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1. Uvod

Zapojeni zeleza do zivotné dulezitych procesti na
Zemi bylo pravd&podobné ranou udalosti evoluce'. Zpo-

catku byly ionty Zeleza vyuzity jako jednoduché a hojné
zastoupené donory elektronl a poté se tento prvek rozsifil
jako esencidlni soucast fady proteinll. S rostouci koncen-
traci kysliku a soufasnym sniZenim dostupnosti vodo-
rozpustnych sloucenin Zeleza” si organismy musely vyvi-
nout mechanismy pro velmi efektivni aerobni respiraci, ale
zaroven zavést ucinné strategie pro ziskavani, prepravu
a skladovani iontil Zeleza®. Problematicka je hlavné biolo-
gicka dostupnost zelezitych ionttl. Dosazitelna koncentrace
Fe*" iontii je cca 107 mol I a Fe** 107'® mol I'' pii pH 7.
Zelezité ionty maji ve vodném prostiedi tendenci hydroly-
zovat na hydroxid Zelezity a nasledn¢ tvofit agregaty, ¢imz
se jeste dale snizuje jejich dostupnost. Vzhledem k tomu,
e za aerobnich podminek pievladaji Fe*" ionty, je jejich
$patna dostupnost ¢asto velkym problémem pro organismy
zavislé na tomto prvku. DalSim problémem spojenym
s vyuzitim iontd Zeleza zivymi organismy je fakt, Ze tyto
ionty maji tendenci zvySovat oxidativni stres. Superoxido-
vy anion radikal a peroxid vodiku jsou vedlej$imi produk-
ty normalni aerobni respirace a jsou pouze mirn¢ reaktivni
ve vodnych roztocich. Peroxid vodiku vsak v pfitomnosti
volnych Zeleznatych iontl vytvati vysoce Skodlivé a reak-
tivni hydroxylové radikaly tzv. Fentonovou reakci. Hydro-
xylové radikaly pak poskozuji bunécné struktury, coz mi-
7e vést az k bundéné smrti'. V disledku tohoto jevu si
vétSina aerobnich organismd vyvinula specidlni proteiny
k bezpedné piepravé iontd Zeleza® a také k uginné obrang
pred reaktivnimi formami kysliku®.

Béhem evoluce se Zelezo rozsifilo napfi¢ vSemi biolo-
gickymi systémy. Mezi proteiny s obsahem tohoto prvku
maji zvlastni postaveni tzv. Fe-S proteiny (napf. rubre-
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doxiny a feredoxiny) a hemoproteiny (napf. hemoglobin
a cytochromy), které tvofi samostatné vnitfn¢ relativné
jednotné skupiny. Dalsi proteiny s obsahem zeleza nepatii
do zadné z téchto skupin: jde o proteiny zajistujici jeho
transport nebo ukladani (transferiny, feritin), ale i enzymy
(napt. nékteré dioxygenasy), nebo proteiny pienasejici
kyslik (hemerythrin)’. Tento piehledny referat se bude dale
vénovat pouze hemoproteinim s tim, Ze v nasledujici kapi-
tole se nejprve zaméfime na vyjimecné vlastnosti hemu
a nasledné se soustiedime na novou, unikatni skupinu he-
moproteint s ndzvem hemové senzorové proteiny.

2. Hem

V hemu je atom Zeleza koordina¢né-kovalentné vazan
ke ¢tyfem atomdm dusiku tetrapyrrolového jadra, které je
soucasti struktury s nazvem protoporfyrin IX (obr. 1). Por-
fyriny jsou obecné heterocyklické makrocyklické slouceni-
ny slozené ze Ctyi pyrrolovych podjednotek propojenych
methinovymi mustky a jednotlivé pyrrolové podjednotky
nesou ruzné substituenty. Na osmi substituovatelnych po-
zicich se vyskytuji tfi rizné druhy substituentii, konkrétné
dva vinylové zbytky, dvé propionové kyseliny a ¢tyfi me-
thylové skupiny (obr. 1). Porfyrin obsahuje 26
p-elektrond, z nichZ 18 tvofi planarni, kruhovy konjugova-
ny systém®. V disledku toho vykazuji roztoky porfyrini
charakteristickou ¢ervenou barvu, protoze siln¢ absorbuji
zafeni ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra.
Zav€recnou a klicovou reakci biosyntézy hemu je praveé
vestavba Fe** do struktury protoporfyrinu IX. Priib&h je
katalyzovan ferrochelatasou (hemsynthasou), jejimz ko-
faktorem jsou Fe-S klastry’. Zda se tedy, e Fe-S proteiny
jsou evoluéné starsi formou inkorporace iontli Zeleza
do proteinti nez hemoproteiny.

V hemoproteinech se nejcasteji vyskytuje hem typu b
(obr. 1). V odborné literatute se ozna¢enim ,,hem* nazyva
vétsinou pravé hem typu b, tj. komplex protoporfyrinu IX
satomem Zeleza'®. V daleko mensi mife se v hemo-
proteinech mohou vyskytnout dalsi typy hemt (napf. hem
a nebo hem c¢), které se zpravidla 1isi od hemu b
v substituentech porfyrinového skeletu. Hem typu a obsa-
huje dlouhy hydrofobni izoprenoidni fetézec a formylovou
skupinu misto jednoho z methylovych substituenti. Viny-
lové skupiny hemu typu ¢ tvoifi kovalentni thioetherové
vazby s cysteinovymi zbytky proteinu'®.

HOOC

HOOC

Obr. 1. Struktura hemu. Na obrazku je konkrétn¢ znazornéna
struktura hemu typu b
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Pro funkci hemu je zasadni, Ze kromé vazeb vznik-
Iych se ¢tyfmi atomy dusiku porfyrinu se centralni atom
Zeleza mlize vazat i na jeden nebo dva dalsi ligandy, které
nazyvame axidlni ligandy. Typickymi axidlnimi ligandy
jsou nékteré aminokyselinové postranni fetézce daného
hemoproteinu; ¢asto se jedna o histidin, cystein, dale pak
napiiklad o methionin, asparagin, tyrosin a lysin. Kromé
toho muze byt jedna z axialnich pozic hemu ptechodné
prazdna nebo obsazena malymi ligandy (molekulou diato-
movych plynt — O,, CO a NO a dale pak napt. CN", OH"
a H,0)"'. V neposledni fadé moduluji vlastnosti hemu také
celé distalni, resp. proximélni oblasti hemoproteind, které
jsou vyplnéné aminokyselinovymi zbytky proteinu bez
pfimé interakce s hemem (na rozdil od axialnich ligandi),
nicméné vytvarejici vhodné prostiedi pro funkci daného
systému (napftiklad sit’ vodikovych vazeb apod.).

Pét 3d orbitald volného Zeleza je energeticky rovno-
cennych a obsazuji se podle Hundova pravidla maximalni
multiplicity spinu'?. Tato energetickd degenerace ovsem
mizi, pokud je Zelezo umisténo v elektromagnetickém poli
urcité symetrie. Kdyz je centralni Zelezo hemu — v prvnim
pfiblizeni — umisténo v poli s oktaedrickou symetrii; jeho
d orbitaly se tedy podle teorie ligandového pole §tépi podle
rozdilné symetrie do dvou skupin: dva orbitaly e, (dw-y»
ad,) a tii orbitaly ty, (dyy, dx, a dy,). V zévislosti na inten-
zit¢ Stépeni ligandovym polem se méni velikost energetic-
kého rozdilu mezi obéma skupinami orbitald
(spektrochemické $tépeni AE) a to umoziiuje sparovani
elektrond, prechod z tzv. vysokospinového stavu do niz-
kospinového'?. Dalsim faktorem, ktery ma vliv na elektro-
novou strukturu hemového komplexu, je interakce mezi
centralnim atomem Zeleza a p-orbitaly axialnich ligandd,
tzv. zpétna donace, ,,p-backbonding®. Uplatiiuje se zejmé-
na u Sestych (druhych axialnich) ligandd, jakymi jsou malé
diatomové molekuly (NO, CO, O, a CN)a umoziuje
vysvétlit 1 funkci hemovych enzymi (cytochromt P450
a peroxidas)'*'*. Riznoroda povaha axialnich liganda
centralniho atomu zeleza hemu ma z4sadni vliv nejen na
spinovy stav, ale také na redoxni potencial studovanych
hemoproteint’®.  Redoxni potencidl iontu Zeleza
v riznych hemoproteinech se tak pohybuje od 460 mV az
do 400 mV (cit."*'"). Jedine¢na koordina¢ni chemie Zeleza
umoznila evoluci hemoproteinii takovym zptusobem, ze
vlastnosti Zeleza hemu mohou byt modulovany selektivni-
mi zménami v sekvenci proteinového fetézce. Vyménou
axialnich ligandu je tak dosaZeno optimalniho pfizptisobe-
ni k funkci daného hemoproteinu.

Volné molekuly hemu (n€kdy taky nazyvané labilni
hem nebo jesté 1épe sménitelny hem)'® jsou ve vodném
roztoku prakticky nerozpustné a navic jsou toxické'®. Tato
toxicita se projevuje tvorbou reaktivnich forem kysliku,
analogicky jako je tomu v ptipadé volného iontu Zeleza
(viz ptredchozi kapitola). Z obou téchto diivodi je koncen-
trace volného hemu v cytosolu bunék objektivné velmi
nizka (v rozsahu cca 100 nmol I'")'*°?' Navic se zda, ze
v bunkach existuji chaperony resp. transportni proteiny, které
prenaseji hem z mista jeho syntézy do cilovych hemoprotei-
ni (napt. glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa)™ .
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3. Hemoproteiny

Rozlisujeme nasledujici ¢tyfi zakladni skupiny hemo-
proteint (obr. 2): (a) hemoproteiny zapojené do transportu
a uskladnéni kysliku (napf. hemoglobin, mysoglobin);
(b) hemoproteiny zodpovédné za transport elektront (napf.
cytochrom c¢); (c) hemové enzymy schopné katalyzovat
oxygenacni, hydroxyla¢ni a/nebo peroxidasové reakce
(napf. cytochrom P450, peroxidasy). Zastupci vSech téchto
tfi prototypovych skupin hemoproteinti obsahuji molekulu
hemu, ktery tvofi samotné katalytické nebo funkéni cen-
trum. VySe uvedené proteiny jsou obvykle slozeny z jedné
kompaktni struktury (jedné domény)*® (obr. 2). (d) V pos-
ledni dobé& byla ptekvapivé objevena jesté ¢tvrtd skupina
proteintl, kterd byla nazvana jako hemové senzorové pro-
teiny?’ °!. Zatimco hemoproteiny zapojené do uskladnéni
a transportu kysliku jsou studovany poslednich 150 let,
hemoproteiny transportujici elektrony zname vice nez
stoleti a hemové enzymy skoro sedmdesat let, historie
objevl spojenych s hemovymi senzory je velmi kratka.
Tato ¢tvrtd skupina hemoproteinti byla objevena teprve
pfed asi dvaceti lety a vyznamné zmeénila pohled védecké

(a) (c)

Prenasece O,:

(b)  Jednoelektronové prenasede:

Bl

<
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komunity na hemoproteiny a jejich vlastnosti. Jedna se
totiz o zcela novou roli hemoproteini v zivych organis-
mech. Tento referat se dale zaméfi pouze na tuto ctvrtou
a nejméné prozkoumanou skupinu hemoproteind.

Nedavné studie odhalily, ze hem jako takovy mize
kontrolovat mnoho riiznorodych procest v fadé organismu
vcetné ¢lovéka. Role hemu v takové regulaci je zprostred-
kovana pravé zcela novou skupinou hemoproteinti. Obecné
je znamo, ze hem muze pusobit jako vlastni signal senzo-
rovych proteind, které deteguji koncentraci volného
(labilniho) hemu (viz posledni odstavec piedchozi ¢asti).
Tuto podskupinu hemovych senzorii nazyvdme hemové
senzorové proteiny, které deteguji hem®. Molekula hemu
také mize vytvaret vazebné misto pro detekci plynnych
molekul v pfipadé druhé podskupiny hemovych senzoro-
vych proteint, které deteguji signalni plynné molekuly
jejich interakci s hemem®-*. Konkrétn& ligace a/nebo
naopak disociace molekuly hemu na/z prvni podskupiny
hemovych senzorovych proteintl reguluje rizné pochody
v builce, jako je interakce snukleovymi kyselinami (napf.
transkripce, translace, vazba DNA, zpracovani mikroRNA),
¢innost iontovych kanali nebo aktivita klicovych enzymu

Hemové enzymy:

(d) Hemové senzorové proteiny deteguijici:

hem plyny

QO + DO
R | °\ﬁ&
SO 60

L\

Obr. 2. Schématické znazornéni struktur ¢tyf zakladnich skupin hemoproteinii. (a) Prenasece kysliku — jako ptiklad je uvedena
struktura myoglobinu; (b) Pfenasece elektronti — jako piiklad struktury proteinu z této skupiny je uvedena struktura cytochromu c;
(c) Hemové enzymy s ilustracni ukazkou struktury peroxidasy; (d) Hemové senzorové proteiny, které bud’ deteguji hem nebo deteguji
plyny. Struktury piirozenych forem hemovych senzorovych proteini s kompletnim proteinovym fetézcem nejsou zpravidla k dispozici,
proto jsou zde struktury naznaceny jen schématicky. Koncepéné jsou obé podskupiny hemovych senzorovych proteinti vzdy slozeny
alespon ze dvou domén: senzorové domény (deteguje hem nebo plynnou molekulu interakci s hemem — zde oznacena ¢ervenou barvou)
a funk¢ni (oznacena zelenou barvou). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach casopisu Chemické listy)
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(napf. proteinkinas) a degradace proteint, v reakci na do-
stupnost hemu®?. Alternativng v hemovych senzorovych
proteinech, které deteguji plyny, plisobi hem jako interak¢-
ni misto pro vazbu plynnych molekul, hlavné¢ O,, NO
a CO, a nepfimo tak reguluje mnoho fyziologickych funk-
ci, véetné aktivit proteinkinas, guanylatcyklas, fosfodieste-
ras a transkripénich faktorti v reakci na dostupnost ply-
nu**** (obr. 2, &ast d).

Molekula vsech dosud znamych zastupcti z obou pod-
skupin hemovych senzorovych proteinll je vzdy slozena
alesponi ze dvou domén: senzorové domény (deteguje hem
nebo plynnou molekulu interakei s hemem) a funkéni do-
mény3 234 (obr. 2, ¢ast d). Vztahy mezi strukturou a funkci,
mechanismy komunikace mezi t€émito doménami a ptenos
signalu vSak dosud nebyly plné pochopeny. Obecné je
dilezité vysvétlit zakladni mechanismus detekce primarni-
ho signalu zaznamenaného senzorovou doménou, pienos
signalu ze senzorové domény do domény funk¢ni a nasled-
né pravdépodobné konformacni zmény funkéni domény,
které bezprostiedné ovliviuji funkei daného proteinu. Je
potieba témto mechanismim rozumét na molekuldrni
urovni, abychom byli pozdéji schopni ovlivnit procesy
regulované témito hemovymi senzorovymi proteiny a tim
ivSechny procesy kontrolované hemem. Je také nutné
odhalit vliv jednotlivych konkrétnich hemovych senzoro-
vych proteinti na lidské zdravi a nemoci. Nekteré informa-
ce jsou jiz znamé, ale jsou spise nelplné a nékdy az kon-
troverzni>>>. Systematické sekvenovani DNA odhalilo
v genomech rdznych organismu (vCetné savcl) tisice do-
mén, potencialné schopnych interakce s hemem®*®. Je
tedy mozno predpokladat, Ze mnoho klicovych procesi
spojenych s molekulou hemu, jak ve zdravi, tak v nemoci,
bude teprve objeveno.

Hemové senzorové proteiny potiebuji pruzné reago-
vat v piipadé, ze deteguji signal (hem nebo plyn) a to je
umoznéno jejich velmi flexibilni strukturou, na rozdil od
struktury klasickych hemoproteintt z prvnich tfi skupin
(napt. myoglobin), které jsou strukturné relativné rigid-
ni****3¢ (obr. 2). Strukturu hemovych senzorovych protei-
nt a jejich velkou konformacni zménu zpiisobenou vazbou
signalni molekuly (hemu nebo plynu) na senzorovou do-
ménu a prenos tohoto prvotniho signalu do zmény struktu-
ry funkéni domény vSak lze odvodit pouze z nepfimych
experimentalnich ptistupt. V ptipadé nékterych hemovych
senzorovych proteinll jsou jiz zndmy struktury izolova-
nych senzorovych a/nebo funkénich domén®”*°. Dosud
nebyla popsana zadna trojrozmérna struktura kompletniho
(nezkraceného) hemového senzorového proteinu, ktery
deteguje hem, na zaklad¢ analyzy odpovidajicich proteino-
vych krystall, zatimco byla publikovana (zatim vsak pou-
ze jedind) struktura kompletniho hemového senzoru, ktery
deteguje plyny — konkrétné transkripcniho aktivatoru, kte-
ry deteguje CO (CooA)™. Obecné jsou experimenty
s hemovymi senzorovymi proteiny s kompletnim proteino-
vym fetézcem (tj. s jejich pfirozenymi variantami) velmi
naroéné***®. Divodil je nékolik. MiZe to byt zpiisobeno
nestabilitou proteind, které maji tendenci vytvaret neroz-
pustné agregaty*'*>. Hemové senzorové proteiny také as-
to interaguji s riiznymi proteiny tepelného Soku® a/nebo
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jsou smési riiznych (auto)fosforylovanych variant*. Proto
je obtizné ziskat velkd mnozstvi vysoce purifikovanych
proteini nezbytnych pro spolehlivé strukturni studie. To
vysvétluje, pro¢ se vétsina dosavadnich studii zaméfila na
izolované senzorové domény a funkéni domény a tyto
¢asti proteind studuje oddélené. Takovy pfistup je vSak
velmi riskantni a pfinasi potencialné zavad¢jici interpreta-
ce vysledkii. Naptiklad byla popsana nepfirozend koordi-
nacni struktura centralniho atomu Zeleza hemu v izolované
senzorové domén¢ kinasy eukaryotického iniciacniho fak-
toru 20, kterd je regulovana hemem (HRI, z angl. heme
regulated inhibitor)”. Zadné takové (arteficialni) koordi-
nace nebyla pozorovana u pfirozené se vyskytujiciho pro-
teinu HRI, ktery obsahuje senzorovou i funkéni domé-
nu***'. Podrobné o tomto konkrétnim hemovém senzoro-
vém proteinu pojednava nasledujici kapitola.

Obecné je jeste potieba zdiraznit, ze délici ¢ara mezi
obéma podskupinami hemovych senzorovych proteind,
tedy témi, které deteguji hem a témi, které deteguji signal-
ni molekuly plynt prostfednictvim hemu, neni tak ostra,
jak by se na prvni pohled mohlo jevit*>**. N&které hemové
senzorové proteiny, které deteguji hem, mohou byt jesté
dale regulovany molekulou plynu***®*_ Interakce moleku-
ly plynu s hemem v senzorové doméné je tedy spolecna
jak pro nékteré senzory hemu, tak pro vSechny hemové
senzorové proteiny, které deteguji plyny.

4. Hemové senzorové proteiny, které deteguji
pritomnost signalni molekuly hemu

V soucasné chvili je popsano nékolik desitek zastupci
hemovych senzorovych proteint, které deteguji ptitomnost
signalni molekuly hemu. Jednotlivi zastupci, jejich struk-
tury a mechanismy detekce molekuly hemu (pokud jsou
vilbec znamé) jsou prehledné shrnuty a diskutovany v nasi
aktudlni publikaci®’; nase vyzkumna skupina se dlouhodo-
bé vénuje vyzkumu mechanismu pusobeni nékolika za-
stupcl téchto senzort. Na piikladu jednoho z nich, kon-
krétné HRI, Ize ukazat typické vlastnosti této podskupiny
hemovych senzorovych proteind.

vvvvvv

senzorovych proteinli pro pfeziti eukaryot v reakci na stre-
sové stavy buné€k, které bezprostiedné souvisi s lidskym
zdravim. Tento systém je dulezity pro regulaci eukaryotic-
ké proteosyntézy. Eukaryotické bunky snizuji svou celko-
vou rychlost syntézy proteinti za i¢elem pieziti v reakci na
takové stresové podminky, jako je nedostatek aminokyse-
lin, osvétleni UV svétlem, virova infekce, akumulace de-
naturovanych proteind, a pravé nedostatek hemu. Pokles
(inhibice) syntézy proteinti je zpisoben fosforylaci eukaryo-
tického inicia¢niho faktoru 2a (eIF2a) na serinu v pozi-
ci 51 (cit.*®) kinasami eIF2a, které specificky reaguji na
jeden zvyse uvedenych stresovych podnéti®. Funkéni
doména HRI tedy analogicky jako dal§i znamé ,,stresové*
kinasy vykazuje kinasovou aktivitu vi¢i svému substratu —
elF20, v naSem piipad¢ v zavislosti na dostupnosti hemu.
Enzym je aktivni v nepfitomnosti hemu. Vazba hemu na
protein HRI indukuje globalni strukturni (konformacni)



Chem. Listy 776, 163—171 (2022)

zménu, ta vede ke katalytické inhibici, ktera je indukovana
hemem36,4l,46,50.

Uloha HRI byla nejprve odhalena v retikulocytech,
kde tento protein fidi syntézu globinu v reakci na koncen-
traci hemu s cilem vyrovnavat molarni pomér hemu a glo-
binu®’. Nedostatek hemu zptisobi prostiednictvim HRI
inhibici proteosyntézy novych globinovych molekul, které
by se jinak akumulovaly, precipitovaly a postupné znicily
dany retikulocyt®. Krom& proteosyntézy globinu
v retikulocytech fidi HRI syntézu tryptofan-2,3-dioxy-
genasy a cytochromu P4502B v jatrech pfi akutni porfy-
rii’"*%. Navic se ukazuje, Ze také uloha HRI v neerytroid-
nich buiikéch je pro preZiti organismu zcela zdsadni. Sys-
tematické sekvenovani genomii maligné transformovanych
(nddorovych) bunék poukazalo na geny, jejichz casté mu-
tace bezprostiedné souvisi s rozvojem nadorového one-
mocnéni (rakoviny)™. Bylo zjisténo, Ze u lidskych pacien-
th s rakovinou plic je glycin v pozici 202 v HRI zpravidla
mutovan na serin®. Tato mutace se tedy mize podilet na
rozvoji rakoviny. Abychom ale plné€ pochopili roli HRI ve
zdravi a nemoci, je nejprve dulezité porozumét mechanis-
mu pusobeni tohoto senzoru.

Na zakladé vysledki nasich studii funkce a mechanis-
mu plisobeni HRI byly navrzeny nésledujici tfi zavéry. Za
prvé, molekula HRI interaguje pouze s jednou molekulou
hemu a to tak, Ze jeden axidlni ligand centralniho atomu
zeleza hemu tvoii histidinovy zbytek umistény v senzoro-
vé doméné a druhym ligandem je pak thiolatova sira
cysteinu lokalizovaného ve funkéni domén&****° (obr. 3).
Pro hemové senzorové proteiny je obecné hem-thiolatova
koordinace velmi castd, a navic byva vedle axialniho
cysteinu lokalizovan prolin, stejn€ jako v HRI. Tento tzv.
CP motiv tvori typické detekéni misto hemovych senzo-
1r6*2. Vyznam prolinu vedle cysteinu spo&iva pravdépodob-
né v jeho sterické regulaci proteinové struktury v tésném
sousedstvi detekéniho mista pro hem a tim je modulovana
interakce hemu s cysteinem. Afinita HRI k hemu odpovida
koncentraci volného hemu v retikulocytech a je pomérné
nizka, Kgje 10 mol I'! (cit.*"). Je potieba, aby HRI zazna-
menala pfitomnost hemu az pfi vyznamném narustu jeho
koncentrace nad ramec piirozené nizké hladiny volného
hemu. Obecné se afinita riznych hemovych senzorovych
proteinti k hemu vyrazné 1i§i*>. Za druhé, katalyza HRI je
silng potlatena nejen hemem (ICso = 9,5 umol 1), ale
jests vice Hg”" (ICso = 0,6 pmol I'") a tato suprese je od-
stranéna NO, coz podporuje hypotézu, Ze thiolat cysteinu
se ulastni katalytické regulace®. Jiz vyse bylo zmin&no,
ze délici cara mezi hemovymi senzorovymi proteiny, které
deteguji hem a témi, které deteguji molekuly plynu, neni
ostra. A je to pfipad i HRI. Primarné je tento senzor regu-
lovan koncentraci hemu, ale dale mize byt inhibi¢ni vliv
hemu (nebo jiného inhibitoru) zvracen signalni molekulou
plynu (v tomto ptipadé NO)*. Za tieti, interakce mezi
senzorovou a funkéni doménou zprostiedkovana signalni
molekulou hemu zplisobuje globalni strukturni zmény
(obr. 3), které hraji kliCovou roli v mechanismu ptisobeni
a funkci HRI***'*°, Jak jiz bylo zmin&no vyse, strukturni
flexibilita je spole¢nym znakem vSech hemovych senzoro-
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(a)

(b)

Obr. 3. Schématické znazornéni mechanismu detekce a pieno-
su signalu v piripadé HRI. Pokud HRI nedeteguje piitomnost
molekuly hemu (a), je enzymova aktivita funkéni domény zacho-
vana a dochazi k fosforylaci substratu tj. eukaryotického iniciac-
niho faktoru 2o. V pfipadé, ze se zvy$i koncentrace hemu
v prostiedi, je toto detegovano HRI (b) a jeji enzymova aktivita

obrazku je dostupna na webovych strankach Casopisu Chemické

listy)

vych proteind a je pro funkci téchto proteint dulezita, ale
zaroven znaéné komplikuje studium téchto systémi ™.

5. Hemové senzorové proteiny, které deteguji
signalni molekuly plynu jejich interakci
s hemem

Podskupina hemovych senzorovych proteint, které
deteguji signalni molekuly plynu jejich interakci s hemem
je jiz pomérné bohaté zastoupena nékolika desitkami Cle-
nu. Pfevazné, ale ne vylucné, se jedna o proteiny bakterial-
ni, které pomahaji jednobunéénym organismim reagovat
na meénici se atmosféru, detegovat jeji slozeni s cilem pfi-
zpusobit svilj metabolismus okolnim podminkam. Tuto
problematiku jsme nedavno shrnuli ve dvou pfehlednych
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referatech, na néz Ctenafe s hlubS§im zdjmem o hemové
senzorové proteiny, které deteguji plyny, odkazujeme®*.
Béhem poslednich osmi let jsme charakterizovali a vysvét-
lili vztahy mezi strukturou a funkci a zaméfili se na ptenos
signalu v pfipadé¢ tfi zdkladnich modelovych prokaryotic-
kych hemovych senzorovych proteintl, které deteguji ply-
ny. Jedna se o ptimy kyslikovy senzor z Escherichia coli,
ktery vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu (EcDOS)*™,
diguanylatcyklasu s globinovou strukturou senzorové do-
mény z Escherichia coli (YddV)*****7° a histidinkinasu
s globinovou strukturou senzorové domény z piidni bakterie
Anaeromyxobacter sp. kmen Fw109-5 (AfGcHK)*3%6063,
Ve vSech tfech ptipadech se jedna o hemové senzory kysli-
ku**. Bakterialni hemové senzory se mnohem snadn&ji
studuji, protoze se s nimi daleko efektivnéji experimentuje
— jsou vyrazné stabilnéjsi, 1épe a ve vEétSim mnozstvi se
produkuji a béhem jejich izolace dosahujeme vyrazné
zorovych proteintl, které deteguji hem (viz pfedchozi kapi-
tola). Tyto proteiny tedy predstavuji jednak cenny a rela-
tivné dobie dostupny modelovy systém pro pozdéjsi apli-
kace na systémy eukaryotické. Navic v sobé zahrnuji jedi-
necny cil pro vyvoj novych 1€kt s antibakterialnim Gcin-
kem, které by vyfadily schopnost bakterii detegovat zmény
okolniho prostfedi a tim jejich moZznost se ménicim pod-
minkdm pfizplisobit. Proto jsou informace o mechanismu
pusobeni téchto proteint tak dulezité ve vztahu k lidskému
zdravi.

Dvouslozkovy bakterialni systém, ktery obsahuje
AfGcHK a jeho regulator odpovédi (RR), ptedstavuje
v soucasné chvili asi nejdetailnéji popsany piiklad pro
ilustraci mechanismu detekce a pfenosu signalu, a to pri-
marn¢ diky studiu jednotlivych slozek tohoto systému
vjejich ptirozenych, nezkracenych —formach®****,
V piipadé, Ze centrdlni atom Zzeleza hemu v senzorové
doméné AfGcHK interaguje s O, nebo CO (jedna se
o formy Fe"-O, a Fe"-CO) nebo je dokonce oxidovan
ainteraguje s OH, nebo CN~ (formy Fe™-OH a Fe™-CN"),
struktura senzorové domény se zméni tak, Ze se tento sig-
nél pfenese do funk¢ni domény, ta se aktivuje a zahaji
autokinasovou aktivitu, tj. fosfatova skupina ze substratu
enzymu, ATP, se pfenese na histidin v pozici 183 ve
funkéni domén&®™®. Naopak, pokud je Zelezo hemu bez
interakce s molekulou plynu, tj. zistava ve formé Fe' bez
interakce s Sestym ligandem v distalni oblasti hemu, nebo
pokud molekula hemu v senzorové doméné uplné chybi,
struktura senzorové domény zaujme takovou konformaci,
kterd neni produktivni, tj. nezplsobi aktivaci funkéni do-
mény a v dusledku tohoto procesu enzym nevykazuje au-
tokinasovou aktivitu®®. Protein AfGcHK se piirozend
vyskytuje jako dimer®' (obr. 4). Nejflexibiln&jsi ¢asti celé-
ho proteinu AfGeHK je smycka, ktera spojuje senzorovou
a funkéni doménu a proteinova kavita distalni vici roving
hemu senzorové domény AfGcHK, ktera je zodpovédna za
vazbu kysliku, navic tato oblast je jedinou flexibilni ¢asti
senzorové domény®'. Mechanismus pienosu signalu mezi
obéma doménami (tzv. intra-proteinovy pfenos signalu)
byl objasnén kombinaci nékolika experimentalnich pfistu-
pt — vyfesenim krystalové struktury izolované senzorové
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domény asociované s aktivni formou Fe™-CN™ a asociova-
né s neaktivni Fe'' formou a srovnanim odhalenych zmén
s vysledky metody, ktera studuje pfirozenou, nezkracenou
variantu  AfGcHK v rliznych stavech (vodik-deuteriova
vyména kombinovand s hmotnostn€ spektrometrickou
138 . . S .
detekci)™. Hlavni rozdily mezi aktivni a neaktivni formou

(a)

(b)

Obr. 4. Schématické znazornéni mechanismu detekce a pi‘eno-
su signalu v pripadé AfGecHK. Pokud je ion Zeleza hemu
v senzorové doméné redukovan a v prostredi neni molekula kysli-
ku (a), zaujiméa senzorovad doména takovou konformaci, ktera je
spojena s neaktivni konformaci také funkéni domény a nepozoru-
jeme enzymovou aktivitu (autofosforylaci) funkéni domény.
Pokud ale dojde k detekci kysliku (b) a tim k jeho vazbé do sen-
zorové domény, zméni se konformace této domény a dana zména
je prenesena do domény funkéni. Nasledné probihad autofosfory-
la¢ni reakce. Neaktivni a aktivni stav AfGcHK lze schématicky
pripodobnit k pohybu niizek. Prepracovano podle cit®. AfGeHK
— histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény
z Anaeromyxobacter sp. kmen Fw10, kterd deteguje kyslik jeho
interakci s hemem. (Barevna verze obrazku je dostupna na webo-
vych strankach ¢asopisu Chemické listy)
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AfGcHK byly pozorovany v ramci proteinové kavity pro-
ximalni vici roviné hemu senzorové domény AfGeHK, na
dimeriza¢nim rozhrani senzorové (globinové) domény a
ve vazebném mist€ pro substrat, tj. ATP ve funkéni
(kinasové) domén&®®. Data naznacuji, ze zasadni pro pfe-
nos signalu ze senzorové domény do domény funkéni je
dimerizaéni rozhrani senzorové domény™ (obr. 4). Navic
se ukazuje, ze tyrosin v pozici 15 hraje klicovou roli v
dimerizaci senzorové (globinové) domény AfGcHK a di-
merizace této domény je nezbytna pro vnitini prenos sig-
nalu a naslednou autofosforylaci proteinu®. Aktivni a ne-
aktivni stav AfGcHK si mizeme predstavit jako uzaviené
nebo oteviené nuzky (obr.4). Signal pro aktivaci Af-
GcHK, vazba kysliku k iontu Zeleza hemu v senzorové
doméné, vyvola zménu v nejbliz§im okoli hemu, coz zpt-
sobi zménu (,,uzavieni*) dimeriza¢niho rozhrani senzorové
domény a tato zména je prenesena do domény funkéni
s naslednym piiblizenim vazebniho mista pro ATP blize
k histidinu v pozici 183, ktery se snadnéji autofosforyluje
(,,ntizky se uzaviou®). Pti disociaci kysliku z hemu senzo-
rové domény se AfGcHK deaktivuje a opacny sled kroki
si lze predstavit jako ,,otevieni nizek™ (obr. 4).

V tomto modelovém dvouslozkovém systému se po-
datilo také vysvétlit mechanismus mezi-proteinového pie-
nosu signalu. Pokud je protein AfGcHK autofosforylovan,
pfenese se fosfat z histidinu v pozici 183 na asparagin
vpozici 52 prvni domény RR. Tato doména ma
k AfGcHK vyrazné vyssi afinitu neZ doména druha, na
jejiz asparagin v pozici 169 je fosfat pfenesen az poté, co
prob&hne interakce s prvni doménou®"*. Piedpokladame,
ze fosforylace asparaginu v prvni RR doméné méni celko-
vou strukturu RR tak, ze teprve po této zméné muze druha
doména RR interagovat s AfGcHK. Proteiny AfGcHK
a RR tvoii komplex v poméru 2:1, tedy dimer AfGcHK
interaguje s jedinou molekulou RR (cit.®").

6. Zavér

Prestoze se hemové senzorové proteiny podileji na
fad¢ dulezitych fyziologickych procest, pfesny mechanis-
mus jejich fungovani a pfenosu signalu ze senzorové do-
mény do domény funkéni zatim jeSté nebyl uspokojivé
popsan a pochopen. Vyieseni tohoto problému bude mit
nezpochybnitelny prakticky vyznam. Napiiklad role HRI
v procesu rozvoje nadorti plic u lidi ¢ini z tohoto hemové-
ho senzorového proteinu jedine¢ny cil umoziujici kontrolu
takovychto patologickych procesti. Podobné hemové sen-
zorové proteiny, které deteguji kyslik, konkrétné¢ YddV,
EcDOS a AfGcHK, se podileji na schopnosti bakterii rea-
govat na zménu vnéjsiho prostiedi naptiklad iniciaci tvor-
by biofilmu, sporulaci nebo modulaci virulence patogen-
nich bakterii. Proto pfedstavuji zajimavy terapeuticky cil
pfi vyvoji antibiotik nové generace. Abychom vsak mohli
ovliviiovat funkce té€chto senzort, at’ jiz deteguji samotny
hem nebo prostiednictvim vazby na hem deteguji moleku-
ly plynti, musime nejprve pochopit molekularni mechanis-
my jejich plsobeni. Jakmile pochopime tento mechanis-
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mus, mizeme navrhnout slouceniny, které vytradi z funkce
schopnost té€chto proteinil prenaset signal a tim reagovat na
puvodni podnéty. V konecném duasledku pak budeme
schopni ovlivnit mnoho dulezitych procesi, jak bylo dis-
kutovano vyse. Kromé toho je vice nez pravdépodobné, ze
mnohé z klicovych funkei spojenych s hemem, jak ve
zdravi, tak v nemoci, budou teprve objeveny.

Seznam zkratek

HRI kinasa eukaryotického inicia¢niho faktoru 2a,
ktera je regulovana hemem (heme regulated
inhibitor)

CooA transkripcni aktivator, ktery deteguje CO

elF2a eukaryoticky inicia¢ni faktor 2a

EcDOS  pfimy kyslikovy senzor z Escherichia coli,
ktery vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu

YddVv diguanylatcyklasa s globinovou  strukturou
senzorové domény z Escherichia coli

AfGcHK histidinkinasa s globinovou strukturou senzo-
rové domény z Anaeromyxobacter sp. kmen
Fwl10

RR regulator odpovédi v dvouslozkovém systému
bakterie Anaeromyxobacter
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M. Martinkova (Department of Biochemistry, Facul-
ty of Science, Charles University): The Novel Role of
Heme in Health and Diseases - Heme-Containing Sen-
sor Proteins

The iron atom possesses unique properties, being
manifested in the heme molecule. In addition to the in-
volvement of heme in many processes (such as oxygen or
electron transport and catalysis of enzyme reaction), it can
also regulate key pathways critical for health. Heme-
containing sensor proteins mediate the heme regulation
role. The review aims to underline the main characteristics
of the heme-containing sensor proteins group, either sens-
ing heme or sensing a gas molecule through a heme-
binding site, on the example of specific representatives
from each sensor subgroup.
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