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ABSTRAKT:

Systém oxidativni fosforylace neboli dychaci retézec v mitochondrii dodava
eukaryotické bunce naprostou vétsinu energie, kterou bunka vyuziva, ve formé ATP.
Enzym FiFo-ATPaza, pohanén proton-motivni silou, je za syntézu ATP primo
zodpovédny. Nemoci spojené s ATP syntazou mohou proto mit az letalni nasledky.
O potrebé mit detailné zmapovanou strukturu tohoto enzymu tudiZz neni pochyb.
nepodileji na samotné syntéze, mohou ale mit napr. stabilizacni Ulohu ¢i funkci
asemblacniho faktoru. Mimo syntazovou aktivitu se dimery FiFo-ATPazy patrné podili
na formovani krist vnitfni membrany mitochondrie. V posledni dobé je také zvazovana

role enzymu pfi tvorbé mitochondrialniho péru prechodné permeability.

Klicova slova: mitochondrie, F1Fo-ATP syntaza, DAPIT, MLQ, MPTP, dimerizace, kristy

ABSTRACT:

The system of oxidative phosphorylation, or respiratory chain in mitochondria gives
the eukaryotic cell total majority of the energy it receives and uses in the form of ATP.
FiFo-ATP synthase, powered by the proton-motive force is directly responsible
for the ATP synthesis. Diseases connected to the ATP synthesis can have even lethal
consequences. There is therefore no doubt about the need for a detailed analysis
of the structure of this enzyme. What is left is to reveal the structure
of the transmembrane domains, which are not involved in the synthesis itself, but they
can for example work as stabilisers or assembly factors. Outside the synthesis activity
the dimers of FiFo-ATP synthase are apparently taking part in the formation
of the cristae of the inner membrane of a mitochondrion. Recently, the role
of the enzyme is also considered in the creation of the mitochondrial permeability

transition pore.
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1. Uvod

Organismy od rostlin po clovéka jsou zavislé na energii ve formé ATP, které je
bunkami ziskavano predevsim prostrednictvim systému oxidativni fosforylace. Nachazi
se na plasmatické membrané dychajicich ¢i fotosyntetizujicich bakterii, tylakoidnich
membranach chloroplastli a na vnitrni membrané mitochondrii. Protonovy gradient
vybudovany prvnimi ctyrmi komplexy elektron transportniho retézce vyuziva k vlastni

syntéze ATP enzym F1Fo-ATP syntaza.

Prvni poznatky o jeji strukture byly ziskany uz v roce 1960, kdy rakousky biochemik
Efraim Racker a jeho skupina z bovinniho srdce poprvé izolovali a purifikovali prvni
enzym Ucastnici se dychaciho retézce, kterou pojmenovali Faktor 1 nebo F1 ATPaza
(Pullman et al. 1960). O Sest let pozdéji se Rackerovi a Yasuovi Kagawovi podafilo
identifikovat membranovou cast kotvici F1 ATPazu a tu nazvali Fi-vazajici faktor Fo.

Index ,0" znadi citlivost Fo vUci inhibitoru oligomycinu (Kagawa & Racker 1966).

Jinym vyznamnym milnikem v historii ATP syntazy byla chemiosmoticka teorie
Petera Mitchella postulovana v roce 1961 (Mitchell 2011) a blize popsana dale v textu.
Ziskal za ni v roce 1978 Nobelovu cenu, ale trvalo dlouho, nez byla teorie prijata Sirsi
odbornou vefejnosti, do té doby se véfilo, Ze zdrojem energie pro transport
elektronl v dychacim fetézci je néjaky stabilni intermediat s vysokym energetickym

potencialem.

Prakopnikem v detailnim vyzkumu struktury ATP syntazy je sir John E. Walker.
Podafrilo se mu (a jeho védeckému tymu) vizualizovat vétsinu casti enzymu pomoci
rentgenové krystalografie. Spolu s Paulem Boyerem, ktery objasnil mechanismus

syntézy ATP, ziskali Nobelovu cenu v roce 1997.

Cilem této prace byla snaha shrnout dosavadni poznatky a vysledky vyzkumu

o strukture ATP syntazy a jejich moznych funkcich mimo samotnou syntézu ATP.



2. ATP syntazy

ATP syntazy (také F-ATPazy) jsou velmi konzervovanymi proteiny — jsou
integrovany do energii prenasejicich membran bakterii, mitochondrii a chloroplast
(Walker 1998). lJejich konzervovanost vyplyva z endosymbiotické hypotézy,
ktera predpoklada, Ze mitochondrie - stejné jako chloroplasty - byly pUvodné
heterotrofnimi organismy, které se diky tomuto mohly pfizplsobit zvysené koncentraci

kysliku v atmosfére. Timto daly vzniknout eukaryotickym bunkam (Sagan 1967).

Jsou pfibuzné vakuolarnim ATPazam (V-ATPazy), ty se nachazeji na membranach
rznych organel eukaryotickych bunék, kde funguji jako ATP-dependentni protonové
pumpy; na rozdil od F-ATPaz buduji protonovy gradient. (Nelson et al. 2000)
Se strukturalné podobnymi ATPazami (A-ATPazy) operuji i Archaea. (Denda et al. 1989)

2.1 Mitochondrialni F1F,-ATPaza v dychacim retézci

Mitochondrialni ATP syntaza neboli FiFo-ATPaza (nékdy také oznacovana
jako komplex V) je patym a klicovym multiproteinovym komplexem v mitochondrialnim
respiracnim retézci (také elektron transportni retézec). Molekula ATP je majoritnim
zdrojem energie pro fungovani bunky; naprosta vétsina je syntetizovana pravé FiFo-

ATPazou.

Dychaci fetézec se nachazi na vnitfni mitochondrialni membrany. Kromé péti
multimernich enzymovych komplexti I az V ho tvofi i dva mobilni prenasece
cytochrom c (cyt ¢) a koenzym Q (CoQ) neboli ubichinon (UQ, Q). Elektron transportni
retézec je zodpovédny za tzv. oxidativni fosforylaci, ze které pochazi vétSina energie
v eukaryotickych bunkach. Oxidativni fosforylaci se rozumi dva sprazené procesy —
respirace a syntéza ATP (Fernandez-Vizarra et al. 2009). Respirace probiha jako prenos

elektronl pochazejicich z oxidace redukcnich ekvivalentli NADH a FADH, z matrix
2



mitochondrie pres redoxni centra v retézci, kdy nakonec dojde k redukci kysliku
na vodu. Oxidacemi se uvolnuje mnozstvi volné energie, ktera je nasledné vyuzita
k pumpovani protond (H*) z matrix do mezimembranového prostoru mitochondrie.
Buduje se takto protonovy gradient potrebny k samotné syntéze ATP.

Komplex I - NADH dehydrogenaza (také NADH-UQ oxidoreduktaza) je nejvétsim
hmotnosti ~980 kDa. Svym tvarem pripomina pismeno L — jedno rameno se nachazi
v membrané (hydrofobni cast), hydrofilni rameno vycniva smérem do matrix. Jedna se
o velmi konzervovany enzym; prokaryoticky komplex I ma velmi podobnou strukturu
se 14 podjednotkami (o molekulové hmotnosti ~550 kDa), jejichz analogy v savci
NADH dehydrogenaze tvofi katalytické jadro enzymu. Mitochondrialni genom potom
kodduje 7 z téchto konzervovanych podjednotek, ostatni jsou kdédovany jadernym
genomem (shrnuji Baradaran et al. 2013; Carroll et al. 2006; Sazanov 2014). Komplex I
reverzibilné katalyzuje prenos elektrond (e”) z NADH* z matrix mitochondrie pres sva
redoxni centra (flavin mononukleotid — FMN, 7 Zelezosirnych (Fe-S) center)
na ubichinon. Prenos 2e” je sprfazen s pumpovanim 4H* z matrix
do mezimembranového prostoru. (Galkin et al. 2006)

Druhym enzymem je sukcinat dehydrogenaza — komplex II (také sukcinat-CoQ
oxidoreduktaza). Se 4 podjednotkami (124 kDa (Sun et al. 2005)) se jedna o nejmensi
komplex elektron transportniho rfetézce. Také je to jediny enzym v retézci, kde geny
pro jeho podjednotky nese pouze jaderna DNA. Na rozdil od komplexd [, 1II a IV
nepumpuje H*, je ale klicovym enzymem v Krebsové cyklu, kde oxiduje sukcinat
na fumarat pomoci pevné vazaného redukéniho kofaktoru FAD ve své solubilni casti
(sukcinat dehydrogenazova aktivita komplexu II). Elektrony ziskané z této oxidace jsou
transportovany pres tfi Fe-S klastry a hemovou skupinu b ke kapsam vazajicim
ubichinon v membranoveé casti enzymu. Tam ve dvou krocich redukuji koenzym Q
na semichinonovy radikal ‘Q™ (stabilizovany jednou z kapes) a pak na ubichinol
(sukcinat-CoQ oxidoreduktazova aktivita komplexu). (shrnuji Hagerhall 1997; Sun et al.

2005; Yankovskaya et al. 2003; Rutter et al. 2010)
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Mobilni lipofilni ubichinoly z komplexd I a II pfenesou elektrony na komplex III
(cyt bc; komplex, CoQ-cyt ¢ oxidoreduktaza). Mitochondrialni komplex III je
homodimer; kazdy z monomerl ma 11 podjednotek o molekulové hmotnosti
~240 kDa. Podjednotka cyt b je jako jedina kédovana mtDNA. V katalytickém centru
enzymu se nachazeji cyt b s redoxnimi hemy b, a by, Rieskeho protein (2Fe-2S klastr)
a cyt ¢; obsahujici hem ¢z (Iwata 1998). V cyt bc; komplexu se uplatnuje tzv. Q-cyklus,
puvodné vyslovend hypotéza P. Mitchellem, pozdéji modifikovana dalsimi védci.
Redukovany QH; se navaze na jeden z cyt b; na casti enzymu blize mt matrix je navazan
oxidovany Q. Z QH: se uvolni dva e” — jeden e putuje pres Rieskeho protein na hem c;,
kde je vné vnitfni mt membrany redukovan mobilni cyt ¢ — ten dale pokracuje
na komplex IV. Druhy e” se pres hemy b, a by dostane az k Q, ktery redukuji — vznika
‘Q". Cyklus se poté opakuje, je redukovan dalsi cyt ¢, dale je redukovan i "Q na Q.
Béhem transportu 2e” jsou z matrix prepumpovany 4H*. Molekularni podstata Q-cyklu
jesté stale neni Uplné rozlusténa (shrnuji Meunier et al. 2013; Fernandez-Vizarra et al.
2009).

Cytochrom c¢ oxidaza (tzv. COX, komplex 1V) je ctvrtym enzymem dychaciho
fetézce a termindlnim pfijemcem elektronl, které pouzije na redukci O2 na H2O.
Homodimer COX tvofi dva monomery, kazdy se 13 podjednotkami o molekulové
hmotnosti 204 kDa (cely enzym ma tedy 408 kDa). Tfi z jeho podjednotek (I, II a III)
formuji katalytické jadro enzymu a zaroven maji svij padvod v mtDNA. Redoxnimi
skupinami jsou zde v podjednotce I hemy a,a3 a Cug, v podjednotce II se nachazi
skupina Cua (Tsukihara et al. 1996). Dva redukované cyt ¢ odevzdaji postupné dva e
binuklearnimu centru dvou molekul médi — Cua, elektrony jsou pak dopraveny
pres hemy a a az na treti molekulu Cug. Tam jsou v tzv. kanalu K z matrix dopraveny
2H* pro redukci ¥20; na 1H>O. Soucasné je s timto procesem sprazeno pumpovani

dalSich 2H" tzv. kanalem D do mezimembranového prostoru. Na celkovou redukci 10;



je treba 4e” a 4H* za vzniku 2H,0 a transportu dalSich 4H* pres membranu (shrnuji

Nicholls & Ferguson 2013a; Fernandez-Vizarra et al. 2009).
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Obrazek 1 | Schéma elektron-transportniho Fetézce na vnitfni membrané mitochondrie (prevzato z Nelson et

al. 2013, upraveno)

Enzymy dychaciho fetézce se in vivo seskupuji do supramolekularnich struktur -
tzv. superkomplext (Schagger & Pfeiffer 2000). Sdruzuji se protony pumpujici
komplexy I, III a IV. Ackoliv supramolekularni usporadani neni esencialni
pro katalytickou cCinnost enzymu, analyzy metabolické kontroly prokazaly kinetickou
vyhodu superkomplexti a pravdépodobnou pfitomnost substratového channelingu
mezi jejich jednotlivymi enzymovymi komponenty (Blanchi et al. 2004). Dalsi funkci
superkomplext je i omezeni tvorby kyslikovych radikald v respiracnim retézci (Lenaz et

al. 2010).
2.1.1 Struktura mitochondrialni F1Fo-ATP syntazy

F1Fo-ATP syntaza se nachazi na vnitfni mitochondrialni membrané. 16 rliznych
podjednotek (a, B, v, 6, €, a, b, ¢, d, e, f, g, A6L, Fs, OSCP a IF1 — viz obr. 2) o celkové
molekulové hmotnosti ~600 kDa tvori dohromady dva hlavni subkomplexy -
hydrofobni doménu F, a solubilni F1 doménu, ktera zasahuje do matrix mitochondrie.

Domény spojuje tzv. periferni stonek (neboli stator) vazajici se k podjednotce a Fo
5



domény a k a3B3 subkomplexu F1 domény (toto tvori statickou cast enzymu). Fo
doména je spojena s asfz subkomplexem také pomoci tzv. centralniho stonku, ktery se

v Fo doméné vaze na rotor c.

Jediné dva proteiny — ATP6 (neboli podjednotka a) a ATP8 (neboli podjednotka
A6L u savcl, Aapl u Saccharomyces cerevisiae) jsou produktem mitochondrialni DNA,

geny pro ostatni podjednotky nese jaderny genom. (Fearnley & Walker 1986)

2.11.1 F; doména

F1 doména ma katalytickou funkci — syntetizuje se zde ATP z ADP a P; (posledni
krok v oxidativni fosforylaci). Sklada se z péti globularnich proteint o, B, y (centralni
stonek), & a € ve stechiometrii a3Bsy:6:1. (Walker et al. 1985; Esch & Allison 1979;
Senior & Brooks 1971). Primarni strukturu podjednotky o tvofi 510 aminokyselin, u 8
je to 482 aminokyselin, u podjednotky y 272, § 146 a € 50 aminokyselin (Abrahams et
al. 1994). F1 ¢ast ma molekulovou hmotnost ~350 kDa (Walker 2012).

Podjednotky o a B tvori statickou Cast F1 domény. Jsou stfidavé usporadany vedle
sebe kolem a-helixu centralniho stonku tvorfeného C-terminalnimi aminokyselinami y
podjednotky. Oligomer prfipomina svym tvarem palicku Sestidilného cesneku
(Abrahams et al. 1994; Gibbons et al. 2000). Hexamer azB3 méfi v priméru 100 A.  a B
jsou homolognimi proteiny (pfiblizné ze 22 % maji identické sekvence (Walker et al.
1982)) - obé podjednotky obsahuji S-barely slozenych z 6 B-listll na svém N-konci,
sttedovou doménu s vazebnym mistem pro nukleotidy tvorenou a-helixy i S-vlakny
a C-koncovy svazek se 7 a-helixy v a-podjednotce a 6 a-helixy v pripadé -
podjednotky. S-barely a nukleotidy vazajici domény jsou v podjednotkach oddéleny.
Katalytickd mista se nachazeji na B-podjednotkach na rozhranich asB3 (Abrahams et al.
1994). Mista pro vazbu nukleotidd na a-podjednotkach nejsou katalyticka, nepodileji
se primo na syntéze ATP. (Watt et al. 2010)

Centralni stonek obsahuje tfi podjednotky — y, 6 a & Na C-konci y je
aminokyselinami y209-272 formovan a-helix (o délce 90 A). Na druhém konci struktury
y je dalsi a-helix sloZzeny z aminokyselin y1-45 — tvofi se spodni polovinou C-koncového

6



a-helixu antiparalelni nadsroubovici. Tu pak obklopuje oligomer a3B3. Zbytek stonku
vystupuje smérem k F, doméné ve vzdalenosti 30 A. Spolu s podjednotkami & a ¢
na bazi stonku tvori jakousi ,nohu” F1 domény; ktera je pevné pripojena k Fo doméné.
S a € toto spojeni posiluji a stabilizuji. (Gibbons et al. 2000; Abrahams et al. 1994)
S podjednotkami centralniho stonku se vaze a komunikuje ¢ podjednotka pomoci

polarnich smycek mezi svymi transmembranovymi a-helixy. (Stock et al. 1999)

Nazvy podjednotek ATP syntazy u bakterii a mitochondrii mohou byt matouci.
Podjednotky o, B, a y si v mitochondriich a v bakteriich funkéné odpovidaji.
Mitochondrialni podjednotka & je homologem bakterialni € podjednotky (maji stejnou
funkci), zatimco mitochondrialni &€ nema strukturni protéjsky ani v bakteriich,
ani v chloroplastech. Ekvivalentem bakterialni & je mitochondrialni OSCP, protein,

ktery je soucasti periferniho stonku (obr. 2) (Walker et al. 1985).

21111 1R

ATP syntaza je regulovana predevsim dostupnosti substratu a protonovym
gradientem. Za nefyziologickych podminek (napfr. pfi ischemii, kdy se v systému
postupné vycerpaji zasoby kysliku a jinych latek nutnych pro oxidativni fosforylaci,
nebo pfi poskozeni elektron-transportniho fetézce vedoucimu k vycerpani
protonového gradientu) se mGze snizit Ap natolik, Ze F1F,-ATPaza prestane vykonavat
svou puvodni funkci a zacne hydrolyzovat cytoplasmické ATP z glykolyzy. K reverzi
dochazi, protoze se enzym snazi obnovit pfirozeny membranovy potencial, ktery je
potrebny nejen pro syntézu ATP, ale také pro import protein( a jejich asemblaci (Martin
et al. 1991). Tim se ale zbytecné vycerpavaji zasoby ATP, a to m(iZze vést az k apoptoze
(shrnuje Faccenda & Campanella 2012).

Tomu brani podjednotka IF: (inhibitor F1 domény), tzv. regulacni protein o délce
84 aminokyselin (Pullman & Monroy 1963). Protein zaujima pfi acidifikaci matrix (pH

~6,7 a nizsi) konformaci homodimeru — dva dlouhé a-helixy spolu na C-koncové casti



tvori antiparalelni nadSroubovici, kazdym svym N-koncem jsou schopny se vazat na dvé
rzné F1 domény (Cabezon et al. 2000). Nad hodnotou pH 8 tvori IF1 neaktivni dimery
dimerl a vyssi struktury (Cabezon et al. 2000). Navazanim se do katalytickych
mist na rozhrani Sor a app bovinni enzym inhibuji; kratkym a-helixem komunikuji i s y-
podjednotkou (Walker 2012). IF1 inhibuje hydrolyzu, nikoliv ale syntézu ATP (Walker
1994). Protein ma své homology v bovinni i lidské ATPaze, v kvasinkach Saccharomyces

cerevisiae a Candida utilis, i v rostlinach (shrnuje Faccenda & Campanella 2012).

2.11.2 F, doména

Na rozdil od F1 domény, jejiz stavbu zname dobre, je stale spousta neobjasnénych
struktur v hydrofobni Fo, doméné. Hlre se izoluje kvlli své povaze integralniho
membranového proteinu. Pouze c-oligomer se dafi krystalizovat spolecné se
solubilnimi castmi enzymu. Vime, Ze napfi¢ organismy se F, doména sklada

z podjednotek a, b a ¢ (Stock et al. 1999).

Spolu s centralnim stonkem tvofi c-oligomer rotor enzymu. Kazdy monomer
bovinniho cs-kruhu obsahuje dva a-helixy spojené kratkou matrixovou smyckou. Z N-
koncovych helixd se sklada vnitrni kruh, z C-koncovych vnéjsi kruh. C-oligomery
vypadaji jako presypaci hodiny — bovinni podjednotka mé na vrcholech v praméru 47 A,
v nejuzsim misté uprostied méri 42 A (Watt et al. 2010). Komplex ySe-c-kruh je roztacen
proton-motivni silou, kdy pres stale strukturné nedefinovanou podjednotku a proudi
protony vyrovnavajici koncentracni gradient z mezimembranového prostoru

mitochondrie do matrix.

Struktura podjednotky a (nebo také ATP6) je dlouho dobyvanym tajemstvim
mitochondrialniho vyzkumu, bez jeji znalosti nelze zcela presné charakterizovat funkci
enzymu. Velkym pokrokem v této oblasti je nedavna prace, ktera na zakladé single-
particle kryoelektronové mikroskopie s vyuzitim ATPazy izolované z mitochondrii fasy
Polytomella popisuje struktury podjednotky a v rozliseni 6,2 A (Allegretti et al. 2015).
Dle této studie obsahuje podjednotka a Ctyfi dlouhé helixy, které oproti plvodnim

predpokladim protinaji membranu témér horizontalné a jsou vzhledem k c-oligomeru
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orientovany v Uhlu 70°. Struktura ukazuje i pritomnost dvou hydrofilnich kavit
pfistupnych z opacnych stran membrany, které s nejvétsi pravdépodobnosti

predstavuji protonové kanaly.

V Fo doméné se nachazi dalsi proteiny, jejichz strukturu se jesté nepodarilo popsat
na zakladé krystalografickych dat - ATPS, e, f, g (shrnuje Walker 2012), DAPIT (protein
asociovany s diabetem ve tkanich regulovanych inzulinem) a 6,8 kDa proteolipid (také
MLQ) (Chen et al. 2007; Meyer et al. 2007). VSechno to jsou malé proteiny ve velikosti
od 6,3 kDa do 11,4 kDa (shrnuje Lee et al. 2015). Nejsou to prilis konzervované proteiny
- nemaji orthology v bakterialnim enzymu. Pravdépodobné nehraji zasadni roli
v syntdzové ¢i hydrolazové aktivité ATP syntdzy. V kvasinkach S. cerevisiae jsou
orthology savcich podjednotek e a g. Kazdy z nich je pravdépodobné tvoren jednim
transmembranovym a-helixem. Mapovani chemicky indukovanych kovalentnich vazeb
mezi lysinovymi postrannimi retézci (kroslinkovani) podjednotek ATPazy prokazalo
predpokladanou uniformni topologii téchto transmembranovych proteinii — N-konce
jaderné kédovanych podjednotek jsou lokalizovany v matrix mitochondrii a C-konce
zUstavaji v mezimembranovém prostoru (Lee et al. 2015). Topologie mitochondridlné
kddované ATP8 je opacna, jeji C-konec je navic natazeny az 70 A od membrany,
kde interaguje s podjednotkou b a prispiva tak ke stabilizaci spojeni F, domény
a periferniho stonku (Lee et al. 2015). V S. cerevisiae jsou orthology savcich podjednotek
e a g esencialni pro dimerizaci ATP syntazy, lze tedy odhadovat podobnou funkci

protein( i v savCich bunkach (Arnold et al. 1998; Davies et al. 2012).

2.1.1.2.1 Periferni stonek

V bovinnim perifernim stonku nalezneme podjednotky OSCP (protein zodpovédny
za citlivost vuci oligomycinu), b, d, Fe (Collinson et al. 1994) se stechiometrii 1:1:1:1
(Collinson et al. 1996). K F1 doméné je stonek navazan pres N-konec proteinu OSCP,
kterym se vaze na N-konec jednoho z a peptid( (Carbajo et al. 2007). Periferni stonek
hraje dllezitou Ulohu v syntéze ATP - spojuje o3B3 hexamer F1 subkomplexu

s podjednotkou a subkomplexu Fo a znehybnuje obé struktury vici pohybu rotoru
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a centralniho stonku. Pomaha tak sprahovat translokaci protond a chemickou syntézu.

Také se podili na tvorbé dimerl enzymu (Davies et al. 2012).

Obrazek 2 | Struktury dvou odlisnych ATP syntaz — vlevo je slozeni enzymu v bakteriich a chloroplastech, vpravo
je mitochondrialni ATP syntéza. (pfevzato z Walker 2012)

Stejné barevné Casti jsou si navzajem homologni. V bakteriich a chloroplastech se podjednotka b vyskytuje v dimeru
bb’. Mitochondrie maji navic podjednotky Fe, €, e, f, g, A6L, DAPIT, 6,8 kDa.

2.1.1.3 Asemblace podjednotek FiFo-ATP syntazy

Biogeneze podjednotek mitochondrialni FiFo-ATP syntazy je komplikovany
komplexni proces, ktery jesté nebyl zcela popsan. Sou¢asnym modelem pro biogenezi
mitochondrialni ATP syntazy je asemblace podjednotek S. cerevisiae (shrnuje Rak et al.
2009). Iniciace i koneéna faze asemblace probiha u savcd patrné velmi obdobné (Wittig
et al. 2010), jak ale vypadaji intermediaty asemblace, je zatim hypotetické.

Pravdépodobné se nejdfive nezavisle na sobé sestavuji v matrix solubilni F1 doména
a hydrofobni c-oligomer, na kterou se F1 doména nasledné navaze. Asemblace
pokracuje pripojenim periferniho stonku, poté navazanim malych membranovych
podjednotek e, f, g, DAPIT a MLQ. UpIné nakonec se pridaji podjednotky a a A6L (Wittig
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et al. 2010). To, ze je podjednotka a zarazena az ve finalni fazi biogeneze ATP, mlize
mit svoje opodstatnéni — aktivni protonova pumpa by mohla v nekompletné sestavené
ATP syntaze disipovat protonovy gradient (Wittig et al. 2010; Tzagoloff et al. 2004).
Schéma celého procesu je naznaceno na obr. 3.

V asemblaci hraji dulezitou roli pomocné proteiny, jejichz Cinnost je pfisné
koordinovana. Kromé klasickych chaperon(i (Hsp70 a Hsp60 — pomahaji proteinim
zaujmout spravnou konformaci) jsou to i tzv. asemblacni faktory. Nékteré se podileji
napfr. na udrzeni asemblace schopné konformace (Tzagoloff et al. 2004), dalsi mohou
stabilizovat mRNA nebo maji svou ulohu v samotné translaci proteinu (shrnuje
Hejzlarova et al. 2014). Mezi nizSimi a vyssimi eukaryoty se asemblacni faktory castecné
lisi — v pfipadé S. cerevisiae jich bylo popsano podstatné vice nez v savcich (napf.
Atpllp, Atpl2p, FMC1 fungujici jako chaperony pro F1 doménu; Atp10p jako chaperon
Fo domény; Atp23p ma roli v procesovani podjednotky a a v jeji nasledné asociaci s c-
oligomerem; a mnoho dalSich (shrnuji Ackerman & Tzagoloff 2005; Rak et al. 2009)).
V savcich jsou pak znamy jen homology kvasinkovych Atpllp a Atpl2p, které také
napomahaji formaci asf3 hexameru, casteCny homolog Atp23p, jehoz funkce je
neznama (shrnuje Hejzlarova et al. 2014), a nedavno charakterizovany TMEM70
(Cizkové et al. 2008), pfi jehoz absenci dochézi k naruseni asembla¢niho procesu ATP

syntazy a jeji deficienci (Housték et al. 2009).

\
’: F, F.+c cV* cV

Obrazek 3 | Asemblace podjednotek F1F,-ATP syntazy - (prevzato z Hejzlarova et al. 2014, upraveno)

11



2.1.2 Funkce F1F,-ATP syntazy

V aerobnich podminkach zajistuje F1Fo-ATP syntaza produkci ATP, pficemz vyuziva
proton-motivni sily protonového gradientu, ktery je budovany dychanim v elektron-
transportnim retézci (anebo fotosyntézou v pripadé chloroplast(l). Roli protonového
gradientu v syntéze ATP popisuje chemiosmoticka teorie Petera Mitchella (Mitchell
2011). Protony jsou jesté ne zcela objasnénym zpUsobem pumpovany komplexy I, III
a IV dychaciho retézce z matrix mitochondrii do mezimembranového prostoruy,
odkud po gradientu putuji nazpét do matrix pres Fo subkomplex ATP syntazy.

Protonového gradientu vyuZivaji i jiné pumpy, napf. antiport pro Na* a Ca? (obr. 4).

Rozpfahujici ca®*
protein  H*/Na* 3Na*/Ca?* uniport

Pfenage¢  Trans-
fosfatu hydrogenaza

NAD*
+NADPH
L

Obrazek 4 | Schéma mitochondrialniho respiracniho fetézce s dalSimi pumpami vyuzivajicich Ap (prevzato z
Nicholls & Ferguson 2013b, upraveno)

V modrosedém ramecku jsou zvyraznény komplexy I-IV elektron-transportniho fetézce, bily enzym syntetizujici ATP
je ATP syntaza.
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2.1.2.1 Rota¢ni mechanismus ATP syntazy

Pfimy dikaz ATP-dependentni rotace bakterialni y podjednotky a chloroplastové
€ podjednotky vzhledem k imobilizovanému a3f3 hexameru byl proveden v letech
1996-97 (Noji et al. 1997; Kato-Yamada et al. 1998). Podporili tak Boyerovu teorii

o syntéze ATP.

odjednotka a ¢ podjednotka

H+

Obrazek 5 | Generovani rotace v F, podjednotce. (prevzato z Walker 2012,

upraveno; original z Junge et al. 1997)

Na obr. 5 je schematicky znazornén mechanismus generovani rotace c-kruhu.
Podle Jungova modelu putuji protony z mezimembranového prostoru k negativné
nabitému karboxylovému zbytku (aspartdtu nebo glutamatu, zalezi na druhu
organismu) na rozhrani podjednotky a a c-kruhu, ktery neutralizuji. Tato neutralizovana
karboxylovana skupina ztrati elektrostatickou interakci s kladné nabitym argininem
podjednotky a a Brownovym pohybem se posune do hydrofobniho prostredi
membranové lipidové dvouvrstvy, ¢imz se otoci celd podjednotka ¢ o 1 svij monomer.
Odhali se tim dalsi negativni karboxylovy zbytek mezi c-kruhem a podjednotkou g,
ktery mize reagovat s dalSim protonem, a tak dochazi k pohanéni rotace.

Negativni karboxylové zbytky vazajici protony v predpokladanych polokanalech

podjednotky a patfi v kvasinkach aminokyselinam histidin 195 a glutamat 233,
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v bakteriich homolognimu glutamatu 219 a histidinu 245. (shrnuje Devenish et al. 2000)
Uprostred C-koncového a-helixu se nachazi v kvasinkach negativné nabity glutamat 59
(v bakteriich aspartat 61) interagujici s argininem 186 podjednotky a (v bakteriich
arginin 210).

Kazdé otoceni c-kruhu o 360° mé za nasledek tvorbu 3 molekul ATP. Nejefektivnéjsi

je takto c-kruh skladajici se z 8 monomerl — na 8 translokovanych protonu pripadaji

A

B

Obrazek 6 | C-oligomery ruiznych organismu (prevzato z Watt et al.
2010)

C-koncova &ast je vyznacena modre, N-koncova zluté.

(A) Bovinni c-oligomer, (B) Sacharomyces cerevisiae, (C) Ilyobacter

c tartaricus, (D) Spinacea oleracea, (E) Spirulina platensis; (F) K-kruh

pochazejici z V-ATPazy Enterococcus hirae

c K

15 10

3 syntetizované molekuly ATP; cena za 1 ATP je tedy 2,7 protond. Oktamer c-kruhu se
pravdépodobné vyskytuje ve vsech obratlovcich a témér vsech bezobratlych. ATP
syntazy ostatnich organismd (prokaryot, hub, chloroplast() jsou méné produktivni —
jejich c-podjednotky obsahuji 10 az 15 monomera (viz obr. 6), je tedy potreba vice
protond na otoceni celého kruhu o 360° (3,3 az 5 H*) (Watt et al. 2010). Lze jen
spekulovat, zda bylo zeefektivnéni syntézy ATP jednou z klicovych adaptaci pro vyvoj
taxonu mnohobunécnych Zivocich(l. Da se téz predpokladat, Ze pootoceni cs oligomeru
otazkou, zda se u zivoCichG vyvinuly unikatni mechanismy, které by otaceni

usnadnovaly.
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2.1.2.2 Syntéza ATP

V roce 1975 Paul D. Boyer castecné souhlasil s vétSinou védcl
uznavajicich chemiosmotickou teorii Petera Mitchella (Mitchell 2011). Na zakladé této
teorie Boyer vyslovil velmi prdlomovou hypotézu (Boyer 1975) — navrhnul, Ze chemicka
syntéza ATP muze byt s protonovym tokem Ci gradientem sprfazena mechanickou rotaci
podjednotek ATP syntazy, ktera je pfimo zodpovédna za konformacni zmény v enzymu
vedouci k samotné chemické reakci (v anglictiné ,binding-change mechanism"). Teprve
az po necelych 30 letech byla teorie ATP syntazy jakozto rotacniho motoru prijata
sirokou odbornou verejnosti, kdyz John E. Walker se svym tymem odhalil strukturu
bovinni F1-ATP syntazy ve vysokém rozliseni (2,8 A) (Abrahams et al. 1994).

F1-ATPaza je asymetricky enzym — uprostred o8 hexameru se nachazi y-superhelix,
jehoz C-konec se tyci vyS nez N-konec. Nepravidelnd y-podjednotka takto mize
komunikovat s a8 hexamerem, interaguje s nimi hlavné vodikovymi mastky a udava
jim, jakou konformaci zaujmout. Katalyticka nukleotidy vazebna mista se nachazeji
na fS-podjednotkach pfi rozhrani podjednotek o a B; a-podjednotka také vaze
nukleotidy, zUstava ale v zavieném stavu a neni zndmo, Ze by se pfimo podilela
na syntéze ATP. B-podjednotka existuje v katalytickém cyklu ve tfech konformacich
s rozdilnou afinitou k nukleotidiim — Bt neni schopna vazat zadné nukleotidy, Bop vaze
ADP + Pja Brpvaze ATP. Katalyza je popisovana také stavy ,open” (otevreny), ,loose”
(volny, nepfripevnény), ,tight" (tésny, pevny). V ,otevieném” stavu se nachazi S,
ve ,volném” navazala for ADP+P;, ale az s dalsi konformacni zménou se zavre
katalytické misto a v ,tésném” stavu Brpr je syntetizovana ATP. Poté je molekula ATP
vypusténa do prostoru matrix mitochondrie a monomer prechazi opét do ,volného”
stavu Be pripraven navazat dalsi nukleotidy (Abrahams et al. 1994; shrnuje Walker 2012).
Kazda konverze [-monomeru vyzaduje, aby se centralni stonek otocil o 120°
(respektive o 80° a poté o 40° (Masaike et al. 2008)). Na jedno otoceni centralniho

stonku o 360° se syntetizuji 3 molekuly ATP.
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3. Nové komponenty a funkce ATP syntazy

3.1 DAPIT a 6,8 kDa protein

DAPIT (také AGP podle prvnich tfi aminokyselin) je hydrofobni protein skladajici se
z 58 aminokyselin obsahujici jeden transmembranovy helix na C- konci (Meyer et al.
2007). Jeho molekulova hmotnost je 6 303 Da. (Chen et al. 2007). Byl objeven roku 2001
ve studii srovnavajici vliv streptozotocinu (STZ) na genovou expresi v riznych tkanich.
Jeho exprese se zvySuje béhem rlstu kosternich svall (odtud také pochazi dalsi
oznaceni pro gen produkujici tento protein - Usmg5). (Paivarinne & Kainulainen 2001)

V pripadé zvysené hladiny glukézy v krvi (zpravidla po pfijmu potravy) zacnou
pankreatické B-bunky produkovat inzulin, ktery pak systematicky snizuje koncentraci
glukézy v krvi na fyziologickych 5 mM (pfilis vysoka koncentrace je pro organismus
toxicka). Inzulin se navazuje na inzulinové receptory kosternich svald a tukové tkané,
¢imz se spusti signalni kaskada aktivujici protein kinazu B. To vede k uvolnéni
intracelularnich vezikull s GLUT4 glukdézovymi prenaseci na povrch bunék. GLUT4
transportuje glukdzu z krve do bunék. Kdyz skonci inzulinova signalizace, GLUT4 jsou
endocytovany zpét do prostredi bunky. Izoformou GLUT4 je GLUT2 v pankreatickych
B-bunkach a v hepatocytech. Tam inzulin inhibuje syntézu glukozy a posiluje syntézu
zasobniho glykogenu. Zni¢enim pankreatickych B-bunék (autoimunitné ci napfiklad
pomoci STZ) dochazi k inzulinové deficienci a tim k dramatickym zménam
v glukdézovém metabolismu. Tento stav je oznacovan jako diabetes mellitus L. typu.

STZ je toxin, ktery jako strukturalni analog glukézy pronika do [-bunék
v Langerhansovych ostrivcich pres GLUT2 glukdézovy prenaseC. V bunkach se
nejfaltalnéji projevuji Uucinky NO skupiny toxinu, kterd muze vytvaret ROS (reactive
oxygen species, velmi reaktivni skupiny obsahujici kyslik jako napf. -OH, H20,

superoxid Oz-) a spolu s alkylacni skupinou v STZ poskozuji DNA - dochazi

16



k fragmentaci DNA a k dalSim zménam predevsim v metabolismu bunky; bunka
nasledné nekrotizuje (shrnuji Szkudelski 2001; Chaudhry et al. 2013).

V modelovych potkanech finsti védci indukovali onemocnéni diabetes mellitus
L. typu pomoci STZ. Analyzou Northern blot vyslo najevo, ze v myokardu a kosternich
svalech, tkanich citlivych vaci inzulinu, mély nemocné tkané potlacenou expresi 400bp
mMRNA oproti kontrolnim vzorklm zdravych jedincl; mozek jako inzulin-nesenzitivni
tkan nevykazoval zadnou zménu. Pfi analyze dalSich tkani zdravych potkanich jedincl
byla dana mRNA detekovana nejvice v kosternich svalech, ve srde¢nim svalu a v mozku.
V ostatnich tkanich (plice, brzlik, jatra, atd. — viz obr. 9) byla exprese nizka. (Paivarinne

& Kainulainen 2001)

d

Kosterni sval  Myokardium Mozek
C D C D C D

400 bp

Obrazek 7 | Northern blot analyza mRNA DAPIT (prevzato z Paivarinne & Kainulainen 2001, upraveno)

Na obrazku a) jsou porovnané exprese mRNA DAPIT ve trech tkanich; C je oznaleni pro kontrolni jedince,
D pro diabetické.

Na obrazku b) je analyza exprese mRNA zdravych jedincl v nejriznéjsich tkanich.

Vyssi vyskyt mMRNA ve zdravém mozku, srdci a kosternich svalech si mizeme dnes
vysvétlit tim, Ze DAPIT je podjednotkou F1Fo-ATP syntazy a v téchto tkanich se vyskytuji
mitochondrie v abundantnim mnozstvi kvali jejich energetické narocnosti.

V protikladu k témto vysledkim byly v roce 2012 publikovany Udaje o zvysené
expresi samotného proteinu DAPIT v diabetickém myokardiu, v kosternim svalu

i v tukové tkani varlat potkand, ale naopak tomu bylo v ranych stadiich diabetu (Kontro
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et al. 2012). Jakym zpUsobem je DAPIT spojen s diabetem a hladinou inzulinu, zistava

stale predmétem vyzkumu.

6,8 kDa proteolipid (téz C14orf2 nebo MLQ dle prvnich tfi aminokyselin v sekvenci)
je protein skladajici se z 60 aminokyselin také s jednim predikovanym
transmembranovym helixem na C-konci (molekulova hmotnost je 6 834 Da). Byl poprvé
izolovan metodou chloroform/metanolové extrakce z bovinniho srdce (Terzi et al.
1990).

V roce 2007 byly publikovany dvé védecké studie, které nezavisle na sobé
identifikovali DAPIT a vedle n€j i 6,8 kDa protein jako podjednotky FiFo-ATP syntazy
(Meyer et al. 2007; Chen et al. 2007). Prace z roku 2012 potvrdila jejich mitochondrialni
lokalizaci, oba proteiny byly navic detekovany i ve V-ATP syntazach lysozomdi
na zakladé imunohistochemickych experiment(. (Kontro et al. 2012)

Oba proteiny jsou tézko zachytitelné pfi purifikaci mitochondriadlnich
membranovych proteind s pouzitim silnych detergentl. Proto byly v komplexech
mitochondridlnich ATPaz detekovany pouze pfi pouziti velmi jemnych detergentl
(digitonin nebo n-dodecyl-B-D-maltosid) ¢i pri izolaci ATPazy v pritomnosti
exogennich fosfolipidd. Protoze byly pfitomny v monomerech i v dimerech bovinniho
enzymu, lze vyloudit jejich specificitu v dimerech (Meyer et al. 2007). Vysledky
ale naznacuji neprilis silnou interakci se zbytkem enzymu.

MLQ a DAPIT jsou oba bazické proteiny (pI = ~10), také nebyly zatim detekovany
jejich  post-translacni  modifikace. Jejich pfitomnost ¢&i  absence nemaji  vliv
na hydrolytickou aktivitu ATP syntazy. (Meyer et al. 2007)

Stanoveni stechiometrie téchto malych proteind v ramci ATPazy je klicové
pro tvorbu hypotéz o funkci téchto podjednotek. Protoze primarni struktura DAPIT
obsahuje praveé jeden cystein, stejné jako napriklad podjednotky b, d nebo f, je mozné
relativni stechiometrii stanovit pomoci znaceni radioaktivnim jodoacetamidem.
Dodecyl-maltosidem purifikovanad ATPaza obsahovala DAPIT v substechiometrickém,

priblizné polovicnim mnozstvi oproti ostatnim znacenym podjednotkam. MLQ bohuzel
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neobsahuje zadny cystein, jeho stechiometrie nemohla byt touto metodou stanovena.

(Chen et al. 2007).
3.1.1 Funkce obou protein(

Jakou ma podjednotka DAPIT v F1F,-ATP syntaze ulohu, jesté neni stale jasné. Jeho
orthology mizeme nalézt v obratlovcich a bezobratlych zZivocisich, ale nejsou v S.
cerevisiae (v analyzach se objevuje nizka (Cili pravdépodobné nahodna) ¢i zadna shoda
DAPITu a MLQ s podjednotkou k z S. cerevisiae), ani v jinych houbach fise Fungi (Chen
et al. 2007; Meyer et al. 2007). MGzeme se tedy domnivat vzhledem ke konzervovanosti
struktury a funkce ATP syntazy napfi¢ organismy, ze DAPIT i MLQ budou mit
postradatelnou roli ve funkci enzymu (Ohsakaya et al. 2011).

O funkci proteini DAPIT a MLQ byly publikovany zatim dvé studie — Ohsakaya a kol.
snizili pomoci RNA interference mnozstvi translatovaného proteinu DAPIT a sledovali
zmény tzv. knockdownovanych (KD) bunék oproti kontrolnim shMock bunkam
(kontrolni skupina, na které se pozna, zdali za zmény v expresich mize dana shRNA
nebo samotny proces transfekce). Metodou nativni elektroforézy a nasledného
Western blotu bylo zjisténo, Ze v bunécnych kulturach, kde byla signifikantné potlacena
exprese DAPIT, doslo k redukci mnozstvi ATP syntazy (az na 25% celkové populace
ve shMock kulturach). S timto Udajem dobre koreloval i pokles aktivity enzymu
az 0 60 % oproti kontrolam. Nezménéné mnozstvi transkriptl pro podjednotky ATPazy
naznacuji, Ze jejich proteosyntéza by méla v KD bunkach probihat beze zmén.
TaktéZ transport translatovanych proteind do mitochondrii v knockdownovanych
bunkach se zda byt neposkozen — nebyly nalezeny volné prekurzory a a § podjednotek
s MTP (mitochondria targeting presequence — sekvence, ktera ,navadi” proteiny
k mitochondrialnim membranam, aby pak byly nasledné dopraveny na cilové misto
v mitochondriich). Protein DAPIT ve svoji strukture obsahuje hydrofobni cast,
ktera pravdépodobné asociuje s intramembranovou F, doménou. DAPIT by tak

mohl napomahat stabilizaci pravé této domény, ¢imz by ovlivhoval vysledné mnozstvi
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enzymu v mitochondriich. Druhou moznou pficinou poklesu obsahu ATP syntazy mGze
byt nespravna asemblaci jejich podjednotek — DAPIT by v tomto pfipadé mohl hrat roli
jakéhosi chaperonu v asemblacnim procesu, ktery s ostatnimi podjednotkami
interaguje jen prechodné (Ohsakaya et al. 2011). Tuto hypotézu podporuje vyse
zminény nalez substechiometrického mnozstvi DAPITu oproti ostatnim ATPazovym
podjednotkam, coz je typicky znak asemblacnich faktorl (Hejzlarova et al. 2011).
Na druhou stranu ale byl protein DAPIT detekovan v nativnich gelech pouze spolecné
s plné asemblovanou ATPazou a ne v mensich proteinovych komplexech, které by
mohly predstavovat asemblacni intermediaty enzymu.

Tentyz vyzkumny tym v roce 2014 publikoval stejné koncipovanou studii
s podjednotkou MLQ (Fujikawa et al. 2014). Snizena exprese MLQ v bunkach pomoci
shRNA. zpusobila pokles mnozstvi podjednotek ATPazy i celého enzymového
komplexu. Bunky vykazovaly nizsi kapacitu tvorby ATP v mitochondriich a snizenou
schopnost proliferace pfi kultivaci bez glukézy. Tyto zmény jdou na vrub poklesu
mnozstvi ATPazy, mnozstvi ostatnich enzym( elektron-transportniho retézce
ani velikost protonového gradientu nebyly snizenou expresi MLQ. Podobné jako DAPIT
v jejich predchozi praci, i MLQ byl pomoci nativni elektroforézy detekovan pouze
v prouzku plné-asemblované ATPazy. To naznacuje spis stabilizacni nez asemblacni
Ulohu proteinu. Mapovani chemicky indukovanych kovalentnich vazeb mezi lysinovymi
postrannimi retézci (kroslinkovani) podjednotek ATPazy prokazalo proximitu MLQ
s dalSimi podjednotkami F, domény — DAPIT, e, f - coz dale podporuje hypotézu

stabiliza¢niho faktoru (Lee et al. 2015).

3.2 Dimerizace ATP syntazy, formovani krist v mitochondrii

Zatimco se v prokaryotickych bunkach vyskytuji ATP syntazy jen ve formeé
monomery, v eukaryotech enzym tvofi dimery nebo i vyssi oligomerni konformace.

Prvni dimery FiFo-ATP syntazy byly izolovany ze S. cerevisiae spolu se tfemi dalSimi
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proteiny (kvasinkové podjednotky k, g, e/Tim11), které byly dimer-specifické — nebyly
vilbec asociovany s monomerickou formou. Podjednotky nebyly dilezité
pro katalytickou cinnost enzymu, ale Su g a Su e/Timll se zdaly byt esencialni
pro tvorbu dimeru (Arnold et al. 1998). Brunner a kol. publikovali praci o nezbytnosti
Su e pro dimerizaci; za nepfitomnosti Su g byl enzym schopny dimerizovat aspon
v omezeném mnozstvi, za nepfitomnosti Su e nikoliv. Su g ma jen podpUrnou funkci
a stabilizuje Su e (Brunner et al. 2002). Dalsi studie ale izolovaly dimery i za absence
Su e a zahrnuly i dalsi podjednotky Fo domény podilejici se na interakci dvou
monomerl ATP syntdz (Gavin et al. 2005; Wittig et al. 2008). Navic jsou
v monomeru bovinni ATP syntazy podjednotky e a g pevné navazané; pojem dimer-
specificky proto patrné plati jen pro kvasinkové homology (Meyer et al. 2007).
Podjednotky e a g se ukazaly byt klicové i pro tvorbu mitochondrialnich krist
(Paumard et al. 2002). Kristy zvétsuji povrch vnitfni mitochondrialni membrany,
¢imz umoznuji fungovani vétsiho mnozstvi enzymU oxidativni fosforylace.
Mitochondrie s deleci Su g a Su e neobsahuji dimery ATP syntaz a vnitfni
mitochondrialni membrana je organizovana do dvou nebo tfi koncentrickych vrstev
pripominajicich vrstveni cibule. V bunkach z bovinniho srdce a potkanich jater byly
vizualizovany pomoci elektronové kryotomografie fady dimerl nachazejicich se
v nejvice zahnutych castech vnitini membrany - presnéji byly pozorovany vzdy dvé
rovnobézné rady F1 hlavicek vzdalené od sebe ~28 nm. Stredy F, domén od sebe déli
~13 nm (viz obr. 8). Uhel sklonu mezi perifernimi stonky se pohybuji mezi 55° a 95°
pro bovinni dimery, u potkant byl tento Uhel ~70° (Strauss et al. 2008). Vyskyt dimer
v zakfivenych mistech membrany byly dfive zpozorovany i v nezelené fase Polytomella
(Dudkina et al. 2005). Prestoze dokazou lipidy samy davat tvar lipidovym dvojvrstvam,
na vnitfni mitochondrialni membrané hraji dimery ATP syntaz hlavni roli ve tvorbé
velkych zakriveni. Maji pravdépodobné esencialni vliv na morfologii krist. (Davies et al.

2012)
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Obrazek 8 | Dimery ATP syntazy v izolované mt membrané
(prevzato z Davies et al. 2012)

A), B) - monomerické usporadani ATP syntdz kvasinek
postradajicich Su g, rozprostiraji se na plochych ¢&i malo
zakfivenych mistech membrany

C0), D) — normalni ATP syntdzy v dimerickém usporadani
nachézejicich se na mistech nejvétsiho zakfiveni
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Obrazek 9 | Dimer (prevzato z Dudkina
et al. 2005, upraveno)

Na obrazcich a), b) a c) jsou projekce
dimer( ATP syntazy na zékladé analyzy
z elektronové mikroskopie. Dimeriim b)
a ¢) chybi vzdy jedna specifickd F1
doména.

Obrazek d) je interpretace dimeru. Zluta
¢ast - F; doména, zelena — c-rotor, modra
— periferni stonek, cervena — dimer-
specifické komponenty



3.3 Mitochondrialni por prechodné propustnosti

MPTP (nebo mitochondrialni megakanal — MMC) je nespecificky por otevirajici se
pfi pfili$ vysoké koncentraci Ca%* kationt(i v mitochondrialni matrix (Haworth & Hunter
1979), v prdméru ma ~2,3 nm (Crompton et al. 1987). Otevira se na vnitrni membrané
a propousti molekuly do velikosti 1 500 Da obéma sméry (Haworth & Hunter 1979),
dochazi k vyrovnavani osmotického tlaku a koncentraci latek v mt matrix a v cytosolu
bunky. Por mlze byt specificky inhibovan cyklosporinem A, lipofilnim
imunosupresivem (Crompton et al. 1988), ktery se vaze na cyklofilin D, protein zvysujici
citlivost MPTP vi¢i Ca2*(Halestrap et al. 1998).

Problematika MPTP se studuje predevsim v srdecni svaloving, kde se podili
na reperfuznim poskozeni. Reperfuze nastava po ischemii, kdy dochazi k obnoveni
zasobovani tkané krvi. V dasledku hypoxie doslo k docasnému naruseni mt
respirace, vycerpavani zasob ATP a vyrazné zvySeni koncentrace ADP, AMP a P;
(Halestrap 2010). Disipace protonového gradientu také obratila cyklus Ca®* iontg,
jehoz koncentrace je pfirozené udrzovana nizsi neZ v cytosolu pomoci Na*/Ca?*
vyméniku a Na*/H* antiporteru (viz obr. 4) (shrnuje Crompton 1999), a to vede
ke kumulovani intracelularnich Ca?* iontd. Cim déle ischemicky stav trva, tim vétsi je
rozsah poskozeni. Pri dostate¢né dlouhé ischemii nedojde po reperfuzi k obnové
funkce dychaciho fetézce a koncentrace Ca?* iont0 je v mt matrix tak vysoka, Ze spolu
s oxidativnim stresem, pritomnosti vétsiho mnozstvi Pi a nedostatkem ATP otevira
MPTP. Otevreni tohoto nespecifického kanalu plsobi velké skody — v mitochondrii se
Uplné vyrusi protonovy gradient, vyrovnaji se koncentracni gradienty vsech iontd
mezi matrix a cytosolem (véetné Ca?* gradientu). Mitochondrie za¢ne na zakladé toho
bobnat, kvili ¢emuz mize popraskat jak vnitrni, tak i vnéjsSi mt membrana. V pripadé
takové ruptury je do cytosolu vypustén cyt ¢ a dalsi proteiny, které mohou spustit
signalni kaskadu vedouci k apoptéze bunky (shrnuje Halestrap 2009). Studium stale

neobjasnéné molekularni podstaty MPTP ma tedy velky vyznam pro vyzkum
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kardioprotekce, ale MPTP figuruje samoziejmé i jinde, napf. v muskularnich dystrofiich
(Palma et al. 2009).

Struktura tohoto péru je stadle neznama; nejprve se védci domnivali, Zze zvysena
permeabilita membrany je zplsobena ¢innosti fosfolipazy A; citlivé vaci Ca?*(Pfeiffer
et al. 1979), ale to bylo vyvraceno inhibici MPTP cyklosporinem A bez Gcinku na aktivitu
fosfolipazy (Broekemeier et al. 1989). Dalsi teorie mluvila o p6ru slozeného z komplexu
VDAC/ANT (napétové zavisly aniontovy kanal/prenasec adeninovych nukleotid()
(Crompton et al. 1998), ale v bunkach s deletovanymi geny pro oba proteiny stale
vznikal MPTP inhibovatelny cyklosporinem A (Baines et al. 2007; Kokoszka et al. 2004).

Nejnovéjsi hypotézy hovori o podilu FiFo-ATPazy na tvorbé kanalu. Cyklofilin D se
totiz pfi vyssich koncentracich P; vaze na OSCP podjednotku hydrolyzujici ATP syntazy
a snizuje jeji aktivitu (Giorgio et al. 2009; Giorgio et al. 2013). Giorgio a kol. oznacili
dimery ATP syntazy jako MPTP, jeji inhibitor benzodiazepin 423 ma stejné vazebné
misto jako cyklofilin D a zaroven mél podobné podplrny efekt na vznik MPTP.
U monomerl Giorgio a kol. nezpozorovali zadny proud solutl ci iontd typicky
pro MPTP. Stejny jev byl sledovan v savci i kvasinkové ATP syntaze (Carraro et al. 2014;
Giorgio et al. 2013). Jina védecka skupina predpoklada, ze je MPTP tvoren
podjednotkou ¢ F, domény. Domnivaji se tak, protoZe zatimco snizenad exprese F1
domény neméla na MPTP zadny vliv, absence F, domény potlacila aktivitu péru stejné
jako cyklosporin A (Bonora et al. 2013). Naproti tomu Alavian a kol. navrhuji jesté treti
model pro MPTP. Zjistili, Ze purifikované c-oligomery nejsou citlivé vi¢i hladiné Ca?*
a nejsou inhibovany cyklosporinem A, ale potvrdili inaktivni MPTP pfi Ubytku c-
podjednotky. Podle Alaviana a kol. je pravdépodobné hlavni citlivou casti MPTP F;
doména, ktera reguluje otevirani nespecifického péru rozvolnénim struktury c-
oligomeru v Fo doméné (Alavian et al. 2014).

Je celkem pravdépodobné, ze se tento megakanal otevira diky FiFo-ATPaze
vzhledem k vyse publikovanym zjisténim; presnou molekularni podstatu MPTP

ale bude treba dale zkoumat.
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4. Zaver

F1Fo-ATP syntaza je poslednim a zasadnim enzymem dychaciho retézce, ktery je
prfimo zodpovédny za syntézu naprosté vétsiny ATP v bunce. Pfi vyrazeni tohoto
enzymu je dalSim vyznamnym zdrojem ATP glykolyza, to ale zdaleka nepokryje
energetické naroky tkani, coz ma pak fatalni disledky pro cely organismus. Znat
strukturu ATP syntazy a udalosti s ni spojené (jako napriklad asemblace) je proto zcela
klicové pro vyzkum a Ié¢bu patologii zpUsobenych jejim poskozenim.

ProtoZze podoba Fi1 domény a c-oligomeru uz je celkem znama, badani se
v poslednich letech soustfedi na odhaleni struktur novych transmembranovych
podjednotek ATP syntazy u Zzivocich(. Stechiometrie téchto podjednotek jesté neni
zcela vyjasnéna. Predpoklada se, Ze vSechny obsahuji jeden transmembranovy helix
a stabilizuji membranovou cast enzymu. Méné pravdépodobné pomahaji enzym
asemblovat, ale ani to nelze vyloucit. Dosavadni vyzkum protein DAPIT a MLQ toho
prilis o jejich Uloze nefika. Je nezbytna tvorba dalSich bunécnych modell a podrobnéjsi
charakterizace ATP syntazy pfi omezeni ¢i odstranéni jejich exprese. Tkanove rozdilna
exprese a regulace mnozstvi DAPIT insulinem by mohly predstavovat dynamicky
prostredek k regulaci mnozstvi ATP syntazy v mitochondriich.

ATP syntaza ma asi jesté dalSi, na prvni pohled neziejmé funkce — podili se
pravdépodobné na zakfiveni krist, vyznamné tak prispiva ke zvétSeni povrchu vnitini
mitochondrialni membrany a celkové efektivité metabolické cinnosti mitochondrie.
Vedle toho je velmi zajimavy potencialni podil enzymu na fenoménu MPTP. To,
Ze mitochondrie spousti apoptdzu, je znamy fakt. Predstava o pfimé Ucasti ATPazy
na tomto procesu je proto opodstatnéna, ale posledni publikované vysledky se zatim
dosti lisi. Molekularni podstata MPTP je dllezita pro studium kardioprotekce,

ocCekavam proto, ze vyzkum MPTP bude intenzivné pokracovat.
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