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Abstrakt

ATP syntaza je klicovym enzymem celého energetického metabolismu.
Nachazi se ve vnitfni mitochondrialni membrané, kde je soucasti respiracniho
fetézce produkujiciho energii ve formé adenosin trifosfatu. Regulace jeji aktivity
je dulezita pfedevSim kvali udrzovani pfimérené hladiny ATP v bufice, ktera se
méni dle aktualnich fyziologickych narokl. Nahlé snizeni aktivity ATP syntazy
muUze vést k hyperpolarizaci mitochondrialni membrany, spojené se zvySenou
produkci reaktivnich kyslikovych radikald z respiratniho fetézce. Takto
navozeny oxidativni stres mize buriku fatalné poskodit a vést k programované
bunécné smrti, apoptéze. Neni proto prekvapiveé, Zze zmény regulace aktivity
ATP syntazy byly popsany u rlznych patologickych stavu, jako napfiklad
ischémie, nebo karcinogeneze. Cilem této prace je shrnout sou¢asné poznatky
tykajici se fyziologické regulace aktivity ATP syntazy, zejména na urovni
interakénich partnerd, Ca?* iontll, post-translacnich modifikaci a v neposledni

fadé i na urovni supramolekularni organizace enzymu.
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Abstract

ATP synthase is a key enzyme of energy metabolism. It is located in the
inner mitochondrial membrane, where it is a part of respiratory chain, which
produces energy in the form of adenosine triphosphate. Regulation of its activity
is important, primarily to maintain an adequate level of ATP in a cell, which is
variable according to the current physiologicall demands. Sudden decrease in
ATP synthase activity may lead to hyperpolarization of the mitochondrial
membrane associated with increased production of reactive oxygen radicals
from the respiratory chain. Oxidative stress induced in this way can fatally
damage the cell and lead to a programmed cell death, apoptosis. It is therefore
not surprising that changes in the regulation of ATP synthase activity have been
described in various pathological conditions such as ischemia or
carcinogenesis. The aim of this work is to summarize the current knowledge
about the physiological regulation of ATP synthase activity, especially at the
level of interaction partners, Ca?* ions, post-translational modifications and, last

but not least, at the level of supramolecular organization of the enzyme.
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Seznam zkratek

ADP Adenosin difosfat

ATP Adenosin trifosfat

Arg Arginin

CoA Koenzym A

CsA Cyklosporin A

CyD Cyklofilin D

Cys Cystein

Glu Kyselina glutamova

IF1 Inhibi¢ni faktor 1

Lys Lysin

mPTP Mitochondrialni permeabilné transientni por
NAD* Nikotinamidadenindinukleotid
NO Oxid dusnaty

NO: Oxid dusicCity

Phe Fenylalanin

PKA Protein kinaza A

PKC Protein kindza C

Pro Prolin

PTM Post-translacéni modifikace
PTMs Post-translacni modifikace
RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

Ser Serin

SIRT Sirtuin

TBT Tributyltin

Thr Treonin

Trp Tryptofan

Tyr Tyrosin

[Ca?']c Koncentrace cytosolického Ca?*

[Ca%|m Koncentrace mitochondridlniho Ca?*



1 Uvod

ATP syntaza je kliCovy enzym metabolismu, predevs§im kvuli jeji roli v syntéze
nukleotidovych molekul, adenosintrifosfatu. Adenosintrifosfat, (dale jen ATP) je dllezity
nukleotid, respektive nukleosidtrifosfat, obsahujici vysoké mnozstvi energie dale
vyuzivané v Siroké Skale bunécnych procesu. Jedna se o makroergickou slou¢eninu,
skladajici se z jedné molekuly adenosinu a tfech molekul fosfatu navazanych na 5°
uhliku cukru ribdzy. Proto se fadi mezi takzvané 5  ribonukleotidy. Dostatecné
mnozstvi ATP v burice je zivotné dulezité a je potfeba ho pribézné doplfiovat. S
nulovou regeneraci ATP by buika pfeZila jen jednu az dvé minuty (Alberts, Bruce, et
al. 2002). Tento klicovy jev zajisStuje mimo jiné enzym ATP syntaza, jak jiz bylo
zminéno vySe. Endergonni enzymatickou reakci, pfesnéji transferazovou, fosforyluje
molekulu adenosindifosfatu (ADP) jednim monofosfatem (P;, pfesné HPO,%). Hnaci
silou je proud vodikovych iontd prochazejicich enzymem z mezimembranového
prostoru, ve shaze vyrovnat koncentrace na obou stranach membrany. Kazdé 3,3 az
4,4 ionty vodiku proslé ATP syntazou daji vzniku jedné molekule ATP (David G.

Nicholls, et.al. 2002). Pomoci chemické rovnice Ize tento déj popsat takto:

ADP* + HPO,” + H" + nH'oy <> ATP* + H,0 + nH",..

Syntézu ATP doprovazi rotace enzymové Fo domény, jenz jest ukotvena v
membrané a spole¢né s y podjednotkou (nalezici doméné F,), tvofi tak zvany rotor
enzymu. Pfi opacném sméru rotace dochazi i k opacné exergonni chemické reakci,
tedy k hydrolyze ATP a pumpovani vodikovych iontl zpét do intermembranového
prostoru. Tento jev se hojné vyskytuje napfiklad za anoxickych podminek.

Ve vétsiné eukaryotickych bunék je ATP tvofeno pfedevsim ATP syntazou,
avSak muize vznikat i jinymi zplUsoby. Napfiklad regeneraci z kreatinfosfatu, ci
nékterymi reakcemi glykolyzy. Tyto mechanismy vSak nebudou pfedmétem této prace,
ve které se predevdim zaméfim na ATP syntazu, respektive regulaci jeji aktivity ve
fyziologii bunky.

Regulace ATP syntazy probiha na dvou zakladnich urovnich. Na urovni genové
exprese, oznaCované jako stabilni regulace, a enzymové aktivity, znamé jako
dynamické regulace. Do prvni kategorie patfi tyto mechanismy: transkripce, post-
transkripni upravy a skladani dil€ich proteinovych komponent enzymového komplexu.

Tato skupina stabilnich regulaci neni pfedmétem této prace, proto ji nebudu dale



rozebirat. Druha skupina regulaci dynamickych, ktera je predmétem této prace,
zahrnuje uginky Ca?" iontd, post-translaénich modifikaci a interakénich proteinu.
Nedovolim si v8ak opomenout regulace zplsobené supramolekularnimi organizacemi
enzymu, dimerizaci a oligomerizaci. Interakéni proteiny zminéné dale v praci jsou: IF1,
CaBl, cyklofilin D, Bcl-xL, S100A1, faktor B a PKC®.

Kromé tvorby ATP ma ATP syntaza kliCovou ulohu pfi bunééné smrti, zejména
pfi otevirani mitochondrialniho poéru pfechodné propustnosti, oznaovaného mPTP.
Soucasny pohled pfedpoklada, ze hlavni &asti struktury mPTP je pravé samotna ATP
syntaza (Alavian et al., 2014). Jsou to pravdépodobné& ATP syntazové dimery, které
tvofi, respektive oteviraji permeabilni pfechodny pér PTP a pusobi vnitini
mitochondrialni membranu propustnou pro malé soluty, coz zpUsobi buné¢nou smrt a
dovede buriku k "bodu ze kterého neni navratu." Nepfili§ pfekvapivé je tedy aktivita
ATP syntazy mimo jiné spojovana s procesy starnuti a s tim spojenymi chorobami
(Chin et al., 2014; Sun et al., 2014).

Cilem této prace je shrnout aktualni poznatky tykajici se fyziologickych regulaci
aktivity mitochondrialni ATP syntazy, poéinaje od Ca*" iontl, pfes interakce se
skupinou urcitych  proteinl, az k chemickym modifikacim konkrétnich

aminokyselinovych zbytk( ATP syntazy.



2 Mitochondrialni ATP syntaza

ATP syntaza se sklada celkem z 29 podjednotek 18 typu proteind (i s IF1) a jeji
molekulova hmotnost se pohybuje okolo 592 kDa (Abrahams et al., 1994; Cabezén et
al., 2003; He et al., 2018). Nejdfive se vSak déli na dvé zakladni domény, F; a Fo.
Prvni ATP syntazova doména F; je vnéjSi a zasahuje do intermembranového prostoru.
Sklada se ze tfi podjednotek a, tfi podjednotek B a jedné podjednotky vy, ktera ale
z ¢asti zasahuje do membrany. Druhd ATP syntazova doména Fo je v membrané a
sklada se z8 az 10 do kruhu uspofadanych c podjednotek, a dale z f, g a e
podjednotky. Obé dvé domény F; a Fo jsou vzajemné propojeny perifernim stonkem,
sloZzeného z vice riznych podjednotek (b, F6, d, ATP6, ATP8, OSCP) a centralnim
stonkem, ktery spole¢né sy podjednotkou F; domény, obsahuje jednu & a jednu ¢
podjednotku. Druha &ast y podjednotky je kovalentné vazana k membranové Casti Fo,
konkrétné k podjednotkam & a €. Membranova, ATP syntdzova doména Fo, tvofi
cylindrickou hydrofobni strukturu slozenou z ¢ podjednotek, které jsou spole¢né sy, © a

€ podjednotkami rotujici ¢asti enzymu.
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Obrazek 1. Uspofadani jednotlivych podjednotek savei ATP syntazy, pfevzato z prace (He et
al., 2018).



U lidi a ostatnich obratlovcl jsou podjednotky ATP6 a ATP8 kdédovany z genu
mitochondrialni DNA a translatovany uvnitf mitochondrie. Ostatni podjednotky jsou
kédovany v jaderném genomu, translatovany v cytoplazmé a posléze transportovany
do mitochondrie.

Katalyticka aktivita ATP syntazy vychazi z nesoumérného usporadani vy
podjednotky vuci F;-ATPazové doméné. Podjednotka y kazdym pootoCenim o 120°
aktivuje vzdy jednu ze tfech podjednotek B do konformace nalezité jeji lokalizaci vici
podjednotce y. Kazda B podjednotka postupné projde tfemi konformacemi s nékolika
diléimi kroky (Sekiya et al., 2017). V prvni zaujaté konformaci navaze 3 podjednotka
adenosin difosfat (ADP) a volny anorganicky fosfat (Pi). Naslednym pfechodem dale
mechanicky spoji obé molekuly dohromady. Vznikne tak adenosin trifosfat (ATP), ktery
hraje klicovou roli v mnoha enzymatickych procesech. Poté pfejde B podjednotka do
tfetiho typu konformace, uvolni vzniklé ATP a umozni navazani dalsi molekuly ADP s
anorganickym fosfatem. V tomto procesu hraji dllezité role specifické fosforylace a a 3
podjednotek (Kane et al., 2010). K syntéze ATP je potfeba hnaci sila ve formé
elektrochemického protonového gradientu. Pumpovani proton do intermembranového
prostoru vytvari 1., lll., a IV. komplex dychaciho fetézce. Vznikly elektrochemicky
potencial AP ma dvé slozky, elektrickou a chemickou, pficemz v mitochondriich hraje
podstatnéjsi ulohu elektricka slozka. V opacném smeéru rotace y podjednotky enzym
hydrolyzuje molekuly ATP a generuje protonovy gradient v intermembranovém
prostoru. Strukturu ATP syntazy a mechanismus syntézy ATP poprvé popsal Paul D.

Boyer, J. E. Walker a J. C. Skou, za coz dostali v roce 1997 Nobelovu cenu.



3 Regulace Ca* ionty

Regulace Ca* ionty je dulezitym regulaénim mechanismem enzymové aktivity
ATP syntazy. Napfiklad v srdeénim svalu se hladina intramitochondrialniho Ca®*
[Ca®'],, pfechodn& méni v kontraktilnim a relaxaénim cyklu a indukuje nartst v celkové
mitochondrialni ATP produkci, potfebné k udrzeni srde€niho chodu (Bell et al., 2006).
Obecné se tedy predpoklada, ze Ca** aktivuje nebo inhibuje respiraéni fetézec, podle

aktualnich energetickych naroku.

Energy

Increased heart — demand
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Obrazek 2, funkce Ca®* iontl v bufice. Pfevzato z prace (Tarasov et al., 2012)

@

Narust koncentrace cytosolického Ca®* [Ca®']. spusti aktivaci Ca®* regulovanych
mitochondrialnich pfenasedt typu uniport (MCU), pokraduje nariistem Ca* v matrix a
nasledné aktivuje mitochondridlni dehydrogenazy (napfiklad pyruvat dehydrogenazu,
viz. nize) a ATP syntazu. Rovnéz je znamo, Ze B podjednotka F; domény vaze Ca™,
ale stale neni znamo za jakym ucelem (Hubbard and McHugh, 1996). Bézna
koncetrace mitochondrialniho Ca** [Ca*"]., je kontrolovana aktivitou pfenasedd MCU a
odtokem Ca®', ktery zajistuje Na*/Ca®* antiportni prenaseé¢ (mMNCX). Pfijem Ca®" do
mitochondrie je zavisly na respiraci. Vysoké miry absorpce Ca?* mohou tedy uginné
snizit potencial mitochondrialni membrany (AW,,) (Gunter and Pfeiffer, 1990). Tento jev
je v8ak pozorovatelny pouze u izolovanych mitochondrii, s vysokou koncentraci
extramitochondrialniho Ca®*. U izolovanych kardiomyocytt za fyziologickych podminek,
s b&znym pFijmem Ca®" do mitochondrie, neni pozorovan pokles membranového
potencidlu AW,. Ztoho vyplyva, Ze za fyziologickych podminek pFijem Ca®" do

mitochondrie nesnizuje membranovy potencial, ani neinhibuje ATP syntézu. Presto



vSak mulze dojit k mirnym poklesum potencidlu mitochondrialni membrany béhem
zvy$eni cytosolické koncentrace Ca®* v jinych systémech. To miZe byt pozorovano
mitochondriich charakterizovaly pfenaseCe MCU jako nizko-afinitni, vysoko-kapacitni
transportéry Ca?', zatimco antiportni pfenase€¢ MNCX ma mnohem nizSi Vi,
saturujici pfi [Ca®'], pod 1 uM (Gunter and Pfeiffer, 1990; Nicholls and Crompton,
1980). Tedy se predpokladalo, Ze pritok Ca** do mitochondrie zapo&ne pouze tehdy,
kdy externi koncentrace Ca®" vzroste nad 500 nM, tedy mnohem vy$e nez je b&zné
[Ca*]. 100-200 nM (Miyata et al., 1991). Tato hypotéza byla potvrzena na krysich
myocytech, nebot [Ca®'], zUstala niz&i nez [Ca®'],, dokud se tato koncentrace
externiho Ca®* nezvysila na 500 nM (Miyata et al., 1991). Ve studii Tarasov et al.,
2012, pouzili Ca®* aktivovany fotoprotein aequorin zacileny do mitochondrii (Tarasov et
al., 2012). Objevili, Ze mitochondrie jsou schopny pFevzit Ca®* velice rychle, diky jejich
blizkosti k intracelularnim Ca** zasobam a mohou bezpeéné rozeznavat mnohem vyssi
koncentrace [Ca?']. (Rizzuto et al., 1992). V né&kterych burikach se koncentrace [Ca*'],,
méni v reakci na pouhé nanomolarni zmény koncentrace [Ca®']., ale napfiklad v
kardiomyocytech jsou reflektované zmény [Ca®], malé, vétSinou od 10 do 20 nM
(Andrienko et al., 2009).

Jak bylo naznadeno vysSe, Ca®* v mitochondrii aktivuje dehydrogenazy,
konkrétné napfiklad multienzymovy 50 MDa komplex pyruvat dehydrogenazy (PDH).
Ta nevratné katalyzuje: pyruvat + CoA + NAD" — acetyl-CoA + NADH, + CO,. Dulezity
acetyl-CoA poté vstupuje do citratového cyklu, nebo do syntézy mastnych kyselin.
Aktivita komplexu PDH je jednim z krokd v oxidaci glukdzy a tedy ma pfimy dopad na
celkovou rychlost bunééného dychani a syntézy ATP v savcich tkanich (Randle, 1995).

To, ze rychlost produkce ATP muze byt regulovana nezavisle na rychlosti
respirace nebo potencialu mitochondrialni membrany (AWY,), bylo prokazano
v intaktnich krysich mitochondriich (Territo et al., 2000). Nedavné in vitro (Harris and
Das, 1991) a in vivo (Scholz and Balaban, 1994) studie uvadély ATP syntazu jako
potencidlni cil t&chto regulaci. | kdyZ se ukazalo, ze ATP syntaza vaze Ca®" pfimo
(Hubbard and McHugh, 1996), je spiSe pravdépodobnéjsi, Ze regulace je
zprostfedkovana pres post-translaéni modifikace, konkrétné fosforylace y podjednotky,
ktera je na mitochondrialni Ca*" ionty citlivd v uM rozsahu (Hopper et al., 2006).
Nedavné prace vsak identifikovaly protein S100A1, ktery se vaze k ATP syntaze Ca*
dependentnim zplsobem a pusobi tak narust v syntetické produkci ATP (Boerries et
al., 2007).



4 Interakéni partnefi ATP syntazy

Nékteré proteiny asociuji s ATP syntazou, pficemz nejsou jeji stabilni soucasti

nebo podjednotkou a jsou Casto zapojené do regulace jeji aktivity. V tabulce 1 jsou

shrnuty interakéni proteiny ATP syntazy a jejich potencialni funkce v regulaci

enzymove aktivity.

Tabulka 1
Interakéni Interakce Funkce Citace
partner
Inhibice hydrolytické aktivity ATP  (Garcia-bermudez
IF1 F.a, F1B
syntazy and Cuezva, 2016)
- OSCP, podjednotka d Inhibice chodu ATP syntazy a (Bernardi et al.,
Cyklofilin D ) S o
a podjednotka b inhibice aktivity mPTP 2015a)
L . (Formentini et al.,
Bcl-xL F.a, F1p Otevirani mPTP a apoptéza
2014)
i (Boerries et al.,
S100A1 F.a, Fi Narast syntézy ATP
2007)
Komponent pro formovani
Faktor B F,a, OSCP komplexd ATP syntazy a narust (Belogrudov, 2010)
syntézy ATP
) o ] (Harischandra et
PKCd Podjednotka d Inhibuje syntézu ATP
al., 2014)
] Narust syntézy a inhibice (Yamada and
CaBl Fo doména
hydrolyzy ATP Huzel, 1989)

4.1 Inhibicni faktor 1 (IF1)

Inhibiéni faktor 1 byl objeven vroce 1963, Pullmanem a Monroyem

(Pullman and Monroy, 1963) v mitochondriich hovéziho srdce. Dnes jiz vS8ak bylo

izolovano mnoho homolognich IF1 napfiklad u ¢lovéka (Ichikawa et al., 1999), potkanu

(Chan and Barbour, 1976), kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Hashimoto et al.,
1981), Candida utilis (Satre et al., 1975) a rostlin (Norling et al., 1990). Inhibi¢ni faktor

1 je maly, tepelné stabilni protein o velikosti pfiblizné 10 kDa (Faccenda and



Campanella, 2012). U savcl je zrala forma polypeptidu sloZzena z aminokyselinovych
zbytkl, pohybujicich se vrozmezi od 81 u lidi, mySi, Simpanzl a psl, az po 84
aminokyselin  napfiklad u skotu. Inhibiéni faktor 1 nachazime prevazné
v mitochondriich, pfestoze nékteré studie naznaduji, ze je IF1 pfitomen i v cytosolu a
na plazmatické membrané (Cortés-Hernandez et al., 2005) a rovnéz bylo ukazano, ze
je sekretovan do extracelularniho prostfedi za u¢elem modulace aktivit endotelovych
bunék (Burwick, Wahl, Fang, 2005).

Inhibi¢ni faktor 1 je kddovan ATPIF1 genem lokalizovanym u lidi a mysi
na chromozomech 1 a 4, a je syntetizovan jako propeptid nesouci vysoce
konzervovanou N-koncovou pre-sekvenci, dllezitou pro finalni transport do
mitochondrie. Alternativnim sestfihem primarniho transkriptu lidské IF1 mRNA, muzou
vzniknout tfi rizné mRNA liSici se délkou a sekvenci a mohou tak tvofit tfi rizné
izoformy proteinu. NejdelSi IF1 protein (12,24 kDa, pl 9,34) vychazi z izoformy 1,

obsahuijici tfi exony a kratkou nepiekladanou oblast 3'UTR. Taktéz mRNA izoforma 2
A

S'UTR Exon1 Exon 2 Exon3 JUTR

Isoform 1

I

Isoform 2

Isoform 3

GSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKEIERLOKEIERHKQSIKKLKQSEDDD
NOtBOUNd s  GSESGONVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAAL 1 HH HH H
Disordered structure
Binding
Bound to F1-ATPase =3 GSESGONVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKE!
Unresclved : a-halx Long a-halix Disordered Not present in
dalsha s structure 11-60 monomer

<

v

Homodimerization domain In IF1
Obrazek 3, A) mRNA izoformy IF1; B) genové oblasti, exony; pfevzato z prace (Garcia-

bermudez and Cuezva, 2016)

(7,91 kDa, pl 7,96) obsahuje tfi exony, avSak posledni z exonl je odliSny, coz pfi
translaci vede ke kratSimu proteinu s odliSnou C-koncovou sekvenci. Posledni

izoforma 3 se preklada do nejkratSiho proteinu IF1 (6,59 kDa, pl 8,34) a obsahuje jen



prvni dva exony s velmi dlouhou 3'UTR. Tyto tfi proteiny s délkami aminokyselinovych
fetézct 106, 71 a 60, jsou vSak po transportu do mitochondrie kratsi, nebot poté
dochazi ke §tépeni N-terminalni, 25 aminokyselinové mitochondrialni cilové sekvence.

Inhibiéni faktor 1 interaguje s katalytickou podjednotkou ATP syntazy,
pficemz nekompetitivné inhibuje hydrolyzu ATP za podminek podporujicich reverzni
aktivitu enzymu (Faccenda and Campanella, 2012). Kdyz je H" elektrochemicky
gradient zredukovan, napfiklad pfi hypoxickych, i ischemickych stavech, méni enzym
svoji syntetickou aktivitu na hydrolyzaéni, s uelem prfechodné obnovit snizeny
protonovy gradient AW, (Harris et al., 1979; Lippe et al., 1988). Inhibi¢ni faktor 1 se
tedy vaze na vazebné misto v katalytické doméné F; mezi a a 3 podjednotkou, hluboko
zasahujic smérem do stfedu domény v zarovnani s a-helixy, umisténymi na C-konci a
a B podjednotek. V této pozici interaguje N-konec IF1 s oblasti podjednotky vy, ktera
zaujima konformaci nadSroubovicového vinuti a zastavuje chod ATP syntazy (Cabezén
et al., 2001; Cabezédn et al., 2003; Gledhill et al., 2007). Tento regulacni protein je tedy
nepostradatelnou slozkou v ochrané bunky pfed uplnym vyc&erpanim ATP a apoptdzou.
Aktivita IF1 je silné ovliviiovana pH (Vinogradov and Panchenko, 1985) a pfedevsSim pfi
nizkém pH je jeho inhibi¢ni aktivita nejsilngjSi, coz je pravé pfi hypoxickych a
ischemickych stavech. Inhibi¢ni faktor 1 se vaze na polarni F; doménu, ve stechiometrii
1:1 v pfitomnosti Mg?* a ATP (Green and Grover, 2000). Branéni hydrolyze je duleZité,
aby nedoslo k jiz vyse zminénému vyCerpani bunécéného ATP.

Dlouho bylo IF1 povazovano Cisté za inhibitora hydrolytické aktivity ATP
syntazy, avSak novéjsi studie ukazuiji, Zze pfi potlaceni IF1 exprese doSlo v bunkach k
narlstu celkové koncentrace ATP (Garcia-bermudez and Cuezva, 2016), (Kahancova
et al., 2018). Rovnéz bylo dokazano, Ze pfi overexpresi IF1 doSlo ke sniZzeni
koncentrace bunééného ATP a metabolismus bunék se zna¢né podobal metabolismu
rakovinnych bunék, pfedevSim vyuZivajicich energii z glykolyzy (Esparza-Molté and
Cuezva, 2018). Nicméné& uloha IF1 v inhibici syntetické aktivity zatim nebyla
jednoznacné akceptovana.

Jak bylo naznaceno vyse, v pfipadé rakovinnych, ale i embryonalnich, Ci
nediferenciovanych bunék nalézame vicero odliSnosti od béznych bunék, napfiklad
pFevazujici glykolyticky metabolismus a zna¢né snizenou mitochondridlni respiraci.
Navyseni glykolyzy v rakovinnych burfikach je €asto doprovazeno zvySenou expresi
IF1, oproti béznym vzorkim primarnich bunék (Sanchez-Cenizo et al., 2010),
(Sanchez-Arag6 et al.,, 2013). ZvySena exprese IF1 posléze vede ke snizeni

mitochondrialni syntézy ATP a zvySeni metabolismu glykolyzy. V opacném pfipadeé,



kdy potlacime expresi IF1, dochazi ke snizeni glykolyzy a narGstu v metabolismu
oxidativni fosforylace (Sanchez-Cenizo et al., 2010). Podstatné je, ze pfi inhibici
oxidaéniho fetézce dochazi k mitochondrialni hyperpolarizaci, kvali zamezenému
zpétnému toku H* ionti zpét do matrix (Santamaria et al., 2006), (Sanchez-Arago et
al., 2013). Mitochondrie poté zacne produkovat superoxidové radikaly (ROS), které
posléze mohou byt pfi€¢inou bunécné smrti. Reaktivni kyslikové radikaly také mohou
mit kromé apoptotickych ucinkl tkanové specifické mitohormické Gcinky. Mitohormeze
obecné je adaptaéni jev burniky na stresové podminky. Nedavné vyzkumy prokazaly, ze
zvySena exprese IF1 v rakovinnych burnikach bézné& neni dobrym indikatorem pro
preziti pacientl, konkrétné v tumorech jater, moCového méchyfe a stfeva, avSak jsou
tkané, ve kterych naopak zvy3ena exprese IF1 méla ucinky pozitivni (Esparza-Moltd
and Cuezva, 2018). V jaternim tumoru podporovalo IF1 angiogenezi a metastaze, v
mod&ovém méchyfi a stfevé zvySenou proliferaci bunék (Ruipeng et al., 2014). Uginky
IF1 byly pozorovany i v pfipadé anémie, konkrétné s negativnim vlivem na syntézu
hemu (Jouaville et al., 1999). Mitochondrialni myopatie zvana Luftova nemoc je
neuronalniho pdvodu a je provazena absenci IF1. Charakteristicka je ne-thyroidnim
hypermetabolismem a poskozenymi kristami. Bazalni ATP syntazové aktivity u jednoho
ze dvou pacientl byly sedmkrat vy$Si, nez v normalnich zdravych burnkach (DiMauro et
al., 1976). Inhibiéni faktor 1 také ovliviiuje oligomerizaci ATP syntaz, ¢imz by

stabilizoval strukturu krist (Formentini et al., 2014).

4.2 Protein kinaza Co6

Protein kinaza Cd, ktera je Ca®* signalnim proteinem, m(ze regulovat
aktivitu ATP syntazy navazanim k d podjednotce Fo domény (Nguyen et al., 2008,
2010). Interakci s podjednotkou d inhibuje syntézu ATP. Protein kinaza Cd sehrava
dllezité proteolytické ulohy v prionovych onemocnénich a jeji zvySena exprese vede

k indukci apoptozy (Harischandra et al., 2014; Zhao et. al, 2012).
4.3 Faktor B
Jiz od prvnich studii byl faktor B uznan jako zakladni soucéast
mechanismu odpovédného za energetickou syntézu ATP. Zdalo se, ze lezi na pomezi

pfenosu energie mezi respiracnim fetézcem a komplexem ATP syntazy. Novéjsi studie

odhalily funkci faktoru B pfi formovani mitochondrialnich krist a tedy mitochondrialni
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morfologii. Dimery ATP syntaz na apikalnich vrcholech krist spole¢né s tetramery
faktoru B, mohou byt prostfedkem ke zvySeni Uc€innosti kone€ného kroku oxidativni
fosforylace v zivociSnych mitochondriich (Belogrudov, 2009). Nékteré studie ukazaly,
ze pfidanim rekombinantniho lidského faktoru B, se zvysila vyménna aktivita komplexu
ATP-P; pfiblizné 2,5krat (Belogrudov 2002), tedy se mulze jednat o vyznamny

fyziologicky prvek, v regulaci ATP syntazové aktivity.

4.4 Cyklofilin D

Tento protein patfi do cyklofiinové rodiny chaperond. Muze se
konstitutivné vazat na ATP syntazu a tim sniZovat synteticky i hydrolyticky chod
enzymu. Tyto regulace jsou konkrétné zprostfedkovavany interakci cyklofilinu D s
lateralnim ramenem ATP syntazy. Interaguje pfes podjednotky periferniho stonku
OSCP, b a d, a tim snizuje hydrolazovou aktivitu ATP syntazy (Giorgio et al., 2009).
Cyklofilin D mimo jiné hraje zasadni ulohu v procesech bunééné smrti. Cyklosporin A
se vaze na cyklofilin D a ten potladuje aktivitu mPTP, &¢imz muze konecné apoptdze
zabranit (Forte and Bernardi, 2011).

4.5 CaBl - 6,8 kDa proteolipid

protein CaBl, ktery interaguje s jeji Fo doménou (Yamada and Huzel, 1988). Aktivni
CaBl potom stimuluje syntézu ATP a inhibuje hydrolyzu ATP (Yamada and Huzel,
1989). To v8ak funguje jen vpfipadé fyziologické mitochondrialni hladiny

membranového potencialu (AW,,) (Yamada and Huzel, 1988).

4.6 S100A1

Protein S100A1, také znamy jako Ca** vazajici protein, se nejhojnsji
vyskytuje na Z discich svalovych sarkomer a na sarkoplasmatickém retikulu. Mozna se
do budoucna jedna o vhodného kandidata pro genovou terapii post-infarktickych
srdecnich tkani, diky jeho rozmanitym regulaénim funkcim. Protein S100A1 interaguje
s F, doménou ATP syntazy a podporuje jeji syntetické mechanismy Ca*

dependentnim zplsobem (Boerries et al., 2007).
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5 Post-translaéni modifikace

Post-translaéni modifikace, dale jen PTMs, patfi mezi zasadni mechanismy,
tvofici diverzitu funkci, struktury a stability proteinG v bunce. Strukturalni zmény
proteini provedené po translaci, esencialni pro jejich funkci, nalézame v burice dvojiho
typu: vratné a nevratné. Mizeme je zhruba rozdélit do ¢tyF skupin: 1) proteolytické
zmény, konkrétné Stépeni proteinu na kratSi polypeptidové fetézce, pFipadné
aminokyseliny; 2) pfidani proteinu/peptidu ubiquitynylaci; 3) pfidani neproteinové
organické molekuly jako jsou cukry (glykosylace), nebo hydrokarbonaty (isoprenylace);
4) chemicka modifikace, vznikla navazanim nove funkéni skupiny, nebo transformaci
existujiciho zbytku aminokyselinového postranniho fetézce. Posledni skupina
umozfiuje 8iroké moznosti variaci modifikaci, jako napfiklad: acylace, acetylace,
metylace, fosforylace, hydroxylace, sulfhydratace a NO-protein interakce. Tato skupina
je aktualné povazovana za nejdllezitéjSi typ modifikaci, umoznujici rozsahlé

enzymatické funkce (Wang et al., 2013).

Tabulka 2. Post-transla¢ni modifikace ATP syntazy

Typ PTM Interakce AK zbytky Fyziologicky vyznam
Fosforylace a, B, v, e f, ¢, _Ser184, ,Ser-419, inhibice/indukce ATP
A6L, (IF1) oThr-432, ;Ser-106, syntézy, flexibilita perif.

sSer-263, (Thr-312, stonku, funkce mPTP,
sThr-368 a Tyr-52, konformacni zmény pfi

F1Ser-39, - Ser-63 syntéze ATP

Acylace a acetylace a, B, y, OSCP oscpLys-139, snizeni syntézy ATP,
pLys-430, gLys-209  zvySeni u deacetylace

Methylace c cLys-43 stabilizace Fo rotoru v
membrané
Nitrace B pTyr-345, Tyr-368, inaktivace ATP syntazy

BPhe-424, BGIU'188

Cys-redoxni modifikace a, c o«Cys-251, (Cys-201, inhibice/lindukce ATP
«Cys-78, .Cys-65 syntézy, mPTP
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Nemala &ast post-translacnich modifikaci (PTMs) ma pravdépodobné spoijitost s
modulaci mPTP pfes cyklofilin D. Fosforylace a acetylace cyklofilinu D
glykogensyntaza kinazou-3 a sirtuin-3 (SIRT3) mlze otevirat kanal mPTP. Opacné,
specifické cys-nitrosylace cyklofilinu D mizou mPTP inhibovat. Zda se, Zze komplexni
sit’ acetylaci, fosforylaci a nitrosylaci na enzymovém komplexu, vyznamné ovliviuje

otevirani mPTP kanalu (Shulga and Pastorino, 2010).

5.1 Fosforylace

Proteinova fosforylace je pravdépodobné nejznaméjsim, regulacnim
mechanismem, ktery nachazime u eukaryot, i prokaryot. Jedna se o vznik esterové
vazby mezi fosfatovou skupinou a hydroxylovou skupinou (OH) aminokyselin serinu,
threoninu, nebo tyrosinu. Pfi fyziologickém pH nese fosforylova skupina dva negativni
naboje, ¢imz utvafi vysoce polarni strukturu, a vyrazné méni funkce enzymatické
aktivity. Jedna se o takzvanou allosterickou regulaci. Fosforylaci proteind provadi
proteinkinazy, defosforylaci fosfatéazy. V pfipadé fosforylace ATP syntazy nalézame
Sedesat sedm rlznych fosforylaci na dvanacti riznych podjednotkach (Covian and
Balaban, 2012). Mohlo by se tedy zdat, Zze tento typ PTM, tak jako i v jinych
biologickych systémech, hraje hlavni roli v regulaci enzymové aktivity. Fosforylace
Casto vyZaduje vyskyt alkoholovych skupin, konkrétné serinovych, nebo threoninovych
zbytkd. VétsSinu fosforylaci nachazime na hydrofilni F; doméné mitochondrialni ATP
syntazy, podle v8eho se tedy hlavni podil regulace zaméfuje na katalyzu.
Transmembranové podjednotky c, e, f a ATP6 taktéz obsahuji fosforylacni mista,
pficemz tfi fosforylaCni mista se vyskytuji na pfidatné podjednotce IF1 a na faktoru B
(Covian and Balaban, 2012). Konkrétni dvé fosforylacni mista na lidském IF1 (Ser-39 a
Ser-63), v8ak nenalézame u zadnych jinych zivo€iSnych forem. Fosforylace na Ser-39
pravdépodobné fidi navazani IF1 na ATP syntazu (Gledhill et al., 2007). Fosforylace
Ser-39 na N-terminalnim konci IF1, zabranuje jeho a-helixu navazani na 8 podjednotku
ATP syntazy. Oproti znamé funkci Ser-39, role fosforylace na Ser-63 nejsou znamé
(Covian and Balaban, 2012). Zda se byt zfejmé, Ze biologicky vyznam fosforylace a i 8
podjednotky, reguluje mechanismy vazebnych zmén pfi katalyze (Kane et al., 2010).
FosforylaCni mista na a podjednotce se skladaji pouze ze serinovych, nebo
threoninovych zbytk(. V izolovanych mitochondriich z mySiho srdce jsou tyto
aminokyselinové zbytky na N-terminalnich koncich dulezité pro zapocCeti interakce

s OSCP podjednotkou statoru enzymu (Rees et al.,, 2009). Fosforylace serinovych
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zbytkli na a podjednotce v tésné blizkosti B podjednotky na lidskych svalovych
mitochondriich, prasecich a mySich srdecnich mitochondriich vzrastaji, pokud jsou
mitochondrie vyzivovany ATP (Zhao et al., 2011). Nicméné, bé&hem uzavirani
katalytické domény se zapojuji pouze fosforylace .Ser-184, ,Ser-419 a ,Thr-432
(Covian and Balaban, 2012). Na krali¢i B podjednotce ATP syntazy, fosforylace gSer-
106, Ser-263, gThr-312 a gThr-368, zajiStuje spravné sestaveni monomerniho
komplexu ATP syntazy a fosforylace gSer-106 a gSer-263 snizuje ATP syntazovou
aktivitu, zatimco fosforylace gThr-312 blokuje ATP syntazu uplné. Fosforylace Tyr-52
na y podjednotce mize ménit torzni mechanismy zodpovédné za konformacni zmény
hexameru azf3; a branit tak rotaci rotoru (Francesca et al., 2006). Dale se pfedpoklada,
Ze fosforylace podjednotek periferniho stonku moduluji flexibilitu statoru, pfipadné
ovliviiuji dimerizaci enzymu (Covian and Balaban, 2012). Nedavné vyzkumy poukazaly
také na c podjednotky ATP syntazy, hrajici dllezité role pfi funkcich mPTP.
Fosforylace ¢ podjednotek proteinkinazou A (PKA) stimuluje aktivitu ATP syntazy,
zatimco Ca®* ionty a CsA-sensitivni defosforylace mohou podpofit otevieni kanalu
mPTP (Azarashvili et al., 2014).

5.2 Acylace a acetylace

Ac(et)ylace obvykle pfidava ac(et)ylovou skupinu, pfenesenou z ac(et)yl
koenzymu A na € amino skupinu lysinu, ktery nese kladny naboj. Neutralizace lysinu
zrusSi elektricky naboj a muze zménit biologické predpoklady celého proteinu. Podobné
acetylace histonu je znama jako reversibilni, epigeneticky mechanismus, regulujici
pFistupnost DNA. Nehistonové acetylace hraji srovnatelné dulezité role, v modulaci
metabolismu, cirkadiannich rytmech a bunéfném cyklu. Acetylace je reversibilni,
provadéna lysin acetyl-transferazami a deacetyldzami, nebo také neenzymatickymi
mechanismy (Menzies et al., 2015).

V regulaci ATP syntazy hraji acetylace lysinu velmi dulezité role. Podjednotky a,
B, y a OSCP pfirozené obsahuiji acetyl-Lys, ktery mize podstoupit reverzibilni acetylaci
(Vassilopoulos et al., 2013). Acetylace ATP syntazy je fizena skupinou NAD'-
dependentnich lysinovych deacetylaz, sirtuind (SIRT). V mitochondriich nachazime {fi
ze sedmi znamych sirtuint, konkrétné SIRT3, SIRT4 a SIRT5 (Morris, 2013). Z téchto
tfi vSak pouze SIRT3 vykazuje deacetylazovou aktivitu a vibec fizeni lysinové

deacetylace v mitochondriich (Lombard et al., 2007). Acetylace podjednotek ATP
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syntazy je doprovazena sniZzenim enzymové aktivity. Tedy SIRT3, jakozto NAD'-
dependentni deacetylaza, funguje v podminkach s nizkou koncentraci zivin. Hladovéni,
nizkokaloricky pfijem v potravé a sport podporuji deacetylaci ATP syntazy, zatimco
vysoky pfijem tukd a kalorii obecné, jeji acetylaci podporuje (Vassilopoulos et al.,
2013). Sirtuin 3 se vaze a deacetyluje Lys-139 podjednotky OSCP, ktera nalezi
perifernimu stonku, zajistujici spojeni mezi F; a Fo doménou (He et al., 2018), a plsobi
narist v ATP syntazové aktivité (Vassilopoulos et al., 2013), (Wu et al., 2013). V
prubéhu starnuti dochazi ke zhorseni, nékdy i poSkozeni aktivity ATP syntazy a snizeni
deacetylace OSCP pomoci SIRT3 (Vassilopoulos et al., 2013), coZz dale vede ke
zvySeni produkce volnych kyslikovych radikald (ROS) v mitochondriich. Reaktivni
kyslikové radikaly jsou vyznamnymi stimulanty v otevirani mPTP, a to muze byt pro
bunku fatalni. Zda se, Ze acetylace OSCP neutralizaci pozitivniho naboje lysinu a tedy
celkové zvysSeni hydrofobicty, zpusobi konformacni zmény, hrajici podstatné role pfi
vazani cyklofilinu D. Oxidativni stres snizuje expresi SIRT3, tedy nepfimo podporuje
OSCP acetylaci a vazani cyklofilinu D, vedouci k otevieni mPTP (Bernardi et al.,
2015D).

Katalyticka aktivita ATP syntazy je tézZ silné redukovana acetylaci podjednotek 3
(Rahman et al.,, 2014). V tomto pfipadé, Lys-209 a Lys-430 [ podjednotek je
hyperacetylovan také diky nepfitomnosti SIRT3. Nahrazeni jednoho az dvou lysinu
kyselinou glutamovou (Glu) mlze acetylaci pfipominat, a tedy muize snizovat aktivitu
enzymu. Pokud vSak dojde k nahrazeni za arginin (Arg), ktery nese pozitivni naboj,
chova se systém jako pfi deacetylaci a dochazi k naristu enzymové aktivity (Rahman
et al.,, 2014). Zda se, ze acetylace mize podobné jako fosforylace, vést az ke

konformac&nim zménam v samotném aktivnhim misté enzymu (Rahman et al., 2014).

5.3 Methylace

Pro methylovou i acetylovou modifikaci je zasadni vyskyt metabolitd,
jako je S-adenosylmethionin a acetyl-CoA, které funguji jako jedno, nebo dvou-uhlikaté
donory ve smyslu substratu (Su et al., 2016). Proteinova methylace znamena
pfedevsim pfidani methylové skupiny na lysin, nebo arginin a pasobi tak lokalni narast
hydrofobicity. Tyto dvé aminokyseliny mohou byt methylovany az tfemi methylovymi
skupinami najednou (mono-, di-, trimethylace). Proces methylace je zprostfedkovavan

a fizen pomoci methyltransferaz a demethylaz (Black et al., 2012).
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V pfipadé ATP syntazy se methylace tykaji pfedevsim Fo domény, konkrétné
prstence c¢, tedy do kruhu uspofadanych podjednotek c, tvofici rotor enzymu.
Podjednotky ¢ patfi mezi proteolipidy a fadi se mezi nejhydrofébnéjsi proteiny doposud
nalezené v pfirodé (Fillingame, 1976; Watt et al., 2010). V polarni oblasti ¢ podjednotky
(hydrofilni, nebo-li polarni smycky) se nachazi lysinovy zbytek Lys-43, ktery je
trimethylovan na e-aminoskupiné (Chen et al., 2004). Trojita methylace tvofi z polarni
smyCky hydrofébni prostfedi a umozhuje tak vazani kardiolipinu na ATP syntazu
(Walpole et al., 2015). Prestoze se kardiolipin mize vazat i na jiné aminokyselinové
zbytky, jako tfeba .Lys-7, vypada to, Zze upfednostiiuje vySe zminény a trojité
methylovany .Lys-43 (Duncan et al., 2016). Lysinova trimethylace zabrariuje asociaci
jinych fosfolipidovych skupin, respektive si zafidi vazebné misto, specialné pro
kardiolipin. Navazany kardiolipin na trimethylovany Lys-43 stabilizuje c-prstenec v
membrané a napomaha jeho rotaci v ramci lipidového prostfedi. Navic, kardiolipin
navazany na trimethylovany .Lys-43, obohaceny fosfolipidovym negativnim nabojem,
muze usnadnit pfechod protond. Aminokyselinovy zbytek .Lys-43 je velice dulezity pro
spravnou funkci ATP syntazy a jeho trimethylace je vice neZ vhodny nastroj k
pfednostnimu vazani kardiolipinu, ktery beze sporu patfi mezi hlavni regulatory aktivity

membranové vazaného mitochondrialniho enzymu, diky protein-lipidové interakci.

5.4 ATP syntazova nitrace tyrosinu

Nitrooxidativni stres obecné &asto vyvolava post-translacni modifikace
na tyrosinovych zbytcich (Lancaster, 2006). Specialné 3-nitro-Tyr, které nalézame na
ATP syntaze, predstavuji znamy ukazatel nitrooxidativniho stresu (Aulak et al., 2001).
V B podjednotce nachazime nitrované tyrosiny obvykle dva odliSné: gTyr-345 a gTyr-
368. Obé tyto nitrace pusobi inaktivaci chodu ATP syntazy. Nitrace gTyr-368 je silngjsi
nez Tyr-345 a pusobi silngjSi inaktivaci ATP syntazy a nitrace obou tyrosinovych
zbytk( pusobi jeji kompletni inaktivaci (Fujisawa et al., 2009). C-nitrace gTyr-345 jedné
B podjednotky vypusobi inaktivaci ATP syntazové aktivity a nitrace vSech ftfi
podjednotek plsobi jeji kompletni inaktivaci (Bullough and Allison, 1986a, 1986b).
Vzhledem ke krystalové strukture F; domény, gTyr-345 a gTyr-368 nalezi ke katalytické
B i nekatalytické a podjednotce (Abrahams et al., 1994). Konkrétné gTyr-345 a gPhe-
424 utvareji oblast ("kapsu"), v niz dochazi k mechanické tvorbé&, i hydrolyze ATP

(Rees et al., 2012). Nitrace vSak destabilizuje vazani nukleotidu a brani tak hydrolyze
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ATP. Navic, Mg? iont nem(ze v pFitomnosti sTyr-345 elektrostaticky interagovat s 8
fosfatem ATP. Tedy dale v ramci F; domény jsou potfebné konformacni signaly pro
hydrolyzu destabilizovany (Weber and Senior, 1997). Nekatalytické oblasti vazi ATP v
uzaviené konformaci. Aminokyselinovy zbytek gTyr-368 je kliCovym aminokyselinovym
zbytkem, ktery pfispiva k vazani nukleotidu na a podjednotce, ale pokud je nitrovan,
méni se pozice nékterych aminokyselin takzvaného "Walker A" motivu, tudiz
nekatalytické oblasti jsou drzené v oteviené konformaci, ktera zplsobi odlouceni ATP
z podjednotky a. V opacném pfipadé se a podjednotka vyskytuje jen v uzaviené
konformaci, aby zamezila inhibici ADP v katalytickém misté 8 podjednotky (Weber et
al., 1995).

Dal§im znamym post-translaénim modifikatorem tyrosinovych zbytku
ATP syntazy jsou reaktivni dusikaté slou€eniny (RNS), specialné oxid dusicity (NO,).
Radikalovy NO, podporuje kombinaci dvou sousednich tyrosini na ATP syntaze za
ucelem vzniku dityrosinu. Uginek na aktivitu ATP syntazy zavisi na dvojvazném
kationtu navazaném na katalytické misto (Nesci et al., 2016). V dUsledku tvorby
dityrosinu dojde k inhibici Ca-dependentnich funkci ATP syntazy, zatimco Mg-
dependentni procesy zUstavaji nedotéené (Nesci et al., 2017a). Nepfima
nekompetitivni inhibice spusténa tvorbou NO, ukazuje, ze tvorba komplexu enzym-ATP
probiha soucasné s tvorbou tyrosylovych radikalt indukovanych NO,. Tvorba dityrosinu
tedy zahrnuje generovani dvou aromatickych tyrosylovych radikald a jejich spojeni,
které je podporeno konformacni zménou asB; podjednotek béhem hydrolyzy ATP
(Boyer, 2002; Nesci et al., 2016). Predpokladame-li, ze Ca-dependentni rezim ATP
syntazy se podili na otevirani kanalu mPTP a naslednych letalnich udalostech, pak
selektivni nitratova inhibice mitochondridlni ATP syntazy, v pfipadé regulace Ca™,
muze pfedstavovat ochrannou enzymatickou strategii v fizeni bunéfné smrti a
cytotoxické reperfuze (Nesci et al., 2017h).

Ve vysledku tedy C-nitrace BTyr-345 a BTyr-368 negativné ovliviiuje
vyménné mechanismy na F; doméné (Fujisawa et al., 2009). Z kinetickych analyz je
vidét, Ze nitrace B podjednotek vykazuje chovani nekompetitivniho inhibitoru, coz
vyvolava pokles enzymatické aktivity a plsobi invariance v afinité k substratu. Nitrace 3
podjednotek jsou spojeny se snizenou katalytickou aktivitou a vyznamné urychluji

procesy starnuti (Haynes et al., 2010).
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5.5 Cysteinové redoxni reakce

Cysteinové sirné alkoholy, nebo-li thioly (dfive merkaptany), jsou podle
vSeho nejuniverzalngjsi skupinou, ktera muze podstoupit Sirokou Skalu rdznych post-
translacnich modifikaci. Tak jako u v8ech pfedeSlych PTMs, jsou i tyto pomérné
nedavno popsané tvorby hydropersulfidi velice dllezitou regulacni slozkou
enzymovych aktivit. Napfiklad u pacientld se srde¢nim onemocnénim se funkce ATP
syntazy méni v disledku cysteinové oxidace a tvorby disulfidd, zejména na cysteinech
podjednotek a. Disulfidové vazby se tvofi konkrétné na ,Cys-251 mezi dvéma a
podjednotkami a mezi a a y podjednotkou na ,Cys-251 a ,Cys-78 (Zweier et al., 2011).
Obé disulfidové vazby znamenaji u pacientd se srdec¢nim onemocnénim pokles
enzymové aktivity a snizenou produkci ATP (Wang et al.,, 2011). Kardioprotekce a
navysSeni syntetické aktivity ATP syntazy se naopak projevuje u S-nitrosaci na ,Cys-
251 a ,Cys-78 (Chouchani et al., 2013).

Zmény redoxniho potencialu cysteinovych thiold Fo domény &ini ATP
syntazu odolnou proti mnohym Fo doménovym inhibitordm (Nesci et al., 2014). To
muzou zpusobit kovalentni vazby nékterych kovu. Napfiklad jiz dlouho znamy tributyltin
(TBT), ktery je znamy svou inhibiéni schopnosti v interakci s Fo doménou enzymu
(Dawson and Selwyn, 1975). Tributyltin se kovalentné&, reverzibilné vaze k Cys-65 na
C-terminalnim a-helixovém konci podjednotky ¢ a u€ini tak ATP syntazu odolnou proti
jinak silnému inhibitoru syntetické aktivity enzymu, oligomycinu (Nesci et al., 2011;

Salvatore et al., 2012; von Ballmoos et al., 2004).
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6 Supramolekularni organizace ATP syntazy, oligomerizace

Poprvé byla struktura ATP syntazovych dimer( popsana v roce 1998 na modelu
kvasinek (Arnold et al., 1998). Je znamo, Ze podjednotky Fo domény ATP6, ATP8 a f
hraji roli v indukci dimerizace ATP syntazy. DAPIT a podjednotka b v perifernim stonku
enzymu, je znama svoji vyznamnou ulohou, v indukci vysSich oligomerd ATP syntazy

(He et al., 2018). Oligomery ATP syntaz pusobi zakfiveni membrany na apikalnich

k/DAPIT

k/DAPIT

Obrazek 4, model ATP syntazovych dimer( a jednotlivych podjednotek. V Sedé barvé jsou
podjednotky c, ostatni maji viastni popisky. A) pohled na ATP syntazové dimery z matrix; B)
pohled z intermembranového prostoru. Pfevzato z prace (He et al., 2018).

vrcholech krist a umozriuji tak zakoncentrovani protonu v téchto apikalnich vrcholech.

Byla tedy vyslovena hypotéza, Ze dimerizace ATP syntazy a posléze oligomerizace,
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zvySuje uc€innost syntézy ATP oproti monomernim enzymim (Strauss et al., 2008),

predevsim kvuli zakoncentrovani protonl v apikalnich vrcholech krist.

Obrazek 5, model ATP syntazovych dimerd z Obrazek 6, hustota vyskytu protond

elektronové tomografie. A) dimery z krysich jater; v blizkosti dimerd na apikalnim
C) dimery v hovézim srdci; B, D) pocetni pole vrcholu kristy, pfevzato z prace
ahla. Prevzato z prace (Strauss et al., 2008) (Strauss et al., 2008)

Uhel, ktery sviraji dva protilehlé centralni stonky dimeru ATP syntazy, se bé&zné
pohybuje okolo 70°, pfevazné v rozmezi 55° az 95° (Strauss et al., 2008). ZaleZi na
celkovém rozloZeni membrany. Zakfiveni membrany vyznamné ovliviuji téZ fosfolipidy
a pres rlznorodost fosfolipidl vykazuje konkrétné kardiolipin unikatni dimerickou
strukturu, jejiz kuzelovity tvar indukuje negativni zakfiveni vnitfniho listu membrany
(Huang and Ramamurthi, 2010). Spojeni s trimetylovanym Lys-43 c-prstence na
matrixové strané membrany, by mohlo poméhat v zakfivovani krist na mistech vyskytu
oligomert ATP syntaz a usnadnit jejich skladani do dimernich superkomplexd, které

tvofi linearni fady na apikalnich vrcholech krist (Dudkina et al., 2005).

20



7 Zaveér

Mitochondrialni ATP syntaza je slozity enzymovy komplex, jehoz aktivita je
zivotné dulezita pro spravné fungovani buriky. Cilem této prace bylo shrnout poznatky
o regulacnich prvcich aktivity ATP syntazy a poukazat na jejich fyziologicky vyznam.
Skala téchto mechanismul je $iroka, podinaje pfimou regulaci ionty, pfes interakce
s urcitymi proteiny, az po chemické modifikace konkrétnich aminokyselinovych zbytku
enzymu.

Regulace ATP syntazy Ca®* ionty je vSeobecné dobfe akceptovanym jevem,
ktery byl v minulosti hojné studovan. VétSina studii tykajicich se regulace hladiny ATP
pomoci Ca* iontd byla provadéna na kardiomyocytech, av$ak kvdli technické
narocnosti méfeni zatim nebyly tyto mechanismy zcela objasnény.
translacni modifikace, které patfi mezi zasadni mechanismy, tvofici diverzitu funkci,
struktury a stability proteint v burice. Podileji se napfiklad na samotné katalytické
aktivité ATP syntazy, nebot konkrétné zajiStuji konformacni zmény jednotlivych
podjednotek F; domény. Jejich funkéni rozsah je velmi Siroky a saha az po kompletni
inhibici chodu ATP syntazy. Da se pfedpokladat, ze vhledem k velikosti a sloZitosti ATP
syntazy bude pocet objevenych post-translacnich modifikaci fyziologicky regulujicich
jeji aktivitu v budoucnu dale nartstat.

V posledni dobé se do popfedi zajmu dostavaji také proteiny interagujici s ATP
syntazou, predevSim inhibi¢ni faktor IF1, studovany i v souvislosti s karcinogenezi a
jeho ulohou v patofyziologii. Mnohé z interak&nich proteinG reguluji aktivitu ATP
syntazy Ca?* dependentnim zplGsobem a nékteré, jako naptiklad protein S100A1 by
mohly do budoucna vyznamné slouzit Iékafskym ucelim, napfiklad v post-infarktickych
srdec¢nich tkanich.

Regulace hladiny ATP je dllezita pro spravné fungovani bunééného
metabolismu a celkovou fyziologii bufiky. Inhibice syntetické aktivity ATP syntazy,
popfipadé jeji opacna hydrolyticka aktivita, mohou byt pro buriku ohrozujici ve smyslu
zvysené produkce ROS, nebo uplného vy€erpani bunééného ATP a mohou vést az k
buné&né smrti. Pfekvapivé, nedavné studie ukazuji, Ze mirna inhibice dopfedného,
tedy syntetického chodu ATP syntazy, muze nastartovat adaptaéni mechanismy, které
usnadni pfezivani buriky pfi stresové zatézi. Navic, ATP i ROS hraji vyznamné role v

regulaci signalnich drah a jsou tedy pro bunku nezbytné.
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Studium fyziologickych regulaci ATP syntazy jisté neni zcela probadano a ma
tedy smysl dale se timto tématem zabyvat a odkryvat nam stale neznamé mechanismy
tohoto slozitého enzymu. Vyvoj novych fluorescenénich "real time" sond, pro méreni
okamzité hladiny buné&ného ATP, by mohl vést k objasnéni téchto zatim ne zcela

znamych jeva.
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