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Abstrakt:

Elektronova bifurkace je mechanismus enzymové katalyzy, pfi niz dochazi k redukci kofaktoru

o niz8im redoxnim potencialu elektronovym donorem o vys§im redoxnim potencialu. Od roku 2008,
kdy se pozorovani tohoto d¢je, diive zndmého pouze z Q-cyklu v komplexu III, rozsitilo o objev
elektronové bifurkace zalozené na flavinech bylo celkové popsano 12 flavoproteint, které tento d¢j
katalyzuji. Vyuziti této katalyzy je zatim pozorovano zejména u anaerobnich organismd, jako jsou
metanogeny nebo acetogeny, které Ziji v prostfedi s nizkoenergetickymi substraty. Pro tyto organismy
je moznost redukce vysokoenergetickych molekul, v podobé¢ ferredoxinu ¢i flavodoxinu, schopné
redukce molekul, jejichz redukci by museli katalyzovat na ukor chemiosmotického gradientu nebo
hydrolyzy ATP vyznamnou vyhodou. Fylogenetickych analyz, které by davali uceleny ptehled o
moznostech celkového rozsifeni elektronové bifurkace zalozené na flavinech mezi organismy je zatim
v literatufe nedostatek. Podobna situace se tyka molekularnich mechanismii, pro vétsinu enzymovych
komplext jsou tyto data zatim nedostupna.

Klic¢ova slova: elektronova bifurkace, flavin, flavoprotein, ubichinon, konzervace energie, ferredoxin,
flavodoxin, Rnf komplex, Ech hydrogenaza

Abstract:

Electron bifurcation is a mechanism of enzyme catalysis in which a cofactor of lower redox potential
is reduced by an electron donor of higher redox potential. Since 2008, when the observation of this
event, previously known only from the Q-cycle in complex III, was extended by the discovery of
flavin-based electron bifurcation, a total of 12 flavoproteins have been described that catalyze this
event. The use of this catalysis has so far been observed mainly in anaerobic organisms, such as
methanogens or acetogens, which live in environments with low-energy substrates. For these
organisms, the ability to reduce high-energy molecules, in the form of ferredoxin or flavodoxin,
capable of reducing molecules whose reduction they would have to catalyze at the expense of a
chemiosmotic gradient or ATP hydrolysis is a significant advantage. Phylogenetic analyses that give a
comprehensive overview of the possibilities for the overall spread of flavin-based electron bifurcation
among organisms are still scarce in the literature. A similar situation applies to molecular
mechanisms, for most enzyme complexes, such data are not yet available.

Key words: electron bifurcation, flavin, flavoprotein, ubiquinone, energy conservation, ferredoxin,
flavodoxin, Rnf complex, Ech hydrogenase
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1 Uvod

Elektronova bifurkace na bazi flavinu je nedavno objevenym mechanismus spiazeni endergonickych a
exergonickych redoxnich reakci. Ma zasadni vyznam pro biochemii mikroorganismt, zejména téch,
které ziji na termodynamickych limitech Zivota, typicky organismi vyuZzivajici metanogeneze nebo
acetogeneze. KliCovou vlastnosti, spolecnou v§em bifurka¢nim enzymiim, je schopnost vyuzivat
volnou energii uvolnénou spfaZzenim exergonickych a endergonickych redoxnich reakei k redukei
dvou rozdilnych akceptorti o riznych redoxnich potencialech.

Samotny termin ,,elektronova bifurkace® je ptivodné pouzivan k popisu jevl spojenych s
Q-cyklem respiracniho komplexu III (cytochrom bci) mitochondridlniho elektronového transportniho
tetézce (ETC), ktery v 70. letech 20. stoleti objevil a popsal Peter Dennis Mitchell (Mitchell, 1975).
Vysledkem tohoto cyklu je translokace protond z matrix mitochondrie do mezimembranového
prostoru spojena s oxidaci ubichinolu (QH) v misté Q, a redukei ubichinonu (Q) v misté Qi. Tento
transmembranovy prenos protonti udrzuje protonmotivni silu nutnou k udrzeni chemiosmotického
gradientu potfebného k syntéze ATP.

Mnoho let se mélo za to, Ze elektronova bifurkace je unikatni jen pro komplex III. V roce 2008
(Herrmann et al., 2008) byl ale stejny jev objeven v enzymovém komplexu vyuzivajicim flavin jako
bifurka¢ni kofaktor. Dnes je bifurkace elektronli na bazi flavinu (FBEB) popsana v fad¢ anaerobnich,
ale 1 nékolika aerobnich organismu

Celkove se mechanismy elektronové bifurkace v enzymech vyuzivajicich flaviny i chinony
zdaji analogické. Flaviny a chinony maji podobné redoxni vlastnosti, jsou ¢inné pti zprostiedkovani
jednoelektronového i dvouelektronového prenosu a mohou fungovat vyuzitim invertovanych

redukénich potenciali.



2 Principy elektronové bifurkace

Enzymova katalyza vyuZzivajici elektronové bifurkace (EB) je charakterizovana pfesunem dvou
elektrontl z jednoho dvouelektronového donoru na dva prostorové oddélené akceptory o rozdilnych
redoxnich potencialech. V ramci této katalyzy lze rozliSovat dvé drahy presunu elektrond. Prvni draha
je celkové endergonicka, elektron se v jejim ramci piesouva na finalni elektropozitivnéjsi
(vysokopotencialovy) akceptor. Z dostupnych modela katalyzy EB plati, Ze prvni elektronovy
akceptor v této draze je ale elektronegativnéjsi nez donor elektront, plati tedy, Ze tento krok je
rychlost limitujicim faktorem celé katalyzy (Crofts et al., 2013). Pfenos druhého elektronu v druhé
draze, tzv. nizkopotencidlové, je umoznén diky metastabilni povaze donoru elektront, ktery po
prenosu prvniho elektronu ziskava vétsi redukéni potencidl (nizsi elektrochemicky potencial) a mtize
tak redukovat akceptory s nizkym potencidlem. Z celkového pohledu je druha dréha elektronové
bifurkace endergonicka (Lubner ef al., 2017), akceptorem je molekula, na jejiz redukcei by se jinak
musela vynalozit dodate¢na volna energie ze systému.

Zminénymi donory elektronti jsou molekuly chinonového typu: ubichinon, menachinon,
plastochinon (Bergdoll et al., 2016), nebo flavinového typu, kde donorem je flavin ve forme
flavinadenindinukleotidu (FAD), ¢i flavinmononukleotidu (FMN) (Lubner et al., 2017). Klicovou
vlastnosti téchto kofaktort jsou jejich redoxni vlastnosti pti dvouelektronovych pienosech. Pienos se
muze rozliSovat podle toho, jestli je pfenos elektronti uskutecnén po jednom elektronu, nebo obéma
elektrony najednou. V ptipad€ pienosu z donoru na akceptor po jednom elektronu se takovy déj
oznacuje za negativni kooperaci. Pokud jsou oba elektrony pienaseny spole¢né, je déj oznacovan jako
pozitivni kooperace. V pripadé negativni kooperace, prvni redukce (chinonu/flavinu) vede ke snizeni
elektrochemického potencialu pro druhou redukei kofaktoru. Nasledna redukce tedy bude energeticky
se mohou lisit v zavislosti na jeho prostiedi a negativni kooperace spolu s pozitivni kooperaci tvoii
kontinuum charakterizované postupnou zménou rozdilu elektrochemického potencialu mezi stiedy
redoxnich potencialti jednotlivych pfechodd. Pro silnou pozitivni kooperaci, jejiz soucasti je
elektronova bifurkace, plati, ze v rovnovaznych redoxnich titracich za standardnich fyziologickych
podminek je semiredukovany stav kofaktoru velmi nestabilni. Kontinuum redoxnich vlastnosti
kofaktord, charakterizované rovnovaznou konstantou Ks a zménou elektrochemického potencialu, je

dobfe ilustrovano obrazkem 1, takzvanou ,,redoxni houpackou®.
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Obr. 1: Vztah mezi funkci pfenosu elektronl a redoxni kooperativou flavinovych kofaktor( (pfevzato z Baymann
etal., 2018)

Jak je z obrazku 1 patrné, flavinové kofaktory mohou mit riizné redoxni vlastnosti a vykazovat tak
oba typy kooperace. Diky tomu mohou byt v organismech vyuzivany k mnoha riznym taéelim.
Striktni jednoelektronovy ptenos, vykazujici charakteristiky negativni kooperace, lze pozorovat

u sinicich Zijicich v prostfedi s limitovanym mnozstvim dostupného Zeleza. Flavinovy kofaktor
nahrazuje funkci [2Fe-2S] ferredoxint a ve formé semiredukovaného/redukovaného paru tam prenasi
elektrony z fotosystému I (Sétif, 2001). Oba typy kooperace, v zavislosti na prostiedi, mtize
vykazovat enzym ferredoxin NAD(P)* reduktaza (FNR), ktery katalyzuje jednoelektronovy pienos

v interakci s ferredoxiny, nebo dvouelektronovy pienos v interakci s NAD. Striktné dvouelektronové
prenosy katalyzuje thioredoxin reduktadza (TrxR) redukujici thioredoxin pii oxidaci NADPH (Wang ef
al., 1998). D¢gj elektronové bifurkace patii svou charakteristikou ke dvouelektronovym pienostim se
siln€ pozitivni kooperaci. Redoxni profily téchto kofaktort se pak v anglické literatufe oznacuji jako
»inverted* nebo novéji jako ,,crossed” (Yuly et al., 2019). Prave tyto profily, kde semiredukovany /
oxidovany par kofaktoru ma zasadn¢ nizsi stred redoxniho potencialu, jsou zasadni vlastnosti
kofaktort pro katalyzu elektronové bifurkace. Pienos elektronu na akceptor v druhé draze by

z termodynamického hlediska nebyl dostupny. Nizkopotencialovy akceptor by byl piilis



elektronegativni na to, aby katalyza z kinetického hlediska probihala pro organismus smysluplné
vyuzitelnou rychlosti bez zapojeni dal§iho zdroje energie, napiiklad v podobé ATP

V principu jsou mechanismy elektronové bifurkace na bazi flavini i chinoni podobné. Hlavni
odliSnosti spocivaji v bunécné lokalizaci téchto enzymovych komplexti. Zatimco enzymy katalyzujici
elektronovou bifurkaci na bazi chinonu (QBEB) jsou membranoveé vazany, elektronova bifurkace na
bazi flavinu (FBEB) jsou az na jednu vyjimku (FixABCX) cytoplazmatické. DalSim rozdilem je jejich
vyuziti. QBEB vyuzivaji zejména aerobni organismy v respiracnim cyklu k regeneraci chinonu a
translokaci protonti pfes membranu, FBEB je az na vyjimky vyuzivana anaerobni organismy a
produktem jsou primarn€ nizkopotencialni redukéni ekvivalenty (Fd/Fld), které mohou byt vyuzity
pfimo jako substrat pro dalsi redoxni reakce nebo jako zdroj energie pro enzymy generujici

membranovy potencial (Hedderich, 2004; Westphal et al., 2018).

Electron Bifurcation

5 (Eqy V) Low potential acceptor
Two-electron donor Cytochrome b,
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Obr. 2: Prehled substrattl a produkttl rozlienych podle popsanych flavinovych a chinonovych systému. Cisla
v zavorkach odpovidaji stfednim redoxnim potencialdm za standardnich fyziologickych podminek (pfevzato z
Buckel and Thauer, 2018a).



3 Fyziologicky vyznam ferredoxinl a flavodoxint

V biologii a biochemii se o konzervaci energie mluvi ve spojitosti s pfeménou chemické nebo
svételné energie do formy ATP. Mechanismy takové konzervace zahrnuji fosforylaci na substratove
urovni, fosforylaci s pfenosem elektronti nebo fotofosforylaci s ,,energeticky bohatymi"
meziprodukty, které jsou regulovany v rovnovaze se systémem ATP. Témito energeticky bohatymi
meziprodukty jsou chapany molekuly typu 1,3-bisfosfoglyceratu nebo fosfoenolpyruvatu, v ptipadé
substratové fosforylace acetylfosfatu, v ptipade fosforylace spojené s pfenosem elektroni pies
membranu pak elektrochemicky iontovy (H/Na") gradient. U aerobnich organismu s dychacim
fetézcem lze z tohoto pohledu povazovat za energeticky bohaté meziprodukty také NADH. U
anaerobnich organismil pak mizeme redukované formy ferredoxini a flavodoxinti povaZovat za zdroj
vysokoenergetickych elektronti vhodnych k redukénim reakcim. V piipad€ spojeni s transloka¢nimi
enzymy vytvarejici chemiosmoticky gradient je pak ale také miZzeme povazovat za energeticky bohaté
meziprodukty, diky jejich rovnovaze se systémem generujicim ATP prostfednictvim membranového
gradientu. Striktn¢€ vzato z tohoto pohledu nelze povazovat elektronovou bifurkaci na bazi flavinu za
novy zpusob konzervace energie, jak je obCas oznaCovana, ale spise za novy mechanismus pro
generovani energeticky bohatych molekul, ktery prostiednictvim redukce NAD" nebo H" jako
elektronovych akceptori mohou poskytovat energii pro fosforylaci ADP. Toho vyuZzivaji zejména
bakterie a archea rostouci v anaerobnich podminkach.

Dnes jsou zndmy dva typy enzymovych komplexti podilejicich se na tvorbé membranového
gradientu vyuzivajicich Fd nebo Fld jako zdroj energie. Ech hydrogenaza, spadajici pod [NiFe]
membranové hydrogenazy (Hedderich, 2004), a Rnf komplex, membranova Fd:NAD+
oxidoreduktaza (Kuhns et al., 2020). Ve své nejjednodussi forme ma Sest podjednotek. EchA a EchB
jsou integrované do membrany a spojuji pfenos elektronti z Fd:.q na protony, ¢imz produkuje Ho.
Elektrony jsou pfenaseny pies klastry FeS a flaviny. Rozdilného chemického potencidlti mezi Fdreq a
H" se vyuziva pro endergonicky export H" nebo Na' k vytvofeni membranového gradientu. Je tieba
dodat, ze konecné potvrzeni tohoto procesu ¢eka na potvrzeni piimym diikazem, purifikaci a
rekonstituci enzymového komplexu do liposomu. Fd-dependentni aktivita u Ech hydrogenazy je zatim
uvazovana na zakladé neptimych dikazi (Islam et al., 2015).. Hydrogenazy tohoto typu jsou
pritomné u archei, naptiklad v Pyrococcus furiosus (Sant’ Anna et al., 2015) nebo bakterii Moorella
thermoacetica (Islam et al., 2015).

Druhym Fd-dependentnim respiracnim komplexem, ktery se vyskytuje u archei a anaerobi i
aerobnich bakterii, je komplex Rnf. V roce 2007 byla u bakterie Acetobacterium woodii prokazana
jeho membranové vazana aktivita Fd:NAD+ oxidoreduktazy (Imkamp et al., 2007). O tii roky pozdé&ji
bylo prokazano, Ze tato aktivita je spojena s transportem Na* skrz cytoplazmatickou membranu
(Biegel and Miiller, 2010). Tento novy typ respiratniho enzymu byl osekvenovan a ukazalo se, ze je

kodovan geny mf (Rhodobacter nitrogen fixation) (Biegel, Schmidt and Miiller, 2009). Homology



téchto gentll byly nalezeny u purpurové nesirné bakterie Rhodobacter capsulatus a na zakladé mutacni
analyzy se ukazalo, Ze se podileji na fixaci dusiku (Schmehl ez al., 1993). Geny mf jsou u bakterii
Siroce roz$itené a vyskytuji se také u nékterych archei (Biegel et al., 2011). Membranove vazany
komplex Rnf obsahuje ve své nejjednodussi forme Sest podjednotek a vyuziva FeS klastry s flaviny
jako nosice elektronti. Na rozdil od Ech hydrogenaz zde neni akceptorem elektronti proton, ale
NAD+. Rozdil v oxidacnim potencidlu akceptoru je tedy ve srovnani s Ech hydrogenazou vetsi.
Predpokladé se proto, Ze zatimco komplexy Ech translokovat 1 proton na 2 elektrony, Rnf komplex

muze translokovat 1 proton na 1 elektron (Westphal ef al., 2018; Muras et al., 2019).



4 Molekularni mechanismy elektronové bifurkace v enzymovych

komplexech

4.1 Komplex Il

Elektronova bifurkace zalozena na chinonech (QBEB) se uplatituje v komplexu III, v ramci Q-cyklu.
V ramci tohoto cyklu je jev elektronové bifurkace vyuzivan pii spojovani dvou dé&jti: v prvni
elektronové draze k redukci cytochromu ¢ (cyt ¢) a v druhé elektronové draze k redukei ubichinolu
(Q) v misté Q;. Prvnim krokem reakce je redukce vysokopotencialového FeS klastru pomoci oxidace
ubichinolu (QH:) na semichinon (SQ) v misté Q.. Tento semichinon je pak schopny redukce
nizpotencidlového hemu by (cyt br). Redukce tohoto nizkopotencidlového hemu je diky nizkému
redukénimu potencidlu semichinonu exergonicka a generuje ,.hnaci silu k dalsi redukci ubichinolu
(Q) v misté Q;. Oxidace QH: a redukce Q je pfitom sprazena s translokaci protonti a zodpovédna za
tvoreni protonového gradientu na membrané. Tento jinak endergonicky proces je spojen s redukci
vysokopotencialového cytochromu ¢ (cyt c), ktery umozni Q-cyklu diky svému termodynamickému
profilu probéhnout spontanné. Vysledkem Q-cyklu tedy je odklon poloviny elektronti v elektronovém
transportnim fetézci, které generuji dalsi protonmotivni silu.

Individualni elektronové pienosy prvni (zobrazené na obrazku 2), celkoveé exergonické drahy,
probihaji proti elektrochemickému gradientu a jsou tedy endergonické. Jednoelektronova oxidace
paru QH»/SQ v misté Qo, probiha pfi elektrochemickém potencialu témef +500 mV, akceptorem je
FeS klastr, ktery je redukovan pii potencialu +275 mV, je tedy elektropozitivnéjsi, nasledné
redukovany cytochrom ¢, je pak redukovan pfiblizné pti +250 mV (Bergdoll ef al., 2016), také proti
elektrochemickému potencialovému gradientu. Vzhledem k tomu, Ze celkovy redoxni potencial paru
QH>/Q je ptiblizné +100 mV a predstavuje primér hodnot redukénich potencialti pard QH»/SQ a
SQ/Q, je redukéni potencial paru SQ/Q je ptiblizné -350 mV (Zhang et al., 2007), coZ je dostate¢né
nizky potencial k tomu, aby redukce Q v misté Q;, zprostiedkovana hemy by a by, provadéla postupné
po krocich a zaroven probihala translokace protoni pfes membranu.

Pokud by relativni vzdalenosti FeS klastru a cyt by (prvnich akceptorti v prvni a druhé
elektronové draze) vici Qo mistu zlstaly beze zmény, probihala by redukce FeS klastru, za
predpokladu, Ze elektron pfesel na nasledujici elektronovy akceptor cytochrom c;, jako
termodynamicky nejvyhodnéjsi a nastavala by s vyssi rychlosti oproti redukci cyt br. Aby se této
druhé redukci FeS klastru ptedeslo, komplex cytochromu bc; v oblasti FeS klastru projde
konformacnim zménou a vzdalenost mezi oxida¢nim mistem Q, a FeS klastrem je zvétSena.
Vysledkem této alosterické regulace je pak kineticky ptiznivéjsi redukce cytochromu b i ptes jeho

vyznamn¢ niz$i redoxni potencial.



Touto konformacni zménou jsou v cytochromu be; fizeny energetické hladiny dvou
poloreakei, celkové exergonické redukce cytochromu c; oxidaci QH» v matrix mitochondrie a celkové
endergonicka reakce redukce Q ve vnitini membrané mitochondrie. Jako u pravdépodobné u vsech
elektron bifurkujicich reakci je zejména prvni elektronovy ptenos limitem rychlosti reakce, nasledny
prenos elektrond ze semichinonu na cyt by a cyt by probiha rychle (Bergdoll et al., 2016) a limituje

tak ¢asové vyskyt semichinonu v Qo miste.
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Obr. 2: Navrhované schéma elektronovych pfenost v komplexu Il s energetickym rozhranim kofaktord (prevzato
z Yuly et al., 2019).

4.2 NADH-dependentni ferredoxin:NADP™ oxidoreduktaza

NADH-dependentni ferredoxin:NADP* oxidoreduktiaza (NfnAB) je dimerni enzym, ktery sprahuje
oxidaci NADPH s exergonickou redukci NAD™ a endergonickou redukei ferredoxinu (Fd). Mezi
dosud charakterizovanymi enzymy katalyzujici elektronovou bifurkaci pomoci flavinového kofaktoru
ma nejjednodussi strukturu (Buckel and Thauer, 2018b) a je proto ¢asto volenym modelem pro
objasnéni mechanismu elektronové bifurkace.

Enzymovy komplex je rozdélen na dvé podjednotky. Ve velké podjednotce, kde se
uskute¢nuje elektronova bifurkace, jsou také umistény dva zelezo-sirné klastry [4Fe-4S] a misto pro

redukci Fd. Mala podjednotka obsahuje Zzelezo-sirny klastr [2Fe-2S] a flavinadenindinukleotid (FAD)



lokalizovaného blizko mista, kde dochazi k redukci NAD* (Demmer ef al., 2015). Energetické
rozhrani elektronové bifurkace enzymu Nfn, oproti energetickym rozhranim jinych flavoproteinti i
cytochromu bc, zahrnuje rozsahlejsi zmény oxidoredukénich potencialt.

Béhem bifurkace je prvni elektron v prvni draze (fialova draha na obrazku 3) urceny
k redukci NAD" pienesen na [2Fe-2S] klastr v malé podjednotce. Podobné jako u katalyzy v
cytochromu bc; je tento prvni pfenos endergonicky a déje se pii relativné vysokém redukénim
potencialu. Dalsi spolec¢nou charakteristikou v ramci této drahy je postupny pienos elektronu na
elektronegativnéjsi akceptory. Odhad redoxniho potencialu paru FAD/FADH" v prvni draze je +350
mV, odhad finalniho elektronového akceptoru v prvni draze NAD/NADH je pak ptiblizné -320 mV
(Liang, Huang and Wang, 2019). Redoxni potencialy druhé elektronové drahy jsou pak odhadovany
pro par FAD/FAD™ na vice nez-910 mV a pro Fdo/red jako finalni akceptor elektronu -500 mV.
Celkove jsou tak zmény elektrochemického potencialu kofaktort vice nez 1,3 V.

Zajimavosti Nfn enzymu je také jeho predpokladany mechanismus kontroly fizeni toku
elektronti. V tomto ptipadé, na rozdil od vSech ostatnich dosud modelove popsanych EB enzymil, se
nepiedpokladaji vyznamné konformacéni zmény ovlivitujici relativni vzdalenosti elektronovych
akceptort vici flavinovému donoru (Demmer et al., 2016). Klastr [4Fe-4S] se nachazi ve vzdalenosti
8 A od elektronového donoru FADH", [2Fe-2S] klastr je pak od FADH" vzdalen pfiblizné je 15 A
(Lubner et al., 2017). Pfenos na [4Fe-4S] klastr navzdory mensi vzdalenosti je béhem prvniho
elektronového pienosu nepravdépodobny diky silné elektronegativité tohoto kofaktoru. Avsak po
prvnim elektronovém prenosu ma par FAD/FAD dostate¢né nizky potencial k jeho redukci a jeho

redukce pak probiha fadové rychleji nez redukce [2Fe-2S] klastru (Zhang et al., 2017).
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Obr. 3: Navrhované schéma elektronovych pfenost v enzymu Nfn s energetickym rozhranim kofaktord (pfevzato

z Yuly et al., 2019).



4.3 Elektron-transferujici flavoprotein-menachinon oxidoreduktaza

Elektron-transferujici flavoprotein-menachinon oxidoreduktaza (FixABCX) je ¢asto vyuZzivan pro
produkci redukénich ekvivalent vyuzivanych pro fixaci dusiku. Sprahuje oxidaci NADH s redukci
vysokopotencialového ubichinonu a redukcei nizkopotencialového flavodoxinu, ptipadné ferredoxinu
(Buckel and Thauer, 2018a).

Rozsah energetického rozhrani je dle dostupnych studii je srovnatelny s elektronovou
bifurkaci v cytochrom bei komplexu (Ledbetter et al., 2017). Prvni pfenos elektronu, podobné jako
v predeslych ptikladech, je endergonicky. Celkove je prvni dréha (fialova drdha na obrazku 4)
prendSeného elektronu silné exergonicka, ale na rozdil od pfenost v ramci prvni drahy elektronove
bifurkace v Nfn ¢i cytochromu bc; jsou nasledné pienosy exergonické. Pfenos druhého elektronu po
nizkopotencidlové draze je pak z celkového pohledu endergonickou reakei, ale jednotlivé pfenosy
jsou tentokrat podobné jako u Nfn a cytochromu bc; exergonickeé.

Oxidace FADH' probiha pii redukénim potencialu 0 mV, redukovany flavin b-FAD je
redukovan prti potencialu piiblizné -100 mV. Metastabilni meziprodukt FAD™ ma pak dostatecné nizky
potencial k redukci Fd nebo F1d, jejichz redukéni potencialy jsou za fyziologickych podminek
priblizné -500 mV.

Pro enzym FixABCX se ptedpoklada vyuzivani konformacnich zmén analogickych ke
konformac¢nim zménam v cytochromu bc;. Strukturalni a biochemické vysledky enzymi butyryl-CoA
reduktazy (Demmer et al., 2017) kofeyl-CoA dehydrogenazy (Demmer et al., 2018) odpovidaji
modelu, kde zvétSeni vzdalenosti mezi ptivodné proximalnim piijemcem elektronu na
vysokopotencialové draze po prenosu prvniho elektronu vede ke snizeni dalsiho ptfenosu elektronu po

této draze a zvyhodnuje pienos druhého elektronu nizkopotencialovou drahou vedouci k redukci Fd.
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Obr. 4: Navrhované schéma elektronovych pfenost v enzymu FixABCX s energetickym rozhranim kofaktoru

(pfevzato z Yuly et al., 2019).
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5 Rust mikroorganismu na nizkoenergetickych substratech

Termodynamicky vysledek elektronové bifurkace se zasadné 1isi od vysledki klasické enzymové
katalyzy. Klasické enzymové katalyzy maji za nasledek snizeni volné energie systému, okolni
prostfedi musi byt regulovano tak, aby katalyza byla exergonickd. V ptipadé FBEB je katalyza také
celkové exergonicky déj, ale na rozdil od klasické enzymové katalyzy je zde jeden z generovanych
produktt dale od termodynamické rovnovahy, nez byl na jejim zacatku. Naptiklad NADH tak miize
exergonicky redukovat FAD v ramci dvouelektronové redukéni reakce, ale kone¢ny produkt,
redukovany ferredoxin nebo flavodoxin, jako vysledek této katalyzy, ma podstatné vétsi redukeni
potencial nez ptivodni reduktant, NADH (Demmer et al., 2015). Podivame-li se na tuto tivahu z
pohledu termodynamiky zivota v redoxnim kontextu, tedy jako na zdroj volné energie prostiedi, pak
organismus, ktery z prostiedi jako donor elektronti vyuziva naptiklad molekularni vodik, zvysSuje
prostiednictvim elektronové bifurkace redukéni vykon dostupny k pohonu metabolickych reakei
vysoko nad redukéni moznosti pfimo poskytované molekularnim vodikem. Protoze prvni
termodynamicky zakon musi zdstat zachovan, druhy prenaseny elektron ma vyssi redukéni potencial,
coz nakonec vede k niz§im redoxnim rozdiliim mezi témito pfenasenymi elektrony a jejich finalnimi
akceptory. Na elektronovou bifurkaci se 1ze proto divat jako na konvertor volné energie, ktery zvysuje
usporadanost zivého systému oproti prostiedi. V praxi to pro organismy vyuzivajici napiiklad
molekularni vodik jako zdroj elektronti znamena podstatné zvySeni dostupné koncentrace molekul s
reduk¢nim potenciadlem vetSim, nez je ptimo dostupny z jejich okoli bez poteby dodatecné investice
energie ziskané na tkor naptiklad elektrochemického membranového gradientu (Muras et al., 2019).
Pro porovnani efektivity katalyzy oxidoreduk¢nich reakci miizeme uvazovat endergonickou
redukci Fd (E”” = -500 mV) elektrony z H, (E° = -414 mV). Rozdil redoxniho potencialu 0,086
mV vypoétem AG’’= -n-F-E odpovida 8,3 kJ/mol volné energie, kterou je do katalyzy tohoto d&je
potieba investovat. Pokud by reakce byla spfazena s hydrolyzou ATP, musel by byt investovan jeden
ekvivalent ATP, coz pii standardnich fyziologickych podminkach znamena G® = —60 kJ/mol.
V piipadé, Ze by redukce byla spfazena s reverznim elektronovym transportem zprostiedkovanou
nejdiive hydrogenazou, kde H, by redukoval NAD* (E" = -320 mV) a nésledné& napfiiklad v enzymu
Rnf by byl Fd endergonicky redukovan na tkor elektrochemického gradientu Na'/H", energie
potfebna k zajisténi transportu dvou elektrond na Fd pies rozdil 180 mV by byla 35 kJ/mol, coz je
ekvivalent 0,58 mol ATP. Pokud by redukce byla katalyzovana pomoci enzymu vyuzivajiciho FBEB
a redukce by probihala z H> na Fd a NAD", bylo by nutné piekonat rozdil pouze 80 mV, coZ odpovida
jen 0,23 molu ATP. FBEB tedy vychazi jako energeticky nejispornéj$im zptisobem elektronového
transportu. Pro organismy Zijici v energeticky chudém prostiedi s nizkoenergetickymi substraty jako
je vodik nebo kyselina mraven¢i metabolizované v metanogenezi nebo acetogenezi jsou tyto rozdily

fyziologicky dulezité.
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Je tieba jesté podotknout, Ze jeden organismus vyuZzivajici FBEB pfitom neni limitovan jen na
jeden enzym katalyzujici elektronovou bifurkaci. U zastupcii organismi z kmene Firmicutes,
Thermotogae a Eurachaeota bylo nalezeno az sedm riiznych homologli v jednom genomu. V genomu
zastupct kmene Firmicutes byly ¢asto detekovany kombinace homologii Hyd, Bf-Ldh, Car, Bf-Bcd a
Nfn. V genomech zastupcli kmene Thermotogae byla bézna detekovat kombinace homologti Hyd,
Nfn a Bfn a Fix. Genomy zastupct Euryarchaeot, zejména organizmti provadéjici metanogenezi, ¢asto

obsahovali kombinaci geni pro expresi Nfn, Mvh, Hdr2, a Fdh homologii (Poudel et al., 2018).

5.1 Acetogeneze

Acetogeneze je proces, pii kterém vznikd acetat bud’ redukci CO» nebo organickych kyselin.

Jak jiz bylo napsano v kapitole 3, sensu stricto se elektronova bifurkace nepovazuje za d€j ukladajici
energii. V ptipad¢ acetogend, ktefi redukci CO» nebo organickych kyselin produkuji acetat, ma ale
elektronova bifurkace obzvlast’ vyznamné postaveni v jejich primarnim metabolismu.

Acetogeneze se celkove se vyskytuje u 23 riznych bakteridlnich rodt. Vétsina patii do kmene
Firmicutes, kde jsou studovany hlavé druhy bakterii jako Acetobacterium woodii a Clostridium
ljungdahlii jako zastupci nesporulujicich a sporulujicich grampozitivnich bakterii a Moorella
thermoacetica jako zastupce gram negativnich bakterii. Spole¢nym znakem acetogent, stejné jako je
redukce CO, pomoci Wood-Ljungdahlovy drahy. Navzdory vyznamu této drahy, ktera mohla byt
vyuzivana uz v LUCA (Weiss et al., 2016), otazka, jak je WLP spojena se syntézou ATP u acetogenti
byla dlouhou dobu ne zcela objasnéna.

WLP draha se dé€li na dveé vétve, metylovou a karbonylovou. Zatimco v metylové vétvi je
redukce CO; na acetyl-CoA vicekrokova a riizné acetogeny vyuzivaji riznych kofaktord k redukénim
reakcim, v karbonylové vétvi, pii redukci CO; na CO, je tfeba piekonat vyznamnou energetickou
bariéru. Redoxni potencial paru CO,/CO v acetogenech neni piesné znam, za standardnich podminek
fyziologickych podminek je -520 mV, v acetogenech se vSak oCekévaji pozitivnéjsi hodnoty (Bar-
Even, 2013). Z provedenych pokust vychazi jako jediny vhodny reduktant ferredoxin, jehoz redoxni
potencial miize byt za vhodnych podminek -500 mV (Hess, Schuchmann and Miiller, 2013). Pravée pfi
redukeci ferredoxinu pro redukci CO» uplatiiuji zatim vSechny modelové acetogeny elektronovou
bifurkaci. Konkrétné v ptipadé 4. woodii, ktera je v tomto ohledu dobte popsana, se jedna o
tetramerni flavoprotein [FeFe]-hydrogenazovy komplex (HydABC).

V piipadé A. woodii se ale vyuziti redukovaného ferredoxinu neomezuje jen na vyse
zminénou CO; redukci ve WLP draze, ale uplatiiuje se i pfi tvorbé Na" chemiosmotického gradientu
katalyzovaného Rnf komplexem. Tento gradient je pak vyuzivan ATP syntazou, jejiz mechanismus
syntézy ATP byl nedavno popsan (Hess, Schuchmann and Miiller, 2013; Schuchmann and Miiller,
2014), k syntéze ATP. Samotny Rnf komplex katalyzuje translokaci Na* kationtt pomoci energie
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uvolnéné pii redukci NAD" oxidaci ferredoxinu. Redukovany ferredoxin je tedy vysokoenergetickym
meziproduktem, jehoz koncentrace reguluje mnozstvi ATP, které mlze 4. woodii syntetizovat.
Mnozstvi redukovaného ferredoxinu je pfitom zavislé na dostupnych substratech.

Pii autotrofni acetogenezi podle rovnice:

(Rovnice 1) 4 H,+ CO2 — Acetat + 2 H20

se metabolismus A. woodii nachazi na blizko termodynamické hranici Zivota. Vezmou-li se do uvahy
parcialni tlaky H», je zména volné energie této reakce ptiblizné -20 kJ/mol (Greening et al., 2015). U
A. woodii byl nedavno stanoven fosforylacni potencial, v zavislosti na substratu, na hodnotu kolem 30
kJ/mol (Spahn, Brandt and Miiller, 2015). Takto nizky fosforylacni potencial pomaha k ziskani
energie potiebné udrzeni metabolismu organismu za téchto podminek, ale i tak znamena, ze lze z této
reakce generovat pouze 0,6 ATP. Aby 4. Woodii maximalizovala ziskanou energii, vyuziva katalyzy
Rnf komplexu a ATP syntazy. Rnf komplex vyuziva uvolnéné energie pii oxidaci ferredoxinu a
redukci NAD" k translokaci Na“. NADH se pak reoxiduje redukci CO» na acetat v metylové vétvi
WLP drahy. Samotny ferredoxin je pak redukovan oxidaci H,. Tato redukce je katalyzovana HydABC
komplexem, ktery generuje NADH a Fd..q ve stejném mnozstvi. Autotrofni redukéni draha CO, v 4.
Woodii, vyuzivajici WLP drahu, vyzaduje ¢tyfi redukeni ekvivalenty. Dva ve formé 2 NADH, jeden
ve formé Fdrq a jeden ve formé Ha, pro prvni krok fixace CO, Hz-dependentni CO; reduktazou
(Schuchmann and Miiller, 2013). HydABC komplex oxiduje 3 moly H, za vzniku 1,5 mol NADH a
1,5 molu Fdieq. Jeden mol Fdreq je vyuzit CO dehydrogenazou. Pro Rnf komplex tedy zbyva 0,5 mol
Fdred, coz umoznuje translokaci 1 mol Na*. ATP syntaza syntetizuje ATP se stechiometrii 3,66
Na'/ATP (Fritz and Miiller, 2007), nakonec muze byt tedy vyrobeno 0,27 ATP podle rovnice 1.
Kafeatova respirace, dalsi typ anaerobni respirace popsany v roce 1988 u A. Woodii, (Hansen
et al., 1988) umoznuje acetogentim riist na slouceninach rostlinného ptivodu. Z polymert ligninu
umoznuje ziskavat O-methylové skupiny, vyuzit je jako zdroj energie a uhliku. Dvojné vazby v
kafeatech pak vyuzit jako akceptory elektronti. Kafedtova respirace probiha zjednodusené podle

rovnice:

(Rovnice 2) H, + kafedt + 3Naj, = hydrokafedt + 3Na*out.

Bioenergetika a sekvence této drahy byla objasnéna nedavno (Bertsch et al., 2013). Kafeat je
aktivovan koenzymem A transferazou. Kafeyl-CoA je pak redukovan elektron bifurka¢nim
enzymem, kafeyl-CoA reduktazou (CarCDE). Uvolnéna energie spojena s oxidaci ferredoxinu

a redukci NAD" v Rnf komplexu je vyuzita k translokaci 2 kationti Na*. Dalsi zdroj NADH v této

respiraci muze pochazet z redukce H, v HydABC komplexu. Kafeatova respirace je prikladem
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metabolického scénate, v némz je bifurkace elektroni nezbytna pro konzervaci energie, jakozto
jediného mechanismu, kterym se uvoliluje energie pohanéjici reakce v respiracni draze.

Ttetim ptikladem metabolické drahy vyuzivajici katalytické aktivity flavoenzymi u A. woodii
je oxidace laktatu. Redoxni potencial paru laktat/pyruvat (E° = -190 mV) je piili§ vysoky pro piimou
redukci NAD" (Schink, 2015). Fakultativni anaerobové, jako je napiiklad E. coli, tento problém fesi
pomoci membranove vazané laktat dehydrogenazu (Ldh), kterd prenasi elektrony na ubichinon.
Otazka, jak striktni anaerobové bez cytochromti oxiduji laktat, byla nedavno vyfeSena (Weghoff,
Bertsch and Miiller, 2015). Energeticka bariéra je ptekonana katalyzou elektronové bifurkace v laktat
dehydrogenazém/ elektron-transferujicim flavoprotein komplexu (Ldh/Etf), ktery katalyzuje redukci

laktatu podle rovnice:

(Rovnice 3) Laktatova oxidace: Laktat + Fdreq +2 NAD+ > Pyruvat + Fdox +2 NADH.

Vznikly pyruvat je pak za redukce Fd dekarboxylovan na acetyl-CoA a CO,. Fd je pak vyuzit k
redukci CO. V této metabolické draze je vSak tfeba dodatecného zdroje redukovaného Fd pro redukci
H, metylové draze. K této redukci dochazi pomoci reverzniho elektronového transportu
katalyzovaného Rnf komplexem na tkor chemiosmotického gradientu, ktery je v tomto piipade
udrzovan hydrolyzou ATP. Na enzymovém komplexu HydABC, katalyzujicim redukci H, oxidaci Fd
a NADH, tedy v tomto piipad¢ nedochazi k elektronové bifurkaci (FBEB), ale k elektronové
konfurkaci (FBEC).

Mozné substratové propojeni metabolickych drah a vyuziti Rnf komplexu a ATP syntazy je ukazano

na obrazku 5.
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Obr. 5: ZjednoduSené schéma metabolickych drah vyuzivanych v A. Woodii v zavislosti na dostupném substratu

(pfevzato z Westphal et al., 2018).

5.2 Fixace dusiku

Biologicka fixace vzdusného dusiku, redukce (N2) na amoniak (NH3), je diky jeho trojné vazbé
mimotadné energeticky naro¢ny chemicky proces. Atomarni dusik (N) je nezbytnou sloZkou pro
zivot, jeho zabudovani z N> do biologicky dostupné formy, v procesu zvaném biologicka fixace
dusiku, je kli¢ovym bodem globalniho cyklu dusiku. Stdpeni N, a jeho pfeménu na biologicky
dostupny NH; provadéji vyhradné diazotrofni bakterie a archea, které exprimuji enzym nitrogenazu.

(Vitousek et al., 2013)
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V nejrozsifenéjsi formé nitrogenazy, molybden nitrogenaze, probiha fixace ve zjednodusené

formé podle rovnice:
(Rovnice 4) N, +8 H' + 16 MgATP + 8¢ — 2 NH; + H, + 16 MgADP + 16Pi

Fixaci provadi Siroké spektrum bakterii i archei rostouci jak v aerobnim, tak i anaerobnim
prostedi. Jak 1ze z rovnice 4 vidét, samotna biologicka redukce dusiku na amoniak nitrogenazou je
velmi energeticky narocny d¢j, ktery vyzaduje velké mnozstvi ATP i elektronil. Vzhledem
k energetickému profilu reakce musi byt jako redukcni ekvivalenty vyuzity ferredoxiny nebo
flavodoxiny. Zatimco diazotrofni mikroorganismy obyvajici anoxické prosttedi, napiiklad archea
z rodu Methanosarcina (Santiago-Martinez et al., 2016) nebo bakterie z rodu Desulfotomaculum
(Junier et al., 2010), mohou v tomto pfipadée k potiebné redukci Fd/Fld vyuzit enzymu
pyruvat:flavodoxin oxidoreduktazy (PFOR). Organismy aerobni a fakultativn€ anaerobni ale
v metabolismu pyruvatu vyuzivaji pyruvat dehydrogendzy (PDH) (Hutcherson et al., 2017), kde neni
produktem Fd:.q ale NADH, které nema dostateény redukéni potencial pro redukci N». Aby tyto
organismy byly schopné redukce Fd/Fld, zacaly vyuZzivat enzymového komplexu FixABCX, ktery
tuto redukci muze katalyzovat za vzniku menachinolu, ktery dale pohani respira¢ni cyklus za spotieby
NADH (Ledbetter et al., 2017; Feng et al., 2021).

FixABCX enzymovy komplex je v tomto pfipad¢ unikatni ze dvou divodd. Enzymy
katalyzujici elektronovou bifurkaci jsou standardné vyuzivany anaerobnimi organismy v cytoplazme.
V tomto piipadé je FixABCX enzym vyuzivan organismy aerobnimi, napiiklad Rhizobium meliloti
(Dai et al., 2014), tak fakultativné anaerobnimi Rhodospirillum rubrum (Edgren and Nordlund, 2004).
Navic FixABCX neni cytoplazmaticky, ale membranoveé vazany. V ramci vyuziti FixABCX
komplexu ma mezi ostatnimi diazotrofy unikatni postaveni bakterie Azobacter vinelandii. Je jednim
z mala diazotrofl, ktery exprimuje jak geny pro FixABCX, tak pro Rnf komplex. Zaroven byla
prokazana funkce obou téchto komplexti pfi fixaci dusiku (Ledbetter et al., 2017). Prepoklada se, ze
vzhledem k jejimu rlstu v prostiedi s proménlivou koncentraci plynného kysliku, Celi 4. vinelandii
zvySenym narokdm na regulaci metabolismu. Kombinované vyuziti obou enzymovych komplexi by
v tomto prostfedi mohlo pomoci s regulaci, podobné jako je tomu v ptipadé 4.woodii, kde vyuziti
obou komplexti umoznuje katalyzovat Sirokou $kalu metabolickych drah a regulovat katalyzy obéma

smery v zavislosti na okolnich podminkach.

5.3 Metanogeneze

Metanogeny, stejné jako vSechny Zivé organismy, vyuzivaji energii ziskanou z metabolickych procest
k rustu a tdrzb¢ bunék. Nejsou v8ak schopny syntetizovat ATP prostfednictvim substratové
fosforylace, vyuzivaji misto toho jen ATP syntazy zavislé na membranovém gradientu (Blaut and

Gottschalk, 1984), coZ je jejich hlavni mechanismus pro zachovani energie (Deppenmeier and Miiller,
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2008). Vzhledem k omezenému mnozstvi energie dostupné z metanogennich substratd, je jen velmi
malo kroktl ve ¢tyfech metabolickych metanogennich drahach dostatecné exergonickych, aby se
mohly vyuzit k translokaci iontl pfes bunécnou membranu (Thauer ef al., 2008). Mezi metanogeny
pritom existuji vyznamné rozdily mezi systémy vyuzivané k zachovani energie, konkrétné rozdily
mezi organismy obsahujici cytochromy a témi bez cytochromil. Prvni skupina, obsahujici
cytochromy, dominuje zejména v prostiedi s nizkymi teplotami (4 °C), druha skupina metanogent,
bez cytochromil, dominuje v termofilnim a hypertermofilnim prosttedi, kde AG* pfti tvorbé metanu
z H, a CO; klesa ze -131 kJ/mol (pii teploté 25 °C) na 100 kJ/mol (pfi teploté 100 °C). Pti takto
vysokych teplotach a nizkych parcialnich tlacich H, d€j neni dostate¢né exergonicky, aby umoznil
rust metanogent se ziskem jednoho ekvivalentu ATP nebo vice na vygenerovany ekvivalent metanu.

Obecné se ale predpoklada, ze redukce CO, na CH4 pomoci redukce H, a metody konzervace
takto ziskané energie probihaji shodn¢ jak v metanogenech s cytochromy i bez nich. Jeden z hlavnich
rozdilt spociva v redukci heterodisulfidu CoM-S-S-CoB oxidaci Ha, ktera je bez moznosti vyuziti
cytochromtl a metanofenazinu odli$na. Piivodni teorie o0 mechanismu tohoto enzymu, ktery tuto
redukci CoM-S-S-CoB katalyzuje, zahrnovala membranovou translokaci protont, tedy podobnou
funkci jako ma VhoACG-HdrDE komplex u metanogenti s cytochromech. Misto enzymovych
komplextt VhoACG a HdrDE vyuzivanych v metanogenech s cytochromy, méli metanogeny bez
cytochromti vyuzivat cytoplazmatické komplexy enzymi [NiFe] hydrogenazy MvhADG a
heterodisulfid reduktazy HdrABC. Podjednotka HdrB obsahuje hydrofobni usek, ktery by mohl tvofit
transmembranovy helix, av§ak v§echny pokusy o ziskani biochemickych ditkazli o vazbé mezi timto
komplexem a cytoplazmatickou membranou selhaly. Bioinformatické analyzy dale neukazaly na
moznou piitomnosti podjednotek na periplazmatické strané membrany a je tedy nepravdépodobné, ze
funkce enzymového komplexu MvhADG-HdrABC by byly sprazené s protonovou translokaci skrz
membranu (Thauer et al., 2010). Zda se tedy, Ze metanogeny postradajici cytochromy postradaji jedno
ze dvou energii ukladajicich mist a bez ného by pro né€ rlist mel byt obtizny.

Aktualné nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto dilematu dava jev, ktery poprvé pozoroval
Robert P. Gunsalus (RPG efekt) (Gunsalus and Wolfe, 1977) pti préci s extrakty z
Methanothermobacter thermautotrophicus. Vytézek redukce CO» oxidaci H, vyznamné vzrostl po
pridani CoM—S—S—CoB heterodisulfidu. R.P. Gunsalus navrhoval propojeni ivodni endergonické
redukce CO, pomoci oxidace H, s posledni reakci metanogeneze, exergonické redukce CoM—S—S—
CoB. V roce 2011, po vice nez 30 letech, byla tato teze prokdzana na izolovaném komplexu
hydrogenazy, slozené¢ho z komplextt MvhAGD a HDRABC, ktery katalyzoval redukci Fd oxidaci H»
ve spojeni se stechiometrickou redukci CoM-S-S-CoB a oxidaci H, (Kaster et al., 2011). FAD
navazany na podjednotku HdrA byl navrZzen jako misto spojeni, kde se elektrony rozdéluji na
endergonickou drahu smérem k Fd a na exergonickou drahu smérem k CoM-S-S-CoB.
Pravé identifikace elektronové bifurkace MvhAGD-HdrABC vysvétlila RPG-efekt a uzaviela mezeru
v chapani energetiky pii tvorbé CHs z H, a COs.
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6 Objev elektronové bifurkace zalozené na flavinech

Uz v roce 1932 Leonor Michaelis ve své praci (Michaelis, 1932) popsal teorii o vlastnostech
nékterych heteronukledrnich aromatickych molekul, které vykazovaly velmi vSestranné redoxni
vlastnosti pfi dvouelektronovych pfenosech. V zavislosti na okolnich podminkach tyto molekuly
mohly prochazet dvéma po sobé jdoucimi elektronovymi pfechody mezi oxidovanou a
jednoelektronovou semiredukovanou formou a poté mezi jednoelektronovou a dvouelektronovou,
plné redukovanou formou. V jeho praci odpovidaly pozorované redoxni potencialy pfechodt
ocekavanym hodnotam, pifechod do plné€ redukovaného stavu byl pomalejsi, probihal za nizsiho
elektrochemického potencialu nez prechod do semiredukovaného stavu. Vlastnosti takovych
redoxnich molekul mohou byt ale ovlivnény okolim a v protickych rozpoustédlech mtze byt prvni
prechod k castecné redukovanému stavu diky vodikovym mastktim (Lim et al., 2013) méné
termodynamicky pfiznivy nez druhy. Pfenosy obou elektronti pak mohou probéhnout prakticky
najednou a pozorované prechody budou vykazovat tzv. pozitivni kooperaci.

Anaerobni mikroorganismy, které rostou v anoxickém prostiedi chudém na vhodné akceptory
elektrontl, vyuzivaji fermentace, pti niz se oxiduje organicky substrat nejprve na meziprodukt, ktery je
nasledn¢ redukovan na kone¢ny produkt a vyloucen. Nejjednodussim prikladem fermentace je
laktatova fermentace. Pti oxidaci glukozy pyruvat dochazi k redukci dvou ekvivalenti NAD" a zisku
dvou ekvivalentd ATP substratovou fosforylaci. Pyruvat se pak oxidaci dvou ekvivalentt NADH
redukuje na laktat. Tim je dojde k reoxidaci NAD" které mize byt znovu vyuzito v glykolyze. Buika
tak nakonec ziskava 2 moly ATP vzniklé substratovou fosforylaci. Teoreticky by vytézek ATP mohl
byt dvojnasobny, pokud by se pyruvat oxidoval na CO; a acetyl-CoA a ten se nasledné metabolizoval
na acetat. Tim by se energeticka bilance v bufice pfi fermentaci glukozy zvysila o 100 %. Pro buitku
by vsak vznikl problém spojeny s nedostatkem NAD" potiebného pii glykolyze. Nejjednodussim
feSenim, jak reoxidovat NADH zpét na NAD", miZe byt produkce H,. Zde ale metabolismus buiiky
Celi energetickému problému, redoxni potencial paru NADH/NAD je ptili§ elektropozitivni (E° = -320
mV) pro redukci protonti (E° = -415 mV). Produkce Ha je mozna, ale jen z nizkopotencialovych
nosict elektrond, jako je napiiklad ferredoxin (E° = od -410 mV az -500 mV).

Mikroorganismy pii anaerobnim metabolismu ptesto H» produkuji. Otazka, jak probiha
redukce Fd s NADH jako reduktantem, zdstavala desitky let nevyfeSena. UZ v roce 1969 v laboratofi
Karla Deckera na Freiburské univerzité v Némecku probihal vyzkum metabolismu Clostridium
kluyveri. (THAUER et al., 1968; Jungermann et al., 1969). Kultura C. kluyveri pfi ristu na etanolu a
acetatu produkovala H». Pfi experimentech s bunéénymi extrakty C. kluyveri bylo pozorovano, ze
v reakci zavislé na acetyl-CoA dochazelo k redukci Fdox oxidaci NADH (reakce 1) a v reakci zavislé
na NAD" k redukci Fdox oxidaci NADPH (reakce 2). Koncentrace NADPH byla zavisla na
ferredoxinu a regulovana redoxnim systémem NAD*/NADH, kde NAD" byl aktivatorem a NADH
inhibitorem. Systém NADH byl zavisly na ferredoxinu a acetyl-CoA. Z pohledu termodynamiky se
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tedy obe¢ tyto reakce zdaly byt indukované oxidanty s niz$im redukénim potencialem a probihali tak

proti termodynamickému potencialu.

Reakce probihajicich redoxnich reakci vypadaly takto:

(Reakce 1) NADH + 2 Fdox — NAD" + 2 Fd g + H" (AG®’ = +20 kJ/mol NAD(P)H)

(Reakce 2) NADPH + 2 Fdoy — NADP* + 2 Fd e (AG®’ = +20 kJ/mol NAD(P)H)

Metabolismus C. kluyveri ve zjednoduSené forme stechiometricky produkoval H» spole¢né s vodou a

butyratem pfti ristu na etanolu a acetatu (reakce 3) (THAUER et al., 1968),

(Reakce 3) 6 Etanol + 4 Acetat” — 5 Butyrat” + H* + 2 H> + 4 H,O (AG®" =-180 kJ/mol H")

Enzymy katalyzujici reakce 1 a 2 byly neznamé a byly tedy predmétem dalsiho vyzkumu. Bylo
prokazano, Ze pti tomto kvaseni se etanol oxiduje na acetyl-CoA prostiednictvim NAD-dependentni
etanol dehydrogenazy a NAD(P)-dependentni acetaldehyd dehydrogenazy (Burton and Stadtman,
1953). Z téchto poznatkl tedy vychazelo zjisténi, Ze pro tvorbu H; je k dispozici pouze NAD(P)H.
Bylo znamo, ze H» vznika v klostridiich redukci protond s redukovanym ferredoxinem (reakce 4),

ktera je katalyzovana cytoplazmatickou hydrogenazou (Fredericks and Stadtman, 1965).

(Reakce 4) 2 Fdrea + 2 H" 22 Fdox + Ha (AG®' =0 kJ/mol H")

Termodynamicka proveditelnost téchto reakci byla poté pfedmétem dal§iho vyzkumu. Redoxni
potencial ferredoxinu za standardnich fyziologickych podminek je E” = —420mV, NADPH pak
E% = -3200 mV. Pfedpokladalo se, Ze rozdil 100 mV za standardnich podminek neni v in vivo
systémech nepfekonatelny. V testech na bunéénych extraktech byl tento termodynamicky problém
prekonan zahajenim reakce v neptitomnosti H, a udrZzovanim spravné vysokého poméru
NAD(P)H/NAD(P)" pomoci regenera¢niho systému. V in vivo systémech byly ale pozorované
podminky reakce méné termodynamicky ptiznivé. H, v plynné formé unikal z rostouci kultury C.
kluyveri, coz indikovalo, ze redoxni potencial paru 2 H'/H, je za fyziologickych podminek blizko
hodnot¢ -400 mV. Aby protony mohly byt redukovany, pomér NAD(P)H/NAD(P)* v buiice by musel
pak byt piiblizn¢ 1000:1. Nasledna méfeni provadéna v butice pro par NADH/NAD" pfitom
ukazovala pomér 1:4 a pro par NADPH/NADP" byl pomér ptiblizné 1,5:1 (Decker and Pfitzer, 1972).
Na vysvétleni této nesrovnalosti bylo vysloveno nékolik hypotéz. Jedna z prvnich hypotéz
pracovala s ptedpokladem, ze C. kluyveri obsahuje druhou acetaldehyd dehydrogenazu, ktera oxiduje

acetaldehyd na acetat (E” = —580 mV), ktery pak pfimo redukuje ferredoxin (Schoberth and
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Gottschalk, 1969). Jind hypotéza byla zaloZena na predpokladu, Ze enzym katalyzujici redukci
ferredoxinu s NAD(P)H v C. kluyveri je lokalizovan v mikrokompartmentu s acetaldehyd
dehydrogenazou, ktera regeneruje NAD(P)H a pomér NAD(P)H/NAD(P)+ by mohl dosahovat 1000:1
(Hillmer and Gottschalk, 1972). Dalsi hypotézy uvazovaly katalyzu pomoci alosterické regulace, kde
redukce ferredoxinu oxidaci NADH by byla regulovana parem acetyl-CoA/CoA (Jungermann et al.,
1971), ptipadné redukce ferredoxinu pomoci oxidace NADPH regulovana redoxnim ndbojem paru
NAD'/NADH (Thauer, 2012). Teprve vSak v roce 2008 se podafilo purifikovat enzymy katalyzujici
reakci 1 a 2 a objasnit, Ze mechanismus zavislosti na acetyl-CoA a NAD" je dan mechanismem
elektronové bifurkace (Herrmann ef al., 2008), nikoliv alosterickou regulaci.

Butyryl-CoA dehydrogenaza/elektrony ptenasejiciho flavoprotein (Bcd/EtfAB), katalyzujici
reakci 1, byl prvnim popsanym flavoproteinem (Li et al., 2008), u kterého byl d¢€j elektronové
bifurkace na bazi flavinu v enzymech popsan. Velmi brzy po tomto objevu byla elektronové bifurkace
popséna i v enzymovém komplexu [FeFe] hydrogendzy (HydABC) u bakterie Thermatoga maritima
(Schut and Adams, 2009). NADH-dependentni ferredoxin:NADP* oxidoreduktaza (NfnAB), dalsi
z enzymovych komplext C. kluyveri byl pak tietim popsanym EB flavoproteinem (Wang et al.,

2010). Dnes je znamo uz dvanact FBEB enzymt, délicich se do 4 kategorii.
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7 Fylogenetické rozsireni elektronové bifurkace mezi organismy

Od roku 2008, kdy byl poprvé popsan jev elektronové bifurkace v enzymovém multikomplexu
Bced/ETF (Li et al., 2008), byla elektronova bifurkacni aktivita popsana celkové u 11 dalSich enzymut
(Buckel and Thauer, 2018b). V dostupné literatufe se rychle zvysuje pocet publikaci zabyvajicimi se
strukturou téchto enzymi, navrhovanymi molekuldrnimi mechanismy zalozenych na biofyzikalnich i
kinetickych métenich. O odhadovaném taxonomickém rozsiteni FBEB enzymi je zatim k dispozici
jen omezené mnozstvi informaci.

Castednd toto téma osvétluje prace ,,Origin and Evolution of Flavin-Based Electron
Bifurcating Enzymes®, kde na zaklad¢ kritérii nastavenych pro eliminaci fale$né pozitivnich vysledkt
(podrobnéji popsanych v jejich praci), analyzovali 4588 genomi (4343 genomu bakterii, 230 archei a
15 genomi eukaryot) dostupnych v databazi NCBI a 3136 metagenomi dostupnych v databazi DOE-
IMG pro 12 dosud zndmych gent kodujicich FBEB enzymy.

Na zaklad¢ jimi filtrovanych vysledki v analyzovanych datech z databaze NCBI bylo
nalezeno z 4588 genomu 681 (14,8% cetnost) kodujicich alespoii jeden homolog enzymového
komplexu teoreticky schopného FBEB. 512 genomi patfilo bakteriim, 169 archeim, v genomech
eukaryot se nepodafilo nalézt zadny homolog FBEB komplexu. Z hlediska rozsiteni FBEB mezi
analyzovanymi kmeny: ze 41 kmeni 28 koédovalo alespoi jeden homolog teoreticky schopny
elektronové bifurkace. Z bakteridlnich kmeni bylo zastoupeny zejména Firmicutes (184),
Proteobacteria (147), Bacteroidetes (44), Thermotogae (25) a Spirochaetes (22). Z genomd archea pak
Euryarchaeota (126), Crenarchaeota (42), Korarchaeota (1). Pfi srovnani metabolismt podle jejich
pozadavki na metabolismus kysliku 16 % aerobnich organismt (110 genomtt), 9 % (59 genomt) bylo
fakultativn€ aerobni a 74 % (503 genomil) obligatné anaerobni. D4 se tedy fici, ze vysledek tohoto
srovnani potvrzuje teze ukazujici na dtlezitost elektronové bifurkace pro organismy zijici blizko
limitu termodynamickych podminek zivota.

Vysledky metagenomové analyzy z databaze DOE-IMG ukazaly 893 genomd, z celkovych
3136, (28,5% cetnost) kodujicich alesponi jeden homolog elektron bifurka¢niho enzymu. 275 téchto
metagenomil bylo klasifikovano jako rostoucich v prostiedi pod povrchem, 618 poté jako zijicich
v povrchovych prostiedi, zejména v pidé a povrchovych vodach. Podpovrchové mikroorganismy,
jejichz genomy obsahovaly geny kodujici homolog FBEB enzymu, vykazovaly oproti povrchovym
organismim znateln¢ ¢astéjsi vyskyt téchto enzymu. Tedy podobné jako u vysledki genomové
analyzy z databaze NCBI, vysledky odpovidaji teoriim o dtlezitosti FBEB pro organismy Zijici
v anaerobnim prostiedi s nedostatkem oxidantii a nizkym obsahem Zivin (Colman et al., 2017).

Jednou ze zajimavych oblasti této analyzy byla moznost zjistit ¢etnost vicenasobného vyskytu
jednotlivych FBEB komplexi v genomu jednoho organismu. Vysledky analyzy ukazaly zejména na
pozitivni korelaci spolecného vyskyt Bf-Ldh, Car, Bf-Bed, Hyd, a Nfn enzymovych komplext

v genomech. Tyto kombinace mohou pravdépodobné umoznovat organismu reagovat na zmény
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v dostupnosti substratu, podobné jako je to naptiklad u Methanococcus maripaludis (Costa et al.,
2013).

8 Elektronova bifurkace a vznik zivota

Klic¢ovou vlastnosti definujici zivot je jeho schopnost preménit nerovnovahu prostiedi na
nerovnovahu vnitrobunéénou. Klasickymi ptiklady biologickych procest plnicich tuto funkci jsou
ATP syntazy a redoxné fizené iontové pumpy bioenergetickych systémti. Obecnym principem
pusobeni v téchto systémech je, Ze endergonické a exergonické dil¢i reakce jsou spiazeny, takze
celkova reakce, ackoli je exergonicka, je podminéna aktualnim pribéhem endergonické dil¢i reakce
(Branscomb et al., 2017). Vzhledem k vyznamu elektronové bifurkace u anaerobnich organismu, kteti
rostou blizko termodynamickych limitt zivota, je ¢asto diskutovana moznost, jestli organismy
nemohly tento zpusob katalyzy vyuzivat jiz od svych pocatkl. Tuto diskuzi podporuje skutecnost, ze
elektronova bifurkace v principu nezavisi ani tak na specifickém ptisobeni specializovanych enzymi
jako spiSe na redoxnich vlastnostech specifickych kofaktort.

Jak jiz bylo popséano v kapitole 7, vznik Zivota za pfitomnosti dneSnich FBEB enzymovych
komplexti nelze s jistotou vyloucit, ale na zaklade vysledki fylogenetické analyzy se zda
nepravdépodobny (Poudel et al., 2018). Flaviny s chinony ale nejsou jedinymi kofaktory schopnych
dvouelektronovych pienost v silném kooperativnim modu. K podobnym katalyzam mohou byt
vyuzivany enzymy s kofaktory ptechodnych kovi. Ty se relativné hojné vyskytuji v geosféfe a mohou
mit podobné redoxni vlastnosti a moznosti vazby ligand jako flaviny a chinony.

Jednim z vhodnych zastupci pfechodnych kovil je molybden. Enzymy obsahujici molybden
jako kofaktor, zejména molybdopteriny, mohou provadét redoxni katalyzu s dvouelektronovymi
prenosy na velkém mnozstvi environmentalnich substratd (Grimaldi ef al., 2013), pti¢emz nékteré z
nich jsou pravdépodobné prinejmensim stejné staré jako LUCA (Schoepp-Cothenet ef al., 2012).
Molybdopterinovy kofaktor ve specifickych enzymech z této nadrodiny mize zaujimat silné pozitivni
kooperativni redoxni chovani, tj. vyznacovat se zna¢né inverznimi potencialy pro své jednotlivé
jednoelektronové piechody (Duval et al., 2016) a ma tak tedy teoreticky vlastnosti potfebné k
elektronové bifurkaci. Samotna elektronova bifurkaéni katalyza na bazi molybdopterinu dosud ale
popsana nebyla.

Prazkum paskované zelezné rudy (BIF) z obdobi eoarchaiku (stafi 3,7 - 3,8 mld. let)

v zelenokamenném pasmu Isua v oblasti jihozapadniho Gronska prokazal mista obohacena na
molybden tvoficich takzvany ,,green rust™ (Russell, 2018). V podminkach alkalickych
hydrotermalnich prameni, jednom z uvazovanych mist vzniku Zivota, jsou slouc¢eniny molybdenu ve
formé& [MoQ4]*, [Mo0S4]*, [FeO(OH)MoS*]*- a [(Fe2S2)(MoS4)2]* rozpustné a pii setkani se

s kyselymi vodami ¢asného oceanu by precipitovaly. Spolu s hydroxidy zeleza
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(~Fe'4Fe';,[OH]1,COs-3H20) by tak v pasmech BIF vytvarely dvojitou vrstvu hydroxidi zvanou
»green rust” (GR) (Tosca, Guggenheim and Pufahl, 2016). V téchto podminkach mohly byt uhli¢itany
nahrazeny molybdenovymi ionty vazané na okolni protony mezi vrstvami nano a mikrokrystalt
hydroxidu zeleza (Duval et al., 2016), kde mohly katalyzovat dvouelektronové prenosy, podobné jako
enzymy s molybdenovymi kofaktory dnes. Po vzniku prvnich jednoduchych organickych molekul,
pteridint nebo jejich derivaty pterinti, mohly slouzit jako ligandy pro molybden, zvySovat tim
rozpustnost dal$ich prechodnych kovii z GR a nakonec dat vznik enzymu vyuzivajiciho
molybdopterinového kofaktoru souc¢asnych enzymt.

Jednim z evolu¢nich impulza k pfechod od enzymil s molybdenovymi kofaktory k enzymtim
vyuzivajicich flavin mohlo byt §irsi vystaveni prvnich mikroorganismti vodam Hadeanu nebo
Archaeanu, kde nizsi pH snizovalo rozpustnost molybdenu. Béhem tohoto ptechodu, organismy
syntetizujici pterinim chemicky ptibuzné flaviny (Basu and Burgmayer, 2011), které maji podobné
elektrochemické vlastnosti jako molybdopteriny diky jejich aromatickému kruhovému systému, by
byly zvyhodnény. Podobnost flavinli a pterind lze najit ptedevsim v jejich pteridinové ¢asti, z niz jsou
pteriny i flaviny odvozeny, zatimco tieti kruh obou molekul se 1i$i v nasyceni vazeb. U flavinu je tato
cast pln¢€ konjugovana a koplanarni s pteridinovou ¢asti. Jak pteriny, tak flaviny podléhaji
dvouelektronovym oxidoredukénim reakcim. Zajimavou skutecnosti je, Ze i u existujicich
molybdoenzymt jsou jejich redoxni vlastnosti silné€ ovlivnény interakcemi vodikovych vazeb v ¢asti
obklopujici pteriny (Wu, Rothery and Weiner, 2015), podobn¢ jako je tomu v ptipadé flavoproteinti.
Zatimco tedy molybdopteriny mohly byt zachovany pro redoxni potencialy, které nejsou ptistupné
flavinovym systémiim, flavoproteiny mohly nahradit chybéjici molybdenovy aniont v jeho ptivodnich

rolich, zejména mozna v redoxni bifurkaci elektrond.
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9 Zaveér

Elektronova bifurkace zalozena na flavinech je z hlediska bioenergetiky vyznamnym mechanismem
nachdzejicim uplatnéni zejména v anaerobnich mikroorganismech, ale také v nékterych organismech
fakultativné anaerobnich nebo aerobnich. Efekt tohoto mechanismu se d4 zejména dobie pozorovat u
organismu, Zijicich na termodynamickych hranicich zivota, kde flavoproteiny katalyzuji reakce, které
by jinak pro organismus nebyla termodynamicky dostupné. U nékterych mikroorganismti bylo
popséano propojeni produktli generovanych elektronovou bifurkaci s transloka¢nimi enzymy
generujicimi chemiosmoticky membranovy gradient. V takovych ptipadech jsou produkty
elektronové bifurkace ,,energeticky bohaté* molekuly, které mohou pfi své oxidaci uvolnovat energii
vyuzitelnou pro tvorbu elektrochemického iontového gradientu na membrang a poté syntézu ATP.
Modely molekularniho mechanismu katalyzy elektronové bifurkace zatim nejsou pro vétsinu
popsanych flavoproteinti dostupné. Mezi nejlépe popsané enzymy patii enzymovy komplex NfnAB a
komplexy ze skupiny ETF/BCD a FixABCX. Zajimavosti do budoucna mohou byt vysledky z
studiich enzymového komplexu HydABC, kde je elektron bifurkac¢ni aktivita prokazana, ale na

pritomnych flavinovych kofaktorech se ji nepodarilo prokazat (Chongdar et al., 2020).
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