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Abstrakt 

 

F1/Fo ATPsyntáza je pátým proteinovým komplexem systému oxidativní fosforylace. 

Využívá protonový gradient vytvořený komplexy dýchacího řetězce k syntéze ATP ze 

substrátů ADP a Pi, které jsou do matrix přivedeny specifickými přenašeči. Oxidativní fosforylace je 

typická pro všechny aerobní eukaryotní organismy. Jedná se o proces s vysokou účinností tvorby 

energie ve formě využitelné pro fungování buněk celého organismu. 

 Deficity komplexů dýchacího řetězce a F1/Fo ATPsyntázy způsobují často dědičná 

metabolická onemocnění. Jsou tkáňově specifická, nejvíce bývají zasaženy orgány s vysokým 

energetickým požadavkem – mozek, srdce, svaly. 

Tato práce shrnuje zjištěná fakta o F1/Fo ATPsyntáze a jejích defektech, které se shodují ve 

stejném biochemickém fenotypu – snížení či totální kolaps produkce ATP. Je zde upozorněno na 

možné přístupy k budoucí  genové terapii, která by mohla mít uplatnění v léčbě těchto 

mitochondriálních onemocnění. 

 

Abstract 

 

F1/Fo ATPsynthase is the fifth protein complex of oxidative phosphorylation system. F1/Fo 

ATPsynthase couples a proton gradient across ihned mitochondrial membrane with catalysis of 

synthesis ATP from substrates ADP and Pi, which are delivered into matrix by specific transporters. 

Oxidative phosphorylation is typical for all the aerobic eukaryonts. It is a highly effective process of 

producing energy for cells to be able to operate in the whole organism. 

Deficiency of the respiratory chain complexes and F1/Fo ATPsynthase cause  severe 

metabolic mitochondrial disorders. They are tissue-specific and  organs with high energy demands, 

e.g. brain, heart are the most affected. 

This work sumarizes some of the recently known facts about F1/Fo ATPsynthase and its 

deficiency which are consistent with biochemical phenotype – a reduction or a total collapse of ATP 

synthesis. It points out some approaches of a future gene therapy which could be useful in treating 

mitochondrial disorders. 
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Úvod 
 

Proteinový komplex vnitřní mitochondriální membrány F1/Fo ATPsyntáza patří do F-třídy 

ATPáz [1]. Její základní funkcí je syntetizovat vysoce makroergní sloučeninu ATP z ADP a Pi [2], 

která je pohonnou látkou pro veškeré buněčné procesy vyžadující energii. F1/Fo ATPsyntáza ke 

svému chodu využívá energii z elektrochemického protonového gradientu, který je generován přes 

redox reakce dýchacího řetězce. Toto spřažení vzniku proton-motivní síly se syntézou ATP je 

označováno jako chemiosmotická hypotéza. 

Enzym se za fyziologických podmínek nevyskytuje v monomerní podobě, ale vytváří dimery 

a vyšší oligomerní struktury, které formují vnitřní mitochondriální membránu [3], v čemž spočívá 

další jedičnost F1/Fo ATPsyntázy. V neposlední řadě také figuruje v intracelulární homeostáze 

vápenatých iontů. Enzym je přímo proteinem vázající Ca2+ a regulující jeho koncentraci [4]. Byly 

popsány případy, ve kterých byla F1/Fo ATPsyntáza nalezena v ektopické poloze na cytoplasmatické 

membráně několika typů savčích buněk, kde funguje jako receptor pro některé druhy statinů. Má 

tedy vliv i na vnitrobuněčnou signalizaci. 

Všechny zmíněné úlohy, které F1/Fo ATPsyntáza pro buňku plní, zdůrazňují její 

výjimečnost. Není divu, že popsané mutace u tohoto enzymu, které ústí v závažná mitochondriální 

onemocnění, jsou předmětem intenzivních studií. Ty se snaží zjistit přesný molekulární průběh 

mechanismu patogeniticity, kterým se spouští jejich progrese. 
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1. Stavba a funkce mitochondrií 
Mitochondrie, objevené ve druhé povině 19. století, jsou nezbytnými organelami většiny 

eukaryotických buněk. Obsahují několik set enzymů zasahující do metabolismu aminokyselin, 

organických kyselin, mastných kyselin, porfyrinů, purinů a pyrimidinů, ale jejich základní 

biologickou funkcí je syntéza ATP, kreatinfosfátu, acetyl-CoA a prekurzorů glukoneogeneze 

k zajištění energetických potřeb buněk. Jakožto hlavní buněčný producent energie ovlivňují 

mitochondrie funkci všech tkání, proces stárnutí i průběh buněčné apoptózy.  

Mitochondrie v buňkách vytvářejí rozsáhlé a velmi dynamické sítě podobné 

endoplazmatickému retikulu. Mitochondrie jsou tvořeny dvěma membránami oddělenými 

intermembránovým prostorem, které obklopují mitochondriální matrix. Na povrchu mají vnější 

membránu obsahující porin tvořící póry, kterými mohou volně pronikat molekuly do 10 kDa. 

Důležitou součástí vnější mitochondriální membrány je lipid kardiolipin (difosfatidylglycerol), který 

zvyšuje nepropustnost membrány pro protony, čímž podporuje udržování gradientu protonů na 

vnitřní mitochondriální membráně. Pod vnější membránou se nachází zvrásněná vnitřní membrána 

tvořící tzv. kristy, které se promítají do matrix a které významně zvětšují povrch vnitřní membrány. 

Významnou součástí  vnitřní mitochondriální membrány jsou komplexy systému oxidativní 

fosforylace (OXPHOS), dále pak obsahuje řadu transportních proteinů regulující průchod 

metabolitů, např. ATP, ADP, fosfátu, protonů a ostatních iontů. Díky selektivní propustnosti se 

vytváří napříč touto bariérou iontový gradient, který je důležitý pro syntézu ATP. 

 
Obr.1.: Obecná stavba mitochondrie. Zdroj: www.google.cz 

 

 7



V mitochondriích vznikající ATP pokrývá přes 90% potřebné buněčné energie. Je 

syntetizováno procesem oxidativní fosforylace (OXPHOS). Tu zajišťují proteinové komplexy ve 

vnitřní membráně.  

Redukované koenzymy NADH a FADH2 z reakcí Krebsova cyklu a β-oxidace mastných kyselin 

putují ke komplexům dýchacího řetězce, kterým předávají své elektrony. Komplexem I 

(NADH:ubichinon-oxidoreduktáza) jsou elektrony z NADH  a komplexem II (sukcinit:ubichinon 

reduktáza) elektrony z FADH2 přeneseny na mobilní přenašeč ubichinon (CoQ), který se redukuje na 

ubichinol (CoQH2). Z něj elektrony přecházejí na komplex III (ubichinol: ferrocytochrom-c-

oxidoreduktáza). Přes další přenašeč cytochrom c jsou elektrony předány na komplex IV 

(ferrocytochrom-c-O2-oxidoreduktáza), ze kterého přeskočí na finální akceptor – O2. Komplexy jsou 

uspořádány za sebou se vzrůstajícím redox potenciálem, tudíž při pohybu elektronu z komplexu na 

komplex dochází k uvolňování volné energie ve formě elektrochemického gradientu protonů, který 

je využit k syntéze makroergní sloučeniny ATP komplexem V (F1/Fo ATPsyntáza). Z matrix je 

ATP uvolňováno přes svůj specifický adeninnukleotidový přenašeč (ANT1) za výměny ADP, který 

je spolu s anorganickým fosfátem substrátem pro syntézu. 

 

 
 

Obr.2.: Schéma elektrontransportního řetězce (Saraste, 1999) 
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1.1. Struktura a organizace mitochondriální DNA 
Sekvence mitochondriální DNA (mtDNA), která představuje extranukleární genom 

eukaryotických buněk, byla objevena roku 1981 [5]. Každá mitochondrie obsahuje ve svém matrix 

5-10 molekul mtDNA a i samotných mitochondrií je v buňce v závislosti na typu tkáně poměrně 

vysoký počet. Celkový počet mtDNA na jednu buňku se pohybuje mezi 1000 – 10,000 molekul [6]. 

V matrix vytváří mtDNA spolu s okolními proteiny mitochondriální nukleoidy [7]. Velikost 

mitochondriálního genomu (16,659 bp) je nesrovnatelně menší oproti jadernému (3,3 x 109 bp). 

Genom tvoří kruhovou molekulu složenou ze dvou antipararelních vláken, z těžkého a lehkého 

řetězce (obr.2). Liší se od sebe rozdílným poměrem zastoupení bazí, těžký řetězec obsahuje více G-

C nukleotidů a také se na něm nachází více genů. 

MtDNA obsahuje kromě regulačních míst 37 genů, které kodují 13 polypeptidových 

jednotek dýchacího řetězce, dále 22 genů pro tRNA a dva pro rRNA. Zbytek genů potřebných pro 

správný chod mitochondrií je umístěn v jaderné DNA. Pro bezchybnou biogenezi je zapotřebí souhra 

dvou genetických systémů, jaderného a mitochondriálního genomu [8]. MtDNA neobsahuje žádné 

introny, téměř celá je tvořena z kódujících sekvencí. Výjimkami jsou D-smyčka a kontrolní region, 

ten obsahuje regulační místa důležitá při replikaci a transkripci mtDNA [6]. 

 

 
Obr.2. Mapa mitochondriálního genomu [9]. 

 

 
 
 
 
 

 9



1.2. Genetika mitochondriální DNA 

1.2.1. Materiální dědičnost 
Savčí mtDNA se předává z generace na generaci výhradně po mateřské linii. Během 

oplození se spermie dostává do vajíčka a destruktivní signál vyvolaný oocytem zlikviduje otcovské 

mitochondriální DNA [10]. Bylo však pozorováno, že při podmínkách in vitro fertilizaci přežije  

v oplozené buňce menší množství otcovských mitochondrií [11], ale není žádný důkaz o tom, že by 

se tak dělo za normální situace. Striktně maternální dědičnost mtDNA je často využívána při řadě 

genetických analýz pro sestavení fylogenetických stromů týkajících se evoluce člověka. 

 

1.2.2. Heteroplazmie, homoplazmie a prahový efekt 
O homoplazmii se hovoří tehdy, kdy jsou všechny kopie mitochondriálního genomu 

identické. Homoplazmická mutace tedy postihuje všechny kopie mtDNA. Zatímco heteroplazmie 

představuje směs dvou různých mitochondriálních genotypů. Mutovaná mtDNA bývá funkčně 

recesivní, proto je pro projev dané mitochondriální dysfunkce zapotřebí vysokého zastoupení určité 

mutace, hladina heteroplazmie musí dosáhnout tzv. prahové hodnoty. Během maturace oocytů se do 

jejich cytoplazmy dostává určitý počet ale různý poměr mutované/nemutované mtDNA, které se 

následně rychle replikují až na 100,000 kopií, což je pro zralé oocyty charakteristické. Pak buď 

převládnou mutované mtDNA nad nemutovanými nebo tomu bude obráceně.  Stav, kdy dochází k 

vyředění či zvýšení frekvence kopií mutované mtDNA u potomků žen s mutací mtDNA, se označuje 

„teorie hrdla láhve“ [12]. 
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2. Struktura F1/Fo ATPsyntázy 
F1

/Fo ATPsyntáza je posledním enzymem oxidační fosforylace. Jeho úlohou je syntéza ATP 

z ADP a anorganického fosfátu. Enzym má molekulovou hmotnost 600 kDa. 

Tvoří ho celkem 16 podjednotek, z nichž některé jsou přítomny ve více kopiích (F1: α3β3γδε + IF1, 

Fo: a, b, c12, d, e, f, g, F6, A6L, OSCP, faktor B). O funkci nově objevených AGP (DAPIT) a MLQ 

se zatím spekuluje [13]. Dvě podjenotky (A6L a a) jsou kódovány mtDNA. ATPsyntáza neobsahuje 

žádné prostetické skupiny. 

ATPsyntáza může být rozdělena na globulární a na membránově-vázanou doménu, které jsou 

spojeny stopkou. Katalýza probíhá v globulární F1-doméně. Ta si po oddělení od zbytku enzymu 

zachovává svou strukturní celistvost a ATPhydrolytickou aktivitu , stává se však chladově labilní. 

Membránová Fo doména je místem transmembránového přenosu protonů, který je zdrojem energie 

pro syntézu ATP. Komplex V má charakteristickou trojrozměrnou strukturu tvaru hříbku. Globulární 

F1 doména vystupuje do matrix mitochondrie a má velikost cca 100 Å. Je spojena 

s transmembránovou doménou pomocí stopky dlouhé 45 Å. 

 

2.1. Stavba a funkce F1-podjednotky 
Tato část F1Fo-ATPsyntázy má molekulovou hmotnost 371kDa a skládá se celkem z pěti 

podjednotek zastoupených ve stechiometrickém poměru 3α : 3β : 1γ : 1δ : 1ε [14]. Podjednotky α a β 

tvoří mohutnou extramembránovou globulární část ATPsyntázy. S Fo-intermembránovým 

segmentem je spojena prostřednictvím centrální stopky tvořenou γδε helikální strukturou. 

 

2.1.1. Domény α a β 
Střídající se podjednotky α a β obklopují čtvrtinu polypeptidového řetězce podjednotky γ. 

Těsně obepínají jeho N- i C-terminální oblasti a vytváří s ním různé interakce v závislosti na 

momentálním stavu, v jakém α/β-segmenty jsou. Protože katalytická místa na rozhraních α/β mohou 

zaujmout tři základní konfirmace: stav T (z angl. tight), L (z angl. loose) a O (z angl. open), z čehož 

plyne, že F1-podjednotka je asymetrická (obr.3). To dokazuje několik aspektů, nerovnoměrné 

zastoupení jednotlivých podjednotek F1-struktury, snímky z elektronové mikroskopie a v neposlední 

řadě výsledky z X-ray krystalografie. 

α (510 aminokyselin dlouhý polypeptidový řetězec) a β podjednotky (482 aminokyselin 

dlouhý polypeptid) mají velice podobnou nativní konformaci. Každý segment je složen na N-konci z 

β-barelu sestaveného ze šesti vláken, uprostřed polypeptidu je nukleotid-vazebná doména tvořená 
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z devíti helixů (A-I) a β-listu o devíti vláknech (1-9), C-konec je ze svazku sedmi helixů u α- a šesti 

helixů u β podjednotky. Sbalené a zasemblované α, β podjednotky mají orientované N-terminální β-

barely navrchu F1-části, zatímco C´-helikální konce míří směrem k mitochondriální membráně. 

Nukleotid-vazebné domény nepřichází s β-barely do styku, za to s C-koncovými helixy se různě 

proplétají [15]. 

Nukleotid-vazebná místa pro ATP a ADP jsou na rozhraních dvojic α, β podjednotek (αT/βT, 

αDP/βDP, αE/βE). Byla identifikována v krystalografických studiích při použití nukleotidových 

analogů, např. nehydrolysovatelný AMP-PNP [15], fluorid berylitý [16] či dicyclohexylkarbodiimid 

[17]. Výchozí struktura F1-části ATPsyntázy byla získána v roce 1994 Abrahamsem et al. Krystaly 

rostly v prostředí s přebytkem AMP-PNP, který nelze hydrolysovat. Byly zachyceny 

v konformacích, které potvrdily domněnku o průběhu cyklických a strukturních změn v  

katalytických místech F1-podjednotky, jež jsou základem pro katalýzu syntézy i hydrolýzy ATP. 

Struktury získané v dalších experimentech vykazovaly vysokou podobnost s výše uvedeným 

případem. Shoda spočívá ve specifitě vazebných míst β podjednotek. Ukázalo se, že βTP váže ATP, 

βDP ADP a βE nukleotid-vazebné místo zůstává prázdné. Důvodem, proč nebyla v βE-nukleotid-

vázající doméně pozorována vazba k nukleotidu, je přerušená interakce mezi vláknem 3 a 7 β-listu 

[15].  
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Obr.3. Trojrozměrný model F1-podjednotky hovězí ATPsyntázy. A) pohled ze strany, B) pohled od 

membrány vzhůru. Jednotlivé α- a β-podjednotky jsou znázorněny červeně a žlutě, podjednotky 

tvořící centrální stopku jsou vybarveny modře (γ), zeleně (δ) a růžově (ε) [17]. 

 

 

Důležité konzervované sekvence a aminokyselinové zbytky α a β podjednotek 

Níže zmíněné příklady konzervovaných sekvencí a aminokyselin vysvětlují některé 

charakteristické vlastnosti podjednotek F1-domény. 

P-smyčka 

Důležitý úsek nukleotid-vazebných domén je mezi vláknem 3 a helixem B. Jedná se o P-

smyčku. Tato sekvence obsahuje vysoce konzervovaný motiv GXXXXGKT/S [18] vyskytující se i u 

jiných proteinů, které váží di- či trifosfátové sloučeniny stejně jako α a β podjednotky F1-ATPásy. 

βGlu188 

Přítomnost glutamátového zbytku Glu188 v centru nukleotid-vazebné domény βTP- 

podjednotky nasvědčuje, že za katalytickou funkci hydrolýzy/syntézy ATP zodpovídají β 

podjednotky a ne podjednotky α. Tento aminokyselinový zbytek může tvořit vodíkový můstek 
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s molekulou vody, pro kterou je v tomto místě βTP-segmentu volný prostor. Zaktivovaná molekula 

může nukleofilně atakovat γ-fosfát ATP, ke stabilizaci jeho záporného náboje přispívá  několik 

aminokyselinových zbytků Arg373 podjednotky α, dále Lys162 a Arg189 podjednotky β [16]. α-

segment nemá podobný ekvivalent Glu188, namísto něj je přítomen Gln208, který se od 

terminálního fosfátu odvrací [15]. 

Téměř totožné rozestoupení aminokyselinových zbytků v nukleotid-vazebné doméně je i u 

konformačního stavu βDP. U krystalů, ve kterých byla analyzována vazba analogu ATP i v βDP 

konformačních stavech, najdeme jediný rozdíl v pozici guanidiniové skupiny αArg373, která je blíže 

ke γ-fosfátu [16] ATP či jiných použitých alternativ během krystalografických experimentů. 

 αArg373 

Arginin373 důležitý aminokyselinový zbytek v nukleotid-vazebných doménách 

katalytických α/β-rozhraních. Porovnáním struktur ADP- a DCCD-inhibované F1-ATPázy, kde není 

přítomen γ-fosfát, mířil postranní řetězec Arg373 pryč z aktivního místa. Výsledkem bylo pootočení 

(1,5º) αTP vzhledem βTP, což zapříčinilo, že se αTP nepatrně vychýlila a αTP/βTP-rozhraní se nepatrně 

rozevřelo. Dopad to mělo také na βE-podjednotku, jejíž rozhraní s αTP se v důsledku 1,3º stupňového 

pootočení také změnilo [16]. V katalytickém místě βE-podjednotky u azid-volné F1-ATPázy byly 

zaznamenány dvě různé konformace αArg373, guanidiniová skupina je orientována do aktivního 

místa nebo mimo něj. Obě konformace se vyskytovaly se stejnou pravděpodobností, v závislosti, zda 

byl fosfát k dispozici [19].  αArg373 má tedy vliv na kvartérní strukturu podjednotek F1-části 

ATPázy. Záleží jen na tom, jaký typ nukleotidu je v aktivním místě přítomen. 

Sekvence DELSEED β-podjednotek 

Protože se u bakterií a mitochondrií vyskytuje tato sekvence nepozměněná, stala se 

předmětem mutačních a „cystein cross-linking“ analýz, aby se zjistila její role v F1-podjednotce. 

Sekvence byla lokalizována v C´-terminální části β podjednotek (βDP, βTP) právě v těch místech, 

která interagují s C´-prodlouženým α-helixem podjednotky γ. βE nemá svůj α-helikální C´-konec 

stejně orientovaný, s γ-podjednotkou v této konformaci nekomunikuje. 

První domněnka byla, že se podílí na rotačních pohybech γ-podjednotky. Naměřené hodnoty 

ATPázových aktivit u navržených mutantů se různily, u některých byla aktivita snížená až o 20%, u 

jiných byla nedotčená, ale ani u jedné mutantní formy nebylo narušeno rotování γ-podjednotky [20]. 

Výměna všech pěti záporně nabitých aminokyselinových zbytků za alaniny rotaci 

nepoškodila. Podle všech získaných důkazů nemá DELSEED vliv na pohyby γ-podjednotky, 

sekvence je však spjata s regulací nukleotid-dependentní inhibiční aktivity mitochondriální 

podjednotky ε. Ta má na svém C´-konci čtyři kladně nabité aminokyseliny, které v nepřítomnosti 
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navázaného ATP v reakčním místě β-podjednotky interagují právě s DELSEED motivem a inhibuje 

tak ATPázovou aktivitu, naopak v přítomnosti ATP je vazba zrušena [21].  

 

2.1.2. Centrální stopka (γδε) 
Centrální stopka tvořená z podjednotek γ, δ, a ε má klíčovou roli v katalytickém mechanismu 

ATPsyntázy. Spojuje dva hlavní kompartmenty, ze kterých je ATPáza složena, tedy 

extramembránovou část F1 a ve vnitřní mitochondriální membráně zasazenou část Fo. Centrální 

stopka je součástí rotoru společně s c-kruhem Fo-podjednotky. Energie z protonového gradientu 

převedená do rotačního pohybu c-kruhu roztáčí také centrální stopku, která svou γ-podjednotkou 

proniká do globulární částí (αβ)3 domény a mění afinity jejích katalytických míst během syntézy 

ATP. Plní tedy funkci prostředníka pro přenos energie z Fo do F1 sektoru. Neméně zajímavou funkci 

mají další dvě podjednotky centrální stopky δ a ε. Vážou se do Rossmannova záhybu γ podjednotky 

a tvoří „patu“ centrální stopky, která interaguje s Fo-částí. Funkci převodníka energie plní tedy také. 

O podrobnější struktuře centrální stopky se do nedávné doby nevědělo mnoho, zůstávaly tedy 

i mezery v pochopení rotačního mechanismu. Dřívější krystalografické studie, již zmíněné výše, 

neposkytovaly údaje o vyčnívající části této stopky. Podařilo se to však Gibbons C. et al. v roce 

2000, kdy vykrystalizovali F1-podjednotku kovalentně inhibovanou dicyklohexylkarbodiimidem 

(DCCD). DCCD interaguje s aminokyselinovými zbytky P-smyčky βDP-podjednotky a brání tak 

konformační změně z uzavřeného do otevřeného stavu β podjednotky [17]. 

γ-podjednotka  

Její polypeptidový řetězec je setaven z 272 aminokyselin  [14], tvořící α/β doménu. Ta se 

skládá z β-listu z pěti vláken (1-5) a ze šesti α-helixů (a-f). N´- a C´-koncové helixy a a f se 

vzájemně proplétají v „coiled-coil“ strukturu [17], která proniká hydrofóbní dutinou tvořenou z (αβ)3 

bohatou na prolin [15].  

Vlákna β-listu 1-3 a helixy b a c tvoří Rossmannův zářez, do kterého se vážou zbylé dvě 

podjednotky stopky. 

Stavba γ podjenotky připomíná nukleotid-vazebná místa u podjednotek α a β. Nebylo ale 

zjištěno, že by se do těchto úseků vůbec nukleotidy vázaly, ba naopak. Jsou tam přítomny takové 

aminokyselinové zbytky, které vazbě nukleotidů brání [17].  
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Obr.4. Model kompletní centrální stopky. U γ-podjednotky jsou tmavě modrou barvou zvýrazněny 

nové vykrystalizované oblasti, δ- a ε-podjednotky znázorněny zeleně a růžově [17]. 

 

δ-podjednotka 

Tato podjednotka je složena ze 145 aminokyselin. Obsahuje dva základní motivy, N-koncový 

β-sendvič a C-koncovou helikální vlásenku, spojené α10-helixem. Mitochondriální δ-podjednotky 

jsou homologní strukturou bakteriálním ε-podjenotkám [18]. 

ε-podjednotka 

Je nejkratším polypeptidem centrální stopky, složená z 50-ti aminokyselin, sbalená v motivu „helix-

loop-helix“. I přes svou malou velikost je její přítomnost nezbytná, významně přispívá ke stabilizaci 

„paty“ centrální stopky. U prokaryot, kde chybí její ekvivalent, dochází velice snadno k disociaci 

bakteriálních δ-podjednotek. To se u mitochondrií, kde je ε-podjednotka přítomna,  nestává [17]. 

2.2. Inhibiční faktor (IF1) 
Jedná se o protein dlouhý 84 aminokyselinových zbytků sbalený do helikální struktury. Není 

strukturní podjednotkou ATPsyntázy, ale zastupuje funkci regulační (viz. Kapitola 4.3). Vyskytuje 

se ve dvou formách, buď jako dimer, což je jeho aktivní forma nebo v neaktivní tetramerní podobě 

[22]. 

Dimery jsou uspořádány do motivu „coiled-coil“ α-helixu a k jejich propojení dochází v C´-

terminálních oblastech [23]. Vzhledem k dimerizaci F1/Fo-komplexu, může IF1 svými dvěma N´-
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konci vázat dvě α/β aktivní místa najednou. Tetrametry se dávají dohromady nepravidelným 

způsobem. Například helix A z dimeru AB tvoří „coiled-coil“ interakce s helixem C z dimeru CD a 

s helixem D komunikuje jen přes pár aminokyselinových zbytků. Pro uskutečnění oligomerizace je 

důležitým měřítkem koncentrace IF1 v matrix [24]. 

 

2.3. Struktura a funkce Fo-podjednotky 
Fo-doména je tou částí ATPsyntázy, která je spolu s komplexy dýchacího řetězce zakotvena 

do vnitřní mitochondriální membrány. Umožňuje uskutečňovat systémem protonace/deprotonace 

konzervovaného záporně nabitého aminokyselinového zbytku translokaci protonů, která je nezbytná 

pro průběh katalytického mechanismu v F1-podjednotce. Můžeme na ní rozlišit dva různé sektory. 

Jedním je rotor, tvořen c podjednotkou, a druhým je stator, který je z dalších dvou komplexních 

struktur, a podjednotky a postranní stopky (b, d, OSCP a F6 podjednotka). Byly však vyizolovány 

další přídatné podjednotky, kterými se savčí ATPsyntáza odlišuje od nižších taxonů. Jsou to e, f, g, 

A6L, faktor B a v nedávné době objevené MLQ (mitochondriální proteolipid) a DAPIT. 

 

2.3.1. Postranní stopka 
Jedná se o útvar, který spojuje, podobně jako centrální stopka, F1 s Fo doménou. Jeho přesná 

lokalizace byla stanovena pomocí snímků z elektronové mikroskopie, které upozornily na 

nadbytečnou elektronovou densitu po stranách F1/Fo-ATPázy[25], jež byla viděna poprvé (obr.5). O 

existenci jednotlivých podjednotek se vědělo, ale byly nejprve klasifikovány jako součást pohyblivé 

centrální stopky. 

Stopka se skládá ze tří helikálních struktur, z b, d, F6 a OSCP (oligomycin sensitive conferring 

protein) podjednotek, které spolu tvoří obloukovitou stopku po pravé straně ATPázy [25]. 

 
Obr.5.  Snímek z elektronového mikroskopu. První vizualizace postranní stopky (Karrasch S. & 

Walker J.E., 1999). 
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b podjednotka je tím nejdelším helixem, mírně zakřiveným (obr.6). Svým C´-koncem interaguje se 

špičkou F1-domény přes C´-terminální oblast OSCP a prochází podél celé extramembránové části 

ATPsyntázy do vnitřní mitochondriální membrány, kterou protíná dvěma transmembránovými 

helixy spojené hydrofilní smyčkou. 

d podjednotka není souvislým α-helixem, ale je z pěti helikálních segmentů (1-5), které jsou 

pospojovány „protaženými“ úseky. Jsou uspořádány jak pararelně, tak helixy 4 a 5 antipararelně. 

S b-helixem vytvářejí „coiled-coil“ interakce. 

F6 podjednotka je tvořená ze dvou α-helixů, které jsou také spojené „protaženým“ úsekem. 

Najdeme ho i v oblastech N´- a C´-konců, kde specificky interagují s α-helixem b-podjednotky [26]. 

OSCP 

Tento protein je 190 aminokyselin dlouhý. Obsahuje α-helikální struktury střídající se s β-motivy. 

Má elipsoidní tvar, který se táhne 10 nm po povrchu F1-podjednotky. Interaguje s N-terminálními β-

barely α podjednotek. Narušením interakcí mezi OSCP a α podjednotkou dojde k rozpřažení ATP 

syntézy s protonovou translokací [27]. 

 

 
Obr.6.  Model struktury postranní stopky. Podjednotka b (růžově), d (žlutě) a F6 (zeleně) [26]. 
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Funkce postranní stopky 

Postranní stopka figuruje v komplexu F1Fo-ATPsyntázy v prvé řadě v roli statoru, který 

znehybňuje α/β-globulární doménu, aby nerotovala spolu s centrální stopkou. Tu stejnou funkci plní 

i u bakterií a chloroplastů. Ale ve stavbě a fyzikálních vlastnostech se mitochondriální postranní 

stopka od těchto dvou typů liší. Aby katalýza prováděná ATPázou probíhala správně, musí se 

zesynchronizovat α/β-doména s trojčetnou osou symetrie s c-kruhem, který má osu symetrie 

povětšinou desetičetnou (pozn. záleží na počtu podjednotek c). Předpokládá se proto mírná elasticita 

u obou stopek, která pomůže k jejich sladění, jako je tomu u bakterií a chloroplastů.  

Bakteriální postranní stopka je z převážné části tvořena homodimerní podjednotkou b, na 

které byly prováděny několikanukleotidové delece a inzerce, aniž by funkce stopky byla ztracena. 

Klíčový úsek byl detekován na C´-konci transmembránového helixu, kde umožňuje jistou volnost 

v ohybu cytoplasmatické části b-podjednotky vůči té transmembránové [28]. Mitochondriální stopka 

tak značnou flexibilitu neprojevuje. Zkřivený α-helix podjednotky b je ukotven vazbou s OSCP na 

svém C´-konci a v průběhu je zpevněn četnými interakcemi s „protaženými“ úseky d- a F6-

podjednotek. Jen ve spodní části α-helixu, blíže k povrchu membrány, je úsek dlouhý dvacet 

aminokyselin, který není podepírán ani jednou podjednotkou postranní stopky, ale možná opora 

může přicházet od vyčnívajících částí membránových podjednotek e, f, g. Taková rigidita stopky se 

nezdá být na škodu. Její druhá funkce spočívá v zajištění integrity mezi a-podjednotkou a c-kruhem. 

Svírá je, aby zůstávaly mezi sebou v kontaktu [26]. 

2.3.2. c-kruh 
Oligomerní struktura složená z 10- 14 protomerů. Každý protomer je ze dvou hydrofóbních 

α-helixů, C´- a N´-koncového, spojených polární smyčkou [29], která je v bezprostředním kontaktu 

s částmi podjednotek γ a δ [30]. 

Uspořádání α-helixů je kruhové, přičemž N´-koncový helix (cTMH1) tvoří vnitřní kruh a C´-

koncový helix (cTMH2), který je uprostřed prohnutý [30], tvoří kruh vnější. TMH2 obsahuje 

důležitý aminokyselinový zbytek Asp61 (homolog u H.sapiens Glu58), který je pro přenos protonu 

z jedné strany membrány na druhou nepostradatelný. Jeho poloha není přímo na periferní části 

cTMH2, což by zjednodušovalo během protonové translokace komunikaci s podjednotkou a, ale je 

zabořen směrem do centra c-oligomeru [31]. Je zřejmé, že se nebude pohybovat pouze c-kruh jako 

celek, ale i jednotlivé protomery. 

V centrální dutině c-oligomeru byla pozorována přítomnost elektronové hustoty, jejíž původ 

není jasný. Pravděpodobně se jedná o fosfolipidy pro zachování semipermeability membrány [30]. 
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2.3.3. Podjednotka A6 (podjednotka a) 
Tato podjednotka tvořící nedílnou součást Fo-domény byla poprvé analyzována u E.coli. 

Zjistilo se, že je složena z pěti transmembránových α-segmentů spojené jednoduchými smyčkami. 

Polypeptid je v membráně orientován svým amino-koncem do periplasmatického prostoru a 

karboxylovým koncem do cytoplazmy [32] a vytváří spolu s c-oligomerem hydrofilní polokanál. 

Stejné uspořádání je i u mitochondriální podjednotky A6. 

V transmembránovém  helixu 4 (TMH4) sídlí v pozici 210 konzervovaný argininový zbytek 

[31], (homolog u H.sapiens Arg 159). Je stejně nepostradatelný pro protonovou translokaci jako 

výše zmíněný Asp61.  

3. Biogeneze savčí F1/Fo ATPsyntázy 
F1/Fo ATPáza je proteinovým suprakomplexem skládající se z mnoha podjednotek, vyžaduje 

pro správné plnění své enzymatické aktivity řadu proteinů. Doposud byly identifikovány pouze  dva 

proteiny označované Atpaf1 a Atpaf2,  mající vlastnosti chaperonů. Do jejich rodiny však nepatří. 

Liší se od nich pro svou substrátovou specifičnost. Jelikož chaperony, jakými jsou např. heat-shock 

proteiny (Hsp60, Hsp10) rozpoznávají širokou škálu substrátů. 

Protože jsou všechny strukturní proteiny F1Fo ATPsyntázy, s výjimkou dvou proteinů 

(mtAtp6p a mtAtp8p), kódovány jadernými geny, musí být z cytosolu (z místa translace) do 

mitochondriální matrix dopraveny. To se stane pomocí cílové sekvence. Jako ostatní mitochondriální 

proteiny se do matrix translokují nesbalené. Tento stav zajišťují právě Hsp60 a Hsp10 proteiny [33]. 

Po odštěpení cílové sekvence matrixovou proteázou se polypeptidové řetězce podjednotek F1 a Fo 

části ATPsyntázy sbalí do své nativní konformace. Takto vzniklé stavební kameny musí poté 

vytvořit fungující celek ve formě zasemblované ATPsyntázy.  

 

3.1. Asemblace F1-podjednotky 
Správný průběh assemblace F1 části zajišťují právě proteiny Atpaf1 a Atpaf2 poprvé 

objevené u S.cerevisiae [34].  

Avšak co se týče Fo transmembránové podjednotky, u obratlovců nebyly zatím nalezeny 

žádné podobné proteinové produkty, které by napomáhaly jejímu poskládání. Situace je 

zkomplikována tím, že během evoluce je savčí podjednotka Fo bohatší o dalších 7 subpodjednotek v 

porovnání s bakteriální Fo (a, b2,c10). Možné je, že se Fo část skládá sama, ale to stále zůstává 

nezodpovězenou otázkou [35]. U mnohých nižších eukaryot se existence asemblačních faktorů Fo 

části ATPsyntázy podařila prokázat. 
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3.1.1. Charakterizace asemblačních faktorů Atpaf1, Atpaf2 
Jak ATPAF1 tak ATPAF2 jsou vysoce konzervované eukaryotické geny. Najdeme je u všech 

organismů mající F1/Fo ATPsyntázu a tedy získávající ATP přes proces oxidativní fosforylace. 

V prokaryotické říši, byly tyto geny nalezeny výhradně u α-proteobakterií [36]. Ty jsou považovány 

za volně žijící předchůdkyně mitochondrií, které byly pravděpodobně později pohlceny větší 

anaerobní eukaryotickou buňkou na základě endosymbiotické teorie vzniku mitochondrií a 

chloroplastů. 

Jejich konzervovanost nejlépe nastiňují porovnávací analýzy sekvencí těchto proteinů 

z S.cerevisie, Schizosaccharomyces pombe, Drosophily yakuba a Homo sapiens. Například u 

proteinu Atpaf1 bylo stanoveno, že celková podobnost mezi těmito druhy je 23% a celková totožnost 

aminokyselinové sekvence 9%. U proteinu Atpaf2 byly porovnávány navíc další dva homology 

z C.elegans a Rhodobacter capsulatus. Zde celková podobnost dosahovala 12,7% a identita 4,6% 

[37]. I když se zmíněná čísla nezdají být příliš vysoká, týkají se těch stěžejních míst hrající hlavní 

roli v katalytické aktivitě enzymů a udělující jim stejnou funkci. Dokazují to experimenty 

s mutantními kmeny S.cerevisiae, které mají defektní jeden z těchto genů a lidský protějšek 

zkomplementuje chybějící funkci [38]. Ta spočívá v tom, že návázáním se na jednotlivé volné α a β 

podjednotky zabrání vzniku četných agregátů, které by se jinak z podjednotek vytvořily. Tato 

neproduktivní spojení by byla pro sestavení F1-katalytické části ATPsyntázy fatální. Atpaf1 a Atpaf2 

se tedy váží na místa budoucího spojení podjednotek α a β [39]. 

Jejich koncentrace v matrix není vysoká, bývá uváděno, že je přibližně 100krát nižší než je 

koncentrace samotných α a β podjednotek [39]. Příchozí F1-podjednotky se v matrix nehromadí, jsou 

ihned vázány Atpaf1 a Atpaf2 a asemblovány do oligomerní struktury. Poté, co se tyto chaperonové 

proteiny od podjednotek odpojí a jsou připraveny vázat další volné nezasemblované α, β 

podjednotky. Jejich množství se zdá být v přibližně stejném stechiometrickém poměru s 

volnými podjednotkami α, β [40]. 

Pomocí afinitní chromatografie a analýzy Western blotem s použitím protilátek  proti 

podjednotkám α a β, se ujasnilo, který faktor s jakou podjednotkou reaguje. Atpaf1 interaguje 

s podjednotkou β a Atpaf2 s podjednotkou α [39]. 

 

3.1.2. Struktura vazebných míst pro asemblační faktory Atpaf1, Atpaf2 
Na β-polypeptidovém řetězci lze rozlišit tři různé strukturní domény. Na N´-konci je to 

struktura β-barelu, uprostřed je nukleotid-vázající doména a C´-konec je tvořen helixovou strukturou 

[15]. Stěžejní místo pro interakci s proteinem Atpaf1 je lokalizováno právě v centrální části 
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nukleotid-vázající domény β-podjednotky mezi aminokyselinami Ala80-Leu285 (obr.7). V této 

sekvenci jsou zahrnuty i ty aminokyseliny, které se podílejí na vzniku neproduktivních β/β spojení. 

Atpaf1 tedy dopomáhá k asemblaci F1 části takovým způsobem, že zakrývá ty aminokyselinové 

zbytky, které dávají vznik agregátům a které jsou posléze ve styku s α-polypeptidem [39]. Jedná se o 

postranní řetězce nepolárních aminokyselin vytvářející hydrofóbní povrch, který se přirozeně snaží 

odklonit od okolního prostředí rozpouštědla. Proto v nepřítomnosti Atpaf1, např. při pokusech 

s mutantními kmeny kvasinek, které jsou deficientní pro tento protein, byl pozorován vznik 

nerozpustných rozsáhlých β-agregátů (to samé platí pro mutaci v genu Atpaf2 a shlukování α 

podjenotek) [34]. 

 

 
 

Obr.7. ATPaf1-vazebné místo v hovězí β podjednotce. A, hovězí βDP-podjednotka (červeně/zeleně), γ-

podjednotka (modrozelená), úsek β-podjednotky Ala80-Leu285 interagující s ATP11p (červeně). B, 

pohled shora na část F1-podjednotky, znázornění aminokyselinových postranních řetězců tvořící α/β 

rozhraní, pro podjednotku α (modře), pro podjednotku β (žlutě).Vymodelováno programy 

MOLSCRIPT a RASTER3D [39]. 

 

Atpaf2 interagující s α-podjednotkou sdílí stejné rysy s výše popsaným Atpaf1-vazebným 

místem. Aminokyselinová sekvence vykazující kladnou odpověď na vazbu s Atpaf2 je mezi Asp96-

Leu285 [15]. Opět se jedná o úsek, který se posléze po vyvázání Atpaf12 pojí se sousední β 

podjednotkou.  
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Pravděpodobným mechanismem vzniku α3/β3-oligomeru, se zdá být prostá výměna Atp12p 

vázaného na α podjednotce za nově příchozí podjednotku β. V případě navázaného Atpaf1 do „core“ 

β podjednotky dojde k výměně za α-podjednotku (obr.8).  

 

 
 

Obr.8. Model průběhu skládání F1-části ATPsyntázy přičiněním asemblačních proteinů Atpaf1 a 

Atpaf2. CS a NCS (z angl. catalytic site, noncatalytic site) [41].. 

 

Lze tedy říci, že každá α-část je z každé strany lemována dvěmi β podjednotkami a naopak 

každá β-část má vedle sebe dvě podjednotky α. Hexamerní struktura vytváří šest α/β rozhraních, 

střídající se tři katalytická a tři nekatalytická místa F1-podjednotky ATPsyntázy. Sekvence 

aminokyselin ve vazebných doménách α a β podjednotek pro asemblační faktory se liší, což dokazují 

různé naměřené hodnoty vazebných energií mezi těmito doménami a příslušnými sousedními 

podjednotkami. Liší se však i v rámci stejných vazebných domén, tudíž na každém rozhraní lze 

naměřit jiné hodnoty síly hydrofóbních a elektrostatických interakcí, kterými se pojí se svými 

interakčními partnery, α- a β-polypeptidem. F1-podjednotka je asymetrická, což vysvětluje existenci 

třech různých míst, dvou vazebných pro ATP, ADP/Pi a jedno, kde se neváže nic a dochází zde 

k uvolnění ATP či ADP v závislosti, zda probíhá syntéza nebo hydrolýza ATP [39]. Atpaf1-vazebné 

místo přispívá větší mírou k síle nepolárních vazeb, tvoří katalytické místo enzymu. Naopak Atpaf2-

vazebné místo tvoří nekatalytické místo. Pokud tyto úseky nejsou chráněny vazbou s asemblačními 
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chaperony Atpaf1, Atpaf2, pak vysoká hydrofobicita zapříčiní nesmyslné pospojování volných α a β 

podjednotek. 

 

 

3.2. Kompletní asemblace F1Fo ATPsyntázy 
Během asemblace ATPsyntázy vznikají dva meziprodukty. Prvním meziproduktem je F1 (α, 

β, γ) a druhým je F1 s nekompletní Fo-podjednotkou (b, c, d, F6 a OSCP). Mitochondriálně 

kódované podjednotky a (podjednotka 6) a A6L se do komplexu přidávají až nakonec. Pokud je 

inhibována translace mitochondriálních proteinů, pak sice je ATPsyntáza zasemblována, ale není 

plně funkční [42]. 

 

 
 
Obr.9. Schéma asemblace savčí ATPsyntázy[43]. 
 

Dalším krokem v biogenezi je dimerizace jednotlivých ATPsyntáz a jejich pospojování do 

tetrametrů (V1-V4) [44]. O tom, jaké dílčí podjednotky hrají v těchto procesech roli, se zatím 

spekuluje. Pro dimerizaci se uvažuje o IF1, pro oligomerizaci jsou kandidáty podjednotky f, A6L 

(podjednotka 8) nebo transmembránové helixy podjednotky a [45]. Ještě jsou brány v potaz dva 

přenašeče vnitřní mitochondriální membrány, adeninnukleotidový translokátor (ANT) a fosfátový 

přenašeč (PIC), které spolu s ATPsyntázou tvoří komplexní jednotky oxidativní fosforylace – 

ATPsyntazómy [46]. 

 

3.3. Regulace F1Fo ATPsyntázy 
ATPsyntáza je regulována na několika úrovních. Ovlivňuje ji souhra jaderného a 

mitochondriálního genomu, transkripční a postranskripční regulace a také dostupnost c-podjednotky 

[43]. V hnědé tukové tkáňi, je totiž „down“-regulován gen pro c-podjednotku a aktivita ATPsyntázy 
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je až 10x nižší. Zdá se tedy, že je dostatečná exprese tohoto genu důležitým faktorem pro syntézu 

ATP a to i v jiných tkáních [47]. 

 

 

4. Katalytický mechanismus F1Fo ATPsyntázy 
Syntéza/hydrolýza ATP je spřažena s protonovou translokací [48]. Protony pronikají do 

matrix přes Fo-doménu a roztáčí rotorovou část (c12-γε) s ohledem na stator (ab2-α3β3δ). γ 

podjednotka svým pohybem v cyklech indukuje v každém aktivním β-místě konformační změny 

ústící v syntézu/hydrolýzu ATP [49]. Když se buňka nachází ve stavu hypoxie či ischémie, pak se 

syntéza obrátí ve směru hydrolýzy ATP, která pro její přežití znamená riziko. Existuje však 

mechanismus, který snižuje následky způsobené hydrolýzou, je to pH-sensitivní aktivace IF1, která 

hydrolýzu zastaví [50]. Hydrolýza ATP může být i esenciálním procesem pro jisté buněčné funkce. 

U bakterií, je za určitých fyziologických podmínek ATP hydrolyzováno pro vznik protonového 

gradientu, který zajišťuje import živin nebo samotnou lokomoci. 

 

4.1. Pohyb protonů přes vnitřní mitochondriální membránu 
Základem pro protonovou translokaci je existence protonového gradientu, který se utváří na 

vnější straně membrány (u bakterií tj. periplasmatický prostor, u mitochondrií intermembránový 

prostor). Jeho zdrojem jsou přečerpané protony komplexy dýchacího řetězce. V důsledku toho 

vzniká rozdílný membránový potenciál na jedné i na druhé straně membrány a proton-motivní síla 

žene protony po směru jejich koncentračního gradientu přes hydrofilní kanál Fo-podjednotky do 

mitochondriální matrix (či bakteriální cytoplazmy). 

Jak již bylo zmíněno v kapitole 2, hydrofilní kanál je vytvářen polárními aminokyselinovými 

zbytky jinak hydrofobních struktur oligomerního c-kruhu, který je nejčastěji z dvanácti protomerů, a 

a podjednotky. Pozice konzervovaných aspartátů 61 TMH2 u c-kruhu je odvrácená od Arg210 

TMH4 a podjednotky. Pro vzájemnou interakci je tedy nezbytné, aby došlo ke změně jejich polohy. 

Porovnáním protonovaného a deprotonovaného c-protomeru na obr. 10 jsou na první pohled vidět 

rozdíly v orientaci aminokyselinových zbytků C-helixu a také v jeho polární smyčce.1

                                                 
1 (pozn. Jelikož drtivá většina studií o mechanismu činnosti F1Fo-ATPsyntázy byla provedena na 

tomto enzymu u E.coli, dovolím si i zde používat její klíčové aminokyselinové zbytky, které mají 

své homology u savčích mitochondrií.) 
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Obr.10. Znázornění protonovaného a deprotonovaného c-protomeru. Vymodelováno pomocí 

programu MOLMOL, převzato v [51]. 

   

Tím, že došlo v závislosti na protonaci k pootočení cTMH2, se původně do centra c-kruhu 

zabořený Asp61 dostal na periferní stranu směrem k Arg210. Během tohoto pohybu vznikají mezi 

aTMH4 a cTMH2 na několika místech vodíkové vazby, dochází ke stabilizaci protonové formy 

Asp61. Podjednotka a prostřednictvím těchto interakcí pohne s C-helixem c-podjednotky a sama se 

tak dostane do nové polohy, mezi dva c-protomery. Výsledkem je deprotonace Asp61 zapříčiněná 

snížením pKa karboxylové skupiny a 30-ti stupňová rotace celého c-kruhu [51]. Deprotonovanému 

Asp61, který již není v bezprostřední blízkosti Arg210, opět hodnota pKa roste, tudíž může být 

následně regenerován návázáním nového protonu, se kterým podstoupí jednu 360-ti stupňovou 

otočku, než se opět dostane k a podjednotce [52]. 

 

Protonace                   Rotace                       Deprotonace 

Obr.11.  Model translokace jednoho protonu [51]. 
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4.2. Katalytický mechanismus F1-podjednotky 
Pro β podjednotky byly definovány nejméně čtyři možné konformace, ve kterých se během 

syntézy/hydrolýzy ATP mohou nacházet. Jsou to T (tight), L (loose), O (open) a HC (hemi-closed) 

[15, 53] konformační stavy. Podle výchozího Boyerova „binding-change“ mechanismu, který položil 

základ vysvětlení, na jakém principu funguje katalytická aktivita F1-podjednotky, se po dlouhou 

dobu uvádělo, že se podjednotky β nachází jen ve třech možných konformacích [49], kde jsou 

obsazeny nukleotidy dvě β podjednotky [15]. V roce 1998 tým Bianchet M.A. et al. vykrystalizoval 

za fyziologicky blízkých podmínek F1-podjednotku z krysích jater. Vypozorovali, že všechny α i β 

podjednotky jsou obsazeny nukleotidy a konformace, které zaujímají, jsou dosti podobné. Uvedli 

v platnost, že by mohl fungovat „tri-site“ vazebný mechanismus [54]. 

 

2N-mechanismus počítá s vysoko afinitním stavem T, méně afinitním stavem L a 

s otevřeným stavem O (obr.12). Poslední jmenovaný není schopen nukleotidy vázat, protože jeho C-

terminální doména nepatřičně zasahuje do nukleotid-vazebné domény a negativně ovlivňuje stěžejní 

aminokyselinové zbytky nutné pro vazbu nukleotidu. Při přeměně T stavu do O, v něm dochází 

k uvolnění nasyntetizovaného ATP. 

3N-mechanismus, který má všechny tři katalytické podjednotky β obsazené a mohou se 

nacházet kromě v T, L a O stavech také v konformaci HC, se jeví jako vůbec nejlepší řešení [55]. 

Protože při navázání nukleotidu do O místa dojde ke konformační změně z O na C stav, který 

pevněji svírá příchozí substrát do doby, než dojde k energeticky dependentní konformační změně 

rotací γ podjednotky. Kdyby tento stav β podjednotky chyběl a zůstal by jen stav otevřený, bylo by 

těžko představitelné, jakým způsobem se v 3N-mechanismu navázaný nukleotid do okamžiku této 

velké změny udrží (shrnuto v [56]). 

Změnu v intenzitě afinity jednotlivých míst tedy zapříčiňuje rotace γ podjednotky. Tato vlastnost 

byla prokázána velice sofistikovaným způsobem, kdy bylo na její konec navázáno fluorescenčně 

značené aktinové vlákno. A v přítomnosti ATP bylo možné pozorovat mikroskopem, jak se vlákno 

otáčí [57]. 

V dalších pokusech bylo identifikováno, že γ-podjednotka dělá pravidelné přestávky, během nichž se 

hydrolyzuje/syntetizuje ATP. Každou 120° otáčkou vykoná F1-podjednotka průměrnou práci  

přibližně 90 pN·nm, což je rovno uvolněné energii z hydrolýzy jedné molekuly ATP [58]. Tento 

biologický motor pracuje s minimálními ztrátami.  

V každém 120° kroku byly rozluštěny další dva dílčí kroky, 30° a 90°, mezi kterými jsou 

milisekundové prodlevy, ve kterých se tvoří či štěpí fosfoanhydridová vazba. Oba děje, syntéza a 

hydrolýza ATP, se vzájemně liší v konformacích β-podjednotek. Na začátku syntézy se γ-
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podjednotka otočí o 30° a způsobí změnu v βO na βC, do něj je poté ADP/Pi vázáno. Po 90°otočce 

dochází ke změně vazebného místa z βC na βDP a po další 120° obrátce následuje vysokoafinní stav 

βTP, ve kterém dojde k syntéze. Dokončením posledního pootočení γ-rotoru je v O stavu uvolněno 

ATP [59].  

 

4.3. Inhibice hydrolýzy ATP 
Pokud je buňka zbavena kyslíku, dojde k totálnímu kolapsu v tvorbě elektrochemického 

gradientu. ATPsyntáza za takových podmínek nebude syntetizovat ATP, ale bude katalyzovat jeho 

hydrolýzu, což má pro buňku destruktivní následky. Jediným zdrojem ATP je v tuto dobu glykolýza, 

která probíhá intenzivněji než za normálních okolností. Výsledkem je vznik kyselejšího prostředí 

v cytosolu, které se přenáší do mitochondrií i spolu s ATP, kde ho má tendenci ATPáza 

hydrolyzovat. Díky redukovanému okolí se však zaktivuje IF1, který interakcí s F1-katalytickou 

doménou, tomuto kroku zabrání. Nejoptimálnější pH je kolem 6,5, s rostoucí hodnotou aktivita 

proteinu klesá [60]. V dimerní formě se odhalí klíčové aminokyselinové zbytky, které byly 

v tetrameru schovány. Jedná se o konzervovaný úsek mezi aminokyselinami 14-47, který je 

zodpovědný za inhibiční aktivitu IF1. Inhibitor pro svou činnost nevyžaduje jen nízké pH, ale také 

přítomnost ATP [61].  

IF1 preferuje vazbu do βDP konformačního stavu, ve kterém je již navázáno ATP, během 

nastávající konformační změny je uvolněn produkt z hydrolýzy. Tím se uvolnilo další místo pro 

vazbu druhé molekuly ATP, vyúsťující opět v hydrolýzu a uvolnění ADP/Pi. Do vzniklého volného 

místa přijde poslední ATP a všechna tři katalytická místa jsou saturována molekulami ATP a držena 

ve stavu L (βDP). IF1 brání vstupu αDP/βDP aktivním místům do vysokoafinního stavu T (αTP/βTP), ve 

kterém by došlo k hydrolýze. Zdá se, že nejprve je vazba IF1 neúčinná, ale po dvou katalytických 

cyklech se změní na vysoce produktivní [62]. 

5. Defekty F1/Fo ATPsyntázy vedoucí k mitochondriálním 
neurodegenerativním onemocněním 
 

Mitochondriální onemocnění (mitopatie) představují klinicky velmi různorodou skupinou 

onemocnění, která se často manifestují v raném dětství a mají progredující charakter. Kromě 

klinické heterogenity je pro mitochondriální onemocnění charakteristická i heterogenita genetická: 

mohou být způsobeny jak mutacemi v jaderné DNA s mendelovským typem dědičnosti, tak i 

mutacemi v mtDNA, která je děděná maternálně. Byl však popsán případ, kdy u pacienta 

s mikrodelecí v ND2 genu komplexu I byly detekovány mtDNA jeho otce [63], jedná se však o 
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výjimku. Mitochondriální onemocnění nejvíce postihují mozek, srdce a svaly, tedy orgány s vysokou 

energetickou náročností.  

Správná funkce komplexu V, jako i celého systému OXPHOS, je klíčová pro zásobování 

buněk energií ve formě ATP. Defekty biogeneze ATPsyntázy mohou být rozděleny do dvou skupin, 

na defekty kvalitativní a kvantitativní [43]. Kvalitativní defekty poškozují stavbu ATPsyntázy, a tím 

i její funkci. Jde o mutace ve strukturních genech enzymu. Kvantitativními defekty jsou způsobeny 

mutacemi v genech pro asemblační faktory. Biogeneze ATPsyntázy je silně potlačena a ve vnitřní 

mitochondriální membráně chybí  správně sestavený enzym. Oba typy se projevují stejným 

patologickým mechanismem. Rapidně se snižuje produkce ATP a neschopnost ATPsyntázy využít 

protonový gradient vede k masivní produkci volných kyslíkových radikálů (ROS) [64], které mohou 

aktivovat apoptické dráhy.  

 

5.1. Kvalitativní defekty F1/Fo ATPsyntázy 
mtDNA kóduje dva strukturní geny komplexu V – MTATP6 pro a-podjednotku a MTATP8 

pro A6L podjednotku transmembránové Fo-domény [5]. V genu MTATP6 bylo odhaleno sedm 

bodových mutací a jedna 2bp dlouhá mikrodelece, všechny byly klasifikovány jako patogenické 

[65]. Většinou je zaměňován konzervovaný neutrální leucin za nabitý arginin. Nejčastějším 

klinickým fenotypem je degenerativní onemocnění Leighův syndrom (LS), dále NARP syndrom 

(Neuropatie, Ataxie, Retinální Pigmentosa) a bilaterální striatální neuropatie (BSN). 

 

 

5.1.1. Mutace genu MT-ATP6 
9205ΔTA je v místě sekvence pro stopkodón genu MT-ATP6. Jeho čtecí rámec se částečně 

překrývá na 5´-konci s ATP8 a na 3´-konci s COX3 genem. Tato mutace má dopad i na aktivitu 

komplexu IV. Problémem je chybějící stopkodón a sestřihové místo, kde obyčejně dochází 

k rozštěpení primárního tricistroního transkriptu ATP8/ATP6/COX3 na bicistroní ATP8/ATP6 a 

COX3 transkripty, které poté podstupují  postranskripční úpravy [66]. Vznikají nesmyslné 

transkripty, které jsou degradovány. Snížené množství a-podjednotek ústí v neschopnost 

ATPsyntázy produkovat ATP a dokončení asemblace samotného enzymu. Schopnost hydrolyzovat 

ATP zůstává zachována [67]. Pacienti nesoucí tuto 2bp deleci trpí laktátovou acidémií a různě 

závažným neurologickým postižením. 

Při bodové mutaci T8993G, kdy dochází k záměně Leu156 za arginin [68], se shledáváme se 

dvěma možnými fenotypickými projevy. O tom, který převládne, rozhoduje hladina heteroplazmie 
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dané mutace,  tedy množství molekul mtDNA nesoucí mutaci T8993G. Pokud se populace mutované 

mtDNA pohybuje v rozmezí 70-95%, progreduje NARP syndrom, jakmile je překročena hranice 95-

ti % nastupuje těžší forma mitopatie – MILS (Leighův syndrom) [69]. Byl však popsán případ jedné 

rodiny, jejíž členové měli více než 90-ti % zastoupení T8993G, ale jejich klinické příznaky se 

neshodovaly s výše zmíněnými typickými syndromy. Mutaci T8993G mohou doprovázet i jiné 

příznaky, např. mozková obrna, mentální retardace, opožděný vývoj. Míra heteroplasmie je tkáňově 

specifická, některé orgány jsou zasaženy více, jiné méně. Lehčí formou mutace stejného nukleotidu 

8993 je záměna leucinu za prolin také doprovázena fenotypovým projevem NARPu (nízké 

zastoupení mutace) či MILSu (vysoké zastoupení mutace) [70]. Mutace T8993G/T8993C značně 

snižují syntézu ATP, v prvém případě až o 60%, ve druhém o 25%. Jejich primárním patogenním 

mechanismem je narušení pohybu centrálního c-rotoru Fo-podjenotky [71]. 

Dalšími bodovými mutacemi stejného kodónu genu MT-ATP6 jsou T9176G (L217R) a 

T9176C (L217P). Jsou obdobou již zmíněných mutací T8993G/T8993C. Fenotypový projev se opět 

odvíjí od prahového efektu, jde také o heteroplasmické mutace. T9176G je  manifestována NARPem 

nebo Leighovým syndromem [72] a má těžší průběh na rozdíl od T9176C, se kterou je spojena 

bilaterální striatální nekróza (BSN) a LS [73]. T9176G také nemá spojitost v blokaci biogeneze 

ATPsyntázy [74]. 

Schon et al. nastínil možný průběh mechanismu patogeneze pro tyto dvě závažné mutace 

T8993G a T9716G. Všechny aminokyselinové zbytky tvořící hydrofilní kanál a účastnící se 

interakcí mezi a-a a a-c podjednotkami jsou vysoce konzervované. To odráží, jak důležité je 

zachování stejné terciární struktury podjednotek a a c, aby protonová translokace probíhala účinně. 

Leu156 je právě jedním takovým aminokyselinovým zbytkem, který interaguje s Ala50 podjednotky 

c a je v bezprostřední blízkosti klíčovému zbytku Arg159. Stejně tak je to u Leu217, který je Arg159 

nablízku z protilehlého helixu. Záměna neutrálního leucinu za kladný argininový zbytek znamená 

zásah do tak konzervované struktury, jakým je protonofilní kanál z a podjednotky. Pravděpodobnou 

příčinou snížení produkce ATP u NARP a LS, za kterou je zodpovědný nový arginin, je odpřažení 

protonové translokace od katalýzy F1-podjednotky. Lze toho dosáhnout dvěma způsoby, snížit 

efektivnost protonové translokace či neumožnit rotaci c-podjednotky nebo obojí [75]. Nedávno byla 

potvrzena relevance druhé možnosti a vyloučena možnost první. Měření membránového potenciálu 

ukázala, že protony putují z intermembránového prostoru do matrix bez problémů [71, 76]. 

Dalšími dvěmi missense mutacemi, ve kterých dochází k záměně konzervovaného 

leucinového zbytku za prolin je T9185C (L220P) a T9191C (L222P). Jejich biochemický fenotyp je 

zpočátku nedetekovatelný, po dosažení hranice nad 85% mutované mtDNA propuká Leighův 

syndrom. Syntéza ATP je snížena o 30-50%  [77]. 
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Mutací, jejíž fenotyp byl poprvé spojován s bilaterální striatální neuropatií, je T8851C. 

Mutace vede k záměně tryptofanu v pozici 109 za arginin [78]. 

 

5.2. Kvantitativní defekty F1/Fo ATPsyntázy 
Do této skupiny patří jádrem kódované geny pro proteiny, které nejsou strukturní částí 

ATPsyntázy, ale jsou zodpovědné za její asemblaci – Atpaf1, Atpaf2. Syntéza ATP není úplně 

utlumena, protože to by nastal stav neslučitelný se životem, ale bývá radikálně snížena na pouhých 

30%. Klinický projev je doprovázen laktátovou acidózou, 3-metylglutakonovou acidurií, které 

mohou pomoci při stanovení diagnózy tohoto vzácného defektu ATPsyntázy [79]. 

 

5.3. Mutace v mitochondriálních přenašečích 
V důsledku existence ATPsyntazómů jsou pro popis defektů ATPsyntázy nedílnou součástí 

mutace v jaderných genech kódující dva přenašeče, které také zásadně ovlivňují průběh oxidativní 

fosforylace. Oba geny patří do rodiny mitochondriálních přenašečů označované SLC25 [80]. Jedná 

se o adeninnukleotidový translokátor (AAC1, ANT1) fungující jako antiporter, ADP translokuje do 

matrix, ATP směřuje ven do cytosolu. Druhým přenašečem je PiC, který využívá protonového 

gradientu pro transport Pi do matrix. Mutace v jejich genech způsobují výhradně recesivní 

onemocnění, s výjimkou dominantní progresivní oftalmoplegie (adPEO) u AAC1 [81].  

 

5.3.1. PiC deficience 
U genu SLC25A3, který kóduje fosfátový přenašeč, byly nalezeny dvě isoformy vzniklé 

alternativním sestřihem. Liší se od sebe délkou svého polypeptidového řetězce, v rychlosti transportu 

fosfátu a v tkáňové specifitě. Isoforma PiC-A zajišťuje rychlý přenos Pi a je exprimována v srdci a 

svalech, tedy v tkáních s vysokou poptávkou po energii. PiC-B je součástí mitochondrií ostatních 

druhů buněk. 

U PiC deficience je znemožněn import Pi do mitochondriální matrix, tudíž chybí jeden ze 

substrátů syntézy ATP, která proto neprobíhá. Množství komplexu V ale není sníženo. Příznaky 

tohoto defektu je muskulární hypotonie, progresivní hypertrofická kardiomyopatie, laktátová acidóza 

[82]. 

5.3.2. adPEO u AAC1 
Několik bodových mutací v genu SLC25A4 kódující adeninukleotidový přenašeč AAC1 

(ANT1) bylo spojeno s autosomálně dominantním komplexním onemocněním autosomálně 
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dominantní progresivní externí oftalmoplegie (adPEO). Charakteristická je přítomnost  rozsáhlých 

delecí v mtDNA ve velikostním rozmezí 3.0 až 8.5 kb. Mutace v AAC1 mají za následek snížení 

dostupnosti adenosintrifosfátů – prekurzorů pro syntézu deoxyadenosintrifosfátů (dATP) 

v mitochondriální matrix, čímž dojde ke snížení stability mtDNA 

 

5.4. Možnosti genové terapie 
Snaha účinně léčit onemocnění způsobená mutacemi v mtDNA, vedla  k rozvoji 

alternativních cest, jak jim předejít. Řada týmů se soustředila na mutaci T8993G manifestovanou 

syndromem NARP a LS. Opírají se o skutečnost, že mutace v mitochondriálním genomu jsou 

heteroplasmické a spolu s nimi je v mitochondriích obsažena i nemutovaná forma. Byla ale i 

využívána možnost  allotopického přenosu. 

 

Allotopický přenos MT-ATP6 do jádra 

Nemutovaný gen MT-ATP6 byl patřičným způsobem upraven (rekódován) pro přenos a 

inzerci do jaderné DNA cytoplasmatického hybridu (cybrid), který nesl homoplasmickou mutaci 

T8993G. Zároveň měl na N´-konci nasyntetizovanou cílovou mitochondriální sekvenci pro správnou 

lokalizaci. Rekombinovaný gen byl translatován v cytosolu a transportován do vnitřní 

mitochondriální membrány. Výsledný fenotyp ukázal zlepšení syntézy ATP, který byl bohužel 

závislý na typu použitého kultivačního média [83]. 

 

Snížení heteroplasmie restrikčními endonukleázami 

Použitím vhodných endonukleáz, které mají v mtDNA svá restrikční místa, je možné cíleně 

degradovat mutované formy genomu a chránit ty nemutované. Vhodně upravená endonukleáza je 

exprimována v jádře. Musí mít N´-koncovou mitochondriální cílovou sekvenci. Pro tyto účely byly 

použity např. endonukleázy PstI [84] a ApaLI, u které byl pro transfekci vyzkoušen virový vektor a 

to úspěšně [85]. Jednotným výsledkem těchto publikací je jednoznačný úspěch ve snížení 

heteroplasmie ve prospěch nemutované mtDNA a zmírnění fenotypového projevu NARP i LS. Tato 

metoda má vysoký potenciál pro léčbu mitochondriálních onemocnění, za která jsou zodpovědné 

mutace v mtDNA. 
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Závěr 
Struktura a funkce F1/Fo ATPsyntázy je dnes důkladně známá. Víme, z jakých podjednotek 

je složena a jaký je detailní katalytický mechanismus syntézy ATP tímto enzymem. Máme hrubou 

představu o tom, jakým způsobem se enzym asembluje a byly identifikovány první faktory, které se 

tohoto procesu účastní. Prozatím to však nestačí k úplnému pochopení složité molekulární podstaty 

defektů postihující ATPsyntázu, které jsou doprovázeny širokou škálou závažných dysfunkcí 

nervové a pohybové soustavy. Vzhledem ke genetické podmíněnosti mitochondriálních 

encefalomyopatií je současná léčba pouze symptomatická. Jsou však zkoušeny různé přístupy 

vedoucí ke genové terapii, která by mohla účinně eliminovat dopad mutací na pacientův život. 
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