poměrně nízkou identitu 
s ostantními mikrobiálními ADH. Aminokyselinové sek-
vence archaebakteriálních ApAdh a SsAdh jsou identické 
z 39 % a vykazují poměrně výraznou identitu pohybující 
se mezi 25 a� 35 % i s řadou ostatních mikrobiálních 
ADH. 

Sun a Plapp43 při porovnání sekvencí �ivoči�ných 
ADH skupiny I nalezli pouze 9 konzervovaných aminoky-
selinových zbytků, přičem� �ádný z nich se neúčastní kata-
lýzy, ale v�echny hrají strukturní roli a jsou vysoce kon-
zervovány i v mikrobiálních ADH. Jedná se o Gly-66, 71, 
77, 192, 201, 204, 236, 320 a Val-81 v sekvenci HLADH 
(pokud nebude uvedeno jinak, odpovídá v dal�ím textu 
číslování pozic aminokyselinových zbytků v�ech ADH 
zbytkům HLADH, jak je uvedeno v porovnání primárních 
struktur na obr. 4).  

V mikrobiálních ADH lze navíc identifikovat dal�í 
4 přísně konzervované zbytky odpovídajících Cys-46, 
Asp-49, His-67 a Glu-68 (obr. 4). Tyto zbytky plní jak 
katalytickou, tak strukturní úlohu a jejich konzervovanost 
ukazuje na vět�í evoluční příbuznost mezi mikrobiálními 
ADH. Pravděpodobně nejkonzervovaněj�ím sekvenčním 
motivem je sekvence Gly-His-Glu-X2-Gly-X5-Gly-X2-Val 
mezi pozicemi 66 a� 80, která obsahuje jeden z ligandů 
katalytického Zn2+ odpovídající His-67 HLADH (X značí 
jakoukoliv aminokyselinu). Výjimku tvoří ApAdh se sub-
stitucí Gly77Ala a EnADHII, ScADHVI a VII se substitu-
cemi Val80Ala, Val80Ser a Val80Cys v uvedeném pořadí. 
Ve vět�ině porovnaných mikrobiálních ADH je vysoce kon-
zervována i sekvence Cys-His-(Thr nebo Ser)-Asp-X-His 
zbytků 46 a� 51. Tuto konsezní sekvenci v�ak díky záměně 
v pozici 47 neobsahují CbAdh a TbAdh s Thr-47 a ReAdh, 
PpCamD, ScADHVI, ScADHVII a EcTHD s Gly-47. Ka-
talyticky významný His-51 je nahrazen Phe u EcAdhC, 
RerAdh, Gly u EnAdhII a Val u PpXylB.  

Kromě aminokyselinových zbytků diskutovaných 
v následujících kapitolách jsou v porovnávaných mikrobi-
álních ADH vysoce konzervovány také Asp-87, Gly-199 
a Ala-211. 

 
3 . 2 .  K o n z e r v o v a n é  a m i n o k y s e l i n o v é  

z b y t k y  a  n á b o j o v á  ( p r o t o n o v á )  
� t a f e t a   

 
Záměna Ser-48 za Thr-48 nepředstavuje z hlediska 

funkce protonové �tafety významný zásah do vý�e popsa-
ného mechanismu katalýzy. Rozdílná velikost obou zbytků 
v�ak mů�e mít při dané velikosti �těrbiny aktivního místa 
význam s ohledem na substrátovou specifitu enzymu. Cre-
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aser a spol.44 připravili mutantní ScADHI, v ní� záměna 
Thr-48 za Ser-48 umo�nila enzymu oxidovat i objemněj�í 
alkoholy. Ačkoliv byly vyře�eny krystalové struktury dvou 
enzymů s Thr-48, GsAdhHT (cit.45) a PaAdhA (cit.46), 
autoři se analýze aspektu substrátové specifity nevěnovali. 
Nicméně tyto studie potvrdily, �e poloha postranního ře-
tězce Thr odpovídá jeho účasti na přenosu protonu. 

Z hlediska vazby kofaktoru (obr. 2) a předev�ím me-
chanismu funkce protonové �tafety (obr. 3a) jsou zásadněj-
�í záměny v pozici His-51 za Phe v EcAdhC, RerAdh, Gly 
v EnADHII a EcTHD a za Val v PpXylB. Záměnu His-51 
za Val, Ser, Tyr a Lys lze nalézt i u některých homolo-
gních �ivoči�ných a rostlinných ADH (cit.43,47), při-
čem� katalytická účinnost pro oxidaci ethanolu je u variant 

Tabulka I 
Vybrané mikrobiální NAD(P), Zn-dependentní alkoholdehydrogenasy 

Označení Organismus Kofaktor Swiss-Prot a 
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 NAD(H P42328 
KlADHI Kluyveromyces lactis NAD(H) P20369 
KlADHII K. lactis NAD(H) P49383 
KlADHIII K. lactis NAD(H), NADP(H) P49384 
KlADHIV K. lactis NAD(H), NADP(H) P49385 
KmADHI Kluyveromyces marxianus NAD(H) Q07288 
KmADHII K. marxianus NAD(H) Q9P4C2 
PaAdhA Pseudomonas aeuginosa NAD(H) Q9HTD9 
PpCamD Pseudomonas putida NAD(H) P09347 
PpXylB P. putida NAD(H) P39849 
PsADHI Pichia striptidis NAD(H) O00097 
PsADHII P. striptidis NAD(H) O13309 
ReAdh Ralstonia eutropha NAD(H) P14940 
RerAdh Rhodococcus erythropolis NAD(H) Q6YBW1 
ScADHI Saccharomyces cerevisiae NAD(H) P00330 
ScADHII S. cerevisiae NAD(H) P00331 
ScADHIII S. cerevisiae NAD(H) P07246 
ScADHVI S. cerevisiae NADP(H) Q04894 
ScADHVII S. cerevisiae NADP(H) P25377 
SmAdhA Shinorhizobium melioti NAD(H) O31186 
SpADHI Schizosaccharomyces pombe NAD(H) P00332 
SsADH Sulfobolus solfataricus NAD(H) P39462 
TbAdh Thermoanaerobium brockii NADP(H) P14941 
ZmAdhA Zymomonas mobilis NAD(H) P20368 
a Přístupové číslo v databázi Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/) 
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polymorfní lidské ππ ADH obsahující His-51, Ser-51 
a nebo Tyr-51 takřka shodná48. Je zajímavé, �e v �ádné 
z porovnávaných ADH není His-51 zaměněn za Gln. Cíle-
ná mutageneze tohoto zbytku za isosterický Gln toti� na-
značila, �e i kdy� do�lo k 11násobnému sní�ení katalytické 
účinnosti mutanta His51Gln, karboxyamidová skupina 
mů�e v protonové �tafetě imidazolium nahradit49. Oproti 
tomu Ser-51 stejně jako Lys-51 jsou teoreticky schopny 
nepřímé vazby s ribosou kofaktoru prostřednictvím mole-
kuly vody, av�ak v nevodném prostředí aktivního místa je 
tento způsob vazby nepravděpodobný, stejně jako partici-
pace obou zbytků na přenosu protonu50. Tyr-51 je, podob-
ně jako His-51, potenciálně schopen přímo tvořit vodíkové 
vazby s 2� kyslíkem ribosy, ale Davis a spol.48 ukázali, �e 
jeho postranní řetězec se neúčastní na přenosu vodíkového 
iontu. Je zřejmé, �e Val, Phe a Gly nejsou schopny 
s ohledem na nepolární nebo chybějící postranní řetězec 
bezprostředně interagovat s pyrofosfátem NAD(P)H ani 

vytvářet vodíkové vazby pro přenos protonu z molekuly 
vody. Inoue a spol.47 ukázali, �e přenosu vodíkového iontu 
u PpXylB s Val-51 se s největ�í pravděpodobností účastní 
imidazolová skupina His-47. Záměna His-47 za isosterický 
Gln toti� vedla k 125násobnému sní�ení katalytické účin-
nosti při oxidaci benzaldehydu a 400násobnému sní�ení 
účinnosti v opačném směru reakce. Dal�í záměna, Val51His, 
vedoucí k dvojnásobnému mutantu His47Gln/Val51His, 
měla v porovnání s His47Gln mutantem za následek 12ná-
sobné zvý�ení katalytické účinnosti při oxidaci a 26násob-
né zvý�ení při redukci substrátů, co� ukázalo na pouze 
částečné obnovení funkce protonové �tafety. V navr�eném 
reakčním mechanismu vycházejícím z experimentálních 
dat a počítačového modelu PpXylB, His-47 neinteraguje 
s pyrofosfátem kofaktoru, jak by odpovídalo analogickému 
Arg-47 u HLADH (obr. 2), ale je propojen vodíkovým 
můstkem s kyslíkem 2� hydroxylu ribosy (podobně jako 
His-51 u HLADH a nahrazuje jej i v tomto ohledu). Lze 

Tabulka II  
Vzájemná identita (v %) mezi primárními strukturami mikrobiálních NAD(P), Zn-dependentních alkoholdehydrogenas a 

a  Porovnání bylo provedeno s pou�itím programu Clustal W v. 1.83 (matrice blosum 30; Gap open penalty = 5;  
Gap extension penalty = 0,2) na serveru ebi.ac.uk 
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spekulovat o tom, �e obdobný mechanismus by mohl být 
ře�ením i pro protonovou �tafetu EnADHIII, EcAdhC 
a RerAdh a pro odpovídající rostlinné a �ivoči�né ADH. 

 
3 . 3 .  V a z b a  k a t a l y t i c k é h o  Z n 2 +  

 
Dva z ligandů katalytického iontu Zn2+, Cys-46 

a His-67, jsou konzervovány ve v�ech  porovnávaných 
mikrobiálních ADH (obr. 4). V pozici třetího ligandu, 
Cys-174, je Asp u CbAdh, TbAdh, ReAdh, Pro u ApAdh, 
ScADHVI, ScADHVII,  Ala u PpCamD a Asn u EcTHD. 
Krystalové struktury určené pro CbAdh, TbAdh a ApAdh 
umo�nily identifikovat jako třetí ligand Zn2+ v CbAdh 
a TbAdh kyslíkový atom karboxylu Asp-174 (cit.51) 
a v ApADH Asp-177 (cit.52).  

Vysoce konzervovaný Glu-68 byl v případě EcAdhP, 
SsAdh, CbAdh a TbAdh identifikován jako mo�ný čtvrtý 
ligand Zn2+, který tak vytěsňuje z vazby molekulu vody 
(cit.51,53,54). Pro vět�inu NAD(P), Zn-dependentních ADH, 
jejich� struktury byly vyře�eny, nejsou vysoce konzervo-
vané zbytky Glu-68 a Asp-49 pova�ovány za přímé ligan-
dy Zn2+, ale za součást jeho druhé koordinační sféry. 
V případě HLADH vytváří Asp-49 vodíkový můstek 
s imidazolem His-67 (obr. 3a), jeden kyslík karboxylu 

Glu-68 interaguje s guanidiniem Arg-369 (obr. 2) a druhý 
je pak lokalizován v blízkosti iontu Zn2+. Postranní řetězce 
Asp-49 a Glu-68 zřejmě stabilizují kov v aktivním místě 
a prostřednictvím polarizačního efektu zvy�ují elekrofilitu 
Zn2+, čím� usnadňují přenos vodíkového ekvivalentu. Vy-
soce konzervovaná Glu-68 je nezbytná např. pro katalýzu 
u ScADHI a její záměna za Gln vedla ke ztrátě aktivity 
enzymu55. Ačkoli počítačová simulace naznačila, �e Glu-
68 mů�e dočasně Zn2+ koordinovat a usnadňovat tak vý-
měnu substrátů a vody v průběhu katalýzy56, vý�e zmíněná 
krystalografická studie HLADH s rozli�ením na atomární 
úrovni42 se tomuto aspektu nevěnovala a z prezentované 
struktury nelze Glu-68 takovou roli připsat. 

Mo�nost participace Glu-68 na přímé koordinaci Zn2+ 
v CbAdh a TbAdh zdůvoňovali Korkhin a spol.51 skuteč-
ností, �e na rozdíl od silné interakce Glu-68 s Arg-369, 
která mů�e být potenciálně ekvivalentní dvěma vodíko-
vým můstkům, je Arg-369 v CbAdh a TbAdh nahrazen 
Lys. S jeho ε-NH2 skupinou vytváří vodíkový můstek pou-
ze jeden z kyslíků karboxylu Glu-68 a druhý pak koordi-
nuje Zn2+. Nicméně stejná tetraedrální koordinace byla 
identifikována i v případě apoforem SsAdh a EcAdhP 
s Arg-369 (cit.53,54,57). Po vazbě kofaktoru v�ak v binárních 
komplexech do�lo jak u SsAdh, tak TbAdh vlivem konfor-

Obr 4. Porovnání vybraných úseků aminokyselinových sekvencí mikrobiálních NAD(P), Zn-dependentních  alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou označeny hvězdičkou. Označení jednotlivých ADH je stejné jako v tabulce I a čísla indi-
kují pozici prvního nebo posledního zbytku v uváděné části jejich sekvencí. Aminokyselinové zbytky konzervované alespoň ve 30 ADH 
jsou v rámečcích. Pomlčky upravují polohy homologních úseků, část 1. 

část 1. 
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Obr 4. Porovnání vybraných úseků aminokyselinových sekvencí mikrobiálních NAD(P), Zn-dependentních  alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou označeny hvězdičkou. Označení jednotlivých ADH je stejné jako v tabulce I a čísla indi-
kují pozici prvního nebo posledního zbytku v uváděné části jejich sekvencí. Aminokyselinové zbytky konzervované alespoň ve 30 ADH 
jsou v rámečcích. Pomlčky upravují polohy homologních úseků, část 2. a 3. 

část 2. 

část 3. 
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mační změny k úplnému zru�ení bezprostřední koordinace 
Zn2+ zbytkem Glu-68. V případě CbAdh a EcAdhP byl 
Zn2+ koordinován Glu-68 pouze u jedné podjednotky tetra-
merů holoenzymu. Role tohoto aminokyselinového zbytku 
při katalýze tak zůstává nevyjasněna a vzhledem k tomu, 
�e záměna Glu-68 za Ala v TbAdh neměla na katalytickou 
účinnost enzymu výrazný vliv58, tento zbytek nemusí být 
nutně esenciálním prvkem katalytického mechanismu.  

 
3 . 4 .  V a z b a  s t r u k t u r n í h o  Z n 2 +  

 
Dal�ím významným sekvenčním motivem ADH je 

Cys-X2-Cys-X2-Cys-X7-Cys, který odpovídá vazebnému 
motivu zinkového prstu, kde sulfhydrylové skupiny Cys 
vytvářejí tetraedrální koordinační sféru strukturního iontu 
Zn2+. Zinkový prst je významný pro stabilitu řady ADH 
(cit.59,60). Tento motiv je u vět�iny porovnávaných ADH 
lokalizován mezi zbytky odpovídajícími pozici 97 a� 111 
nebo 95 a� 109 (obr. 4). Pro řadu dal�ích ADH je vazba 
strukturního Zn2+ předpovídána na základě přítomnosti 
nebo absence motivu zinkového prstu (chybí u RerAdh, 
CbAdh, TbAdh). Krystalografické studie CbADH 
a TbAdh, které vykazují celkovou konformaci obdobnou 
ostatním homologním ADH, ukázaly, �e tyto dva enzymy 
skutečně neobsahují strukturní ion Zn2+ a odpovídající 
smyčka je u CbAdh stabilizována prostřednictvím ionto-
vých vazeb mezi Asp-89 a Lys-111 (číslování odpovídá 
CbAdh) a vodíkovým můstkem mezi Glu-94 a Asn-104 
(cit.51). 

V motivu zinkového prstu je v sekvenci ApAdh na-
hrazen první Cys-97 zbytkem Asp a v sekvenci SsAdh 
zbytkem Glu. Krystalografická studie těchto dvou enzymů 
z termofilních bakterií prokázaly přítomnost strukturního 
Zn2+ a účast kyslíku karboxylu Asp-97 a Glu-97 na jeho 
koordinaci52,53. S ohledem na termostabilitu ApAdh 
a SsAdh byly navr�eny dvě hypotézy vysvětlující opod-
statněnost karboxylu v koordinační sféře strukturního 
Zn2+. Jednou z mo�ností navr�enou pro ApAdh je, �e slab-
�í vazba mezi kyslíkem a Zn2+ mů�e vést ke zru�ení koor-
dinační vazby, čím� dojde k posunu čtvrtého Cys zinkové-
ho prstu směrem k třetímu a vzniku disulfidové vazby, 
která mů�e přispívat k fixaci struktury enzymu při vy��ích 
teplotách52. Podrobněji byl studován tento aspekt v případě 
SsAdh a bylo prokázáno, �e přítomnost strukturního Zn2+ 
je u tohoto enzymu nezbytná pro termostabilitu a odolnost 
vůči denaturačním činidlům61. Záměna Glu-97 za Cys 
a vytvoření �ideálního� zinkového prstu sice neměla vliv 
na aktivitu enzymu při nízkých teplotách, ale negativně 
ovlivnila jeho termostabilitu62. Z krystalové struktury to-
hoto enzymu pak vyplývá, �e jeden z kyslíků karboxylu 
Glu-97 koordinuje Zn2+ a druhý je prostřednictvím vodíko-
vých můstků vázán k dusíkovým atomům peptidové vazby 
mezi zbytky Gly-99 a Asn-101 a prostřednictvím molekuly 
vody k přiléhající podjednotce, co� patrně společně přispí-
vá k fixaci struktury, kterou by zbytek Cys v této poloze 
nemohl zajistit53. 

 

3 . 5 .  K o n z e r v o v a n é  a m i n o k y s e l i n o v é  
z b y t k y  a  s p e c i f i c k á  v a z b a   
k o f a k t o r u  

 
Asp-223 je konzervována ve v�ech mikrobiálních 

NAD(H)-dependentních ADH skupiny I (obr. 4). Dostup-
né krystalové struktury odpovídajících bakteriálních ADH  
povrzují, �e, podobně jako v případě HLADH (obr. 2), 
vytvářejí kyslíkové atomy karboxylu Asp-223 vodíkové 
můstky s 2� a 3� hydroxyly ribosy adenosinové části NAD
(H). Stejné vodíkové můstky byly identifikovány 
i v počítačovém modelu ScADHI, II a III (cit.17) 
a s ohledem na vysoký stupeň identity (tabulka II) a homo-
logie (obr. 4) lze jejich tvorbu předpokládat i u jiných 
ADH kvasinek a plísní. Fosforylace 2� hydroxylu ribosy 
v NADP(H) brání z důvodu elektrostatické repulze karbo-
xylu Asp-223 a 2� fosfátu vazbě tohoto kofaktoru. Mikro-
biální NADP(H)-dependentní ADH proto Asp-223 postrá-
dají a navíc v blízkosti pozice 223 obsahují zbytek bazic-
kého Arg. V souladu s vý�e uvedenou rolí Asp-223, její 
záměna za Gly umo�nila tvorbu komplexu NADP(H) 
s ScADHI (cit.63). Naopak záměna Gly v poloze 223 za 
Asp umo�nila vazbu NAD(H) v TbAdh (cit.51). Tyto zá-
měny v�ak vedly ke sní�ení katalytické učinnosti binárních 
komplexů ScADHI-NADP(H) a TbAdh-NAD(H) na 1 % 
původní aktivity nemutovaných forem s přirozeným ko-
faktorem.  

Závěr, �e aminokyselinový zbytek 223 determinuje 
specifitu dané ADH vůči kofaktoru kontraindikuje skuteč-
nost, �e KlADHII a IV obsahující Asp-223 jsou schopny 
vyu�ívat i NADP(H) jako kofaktor (tabulka I). S ohledem 
na �irokou substrátovou specifitu těchto ADH Bozzi 
a spol.64 předpokládají, �e schopnost vyu�ívat NADP(H) je 
dána vysokou flexibilitou aminokyselinových zbytků 
v okolí �těrbiny aktivního místa, která umo�ní deponovat 
zbytek Asp-223 mimo vazebné místo kofaktoru. 

Vazby NAD(H) se v HLADH účastní Arg-47 a 369 
(obr. 2), přičem� bazická aminokyselina Arg nebo Lys 
jsou v pozici 369 striktně konzervovány ve v�ech porov-
návaných sekvencích (obr. 4). Vět�ina mikrobiálních 
ADH také konzervuje v pozici 47 bazický His, pro který 
byla podle očekávání u ApAdh (cit.52), PaAdhA(cit.46), 
BsAdhHT (cit.45), EcAdhP (cit.54) a SsAdh (cit.57) experi-
mentálně prokázána role analogická Arg-47. Oproti tomu 
ScADHVI a VII, ReAdh a PpCamD mají v této pozici Gly 
a CbAdh a TbAdh obsahují Thr-47. Jak je patrné z tabulky 
I, záměny nesouvisí se specifitou ke kofaktoru. Z těchto 
ADH byly vyře�eny pouze struktury CbAdh a TbAdh 
a Korkhin a spol. 51 roli Thr-47 při vazbě NADP(H) nepři-
pisují.  

Lys-228, jemu� je na obr. 2 přisuzována tvorba vodí-
kového můstku s hydroxylem ribosy, je v mikrobiálních 
ADH poměrně konzervován a chybí pouze v sekvenci 
ZmAdhA, TbAdh, CbAdh, EnADHII, EcAdhP a SsAdh 
a v ReAdh a EcTHD je v této pozici Arg. Krystalografická 
studie57 ukázala, �e funkci Lys-228 přebírá u SsAdh blízký 
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zbytek Arg (Arg-205 v sekvenci SsAdh). Z dal�ích amino-
kyselin účastnících se přímé interakce ADH s NAD(H) 
byly ji� popsány His-51 a Ser-48 a případná diskuse vý-
znamu dal�ích aminokyselin v blízkém okolí přesahuje 
rámec tohoto přehledu. 

 
3 . 6 .  V z t a h  s t r u k t u r y  A D H   

a  s u b s t r á t o v é  s p e c i f i t y  
 
Obecně je příjímána teze, �e substrátová specifita 

enzymu je determinována předev�ím velikostí (objemem) 
�těrbiny aktivního místa a přítomností nabitých nebo pola-
rizovatelných skupin. Jak bylo uvedeno pro E 
a S isoenzymy HLADH, velikost �těrbiny aktivního místa 
je dána nejen délkou postranních řetězců hydrofobních 
aminokyselin, ale také indukovanými změnami struktury 
v souvislosti s aminokyselinovými záměnami. Důle�ité 
jsou patrně objemy aminokyselinových zbytků bezpro-
středně uvnitř aktivního místa, zbytků na stěnách �těrbiny 
aktivního místa a zbytků lokalizovaných při �vstupu� do 
této �těrbiny8. Předpoklad, �e důvodem schopnosti 
HLADH (isoenzym E) katalyzovat v porovnání s ScADHI 
oxidaci objemněj�ích alkoholů vzhledem k men�ím po-
stranní řetězcům na stěnách �těrbiny experimentálně potvr-
dili Creaser a spol.44. Mutant ScADHI, v něm� byl Trp-93 
substituován za men�í a hydrofobněj�í Phe a Thr-48 za 
men�í Ser, vykazoval vy��í katalytickou aktivitu s 3 a� 8 
uhlíkatými alifatickými alkoholy ne� nemutovaná forma 
ScADHI. 

 
 

4. Závěr 
 
S rostoucím počtem biochemických a předev�ím 

krystalografických studií alkohol dehydrogenas získáváme 
stále detailněj�í náhled na vztah jejich struktury a funkce. 
V této práci jsme se zaměřili na mikrobiální NAD(P), Zn-
dependentní ADH a  pokusili jsme se shrnout poznatky 
o funkčním významu konzervace specifických aminokyse-
linových zbytků v jejich primárních strukturách. Toto 
srovnání také umo�ňuje do určité míry predikovat reakční 
mechanismus, po�adavek na kofaktor a případně i substrá-
tovou specifitu homologních ADH, pro ně� jsou dostupné 
pouze údaje o primární struktuře.  

 
Tato práce vznikala za finanční podpory M�MT ČR 

(granty č. 1M6837805002 a MSM6046137305). 
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Alcohol dehydrogenases (ADHs; EC 1.1.1.1), 

a subset 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. 


