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1. UVOD

Pro vétSinu organism( na této planeté je kyslik nezbytnou soudasti pro jejich
zivot. Kyslik — jako prvek s nejvy3Sim redoxnim potencialem — je, jako akceptor
elektronl pro jejich energeticky metabolizmus, velmi vyhodny. V kaZzdé eukaryotni
bunice se nachazi organely mitochondrie, které kyslik vyuZivaji pfi oxidativni
fosforilaci a vyrobi tak mnohonasobné vic energie v podobé ATP nez pfi anaerobni
glykolyze. Aerobni prokaryota soustfedily dychaci fetézec na svou plazmatickou
membranu kolem buriky.

AvS8ak i pres tuto, na prvni pohled nezbytnost kysliku pro Zzivot, existuji
organismy, které dokazi zit bez kysliku a pro ¢ast z nich je kyslik dokonce toxicky.
Tyto organismy zvolily jiny akceptor elektronl napf. protony. Spojeni elektronl a
protond vede ktvorbé& molekularniho vodiku. Tato syntéza je u anaerobnich
organisml katalyzovana enzymem hydrogenazou. U anaerobnich eukaryot je tento
enzym nejcastéji lokalizovan ve zvlastni organele — hydrogenosomu, vyjimeéné vSak
mze byt i v cytoplazmé.

Hydrogenosomy se vyskytuji u celé $kaly protistd. Poprvé byly popsany u
parazitickych bi€ikovcl — trichomonad (Lindmark & Muller, 1973 ; Cerkasovova et
al., 1973). Pozdéji byl také objeven u volné Zzijicich nalevnikl ( van Bruggen et al.,
1983 ) a endosymbiotickych Chytridiomycet (Yarlett et al., 1986).

Hydrogenosomy maiji fadu spoleénych znakl s mitochondriemi. Pro obé organely je
typicka dvojitd membrana, coz podporuje hypotézu endosymbiotického plvodu
organel. V souasné dobé& na plvod hydrogenosomu a mitochondrie existuji 2
zakladni hypotézy: vodikova hypotéza (Martin & Miiller, 1998) a syntroficka hypotéza
( Moreira & Lopez-Garcia, 1998 ).

Vodikova hypotéza predpoklada, ze puvodni hostitelskou burikou byla anaerobni
metanogenni archebakterie potfebujici vodik a symbiontem byla fakultativné
anaerobni a-proteobakterie produkujici vodik. Eukaryoticka burika tak méla vzniknou
symbidzou 2 prokaryot, které produkce a potieba vodiku svazovala k sobé (Martin &
Muller, 1998). Syntropicka hypotéza pfedpoklada, Ze eukaryota vznikly primarni
symbidézou anaerobni metanogenni archebakterie potfebujici vodik ( ktera vytvofila
jadro ) a fakultativné anaerobni d-proteobakterie produkujici vodik, ktera se stala

hostitelskou burikou. Mitochondrie se do buriky zaélenila naslednou endosymbidézou



s fakultativné anaerobni metan-konzumujici a-proteobakterii (Moreira & Lopez-
Garcia, 1998).

Zatimco mitochondrie ma vlastni genom a provadi pfisludnou transkripci i
translaci, hydrogenosomalni geny jsou kdbdovany vjadie a do organely jsou
transportovany az posttransiaéné diky signalni sekvenci na N-konci nascentniho
proteinu (Sutak et al., 2004).

Hydrogenosom také neobsahuje cytochromy a mitochondrialni enzymy z cyklu
kyseliny citronové. Naopak obsahuje enzym typicky pro anaerobni metabolismus,
jakym je hydrogenaza. Ta je objektem intenzivniho badani nejen z hlediska jejiho
vyznamu pro evoluci eukaryotickych bunék, ale rovnéz pro své jedine¢né vlastnosti
redukce protonl na molekularni vodik, ktery se jevi jako dobré palivo Setrné

k Zivotnimu prostiedi. Timto enzymem se budu zabyvat ve své praci.



2. HYDROGENAZA

Hydrogenaza je klicovym enzymem anaerobnich organismi produkujicich vodik,
ktera byla poprvé objevena ve 30. letech 20. stoleti ( Stephenson a Stickland, 1931 ).

Jedna se zpravidla o metaloprotein sloZzeny z 1-4 podjednotek ( Razavet et al.,
2001 ). Hydrogenaza je €asto extrémné citliva na kyslik, ktery pusobi jeji inaktivaci,
coz je pro striktné anaerobni organismy letalni (Muller, 1993).

Hydrogenaza je vlastné velmi obecny a nekonkrétni nazev pro celou velkou
skupinu enzymu, které maji spoleény vztah k vodiku — bud, Ze ho vyrabéji, nebo
naopak zpracovavaji, pficemz tyto reakce jsou vazany na energeticky metabolismus
daného organismu.

Muzeme ji najit u fady anaerobnich bakterii (Meyer et al., 1978), v plastidech
zelenych fas (Urbig, Schulz and Senger, 1993), vSech anaerobnich prvoki
nesoucich hydrogenosom, ale také u protist bez hydrogenosomu jako je Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis nebo Spironucleus barkhanus ( Horner et al., 2000 ).
Podle jeji schopnosti zpracovavat nebo vyrabét vodik a podle druhu donoru elektront
se hydrogenaza déli do nékolika biochemickych tfid ( viz. pfiloha ).

2.1 Funkce hydrogenazy

Hydrogenazy obecné katalyzuji syntézu protont a elektroni na molekularni

vodik nebo jeho $tépeni. V jednom organismu v8ak bud' vodik pouze vyrabi nebo ho
pouze zpracovavaji ( Vignais et al., 2001 ).
Ni-Fe hydrogenaza vodik pfevazné zpracovava a Fe — hydrogenaza vodik pfevazné
vyrabi ( Lindmark & Muller, 1973 ; Horner et al., 2000 ; Tosatto et al., 2006). Podle
biochemické klasifikace v§ak hydrogenazy délime do vétSiho poétu tfid, podle jejich
redoxnich partnertl ( viz. kap. 2.2 ). Z hlediska eukaryot je nejvyznamnéjsi Fe-
hydrogenaza, ktera odebira elektrony z feredoxinu, EC 1.12.7.2 ( viz. pfiloha ).

Hlavni funkci hydrogenazy je odstrafiovani elektronli uvolnénych oxidaci
substrati. Tento proces je vazan na tvorbu ATP na urovni substratové fosforilace. U
bakterii se podili vétSinou na zpracovani vodiku, ktery jim slouZi jako zdroj energie a

vytvari transmembranovy protonovy gradient ( Pavlov et al., 1999 ).



Pribéh oxidace: Hy + Ay © 2H' + Ang

Prabéh redukce: 2 H* + Dy & Hy + Dox

Pro pribéh reakce je kromé vodiku / protonli a hydrogenazy nutny také akceptor
(A) nebo donor (D) elektron. Donorem elektron( byva nejcastéji v pfirodé ferredoxin
( Muller, 1993 ). Pfi oxidaci vodiku je u bakterii redukovanym akceptorem ¢asto nitrat,
kyslik, sulfat nebo fumarat ( Pavlov et al., 1999 ).

2.2 Strukturni klasifikace

Hydrogenazy obsahujici kovy se déli na 3 zakladni skupiny:
» Fe —-hydrogenazy ( Fe-only hydrogenase ; Hases ) — které obsahuji jediny
kov, Zelezo, a katalyzuji hlavné vyrobu vodiku
» Ni — Fe hydrogenazy — heterodimer, obsahujici kromé Zeleza jesté nikl. Tento
typ katalyzuje hlavné zpracovani vodiku a nachazi se hlavné u bakterii.
Fyziologickym akceptorem elektront( je cytochrom ¢ .
» Ni - Fe —Se hydrogenazy — se zbytkovym jednoduchym selenocysteinem jsou
dnes Casto fazeny mezi Ni — Fe hydrogenazy
V posledni dobé byla objevena jesté 4. skupina - Hydrogenazy bez atomu kowvu,
které jsou u Archebakterii.
(Rubach et al., 2005 ; Tosatto et al., 2006)

Podle nejnovéjsich studii, které objevuji hydrogenazy u stale novych organismd,
vSak ani toto rozdéleni neni pifesné a konec¢né. Napriklad u metanogennich
Archebakterii byla objevena dal$i nova hydrogenaza, ktera neobsahuje ani nikl ani
FeS centra. Obsahuje pouze jeden atom Zeleza s CO ligandy (Vignais et al., 2001).
Podle bunééné lokalizace miizeme hydrogenazy také rozdélit na:

> cytoplazmatické — rozpustny monomer, extrémné nachylna na kyslik, mizeme
ji najit u striktnich anaerobl jako Clostridium pasteurianum nebo

Megasphaera elsdenii



» periplasmatické — heterodimer, nachazi se napfiklad u Desulfovibrio
» vazané v hydrogenosomech ( napfiklad Trichomonas vaginalis ) nebo
chloroplastech zelenych fas ( napfiklad Scenedesmus )
( Vignais et al., 2001 )

Hydrogenazy obvykle obsahuji 1 az 2 atomy Zeleza ( vyjimkou jsou nekovové
hydrogenazy u Archei, Tosatto et al., 2006 ), které se podili na tvorbé aktivniho mista
s koordinaénimi ligandy kovu nej¢asté&ji CO a CN".

Dale obsahuji FeS centrum typu: [2Fe2S], [3Fe 4S] nebo [4Fe 4S] . Jejich funkci je
pfenos elektroni mezi aktivhim mistem enzymu a redoxnimi partnery tj. donorem
nebo akceptorem elektronu ( Vignais et al., 2001 ).

2.21 Ni-Fe hydrogenaza

Ni-Fe hydrogenaza muze katalyzovat jak redukci protont na molekularni vodik,
tak opacnou reakci tj. oxidaci vodiku za vzniku protont (Adams et al., 1980). Pfesto u
vétSiny organisml NiFe hydrogenazy molekularni vodik zpracovavaji. Jen u
nékterych bakterii, jako Desulfovibrio gigas nebo Thiocapsa roseopersicina, vodik
také vyrabi ( Pavlov et al, 1999 ).

V souCasné dobé je velmi intenzivhé studovana. Nachazi se u anaerobnich
nebo fakultativnich archei, eubakterii a cyanobakterii ( Tosatto et al., 2006 ).
Jedna se o periplasmaticky af heterodimer slozeny z malé a velké podjednotky.
Ty jsou propojeny hydrofobnim kanalem ( viz. obr 1 ) a k jejich biogenesi dochazi

soucasné. Obeé jsou kédovany mutlicistronnimi operony ( Vignais et al., 2001 ).



Obr 1: Struktura NiFe hydrogenazy:
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a) Celkovy pohled — velka a mala podjednotka, hydrofobni kanal a dutiny
b) Detail katalytického centra ( Ni Fe )
( podle: Frey, 2002 )

2.2.1.1 Velka podjednotka

Obsahuje hlavni aktivni misto enzymu — Ni-Fe centrum, slozené z iontd niklu a
Zeleza o velikosti asi 2,55 a2 2,9 * 10" m.
Nikl je koordinovan s péti ligandy do tvaru pyramidy, kdy ve vrcholcich zakladny se
nachazeji 4 atomy siry cysteinu a ve vrcholu pyramidy atom siry nebo kysliku.
Ligandy kolem Zeleza vytvareji nepatrné zdeformovany oktaedr :

o 3 vétsi ligandy tvofi 2 siry cysteinu a 1 kyslik

o 3 mens§i, terminalni ligandy jsou ozna¢ované L1 — 3 a tvofi je obvykle jeden

CO adva CN.

(viz. obr 2)



U karboxylového konce bylo také nalezeno Mg-centrum, jehoz role je zatim nejasna
( Pavlov et al., 1999 ).

Strukturni geny kdédujici velkou podjednotku se nazyvaiji L nebo G ( z anglického
large nebo némeckého gross ) a maji velikost asi 45-70 kDa ( Vignais et al., 2001 ).

Obr 2 : Vazba NiFe centra v aktivnim misté hydrogenazy
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( podle: http://metalo.scripps.edu/PROMISE/ )

2.2.1.2 Mala podjednotka

Strukturni geny kodujici malou podjednotku se nazyvaji S nebo K ( z angli€tiny
small nebo z ném¢iny klein ) a maji velikost cca 28-35 kDa ( Vignais et al., 2001 ).

Mala podjednotka je slozena ze 2 domén. Doména |s na svém N-konci vytvafi
strukturu skladaného B listu podobného flavodoxinu. Na C-konci druhé domeény lls je
prevazné struktura o helixd.

Mala podjednotka koordinuje 3 FeS clustery, které lezi temér v roviné. Uprostied
je [3Fed4S] centrum, které se vaze na lls doménu ( viz. obr 3 ). Na proximalnim a
distalnim konci jsou [4Fe4S] centra ( viz. obr 4 ). Proximalni centrum se vaze na ls
doménu a distalni na lls .
Distalni centrum je také koordinovano se tfemi cysteinovymi zbytky a jednim
histidinem. Je to jediny znamy pfiklad, kdy se histidin u¢astni proteinové struktury
FeS centra.



Proximalni [4Fe 4S] cluster je esencialni pro aktivaci vodiku - viz. nize ( Vignais et
al., 2001 ).

Obr 3: Stavba [3Fe 4S] centra malé podjednotky Ni Fe hydrogenazy
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Obr 4: Stavba [4Fe 4S] centra malé podjednotky Ni Fe hydrogenazy
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( podle: : http://metalo.scripps.edu/PROMISE/ )

2.2.1.3 Formy NiFe hydrogenazy

U Ni-Fe hydrogenazy mizeme, podle vzdalenosti niklu a Zeleza v Ni-Fe centru
a pfipadného navazani dal$ich atom(, které mohou oba kovy propojit jako mustek,
rozlisit nékolik forem tohoto enzymu. Jako zakladni mtzeme oznadcit 3 formy.
V aerobni atmosfére vznika Ni-A forma ( obr 5 dole ), tzv. oxidovana a nevhodna pro
navazani vodiku z okoli. Toto navazani je sice mozné, ale aZz po nékolika hodinach,

coz je pro striktné anaerobni organismus, zavisly na vodiku jako zdroj energie, ¢asto



letalni. V této formeé se také vytvaii OH most mezi atomem niklu a Zeleza a brani tak
pfimo navazani vodiku ( viz. nize ).

Ni-B forma je sice v principu také neaktivni, ale navazani vodiku zde nic nebrani a
tak se v jeho pritomnosti rychle méni na tfeti, aktivni Ni-C formu. Mezi témito tfemi
zakladnimi formami existuje fada pfechodl ( Pavlov et al., 1999 ).

Ve své podstaté se Ni-B forma redukuje jednim elektronem na Ni-SlI ( S od slova
silent = tichy, micici ), ktera je pouze pfechodna a ne piné aktivni. Teprve po

navazani druhého elektronu se méni na Ni-C aktivni formu (Frey, 2002).

Obr 5: Neaktivni forma ( Ni-A ) a aktivni forma ( Ni-B ) NiFe hydrogenazy
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( podle: : hitp://metalo.scripps.edu/PROMISE/ )
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2.2.1.4 Katalyticka cesta aktivace vodiku-energeticky metabolismus

Ni-Fe je aktivnim centrem enzymu. Do tohoto centra také probiha vazba
molekularniho vodiku, ktery slouzZi jako hlavni zdroj energie. Protony uvolnéné
z vodiku slouzi pfimo pro vyrobu membranového protonového gradientu. Elektrony
jsou vyuzity v dalSich redukénich reakcich. Proto schopnost NiFe centra navazat a
rozlozit vodik je pro tyto organismy esencialni.

Molekularni vodik je schopné navazat pouze NiFe centrum s lichym poétem
elektrontl a oxidagni formé& Ni'Fe". Tento oxidagni stav atomi je z hlediska své
funkce vazat a rozkladat vodik energeticky vyhodny.

Prekurzor molekularnino vodiku se vaze na Zzelezo. DalSim krokem je

heterolytické $té&peni na proton H* a hydrid H™ . Proton H* se vaZe na siru cysteinu
vazanou na atom Zeleza. Hydrid se nejprve navaze na Zelezo a nasledné vytvofi
most k niklu, pfi¢emz hydrid nelezi uprostifed, ale je blize Zeleza. Oba atomy se také
vyznamne priblizi a to z 2,8 angstreml na 2,62 angstremu.
Celkova energie potiebna pro tuto reakci je spoétena na 14,7 kcal/mol,
experimentalni hodnota je kolem 10 kcal/mol. Disociace vodiku na nikl je velmi
nepravdépodobna, protoze tato reakce by vyzadovala vic energie a trvala by také
déle ( Pavlov et al., 1999 ; Casalot & Rousset, 2001).

11



Obr 6: Pribéh cesty vodiku NiFe hydrogenazou

Vodik prochazi k aktivnimu NiFe centru skrz hydrofobni kanal velké podjednotky,
tvofeny hydrofobnimi ¢&astmi aminokyselin. Protony poté odchazeji pfimo skrz
protonovy kanal ven do cytoplazmy bufky a jsou vyuZity na pohon ATPazy
v membrané bakterie a vyrobu ATP. Elektrony jsou pfedavany na FeS centra malé
podjednotky, které je dale pfedavaji na akceptory elektronll v cytoplazmé, ti je
vyuzivaji dale v energetickém metabolismu buriky.
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( podle: Wiinschiers et al., 1998 )

2.2.1.5. Skupiny Ni Fe hydrogenaz

Ni-Fe hydrogenazy muzeme rovnéz délit do 4 skupin (Wu & Mandrand, 1993). Tyto
skupiny jsou definovany konzervativnimi sekvencemi cysteinovych ligandi L1 a L2
na N- a C- konci velké podjednotky ( Vignais et al., 2001 ).

a) Skupina 1:
Obsahuje hydrogenazy, které vazi vodik a vyuZivaji ho jako zdroj energie pro buriku.
Elektrony z vodiku jsou predany na cytochromovy komplex v membrané, ktery se
podili na tvorb& protonového gradientu.

12
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Jedna se o nejbéznéjsi skupinu NIFe hydrogenazy. MizZeme ji najit napfiklad u
Desulfovibrio vulgarit, Azotobacter chroococcum nebo Methanosarcina mazei.

b) Skupina 2:

Jedna se o cytoplazmatické heterodimerické hydrogenazy. Nachazime je u
cyanobakterii Nostoc a Anabaena v bunkach fixujicich dusik. Konkrétné transkripce
hydrogenazovych genlt hupSL bakterie Nostoc je indukovana jen v pfitomnosti
dusiku a u Anabaeny je hydrogenaza produkovana pouze v burkach
specializovanych na fixaci dusiku tzv. heterocytech. Podle poslednich studii
hydrogenaza soucinnosti zde stabilizuje aktivitu nitrogenazy vytvafenim anaerobniho
prostiedi (Carrasco et al., 1995).

U Bradyrhizobium japonicum nebo Rhodobacter capsulatus se tato hydrogenaza
nachazi také v cytoplazmé. Tento druh hydrogenazy se vyjimecné nepodili na
energetickém metabolismu bunky, ale slouzi pouze k detekci pfitomnosti vodiku
v prostfedi. Geny pro tuto hydrogenazy jsou regulovany pfitomnosti vodiku spolu
s ostatnimi regulatory protein, které se nachazeji ve stejném centru. Vodik
v prostfedi je detekovan HupUV/HoxBC hydrogenazu, ktera pieposle signal na
histidinovou kindzou HupT/HoxJ fidi fosforilaci dalSich regulator(i, které zpétné

ovliviiuji detekci vodiku (Elsen et al., 1996).

c) Skupina 3:

Hydrogenazy této skupiny obsahuji navic podjednotku, ktera je schopna vazat
rozpustné kofaktory jako je Fs20 ( u metanogennich archei ), NAD nebo NADP (u
termofilnich anaerobnich archei ) a vyuzivat tyto kofaktory jako donory nebo
akceptory elektront.

Do této skupiny patfi i cytoplazmaticka hydrogenaza, nachazejici se u termofilnich
bakterii jako Pyrococcus furiosus nebo Thermococcus litoralis, umi redukovat siru a
produkovat H,S. Tato hydrogenaza ma 2 funkce — schopnost redukovat molekularni
siru a oxidovat molekularni vodik a nazyva se sulfhydrogenaza. Fyziologickym
donorem elektronl pro tuto hydrogenazu je NADPH. Pro tyto organismy je optimalni
teplota kolem 80°C ( Ma et al., 1994 )

Patfi sem i tetramerni hydrogenaza schopna reverzibilni redukce NAD pomoci
vodiku, poprvé izolovana u Ralstonia eutropha. Sklada se ze 2 dimerickych motivu.

Jeden znich je homologni ke 2 transmembranovym podjednotkdm komplexu |

13



dychaciho fetézce mitochondrie — NuoH a NuoL, které jsou v komplexu | diilezité pro

prenos protoni a vyrobu energie (Fox et al., 1996).

d) Skupina4:

NiFe hydrogenazy &tvrté skupiny jsou velmi citlivé na pfitomnost kysliku v prostiedi a
jsou tak znaéné nestabilni. Jedna se o nejméné pocetnou skupinu NiFe hydrogenaz.
Mizeme je najit napfiklad u Escherichia coli nebo Methanobacterium
thermoautotrophicum. Tyto hydrogenazy jsou vZdy asociované s membranou a podili
se na vyvoji vodiku. Tato ¢innost je velmi ¢asto spojena i s oxidaci CO na CO,. U
hydrogenazy Escherichia coli mizeme opét nalézt dva geny hyf operonu, které velmi
pfipominaji podjednotky NuoH a NuoL komplexu | mitochondrie (Andrews et al.,
1997).

2.2.2 Fe hydrogenaza

Fe — hydrogenaza je rozsifena u celé $kaly rlznych organismu. Najdeme ji v
hydrogenozomech ciliatll a Trichomonad ( Bui & Johnson, 1996 ) i u protist bez
hydrogenosoml jako je parazitickd Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis a
Spironucleus barkhanus (Lloyd et al., 2002 ; Horner et al., 2000), v plastidech
nékterych jednobunéénych zelenych fas jako je Chlamydomonas reinhardtii a
Scenedesmus obliquus (Florin et al., 2001) a u striktn& anaerobnich bakterii jako je
Clostridium pasteurianum nebo Desulfovibrio desulfuricans (Davidson et al., 2002;
Nixon et al., 2003 ; Tosatto et al., 2006)

Hlavni funkci Fe-hydrogenazy je prenos elektront zferredoxinu (za jeho
soucasné redukce) na dva protony za nasledného vzniku plynného vodiku
(Lindmark & Muller, 1973; Muller, 1993 ; Horner et al., 2000 ).

Fe - hydrogenazy jsou velmi citlivé k inaktivaci kyslikem, v porovnani s jinymi
druhy hydrogenaz. Na druhou stranu jejich katalyticka aktivita je 10 az 100krat vysSi
nez Ni-Fe hydrogenazy a jsou to tedy mnohem vykonné&;jsi producenti vodiku (Frey ,
2002 ; Tosatto et al., 2006 ).

Vétsina Fe-hydrogenaz jsou monomery obsahujici pouze katalytickou
podjednotku, jsou znamy vs$ak i dimery, trimery a dokonce i tetramery (Vignais et al.,
2001).
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2.2.2.1 Katalyticky H — cluster

Fe-hydrogenazy jsou typické pfitomnosti vysoce konzervované domény o

pfiblizné 320 aminokyselinach, ktera koordinuje =zakladni katalytické centrum
enzymu, tzv. H-cluster ( hydrogen cluster ) (Tosatto et al., 2006).
H-cluster obsahuje Sest atom( Zeleza koordinovanych s CO a CN ligandy. Téchto 6
atomu Zeleza je rozdéleno do 2 subcenter. 4 atomy Zeleza jsou organizovany do
[4Fe 4S] centra (Razavet et al., 2001 ; Tard et al., 2005). Zbylé 2 zeleza tvori tzv.
Fe-Fe centrum enzymu, které Ize pfirovnat k NiFe centru NIFe hydrogenaz. Atomy
Zeleza Ize od sebe rozeznat a jsou oznaéeny podle vzdalenost od [4Fe 4S] centra.
Vzajemné jsou propojeny di(thiomethyl)aminem (DTN) (Nicolet et al., 2002). Pri
vazbé vodiku je vyznamnéjSi atom Fe2 (vzdalenéjSi od [4Fe 4S] centra) (viz. obr 6).

Zelezo se nachazi v oxidaéni formé Fe' Fe" nebo Fe" Fe'. Pro vazbu vodiku je
dalezité Zelezo v oxidaénim stavu Fe'. Toto Zelezo je oznadovano jako Fe2 ( viz.
nize, obr 7) a je také nejvice vzdalené od [4Fe4S] ( Frey , 2002 ). Ctyfi cysteinové
ligandy aktivniho mista pravdépodobné tvofi kanal pro vodik a proteiny ( Vignais et
al.,, 2001 ). Aktivni misto obsahuje ligandy CO a CN koordinované na atomech
Zeleza. Tyto neproteinové ligandy stabilizuji Zelezo v jeho nizko-oxidovaném stavu a

tim hraji dalezitou roli pfi aktivaci vodiku ( Tosatto et al., 2006 ).

Obr 7: Struktura katalytického H-clusteru Fe hydrogenazy

hydrephotic Fe2 DTN Fel [4FedS]p

channed +
i

COCN CO CN CO

DNT = di(thiomethyl)amin, hydrofébni kanal
(podle: Frey, 2002 )
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2.2.2.2 Katalyticka aktivita

Bliz8i studie atomické struktury Fe-hydrogenazy byly zatim provadény na
bakteriich Clostridium pasteurianum a Desulfovibrio desulfuricans (Nicolet et al.,
2002), které vodik vyuZzivaji jako zdroj energie. Vodik prostupuje dovnitf hydrofobnim
kanalem. Navaze se na Fe2, kde disociuje na proton a hydrid a ty se navazi na
sousedni cysteiny ( Frey, 2002 ).

Obr 8: Schématické znazornéni vzniku vodiku spojenim protond a elektronl v Fe

hydrogenaze.

(podle: Cohen et al., 2005)
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Obr 9: Ugast Fe hydrogenazy na energetickém metabolismu Clostridium
pasteurianum
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( podle: Adams & Stiefel, 1998)

2.2.2.3 Dopliikové domény na N-konci enzymu

Aminoterminalni ¢ast enzymu obvykle nese rlizny pocet [4Fe 4S] nebo [2Fe2S]
center, které se patrné podili na transportu elektront z donoru ( ferredoxin ) na H -
cluster ( Vignais et al., 2001 ; Tosatto et al., 2006 ; Tachezy a Dolezal in press ).

2.2.2.4 Pridavné podjednotky

Dimericky typ Fe hydrogenazy byl zjistén napfiklad u Desulfovibrio. Pfidavna
podjednotka je menSi, neobsahuje prostetické skupiny, ale vlastni koncovou signalni
sekvenci pro export enzymu do periplazmatického prostoru, kde je jeho koneéna
lokalizace.

Dal§im pfikladem mohou byt pfibuzné hydrogenazy - tetramerni u D.
fructosovorans a trimerni u Thermotoga maritima. Ty obsahuji mensi podjednotku

( cca 19 kDa ), jejiz soucasti je [2Fe2S] centrum — homolog k NuoE podjednotce
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komplexu |. Pro tetramerni u D. fructosovorans je redoxnim partnerem navic NADP
( Vignais et al., 2001 ).

2.2.2.5 Jednobunééné zelené rasy

Tyto organismy uvoliuji vodik pfi luminiscenci. Diky tomu se dostavaji v posledni
dobé do popredi zajmu jako mozny pfirodni zdroj energie (Happe & Kaminski, 2002 ;
Tosatto et al., 2006). Jedna se o mensi typ Fe-hydrogenazy obsahujici pouze H —
cluster (Vignais et al., 2001).

2.2.2.6 Nejmensi Fe-hydrogenaza

Nejmensi Fe hydrogenaza byla zatim nalezena u Enterobacter cloacea, gram
negativni, fakultativné anaerobni bakterie, kterd produkuje také znacéné mnoZstvi
vodiku. Tato hydrogendza ma pouze 147 aminokyselin. Tento organismus je
v soudasné dobé& objektem intenzivniho vyzkumu. Nukleotidova sekvence této nové
hydrogenazy je velmi podobna ostatnim znamym Fe hydrogenazam, predevsim
karboxylovy konec, ktery tradiéné obsahuje aktivni misto.

Hydrogenaza je monomer a sklada se ze 2 odliSnych sub-domén (Tosatto et al,,
2006).

2.2.3 Hydrogenazy neobsahujici atom kovu

Hydrogenaza, kterd nema v katalytickém centru atom kovu byla zatim popsana
pouze u metanogennich Archei, poprvé roku 1990 u Methanothermobacter
marburgensis doktorem Tauerem (Berkessel & Thauer, 1995). Jednad se o
homodimer, ktery je kddovan monocistronnimi geny (Vignais et al., 2001 ; Berkessel,
2001). Jedina podjednotka tohoto enzymu je velka asi 40 kDa ( Thauer et al., 1996 ).
V pfiloze je oznafena jako EC 1.12.98.2 5,10-methenyltetrahydromethanopterin
hydrogenaza.

Katalyzuje reverzibilni redukci N° , N' - methylentetrahydromethanopterinu s

vodikem bez pomoci Fe (Ni) centra. Pfi této reakci nasledné vznika
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methylentetrahydromethanopterin, coz je intermediat metabolické cesty, kterou se
tvofi methan z oxidu uhli¢itého a vodiku.

PUsobi sou¢asné s methenyltetrahydromethanopterin dehydrogenazou zavislou
na organickém kofaktoru Faz . Syntéza téchto enzymi za¢ina béhem Zivotniho cyklu
organismu ve chvili nedostatku niklu v prostfedi ( Vignais et al., 2001 ).

Dnes je znama fada methanogennich bakterii, rostoucich v pfitomnosti vodiku a
oxidu uhli€itého, obsahujicich tuto hydrogenazu (Thauer et al., 1996). Diky své vysSi
stabilité byla studovana hydrogenaza hlavné 3 methanogennich termofilnich bakterii
M. marburgensis, Methanococcus jannaschii a Methanopyrus kandleri, které maji sve
teplotni optimum v 65, 85 a 98°C (Buurman et al., 2000 ; Berkessel, 2001).

2.3 Evoluéni puvod

VétSinu znamych hydrogenaz nachazime u Archei a bakterii ( Davidson et al.,
2002 ; Nixon et al., 2003 ; Tosatto et al., 2006), mensi ¢ast také u Eukaryot (Bui et
al., 1996 ; Bui & Johnson, 1996 ; Horner et al., 2000). Spoleénou vlastnosti
hydrogenaz je schopnost vyrabét nebo zpracovavat vodik (Vignais et al., 2001).

2.3.1 Priibuznost hydrogenaz

Rozborem sekvenci a struktur téchto enzymu bylo prokazano, ze hydrogenazy

tvofi 3 fylogeneticky zcela odlisné skupiny: Ni-Fe hydrogenazy, Fe-hydrogenazy a
hydrogenazy neobsahujici atomy kovu.
Aktivni mista Ni-Fe hydrogenazy i Fe-hydrogenazy obsahuiji stejny typ ligandi ( CO a
CN ), coz by mohlo ukazovat na uréitou pfibuznost. Ve skute€nosti je to vSak pouze
dikaz toho, ze tyto ligandy jsou vhodné pro uréitou specializovanou funkci, tedy praci
s vodikem. Oba typy enzymu se v8ak lisi zplsobem skladani aktivniho centra i jeho
biogenesi. Jedna se pouze o piiklad toho, Ze pokud je uréity typ ligandli nebo cesta
biogeneze energeticky nebo funkéné vyhodna, mize vzniknout v evoluci i vicekrat
nezavisle na sobé (Vignais et al., 2001).
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2.3.2 Monofyleticka skupina NiFe hydrogenaz

Fylogenetické stromy pfibuznosti znamych NiFe hydrogenaz byly vytvofeny na
zakladé analyzy sekvenci aminokyselin. Tyto analyzy urcili NiFe hydrogenazy jako
monofyletickou skupinu hydrogenaz. V ramci této skupiny se NiFe hydrogenazy
rozdélily dale prekvapivé podle funkénich skupin do 4 oddéleni (viz. vySe). Napfiklad
NiFe hydrogenazy skupiny 2 maji spoleéného pfedka, pfestoZe jejich funkce se lisi
podle organismu, u kterého se vyskytuji ( Vignais et al., 2001 ).

2.3.3 Skupina Fe hydrogenaz

vvvvvv

je najit jak u prokaryot, tak i u eukaryot a u jednoho organismu ¢asto najdeme i vice
typ Fe hydrogenaz. Ani kvartérni struktura proteinu nebo velikost katalytického
centra hydrogenazy nesouvisi s fylogenetickou pozici daného organismu.

U bakterii nachazime jak monomerni typy Fe hydrogenaz, tak i dimery, trimetry i
tetrametry. U eukaryot se vyskytuji pouze monomerické Fe hydrogenazy, avdak
odlisnych velikosti katalytického centra i velikosti celych proteinli. Velikost proteinu
je proménna hlavné diky rlznému poétu pfidavnych [2Fe2S] domén na
aminokyselinovém konci enzymu. Navic u jednoto organismu se mlZe nachazet i
vétsi pocet rizné velkych hydrogenaz. Tak tomu je napfiklad u Trichomonas
vaginalis — zde se nachazi 4 rizné typy. Jak se ukazuje, pravé velikost jednotlivych
Fe-hydrogenaz by mohla byt voditkem k nalezeni pfibuznych skupin téchto enzymu.
(Vignais et al., 2001 ; Nixon et al., 2003).

Fylogenetické analyzy zatim ukazuji na pravdépodobné monofyleticky plvod Fe
hydrogenaz u Entamoeba histolytica, Spironukleus barkhanus, Giardia intestinalis
( které nemaji hydrogenosom a hydrogenaza je cytozolicka ) a Trichomonas vaginalis
( ktera ma hydrogenazy v hydrogenosomu ). Jedna se o kratkou 50-ti kDa Fe-
hydrogenazu ( Lloyd et al., 2002 ; Horner et al., 2000 ; Nixon et al., 2003 ).

U Entamoeba histolytica a  Giardia intestinalis je zajimavé, Ze jejich Fe-
hydrogenaza je v cytoplazmé. Pfesto se u nich nachazeji organely mitosomy
pravdépodobné odvozené od hydrogenosomu nebo mitochondrii ( Horner et al.,
2000 ).
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Na puvod hydrogenosomu dosud neexistuje jednotny nazor. Vodikova hypotéza
(Martin & Muller, 1998) pfedpokliada, Ze hostitelska burikka vznikla z anaerobni
metanogenni archebakterie, ktera vyuzivala vodik jako zdroj energie. Ta pobhltila
fakultativné anaerobni a-proteobakterii, kterd vodik produkovala. Zté se stal
endosymbiont, ze kterého se nasledné v anaerobnim prostiedi stal hydrogenosom a
u aerobnich organisml mitochondrie. Eukaryoticka burika tedy podle této teorie
vznikla symbi6ézou 2 prokaryot, které produkce a potieba vodiku svazovala k sobé.
Pokud by tato teorie byla pravdiva, méla by kazda eukaryoticka burika nést v sobé
stopu po tomto spojeni.

Moznou stopou po tomto evoluénim spojeni jsou geny kddujici proteiny Narf
v genomu vSech dnes Zijicich eukaryot. Tyto Narf proteiny jsou az napadné podobné
50kDa Fe hydrogenaze z protist Entamoeba histolytica, Spironukleus barkhanus,
Giardia intestinalis a Trichomonas vaginalis. Proteiny Narf byly nalezeny dosud u
vS8ech eukaryot véetné ¢lovéka. U lidi tento protein interaguje s prelaminem A, ktery
se uc€astni udrzovani jaderné membrany eukaryotické bunky. Aminokyselinové
sekvence Narf proteinl maji fadu konzervovanych oblasti shodnych s Fe
hydrogenazou Trichomonas vaginalis a Desulfovibrio desulfuricans.

Tyto Narf proteiny sice neobsahuji v8echny dilezité ¢asti Fe hydrogenaz, ale
obsahuji stejné uspofadani cysteint pro koordinaci aktivniho centra hydrogenazy a
dalSi struktury jako hydrofobni kanal (Barton & Worman, 1999 ; Vignais et al,
2001).

2.3.4 Podobnosti mezi hydrogenazami a komplexem |
dychaciho retézce mitochondrie

Podobnosti mezi komplexem | a hydrogenazami popsal poprvé Béhm et al.
(1990). Sekvence fylogenetické analyzy ukazuji, Z2e podjednotky komplexu | —
konkrétné NuoE, NuoF, Nuol a NuoG — maji homologni proté&jSky v podjednotkach a
domeénach NiFe i Fe hydrogenaz ( Albracht & de Jong, 1997).

Podjednotkam NuoE a NuoF komplexu | je nejvice podobna Fe hydrogenaza, ktera
ma jako akceptor elektrontl NAD(P) (Malki et al., 1995).
Oba typy hydrogenaz i komplex | obsahuji FeS domény podobného typu.

Fylogeneticka podobnost mezi hydrogenazami a komplexem | Ize vysledovat hlavné
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u redoxnich kovovych podjednotek, které jsou u hydrogenaz i komplexu | vhodné pro
transport protoni a tvorbu membranového potencialu. To znamena, Ze nejen
transport elektronl, ale i dal$i slozky energetického mechanismu mohou byt
spole¢né pro zivot v anaerobnim i aerobnim prostiedi (Friedrich & Scheide, 2000 ;

Albracht & Hedderich, 2000 ; Vignais et al., 2001)
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3. ZAVER

Hydrogenazy jsou dulezitou soucasti energetického metabolismu fady
anaerobnich organismu (Meyer et al., 1978 ; Lindmark & Miller, 1973 ; Horner et al.,
2000 ; Tosatto et al., 2006). Pfi vyrobé vodiku je jejich hlavnim ukolem odstrariovat
prebytecné elektrony na vodik. Pfi vazani vodiku z prostfedi hydrogenazy tento plyn
zase Stépi na elektrony a protony, které slouzi k vyrobé ATP (Vignais et al., 2001 ;
Pavlov et al., 1999 ).

Vétsinu hydrogenaz Ize rozdélit do tfi zakladnich tfid: NiFe hydrogenazy, Fe

hydrogenazy a hydrogenazy neobsahujici atomy kovu ( Rubach et al., 2005 ; Tosatto
et al., 2006 ; Vignais et al., 2001 ). NiFe hydrogenazy nachazime u bakterii a podileji
se hlavné na zpracovani vodiku, ktery tak témto organismim slouzi jako zdroj
energie ( Adams et al., 1980 ).
Fe hydrogenazy jsou hlavné u eukaryot, mliZzeme je ale nalézt i u rfady bakterii. U
eukaryot je jejich hlavni funkci pfemistovani elektroni na protony a nasledné
vyluCovani vodiku. U bakterii naopak vodik zpracovavaji, obdobné jako NiFe
hydrogenazy ( Lindmark & Muller, 1973 ; Muller, 1993 ; Horner et al., 2000 ; Frey,
2002 ; Tosatto et al., 2006 ).

Hydrogenazy tvofi polyfyletickou skupinu enzyml, kterA nema spole¢ného
pfedka ( Vignais et al., 2001 ). Uvnitf jednotlivych skupin mizeme vétsi ¢i mensi
podobnost nalézt. NiFe hydrogenazy maji jasné monofyleticky plivod, zatimco Fe
hydrogenazy nikoliv (Vignais et al., 2001 ; Nixon et al., 2003). U nich se na zakladé
fylogenetické analyzy ukazalo, Ze uréitym evoluénim pojitkem muze byt jejich
proteinova velikost. Tak tomu je u 50 kDa Fe hydrogenazy Entamoeba histolytica,
Spironukleus barkhanus, Giardia intestinalis a Trichomonas vaginalis ( Lloyd et al.,
2002 ; Horner et al., 2000 ; Nixon et al., 2003 ). Pozustatky této Fe hydrogenazy,
nazyvané Narf proteiny, mizeme nalézt v genomech v3ech dneSnich eukaryot
(Barton & Worman, 1999 ; Vignais et al., 2001). Stejné tak fada domén hydrogenaz
je homologni k podjednotkdm komplexu | mitochondrie (Albracht & de Jong, 1997 ;
Friedrich & Scheide, 2000 ; Albracht & Hedderich, 2000 ; Vignais et al., 2001).
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4. Priloha

Biochemické rozdéleni hydrogenaz
( podle databaze Brenda )

EC 1.12.1.2 hydrogen dehydrogenase (hydrogen:NAD* oxidoreductase)
H, + NAD" = H" + NADH

EC 1.12.1.3 hydrogen dehydrogenase (NADP) (hydrogen:NADPH" oxidoreductase)
H, + NADP* = H* + NADPH

EC 1.12.2.1 cytochrome-c; hydrogenase (hydrogen:ferricytochrome-c;
oxidoreductase)

2H, + ferricytochrome c; = 4H" + ferrocytochrome c3
EC 1.12.7.2 ferredoxin hydrogenase (hydrogen:ferredoxin oxidoreductase)
H, + oxidized ferredoxin = 2H"* + reduced ferredoxin
EC 1.12.98.1 coenzyme F42 hydrogenase (hydrogen:coenzyme F4, oxidoreductase)
H, + coenzyme F420 = reduced coenzyme Fjz9
EC 1.12.99.6 hydrogenase (acceptor) (hydrogen:acceptor oxidoreductase)
H, + A = AH,
EC 1.12.5.1 hydrogen:quinone oxidoreductase
H2 + menaquinone = menaquinol

EC 1.12.98.2 5,10-methenyltetrahydromethanopterin hydrogenase (hydrogen:5,10-
methenyltetrahydromethanopterin oxidoreductase)

H, + 5,10-methenyltetrahydromethanopterin = H* + 5,10-
methylenetetrahydromethanopterin

EC 1.12.98.3 Methanosarcina-phenazine hydrogenase [hydrogen:2-(2,3-

dihydropentaprenyloxy)phenazine oxidoreductase]

H, + 2-(2,3-dihydropentaprenyloxy)phenazine = 2-
dihydropentaprenyloxyphenazine
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