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Abstrakt

Fi/Fo ATPsyntaza je patym proteinovym komplexem systému oxidativni fosforylace.
Vyuziva protonovy gradient vytvofeny komplexy dychaciho fetézce k syntéze ATP ze
substratit ADP a Pi, které jsou do matrix pfivedeny specifickymi pfenaSeci. Oxidativni fosforylace je
typickd pro vSechny aerobni eukaryotni organismy. Jednad se o proces s vysokou ucinnosti tvorby
energie ve form¢ vyuzitelné pro fungovani bunék celého organismu.

Deficity komplexti dychaciho ftetézce a Fi/Fo ATPsyntdzy zplsobuji casto dédi¢na
metabolickd onemocnéni. Jsou tkanové specificka, nejvice byvaji zasazeny organy s vysokym
energetickym pozadavkem — mozek, srdce, svaly.

Tato prace shrnuje zjiSténa fakta o Fi/Fo ATPsyntaze a jejich defektech, které se shoduji ve
stejném biochemickém fenotypu — sniZeni ¢i totalni kolaps produkce ATP. Je zde upozornéno na
mozné piistupy kbudouci genové terapii, ktera by mohla mit uplatnéni v 1écbé téchto

mitochondrialnich onemocnéni.

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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Uvod

Proteinovy komplex vnitini mitochondridlni membrany F;/Fo ATPsyntdza patfi do F-tfidy
ATPaz [1]. Jeji zékladni funkci je syntetizovat vysoce makroergni slou¢eninu ATP z ADP a Pi [2],
kterda je pohonnou latkou pro veskeré bunétné procesy vyzadujici energii. Fi/Fo ATPsyntdza ke
svému chodu vyuziva energii z elektrochemického protonového gradientu, ktery je generovan pies
redox reakce dychaciho fetézce. Toto sptazeni vzniku proton-motivni sily se syntézou ATP je
oznacovano jako chemiosmoticka hypotéza.

Enzym se za fyziologickych podminek nevyskytuje v monomerni podobé, ale vytvari dimery
a vyssi oligomerni struktury, které formuji vnitini mitochondrialni membranu [3], v ¢emZ spociva
dalsi jedicnost F;/Fo ATPsyntdzy. V neposledni tfad¢ také figuruje v intracelularni homeostaze
vapenatych ionti. Enzym je piimo proteinem vazajici Ca*" a regulujici jeho koncentraci [4]. Byly
popsany piipady, ve kterych byla Fi/Fo ATPsyntaza nalezena v ektopické poloze na cytoplasmatické
membrané nekolika typt sav€ich bunék, kde funguje jako receptor pro nékteré druhy statini. Ma
tedy vliv 1 na vnitrobunécnou signalizaci.

Vsechny zminéné tulohy, které F;/Fo ATPsyntiza pro builkku plni, zdlOraziuji jeji
vyjimec€nost. Neni divu, Ze popsané mutace u tohoto enzymu, které Usti v zdvazna mitochondrialni
onemocnéni, jsou piedmétem intenzivnich studii. Ty se snazi zjistit pfesny molekuldrni prabéh

mechanismu patogeniticity, kterym se spousti jejich progrese.



1. Stavba a funkce mitochondrii
Mitochondrie, objevené ve druhé poviné 19. stoleti, jsou nezbytnymi organelami vétSiny

eukaryotickych bunék. Obsahuji nékolik set enzymt zasahujici do metabolismu aminokyselin,
organickych kyselin, mastnych kyselin, porfyrinti, purini a pyrimidint, ale jejich zdkladni
biologickou funkci je syntéza ATP, kreatinfosfatu, acetyl-CoA a prekurzori glukoneogeneze
k zajisténi energetickych potfeb bunék. Jakozto hlavni bunécny producent energie ovliviuji
mitochondrie funkci vSech tkani, proces starnuti i priabeh bunécné apoptozy.

Mitochondrie v buitkach vytvéfeji rozsdhlé a velmi dynamické sit€ podobné
endoplazmatickému retikulu. Mitochondrie jsou tvofeny dvéma membranami oddélenymi
intermembranovym prostorem, které obklopuji mitochondridlni matrix. Na povrchu maji vnéjsi
membranu obsahujici porin tvofici pory, kterymi mohou volné pronikat molekuly do 10 kDa.
Dilezitou souc¢asti vnéjs$i mitochondridlni membrany je lipid kardiolipin (difosfatidylglycerol), ktery
zvySuje nepropustnost membrany pro protony, ¢imz podporuje udrzovani gradientu protond na
vnitini mitochondridlni membrané. Pod vnéj$i membranou se nachdzi zvrasnénd vnitini membrana
tvorici tzv. kristy, které se promitaji do matrix a které vyznamné zvétSuji povrch vnitini membrany.
Vyznamnou soucasti  vnitini mitochondridlni membrany jsou komplexy systému oxidativni
fosforylace (OXPHOS), dile pak obsahuje fadu transportnich proteinti regulujici prachod
metabolitt, napt. ATP, ADP, fosfatu, protonii a ostatnich iontti. Diky selektivni propustnosti se
vytvaii napfi¢ touto bariérou iontovy gradient, ktery je dulezity pro syntézu ATP.
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Obr.1.: Obecna stavba mitochondrie. Zdroj: www.google.cz



V mitochondriich vznikajici ATP pokryva ptes 90% potiebné bunécné energie. Je
syntetizovano procesem oxidativni fosforylace (OXPHOS). Tu zajiStuji proteinové komplexy ve
vnitini membrangé.

Redukované koenzymy NADH a FADH2 z reakci Krebsova cyklu a B-oxidace mastnych kyselin
putuji ke komplexiim dychaciho fetézce, kterym predavaji své elektrony. Komplexem I
(NADH:ubichinon-oxidoreduktaza) jsou elektrony z NADH a komplexem II (sukcinit:ubichinon
reduktaza) elektrony z FADH, pfeneseny na mobilni pfenase¢ ubichinon (CoQ), ktery se redukuje na
ubichinol (CoQH2). Zn¢j elektrony piechdzeji na komplex III (ubichinol: ferrocytochrom-c-
oxidoreduktaza). Pres dals$i pfenase¢ cytochrom c jsou elektrony pfedany na komplex IV
(ferrocytochrom-c-O,-oxidoreduktdza), ze kterého pieskoci na findlni akceptor — O,. Komplexy jsou
uspofadany za sebou se vzristajicim redox potencialem, tudiz pii pohybu elektronu z komplexu na
komplex dochazi k uvoliiovani volné energie ve formé elektrochemického gradientu protont, ktery
je vyuzit k syntéze makroergni slouceniny ATP komplexem V (F1/Fo ATPsyntaza). Z matrix je
ATP uvolilovano pies svij specificky adeninnukleotidovy pfenase¢ (ANT1) za vymény ADP, ktery

je spolu s anorganickym fosfatem substratem pro syntézu.

NADH Succinate
Complex Complex Complex Complex Complex
| I ||f I\?] VP
Matrix
side

Obr.2.: Schéma elektrontransportniho retezce (Saraste, 1999)



1.1. Struktura a organizace mitochondrialni DNA
Sekvence mitochondrialni DNA (mtDNA), ktera predstavuje extranukledrni genom

eukaryotickych buné¢k, byla objevena roku 1981 [5]. Kazdd mitochondrie obsahuje ve svém matrix
5-10 molekul mtDNA a i samotnych mitochondrii je v bufice v zavislosti na typu tkan¢ pomérné
vysoky pocet. Celkovy pocet mtDNA na jednu buiiku se pohybuje mezi 1000 — 10,000 molekul [6].
V matrix vytvafi mtDNA spolu s okolnimi proteiny mitochondridlni nukleoidy [7]. Velikost
mitochondrialniho genomu (16,659 bp) je nesrovnatelnd mensi oproti jadernému (3,3 x 10° bp).
Genom tvoii kruhovou molekulu slozenou ze dvou antipararelnich vlaken, z tézkého a lehkého
fetézce (obr.2). Lisi se od sebe rozdilnym pomérem zastoupeni bazi, t€zky fetézec obsahuje vice G-
C nukleotidl a také se na ném nachazi vice gent.

MtDNA obsahuje kromé¢ regula¢nich mist 37 genli, které koduji 13 polypeptidovych
jednotek dychaciho fetézce, dale 22 genti pro tRNA a dva pro rRNA. Zbytek gent potfebnych pro
spravny chod mitochondrii je umistén v jaderné DNA. Pro bezchybnou biogenezi je zapotiebi souhra
dvou genetickych systémi, jaderného a mitochondridlniho genomu [8]. MtDNA neobsahuje zadné
introny, téméf cela je tvorena z kddujicich sekvenci. Vyjimkami jsou D-smycka a kontrolni region,

ten obsahuje regulac¢ni mista dilezita pfi replikaci a transkripci mtDNA [6].

Heawy
strand

NDS

Light
strand

Obr.2. Mapa mitochondrialniho genomu [9].



1.2. Genetika mitochondrialni DNA

1.2.1. Materialni dédi¢nost
Savéi mtDNA se predava z generace na generaci vyhradné po matefské linii. B&hem

oplozeni se spermie dostava do vajicka a destruktivni signal vyvolany oocytem zlikviduje otcovské
mitochondrialni DNA [10]. Bylo vSak pozorovano, Ze pfi podminkach in vitro fertilizaci ptezije
v oplozené bunice mensi mnozstvi otcovskych mitochondrii [11], ale neni Zadny ditkaz o tom, Ze by
se tak délo za normadlni situace. Striktné materndlni dédicnost mtDNA je Casto vyuzivana pii fade

genetickych analyz pro sestaveni fylogenetickych stromt tykajicich se evoluce ¢lovéka.

1.2.2. Heteroplazmie, homoplazmie a prahovy efekt
O homoplazmii se hovoii tehdy, kdy jsou vSechny kopie mitochondridlniho genomu

identické. Homoplazmick4d mutace tedy postihuje vSechny kopie mtDNA. Zatimco heteroplazmie
predstavuje smés dvou ruznych mitochondridlnich genotypi. Mutovand mtDNA byva funkéné
recesivni, proto je pro projev dané mitochondrialni dysfunkce zapotiebi vysokého zastoupeni urcité
mutace, hladina heteroplazmie musi dosahnout tzv. prahové hodnoty. Béhem maturace oocytl se do
jejich cytoplazmy dostava urcity pocet ale rizny pomér mutované/nemutované mtDNA, které se
nasledné rychle replikuji az na 100,000 kopii, coz je pro zralé oocyty charakteristické. Pak bud’
prevladnou mutované mtDNA nad nemutovanymi nebo tomu bude obracené. Stav, kdy dochazi k
vyfedéni €i zvyseni frekvence kopii mutované mtDNA u potomki zen s mutaci mtDNA, se oznacuje

,teorie hrdla lahve® [12].
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2. Struktura F1/Fo ATPsyntazy

F\'Fo ATPsyntaza je poslednim enzymem oxidaéni fosforylace. Jeho Glohou je syntéza ATP

z ADP a anorganického fosfatu. Enzym ma molekulovou hmotnost 600 kDa.
Tvofti ho celkem 16 podjednotek, z nichz nékteré jsou ptitomny ve vice kopiich (F1: aszBzydoe + IFy,
Fo: a, b, ci2, d, e, f, g, F6, A6L, OSCP, faktor B). O funkci nové objevenych AGP (DAPIT) a MLQ
se zatim spekuluje [13]. Dv¢ podjenotky (A6L a a) jsou kodovany mtDNA. ATPsyntaza neobsahuje
zadné¢ prostetické skupiny.

ATPsyntaza mlze byt rozdélena na globuldrni a na membranové-vazanou doménu, které jsou
spojeny stopkou. Katalyza probiha v globularni F1-doméné. Ta si po oddéleni od zbytku enzymu
zachovava svou strukturni celistvost a ATPhydrolytickou aktivitu , stava se vSak chladové labilni.
Membranova Fo doména je mistem transmembranového pienosu protond, ktery je zdrojem energie
pro syntézu ATP. Komplex V mé charakteristickou trojrozmérnou strukturu tvaru hiibku. Globuldrni
F1 doména vystupuje do matrix mitochondrie a mé velikost cca 100 A. Je spojena

s transmembranovou doménou pomoci stopky dlouhé 45 A.

2.1. Stavba a funkce F;-podjednotky

Tato cast FiFo-ATPsyntazy ma molekulovou hmotnost 371kDa a sklada se celkem z péti
podjednotek zastoupenych ve stechiometrickém poméru 3o : 3B : 1y : 16 : 1€ [14]. Podjednotky o a B
tvofi mohutnou extramembranovou globularni ¢ast ATPsyntazy. S Fo-intermembranovym

segmentem je spojena prostfednictvim centralni stopky tvotenou yoe helikalni strukturou.

21.1.Domény aaf
Stiidajici se podjednotky a a B obklopuji ¢tvrtinu polypeptidového fetézce podjednotky 7.

Tésn¢ obepinaji jeho N- 1 C-terminalni oblasti a vytvarfi s nim rtzné interakce v zéavislosti na
momentalnim stavu, v jakém o/B-segmenty jsou. Protoze katalytickd mista na rozhranich o/ mohou
zaujmout tfi zakladni konfirmace: stav T (z angl. tight), L (z angl. loose) a O (z angl. open), z ¢ehoz
plyne, ze Fi-podjednotka je asymetricka (obr.3). To dokazuje né€kolik aspektli, nerovnomérné
zastoupeni jednotlivych podjednotek F,-struktury, snimky z elektronové mikroskopie a v neposledni
fad¢ vysledky z X-ray krystalografie.

o (510 aminokyselin dlouhy polypeptidovy fetézec) a B podjednotky (482 aminokyselin
dlouhy polypeptid) maji velice podobnou nativni konformaci. Kazdy segment je sloZzen na N-konci z

B-barelu sestaveného ze Sesti vlaken, uprostied polypeptidu je nukleotid-vazebna doména tvotrena

11



z deviti helixi (A-I) a B-listu o deviti vlaknech (1-9), C-konec je ze svazku sedmi helixti u a- a Sesti
helixti u B podjednotky. Sbalené a zasemblované a, B podjednotky maji orientované N-termindlni -
barely navrchu F,-Casti, zatimco C’-helikalni konce mifi smérem k mitochondridlni membrang.
Nukleotid-vazebné domény neptichdzi s B-barely do styku, za to s C-koncovymi helixy se rtzné
proplétaji [15].

Nukleotid-vazebna mista pro ATP a ADP jsou na rozhranich dvojic a, f podjednotek (or/Br,
opp/Popr, 0p/Pe). Byla identifikovana v krystalografickych studiich pfi pouziti nukleotidovych
analogtli, napt. nehydrolysovatelny AMP-PNP [15], fluorid berylity [16] ¢i dicyclohexylkarbodiimid
[17]. Vychozi struktura F;-¢asti ATPsyntazy byla ziskana v roce 1994 Abrahamsem et al. Krystaly
rostly v prosttedi s piebytkem AMP-PNP, ktery nelze hydrolysovat. Byly zachyceny
v konformacich, které potvrdily domnénku o pribéhu cyklickych a strukturnich zmén v
katalytickych mistech F;-podjednotky, jez jsou zdkladem pro katalyzu syntézy i hydrolyzy ATP.
Struktury ziskané v dalSich experimentech vykazovaly vysokou podobnost s vyse uvedenym
pripadem. Shoda spociva ve specifité¢ vazebnych mist B podjednotek. Ukazalo se, ze Brp vaze ATP,
Bop ADP a PBg nukleotid-vazebné misto zlistavd prazdné. Divodem, pro¢ nebyla v PBg-nukleotid-

vazajici doméné pozorovana vazba k nukleotidu, je pferuSena interakce mezi vldknem 3 a 7 B-listu

[15].
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Obr.3. Trojrozmerny model FI-podjednotky hovezi ATPsyntazy. A) pohled ze strany, B) pohled od
membrany vzhuru. Jednotlivé o- a f-podjednotky jsou zndzornény cervené a zluté, podjednotky

tvorici centralni stopku jsou vybarveny modre (y), zelené (0) a riizove (¢) [17].

Dulezité konzervované sekvence a aminokyselinové zbytky o a f podjednotek

Nize zminéné piiklady konzervovanych sekvenci a aminokyselin vysvétluji nékteré
charakteristické vlastnosti podjednotek F-domény.
P-smycka

Diilezity usek nukleotid-vazebnych domén je mezi vladknem 3 a helixem B. Jedné se o P-
smycku. Tato sekvence obsahuje vysoce konzervovany motiv GXXXXGKTY/S [18] vyskytujici se i u
jinych proteinti, které vazi di- €i trifosfatové slouceniny stejné jako a a f podjednotky F-ATPasy.
pGlul8s

Ptitomnost glutamatového zbytku Glul88 v centru nukleotid-vazebné domény Brp-
podjednotky nasvédcuje, ze za katalytickou funkci hydrolyzy/syntézy ATP zodpovidaji

podjednotky a ne podjednotky a. Tento aminokyselinovy zbytek miize tvofit vodikovy mustek
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s molekulou vody, pro kterou je v tomto misté Brp-segmentu volny prostor. Zaktivovana molekula
muze nukleofiln¢ atakovat y-fosfat ATP, ke stabilizaci jeho zaporného néboje pfispiva nékolik
aminokyselinovych zbytkli Arg373 podjednotky o, dale Lys162 a Argl89 podjednotky B [16]. a-
segment nemd podobny ekvivalent Glul88, namisto néj je pfitomen GIn208, ktery se od
terminalniho fosfatu odvraci [15].

Témeét totozné rozestoupeni aminokyselinovych zbytkli v nukleotid-vazebné doméné je i u
konformac¢niho stavu Ppp. U krystalli, ve kterych byla analyzovdna vazba analogu ATP i v Bpp
konformacnich stavech, najdeme jediny rozdil v pozici guanidiniové skupiny aArg373, ktera je blize
ke y-fostatu [16] ATP ¢i jinych pouzitych alternativ béhem krystalografickych experimenta.

aArg373

Arginin373  dilezity aminokyselinovy zbytek v nukleotid-vazebnych  doménéach
katalytickych o/B-rozhranich. Porovnanim struktur ADP- a DCCD-inhibované F;-ATPazy, kde neni
ptitomen y-fosfat, mifil postranni fetézec Arg373 pry¢ z aktivniho mista. Vysledkem bylo pootoceni
rozevielo. Dopad to mélo také na Bg-podjednotku, jejiz rozhrani s arp se v disledku 1,3° stupiiového
pootoceni také zménilo [16]. V katalytickém misté Bg-podjednotky u azid-volné F1-ATPazy byly
zaznamenany dv¢ rtizné konformace aArg373, guanidiniova skupina je orientovana do aktivniho
mista nebo mimo n¢j. Obé konformace se vyskytovaly se stejnou pravdépodobnosti, v zavislosti, zda
byl fosfat k dispozici [19]. aArg373 ma tedy vliv na kvartérni strukturu podjednotek F1-Casti
ATPazy. ZaleZi jen na tom, jaky typ nukleotidu je v aktivnim misté pfitomen.

Sekvence DELSEED f-podjednotek

Protoze se u bakterii a mitochondrii vyskytuje tato sekvence nepozménénd, stala se
predmétem mutacnich a ,,cystein cross-linking® analyz, aby se zjistila jeji role v Fi-podjednotce.
Sekvence byla lokalizovana v C’-terminélni ¢asti f podjednotek (Bpp, Brp) pravé v téch mistech,
kterd interaguji s C'-prodlouzenym o-helixem podjednotky y. Bg nema svlij o-helikélni C’-konec
stejn¢ orientovany, s y-podjednotkou v této konformaci nekomunikuje.

Prvni domnénka byla, ze se podili na rota¢nich pohybech y-podjednotky. Namétené hodnoty
ATPazovych aktivit u navrzenych mutanti se riznily, u nékterych byla aktivita snizena az o 20%, u
jinych byla nedotcenad, ale ani u jedné mutantni formy nebylo naruseno rotovani y-podjednotky [20].

Vyména vSech péti zaporné nabitych aminokyselinovych zbytkti za alaniny rotaci
neposkodila. Podle vSech ziskanych dikazi nema DELSEED vliv na pohyby y-podjednotky,
sekvence je vSak spjata sregulaci nukleotid-dependentni inhibi¢ni aktivity mitochondridlni

podjednotky €. Ta ma na svém C’-konci Ctyfi kladné nabité aminokyseliny, které v nepfitomnosti
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navazané¢ho ATP v reakénim misté B-podjednotky interaguji pravé s DELSEED motivem a inhibuje

tak ATPazovou aktivitu, naopak v ptitomnosti ATP je vazba zruSena [21].

2.1.2. Centralni stopka (yo¢)

Centralni stopka tvofena z podjednotek v, 6, a € ma klicovou roli v katalytickém mechanismu
ATPsyntazy. Spojuje dva hlavni kompartmenty, ze kterych je ATPaza slozena, tedy
extramembranovou ¢ast F; a ve vnitini mitochondrialni membrané zasazenou c¢ast Fo. Centralni
stopka je soucasti rotoru spolecné s c-kruhem Fo-podjednotky. Energie z protonového gradientu
pfevedend do rotaéniho pohybu c-kruhu roztdci také centrlni stopku, kterd svou y-podjednotkou
pronika do globuldrni ¢asti (af); domény a méni afinity jejich katalytickych mist béhem syntézy
ATP. Plni tedy funkci prostfednika pro pienos energie z Fo do F; sektoru. Nemén¢ zajimavou funkci
mayji dalsi dvé podjednotky centralni stopky o a €. Vazou se do Rossmannova zahybu y podjednotky
a tvofi ,,patu’ centralni stopky, kterd interaguje s Fo-Casti. Funkci pfevodnika energie plni tedy také.

O podrobnéjsi struktufe centralni stopky se do nedavné doby nevédeélo mnoho, zlstavaly tedy
neposkytovaly udaje o vyCnivajici Casti této stopky. Podatilo se to vSak Gibbons C. ef al. v roce
2000, kdy vykrystalizovali Fl-podjednotku kovalentn¢ inhibovanou dicyklohexylkarbodiimidem
(DCCD). DCCD interaguje s aminokyselinovymi zbytky P-smycky Ppp-podjednotky a brani tak
konformacéni zméné z uzavieného do otevieného stavu § podjednotky [17].
y-podjednotka

Jeji polypeptidovy fetézec je setaven z 272 aminokyselin [14], tvofici o/f doménu. Ta se
skladd z B-listu z péti vldken (1-5) a ze Sesti a-helixi (a-f). N- a C’-koncové helixy a a f se
vzajemné proplétaji v ,,coiled-coil* strukturu [17], kterd pronik4 hydrofébni dutinou tvotenou z (af)s
bohatou na prolin [15].

Vlakna B-listu 1-3 a helixy b a ¢ tvofi Rossmanntv zarez, do kterého se vazou zbylé dvé
podjednotky stopky.

Stavba y podjenotky pfipomina nukleotid-vazebna mista u podjednotek o a . Nebylo ale
zjisténo, ze by se do téchto usekid vibec nukleotidy vazaly, ba naopak. Jsou tam pfitomny takové

aminokyselinové zbytky, které vazb¢ nukleotidl brani [17].
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Obr.4. Model kompletni centralni stopky. U y-podjednotky jsou tmavé modrou barvou zvyraznény

nove vykrystalizované oblasti, o- a e-podjednotky znazornény zelené a riizove [17].

o-podjednotka

Tato podjednotka je sloZzena ze 145 aminokyselin. Obsahuje dva zakladni motivy, N-koncovy
B-sendvi¢ a C-koncovou helikalni vldsenku, spojené ajo-helixem. Mitochondridlni §-podjednotky
jsou homologni strukturou bakterialnim e-podjenotkam [18].
e-podjednotka
Je nejkratSim polypeptidem centralni stopky, slozend z 50-ti aminokyselin, sbalend v motivu ,,helix-
loop-helix*“. I pfes svou malou velikost je jeji pfitomnost nezbytna, vyznamné pfispiva ke stabilizaci
»paty* centralni stopky. U prokaryot, kde chybi jeji ekvivalent, dochéazi velice snadno k disociaci

bakteridlnich 6-podjednotek. To se u mitochondrii, kde je e-podjednotka ptitomna, nestava [17].

2.2. Inhibiéni faktor (IF;)
Jedna se o protein dlouhy 84 aminokyselinovych zbytki sbaleny do helikalni struktury. Neni

strukturni podjednotkou ATPsyntazy, ale zastupuje funkci regulacni (viz. Kapitola 4.3). Vyskytuje
se ve dvou formach, bud’ jako dimer, coz je jeho aktivni forma nebo v neaktivni tetramerni podob¢
[22].

Dimery jsou uspotadany do motivu ,,coiled-coil* a-helixu a k jejich propojeni dochazi v C’-

termindlnich oblastech [23]. Vzhledem k dimerizaci Fi/Fo-komplexu, mize IF; svymi dvéma N’-
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konci vazat dvé o/f aktivni mista najednou. Tetrametry se davaji dohromady nepravidelnym
zpusobem. Napftiklad helix A z dimeru AB tvoii ,,coiled-coil* interakce s helixem C z dimeru CD a
s helixem D komunikuje jen pfes par aminokyselinovych zbytkii. Pro uskuteénéni oligomerizace je

dilezitym métitkem koncentrace IF; v matrix [24].

2.3. Struktura a funkce Fo-podjednotky

Fo-doména je tou Casti ATPsyntazy, ktera je spolu s komplexy dychaciho fetézce zakotvena
do vnitfni mitochondrialni membrany. Umoziuje uskutecnovat systémem protonace/deprotonace
konzervovaného zaporné nabitého aminokyselinového zbytku translokaci protond, ktera je nezbytna
pro priibéh katalytického mechanismu v F1-podjednotce. MliZzeme na ni rozlisit dva rlizné sektory.
Jednim je rotor, tvofen ¢ podjednotkou, a druhym je stator, ktery je z dalSich dvou komplexnich
struktur, a podjednotky a postranni stopky (b, d, OSCP a F6 podjednotka). Byly vSak vyizolovany
dalsi ptidatné podjednotky, kterymi se savéi ATPsyntdza odliSuje od nizSich taxond. Jsou to e, f, g,

AG6L, faktor B a v nedavné dobé objevené MLQ (mitochondridlni proteolipid) a DAPIT.

2.3.1. Postranni stopka
Jedna se o utvar, ktery spojuje, podobné jako centralni stopka, F; s Fo doménou. Jeho ptesna

lokalizace byla stanovena pomoci snimkl z elektronové mikroskopie, které upozornily na
nadbytecnou elektronovou densitu po stranach F;/Fo-ATPazy[25], jez byla vidéna poprvé (obr.5). O
existenci jednotlivych podjednotek se védélo, ale byly nejprve klasifikovany jako soucast pohyblivé
centralni stopky.

Stopka se sklada ze tii helikalnich struktur, zb, d, F6 a OSCP (oligomycin sensitive conferring
protein) podjednotek, které spolu tvoii obloukovitou stopku po pravé strané ATPazy [25].

Obr.5. Snimek z elektronového mikroskopu. Prvni vizualizace postranni stopky (Karrasch S. &

Walker J.E., 1999).
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b podjednotka je tim nejdelSim helixem, mirn¢ zakiivenym (obr.6). Svym C’-koncem interaguje se
Spickou F;-domény pies C’-terminalni oblast OSCP a prochazi podél celé extramembranové casti
ATPsyntazy do vnitini mitochondridlni membrany, kterou protind dvéma transmembranovymi
helixy spojené hydrofilni smyckou.

d podjednotka neni souvislym a-helixem, ale je zpéti helikdlnich segmenti (1-5), které jsou
pospojovany ,,protazenymi‘“ Useky. Jsou uspotadany jak pararelné, tak helixy 4 a 5 antipararelné.
S b-helixem vytvéieji ,,coiled-coil*“ interakce.

F6 podjednotka je tvotena ze dvou o-helixt, které jsou také spojené ,protazenym® usekem.
Najdeme ho i1 v oblastech N'- a C’-koncti, kde specificky interaguji s a-helixem b-podjednotky [26].

osce

Tento protein je 190 aminokyselin dlouhy. Obsahuje a-helikalni struktury stfidajici se s f-motivy.
Ma elipsoidni tvar, ktery se tahne 10 nm po povrchu F;-podjednotky. Interaguje s N-terminalnimi -
barely o podjednotek. Narusenim interakci mezi OSCP a o podjednotkou dojde k rozptazeni ATP

syntézy s protonovou translokaci [27].

Obr.6. Model struktury postranni stopky. Podjednotka b (riizove), d (Zluté) a F6 (zelené) [26].
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Funkce postranni stopky

Postranni stopka figuruje v komplexu F;Fo-ATPsyntazy v prvé tfadé v roli statoru, ktery
znehybiluje o/B-globuldrni doménu, aby nerotovala spolu s centralni stopkou. Tu stejnou funkci plni
1 u bakterii a chloroplasti. Ale ve stavbé a fyzikdlnich vlastnostech se mitochondrialni postranni
stopka od téchto dvou typu lisi. Aby katalyza provadéna ATPéazou probihala spravné, musi se
zesynchronizovat a/B-doména s trojcetnou osou symetrie s c-kruhem, ktery méa osu symetrie
povétsinou deseticetnou (pozn. zalezi na poctu podjednotek c). Pfedpokladd se proto mirnd elasticita
u obou stopek, kterd pomuze k jejich sladéni, jako je tomu u bakterii a chloroplasta.

Bakteridlni postranni stopka je z pfevazné Casti tvofena homodimerni podjednotkou b, na
které¢ byly provadény nckolikanukleotidové delece a inzerce, aniz by funkce stopky byla ztracena.
Klicovy usek byl detekovan na C’-konci transmembranového helixu, kde umoziuje jistou volnost
v ohybu cytoplasmatické ¢asti b-podjednotky viici té€ transmembranové [28]. Mitochondrialni stopka
tak znacnou flexibilitu neprojevuje. Zkiiveny a-helix podjednotky b je ukotven vazbou s OSCP na
svém C’-konci a v pribéhu je zpevnén cCetnymi interakcemi s ,,protazenymi* tseky d- a F6-
podjednotek. Jen ve spodni casti a-helixu, blize k povrchu membrany, je tUsek dlouhy dvacet
aminokyselin, ktery neni podepirdn ani jednou podjednotkou postranni stopky, ale mozna opora
muze pfichdzet od vy¢€nivajicich ¢asti membranovych podjednotek e, f, g. Takova rigidita stopky se
nezda byt na Skodu. Jeji druha funkce spociva v zajisténi integrity mezi a-podjednotkou a c-kruhem.

Svira je, aby zistavaly mezi sebou v kontaktu [26].

2.3.2. c-kruh

Oligomerni struktura slozena z 10- 14 protomera. Kazdy protomer je ze dvou hydrofébnich
a-helixti, C’- a N'-koncového, spojenych polarni smyckou [29], kterd je v bezprostiednim kontaktu
s ¢astmi podjednotek y a o [30].

Uspotadani a-helixti je kruhové, pticemz N’-koncovy helix (cTMH1) tvofi vnitini kruh a C’-
koncovy helix (¢cTMH2), ktery je uprostted prohnuty [30], tvofi kruh vné&jsi. TMH2 obsahuje
dilezity aminokyselinovy zbytek Asp61 (homolog u H.sapiens Glu58), ktery je pro pfenos protonu
zjedné strany membrany na druhou nepostradatelny. Jeho poloha neni pfimo na periferni Casti
cTMH?2, coz by zjednodusovalo béhem protonové translokace komunikaci s podjednotkou a, ale je
zabotfen smérem do centra c-oligomeru [31]. Je ziejmé, Ze se nebude pohybovat pouze c-kruh jako
celek, ale 1 jednotlivé protomery.

V centralni dutiné c-oligomeru byla pozorovéana piitomnost elektronové hustoty, jejiz ptivod

neni jasny. Pravdépodobné se jedna o fosfolipidy pro zachovani semipermeability membrany [30].
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2.3.3. Podjednotka A6 (podjednotka a)

Tato podjednotka tvotici nedilnou soucast Fo-domény byla poprvé analyzovana u E.coli.
Zjistilo se, Ze je sloZena z péti transmembranovych a-segmentli spojené jednoduchymi smyckami.
Polypeptid je v membrané¢ orientovan svym amino-koncem do periplasmatického prostoru a
karboxylovym koncem do cytoplazmy [32] a vytvaii spolu s c-oligomerem hydrofilni polokanal.
Stejné uspotadani je i u mitochondridlni podjednotky A6.

V transmembranovém helixu 4 (TMH4) sidli v pozici 210 konzervovany argininovy zbytek
[31], (homolog u H.sapiens Arg 159). Je stejné nepostradatelny pro protonovou translokaci jako

vyse zminény Asp61.

3. Biogeneze savci Fi/Fo ATPsyntazy

Fi/Fo ATPaza je proteinovym suprakomplexem skladajici se z mnoha podjednotek, vyzaduje
pro spravné plnéni své enzymatické aktivity fadu proteini. Doposud byly identifikovany pouze dva
proteiny oznacované Atpafl a Atpaf2, majici vlastnosti chaperonti. Do jejich rodiny vSak nepatii.
Lisi se od nich pro svou substratovou specifi¢nost. JelikoZ chaperony, jakymi jsou napf. heat-shock
proteiny (Hsp60, Hsp10) rozpoznavaji Sirokou skalu substrati.

Protoze jsou vSechny strukturni proteiny F;Fo ATPsyntazy, s vyjimkou dvou proteinii
(mtAtp6p a mtAtp8p), kdédovany jadernymi geny, musi byt z cytosolu (z mista translace) do
mitochondrialni matrix dopraveny. To se stane pomoci cilové sekvence. Jako ostatni mitochondrialni
proteiny se do matrix translokuji nesbalené. Tento stav zajistuji pravé Hsp60 a Hsp10 proteiny [33].
Po odstépeni cilové sekvence matrixovou protedzou se polypeptidové fetézce podjednotek F1 a Fo
casti ATPsyntazy sbali do své nativni konformace. Takto vzniklé stavebni kameny musi poté

vytvoftit fungujici celek ve formé zasemblované ATPsyntazy.

3.1. Asemblace F;-podjednotky
Spravny pribéh assemblace F1 casti zajistuji pravé proteiny Atpafl a Atpaf2 poprvé

objevené u S.cerevisiae [34].

Avsak co se tyCe Fo transmembranové podjednotky, u obratlovcll nebyly zatim nalezeny
zadné podobné proteinové produkty, které by napomdhaly jejimu poskladani. Situace je
zkomplikovéna tim, ze béhem evoluce je sav¢i podjednotka Fo bohatsi o dalSich 7 subpodjednotek v
porovnani s bakteridlni Fo (a, by,ci9). Mozné je, ze se Fo cast sklad4d sama, ale to stile zlstava
nezodpovézenou otazkou [35]. U mnohych nizsich eukaryot se existence asemblac¢nich faktori Fo

casti ATPsyntazy podatila prokazat.
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3.1.1. Charakterizace asemblacnich faktort Atpaf1, Atpaf2
Jak ATPAFI tak ATPAF?2 jsou vysoce konzervované eukaryotické geny. Najdeme je u vSech

organismi majici Fi/Fo ATPsyntazu a tedy ziskavajici ATP pies proces oxidativni fosforylace.
V prokaryotické tisi, byly tyto geny nalezeny vyhradné u a-proteobakterii [36]. Ty jsou povazovany
za volné Zijici predchiidkyné mitochondrii, které byly pravdépodobné pozdéji pohlceny vétsi
anaerobni eukaryotickou bunikou na zdkladé endosymbiotické teorie vzniku mitochondrii a
chloroplasti.

Jejich konzervovanost nejlépe nastinuji porovnavaci analyzy sekvenci téchto proteini
z S.cerevisie, Schizosaccharomyces pombe, Drosophily yakuba a Homo sapiens. Napiiklad u
proteinu Atpafl bylo stanoveno, Ze celkovd podobnost mezi témito druhy je 23% a celkova totoznost
aminokyselinové sekvence 9%. U proteinu Atpaf2 byly porovnavany navic dal§i dva homology
z C.elegans a Rhodobacter capsulatus. Zde celkova podobnost dosahovala 12,7% a identita 4,6%
[37]. I kdyZ se zminéna Cisla nezdaji byt ptili§ vysoka, tykaji se téch stéZejnich mist hrajici hlavni
roli v katalytické aktivit¢ enzyml a ud¢lujici jim stejnou funkci. Dokazuji to experimenty
s mutantnimi kmeny S.cerevisiae, které maji defektni jeden ztéchto genti a lidsky protéjSek
zkomplementuje chybéjici funkci [38]. Ta spociva v tom, ze ndvazanim se na jednotlivé volné a a
podjednotky zabrani vzniku cetnych agregatl, které by se jinak z podjednotek vytvofily. Tato
neproduktivni spojeni by byla pro sestaveni F;-katalytické casti ATPsyntazy fatalni. Atpafl a Atpaf2
se tedy vazi na mista budouciho spojeni podjednotek o a § [39].

Jejich koncentrace v matrix neni vysoka, byva uvadéno, ze je ptiblizn¢ 100krat nizsi nez je
koncentrace samotnych a a § podjednotek [39]. Pfichozi Fi-podjednotky se v matrix nehromadi, jsou
thned vazény Atpafl a Atpaf2 a asemblovany do oligomerni struktury. Poté, co se tyto chaperonové
proteiny od podjednotek odpoji a jsou piipraveny vazat dal$i volné nezasemblované a,
podjednotky. Jejich mnozstvi se zda byt v piiblizné stejném stechiometrickém poméru s
volnymi podjednotkami a, § [40].

Pomoci afinitni chromatografie a analyzy Western blotem s pouZitim protilatek proti
podjednotkdm o a B, se ujasnilo, ktery faktor sjakou podjednotkou reaguje. Atpafl interaguje
s podjednotkou B a Atpaf2 s podjednotkou a [39].

3.1.2. Struktura vazebnych mist pro asemblacni faktory Atpaf1, Atpaf2

Na B-polypeptidovém fetézci lze rozlisit tii rizné strukturni domény. Na N’-konci je to
struktura B-barelu, uprostfed je nukleotid-vazajici doména a C’-konec je tvofen helixovou strukturou

[15]. StéZejni misto pro interakci s proteinem Atpafl je lokalizovdno pravé v centralni Casti
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nukleotid-vazajici domény B-podjednotky mezi aminokyselinami Ala80-Leu285 (obr.7). V této
sekvenci jsou zahrnuty 1 ty aminokyseliny, které se podileji na vzniku neproduktivnich /B spojeni.
Atpafl tedy dopomdhd k asemblaci F; ¢asti takovym zpisobem, Ze zakryva ty aminokyselinové
zbytky, které davaji vznik agregatim a které jsou posléze ve styku s a-polypeptidem [39]. Jedna se o
postranni fetézce nepolarnich aminokyselin vytvéiejici hydrofobni povrch, ktery se pfirozené snazi
odklonit od okolniho prostiedi rozpoustédla. Proto v nepfitomnosti Atpafl, napt. pii pokusech
s mutantnimi kmeny kvasinek, které jsou deficientni pro tento protein, byl pozorovan vznik
nerozpustnych rozsahlych B-agregati (to samé plati pro mutaci v genu Atpaf2 a shlukovéni o

podjenotek) [34].

Bor

A80-L285

Obr.7. ATPafl-vazebné misto v hovezi p podjednotce. A, hovezi fpp-podjednotka (Cervené/zelené), y-
podjednotka (modrozelend), usek p-podjednotky Ala80-Leu285 interagujici s ATP11p (Cervené). B,
pohled shora na cast Fi-podjednotky, znazornéni aminokyselinovych postrannich retézcii tvorici o/f
rozhrani, pro podjednotku o (modre), pro podjednotku [ (Zluté).Vymodelovino programy
MOLSCRIPT a RASTER3D [39].

Atpaf2 interagujici s a-podjednotkou sdili stejné rysy s vySe popsanym Atpafl-vazebnym
mistem. Aminokyselinova sekvence vykazujici kladnou odpovéd’ na vazbu s Atpaf2 je mezi Asp96-
Leu285 [15]. Opét se jedna o usek, ktery se posléze po vyvazani Atpafl2 poji se sousedni B
podjednotkou.
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Pravdépodobnym mechanismem vzniku a3/Bs-oligomeru, se zda byt prosta vyména Atp12p
vazaného na a podjednotce za nove ptichozi podjednotku B. V ptipadé navazaného Atpafl do ,,core

B podjednotky dojde k vyméné za a-podjednotku (obr.8).

Obr.8. Model prubéhu skladani F1-casti ATPsyntazy pricinenim asemblacnich proteinit Atpafl a
Atpaf2. CS a NCS (z angl. catalytic site, noncatalytic site) [41]..

Lze tedy fici, ze kazda a-Cast je z kazd¢ strany lemovana dvémi § podjednotkami a naopak
kazda B-cast ma vedle sebe dvé podjednotky a. Hexamerni struktura vytvari Sest o/ rozhranich,
sttidajici se tfi katalyticka a tfi nekatalytickd mista F;-podjednotky ATPsyntazy. Sekvence
aminokyselin ve vazebnych doménéch a a B podjednotek pro asemblacni faktory se lisi, coz dokazuji
rizné naméfené¢ hodnoty vazebnych energii mezi témito doménami a piisluSnymi sousednimi
podjednotkami. Lisi se vSak i v ramci stejnych vazebnych domén, tudiz na kazdém rozhrani lze
nameétit jiné hodnoty sily hydrofobnich a elektrostatickych interakci, kterymi se poji se svymi
interak¢énimi partnery, a- a B-polypeptidem. F;-podjednotka je asymetrickd, coz vysvétluje existenci
ttech riznych mist, dvou vazebnych pro ATP, ADP/P; a jedno, kde se nevaze nic a dochazi zde
k uvolnéni ATP ¢i ADP v zavislosti, zda probih4 syntéza nebo hydrolyza ATP [39]. Atpafl-vazebné
misto pfispiva vétsi mirou k sile nepolarnich vazeb, tvoii katalytické misto enzymu. Naopak Atpaf2-

vazebné misto tvoii nekatalytické misto. Pokud tyto useky nejsou chranény vazbou s asemblac¢nimi
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podjednotek.

3.2. Kompletni asemblace F;Fo ATPsyntazy

Béhem asemblace ATPsyntdzy vznikaji dva meziprodukty. Prvnim meziproduktem je F; (a,
B, v) a druhym je F; snekompletni Fo-podjednotkou (b, c, d, F6 a OSCP). Mitochondridlné
kédované podjednotky a (podjednotka 6) a A6L se do komplexu piidavaji az nakonec. Pokud je
inhibovana translace mitochondridlnich proteinti, pak sice je ATPsyntaza zasemblovana, ale neni

plné funkéni [42].

Atpi1

B ““%@ Y, 8,8
a ’@ %
/ X . ;

Atp12 a, A6L

5,05C" a-

Obr.9. Schéma asemblace savci ATPsyntazy[43].

Dalsim krokem v biogenezi je dimerizace jednotlivych ATPsyntdz a jejich pospojovani do
tetrametri (V1-V4) [44]. O tom, jaké dil¢i podjednotky hraji v t€chto procesech roli, se zatim
spekuluje. Pro dimerizaci se uvazuje o IF1, pro oligomerizaci jsou kandidaty podjednotky f, A6L
(podjednotka 8) nebo transmembranové helixy podjednotky a [45]. Jesté jsou brany v potaz dva
pienaSece vnitini mitochondridlni membrany, adeninnukleotidovy translokator (ANT) a fosfatovy
pfenaSe¢ (PIC), které spolu s ATPsyntazou tvoii komplexni jednotky oxidativni fosforylace —

ATPsyntazomy [46].

3.3. Regulace F;Fo ATPsyntazy

ATPsyntaza je regulovana na nékolika Urovnich. Ovliviiuje ji souhra jaderného a
mitochondrialniho genomu, transkripcni a postranskripéni regulace a také dostupnost c-podjednotky

[43]. V hnédé tukové tkai, je totiz ,,down*“-regulovan gen pro c-podjednotku a aktivita ATPsyntazy
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je az 10x nizsi. Zda se tedy, Ze je dostatecnd exprese tohoto genu dulezitym faktorem pro syntézu

ATP ato i v jinych tkénich [47].

4. Katalyticky mechanismus F1Fo ATPsyntazy

Syntéza/hydrolyza ATP je spfazena s protonovou translokaci [48]. Protony pronikaji do
matrix pres Fo-doménu a roztd¢i rotorovou cast (cjx-ye) sohledem na stator (ab-a3f30). v
podjednotka svym pohybem v cyklech indukuje v kazdém aktivnim B-misté¢ konformacni zmény
ustici v syntézu/hydrolyzu ATP [49]. Kdyz se builka nachdzi ve stavu hypoxie ¢i ischémie, pak se
syntéza obrati ve sméru hydrolyzy ATP, kterd pro jeji preziti znamend riziko. Existuje vSak
mechanismus, ktery snizuje nasledky zptisobené hydrolyzou, je to pH-sensitivni aktivace IF;, ktera
hydrolyzu zastavi [50]. Hydrolyza ATP muze byt i esencialnim procesem pro jisté bunééné funkce.
U bakterii, je za urCitych fyziologickych podminek ATP hydrolyzovano pro vznik protonového

gradientu, ktery zajiSt'uje import zivin nebo samotnou lokomoci.

4.1. Pohyb protonu prfes vnitini mitochondrialni membranu
Zakladem pro protonovou translokaci je existence protonového gradientu, ktery se utvari na

vnéjsi strané membrany (u bakterii tj. periplasmaticky prostor, u mitochondrii intermembranovy
prostor). Jeho zdrojem jsou pieCerpané protony komplexy dychaciho fetézce. V disledku toho
vzniké rozdilny membranovy potencial na jedné i na druhé strané¢ membrany a proton-motivni sila
zene protony po sméru jejich koncentracniho gradientu ptes hydrofilni kanal Fo-podjednotky do
mitochondrialni matrix (¢i bakteridlni cytoplazmy).

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 2, hydrofilni kanal je vytvaren polarnimi aminokyselinovymi
zbytky jinak hydrofobnich struktur oligomerniho c-kruhu, ktery je nej¢astéji z dvandcti protomert, a
a podjednotky. Pozice konzervovanych aspartati 61 TMH2 u c-kruhu je odvracend od Arg210
TMH4 a podjednotky. Pro vzajemnou interakci je tedy nezbytné, aby doslo ke zmén¢ jejich polohy.
Porovnénim protonovaného a deprotonovaného c-protomeru na obr. 10 jsou na prvni pohled vidét

rozdily v orientaci aminokyselinovych zbytkt C-helixu a také v jeho polarni smyéce.'

' (pozn. Jelikoz drtiva vétsina studii o mechanismu &innosti F1Fo-ATPsyntazy byla provedena na
tomto enzymu u E.coli, dovolim si i zde pouzivat jeji klicové aminokyselinové zbytky, které maji

své homology u sav¢ich mitochondrii.)
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Obr.10. Zndazornéni protonovaného a deprotonovaného c-protomeru. Vymodelovano pomoci

programu MOLMOL, prevzato v [51].

Tim, ze doSlo v zavislosti na protonaci k pootoceni cTMH2, se piivodné do centra c-kruhu
zaboteny Asp61 dostal na periferni stranu smérem k Arg210. Béhem tohoto pohybu vznikaji mezi
aTMH4 a ¢cTMH2 na n¢kolika mistech vodikové vazby, dochéazi ke stabilizaci protonové formy
Asp61. Podjednotka a prostfednictvim téchto interakci pohne s C-helixem c-podjednotky a sama se
tak dostane do nové polohy, mezi dva c-protomery. Vysledkem je deprotonace Asp61 zapiic¢inéna
snizenim pKa karboxylové skupiny a 30-ti stupiiova rotace celého c-kruhu [51]. Deprotonovanému
Asp61, ktery jiz neni v bezprostfedni blizkosti Arg210, opét hodnota pKa roste, tudiz mtze byt
nasledn¢é regenerovan navazanim nového protonu, se kterym podstoupi jednu 360-ti stupiiovou

otoc¢ku, nez se opét dostane k a podjednotce [52].

Protonace Rotace Deprotonace
r ) ' o !
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Obr.11. Model translokace jednoho protonu [51].



4.2. Katalyticky mechanismus F1-podjednotky

Pro B podjednotky byly definovany nejméné Ctyti mozné konformace, ve kterych se béhem
syntézy/hydrolyzy ATP mohou nachdzet. Jsou to T (tight), L (loose), O (open) a HC (hemi-closed)
[15, 53] konformacni stavy. Podle vychoziho Boyerova ,,binding-change mechanismu, ktery polozil
zéklad vysvétleni, na jakém principu funguje katalyticka aktivita F;-podjednotky, se po dlouhou
dobu uvédélo, ze se podjednotky P nachazi jen ve tfech moznych konformacich [49], kde jsou
obsazeny nukleotidy dvé B podjednotky [15]. V roce 1998 tym Bianchet M.A. et al. vykrystalizoval
za fyziologicky blizkych podminek F;-podjednotku z krysich jater. Vypozorovali, Zze vSechny o i
podjednotky jsou obsazeny nukleotidy a konformace, které¢ zaujimaji, jsou dosti podobné. Uvedli

v platnost, Ze by mohl fungovat ,,tri-site* vazebny mechanismus [54].

2N-mechanismus pocitd s vysoko afinitnim stavem T, méné afinitnim stavem L a

s otevienym stavem O (obr.12). Posledni jmenovany neni schopen nukleotidy vazat, protoze jeho C-
termindlni doména nepatfi¢né zasahuje do nukleotid-vazebné domény a negativné ovliviiuje stézejni
aminokyselinové zbytky nutné pro vazbu nukleotidu. Pfi pfeméné T stavu do O, v ném dochazi
k uvolnéni nasyntetizovaného ATP.

3N-mechanismus, ktery ma vSechny tii katalytické podjednotky B obsazené a mohou se

nachazet kromé v T, L a O stavech také v konformaci HC, se jevi jako vlibec nejlepsi feSeni [55].
ProtoZze pfi navéazani nukleotidu do O mista dojde ke konformacni zméné z O na C stav, ktery
pevnéji svird prichozi substrat do doby, nez dojde k energeticky dependentni konformaéni zméné
rotaci y podjednotky. Kdyby tento stav B podjednotky chybél a ziistal by jen stav otevieny, bylo by
tézko predstavitelné, jakym zplisobem se v 3N-mechanismu navdzany nukleotid do okamziku této
velké zmény udrzi (shrnuto v [56]).
Zménu v intenzit¢ afinity jednotlivych mist tedy zapfi¢iniuje rotace y podjednotky. Tato vlastnost
byla prokazana velice sofistikovanym zptisobem, kdy bylo na jeji konec navazano fluorescencné
znacené aktinové vlakno. A v pfitomnosti ATP bylo mozné pozorovat mikroskopem, jak se vlakno
otaci [57].
V dalsich pokusech bylo identifikovéano, Ze y-podjednotka déla pravidelné piestavky, béhem nichz se
hydrolyzuje/syntetizuje  ATP. Kazdou 120° otackou vykond Fi-podjednotka primérnou praci
piiblizné¢ 90 pN-nm, coz je rovno uvolnéné energii z hydrolyzy jedné molekuly ATP [58]. Tento
biologicky motor pracuje s miniméalnimi ztratami.

V kazdém 120° kroku byly rozlustény dalsi dva dil¢i kroky, 30° a 90°, mezi kterymi jsou
milisekundové prodlevy, ve kterych se tvoii ¢i $tépi fosfoanhydridova vazba. Oba dé¢je, syntéza a

hydrolyza ATP, se vzijemné liSi v konformacich B-podjednotek. Na zacatku syntézy se y-
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podjednotka otoc¢i o 30° a zpiisobi zménu v Bo na B¢, do néj je poté ADP/Pi vazano. Po 90°otocce
dochazi ke zméné vazebného mista z Bc na Bpp a po dalsi 120° obratce nésleduje vysokoafinni stav
Brp, ve kterém dojde k syntéze. Dokoncenim posledniho pootoceni y-rotoru je v O stavu uvolnéno

ATP [59].

4.3. Inhibice hydrolyzy ATP

Pokud je buiika zbavena kysliku, dojde k totdlnimu kolapsu v tvorbé elektrochemického
gradientu. ATPsyntdza za takovych podminek nebude syntetizovat ATP, ale bude katalyzovat jeho
hydrolyzu, coz mé pro buniku destruktivni nasledky. Jedinym zdrojem ATP je v tuto dobu glykolyza,
kterd probiha intenzivnéji nez za normdalnich okolnosti. Vysledkem je vznik kyselejSiho prostiedi
v cytosolu, které se prenasi do mitochondrii i spolu s ATP, kde ho ma tendenci ATPéza
hydrolyzovat. Diky redukovanému okoli se vSak zaktivuje IF;, ktery interakci s F;-katalytickou
doménou, tomuto kroku zabrani. Nejoptimalnéjsi pH je kolem 6,5, s rostouci hodnotou aktivita
proteinu klesd [60]. V dimerni formé se odhali klicové aminokyselinové zbytky, které byly
v tetrameru schovany. Jedna se o konzervovany usek mezi aminokyselinami 14-47, ktery je
zodpovédny za inhibi¢ni aktivitu IF;. Inhibitor pro svou ¢innost nevyzaduje jen nizké pH, ale také
pritomnost ATP [61].

IF, preferuje vazbu do PBpp konformacéniho stavu, ve kterém je jiz navazdno ATP, béhem
nastavajici konformacni zmény je uvolnén produkt z hydrolyzy. Tim se uvolnilo dal$i misto pro
vazbu druhé molekuly ATP, vyustujici opét v hydrolyzu a uvolnéni ADP/Pi. Do vzniklého volného
mista pfijde posledni ATP a vSechna tii katalyticka mista jsou saturovana molekulami ATP a drzena
ve stavu L (Bpp). [F; brani vstupu app/Ppp aktivnim mistim do vysokoafinniho stavu T (orp/Brp), ve
kterém by doslo k hydrolyze. Zda se, Ze nejprve je vazba IF; neucinna, ale po dvou katalytickych

cyklech se zméni na vysoce produktivni [62].

5. Defekty F1/Fo ATPsyntazy vedouci k mitochondrialnim
neurodegenerativnhim onemocnénim

Mitochondrialni onemocnéni (mitopatie) piedstavuji klinicky velmi riznorodou skupinou
onemocnéni, kterd se Casto manifestuji vraném détstvi a maji progredujici charakter. Kromé
klinické heterogenity je pro mitochondridlni onemocnéni charakteristickd i heterogenita geneticka:
mohou byt zplsobeny jak mutacemi v jaderné DNA s mendelovskym typem dédicnosti, tak i
mutacemi v mtDNA, kterd je dédénda maternalné. Byl vSak popsan piipad, kdy u pacienta

s mikrodeleci v ND2 genu komplexu I byly detekovany mtDNA jeho otce [63], jedna se vSak o
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vyjimku. Mitochondrialni onemocnéni nejvice postihuji mozek, srdce a svaly, tedy organy s vysokou
energetickou narocnosti.

Spravna funkce komplexu V, jako i celého systému OXPHOS, je klicova pro zasobovani
buné¢k energii ve form¢ ATP. Defekty biogeneze ATPsyntazy mohou byt rozdéleny do dvou skupin,
na defekty kvalitativni a kvantitativni [43]. Kvalitativni defekty poSkozuji stavbu ATPsyntazy, a tim
1 jeji funkci. Jde o mutace ve strukturnich genech enzymu. Kvantitativnimi defekty jsou zplisobeny
mutacemi v genech pro asemblacni faktory. Biogeneze ATPsyntdzy je siln¢ potlacena a ve vnitini
mitochondridlni membrané chybi spravné sestaveny enzym. Oba typy se projevuji stejnym
patologickym mechanismem. Rapidné se snizuje produkce ATP a neschopnost ATPsyntazy vyuzit
protonovy gradient vede k masivni produkci volnych kyslikovych radikali (ROS) [64], které mohou
aktivovat apoptické drahy.

5.1. Kvalitativni defekty F;/Fo ATPsyntazy
mtDNA koduje dva strukturni geny komplexu V — MTATP6 pro a-podjednotku a MTATPS

pro A6L podjednotku transmembranové Fo-domény [5]. V genu MTATP6 bylo odhaleno sedm
bodovych mutaci a jedna 2bp dlouhd mikrodelece, vSechny byly klasifikovany jako patogenické
[65]. VétSinou je zaménovan konzervovany neutrdlni leucin za nabity arginin. NejcastéjSim
klinickym fenotypem je degenerativni onemocnéni Leightiv syndrom (LS), ddle NARP syndrom

(Neuropatie, Ataxie, Retindlni Pigmentosa) a bilateralni striatdlni neuropatie (BSN).

5.1.1. Mutace genu MT-ATP6

9205ATA je v misté sekvence pro stopkodén genu MT-ATP6. Jeho Cteci ramec se Castecné
piekryva na 5'-konci s ATP8 a na 3’-konci s COX3 genem. Tato mutace ma dopad i na aktivitu
komplexu IV. Problémem je chyb¢jici stopkodon a sestfihové misto, kde obycejné dochézi
k rozstépeni primarniho tricistroniho transkriptu ATP8/ATP6/COX3 na bicistroni ATP8/ATP6 a
COX3 transkripty, které poté podstupuji  postranskripni upravy [66]. Vznikaji nesmyslné
transkripty, které jsou degradovany. SniZzené mnoZstvi a-podjednotek usti v neschopnost
ATPsyntazy produkovat ATP a dokonceni asemblace samotného enzymu. Schopnost hydrolyzovat
ATP zustava zachovéana [67]. Pacienti nesouci tuto 2bp deleci trpi laktatovou acidémii a rtizné
zavaznym neurologickym postizenim.

Pti bodové mutaci T8993G, kdy dochazi k zdmeén€ Leul56 za arginin [68], se shledavame se

dvéma moznymi fenotypickymi projevy. O tom, ktery ptevladne, rozhoduje hladina heteroplazmie
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dané mutace, tedy mnozstvi molekul mtDNA nesouci mutaci T8993G. Pokud se populace mutované
mtDNA pohybuje v rozmezi 70-95%, progreduje NARP syndrom, jakmile je piekro€ena hranice 95-
ti % nastupuje t€z8i forma mitopatie — MILS (Leightiv syndrom) [69]. Byl vSak popsan piipad jedné
rodiny, jejiz ¢lenové méli vice nez 90-ti % zastoupeni T8993G, ale jejich klinické ptiznaky se
neshodovaly s vySe zminénymi typickymi syndromy. Mutaci T8993G mohou doprovazet i jiné
piiznaky, napt. mozkova obrna, mentalni retardace, opozdény vyvoj. Mira heteroplasmie je tkanove
specifickd, nékteré organy jsou zasazeny vice, jiné méné. Leh¢i formou mutace stejného nukleotidu
8993 je zaména leucinu za prolin také doprovdzena fenotypovym projevem NARPu (nizké
zastoupeni mutace) ¢i MILSu (vysoké zastoupeni mutace) [70]. Mutace T8993G/T8993C znacné
snizuji syntézu ATP, v prvém piipad¢ az o 60%, ve druhém o 25%. Jejich primarnim patogennim
mechanismem je naruSeni pohybu centralniho c-rotoru Fo-podjenotky [71].

DalSimi bodovymi mutacemi stejného kodénu genu MT-ATP6 jsou T9176G (L217R) a
T9176C (L217P). Jsou obdobou jiz zminénych mutaci T8993G/T8993C. Fenotypovy projev se opét
odviji od prahového efektu, jde také o heteroplasmické mutace. T9176G je manifestovana NARPem
nebo Leighovym syndromem [72] a mé téz§i prubéh na rozdil od T9176C, se kterou je spojena
bilateralni striatdlni nekréza (BSN) a LS [73]. T9176G také nema spojitost v blokaci biogeneze
ATPsyntazy [74].

Schon et al. nastinil mozny pribéh mechanismu patogeneze pro tyto dvé zdvazné mutace
T8993G a T9716G. Vsechny aminokyselinové zbytky tvofici hydrofilni kanal a ucastnici se
interakci mezi a-a a a-c podjednotkami jsou vysoce konzervované. To odrazi, jak dilezité je
zachovani stejné terciarni struktury podjednotek a a c, aby protonova translokace probihala u¢inné.
Leul56 je prave jednim takovym aminokyselinovym zbytkem, ktery interaguje s Ala50 podjednotky
c a je v bezprostiedni blizkosti klicovému zbytku Argl159. Stejné tak je to u Leu217, ktery je Argl59
nablizku z protilehlého helixu. Zdména neutrélniho leucinu za kladny argininovy zbytek znamena
zasah do tak konzervované struktury, jakym je protonofilni kanal z a podjednotky. Pravdépodobnou
pric¢inou snizeni produkce ATP u NARP a LS, za kterou je zodpovédny novy arginin, je odptfazeni
protonové translokace od katalyzy Fi-podjednotky. Lze toho dosdhnout dvéma zpusoby, snizit
efektivnost protonové translokace ¢i neumoznit rotaci c-podjednotky nebo oboji [75]. Neddvno byla
potvrzena relevance druhé moznosti a vylou¢ena moznost prvni. Méfeni membranového potencialu
ukdézala, ze protony putuji z intermembranového prostoru do matrix bez problému [71, 76].

Dalsimi dvémi missense mutacemi, ve kterych dochazi k zdméné konzervovaného
leucinového zbytku za prolin je T9185C (L220P) a T9191C (L222P). Jejich biochemicky fenotyp je
zpocatku nedetekovatelny, po dosaZeni hranice nad 85% mutované mtDNA propuka Leighlv

syndrom. Syntéza ATP je snizena o 30-50% [77].
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Mutaci, jejiz fenotyp byl poprvé spojovan s bilateralni striatadlni neuropatii, je T8851C.

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

5.2. Kvantitativni defekty F;/Fo ATPsyntazy

Do této skupiny patii jadrem kodované geny pro proteiny, které nejsou strukturni Casti
ATPsyntazy, ale jsou zodpovédné za jeji asemblaci — Atpafl, Atpaf2. Syntéza ATP neni tplné
utlumena, protoZe to by nastal stav neslucitelny se zivotem, ale byva radikalné snizena na pouhych
30%. Klinicky projev je doprovazen laktatovou acidézou, 3-metylglutakonovou acidurii, které

mohou pomoci pii stanoveni diagnozy tohoto vzacného defektu ATPsyntazy [79].

5.3. Mutace v mitochondrialnich pfenasecich
V disledku existence ATPsyntazémi jsou pro popis defektli ATPsyntazy nedilnou soucasti

mutace v jadernych genech kodujici dva pirenasSece, které také zdsadné ovliviuji priabéh oxidativni
fosforylace. Oba geny patii do rodiny mitochondridlnich pfenaSect oznaCované SLC25 [80]. Jedna
se o adeninnukleotidovy translokator (AAC1, ANT1) fungujici jako antiporter, ADP translokuje do
matrix, ATP sméfuje ven do cytosolu. Druhym pienaSecem je PiC, ktery vyuziva protonového
gradientu pro transport Pi do matrix. Mutace v jejich genech zplsobuji vyhradné recesivni

onemocnéni, s vyjimkou dominantni progresivni oftalmoplegie (adPEO) u AACI [81].

5.3.1. PiC deficience
U genu SLC25A3, ktery koduje fosfatovy pienasec, byly nalezeny dvé isoformy vzniklé

alternativnim sestfihem. Lisi se od sebe délkou svého polypeptidového fetézce, v rychlosti transportu
fosfatu a v tkanové specifité. Isoforma PiC-A zajistuje rychly pfenos Pi a je exprimovéna v srdci a
svalech, tedy v tkanich s vysokou poptavkou po energii. PiC-B je soucasti mitochondrii ostatnich
druhti bunék.

U PiC deficience je znemoznén import Pi do mitochondridlni matrix, tudiz chybi jeden ze
substrati syntézy ATP, kterd proto neprobihd. Mnozstvi komplexu V ale neni sniZzeno. Pfiznaky
tohoto defektu je muskularni hypotonie, progresivni hypertroficka kardiomyopatie, laktatova acidéza

[82].

5.3.2. adPEO u AAC1
Neékolik bodovych mutaci v genu SLC25A4 kddujici adeninukleotidovy pienase¢ AACI

(ANT1) bylo spojeno s autosomalné¢ dominantnim komplexnim onemocnénim autosomalné
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dominantni progresivni externi oftalmoplegie (adPEO). Charakteristickd je pfitomnost rozsahlych
deleci v mtDNA ve velikostnim rozmezi 3.0 az 8.5 kb. Mutace v AAC1 maji za nésledek snizeni
dostupnosti adenosintrifosfati — prekurzori pro syntézu deoxyadenosintrifosfati (dATP)

v mitochondrialni matrix, ¢imz dojde ke snizeni stability mtDNA

5.4. MozZnosti genové terapie
Snaha U¢inn€ 1é¢it onemocnéni zplisobend mutacemi v mtDNA, vedla k rozvoji

alternativnich cest, jak jim pfedejit. Rada tymi se soustiedila na mutaci T8993G manifestovanou
syndromem NARP a LS. Opiraji se o skuteCnost, Ze mutace v mitochondrialnim genomu jsou
heteroplasmické a spolu s nimi je v mitochondriich obsazena i nemutovana forma. Byla ale i1

vyuzivana moznost allotopického ptenosu.

Allotopicky pfenos MT-ATP6 do jadra

Nemutovany gen MT-ATP6 byl patfiénym zplGsobem upraven (rekddovan) pro pienos a
inzerci do jaderné DNA cytoplasmatického hybridu (cybrid), ktery nesl homoplasmickou mutaci
T8993G. Zaroven mél na N’-konci nasyntetizovanou cilovou mitochondrialni sekvenci pro spravnou
lokalizaci. Rekombinovany gen byl translatovdin v cytosolu a transportovan do vnitini
mitochondridlni membrany. Vysledny fenotyp ukazal zlepSeni syntézy ATP, ktery byl bohuzel

zavisly na typu pouzitého kultivacniho média [83].

Snizeni heteroplasmie restrikénimi endonukledzami

Pouzitim vhodnych endonukleaz, které maji v mtDNA sva restrikéni mista, je mozné cilené
degradovat mutované formy genomu a chranit ty nemutované. Vhodné upravena endonukledza je
exprimovana v jadfe. Musi mit N’'-koncovou mitochondrialni cilovou sekvenci. Pro tyto ucely byly
pouzity napt. endonukledzy Pstl [84] a ApaLl, u které byl pro transfekci vyzkousen virovy vektor a
to uspésné [85]. Jednotnym vysledkem téchto publikaci je jednoznacny uspéch ve snizeni
heteroplasmie ve prospéch nemutované mtDNA a zmirnéni fenotypového projevu NARP 1 LS. Tato
metoda ma vysoky potencidl pro 1é€bu mitochondridlnich onemocnéni, za kterd jsou zodpovédné

mutace v mtDNA.
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Zaver

Struktura a funkce Fi/Fo ATPsyntdzy je dnes diikkladné znama. Vime, z jakych podjednotek
je slozena a jaky je detailni katalyticky mechanismus syntézy ATP timto enzymem. Méame hrubou
predstavu o tom, jakym zpiisobem se enzym asembluje a byly identifikovany prvni faktory, které se
tohoto procesu Ucastni. Prozatim to vSak nestaci k upInému pochopeni slozit¢ molekularni podstaty
defekti postihujici ATPsyntdzu, které jsou doprovazeny Sirokou Skalou zavaznych dysfunkci
nervové a pohybové soustavy. Vzhledem ke genetické podminénosti mitochondridlnich
encefalomyopatii je soucasnd lécba pouze symptomatickd. Jsou vSak zkouSeny ritizné ptistupy

vedouci ke genové terapii, kterd by mohla u¢inné€ eliminovat dopad mutaci na pacientv Zivot.
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