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Abstrakt

Hem, komplex protoporfyrinu IX s iontem Zzeleza, je dtilezitou souc¢asti mnoha proteint,
které jej vyuzivaji pro pienos, uskladnéni a aktivaci kysliku nebo pro pfenos elektronii. Jinou
skupinu hemovych proteina tvofi hemové senzorové proteiny. Ty jsou bud’ schopné detekovat
hem, ktery svou interakei piimo reguluje funkci proteinu (senzory hemu) a/nebo hem tvorii
vazebné misto pro malé plynné molekuly (O2, CO a NO) a teprve tyto molekuly fidi funkci
danych senzord (senzory plynd). V ptipadé nckterych konkrétnich proteint se vSak ukazuje,
7e je muzeme soucasné zafadit do obou téchto podskupin, nebot’ je jejich funkce regulovéana
navazanim samotného hemu, a zaroven dochazi k dalSimu pozménéni funkce po navézani
molekuly plynu na hem. Tato souhrnna reSerSe je zamétend na konkrétni zastupce hemovych
senzorovych proteinii (jejichz funkce je regulovdna navazanim hemu), v jejichz ptipadé¢ byl
v posledni dobé zaznamendn vliv molekuly CO na jejich funkci. V préaci jsou shrnuty
zda se v pfipad¢ n€kterych senzorti hemu jedna zaroven i o hemové senzory plynu detekujici

CO.

Kli¢ova slova: hem, hemové senzorové proteiny, hemové senzory plynu, CO senzory, senzory

hemu, hemové redoxni senzory



Abstract

Heme, a protoporhyrin IX iron complex, is an important component of many proteins
necessary for oxygen transfer, storage and activation, as well as for electron transfer. Another
group of hemoproteins includes heme sensor proteins. They are either capable of detecting
heme itself, which can regulate in turn the sensor function (heme-responsive sensors) or heme
forms a binding site for small gas molecules (02, CO and NO) and the heme-based gas sensors
are regulated by these diatomic gases. However, in the case of some proteins their classification
is not clear showing a properties of both heme sensor proteins families. Their functions are
regulated by heme interaction and a further change in their function after binding of a gas
molecule to heme was observed. This summary search is focused on specific representatives
of heme-responsive sensors (which function is regulated by heme binding), in which the further
influence of the CO molecule on their functions have recently been observed. It is discussed
whether some heme-responsive sensors are also heme-based CO sensors aiming the most recent

findings about the selected specific heme sensors representatives.

Key words: heme, heme sensor proteins, heme-based gas sensors, CO sensors,

heme-responsive sensors, heme redox sensors
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1. Uvod

Jednim z prvkl, ktery je pro organismy esencidlni a nezbytné nutny pro spravné
fungovani mnoha Zivotnich procest, je Zelezo. V zivych organismech funguje jako kofaktor
enzymu a vyskytuje se nejcastéji v podobé Zeleznatého a zelezitého iontu, jako soucast Fe-S
klastrii nebo jako komponenta hemu. Hem, neboli komplex protoporfyrinu IX s navdzanym
iontem Zeleza, je derivatem porfyrinu tvofeny Ctyfmi pyrrolovymi kruhy, které svym atomem
dusiku vazou koordinacné kovalentni vazbou ion zeleza. Hem se reverzibilné vaze na fadu
proteinl nebo je pfimo jejich soucésti a spole¢né¢ utvaii tzv. hemové proteiny (nebo také
hemoproteiny). Hemoproteiny se dale déli do n¢kolika dalSich skupin podle toho, jakou funkci
zastavd hem. Nejznaméjsi skupinou jsou hemoproteiny, které slouzi pro prenos O:
(hemoglobin) a uskladnéni O> (myoglobin). Dale je hem soucasti nékolika druhli enzymd,
napiiklad n¢kterych oxygenaz (cytochrom P450, NO syntaza) nebo peroxiddz. Hem je také

soucdsti cytochromt (cytochrom c¢, cytochrom bs), ve kterych slouzi k pfenosu elektrond.

V posledni dob¢ je vSak ¢im dal vice pozornosti vénovano skupiné hemovych proteint,
které slouzi jako senzory a jsou soucasti signalnich drah nejriznéjsich bunéénych procesi. Tyto
hemové senzorové proteiny mizou byt dvojiho typu. Prvnim typem jsou proteiny, které na sebe
reverzibilné vazou hem a jeho navadzani vede k pozménéni funkce daného proteinu (senzory
hemu). Druhy typ proteini ve své struktufe obsahuje hem, ktery slouZi jako vazebné misto
pro malé plynné molekuly (napt. Oz, CO ¢i NO) a ke zméné funkce proteinu dochazi po jejich
navazani. Tento typ hemovych proteinli se nazyva hemové senzory plynu. V nedavné dobé
nckteré studie naznadlily, ze tyto dvé podskupiny hemovych senzorovych proteinii by se
pravdépodobné mohly castecné prekryvat. Funkce nékterych proteinti je totiz regulovana
samotnym navazanim hemu, ale pokud je poté na hem navazana molekula plynu, dochazi
nasledné k dalSimu pozménéni funkce proteinu. Tato zajimava pozorovani rozhodné stoji
za bliz8i prozkoumani, a proto se v této praci zam&fim na takové hemové senzorové proteiny,
jejichz aktivita je krom¢ samotného hemu ovlivnéna také CO. Cilem je shrnout doposud
objevené poznatky a diskutovat, zda je moznost, zZe by nékteré senzory hemu mohly byt zaroven

1 CO senzory.



2. Koordinaéni struktura hemu s navdzanym Fe?* a Fe3* iontem Zeleza

Ion Zeleza obsazeny v hemu je schopen vytvofit celkem az 6 koordinacnich vazeb.
Ctyfmi z nich je vazba na atomy dusiku z protoporfyrinového kruhu. Patym ligandem byva
aminokyselinovy zbytek, ktery je vdzan na ion zeleza pod rovinou protoporfyrinového kruhu
(proximalni vazebné misto) a slouzi jako vazebné misto, diky kterému je hem napojen na zbytek
proteinu. Poslednim ligandem, jenZ je vazan nad rovinou kruhu (distalni vazebné misto), mize
byt také aminokyselinovy zbytek, nebo v ptipadé hemovych senzort plynu molekula CO, NO
¢i Oz (Kajimura et al., 2010).

Hem miize obsahovat budto ion zeleza v redukovaném stavu a poté hovoiime
o Fe’" hemu nebo obsahuje oxidovanou formu iontu Zeleza a jedna se o Fe*" hem (n&kdy také
hemin). Pokud v hemovych senzorovych proteinech dochazi ke zmén¢ redoxniho stavu iontu
zeleza, kterd je doprovazena zménou struktury v okoli hemu, mizeme tyto proteiny oznacit

jako hemové redoxni senzory.
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Obrazek 1: Koordinaéni struktura Fe3* a Fe?* hemu. (a) V pfipadé Rev-erbB je oxidovany Fe3* hem vdazén
CP motivem (Cys384, Pro385) a His568. Po jeho redukci CP motiv disociuje a z(stava navazan jen His568.
(b) NPAS2 vaZe oxidovany Fe3* hem pomoci His119 a Cys170. Redukci na Fe?* hem dochézi k disociaci Cys170.
Pfevzato a upraveno podle (Shimizu et al., 2019).



Tato zména struktury, nejcastéji v podobé vymeény liganda interagujicich s iontem
zeleza hemu, mize vést k pozménéni struktury celého proteinu, a tim padem k regulaci jeho
funkce. Piikladem je jaderny receptor regulujici cirkadidnni rytmy Rev-erbf, také znamy jako
NRI1D2 (nuklearni receptor podrodiny 1, skupiny D, ¢len 2), jehoz axialni ligandy vazajici
Fe’" hem jsou Cys384 v sousedstvi Pro385 (tedy tzv. CP motiv) a His568 (Pardee et al., 2009).
Pokud je viak Fe* hem redukovéan na Fe?* hem, dojde k disociaci thiolatu CP motivu a navazan
zlstava pouze His568 (Obrazek 1a, str. 2) (Marvin et al., 2009). Dalsim ptikladem je neuronalni
PAS doménovy protein 2 (NPAS2), jehoZ ligandem Fe** hemu je Cys170 a His119 a po redukci
na Fe** hem dochazi k disociaci Cys170 (Obréazek 1b, str. 2) a bylo pozorovano, Ze jeho misto

posléze zaujme His171 (Uchida et al., 2005).



3. Vazba CO na hemové senzory plynu

V organismech pfirozené¢ vznika malé mnozstvi oxidu uhelnaté¢ho pii procesech
degradace hemu. Molekula CO je uvolnéna pfi oxidaci hemu na biliverdin katalyzované
enzymem hemoxygenédzou (Tenhunen et al., 1969). Tato molekula je charakterizovana vysokou
stabilitou, kterou zajistuje trojna vazba mezi atomy kysliku a uhliku. I pfes svou nizkou
reaktivitu tvoii CO koordinacné kovalentni vazbu s kovovymi komplexy. Naptiklad pravé
koordina¢ni vazba na zeleznaty ion hemu je hlavni podstatou fungovani signalizace pomoci CO
v hemovych senzorovych proteinech, které detekuji plyny (Rochette et al., 2013). Tato vazba
je realizovana s pfispénim nékolika typl orbitalii. Jednim z nich je sp hybridizovany orbital CO
obsahujici elektronovy par, ktery je sdilen s d orbitalem Fe?*, a vytvaii tak 6-vazbu. Z d orbitalu
Fe?" jsou nazpét poskytovany elektrony do m* antivazebného molekulového orbitalu CO
vytvarejici m-vazbu. Diky prostorové orientaci sp orbitalu oxidu uhelnatého je molekula na ion
Zeleza vazana v linearni podob€ kolmé na rovinu protoporfyrinového kruhu (Obrazek 2)

(Fukuto et al., 2012).
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Obrazek 2: Struktura vazby CO na Fe** hem. CO sdili volny elektronovy pér s d orbitalem Zeleznatého iontu
a utvafi tak o-vazbu. Elektrony zd orbitald Fe?* jsou nazpét poskytnuty m* antivazebnému molekulovému
orbitalu CO a tim vytvari m-vazbu. Pfevzato a upraveno podle (Fukuto et al., 2012).

Dulezité je, ze molekula CO se vaze pouze na redukovanou formu iontu Zeleza hemu,
tj. na hem obsahujici Fe?" ion, zatimco na Fe** hem se nevdZze. Divodem je rozdil v po&tu
elektronti iontl Zeleza. Ion Fe?", ktery ma oproti Fe*” jeden elektron navic, je schopen zpétného

poskytnuti elektronti z d orbitalu do ©* antivazebného molekulového orbitalu CO a vznika tak
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mezi nimi n-vazba. Naopak elektronové chudsi Fe** neni schopen tuto m-vazbu utvofit, a tak je
navazani CO na Fe*" hem znemoznéno (Kajimura et al., 2010). Oproti tomu molekula NO je
schopna vazby jak na Fe*" hem, tak i na Fe* hem (Addison and Stephanos, 1986). NO mize
reagovat 1 s dalSimi molekulami, naptiklad s aminokyselinou cysteinem skrze thiolovou
skupinu, a tim ovliviiovat funkci riznych proteini (Hess et al., 2005). V piipadé oxidu
uhelnatého zadné dalsi interakce s jinymi molekulami, nez je Fe** hem, pozorovany nebyly (az

na jedinou vyjimku, viz kapitola 4.6 Draselné kanaly).

Jak bylo vySe popsano, v hemovych senzorovych proteinech miize dojit k redukci
Fe*" hemu na Fe?* hem, a tim dochézi k pozmé&néni koordinaéni struktury, a nékdy dokonce az
k vymén¢ ligandl. Zaroven redukce zelezitého iontu na Zeleznaty ion umozni, Ze se na hem
bude moci vézat i molekula CO, ktera se pfedtim na Fe*" hem navazat nemohla. V piipadé
zminéného NPAS2 bylo zjisténo, 7e pokud je v Fe** hemu navéazany histidin nahrazen
molekulou CO, dojde k naruSeni vodikové vazby Hisl71 s okolnimi aminokyselinovymi
zbytky, ¢imz dojde ke konformaénim zménam v dalSich doménach proteinu, a tim k pozménéni
jeho funkce (Uchida et al., 2005). Pokud je molekula CO schopna svym navdzanim ovlivnit
funkci NPAS2, nabizi se otdzka, zda by nékteré hemové senzorové proteiny, u kterych se
v disledku zmény redoxniho stavu iontu Zeleza hemu méni struktura, mohly byt zaroven i CO
senzory. Otdzkou zflistava, jakymi mechanismy dochézi k redukci Fe** hemu na Fe?* hem, aby
se mohla molekula CO na hem navézat. V nasledujicich kapitolach se zamétim na konkrétni
zastupce hemovych senzorovych proteinid, u kterych budu diskutovat, zda je mozZné, aby
zaroven slouzily jako senzory hemu a senzory CO, s ohledem na to, Ze jejich funkce mize byt
regulovana i samotnou zménou oxida¢niho stavu iontu Zeleza pfi redukci Fe** hemu na Fe**

hem.



4. Hemové senzorové proteiny

4.1. Jaderny receptor E75

E75 je jaderny receptor Drosophila melanogaster, ktery funguje jako transkripcni
faktor. Je kédovany geny E75, které exprimuji tii typy proteinti, E75A, E75B a E75C, lisici se
strukturou N-terminalni domény vézajici DNA (DBD, z angl. DNA binding domain). Tato
doména obsahuje dvakrat motiv zinkového prstu, diky kterému se protein vaze na DNA. E75B
obsahuje pouze jeden z motivl zinkového prstu, a proto vazby na DNA neni schopen (Segraves
and Hogness, 1990). Exprese £75 je indukovana hormonem ekdyzonem, ktery ma na starosti
spravny prubéh larvalniho vyvoje a metamorfézy D. melanogaster (Buszczak et al., 1999).
Mimo DBD obsahuje E75 také doménu, kterd véaze ligand (LBD, ligand binding domain)
obsahujici Fe** hem, ktery se ukdzal byt diileZitou soucasti proteinu zajist'ujici jeho stabilitu,
jelikoz mnozstvi exprimovaného E75 vykazuje zdvislost na koncentraci dostupného hemu
(Reinking et al., 2005). Studie struktury LBD ukézaly, Ze pravdépodobnymi ligandy
interagujicimi s Fe** hemem by mohly byt His364 a His547 (Reinking et al., 2005). Pozdg&ji
bylo objeveno, Ze LBD obsahuje hem typu b s 6 koordinovanymi ligandy, z nichZ byl potvrzen
His547 a déle byly navrzeny jako pravdépodobné ligandy Cys396 a Cys468 (de Rosny et al.,
2006). Do budoucna bude potieba dalSich studii, které¢ lépe odhali ptfesnou strukturu okoli
Fe’" hemu v LBD doméné E75.

Druhym ekdyzonem indukovanym transkripénim faktorem, ktery hraje roli ve spravném
vyvoji D. melanogaster, je DHR3 (z angl. Drosophila hormone receptor 3). E75B, jehoz odlisna
struktura DBD mu znemoZiiuje vazbu na DNA, je schopny vézat transkripéni faktor DHR3
a inhibuje tim jeho schopnost indukce exprese jaderného receptoru BFTZ-F1 (White et al.,
1997). Soucasti LBD domény DHR3 proteinu je doména, jejiz aktivita je zavisla na navazani
ligandu, a ktera je zodpovédna za navazani dalSich transkripcnich aktivatori (AF-2, z angl.
activation function). Dlkaz vazby E75 a DHR3 byl proveden vytvofenim analogu AF-2
domény proteinu DHR3, jejiZ navazani na E75 vedlo k termostabilizaci proteinu. Avsak je
nutné zminit, Ze toto zvyseni termostability bylo pozorovano pouze v ptipad¢ E75, ktery mél
navazany redukovany Fe?*" hem, vedouci k myslence, ze E75 by mohl byt hemovym redoxnim

senzorem. (Reinking et al., 2005).



Redukovany Fe?" hem miZe zaroven slouZit jako vazebné misto pro molekulu CO.
Aby se mohl CO na Fe?" hem navézat, musi dojit k jeho vyméné za jeden z axialnich ligand®
(vtomto piipadé za cystein). Navdzanim oxidu uhelnatého dojde ke zmén¢ koordinacni
struktury hemu. Tato zména byva navic Casto odlisna od pouhé strukturni zmény vyvolané
piedchozim redoxnim posunem z oxidované formy iontu hemu na jeho redukovanou formu
(Marvin et al., 2009). Interakce molekul CO a NO s E75 byla potvrzena spektrofotometrickymi
metodami. Také byl prokazan narust termostability E75 po ptidani CO. Pokud se vsak
dodatecn¢ ptidala jesté¢ doména AF-2 proteinu DHR3, dalsSi nariist termostability pozorovan
nebyl. Pravdépodobné tedy vazba CO na Fe** hem E75 vede k znemoznéni vazby E75
na DHR3, a tim k zabranéni jeho represni funkce. Vliv na transkripcni aktivitu vSak nebyl
testovan. (Reinking et al., 2005). Na zéklad¢ tohoto zjisténi je mozné zvazovat, ze E75 je

hemovym senzorem plynu detekujici CO.

4. 2. Neuronalni PAS doménovy protein 2

NPAS2, neboli neuronalni PAS doménovy protein 2, je savéim transkripénim faktorem,
ktery se UcCastni regulace cirkadiannich rytmi. Sekvencné je NPAS2 velmi podobny
transkripénimu faktoru CLOCK (King et al., 1997), ktery se také podili na regulaci
cirkadiannich rytmi a sdili s nim stejnou funkci. Oba proteiny jsou schopny tvofit heterodimer
s transkripénim faktorem BMALI1 (z angl. brain and muscle Arnt-like 1), diky kterému
se mohou vazat na DNA a regulovat transkripci (Dioum et al., 2002). Konkrétné se heterodimer
NPAS2-BMALLI véze do ,,enhancerové® sekvence promotorti per a cry genu a aktivuje jejich
transkripci. Vysledné produkty téchto gent slouzi jako negativni reguldtory cirkadiannich

rytmt (Uchida et al., 2005).

NPAS2 obsahuje specialni doménu tvoienou dvéma a-helixy propojenymi smyckou
(bHLH, zangl. basic helix-loop-helix). Dale je struktura NPAS2 tvofena dvéma PAS
doménami, PAS-A a PAS-B, které vazou hem (Dioum et al., 2002). PAS doména je nazvéana
podle tii proteini obsahujici stejny strukturni motiv: protein kodovany geny
period D. melanogaster, jaderny translokdtor receptoru aromatickych uhlovodiki ARNT
a produkt single-minded genti D. melanogaster (Zhou et al., 1997). Studie, které byly vénovany
piimo samotné PAS-A doméné¢, ukazaly, ze asociacni konstanta pro vazbu hemu na PAS-A

doménu s ptipojenou bHLH doménou (bHLH-PAS-A) je vys$i, nez pro vazbu hemu



na samostatnou PAS-A. Pravdépodobné tedy bHLH doména hraje roli ve schopnosti hemu
navazat se na PAS-A doménu (Mukaiyama et al., 2006). Zaroven bylo pozorovano, ze vazba
bHLH-PAS-A na DNA byla mozna jen v ptipadé, ze byl na PAS-A domén¢€ navdzan hem,
v jeho nepfitomnosti se bHLH-PAS-A na DNA nevazala (Mukaiyama et al., 2006). Pozd¢ji
byla provedena studie, jejiz vysledky byly zcela v rozporu s predchozim tvrzenim. Ukézalo se,
ze ptidany hem k bHLH-PAS-A doméné vazbu na DNA naopak inhibuje (Freeman et al.,
2019). Zistava nadale otazkou, jakym zpisobem hem ovliviiuje vazbu bHLH-PAS-A domény
na DNA, a jestli je transkripcni faktor NPAS2 schopny detekovat zmény v koncentraci hemu
a patii tak do skupiny hemovych senzorii. Jak bude diskutovano niZe, je pravdépodobné
dilezité, v jakych oxidac¢né-redukénich podminkéch jsou experimenty s hemem provedeny.
Tedy konkrétng, zda ion Zeleza hemu je oxidovan (Fe*") nebo redukovan (Fe*"), ptipadné také

na tom, zda jsou v prostiedi dalsi signalni molekuly, jako napt. CO.

Protein NPAS2 funguje jako transkrip¢ni faktor s navazanymi hemy na PAS doménach,
ale zaroven bylo prokazano, ze tuto funkci plni i bez navdzanych hemt (Dioum et al., 2002).
V obou ptipadech je vSak nutné, aby NPAS?2 utvofil heterodimer s BMALI, jinak neni schopny
vazby na DNA a regulace transkripce. Zaroveil bylo pozorovéno, Ze tato vazba NPAS2-
-BMALI1 na DNA vyZaduje pfitomnost redukovaného kofaktoru
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) (Obrazek 3b, str. 9). Pokud je NADPH
nedostatek, nedochazi k vytvoreni heterodimeru NPAS2-BMALI a vznikd jen homodimér
BMALI1-BMALI (Obrazek 3a, str. 9), ktery sdm o sob¢€ transkripci aktivovat nedokaze. (Dioum
et al., 2002).

Hem s Fe*" iontem je na PAS doménu koordina¢né vazan ligandy His119 a Cys170.
Pokud dojde k redukci iontu Zeleza v hemu ze stavu Fe** na Fe?", Cys170 disociuje a jeho misto
nahradi His171 (Uchida et al., 2005). Na hem s redukovanym iontem Zeleza je také nyni
umoznéna vazba molekuly CO. Hem je vSak v tomto stavu vazan 6 ligandy, a proto mize byt
vazba CO realizovana pouze v piipad¢ vymény CO za jeden z histidinii. Zatim vSak neni zcela
jasné, ktery z histidini je nahrazen. Jednou z moznosti je nahrazeni His171, které mize
v PAS-A doméné vyvolat strukturni zmény natolik velké, ze dojde k ovlivnéni funkce celého
proteinu. V druhém piipadé mize molekula CO nahradit His119, a tim narusit vodikovy mistek
mezi Hisl71 a Cysl170 (Uchida et al., 2005). Skupina Uchida a kol. se dale zabyvala
porovnanim sekvence NPAS2 s dalSimi proteiny obsahujici PAS domény (FixL, Ec DOS)
a na zéklad¢ sekvencnich podobnosti se kloni k nazoru, Ze nahrazen je spiSe His171. Nicmén¢

bude potieba dalSich studii, které by toto tvrzeni potvrdily ¢i vyvratily.
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Obrazek 3: Schéma interakce NPAS2 s BMALL v pfitomnosti NADPH a CO. (a) V nepfitomnosti NADPH je tvoren
homodimér BMAL1-BMAL1. (b) Pfidanim NADPH se vytvofi heterodimer NPAS2-BMAL1, ktery je schopny vazby
na DNA. (c) CO zabranuje v tvorbé heterodimeru NPAS2-BMAL1, a tim i jeho vazbé na DNA. Pfevzato a upraveno
podle (Uchida et al., 2005).

Koordina¢ni struktura Fe?* a Fe** hemu v NPAS2 byla dale studovana provedenim
mutaci jednotlivych axidlnich ligandG ionth Zeleza a naslednym pozorovanim zmén
transkripéni aktivity per genll. Zatimco mutace Cys170 nevedla k Zadnym zménam, u mutaci
His119 a His171 doSlo ke sniZeni transkripcni aktivity. Dlvodem bylo zabranéni formace
NPAS2-BMALLI heterodimeru, a tim znemoznéni vazby na DNA (Ishida et al., 2008). Mutace
His119 a His171, které jsou ligandy Fe?* hemu, vedly ke sniZeni transkripce a naopak mutace
Cys170, ktery je ligandem Fe*" hemu, transkripéni aktivitu neovlivnila. Z téchto informaci
vyplyva, ze Fe** hem nebo jeho okolni koordinaéni struktura je dtileZita pro spravnou funkci
NPAS?2 vzhledem k tvorbé heterodimerti s BMALI1, zatimco u formy obsahujici Fe** hem tomu

tak neni.

Zajimavé je zjisténi, ze ptridani CO k NPAS2 s navdzanym Fe?" hemem narusi vazbu
NPAS2 na DNA. Znamend to, ze CO pravdépodobné zabraniuje formaci heterodimeru
NPAS2-BMALI (Obrazek 3c), bez jehoz vzniku neni mozné vazba NPAS2 na DNA (Dioum
et al., 2002). Tento fakt napovida, ze i transkripéni faktor NPAS2 by mohl byt hemovym
senzorem plynu, ve kterém je funkce regulace cirkadiannich rytmii ovlivnéna molekulou CO.
Jelikoz se CO vaze pouze na Fe?" hem, je nutné se ptat, jakym zptisobem dochazi k redukei
Fe?" iontu na Fe*" ion. Bylo prokazano, Ze redukce iontu zeleza v proteinech obsahujicich hem
je za anaerobnich podminek a v pfitomnosti peroxidu jako donoru elektronti stimulovana

oxidem uhelnatym (Sher et al., 2012). V ptipad¢ NPAS2 piipadd v uvahu, ze redukce
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Fe’* hemu je stimulovana pravé pomoci CO a donorem elektronti by mohl byt NADPH, ale
zatim nebylo prokazano, Zze tomu tak opravdu je, a proto stale zlistdva otazka, jestli je ¢i neni

NPAS2 hemovym senzorem plynu.

4. 3. Transkripcni faktor CLOCK

Dalsim sav¢éim transkripénim faktorem ovliviiujicim spravné fungovani cirkadidnnich
rytmt je protein CLOCK. Jak jiz bylo vyse zminéno, CLOCK je sekvenci velmi podobny
transkripénimu faktoru NPAS2 a obsahuje také stejné domény, tj. bHLH doménu a dvé PAS
domény vazajici hem (King et al., 1997). Mimo strukturu sdili CLOCK a NPAS2 i stejnou
funkci. Oba proteiny jsou schopné utvaiet heterodimer s proteinem BMALIL a v této formé
se vazou na DNA a aktivuji expresi per a cry genll (Asher and Schibler, 2006). CLOCK navic
obsahuje doménu s histonacetyltransferdzovou aktivitou (HAT), kterd acetyluje H3 a H4
histony na DNA. K aktivaci této domény dochédzi navazanim BMAL1 na CLOCK. Mutace
v HAT domén¢ vede ke snizeni exprese per a cry genti. HAT doména proto hraje diilezitou roli
v aktivaci exprese per a cry geni zprostiedkované vazbou heterodimeru CLOCK-BMALI1

na DNA (Doi et al., 2006).

Studii izolované PAS-A domény se vSak ukdzalo, Ze 1 ptes sekvencni podobnost
CLOCK s NPAS2, je jejich koordina¢ni struktura Fe’* hemu v PAS-A doméné rozdilna.
Zatimco v NPAS2 jsou axialnimi ligandy Fe** hemu His119 a Cys170 (Uchida et al., 2005),
v ptipad¢ transkripniho faktoru CLOCK je tomu pravdépodobné jinak. V PAS-A doméné
proteinu CLOCK byl Ramanovou rezonan¢ni spektroskopii identifikovan 6-koordinovany
nizkospinovy ion zeleza hemu. Porovnanim s ostatnimi hemovymi proteiny, které také obsahuji
6-koordinovany nizkospinovy ion zZeleza hemu, bylo naméfené spektrum nejvice podobné
spektru cytochromu bs, hemopexinu ¢i neuroglobinu. Axidlnimi ligandy Fe*" hemu téchto
protein jsou histidiny a je tedy mozné, Ze Fe** hem v PAS-A doméné proteinu CLOCK je
vazan také dvéma histidiny (Lukat-Rodgers et al., 2010). V dalsi studii byl na zakladé
modelovani struktury PAS-A domény proteinu CLOCK navrzen jako axidlni ligand Fe** hemu
His144. Spektroskopické studie PAS-A domény s mutovanym His144 pozdé&ji potvrdily,
7e His144 je opravdu axialnim ligandem Fe** hemu. Také bylo znovu provéfovano, zda druhym
axialnim ligandem nemuze byt cystein, jako je tomu v piipadé NPAS2, ale k vazb¢ cysteinu

na Fe** hem PAS-A doménu proteinu CLOCK dochézelo pouze za velmi nizkych teplot. Proto
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byl cystein jako axialni ligand hemu zavrhnut (Freeman et al., 2019). Koordinac¢ni struktura
Fe’" hemu nebyla prozatim piili§ podrobné studovina. Vysledky Ramanovy rezonanéni
spektroskopie pouze odhalily, ze se jednd o smés 5-koordinovaného vysokospinového

a 6-koordinovaného nizkospinového stavu iontu zeleza hemu (Lukat-Rodgers et al., 2010).

Déle bylo zkoumano, jestli navazani hemu na bHLH-PAS-A doménu proteinu CLOCK
ovliviiuje schopnost vazby této domény na DNA, a tim ovlivnéni exprese per a cry geni. Stejné
jako v pfipad¢ transkripcniho faktoru NPAS2 se ukazalo, ze ptfitomnost hemu znemoznila
vazbu bHLH-PAS-A domény na DNA (Freeman et al., 2019). Navazani hemu ziejmé plsobi
tak vyrazné zmény ve struktufe, které vedou k nemoznosti vazby bHLH-PAS-A domény
na DNA. Na zédklad¢ tohoto zjisténi mizeme transkripéni faktor CLOCK zaradit také mezi

hemové senzorové proteiny schopné detekovat pfitomnost hemu.

Stejné jako v piipadée jinych proteini vazajicich hem je otdzkou, jestli by na funkci
transkripéniho faktoru CLOCK mohl mit vliv oxid uhelnaty. Interakce CO s Fe** hemem
proteinu CLOCK byla in vitro prokdzana spektroskopickymi metodami (Lukat-Rodgers et al.,
2010). Je vSak nutné zdlraznit, ze vtomto ptipadé¢ byl Zelezity ion hemu redukovan
na zeleznaty ion pomoci NaxS>04, a tak stile zlstdva otdzka, jakym zptisobem dochazi
k redukci Fe** na Fe** v Zivych organismech, aby mohla byt umoZnéna vazba CO na hem. Vliv
molekuly CO na cirkadidnni rytmy byl v poslednich letech pozorovan v ramci studia n€kterych
patologickych procesti. Napiiklad pii subarachnoiddlnim krvaceni v mozku mys$i dochdzi
k naruseni cirkadiannich rytmi. CO se podili na zpétné obnové spravného fungovani
cirkadiannich rytmt, a dokonce ma vliv i na snizeni neuronalniho poskozeni zpisobené¢ho
krvacenim (Schallner et al., 2017). Také bylo prokdzano, ze CO hraje roli skrze ovliviiovani
cirkadidnnich rytmi@i v ochrané proti poSkozeni ledvin po transplantaci, pfi které hrozi

poskozeni ischemickych tkani po obnové krevniho toku (Correa-Costa et al., 2018).

Nékteré studie, které se zabyvaly vlivem CO na cirkadianni rytmy, zahrnovaly mutace
enzymu hemoxygenazy 1 (HO-1) (Schallner et al., 2017). HO-1 se ucastni degradace hemu,
pii které je zapotfebi NADPH a zaroven pfi tomto procesu vznikd molekula CO. Jak bylo
diskutovéano vyse, samotny hem i NADPH maji vliv na vazbu transkrip¢nich faktordt CLOCK
1 NPAS2 na DNA. Aby bylo mozné posoudit ¢isté jen samotny vliv CO na cirkadianni rytmy,
byla provedena studie na mysich, pfi které byl endogenni CO selektivné vychytavan uméle
vytvofenym komplexem dimeru specidlniho methylovaného derivatu cyklodextrinu

a protoporfyrinu s Fe?* iontem (hemoCD1).
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Obrazek 4: Mechanismus ovlivnéni cirkadiannich rytmut vychytavanim endogenniho CO pomoci komplexu
hemoCD1. Odstranéni CO vede k vazbé heterodimeru CLOCK/NPAS2-BMAL1 na DNA a tim ke zvySeni transkripce
per a cry genU. Po delsi dobé nedostatku CO byl pozorovan narUst koncentrace volného hemu, jehoZ degradaci
pomoci HO-1 dochazi ke zvyseni hladiny CO, které ma za nasledek snizeni transkripce per a cry gen(. Pfevzato
a upraveno podle (Minegishi et al., 2018).

Vprvni fazi po selektivnim odstranéni CO byla pozorovana zvySend tvorba
CLOCK/NPAS2-BMALI heterodimeru, ktery se navazal na DNA a tim zvysil expresi per a cry
gend. Po nékolika hodinach nastoupila druha faze, ve které se v diisledku odstranéného CO
zaCala zvySovat hladina volného hemu. Nutnost degradace volného hemu vedla ke zvySeni
aktivity HO-1 a tim zaroven ke zvySené produkci CO. Narust koncentrace CO zpiisobil naruseni
vazby mezi CLOCK/NPAS2 a BMALI1 a nemoZnost utvofit heterodimer, ktery se vaZze na DNA
a aktivuje transkripci, vedla ke sniZzeni exprese per a cry genll. Tento stav trval jesté n€kolik
dal$ich hodin, nez se koncentrace CO sniZila zpét na normalni hodnoty (Obréazek 4) (Minegishi
et al., 2018). Toto pozorovani je dikazem, Ze CO ma vliv na cirkadidnni rytmy a miZeme diky
tomu CLOCK i1 NPAS2 zatadit mezi hemové senzory plynu, jejichz funkce je regulovéana
molekulou CO.

4. 4. Jaderné receptory Rev-erba a Rev-erbf8

V piedchozich kapitolach byla diskutovana moznost zatfazeni transkripcnich faktorti
NPAS2 a CLOCK do skupiny hemovych senzorovych proteini detekujicich CO. Dal§imi

savéimi transkripénimi faktory, které reguluji spravny chod cirkadidnnich rytmu a jejichz role
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je uzce spojena s transkripénimi faktory NPAS2 a CLOCK, jsou jaderné receptory Rev-erba
(nebo také NRI1DI1, nuklearni receptor podrodiny 1, skupiny D, ¢len 1) a Rev-erbf. Hlavni
funkci téchto proteind je represe transkripce gentt Bmall, jejichz produktem je protein BMALI,
ktery je esencidlni pro vazbu NPAS2 a CLOCK na DNA. Mimo gen Bmall také Rev-erba
a Rev-erbp zabranuji transkripci genu clock (Preitner et al., 2002). Represe transkripce je
realizovana za pomoci korepresoru jaderného receptoru NCoR1 (z angl. nuclear receptor
corepressor 1), ktery se vdze na Rev-erba (Zamir et al., 1997). NCoR1 zprostiedkovava vazbu
na histondeacetylazu 3 (HDAC3), kterd deacetylaci histonil zajisti pfeménu piistupného
rozvolnéného euchromatinu na vysoce kondenzovany nepftistupny heterochromatin, a tim
znemozni zahajeni transkripce Bmall a clock geni (Aranda and Pascual, 2001).
Krom cirkadiannich rytmid se Rev-erba a Rev-erbp také ucastni regulace metabolismu

sacharidii (Yin et al., 2007).

Stejné jako jaderny receptor E75 obsahuji Rev-erba a Rev-erbp vysoce konzervovanou
DBD doménu na N-konci proteinu a variabilngjsi LBD doménu na C-konci. LBD doména
veétSiny jadernych receptort v sobé obsahuje AF-2 doménu, kterd je zodpoveédna za interakci
s dal$imi transkripcnimi faktory aktivujici transkripci piislusnych gent (Bain et al., 2007).
V pfipadé¢ Rev-ertba a Rev-erbfp AF-2 doména chybi (Renaud et al, 2000).
Bylo pozorovano, e LBD doména je schopna interagovat s Fe>* hemem, jehoZ navazani vede
k termostabilizaci LBD domény. Jako axialni ligand Fe** hemu v Rev-erba byl potvrzen
His602, druhy axialni ligand prozatim identifikovan nebyl (Raghuram et al., 2007). Mutace
His602 vytstila v naruSeni interakce Rev-erba s NCoR1 a HDAC3. Také odstranéni hemu
in vivo zHelLa bun¢k vedlo k vyraznému sniZzeni tvorby komplexi Rev-erba s NCoR1-
HDACS3, které zptsobilo zvySenou expresi Bmall genu (Yin et al., 2007). Z této studie vyplyva,
7e piitomnost Fe** hemu a jeho navéazani na Rev-erba ma zasadni vliv na regulaci funkce tohoto

proteinu.

V jaderném receptoru Rev-erbf je Fe** hem vazdn pomoci His568 a Cys 384 (ten je
soucasti CP motivu tvoifeného Cys384 a Pro385) (Obrazek Sa, str. 14) (Pardee et al., 2009).
V ptipadé Rev-erba bylo in vivo v HeLa butikdch prokizano, e navazani Fe’" hemu
zpusobi takové konformacni zmény, které vedou ke zvySeni afinity jaderného receptoru
Rev-erba k NCoR1 (Yin et al., 2007). Naproti tomu strukturni studie Rev-erbp in vitro ukazaly,
7e navazani Fe** hemu vede naopak ke sniZeni afinity proteinu k NCoR1 (Pardee et al., 2009).
Je nutné zduraznit, ze pii studiu in vitro neni mozné dosahnout stejnych podminek jako v zivych

bunkach, a to je moznym divodem pro vznik takto rozporuplnych vysledkt. Pozdé¢jsi studie
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ukazaly, Ze navazani Fe>* hemu na Rev-erbf vede ke zvyseni afinity k NCoR 1, ale tato regulace
je pravdépodobné fizena nepiimo skrze jiné bunétné komponenty souvisejici s degradaci

proteinti pomoci ubikvitinace v proteazomu (Carter et al., 2016).

Cys374—SH Cys384—5—-—5—Cys374

oxidace

redukce

His568

Cco

His568

His568

Obrazek 5: Zména koordinacni struktury hemu v zavislosti na redoxnim stavu iontu Zeleza hemu a celého
proteinu Rev-erbpB. (a) Fe** hem je v Rev-erbB vazan pomoci His568 a Cys384. (b) Pokud dojde k oxidaci, utvofi
se mezi Cys384 a Cys374 disulfidicky mistek a axidlni ligand hemu Cys384 je nahrazen za jiny neutralni
aminokyselinovy zbytek. (c) Redukci iontu Zeleza v hemu na Fe?* dochazi k disociaci Cys384, ktery je posléze
nahrazen také jinym neutralnim aminokyselinovym zbytkem, pfi¢emZ His568 axialnim ligandem zlstava.
(d) Na Fe?* hem je umoZnéna vazba molekuly CO, kterd nahrazuje pGvodni Cys384. Pievzato a upraveno podle
(Gupta and Ragsdale, 2011).

Oba jaderné receptory Rev-erba 1 Rev-erbf jsou schopny detekovat pfitomnost hemu,
jehoz navézani vede k regulaci funkce téchto proteinti. Mohli bychom tim padem oba proteiny
zatadit mezi senzory hemu. OvSem novéjsi studie zaméfend na kinetiku interakce téchto
proteinti s hemem ukézala, Ze rychlost disociace Fe’" hemu z Rev-erbp je tak nizk4 a hem je
vazan prili$ pevné, Ze je nemozné, aby Rev-erbf slouzil jako senzor hemu (Carter et al., 2017).
Na afinitu hemu k Rev-erbp ma vsak vliv také oxidacni stav iontu Zeleza hemu, a dokonce
i oxidaéni stav Rev-erbf. Pti redukci navazaného Fe’* hemu na Fe** hem dochazi k disociaci
axialniho ligandu Cys384 nebo k nahrazeni Cys384 za jiny neutralni aminokyselinovy zbytek

(Obrazek 5c¢) (Marvin et al., 2009). Hem s Fe?" iontem vykazuje n&kolikanasobné nizsi afinitu
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k LBD doméné Rev-erbp nez Fe*" hem (Carter et al., 2017). Za oxidativnich podminek dochazi
také k tvorb¢ disulfidického mustku mezi Cys384 a Cys374, jehoz vznik vyvola zmény
v koordinacni struktufe hemu (Obrazek 5b, str. 14). Axialni ligand hemu Cys384 je nahrazen
jinym neutralnim aminokyselinovym zbytkem a zaroveinn dochazi i ke sniZzeni afinity hemu
k Rev-erbf (Gupta and Ragsdale, 2011). Dokonce redoxni zmeéna vedouci k vytvoreni
disulfidického mutistku mezi Cys384 a Cys374 vede k disociaci korepresoru NCoR1 z Rev-erbf3
(Carter et al., 2017). Redoxni stav zasadn€ ovlivituje vazbu hemu na Rev-erbp a tim ovliviiuje
jeho schopnost regulovat expresi piislusnych genti. Ackoliv bylo navrzeno, ze Fe** hem je
na Rev-erbf vazan ptili§ pevné, aby mohl Rev-erbf slouZzit jako hemovy senzorovy protein,

mohli bychom misto toho uvazovat o Rev-erbf jako o redoxnim senzoru.

Jako tomu bylo 1 v pfipadé€ jinych hemovych senzorovych proteini, i zde byla zkoumana
moznost interakce s molekulou CO. V Rev-erbp byl spektroskopickymi metodami CO
prokazan jako axialni ligand Fe*" hemu. Vazbou CO dochézi k nahrazeni Cys384, zatimco
His568 jako druhy axidlni ligand zlstava (Obrazek 5d, str. 14) (Marvin et al., 2009). Molekula
CO ma také velmi vysokou afinitu k Fe?" hemu v LBD doméné Rev-erbp (Ks = 60 nM). Afinita
CO je dokonce mnohem vyssi nez v ptipadé iontu Zeleza hemu transkripéniho faktoru NPAS2
(Ka=1 uM) (Dioum et al., 2002), a tak vznika moznost, Ze CO by mohl mit roli signalni
molekuly 1 v pfipad€é jaderné¢ho receptoru Rev-erbP. VIliv plynnych signalnich molekul
na represni funkci Rev-erbp prozatim pfili§ studovan nebyl. Pouze jedna studie ukézala,
ze interakce Rev-erbf s NCoR1 je regulovana pomoci NO, zatimco CO m4é na tuto interakci
vliv minimélni (Marvin et al., 2009). Doposud objevené skutecnosti nasvédcuji tomu,
ze jaderny receptor Rev-erbf je pravdépodobné redoxnim sensorem. Abychom zjistili, zda ma
na funkci Rev-erbf vliv také oxid uhelnaty, je potieba provést vice studii, které odhali, jestli

Rev-erbf patii i mezi hemové senzory plynu.

4.5. Membranovy komponent progesteronového receptoru 1

Membranovy komponent progesteronového receptoru 1 neboli PGRMCI1 (z angl.
progesterone receptor membrane component 1) je protein z rodiny progesteronovych receptort
asociovanych s membranou. Jeho exprese je zvySena v raznych typech nadorovych bunék,
jako jsou nadory prsu (Neubauer et al., 2013) ¢i plic (Mir et al., 2012). K indukci exprese

pgrmcl dochdzi pisobenim karcinogent, napiiklad dioxinem (Selmin et al., 1996).

15



Zvysena hladina PGRMCI1 vede k naruSeni apoptotické drahy nadorovych bunék (Peluso et al.,
20006), k jejich proliferaci (Ahmed et al., 2010a), a PGRMC1 dokonce podporuje pteziti bunék
po vystaveni chemoterapeutickym 1éktiim (Peluso et al.,, 2008). Regulace ristu
a zivotaschopnosti nadorti je spojena s interakci PGRMCI1 s tyrosin-kinazovym receptorem
epidermalniho ristového faktoru (EGFR) (Ahmed et al., 2010b) a s riznymi typy cytochromi
P450 (Szczesna-Skorupa and Kemper, 2011).

PGRMC1 obsahuje na svém N-konci transmembranovy helix, kterym je ukotven
do membrany a na C-konci je doména vazajici hem (Ghosh et al., 2005), ktera je homologicka
s doménou cytochromu b5 (Mifsud and Bateman, 2002). Mezi obéma témito hemovymi
doménami se v§ak vyskytuji vyznamné odlisnosti. Zatimco v cytochromu b5 je Fe*" ion hemu
6-koordinovany a axidlnimi ligandy jsou histidiny, v piipadé PGRMCI je Fe*" ion hemu
5-koordinovany a jeho axidlnim ligandem je Tyr113 (Kabe et al., 2016). Jelikoz je ion Zeleza
hemu vazan pouze péti ligandy, chybé&jici Sesty ligand vytvari volny prostor kolem hemu, ktery
slouzi k velmi zajimavé a netypické interakci s hemem druhé molekuly PGRMC1 a umoziiuje
vytvofeni homodimeru. Ve form¢ homodimeru je PGRMCI schopny interagovat s vyse
zminénym EGFR a regulovat jeho funkci. Naopak pokud PGRMCI nema na sebe navazany
hem, zlstava ve formé neaktivniho monomeru, ktery neni schopen vazby na EGFR (Kabe et al.,
2016). Pfitomnost a vazba hemu hraje zasadni roli v regulaci funkce PGRMCI1 a jeho vlivu

na nadorové builky skrze EGFR, a mizeme ho tak zaradit mezi senzory hemu.

Nédorové bunky potifebuji pro své pieZiti a proliferaci zvySeny piijem Zeleza
(Bauckman et al., 2015; Steegmann-Olmedillas, 2011). Vysoka koncentrace Zeleza v bunikdch
vede i1 ke zvySené biosyntéze hemu (Chen and Paw, 2012). Nékteré studie ukazuji, Ze vy€erpani
zeleza ¢i hemu z bun¢k vede k potlaceni ristu nadoru (Shen et al., 2014). Dostupny hem je
v buiice mimo jiné vyuZit pravé pro vazbu na PGRMC1, ¢imZ umozni vznik homodimeru skrze
interakci dvou molekul hemu. Homodimer PGRMCI interaguje s EGFR a cytochromy P450
a zpusobi tim zvySenou proliferaci a chemorezistenci nadorovych bun¢k (Obrazek 6, str. 17)

(Kabe et al., 2016).

Pokud je Fe*" ion v hemu PGRMC1 redukovan pomoci Na;S,04na Fe?" a je nasledné
pridan CO, dochazi k disociaci homodimeru na dva monomery PGRMC1, které nejsou schopny
vazat se na EGFR (Obréazek 6, str. 17). Molekula CO se vaze jako axidlni ligand iontu Zeleza
hemu a tim narusi interakci dvou hemu a dojde k rozpadnuti homodimeru (Kabe et al., 2016).
Fe?* ion hemu je v tomto piipadé vazan 6 ligandy, z nichZ jednim axialnim ligandem je CO
a druhym ligandem je pravdépodobné histidin, ktery nahradil ptivodni Tyr113 (Kaluka et al.,
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2015). Navazani CO na Fe?" hem narusuje funkci PGRMC]1 a tim dochazi k potlaceni riistu
nadori a sniZzeni chemorezistence. Toto zjisténi je v souladu i s jinymi studiemi, které se
zamé&fovaly na inhibici rGstu naddort vlivem CO (Wegiel et al., 2013) a vlivem zvySené aktivity

enzymu HO-1, jehoz produktem je pravé CO (Lee et al., 2014).
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Obrazek 6: Schéma regulace funkce PGRMC1 navazanim hemu a molekuly CO. PGRMC1 bez navdzaného hemu
neni schopen interakce s EGFR a cytochromy P450. Po navazani hemu dochazi skrze interakci s hemem druhé
molekuly PGRMC1 k vytvoreni homodimeru. V této formé je homodimer schopny vazby na EGFR a cytochromy
P450 vedouci k proliferaci a zvysené chemorezistenci nadorovych bunék. Pokud je na hem navazana molekula
CO, dochazi k disociaci homodimeru a vznika opét neaktivni monomer PGRMC1, ktery EGFR a cytochromy P450
nevaze. Pfevzato a upraveno podle (Kabe et al., 2018).

EGFR Cytochrom P450

Molekula CO se v§ak vaze pouze na hem s Fe?* iontem, zatimco homodimér PGRMC1
ma navazané hemy s Fe** iontem. Aby mohl byt CO na hem navéazan, muselo by dojit k redukci
zelezitého iontu. Skupina Shimizu a kol. upozortiuje, Ze redoxni potenciall PGRMCI
s navazanym Fe** hemem (-331 mV) (Kaluka et al., 2015) je pfili§ nizky na to, aby mohl byt
Fe’" ion hemu redukovan za aerobnich podminek na Fe?". Také zdliraziiuji, Ze struktura, a tim
pidem i funkce PGRMCI1 snavidzanym Fe’" hemem, je odli$nd od struktury PGRMCI
s Fe**hemem a k tomuto pozménéni struktury dochdzi jesté pred samotnym piidanim CO
(Shimizu et al., 2019). Prozatim neni zcela jasné, zda mé vibec CO pifimy vliv na funkci

PGRMCI1 a pokud ano, tak jakym zptisobem k této regulaci dochézi.
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4. 6. Draselné kanaly

Navazani hemu ¢i molekuly CO na nékteré proteiny ma zasadni vliv na regulaci mnoha
bunécnych procest, naptiklad snizeni i zvySeni transkripéni aktivity, jak bylo zminéno
v ptedchozich kapitolach. Dalsi z funkeci, ktera je regulovana vazbou hemu, je proudéni iont

skrze nékteré typy draselnych kanald.

Jednim typem K' kanald, jejichz funkce je ovlivnitelnd navdzadnim hemu, jsou
Ca’"-aktivované a napétové fizené Slol BK kanaly. Nézev je odvozen od jejich vysoké
vodivosti a selektivity pro draselné ionty (BK, z angl. big potassium), a proto se jim také
pfezdiva maxi K kanaly (Magleby, 2003). Slol BK kanaly hraji dilezitou roli naptiklad
v regulaci uvoliovani nékterych neurotransmitert (Wang et al., 2001) nebo v regulaci stah
hladké svaloviny cév (Brenner et al., 2000). Funkce téchto kanala je fizena nejen pfitomnosti
Ca’" a depolarizaci membrany, ale také vazbou hemu s Fe?* ¢i Fe** iontem. Oba typy hemu se
vazou na Slol BK kandl a inhibuji jeho funkci tim, Ze snizuji frekvenci otevirani kanalu,
coz vyusti ve snizenou propustnost pro K* ionty. Fe** hem je na Slo1 BK kanal vazan pomoci
strukturniho motivu, ktery obsahuje po sobé¢ jdouci aminokyseliny Cys-Lys-Ala-Cys-His
(CKACH). Strukturni motiv CKACH je umistén na C konci proteinu mezi dvéma doménami
regulujicimi vodivost K* kanalu (RCK 1 a RCK2, z angl. regulator of K* conductance). Zelezity
ion v hemu navazaném na Slol BK kandl byl identifikovany jako 6-koordinovany a jeho
axialnimi ligandy by mohly byt pravdépodobné Cys615 a His616, které jsou soucasti CKACH
motivu vézajici hem (Tang et al., 2003). Koordina¢ni struktura Fe?* nebyla prozatim blize

studovana.

Vliv na propustnost Slo1 BK kanala pro draselné ionty ma také oxid uhelnaty. Ukazuje
se vSak, ze zptisobi, jak dochézi k regulaci funkce kanalti pomoci CO, je vice. Jeden ze zpiisobt
regulace funkce Slol BK kanalt molekulou CO je zprostfedkovan interakci CO s hemem
navdzanym na kanalu. Jak bylo zminéno vyse, vazba hemu s Fe?* i Fe*" iontem na kanal vede
k jeho snizené propustnosti pro K* ionty. Pokud se na Fe?" ion hemu navéze molekula CO,
dojde ke zruSeni tohoto inhibi¢niho efektu a propustnost kanalu pro K* ionty se opét zvysi. CO
se viak vaze pouze jen na Fe’" a nikoliv na Fe** ion Zeleza hemu, proto nebyl pozorovan
aktivaéni afekt na kanal s navazanym Fe** hemem (Jaggar et al., 2005). V blizkém okoli
Slol BK kanalu se nachazi enzym hemoxygenaza 2 (HO-2), kterd je ke kanalu ptidruzena
a svou aktivitou (tj. produkci CO) zvysuje propustnost Slol BK kanalu pro draselné ionty.

Mutaci HO-2 dochazi ke snizeni aktivity kanalu. Pokud je ovSem do uvedeného systému dodan
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CO, ktery je jinak produktem ¢innosti HO-2, dochazi k nahrazeni ztracené funkce enzymu

a aktivita kanalu se opét zvysi (Williams et al., 2004).

Druhym zpiisobem je pfimé navazani CO na kanal, které vede ke zvySené propustnosti
pro K" ionty. Molekula CO se vaze do RCK1 domény na cytoplazmatické strané kanalu skrze
interakci s aminokyselinovymi zbytky dvou histidinti a kyseliny asparagové (Hou et al., 2008).
Tento zpisob interakce, pfi kterém CO interaguje pfimo s aminokyselinami, je ojedinély
a doposud nebyl v zadnych jinych studiich pozorovan. Autofi této studie v podrobné diskuzi
tuto skutecnost ptipoustéji a navrhuji, Ze zminéné histidiny by mohly slouzit jako axidlni
ligandy hemu a interakce CO s kanalem by v tom ptipad€ nebyla ptima, ale zprostfedkovana
iontem zeleza hemu. Na druhou stranu vsSak také upozoriuji, ze regulace funkce kanalu
molekulou CO byla pozorovéana i za podminek, pii kterych by ptipadny ptfitomny ion Zeleza

byl oxidovén na Fe** a nebyl by tudiz schopny interagovat s CO.

Za normélnich podminek slouzi RCK1 doména Slo1 BK kanalu pro vazbu Ca?" iontd,
které kandal aktivuji (Jiang et al., 2002). Bylo pozorovano, ze aktivace kanalu pomoci CO
navazanim do RCK1 domény vede k aktivaci kanalu i v nepfitomnosti Ca®" ionti. Naopak
pokud je koncentrace vapenatych iontd vysoka, CO piestdva mit vliv na aktivaci kanalu. Je tedy
mozné, e v nepiitomnosti Ca** iontdl zastupuje jejich roli v aktivaci Slol BK kandlu pravé

molekula CO (Hou et al., 2008).

Dalsim typem kanald, u kterych je jejich funkce regulovdna vazbou hemu, jsou draselné
kanaly, jejichZ aktivita je zavisla na intracelularni koncentraci ATP (Katp kanaly). Katp kanaly
se nachazi v bunikach srde¢ni svaloviny, kosterni svaloviny i1 hladké svaloviny cév a jsou
zodpovédné za vzruSivost téchto bunck. Proudéni draselnych iontl témito kanaly je inhibovéano
pritomnosti mikromolarnich koncentraci ATP (Ashcroft, 1988). Analogicky se situaci
v pfipadé¢ Slol BK kanall, tak i zde ma navdzani hemu vliv na propustnost Karp kandlt
pro K" ionty. Na rozdil od Slol BK kanali dochazi v ptipadé Katp kanalti po vazb&é hemu
ke zvySeni pravdépodobnosti otevieni kandlu, a tim padem ke zvySeni jeho aktivity. Hem
s Karp kanalem interaguje skrze vazebny motiv Cys628-X-X-His631-(X)16-His648, ve kterém
by Cys628 a His648 mohly slouzit jako potencialni axidlni ligandy iontu Zeleza hemu (Burton

etal., 2016).

Na funkeci Slo1 BK kanaliit ma vyrazny vliv spolu s hemem 1 molekula CO, a proto bylo
studovéno, zda je CO schopny regulovat funkci i Katp kanald. CO se vaze na Katp kanal skrze

Fe?" ion hemu a jeho navazanim dochazi k nahrazeni axialniho ligandu Cys628. Navazani CO
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vede k aktivaci kanalu, a tim ke zvySeni propustnosti pro draselné ionty. K této aktivaci dochazi
pouze pokud je na kanalu navazany hem (Kapetanaki et al., 2018). V tomto ptipadé se tedy
neprojevuje vliv CO bez prostiednictvi hemu, jak bylo pfekvapivé pozorovano v piipade Slol
BK kanalti (Hou et al., 2008). Slol BK kanaly i Katp kandly jsou schopné navazat hem,
ktery ovliviiuje jejich propustnost pro K* ionty, a proto miizeme oba typy kanala zafadit mezi
senzory hemu. Na funkci kanald ma téz vliv i navazani molekuly oxidu uhelnatého, tudiz

bychom mohli pravdépodobné oba kanaly zaradit také i mezi CO senzory.
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5. Zaveér

Hemové senzorové proteiny tvoii jednu ze skupin hemovych proteind, které je
v soucasné dob¢ vénovana velkd pozornost. Rozvoj novych technologii umoznuje ¢im dal
piesnéjsi a podrobnéjsi studium struktury a funkce téchto proteini. Neddvné objevy vSak
piinesly myslenku, ze v ptipad¢ n€kterych z proteini dochazi pravdépodobné k piekryvu vice
funkci. Hemové senzorové proteiny jsou schopné vazat hem, ktery ovliviuje strukturu a tim
i funkci proteinu, ale zarovein mohou tyto proteiny skrze hem vazat i malé plynné molekuly,
jejichz navazani vede k dal$im strukturnim a funkénim zménam (Freeman et al., 2019; Kabe et
al., 2016; Minegishi et al., 2018). K takovym zméndm miize dochézet i v pfipadé zmény

redoxniho stavu iontu Zeleza obsazeného v hemu (Carter et al., 2017).

Prace byla zaméfena na jednotlivé proteiny z této skupiny a na diskuzi, zda jsou tyto
senzory hemu zéroven i senzory oxidu uhelnatého. Zatimco v ptipadé nékterych proteinti se
nashromézdilo mnoho dukazi, které nasvédCuji tomu, ze jsou tyto hemové senzory
pravdépodobné zaroven 1 CO senzory (Freeman et al., 2019; Kabe et al., 2016; Minegishi et al.,
2018), u zbylych proteinil jsou vysledky naopak nejasné ¢i rozporuplné (Carter et al., 2016,
2017; Marvin et al., 2009; Yin et al., 2007). VSechny zminéné proteiny bude vSak potieba jesté
dale intenzivné studovat, abychom dopodrobna odhalili mechanismy, kterymi jsou funkce

téchto proteini regulovany.

Hem se na protein vdze do specidlniho vazebného mista a jeho navazani plsobi
strukturni zmény, které vyusti ve zménu funkce celého proteinu (Burton et al., 2016; Tang et al.,
2003). Pro blizsi porozuméni regulace funkce pomoci hemu se mnoho studii zaméftilo na urceni
podrobné koordinaéni struktury Fe?*a Fe** hemu v proteinu. Zatimco v piipadé nékterych
proteinti (napf. NPAS2 ¢i Rev-erbf) byly axialni ligandy obou forem hemu jasné identifikovany
(Marvin et al., 2009; Pardee et al., 2009; Uchida et al., 2005), u zbylych proteinii zatim neni
zcela jasné, které aminokyselinové zbytky jsou axidlnimi ligandy hemu. Zaroven je dulezité
zdiiraznit, ze urovani koordina¢ni struktury se prozatim tykalo spiSe proteinii s navazanym
Fe** hemem a ur¢ité by bylo dobré vénovat také vice pozornosti odhaleni koordina¢ni struktury
Fe?* iontu hemu v t&chto proteinech (Lukat-Rodgers et al., 2010; de Rosny et al., 2006). Neni
to pravidlem, ale pfi zméné¢ oxidacniho stavu iontu Zeleza totiz Casto dochazi ke zméné
axialnich ligandl (Carter et al., 2017). Krom axidlnich ligandl je potieba se zaméfit jeste
podrobnéji na okolni strukturu vazebného mista pro hem, kterd muze hrat také roli
v ovliviiovani funkce proteinu (distalni vazebné misto).
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V piipad¢ vSech zminovanych zastupci hemovych senzorti byla objevena schopnost
vazby molekuly CO (Jaggar et al., 2005; Kabe et al., 2016; Kapetanaki et al., 2018; Lukat-
Rodgers et al., 2010; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005; Uchida et al., 2005).
U nékterych proteinit bylo pozorovano, ze navazani CO na hem vede k pozménéni funkce
proteinu. Dulezitym faktem je, ze CO se vaze pouze na ionty kovu, tj. v zivém organismu
typicky na Fe?" ion hemu (Kajimura et al., 2010). Vyjimkou jsou Slol BK kanaly, u kterych
byla pozorovana ptimé interakce CO s aminokyselinami (Hou et al., 2008). Nicméné autofi
studie zvazuji, ze toto ojedinélé pozorovani by mohlo byt vysvétleno tim, Ze interakce CO
s kanalem neni pfima4, ale je ve skutecnosti zprostiedkovana ionty Zeleza. Jelikoz se CO vaze
jen na Fe** a nikoliv na Fe**, byl v mnoha studiich pouzit k redukci Zelezitého iontu hemu
NaxS>04, aby bylo mozné pozorovat vliv CO. Avsak to, jakym zptisobem a jestli viibec dochazi
k redukci Fe** na Fe** v buiikach za pfirozenych podminek, nebylo zatim ¥adné prostudovéno.
Objeveni mechanismu, jakym pfirozené probihd redukce zelezitého iontu hemu, by mohlo
prinést mnoho odpovédi na doposud neobjasnéné otazky a vyiesit problémy, diky kterym

nemuzeme jasné¢ urcit, zda patii zminované proteiny také mezi CO senzory.

I pfes to, Ze bylo této problematice vénovano mnoho studii, je zfejmé, Ze jsme teprve
na zacatku a mnoho otazek zlstdva stale nezodpovézenych. Nekteré hemoveé senzorové
proteiny se ucastni patologickych procest v lidském téle a spravné pochopeni mechanismi,
jakymi je regulovéna jejich funkce, ndm miiZe pomoci ve vyvoji novych diagnostickych
a terapeutickych postupii. Proto si myslim, Ze pokraCovéani ve studiu této problematiky bude

nejen velmi zajimavé, ale 1 pfinosné.
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