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ABSTRAKT

Hydrogenazy jsou mikrobidlni enzymy katalyzujici reverzibilni oxidaci vodiku. VétSina
téchto enzym se nachazi v prokaryotech, ale nékolik jich je pfitomno i v eukaryotech. Jde o
metaloproteiny, které jsou na zdkladé stavby aktivniho mista déleny do tfi tfid na [NiFe]-,
[FeFe]- a [Fe]-hydrogenazy. [NiFe]-hydrogenézy jsou heterodimerni proteiny, jejichz aktivni
misto se nachazi ve velké podjednotce. [FeFe]-hydrogendzy jsou vétsinou monomerni a jejich
aktivni misto se nazyva H-klastr. Hydrogendzy maji ¢asto dalsi domény, které obsahuji
redoxni centra, pfevazné Zelezo-sirné klastry. Vétsina pfidatnych domén hydrogenéz je
homologni s jinymi redoxnimi komplexy, napf. s komplexem I respiracniho fetézce.
Maturace hydrogendz je komplexni proces, ktery zahrnuje aktivitu nékolika proteind,
z nichZ nékteré jiz byly ¢astecné charakterizovany. Presvédcivé dikazy nasvédcuji tomu, Ze
[NiFe]- a [FeFe]-hydrogenazy jsou fylogeneticky odlisné tiidy proteinti. Prace poukazuje na
rozdily mezi hydrogendzami vcetné funkce, struktury, maturace a rozsifeni, a také

poukazuje na jejich podobnost s jinymi enzymy.

Klic¢ova slova: hydrogenéza, vodik, Fe-S klastr, H-klastr, maturace, komplex I

ABSTRACT

Hydrogenases are microbial enzymes catalyzing reversible oxidation of molecular hydrogen.
These enzymes are mostly found in prokaryotes, but a few of them are present in eukaryotes
as well. Hydrogenases are metalloproteins which are classified into three classes, [NiFe]-,
[FeFe]- and [Fe]-hydrogenases, based on the composition of the active site. [NiFe]-
hydrogenases are heterodimeric proteins with the active site localized in the large subunit.
[FeFe]-hydrogenases are mostly monomeric and their active site is called H-cluster.
Hydrogenases often possess additional domains that contain redox centers, mostly iron-
sulfur clusters. Most of the accessory domains of hydrogenases are homologous to other
redox complexes, e. g. Complex I of respiratory chain. Maturation of hydrogenases is a
complex process involving the activity of several proteins, some of which have been already
partially characterized. Compelling evidence indicates that [NiFe]- and [FeFe]-hydrogenases
are phylogenetically distinct classes of proteins. This work deals with the differences among
hydrogenases including their function, structure, maturation and distribution, and also

mentions their similarities with other enzymes.
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1.UVOD

Hydrogenaza byla poprvé popsdna vroce 1931 jako enzym, ktery je schopny
katalyzovat aktivaci H, vyuZitelného pro redukci elektronovych akceptord, jako je napt. O,,
nitrat, fumarat, nebo sulfat (Stephenson & Stickland, 1931). Nejenze je Siroka skéla dnesnich
mikroorganismtt schopna diky hydrogenazam vyuZzivat molekularni vodik jako zdroj
energie, ale nékteré mikroorganismy jsou také obdafené schopnosti vodik produkovat.
Obecné se da fict, ze hydrogendzy katalyzuji vzdjemnou pfeménu molekuldrniho vodiku
s protony a elektrony podle reakce: 2H* + 2e- 5 H,. Ackoliv vétsina zndmych hydrogenaz
miize tuto reakci in vitro katalyzovat v obou smérech, in vivo hydrogenazy obvykle katalyzuji
bud’ spotiebu, nebo produkci Hy, v zavislosti na potfebach daného organismu. Kromé toho
hydrogenazy také dovedou katalyzovat izotopickou vyménu mezi molekulou vodiku a
vodou, a pfeménu mezi para-vodikem a orto-vodikem (Krasna & Rittenberg, 1954).

Naprosta vétsina hydrogenadz jsou metaloenzymy, jez disponuji jednak klasickymi
Zelezo-sirnymi klastry, jednak aktivnimi misty, kterd obsahuji atom niklu a Zeleza, popt. dva
atomy Zeleza. Tato aktivni mista jsou pro hydrogendzy charakteristicka. Vétsina hydrogenaz
byla nalezena u mikroorganismii patiicich k doménam Bacteria a Archaea, nicméné také u

eukaryot je jich nékolik pfitomno.

Cilem této prace je podat ucelené informace o rozmanitych fyziologickych funkcich
hydrogenédz a jejich roli v metabolickych déjich rdznych organismd, shrnout dosavadni
znalosti o struktufe a maturaci jednotlivych skupin hydrogenaz, nastinit mozné evolu¢ni
vztahy hydrogendz sdalsimi enzymy, a v neposledni fadé také ptiblizit rozsifeni

hydrogenéaz mezi Zijicimi organismy.



2. KLASIFIKACE HYDROGENAZ

Hydrogenazy jsou klicové enzymy podilejici se na metabolismu vodiku, konkrétné
katalyzuji jednoduchou chemickou reverzibilni reakci: 2H* + 2e- 5 H,. Podle toho, kterym
smérem reakce probihd, mluvime bud o hydrogenazéch pohlcujicich H> (Hz-uptake
hydrogenases), nebo o hydrogenazach uvoliujicich H» (Hz-evolving hydrogenases).
Hydrogenazy pohlcujici H> za pfitomnosti akceptoru elektronu vodik spottebovavaji
(oxiduji), kdezto hydrogendzy uvolnujici H. vodik naopak produkuji, a to v pfitomnosti
nizkoredoxpotencidlového donoru elektront s vyuzitim protonti vody jako akceptoru téchto
elektront. Hydrogenazy, které katalyzuji reakci obéma sméry, se nazyvaji obousmérné
(bidirectional) hydrogenazy (Vignais & Billoud, 2007).

Nejdfive se uplatiiovala klasifikace hydrogenaz na zakladé vyuZivanych specifickych
elektronovych prenase¢i (donorti a akceptorti). Mezi dodnes objevenymi pfenaseci
elektronti figuruji zejména ferredoxin, NAD, cytochromy a koenzym Fix. Hydrogenazy lze
také rozradit na zakladé struktury aktivniho mista. Dvé hlavni tfidy zahrnujici téméf
vSechny znamé hydrogendzy tvoii [NiFe]- a [FeFe]-hydrogenazy. [NiFe]-hydrogendzy maiji
ve svém aktivnim misté atomy niklu a Zeleza, [FeFe]-hydrogendzy obsahuji misto niklu
druhy atom Zeleza. Tyto dvé skupiny hydrogenaz se kromé binuklearnich center v aktivhim
misté vyznacuji také tim, Ze obsahuji Zelezo-sirné klastry. Posledni, zcela se vymykajici tfidu
hydrogenéz, tvofi tzv. Fe-S klastri prosté (iron-sulfur-cluster-free) hydrogenazy, téz [Fe]-
hydrogenazy, které se vyznacuji mononukledrnim centrem s atomem Zeleza v aktivnim
misté a absenci Zelezo-sirnych klastra. [Fe]-hydrogenéza je zastoupena pouze enzymem H»-
tvofici metylentetrahydrometanopterin dehydrogendzou (Hmd) nalezenou v nékterych
metanogennich organismech (Vignais & Billoud, 2007; Yagi & Higuchi, 2013).

Mezi typem aktivniho mista a specifickym elektronovym pfenasecem neexistuje
zadna korelace. V dalsich kapitolach budou tedy hydrogendzy rozdélovany pouze na

zakladé rozdilnosti struktury aktivniho mista, nikoli prenasece elektront.



3. FYZIOLOGICKA FUNKCE HYDROGENAZ

Ackoli hydrogenazy katalyzuji zcela jednoduchou chemickou reakci, podileji se na
mnoha rozmanitych metabolickych dé&jich, a tak zastdvaji velmi rtznorodé fyziologické
funkce. Funkce hydrogenazy casto souvisi s jeji bunécnou lokalizaci, napt. produkce vodiku
se Casto déje v cytosolu, kdezto spotfeba vodiku je spiSe lokalizovanad v periplasmickém
prostoru ¢i v membrané. [NiFe]-hydrogenazy se vSeobecné spiSe podileji na spotfebé vodiku,

zatimco [FeFe]-hydrogenazy jsou obvykle zapojeny do jeho produkce (Vignais et al., 2001).
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Obr. 1: Klasifikace hydrogenaz na zakladé jejich sekvence a funkce (pfevzato z Kim & Kim, 2011).

3.1. [NiFe]-hydrogendzy
Porovnani sekvenci malé a velké podjednotky znadmych [NiFe]-hydrogenaz vedlo

k rozdéleni téchto hydrogenaz do ¢tyt skupin, které jsou v souladu s jejich bunéénymi



funkcemi (obr. 1). JelikoZz [NiFe]-hydrogenaz existuje nepfeberné mnozstvi, jsou u kazdé

skupiny popséany jen nékteré hydrogendzy vybranych charakteristickych zastupct.

3.1.1. [NiFe]-hydrogenazy pohlcujici H>

Prvni skupinu [NiFe]-hydrogendz tvoii tzv. respira¢ni hydrogendzy, které burice
umoznuji vyuzivat H, jako zdroj energie. Oxidace H: je spojena s redukci elektronovych
akceptorti, jako NOs, SOy, fumarat, nebo CO; (anaerobni respirace), nebo sredukci O
(aerobni respirace). Energie je pak ziskdvdna ve formé protonmotivni sily (Vignais &
Colbeau, 2004).

Anaerobni respirace je nejrozsdhleji studovana u e-proteobakterie Wolinella
succinogenes. W. succinogenes vyuziva pfi oxidativni fosforylaci jako koncovy akceptor
elektronti fumarat, a jako donor elektrontt H> nebo formiat. Redukce fumaratu (,,fumaréatova
respirace”) je katalyzovand elektron transportnim fetézcem vnitini bakteridlni membrény,
ktery se skladd z fumardt reduktazy, menachinonu (MK) a zjednoho ze dvou
membranovych enzymt, hydrogenazy nebo formidt dehydrogendzy. Hydrogenaza sestava
z jedné hydrofobni a dvou hydrofilnich podjednotek. Katalyticka podjednotka hydrogenazy
je vystavena do periplasmatického prostoru. Hydrofobni podjednotku tvofi cytochrom b,
ktery ukotvuje enzym v membréné a redukuje membranovy MK. Redukci MK je pfes vnitini
bakteridlni membranu vytvaren elektrochemicky protonovy gradient. Elektrony dale putuji
z MK na fumarét reduktazu, kterd redukuje fumarat na sukcinat (Kroger et al., 2002).

Podobnd membrénova respira¢ni hydrogendza byla identifikovdna také u archei,
konkrétné u metylotrofniho metanogena Methanosarcina mazei Go1. Hydrofobni podjednotku
Fao-neredukujici hydrogenazy M. mazei také tvori cytochrom b, ktery predava elektrony pies
metanofenazin na heterosulfid reduktdzu. Metanofenazin plni stejnou ulohu jako
menachinon W. succinogenes. Heterosulfid reduktiza redukuje koenzym M 7-
merkaptoheptanoyltreoninfosfat heterosulfid (CoM-5-5-CoB) na koenzym M (CoM-SH) a
koenzym B (CoB-SH), ktery slouzi jako redukéni Ccinidlo pfi vzniku metanu
z metylkoenzymu M (metyl-5-CoM). Oba enzymy tvofi elektron transportni systém

nazyvany Hxheterosulfid oxidoreduktaza (Ide et al., 1999).

3.1.2. Cyanobakterialni hydrogenazy pohlcujici H> a senzorové hydrogenazy
Druha skupina [NiFe]-hydrogenaz zahrnuje sinicové hydrogenazy pohlcujici H> a
hydrogenézy slouzici k detekci H». Tato skupina [NiFe]-hydrogendz postrada N-koncovou

signalni sekvenci, jez definuje kone¢nou lokalizaci proteinu v bufice, misto exportu do



dalsich buné¢nych kompartmentt tedy tyto hydrogendzy zlistavaji v cytoplazmé (Vignais &
Colbeau, 2004).

Sinicové hydrogendzy se nazyvaji HupSL a byly nalezeny ve vSech dosud popsanych
sinicich fixujicich dusik. Tyto hydrogenazy katalyzuji spotfebu H, ktery je zaroven
s amoniakem vzniklym redukci N2 produkovan enzymem nitrogenazou. Vzhledem k absenci
N-koncového signalniho peptidu se predpoklada, Ze se enzym nachazi na cytoplazmatické
strané bud’ cytoplazmatické, nebo thylakoidni membrany. Pfesnd bunééni lokalizace ztstava
nejasnd. Mezi fixaci N; a aktivitou hydrogenazy existuje silna korelace, ¢innost hydrogenazy
je tedy vyvolana za podminek, kdy je N2 burikou fixovan (Tamagnini et al., 2002).

Rodina senzorovych hydrogendz schopnych detekovat H, predstavuje zvlastni
podskupinu  [NiFe]-hydrogendz oznacovanou jako regula¢ni hydrogendzy. Tato
hydrogenéza byla popsana mj. u -proteobakterie Ralstonia eutropha a nese ndzev HoxBC.
Jedna se o cytoplazmatické heterodimerni enzymy, které narozdil od ostatnich hydrogenéz
nezajistuji butice ptisun energie. Ulohou regula¢nich hydrogenaz je zjisténi ptitomnosti Ha
v prostfedi a nasledné spusténi kaskady bunécnych reakci fidicich syntézu respira¢nich
hydrogenaz, podileji se tedy na regulaci genové exprese. Spravna funkce téchto hydrogenaz
je prisné zavisla na dostupnosti niklu, ktery je pro detekci H, nezbytny (Kleinhues et al.,

2000).

3.1.3. Obousmérné heteromultimerni cytoplazmatické [NiFe]-hydrogenazy

Treti skupinu tvofi obousmérné heteromultimerni cytoplazmatické [NiFe]-
hydrogenédzy vyznacujici se dimerni hydrogenazovou podjednotkou spojenou s dalsimi
podjednotkami, které jsou schopné vézat solubilni kofaktory, jako jsou Fio, NAD, nebo
NADP. Tyto hydrogenazy se nazyvaji obousmérné, protoZze funguji reverzibilng, tudiz
mohou za anaerobnich podminek s vyuzitim protonti vody jako elektronovych akceptort
dané kofaktory reoxidovat (Vignais & Colbeau, 2004).

Mnoho nositell této skupiny hydrogendz patfi mezi Archaea. Jednim z nich je také
hypertermofil Pyrococcus furiosus, jehoZ heterotetramerni bifunkéni cytoplazmaticka
hydrogenéza je schopné katalyzovat jak produkci H, tak redukci siry a polysulfida na HoS.
Jako donor elektront pro redukci SO slouzi NADPH i H,. Enzym déva radéji prednost
produkci sulfidu pred produkci H», pokud tedy S° neni pfitomna, slouzi jako akceptory
elektront z NADPH protony a hydrogenaza produkuje H». Diky schopnosti redukovat S° se
také nékdy nazyva sulfhydrogenaza (Ma et al., 2000).
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Obousmérné hydrogendzy interagujici s NAD(P) l1ze také najit mezi bakteriemi a
sinicemi. Jednou z nich je sinice Synechocystis sp. PCC 6803, jejiz hydrogenaza se uplatriuje
béhem fotosyntézy jako elektronova pumpa. Tato obousmérnd hydrogendza je lokalizovana
na thylakoidni membrané a jeji aktivita je regulovana soubé&zné s fotosyntézou. Béhem
svételné faze fotosyntézy hydrogendza odvadi vznikajici nizkopotencialni elektrony, ¢imz
zabratiuje zpomaleni elektronového transportu a umozinuje adaptaci na proménlivou

intenzitu svétla (Appel et al., 2000).

3.1.4. Membranové [NiFe]-hydrogenazy uvolnujici H> a pfeménujici energii

Ctvrtd skupina zahrnuje membranové [NiFe]-hydrogendzy schopné ptremény
energie, které se skladaji z Sesti ¢i vice podjednotek a redukuji protony vody, aby se zbavily
nadmérného mnozstvi redukénich ekvivalentt vznikajicich oxidaci C; organickych sloucenin
s nizkym redoxnim potencialem, jako jsou CO nebo formiat (Vignais & Colbeau, 2004).

Jednim ze ¢lenti této skupiny je kupt. hydrogendza indukovana CO z fotosyntetické
bakterie Rhodospirillim rubrum. P¥itomnost CO indukuje expresi nékolika proteinti R. rubrum,
véetné CO-dehydrogendzy (CODH) a hydrogendzy odolné vici CO (CooLH). Tyto enzymy
spole¢né katalyzuji pfeménu CO na CO; podle rovnice: CO + HO — CO; + H,, pficemz
CODH oxiduje CO na CO: za vzniku dvou redukénich ekvivalent(i, které jsou poté
spotfebovany hydrogendzou redukci dvou protont na H». Tento systém umoziuje R. rubrum
vyuzivat CO jako zdroj energie pfi ristu ve tmé. CooLH komplex je pevné ukotven
v membrdné a mohl by mit schopnost preméniovat energii, tieba skrze mechanismus
translokace protonti (Fox et al., 1996).

Vétsina hydrogendz spadajicich do této skupiny byla nalezena u archei, napt. u
metanogena Methanosarcina barkeri (Ech). Ech hydrogenaza zastava v metabolismu M. barkeri
nékolik dalezitych funkci, a to diky schopnosti katalyzovat reverzibilni redukci ferredoxinu
vodikem. Pfi metanogenezi vyuzivajici jako substrat aceton katalyzuje Ech hydrogenaza
tvorbu Hs z redukovaného ferredoxinu, ktery vznikl oxidaci karbonylové skupiny acetatu na
COs. Tento enzym je také nezbytny pro prvni krok klasické metanogeneze, kdy metan
vznikd z CO; a H». Ech hydrogenaza nejdfive katalyzuje redukci nizkoredoxpotencialniho
ferredoxinu vodikem, redukovany ferredoxin poté slouzi jako elektronovy donor pro
redukci CO; na formylmetanofuran. Kromé metanogeneze se Ech hydrogendza uplatiiuje
také pri biosyntéze pyruvatu vyzadujici elektrony doddvané redukovanym ferredoxinem.
Energeticky nevyhodna redukce ferredoxinu vodikem je snejvétsi pravdépodobnosti

pohédnéna translokaci protont pfes buné¢nou membranu. Ech hydrogenaza tedy za urcitych
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ristovych podminek funguje jako enzym preménujici energii, za jinych podminek spojuje

energeticky nevyhodné reakce s elektronovym transportem (Meuer et al., 2002).

3.2. [FeFe]-hydrogendzy

[FeFe]-hydrogenazy se vyskytuji ve velmi rznorodych organismech obdafenych
sirokym spektrem metabolickych schopnosti. V souladu sjejich vyskytem jsou [FeFe]-
hydrogendzy sohledem na donory a akceptory elektronti velmi vSestranné. Tyto
hydrogenazy se navzdjem znac¢né lisi ve velikosti a po¢tu piidatnych domén, nicméné se zda,
Ze tato skute¢nost nijak nesouvisi s vybérem redoxnich partnert téchto enzymt (Vignais et

al., 2001). Dale budou popsany hydrogenazy pouze nékterych vybranych zastupct.

3.2.1. Eukaryotické [FeFe]-hydrogenazy

[FeFe]-hydrogenazy byly objeveny u zastupcii nékterych skupin prvoki, zelenych fas
a nékolika anaerobnich hub. Dobie prostudovand je mj. hydrogendza jednobunécné zelené
tasy Chlamydomonas reinhardtii, jeZ je lokalizovdna ve stromatu chloroplasti. Syntéza
hydrogenazy je indukovédna adaptaci bunék na anaerobni prostfedi, ve kterém prechazeji
z oxidativniho na fermentativnhi metabolismus. [FeFe]-hydrogendzy zelenych fas za
anaerobnich podminek zprostfedkovavaji svétlem pohanénou produkci H,, za
fotosyntetickych podminek vsak nikoliv. Elektrony potiebné pro produkci H> jsou do
fotosyntetického elektronového transportniho fetézce dodavany ptes plastochinon oxidaci
redukénich ekvivalentti vzniklych pfi glykolyze ¢&i citrdtovém cyklu. Prirozenym
elektronovym donorem C. reinhardtii je ferredoxin (PetF), ktery pfendsi elektrony
z fotosystému I pfimo na hydrogenazu, kterd uvolriuje Ha. Za anaerobnich podminek je
metabolismus H: jedinou cestou, jak muze fasa vytvorit dostatek ATP pro preziti téchto
stresovych podminek (Happe & Kaminski, 2002).

Mezi prvoky lze hydrogenazy nalézt u parabasalii, napt. u Trichomonas vaginalis, jejiz
hydrogendzu muaZeme najit v hydrogenozomech. Tato hydrogendza se podili na
energetickém metabolismu hydrogenozomu a jako zdroj elektronti vyuziva pyruvat, ktery
vznika pfi glykolyze v cytosolu. Pyruvat je v hydrogenozomu pomoci pyruvat:ferredoxin
oxidoreduktdzy dekarboxylovan na acetyl-CoA a CO,. Elektrony uvolnéné z pyruvétu jsou
pfeneseny na elektronovy pienaSe¢ ferredoxin. Redukovany ferredoxin je reoxidovén
predadnim elektront hydrogenaze, kterd redukuje protony za vzniku H». Jako zdroj elektronti
miize byt téZ vyuzivdn malat, ktery je NAD-dependentni maldt dehydrogenazou
(dekarboxylujici) dekarboxylovan na pyruvat a CO.. NADH vznikajici touto reakci je poté

reoxidovano enzymem NAD:ferredoxin oxidoreduktdzou, kterd opét prenasi elektrony pres
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ferredoxin na hydrogendzu produkujici Hz. Produkce H: je inhibovana v pfitomnosti
metronidazolu, 1éku proti anaerobnim mikrobtim, ktery pfednostné vychytdva elektrony

prenasené ferredoxinem (Hrdy et al., 2008).

3.2.2. Prokaryotické [FeFe]-hydrogenazy

Mezi anaerobnimi prokaryoty nalezneme [FeFe]-hydrogendzy u klostridii a
reducentt sulfatu. Za zminku stoji napf. heterotrimerni cytoplazmaticka hydrogenaza
hypertermofilni bakterie Thermotoga maritima, kterd byla oznacena jako bifurka¢ni
hydrogendza. Tato hydrogenaza vyZzaduje pro katalyzu produkce H, pfitomnost
elektronovych pfenase¢ct NADH a redukovaného ferredoxinu, jez jsou generovany pii
glykolyze. Aby mohl enzym produkovat H,, musi oxidovat oba elektronové prenasece
zarovent v poméru 1:1, endergonicka redukce protond pomoci NADH je tedy spfazena
s exergonickou redukci protond pomoci redukovaného ferredoxinu za vzniku ¢tyt molekul
H> na jednu rozstépenou glukézu (Schut & Adams, 2009).

Prestoze [FeFe]-hydrogenazy jsou spojovany predevsim s uvolnovanim Ho,
periplazmatickd [FeFe]-hydrogendza proteobakterie Desulfovibrio vulgaris funguje jako
hydrogenéza pohlcujici Ho. Spole¢né s laktatem slouzi H» jako donor elektront pro redukci
sulfatu. Hydrogenaza D. vulgaris tedy spotifebovava Ha, ktery miize byt produkovan jinou
hydrogendazou tohoto organismu. Kandiddtem pro tuto funkci je homolog Ech-
hydrogenédzy M. barkeri (viz kapitola 3.1.4.), ktery se zda byt pfitomen v genomu D. vulgaris
(Pohorelic et al., 2002).

3.3. [Fe]-hydrogendzy

[Fe]-hydrogenazy byly objevené u nékterych metanogennich archei, hojné studovana
je tato hydrogendzy napt. u Methanobacterium thermoautotrophicum. Jedna se o enzym Ho-
tvofici metylentetrahydrometanopterin dehydrogenazu (Hmd), kterd vyuziva Ha ke katalyze
reverzibilni redukce N5 N0-metenyltetrahydrometanopterinu (CH=HsMPT*) na N5 N0-
metylentetrahydrometanopterin  (CHx=HsMPT). Hmd se vyskytuje spolecné s Fio-
dependentni metylentetrahydrometanopterin dehydrogendzou (Mtd), ktera ke katalyze
reverzibilni dehydrogenace CH,=H4sMPT na CH=H:MPT* vyuZiva jako elektronovy akceptor
koenzym Fao. Oba enzymy jsou v bunce indukovany za podminek snedostatkem niklu.
V metanogenezi hraje diilezitou roli reakce, pfi které je koenzym Faiz redukovan pomoci Ho.
Tato reakce je za normélnich podminek katalyzovana Fixo-redukujici [NiFe]-hydrogendzou,
ktera pfi nedostatku niklu nemtiZe byt syntetizovana, a proto jeji funkci zastupuji enzymy

Hmd a Mtd (Afting et al., 1998).
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4. STRUKTURA HYDROGENAZ

Mezi hydrogendzy spadaji tfi fylogeneticky rozdilné tfidy: [NiFe]-, [FeFe]- a [Fe]-
hydrogenézy, z nichZ kazda je definovand rozdilnym funkénim jadrem, které se sklada
z podjednotek ¢i domén tvoficich katalytické misto. Toto funké¢ni jadro je nezbytné pro
strukturu a funkci hydrogendzy a je v rdmci dané skupiny konzervovano, proto slouZzi jako

osvédcené kritérium klasifikace (Vignais & Billoud, 2007).

4.1. [NiFe]-hydrogendzy

[NiFe]-hydrognazy jsou nejpocetnéjsimi a nejstudovanéjsimi hydrogendzami. Kromé
standardnich [NiFe]-hydrogendz, popsanych u Desulfovibrio gigas (Volbeda et al., 1995) a
Desulfovibrio vulgaris Miyazaki (Higuchi et al.,, 1997), jsou rozeznavéany také [NiFeSe]-
hydrogenazy a [NiFe]-hydrogenézy tolerantni ke kysliku.

4.1.1. Standardni [NiFe]-hydrogenazy

Krystalovd struktura [NiFe]-hydrogendz z bakterii rodu Desulfovibrio odhalila
usporadani aktivniho mista enzymu. Protein se skldada z velké a-podjednotky o velikosti cca
60 kDa a malé B-podjednotky o velikosti cca 30 kDa (Yagi et al., 1976). Tyto podjednotky
tvoii globuldrni heterodimer a navzdjem spolu interaguji. Velkd podjednotka obsahuje
bimetalické aktivni misto, zatimco mala podjednotka vaze tfi Fe-S klastry (Volbeda et al.,
1995). Studovany byly struktury hydrogenaz D. gigas a D. vulgaris Miyazaki, jeZ jsou si velmi
podobné, nicméné drobné rozdily mezi nimi najdeme, a to zejména v aktivnim misté.

Aktivni misto je zanofeno hluboko ve velké podjednotce a obsahuje dva ionty kovu,
nikl a Zelezo, které jsou v proteinu koordinovany c¢tyfmi sirnymi atomy cysteinovych
zbytki. Kromé téchto proteinovych ligand(i je ion Zeleza jesté koordinovan tfemi
neproteinovymi ligandy, které byly identifikovany jako dvouatomové molekuly (Volbeda et
al., 1996). Tyto tfi ligandy byly stanoveny jako dva CN- a jeden CO u D. gigas (De Lacey et
al., 1997), zatimco u D. vulgaris Miyazaki byly urceny jako CN, CO a SO (Higuchi et al.,
1997). Mezi niklem a Zelezem byla zjisténa pfitomnost dalsiho ligandu, tzv. pfemostujiciho
(bridging) ligandu. Pro enzym D. gigas byl jako bridging ligand stanoven kyslikovy radikal
(Volbeda et al., 1996). Ligand enzymu D. vulgaris Miyazaki byl nejdiive urcen jako sirny
radikal (Higuchi et al.,, 1997), posléze byl vsak jako ligand stanoven v riznych forméch
enzymu hydroperoxid a kyslikovy radikal (Ogata et al., 2005). Pro Desulfovibrio fructosovorans
byl vriznych formach enzymu jako ligand stanoven hydroperoxid a hydroxidovy ion

(Volbeda et al., 2005). Kromé bimetalického NiFe centra bylo ve velké podjednotce objeveno
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dalsi metalické centrum, Mg?* centrum. Jednd se monoatomdrni centrum nachdazejici se
blizko C-konce velké podjednotky. Jeho tloha v metabolismu vodiku zatim neni jasna
(Higuchi et al., 1997).

Mala podjednotka vaze tfi linedrné uspofadané Fe-S klastry, a to dva [4Fe-4S] klastry
a jeden [3Fe-4S] klastr. Fe-S klastry jsou zodpovédné za pienos elektrond mezi aktivnim
mistem a elektronovym akceptorem (donorem) hydrogendzy. [3Fe-4S] klastr se nachazi
uprostied mezi dvéma [4Fe-45] klastry, jde tedy o medianni Fe-S klastr. [4Fe-45S] klastry se
nazyvaji proximdlni a distalni, podle vzdélenosti od aktivniho mista. Fe-S klastry jsou v malé
podjednotce koordinovany téméf vyhradné sirnymi atomy cysteinovych zbytkd, vyjimku
tvofi histidinovy ligand vazany na distalni [4Fe-4S] klastr (Volbeda et al., 1995; Higuchi et
al., 1997).

Skryté aktivni misto je s povrchem proteinu propojeno hydrofobnim kanalem, ktery
umoznuje pifistup Ha a jinych molekul, jako O, ¢i CO, do aktivniho mista. U povrchu
enzymu se nachazi nékolik vystupt, které se spojuji do jednoho kanalu vedouciho
k aktivnimu mistu. Pfedpoklada se, Ze kandl kon¢i v aktivnim misté blizko atomu niklu

(Ogata et al., 2009). Celkova struktura [NiFe]-hydrogenaz je znazornéna na obr. 2.

Large subunit ¢ e small subunit

Obr. 2: Struktura [NiFe]-hydrogenazy D. vulgaris Miyazaki F
(pfevzato z Ogata et al., 2009).
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4.1.2. [NiFeSe]-hydrogenazy

Struktura [NiFeSe]-hydrogenaz z bakterii Desulfomicrobium baculatum (Garcin et al.,
1999) a Desulfovibrio vulgaris Hildenborough (Marquez et al., 2010) je podobna standardnim
[NiFe]-hydrogendzam, nicméné patrné rozdily mezi nimi existuji.
Mal4 podjednotka [NiFeSe]-hydrogenaz obsahuje medianni [4Fe-4S] klastr, nikoliv [3Fe-4S]
klastr, jako je tomu u standardnich [NiFe]-hydrogendz. Dohromady maji tedy tfi [4Fe-45]
klastry. [NiFeSe]-hydrogendzy maji jeden cysteinovy zbytek koordinujici atom niklu
v aktivnim misté nahrazen selenocysteinem. Tii dvouatomové ligandy koordinujici
v aktivnim misté Zelezo se shoduji s témi u enzymu D. gigas, jsou to tedy 2 CN-a 1 CO.
Monoatomarni metalické centrum na C-konci velké podjednotky obsahuje Fe misto Mg.
Ligand tvofici miistek mezi Ni a Fe (,bridging” ligand) v aktivnim misté nebyl nalezen ani u
D. baculatum, ani u D. vulgaris Hildenborough (Garcin et al., 1999; Marquez et al., 2010).

[NiFeSe]-hydrogenazy jsou znamé svou toleranci ke kysliku. Stejné jako [NiFe]-
hydrogenézy obsahuji hydrofobni kanal vedouci od aktivniho mista az k povrchu proteinu,
rezistence va¢i inaktivaci kyslikem tedy muZe souviset s piitomnosti selenocysteinu
v aktivnim misté. Selenocystein je vétsi neZ cystein a ¢aste¢né tak blokuje pfistup O, do

aktivniho mista (Marquez et al., 2010).

4.1.3. [NiFe]-hydrogenazy odolné vici kysliku

[NiFe]-hydrogenazy odolné vici kysliku jsou, jak z ndzvu vyplyva, schopné zastavat
svoji fyziologickou funkci i v pfitomnosti kysliku, ktery drtivou vétSsinu ostatnich
hydrogenaz ireverzibilné inhibuje. Tato vlastnost je tedy mezi hydrogenazami jedine¢na a
disponuje ji pouze nékolik druhti, mezi néz patii Hydrogenvibrio marinus, jehoz membranova
hydrogenaza je nejen odolna vici kysliku, ale také extrémné termofilni (Nishihara et al.,
1997) a Ralstonia eutropha H16 produkujici dokonce tfi rtzné ke kysliku tolerantni
hydrogenazy, z nichz kazda slouZi k jiné fyziologické funkci (Burgdorf et al., 2005).

Struktura enzymu H. marinus je velmi podobnd standardnim [NiFe]-hydrogenazam,
vyjimkou je proximdlni Fe-S klastr malé podjednotky. Narozdil od standardnich [NiFe]-
hydrogenaz, kde je v proximalni pozici od NiFe centra [4Fe-45S] klastr koordinovany ¢tyimi
cysteinovymi zbytky, se v hydrogendze H. marinus nachazi [4Fe-3S] klastr koordinovany
Sesti cysteinovymi zbytky. Ve [4Fe-3S] klastru enzymu H. marinus sice chybi vazba mezi Fe a
S, zato kazdy ze ¢tyf Fe atomt je koordinovén ¢tyfmi Cys-thiolaty, proto je [4Fe-35S] klastr v

proteinu sevien stabilngji (Shomura et al., 2011).
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Nejlépe charakterizovanou hydrogendzou z R. eutropha je membranova [NiFe]-
hydrogenaza propojena s dychacim fetézcem. Stejné jako u hydrogenazy H. marinus, je i zde
proximélni klastr malé podjednotky [4Fe-3S] koordinovany Sesti cysteiny. Ten slouzi jako
elektronovy prepina¢ v zavislosti na tom, jaka molekula se blizi do aktivniho mista. Pokud je
v aktivnim misté pritomen H, slouZi jako elektronovy akceptor. Pokud se do aktivniho
mista dostane O, pracuje jako donor elektronti. Mechanismus tolerance vtici O, tedy spociva
ve schopnosti odstranit nezadouci molekulu redukci, nikoliv zabrdnénim piistupu O do

aktivniho mista jako u [NiFeSe]-hydrogenaz (Fritsch et al., 2011).

4.2. [FeFe]-hydrogendzy

Narozdil od [NiFe]-hydrogenaz, které se sklddaji nejméné ze dvou podjednotek,
mnoho [FeFe]-hydrogendz je monomernich a sestdva pouze z katalytické podjednotky,
nicméné dimerni, trimerni, i tetramerni enzymy jsou také zndmé. Katalytické podjednotky
[FeFe]-hydrogenaz se narozdil od téch v [NiFe]-hydrogendzach navzajem znaé¢né lisi svou
velikosti. Kromé konzervovanych domén o délce cca 350 zbytkd obsahujicich aktivni misto
(H-klastr), ¢asto obsahuji dalsi domény, ve kterych jsou umistény Fe-S klastry (Vignais et al.,
2001). Struktura byla stanovena mj. u monomerni, cytosolické [FeFe]-hydrogenazy z C.
pasteurianum (Peters et al., 1998) a dimerni, periplasmické [FeFe]-hydrogenazy zD.
desulfuricans (Nicolet et al., 1999).

Stfedem z&jmu je struktura jedinec¢né prostetické skupiny, ktera se nazyva H-klastr a
nachézi se v aktivnim misté enzymu. H-klastr miize byt rozdélen na dvé ¢asti. Jednou z nich
je [4Fe-4S] klastr, ktery podle v8eho slouzi k pfenosu elektronti. Druhou ¢ast tvoii Fe-Fe
centrum, které je mistem reverzibilni oxidace H,. Diilezitou tlohu pfi katalyze zfejmé hraje
termindIni Fe atom (Fe2) zminéného Fe-Fe centra, ktery je ve svém prosttedi chrdnén pred
solventem fadou hydrofobnich zbytkd. Ligandem Fe2 je molekula vody, ktera mtze byt
snadno vytésnéna, ¢imz se vytvori katalytické misto pro produkci/oxidaci H». V pfipadé
oxidace Hz v misté Fe2 dochazi k navazani molekuly Hz a vytvoreni hydridu, které vede
k pfenosu protontt do solventu, a po oxidaci aktivhiho mista k pfenosu elektroni na
specificky elektronovy akceptor. Produkce H: v aktivhim misté nastavd kondenzaci
elektronti z redukovaného Fe-S klastru s protony, ¢imZ vznika k Fe2 vazany hydrid, jehoz
dalsi protonace vede k vytvoreni H, (Peters, 1999). H-klastr Ize identifikovat podle tii
konzervovanych sekvencnich tsekt, které obsahuji cysteinové zbytky nezbytné pro

katalyzu. Na obr. 3 jsou tyto tseky zachyceny.
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Obr. 3: (A) Schématické zobrazeni H-klastru. L1-L3 pfedstavuji zminéné konzervované tseky.
Cys 2-5 koordinuji [4Fe-4S] klastr, Cys 5 pfemostuje tento Fe-S klastr a Fe-Fe centrum enzymu,
Cys 1 pravdépodobné slouzi jako kyselina/baze pii katalyze. (B) Porovnani sekvenci ti
homologti hydrogendz v T. wvaginalis (TVAG) se sekvenci Narf proteinu. Konzervované
aminokyselinové zbytky tsekti L1-L3 ze schématu A jsou oznaceny Sipkami. Narf protein
(kapitola 7.2.) je homologni k [FeFe]-hydrogenazam, postrada vsak jeden z dilezitych cysteint,
Cys 1 (pfevzato z Meyer, 2007).

B)

Heterodimerni [FeFe]-hydrogenaza z D. desulfuricans (DdH) se svou strukturou od
[NiFe]-hydrogenaz lii, ale nékteré rysy maji spole¢né. Velikost velké podjednotky DdH je 42
kDa, malé podjednotka mé 11 kDa. DdH obsahuje tfi rovnomérné rozloZené [4Fe-4S] klastry.
Distdlni a medianni [4Fe-4S] klastry se podileji na interakci s redoxnimi partnery DdH.
Proximalni [4Fe-4S] klastr je Cys-thiolatem propojen s binukledrnim Fe-Fe centrem, s kterym
dohromady tvofi aktivni misto enzymu. Toto aktivni misto zvané H-klastr je zanofeno
hluboko v centru proteinu. Fe atomy v binukledrnim FeFe centru jsou spojeny dvéma
thiolovymi skupinami propan-1,3-dithiolu, narozdil od [NiFe]-hydrogenaz, jejichz Ni a Fe
atomy v NiFe centru jsou spojeny dvéma Cys zbytky. Stejné jako v NiFe centru jsou Fe
atomy v Fe-Fe centru koordinovany CO a CN- ligandy. Atom Fe2 binukledrniho FeFe centra
méa prazdné koordinacni misto, proto se predpoklada, Ze zde se béhem katalyzy vaze Ho.
V proteinu se také nachazi hydrofobni kandl vedouci z povrchu do aktivniho mista, kde
sméfuje k neobsazenému koordina¢nimu mistu Fe2 atomu. Tento kanal pravdépodobné
poskytuje pfistup Hz do aktivniho mista. NavrZena byla také moznd cesta pienosu protont

na povrch proteinu (Nicolet et al., 1999).
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Monomerni [FeFe]-hydrogenaza z C. pasteurianum (Cpl) méa velikost pfiblizné 60 kDa.
H-klastr Cpl je podobny jako u DdH. Ve struktufe Cpl je vSak narozdil od DdH pfitomen
dalsi [4Fe-4S] a [2Fe-2S] klastr. Celkem ma tedy Cpl ¢tyti [4Fe-4S] klastry a jeden [2Fe-25]
klastr, které spolu tvofi cestu pro pfenos elektronti (Peters et al., 1998). Porovnani struktur

obou hydrogenaz je na obr. 4.

(A) (B}

Obr. 4: Struktura [FeFe]-hydrogenaz (A) D. desulfuricans (Dd) a (B) C. pasteurianum 1 (Cpl). Fe-S
klastry jsou zndzornény zlutymi a hnédymi koulemi. U enzymu Dd je velkd podjednotka
zobrazena modie, mald podjednotka cervené a ferredoxin-like doména svétle modte. Topologicky
shodné oblasti Cpl jsou vyobrazeny stejnymi barvami. Narozdil od Dd ma Cpl navic dvé dalsi
domény zachycené fialové a zelené; oranzovd smycka pfedstavuje spojeni velké a malé
podjednotky (pfevzato z Fontecilla-Camps et al., 2007).

4.2.1. Bifurkacni [FeFe]-hydrogenaza

Elektronova bifurkace zaloZena na flavinech (flavin-based electron bifurcation, FBEB)
je proces, pii kterém je nizkoredoxpotencidlni ferredoxin redukovan elektronovym donorem
s vy$8im potencidlem, jako je NAD(P)H nebo H,, pfi¢emZ je tato endergonicka reakce
pohanéna soucasnou oxidaci stejného donoru akceptorem s vyssim potencidlem, jako je
NAD* nebo heterosulfid. Tento proces je katalyzovan cytoplazmatickymi multienzymovymi
komplexy obsahujicimi flavin, mezi néz patfi také multipodjednotkova [FeFe]-hydrogenaza
T. maritima (Buckel & Thauer, 2013).

Bifurka¢ni hydrogendza T. maritima se sklada ze tii rozdilnych podjednotek a
(73 kDa), B (68 kDa) a y (19 kDa). Podjednotka a obsahuje H-klastr a pfedstavuje tedy aktivni
misto enzymu interagujici s Ha, kromé toho obsahuje také tfi [4Fe-4S] a dva [2Fe-2S] klastry.

Podjednotka a tohoto enzymu je analogickda s monomernimi [FeFe]-hydrogendzami.
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Podjednotka  nese vazebna mista pro NAD* a FMN, mimo to obsahuje téZ jeden [2Fe-2S] a
tfi [4Fe-4S] klastry. Podjednotka [ pravdépodobné predstavuje misto oxidace NADH
s naslednym prenosem elektroni na podjednotku a. Podjednotka y obsahuje pouze jeden
[2Fe-2S] klastr a mohla by byt mistem oxidace redukovaného ferredoxinu (Verhagen et al.,

1999; Schut & Adams, 2009).

4.3. [Fe]-hydrogendzy

Mezi [Fe]-hydrogenazy patii pouze enzym Ho-tvofici
metylentetrahydrometanopterin dehydrogenaza (Hmd), ktery katalyzuje reverzibilni
redukci metenyltetrahydrometanopterinu (CH=HMPT*) vodikem na
metylentetrahydrometanopterin (CH>=H4MPT). Jedine¢né vlastnosti Hmd byly odhaleny u
Methanobacterium thermoautotrophicum (Zirngibl et al., 1992), krystalova struktura enzymu
byla pozdéji popsana u Methanocaldococcus jannaschii (Pilak et al., 2006).

Hmd se sklada ze dvou identickych podjednotek o velikosti 38 kDa, kazda z
podjednotek obsahuje jeden Fe atom, ktery je soucasti kofaktoru nezbytného pro enzymovou
aktivitu. Homodimer lze déle roz¢lenit na centralni globuldrni jednotku pfipojenou ke
dvéma perifernim jednotkdm, které odpovidaji N-koncovym doméndm jedné podjednotky.
Centralni globularni jednotka je sloZzena =z propletenych C-koncovych ¢asti obou
podjednotek. Aktivni misto Hmd je lokalizovdno v mezefe mezi periferni a centralni
jednotkou. Fe atom je nizkospinovy, nachdzi se v oxida¢nim stavu Fe(0) nebo Fe(Il), a je
koordinovan dvéma molekulami CO, jednim atomem siry a jednim atomem dusiku. Sirny
ligand poskytuje Cys176, ktery je soucasti Fe-vazebného mista. Dusikaty ligand je soucasti
pyridinolu, spojuje tedy mononukledrni Fe centrum a molekulu guanylylpyridinolu, které
dohromady tvori FeGP kofaktor. Chemickd povaha patého ligandu je nezndm4, Sesté
koordina¢ni misto je prazdné. Metenyl-HsMPT* i H, se najednou vazou v aktivnim misté
blizko Fe centra, kde spolu piimo reaguji (Pilak et al., 2006; Shima et al., 2008). Na obr. 5 je

zndzornéna struktura tohoto enzymu.
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Obr. 5: Struktura [Fe]-hydrogenazy M. jannaschii. Periferni jednotky jsou znazornény
zelené, centrdlni jednotka modfe. Barevny ty¢inkovy model v perifernich
podjednotkach predstavuje kofaktor FeGP (pfevzato z Schima et al., 2008).

V nékterych ohledech jsou si vSechny tii rodiny hydrogenaz podobné. VSechny tfi
typy obsahuji redoxné-inaktivni nizkospinové Zelezo, podle véeho v oxida¢nim stavu Fe(II),
které je koordinovéno péti nebo Sesti ligandy. V8echna tfi Fe-centra (obr. 6) spolupracuji se
svymi redoxnimi partnery, jsou v8ak soucasti architektonicky odlisnych struktur.

Hmd se od ostatnich hydrogendz zasadné lisi svymi katalytickymi vlastnostmi.
Aktivni misto [NiFe]- a [FeFe]-hydrogenaz je zanotfeno hluboko v proteinu a elektrony
z redukovaného H, musi pfekonat dlouhou vzdalenost z aktivniho mista pres Fe-S klastry az
k elektronovému akceptoru. Hmd zadné Fe-S klastry neobsahuje, metenyl-HsMPT* a H;
spolu reaguji pfimo, Hmd tedy nekatalyzuje reverzibilni reakci: 2H* + 2e- S Hp, typickou pro

ostatni hydrogenazy.

e
[4Fe-ss]  CO_ [4Fe-4S)

[3Fe-45] [4Fe-4S)
[4Fe-45] CN- [2Fe-2S)
[4Fe-4S)
co Cys
[NiFe] hydrogenase [FeFe] hydrogenase [Fe] hydrogenase

Obr. 6: Struktury aktivnich mist tfi fylogeneticky nepfibuznych hydrogendaz. (A) [NiFe]-hydrogenaza
D. gigas, (B) [FeFe]-hydrogenaza C. pasteurianum a D. desulfuricans, (C) [Fe]-hydrogendza M. jannaschii.
Vsechny hydrogendzy maji spole¢né nizko-spinové Zelezo (hnéd¢), které je koordinované thiolaty, CO
a kyanidem, nebo pyridinolem. Paté a Sesté ligacni misto [Fe]-hydrogenazy je oznaceno Sedymi
koulemi (pfevzato z Schima et al., 2008).
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5. MATURACE HYDROGENAZ

Vzhledem ke komplexité hydrogendz, ktera je dand mj. pfitomnosti nékolika
dvouatomovych ligand, zahrnuje biosyntéza téchto enzymt fadu sloZitych udalosti, které
vedou k aktivnimu enzymu. Hydrogenazy tedy nejsou syntetizovany v aktivni podobg,
nybrz vyZzaduji slozity maturac¢ni systém.

Maturace velké podjednotky [NiFe]-hydrogenaz zavisi na aktivité nejméné sedmi
hlavnich proteind, které katalyzuji syntézu CN/CO liganda a hraji tlohu p#i koordinaci Fe v
aktivnim misté, inzerci niklu a proteolytické maturaci velké podjednotky. Maturace [FeFe]-
hydrogendz ziejmé vyzaduje jen tfi pomocné proteiny, dva z nich patii do tfidy
radikalovych S-adenosylmetionin (SAM) enzymi a posledni, ktery je také metaloproteinem,
je z rodiny GTP&az. Tyto proteiny jsou povazovany za dostacujici k tomu, aby daly vznik
aktivnimu enzymu. O maturaci [Fe]-hydrogenaz zatim nejsou zadné dostupné informace

(Vignais & Billoud, 2007).

5.1. Maturace [NiFe]-hydrogendz

Geny kodujici hydrogendzy jsou v proteobakteriich uspofadany do operonti. Tyto
operony zahrnuji strukturni geny, obecné znacené L (G) pro velkou podjednotku a S (K) pro
malou podjednotku, a pfidatné geny pro maturaci a inzerci Ni, Fe, CO a CN- do aktivniho
mista heterodimeru. V nékterych organismech tyto operony také obsahuji regulac¢ni geny,
které 1idi expresi strukturnich gent. Maturace hydrogendz nasleduje sloZitou cestu, ktera
zahrnuje alespoii sedm pomocnych proteind, $est znich jsou produkty tzv. hyp gent,
jmenovité HypA, HypB, HypC, HypD, HypE a HypF, a sedmym je endopeptidaza (Vignais
& Colbeau, 2004). PfestoZe jsou operony hydrogendz velmi konzervované a vykazuji
vysokou miru podobnosti, pro pfislusny enzym je dany matura¢ni systém specificky, a to
pravdépodobné kvali tzkym interakcim protein-protein, které se béhem matura¢niho
procesu objevuji. Tato bariéra je také zodpovédna za neschopnost hydrogendz maturovat pfi
produkci v heterolognim hostiteli (Casalot & Rousset, 2001). Nejlépe prostudovany
maturacni systém je ten, ktery se podili na biosyntéze hydrogenazy 3 (Hyd3) z Escherichia coli
(Forzi & Sawers, 2007).

Maturaéni proces lze rozdélit do nékolika krokt: (1) syntéza apoenzymu, (2)
transport a ulozeni niklu a Zeleza, (3) syntéza ligand® a ¢aste¢né slozeni aktivniho mista, (4)
inzerce niklu, proteolyza prodlouzeného C-konce a jeho zabaleni do zbytku velké
podjednotky. Krok 1 zavisi na okolnim prostfedi. Nékteré organismy mohou citit pfitomnost

H> vokoli diky cytosolickym regulaénim proteinim detekujicim H,, které jsou
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hydrogendzam podobné. Tak se spusti signaliza¢ni drdha, kterd ma za nasledek zménu
exprese strukturnich gent [NiFe]-hydrogendzy. Krok 2, transport niklu a Zeleza, je kvili
toxickému vlivu téchto metalickych iontt v mikroorganismech vysoce regulovéan. U E. coli je
za transport Ni zodpovédny ABC transportér kédovany nik operonem, a transport Fe je
zavisly na syntéze sideroforti. V krocich 3 a 4 jsou syntetizovéany ligandy aktivniho mista a
aktivni misto musi byt sestaveno a ulozeno do velké podjednotky. Tento proces je pod
kontrolou Sesti genti hyp operonu a nikl-dependentni protedzy (Fontecilla-Camps et al.,

2007).

5.1.1. Syntéza CN-ligandu

Syntéza CN- v E. coli zavisi na dvou maturac¢nich proteinech, HypE a HypF. HypF
obsahuje sekven¢ni motivy charakteristické pro O-karbamoyltransferdzy a acylfosfatazy.
HypF hydrolyzuje karbamoylfosfat, ktery je prekurzorem CN, a je tudiZz nezbytny pro
syntézu aktivniho mista (Paschos et al., 2001). V pfitomnosti ATP a HypE katalyzuje HypF
prenos karbamoyl skupiny na C-koncovy cystein proteinu HypE za tvorby enzym-
thiokarbaméatu. HypE méd kromé C-koncového cysteinu také vazebné misto pro ATP, a
vykazuje sekvenéni podobnost sPurM, enzymem katalyzujicim ATP-dependentni
dehydrataci. HypE dehydratuje S-karbamoyl za vzniku enzym-thiokyanatu, ktery muze
dodat CN Zelezu v aktivnim misté (Reissmann et al., 2003). HypE a HypF tvofi dynamicky
komplex s HypC-HypD. Komplex HypC-HypD pfijima CN skupinu od HypE a pfipojuje ji
na Fe atom NiFe centra Hyd3 (Blokesch et al., 2004).

5.1.2. Syntéza CO ligandu

Nejdiive se myslelo, ze CO je stejné jako CN- syntetizovan z karbamoylfosfatu
(Paschos et al., 2001). Tato moznost v8ak byla vyvracena a ukazalo se, Ze metabolicky ptivod
CO a CN- ligandt Fe atomu je rozdilny, pfinejmensim u Allochromatium vinosum muze byt
CO odvozen od acetatu, konkrétné od jeho karboxylového uhliku. Jednim z moZznych
zptisobd, jak by mohl dat acetat vznik CO, je zapojeni jednoho ¢i vice Hyp proteint do

procesu formace CO (Roseboom et al., 2005).

5.1.3. Inzerce niklu

Predpoklada se, ze nikl je vloZzen do NiFe centra teprve po inkorporaci Fe a jeho
ligandtt do prekurzoru velké podjednotky (pre-HycE), tedy az po zavedeni Fe(CN),(CO) do
aktivniho mista (Maier & Bock, 1996). Pro sestaveni metalického centra hydrogenazy je

klicovy komplex mezi pre-HycE a HypC, ktery se po navazani niklu na C-koncovy cystein
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pre-HycE rozpada (Magalon & Bock, 2000a). Protein HypA, ktery je specificky pro Hyd-3,
vaze nikl a dopravuje ho do aktivniho mista. Jeho homologem je protein HybF, ktery dodéava
nikl hydrogendzdm 1 a 2 (Hyd-1 a Hyd-2) E. coli (Atanassova & Zamble, 2005). Na
inkorporaci niklu se podili také GTP-vazebny protein HypB, ktery obsahuje Ni-vazebnou
oblast. HypB tvofi GTP-indukovany dimer, ktery interaguje svelkou podjednotkou a
predéava ji ion niklu. Po aspésné inkorporaci niklu dochazi k hydrolyze GTP a disociaci
dimeru (Gasper et al., 2006). Dalsim proteinem ovliviiujicim inzerci niklu je peptidyl-prolyl
cis/trans izomeraza SlyD. SlyD specificky interaguje s HypB, jeho presna dloha vsak neni
jasnd. SlyD muzZe pfimo dodévat nikl do NiFe centra, nebo optimalizovat aktivitu HypB, a
tim usnadiiovat inzerci niklu. Existuje také moZznost, Ze se uplatiiuje pfi spravném sloZeni
velké podjednotky po inkorporaci niklu, nebo pfi sestavé proteinového komplexu

pozadovaného pro inzerci (Zhang et al., 2005).

5.1.4. Endoproteolytické stépeni

Poslednim krokem maturaéniho procesu je odstépeni C-koncového peptidu velké
podjednotky. Enzym podilejici se na proteolyze je velmi specificky, kazda hydrogenéaza
E. coli méa vlastni protedzu. Tyto protedzy jsou kédovany operonem pro strukturni geny,
kone¢ny maturacni krok zastavaji protedzy HyaD pro Hyd-1, HybD pro Hyd-2, a Hycl pro
Hyd-3 (Rossmann et al., 1995). Proteolytické stépeni nastava aZ po inzerci niklu do aktivniho
mista. Podle niklu jsou hydrogenazy rozeznavany svymi endopeptiddzami, které obsahuji
konzervované aminokyselinové zbytky (Glu, Asp a His) interagujici pravé s niklem
navazanym v pre-HycE (Theodoratou et al., 2000). Teprve po odstranéni C-koncového
peptidu dochazi k asociaci HycE s malou podjednotkou (HycG). Komplex HycE-HycG pak
muze zakotvit do membrény, popf. je diky signdlnimu peptidu malé podjednotky
translokovan do periplasmického prostoru (Magalon & Bock, 2000b). Schéma maturace

[NiFe]-hydrogenaz je vyobrazeno na obr. 7.
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Obr. 7: Model maturace aktivniho mista [NiFe]-hydrogendzy 3 E. coli. Krok I, vytvofena
skupina Fe(CN).CO je pfenesena na HypC. Krok II, HypC tuto skupinu predava
prekurzoru velké podjednotky pre-HycE. Krok III, komplex HypA-HypB-SlyD dodava
pre-HycE obsahujicimu Zelezo nikl. Krok IV, specifickd protedza Hycl odstépuje C-
koncovy peptid a dokoncuje uzavieni aktivniho mista (pfevzato z Forzi & Sawers, 2007).

5.2. Maturace [FeFe]-hydrogendiz

Narozdil od [NiFe]-hydrogenaz se o maturaci [FeFe]-hydrogenaz dlouho védélo
podstatné méné. Prilom nastal pfi genetické analyze mutantd s nefunkénimi
hydrogendzami zelené tasy Chlamydomonas reinhardtii. Identifikovany byly tfi striktné
konzervované maturacni proteiny [FeFe]-hydrogenaz, a to HydE, HydF a HydG. Geny hydE,
hydF a hydG jsou ve vétsiné organismt rozdéleny, u C. reinhardtii byly identifikovany jen dva
geny pojmenované hydG a hydEF. Gen hydEF obsahuje dvé domény homologni ke dvéma
riznym gendm koédujicim proteiny HydE a HydF, které se objevuji v prokaryotickych
organismech. VSechny tfi proteiny jsou nezbytné pro slozeni aktivniho mista [FeFe]-
hydrogenédz. HydF doména HydEF proteinu C. reinhardtii patfi ke GTPazovym proteinim.
Maturazy HydG a HydE patfi mezi radikdlové S-adenosylmetionin (SAM) enzymy
(Posewitz et al., 2004). Matura¢ni proteiny HydE, HydF a HydG byly charakterizovany také
u Thermotoga maritima. Protein HydF T. maritima patfi rovnéz mezi GTPazy (Brazzolotto et
al., 2006). HydE a HydG jsou podle o¢ekédvani také radikdlové SAM enzymy (Rubach et al.,
2005). Kromé maturdz HydE, HydF a HydG se pfi maturaci [FeFe]-hydrogenaz mohou
uplatiiovat také pridatné proteiny, jako TM1420 v T. maritima, ktery se pravdépodobné podili
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na sestaveni metalického klastru hydrogenazy (Pan et al., 2003). Vlastnosti jednotlivych
maturacnich proteinii jsou podrobnéji popsany nize.

Maturaéni proces zahrnuje fadu sloZitych reakci: (1) syntéza ligandd CO, CN a
dithiolatového mtstkového ligandu, (2) sloZeni binukledrniho FeFe aktivniho mista, (3)
inkorporace sloZeného aktivniho mista do enzymu, ktery jiz obsahuje [4Fe-4S] klastr tvorici
soucast H-klastru, a (4) slozeni a pfenos pfidatnych Fe-S klastrti. VSechny tyto reakce jsou
prisné kontrolovany, protoZze pfi nich vzniké toxicky CN- a CO, stejné jako dithiolat citlivy
na hydrolyzu. Predpoklada se, Ze syntéza téchto ligandd a jejich vazba k Fe probiha

soucasné, pravdépodobné v rdmci multiproteinového komplexu (Nicolet et al., 2010a).

5.2.1. HydF protein

HydF doména HydEF proteinu C. reinhardtii obsahuje na N-konci GTP-vazebny
motiv GxxNxGKS (P-loop) naznacujici piislusnost ke GTPazovym proteintim. Na C-konci
proteinu se nachazi vazebny motiv se tfemi konzervovanymi cysteiny CxHx,HCxxC, ktery je
charakteristicky pro vazbu Fe-S klastru. Obé vazebné domény jsou nezbytné pro aktivaci
hydrogenédzy (King et al., 2006). U proteinu HydF T. maritima bylo prokdzéno, Ze vaze
nestaly [4Fe-4S] klastr, ktery je koordinovan tfemi cysteiny. Ctvrté koordina¢ni misto je
pristupné exogennim ligandtim, které jsou zaménitelné (Brazzolotto et al., 2006).

HydF pfi sestavé H-klastru funguje jako leSeni. HydF tedy neslouZi jen jako pienasec
FeFe centra do H-klastru, ale pfimo se podili na sloZeni tohoto centra, nebot na HydF je z
[2Fe-2S] klastru slouziciho jako prekurzor sestavovano FeFe centrum prostfednictvim
ptisobeni maturdz HydE a HydG. Diatomické ligandy CO a CN-koordinujici FeFe centrum, i
mustkovy dithiolat FeFe centra, jsou tedy v HydF pfitomny jiZ pfed pfenosem tohoto centra

do H-klastru a aktivaci holoenzymu. Vazba a hydrolyza GTP je pro spravnou funkci HydF

nezbytna, nicméneé piesnd tloha GTP zistava nejasna (Shepard et al., 2010a).

5.2.2. HydE protein

Protein HydE patfi mezi radikalové SAM enzymy. HydE doména proteinu HydEF C.
reihardtii obsahuje ve své sekvenci motiv CxxxCxxC typicky pro tuto skupinu enzymd. Tyto
tfi konzervované cysteiny jsou nezbytné pro maturaci aktivni hydrogenazy (Posewitz et al.,
2004). HydE z T. maritima disponuje dvéma [4Fe-4S] klastry, jeden znich se vaze na
CxxxCxxC sekvenci blizko N-konce a je schopny katalyzovat redukci SAM na 5'-
deoxyadenosylovy radikal a metionin, druhy [4Fe-4S] klastr je pravdépodobné navazan na

C-konci obsahujicim tfi konzervované cysteinové zbytky (Rubach et al., 2005).
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Struktura HydE obsahuje (Ba)s tri6zafosfatizomerazovy (TIM) barel a tfi rozdilna
mista vazajici anion. Dvé z téchto mist se nachdazeji v oblasti, kde se pravdépodobné vaze
substrat, tfeti je umisténo na dné barelu daleko od SAM. Substrat HydE neni znamy,
predpoklada se vsak, Ze se jedna o maly bézny metabolit obsahujici karboxylatovou ¢ast a
¢aste¢ny kladny ndboj. Na zdkladé pozorovéni Ize navrhnout moZny mechanismus, ve
kterém dochézi nejdfive k vazbé substratu blizko SAM a katalyze radikélové reakce ve
vrchni ¢asti barelu, poté produkt pfeskakuje z jednoho aniontového mista do druhého, az se
nakonec usadi na dné barelu, kde se pevné navéze do tfettho aniontového mista. Produkt
potom muzZe byt pienesen na dalsi komponenty matura¢niho terndrniho komplexu. HydE se
pravdépodobné podili na syntéze dithiolatového ligandu aktivniho mista, nicméné druhy
[4Fe-4S] klastr, ktery byl povazovan za zdroj sirného atomu pro jeho syntézu, neni pro

maturaci nezbytny. Atom siry tedy musi byt ziskdvan odjinud (Nicolet et al., 2008).

5.2.3. HydG protein

Protein HydG patfi stejné jako HydE mezi radikdlové SAM enzymy. Genova
sekvence obsahuje charakteristicky motiv CxxxCxxC. Analyza HydG T. maritima ukazala, Ze
protein nejspiSe vaze dva Fe-S klastry. Jeden znich je klasicky [4Fe-4S] klastr, ktery je
navazan na cysteinovy motiv v N-koncové doméné, a dokaze stépit SAM (Rubach et al.,
2005). HydG obsahuje dalsi konzervovany cysteinovy motiv CxxCx2C v C-koncové doméné.
Tento motiv je naprosto nezbytny pro maturaci hydrogenazy a predpoklada se, Ze slouzi ke
koordinaci druhého Fe-S klastru. TotoZnost tohoto Fe-S klastru zatim nebyla odhalena (King
et al., 2006). Ve struktufe proteinu by mél byt pfitomen stejny (Ba)s TIM barel jako u HydE
(Nicolet et al., 2008).

Proteinova sekvence HydG je velmi podobna dal$imu radikdlovému SAM enzymu
ThiH (tyrosin lyaza). Byly u nich objeveny podobné tseky konzervovanych aminokyselin,
které naznacuji, Ze oba proteiny maji podobné substraty i funkci. Jako mozny substrat HydG
byl oznacen tyrosin, nebot bylo prokazano, Ze HydG katalyzuje SAM-dependentni Stépeni
tyrosinu na p-kresol. Nezdvisle na HydE byla i pro HydG vyslovena hypotéza, Ze je
zodpovédny za syntézu dithiolového ligandu, jehoZz prekurzorem by mél byt pravé tyrosin.
Timto ligandem se zda byt dithiometylamin (DTMA), nicméné vyloucen nemuze byt ani
dithiometyleter. Syntéze DTMA vyZaduje dekarboxylaci dvou molekul DHG a doprovodné
uvolnéni amoniaku. NavrZeny mechanismus syntézy dithiolatového ligandu zac¢ina
stépenim SAM, ktery da vznik 5-deoxyadenosylovému radikalu (Ado°). Ado°® pfeméni

tyrosin na p-kresol a dehydroglycin (DHG). Molekula DHG reaguje s ionty sulfidu, které

27



pochazeji z druhého Fe-S klastru HydG, a vytvafi dvojité alkylovany meziprodukt. Jedna
z DHG-odvozenych S-vazanych latek potom projde dekarboxylaci, ktera je provazena
redukci dvou iontt Zeleza Fe-S klastru. Tento krok davé vznik iminiové skupiné, kterd miize
byt atakovana amino skupinou druhé DHG-odvozené S-vazané latky. Nasledna ztrata NH3
poskytuje hnaci silu pro B-eliminaci zbylé karboxylové skupiny jako CO,. Kone¢né utvoreni
DTMA vyZaduje dva protony a dva elektrony. Elektrony jsou poskytovéany Zeleznymi ionty
Fe-S klastru (Pilet et al., 2009).

Také bylo dokédzéno, ze HydG je zodpovédny za syntézu ligandd CN- a CO. CN-je
produktem Stépeni tyrosinu, které je katalyzované proteinem HydG vyuZivajicim
radikdlovou SAM reakci. Pfi $tépeni tyrosinu vznika spole¢né s CN- také p-kresol. Vznikly
CN- je pak spojen se scaffold proteinem HydF (Driesener et al., 2010). I pii syntéze CO
vyuziva HydG jako substrat tyrosin. CO je stejné jako CN- ndasledné ptipojen k HydF.
Meziproduktem reakce by mohl byt DHG, ktery podléhd dekarbonylaci za tvorby obou
dvouatomovych ligandd (Shepard et al., 2010b). Studiem mutaci cysteinovych liganda [4Fe-
4S] klastru C-koncové domény HydG bylo zjisténo, ze k syntéze CN- neni tento Fe-S klastr
zapottebi, kdezto pro syntézu CO je nutny. Na zakladé tohoto pozorovéni byl navrZen
reakéni mechanismus, ve kterém misto DHG jako meziprodukt figuruje glycylovy radikal,
ktery vznikd homolytickym $tépenim tyrosylového radikalu. Tyrosylovy radikél vznika
odejmutim H. z tyrosinu plisobenim 5’-deoxyadenosylového radikdlu, produktu Stépeni
SAM (Nicolet et al., 2010b). Zevrubnéjsi studie poté prokazala, ze CN- ligand je odvozen od
amino skupiny tyrosinu, zatimco zdrojem CO ligandu je karboxylova skupina tyrosinu

(Kuchenreuther et al., 2011). Schéma shrnujici maturaci [FeFe]-hydrogenaz je na obr. 8.

Obr. 8: Predpokladané schéma maturace H-klastru [FeFe]-hydrogendz. HydE na [2Fe-2S] klastru
HydF syntetizuje dithiolatovy premostujici ligand, pravdépodobné s vyuzitim hydrolyzy GTP.
Tento meziprodukt je dale zpracovavan HydG, ktery vyuziva tyrozin ksyntéze CO a CN-
ligand@, a tim dokonc¢uje syntézu 2Fe jednotky na HydF prekurzoru. Aktivovand forma HydF
poté interaguje s apoenzymem, kterému predava 2Fe centrum a déva vznik holohydrogenaze
(pfevzato z Shepard et al., 2010a).
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5.3. Syntéza Fe-S klastrii

Fe-S Kklastry jsou nedilnou soucasti hydrogenaz, proto si jejich biosyntéza zaslouZi
alespoii malou zminku. K sestaveni intracelularnich Fe-S klastrd vétsinou nedochézi
spontanng, ale jejich tvorba vyzaduje slozity biosynteticky aparat. Popsany byly nejméné tii
odlisné typy biosyntetickych systém Fe-S klastrti. Nejbéznéjsi z nich je Isc systém kédovany
geny isc, které jsou Siroce konzervované mezi bakteriemi, a homology proteintt kédovanych
témito geny nalezneme také mezi eukaryotickymi organismy. Oznaceni isc poukazuje na
tlohu pii sestavovéani Fe-S klastr(i (iron-sulfur-cluster). Vsechny produkty isc operonu se
podileji na biogenezi Fe-S klastr@i. Protein IscS se obecné uplatiiuje pfi prepravé
intracelularni siry. IscS ma cystein desulfurazovou aktivitu a jeho tlohou je zajistit
fyziologicky zdroj siry pro dal$i metabolické procesy, maturaci kofaktortt a proteinti diky
desulfurizaci L-cysteinu. Protein IscU poskytuje molekularni leSeni (scaffold) pro sestaveni
Fe-S klastru zprostfedkovaného IscS. Fe-S klastr je nasledné z IscU prenesen do cilového
proteinu. Protein IcsA muZe stejné jako IscU fungovat jako leseni pro sestaveni Fe-S klastru.
Kromé toho bylo prokédzano, Zze IscA miize piijimat Fe-S klastry od IscU, existuje tedy
mozZnost, Ze oba proteiny predstavuji primarni a sekundarni donory Fe-S Kklastrt.
Alternativné muze IscA hrat roli donoru Zeleza pro vznikajici Fe-S klastr na IscU. Pfi
maturaci Fe-S proteinti zavislé na Isc proteinech se déle uplatiiuji chaperony HscA a HscB
(heat shock cognate proteins). HcsA tvori s HscB komplex, ktery je schopny interagovat
s IscU. Interakce IscU s HscBA stimuluje vlastni ATPazovou aktivitu HscA, ktera mtize byt

zodpovédna za pfenos Fe-S klastru na maturujici Fe-S protein (Johnson et al., 2005).
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6. ROZSIRENI HYDROGENAZ MEZI ORGANISMY

Vétsina organismt schopnych metabolizovat H> patfi mezi prokaryota. Tyto
organismy zahrnuji fermentujici organismy, fotosyntetickd prokaryota, aeroby, anaeroby,
autotrofy, heterotrofy, ad. Také nékterd niz$i eukaryota jsou schopna metabolizovat Ho.
[NiFe]-hydrogenazy se objevuji vyhradné u prokaryot, tedy v doménach Bacteria a Archaea.
[FeFe]-hydrogenazy se naproti tomu vyskytuji v bakteriich a eukaryotech. VSeobecné jsou
hydrogenédzy nejcetnéji zastoupeny v doméné Bacteria, mnoho druht obsahuje nékolik
[NiFe]-hydrogenaz (Escherichia coli, Bradyrhizobium japonicum, Anabaena variabilis), nékteré
znich dokonce obsahuji [FeFe]- i [NiFe]-hydrogendzy zarovenn (Desulfovibrio vulgaris,
Desulfovibrio  desulfuricans, Clostridium acetobutylicum), jiné obsahuji pouze [FeFe]-
hydrogenazy (Clostridium pasteurianum, Thermotoga maritima). [NiFe]-hydrogenazy jsou
dobfie zastoupeny zejména v proteobakteriich, [FeFe]-hydrogenazy jsou pfitomné piredevsim
v Gram-pozitivnich bakteriiich a v zastupcich y- a O-proteobakterii. Co se tyce domény
Archaea, prevladaji zejména zastupci kmene Euryarchaeonta. Nékteré druhy archei obsahuji
pouze [NiFe]-hydrogendzy (Pyrococcus furiosus, Methanosarcina barkeri), jiné mohou
disponovat také [Fe]-hydrogenazami (Methanocaldococcus jannaschii). V.doméné Eukarya jsou
zastoupeny pouze [FeFe]-hydrogenézy (Vignais & Billoud, 2007).

Vyskyt eukaryotickych [FeFe]-hydrogenaz je omezen na nékolik fylogeneticky
nepiibuznych skupin, jmenovité hydrogenazy obsahuje nékolik anaerobnich hub, nékteii
nalevnici, bi¢ikatd parabasalia, fylogeneticky nepfibuzné anaerobni améby a nékteré zelené
fasy.  Eukaryotické  hydrogendzy jsou lokalizovany  vétSsinou v organelach
endosymbiotického ptvodu. V piipadé chytridiomycet (napf. Neocallimastix frontalis),
trichomonad (Trichomonas vaginalis) a anaerobnich nalevniki (nap¥. Nyctotherus ovalis) se
jedna o organelu zvanou hydrogenozom. V zelenych fasach (napi. Chiorella fusca,
Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus obliquus) se hydrogendzy nachazeji ve stromatu
chloroplastti (Horner et al., 2002). Piekvapenim bylo objeveni genti koédujicich [FeFe]-
hydrogenazy v genomech améby Entamoeba histolytica a diplomonad Spironucleus barkhanus a
Giardia intestinalis. Tato protista postradaji hydrogenozomy a jejich hydrogendzy nemaji N-
koncovou cilovou sekvenci sméfujici protein do organel, coZz ukazuje na cytosolickou
lokalizaci téchto hydrogenaz. Fylogenetické analyzy nasvédcuji tomu, ze geny [FeFe]-

hydrogenaz téchto tfi protist pochazeji od stejného predka (Nixon et al., 2003).
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7. FYLOGENETICKE VZTAHY HYDROGENAZ S DALSIMI PROTEINY

Hydrogenazy se vyznacuji ohromnou rozmanitosti kvartérnich struktur, v pfipadé
[FeFe]-hydrogendz i velikosti katalytické podjednotky. Kromé toho najdeme u vétSiny
podjednotek a domén, vyjma H-klastr domény [FeFe]-hydrogenaz, homologii s dalsimi
redoxnimi proteiny, napf. s NADH-ubichinon oxidoreduktdzou (komplex I), nebo s Narf
proteiny. Na zakladé porovnani sekvenci katalytickych podjednotek [FeFe]-hydrogenaz a
velkych a malych podjednotek [NiFe]-hydrogenaz Ize usoudit, Ze hydrogenazy predstavuji
priklad konvergentni evoluce (Vignais & Billoud, 2007).

7.1. Homologie mezi hydrogendzami a komplexem I

NADH-ubichinon oxidoreduktéaza, neboli komplex I respira¢niho fetézce, se nachazi
ve vnitfni membrané mitochondrii a v cytoplazmatické membrané bakterii. Komplex I
mitochondrii se skldda nejméné z 42 podjednotek, kdeZto bakterialni komplex I je slozen
pouze ze 14 podjednotek, jeZ jsou vSechny homologni k podjednotkdm mitochodrialniho
enzymu. Pro srovndni podjednotek hydrogenaz stémi z komplexu I bude pouzita
nomenklatura bakteridlniho enzymu, ktery obsahuje stejné prostetické skupiny (1 FMN, 8-9
Fe-S Kklastri, nékolik chinonti) a disponuje stejnymi Kkatalytickymi vlastnostmi jako
mitochondridlni enzym. Genovy lokus kodujici bakteridlni komplex I byl pojmenovan nuo
(NADH:ubichinon oxidoreduktdza) a obsahuje strukturni geny nuoA-N. Solubilni NADH
dehydrogenazova ¢ast komplexu I je tvofena podjednotkami NuoE, F a G. Tato ¢ast obsahuje
mista pro vazbu FMN a NADH, a také Fe-S klastry (N1b, N1c, N3 a N4). Spojovaci ¢ast
komplexu I se sklada z podjednotek NuoB, C a D. Tato ¢ast obsahuje Fe-S klastr N2 a slouZi
k propojeni NADH dehydrogendzové a membranové ¢asti. Membranova ¢ast komplexu I je
sestavena z podjednotek NuoA, H a J-N. Tato ¢ast neobsahuje zddné kofaktory ani Fe-S
klastry, pouze NuoH obsahuje vazebné misto pro ubichinon. Tyto podjednotky se tedy
pravdépodobné podileji na translokaci protont (Friedrich, 1998).

Dnes je jiz dobfe prokdzéno, Ze podjednotky NuoE, NuoF, Nuol a N-terminalni
doména NuoG obsahujici vazebné misto pro Fe-S klastr maji své homology v pfidatnych
podjednotkach a doménach [NiFe]- a [FeFe]-hydrogenaz. Dalsi podjednotky komplexu I jiz
sdileji podobné vlastnosti pouze s podjednotkami [NiFe]-hydrogenaz, podjednotka NuoB
s malou podjednotkou a podjednotky NuoC a NuoD s velkou podjednotkou hydrogenazy.
Nejvyssi sekvenéni podobnost mezi NuoD a velkou podjednotkou se nachazi v mistech
obklopujicich Ni-Fe centrum hydrogenazy (Albracht & de Jong, 1997; Albracht & Hedderich,
2000). Déle lze zminit hydrofobni podjednotky multimernich, membréanovych [NiFe]-
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hydrogenaz (kapitola 3.1.4.), které jsou homologni s membranovymi podjednotkami NuoH,
NuoL, NuoM a NuoN komplexu I. Tyto hydrogenazy také funguji jako iontové pumpy (pro
H* nebo Na*), evolu¢ni pojitko mezi hydrogendzami a komplexem I se tedy tyka nejen
elektronového pfenosu, ale i jednotek pumpujicich ionty, tj. sprazeni elektronového
transportu se ziskavdnim energie chemiosmotickym mechanismem. Komplex I se mohl
vyvinout z téchto hydrogenaz pumpujicich ionty pfidanim dalsich vstupnich domén pro
elektrony, nahrazenim Ni-Fe centra mistem pro vazbu chinonu, a pfidanim dalsich
membranovych podjednotek (Hedderich, 2004).

Podjednotky NuoB a NuoD spojovaci ¢asti komplexu I vykazuji prekvapivou
podobnost s [NiFe]-hydrogenazami, a to véetné sekvence pro vazbu chinonu v NuoD, ktera
se nachazi ve velké podjednotce hydrogenazy blizko styku s malou podjednotkou. Na
zékladé podobnosti hydrogenaz pumpujicich protony s jednotlivymi ¢astmi komplexu I se
ukdzalo, Ze jednotka komplexu I podilejici se na pumpovani protont se sklada minimalné
z podjednotek NuoB, NuoD, Nuol, a NuoL. NuoD poskytuje vstupni branu pro chinon a
potencidlni vstup protonového kanalu. Podjednotky NuoL, NuoM a NuoN, které ziejmé
vznikly ztrojenim ptvodniho genu bakteridlnich H+/K+ antiporteri, pak poskytuji
transmembrénovy kandal protonové pumpy (Dupuis et al., 2001). Na obr. 9 je schématicky

znazornéna podobnost komplexu I s multimerni, membranovou [NiFe]-hydrogenazou.

NADH + H* -~

F
FMN 4Fe (iFe
4Fe
NAD* €~ 2Fe

i Ech -hydrugenasj Complex I

' Methanosarcina barkeri Escherichia coli |

Obr. 9: Schématické zndzornéni podjednotek Ech hydrogenazy M. barkeri a komplexu I E. coli.
Konzervované podjednotky obou enzymi jsou zobrazené tmavé Sedou barvou. Velka pismena
oznacuji jednotlivé podjednotky enzym. Zkratky: [NiFe], binuklearni NiFe centrum; 4Fe, [4Fe-
4S] Kklastr; 2Fe, [2Fe-2S] klastr; FMN, flavin mononukleotid; Q, ubichinon nebo menachinon
(ptevzato z Hedderich, 2004).
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7.2. Homologie mezi hydrogendzami a Narf proteiny

Narf je lidsky protein, ktery se vaze na C-konec prelaminu A obsahujici motiv CaaX,
jehoz cysteinovy zbytek je farnesylovan a metylovan. V jadie je prelamin A proteolytickym
Stépenim koncovych 18 aminokyselin, vcetné farnesylovaného cysteinového zbytku,
zpracovan na lamin A. Narf (nuclear prelamin A recognition factor) se nachazi vyhradné
v jadfe a jeho schopnost vazat prelamin A je dédna pravé farnesylaci prelaminu A. Protein
Narf vykazuje homologii s [FeFe]-hydrogendzami a eukaryotickymi proteiny neznamé
funkce (Barton & Worman, 1999).

Kréatké Narf-like (podle lidského homologu) sekvence 1ze najit v siroké skale rtznych
eukaryotickych genomt zahrnujicich houby, rostliny i Zivoc¢ichy. Narf-like geny vykazuji
zna¢nou podobnost s [FeFe]-hydrogenazami, zvlasté co se tyka konzervovanych cysteint
uplatiiujicich se pfi koordinaci jednoho z [4Fe-4S] klastrti a také H-klastru, ktery je jinak pro
[FeFe]-hydrogendazy jedine¢ny. Na zakladé strukturnich podobnosti se pfedpoklad4, Ze Narf-
like geny byly zdédény od [FeFe]-hydrogenaz, které ztratily nékteré strukturni vlastnosti
(napf. doslo ke sniZeni citlivosti na kyslik), zatimco jiné ziskaly (Horner et al., 2000). Narf-
like proteinim nicméné chybi jeden =z ddlezitych cysteinovych zbytkdi pfitomnych
vsekvenci H-klastru (obr. 3), pficemz tento cysteinovy zbytek je pii katalyze
nepostradatelny. Biochemicka data a sekvence Narf-like proteinti nasvédcuji tomu, Ze tyto
proteiny nejsou schopné metabolizovat H> (Meyer, 2007).

Otazkou zlstava, co sekvence [FeFe]-hydrogenéaz délaji v tolika odlisnych aerobnich
eukaryotech, kdyZ jinak je najdeme pouze v anaerobnich organismech, a zdali mohou mit
vSechny Narf-like proteiny obecnou funkci. JelikoZ jsou v8echny dosud prozkoumané [FeFe]-
hydrogenazy velmi citlivé vaci kysliku, je nepravdépodobné, ze by Narf-like proteiny
fungovaly jako klasické hydrogenazy. Fe-S proteiny se vyskytuji prakticky ve vsech
organismech a zastavaji rozmanité funkce. Fe-S klastry téchto proteintit mohou umoziiovat
prenos elektront, nebo se podilet na katalytické funkci proteinu. Jiné proteiny obsahujici Fe-
S klastry se mohou uplatiiovat pfi detekci oxidativniho stresu, nebo pfi genové regulaci. Lze
tedy uvaZovat o tom, Ze vlastnosti eukaryotickych Narf-like proteint jim umozZiuji G¢astnit

se téchto procest jako sensorické ¢i regula¢ni proteiny (Horner et al., 2000).
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8. ZAVER

Hydrogenazy jsou strukturné i funkéné rtiznoroda skupina enzymd, jez 1ze rozdélit
do nékolika fylogeneticky odlisnych skupin a podskupin, které tvoii uceleny systém
klasifikace. Dodnes bylo rozpoznano a porovnano nespocetné mnozstvi genovych sekvenci
hydrogenaz, které odhalily pfitomnost téchto enzyma v celé fadé organismt vcetné
patogend, dokonce se ukazalo, Ze nékteré druhy disponuji vice hydrogenazami. Krystalova
struktura ukazala, Ze stavba aktivniho mista jednotlivych skupin hydrogenaz se az na
nékteré strukturni a chemické podobnosti vyrazné lisi. Co se tyce maturace hydrogendz, je
tento proces dosud nejlépe prostudovan u [NiFe]-hydrogendz, i kdyz maturac¢ni
mechanismus [FeFe]-hydrogenaz byl jiz také ¢astecné odhalen. Nicméné stale jsou zde
nejasnosti, které pottebuji vytesit, jako napt. biosyntéza a inkorporace dvouatomovych
ligandt, nebo kompletni objasnéni maturace [Fe]-hydrogendz metanogennich archebakterii.

Hlavni roli hydrogenaz je oxidace Ha ¢i redukce protonti spfazena s elektronovym
transportnim fetézcem, ktery umoziuje ziskavat energii oxidaci Hz ¢i substratt s nizsim
redoxnim potencidlem. Hydrogenazy vsak mohou také hrat alohu pfi regulaci syntézy
dalsich hydrogenéz (senzorové hydrogenazy), nebo mohou pracovat jako elektronové
pumpy a regulovat tak redoxni rovnovahu respira¢niho fetézce (obousmérné hydrogenazy).
Nékteré hydrogenazy, které mély tidajné hrat pouze dlohu terminalnich oxidoreduktédz, se
ve skutec¢nosti podileji na pfeméné energie diky tvorbé protonmotivni sily.

Zatimco struktura aktivniho mista katalytické podjednotky je vyjime¢nym rysem
hydrogenaz, nékteré dalsi domény a podjednotky téchto enzyma maji své homology v rdmci
jinych redoxnich proteint a komplexti, napt. komplexu I respira¢niho fetézce, coZ poukazuje

na zna¢nou piibuznost mezi soucasnymi proteinovymi komplexy transformujicimi energii.
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