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ATPaza F0Fi — BUDOWA I FUNKCJA

WSTĘP

U organizmów z metabolizmem tlenowym 
przeważająca ilość ATP — uniwersalnego źródła 
energii dla potrzeb metabolicznych komórki po
wstaje w procesie oksydacyjnej fosforylacji z 
udziałem kompleksu enzymatycznego F0Fi 
ATPazy (syntazy ATP).

Enzym katalizuje syntezę ATP zgodnie z re
akcją:

ADP + Pi ATP + H20

Zgodnie z teorią chemiosmotycznego sprzę
żenia oksydacyjnej fosforylacji ten endoergicz- 
ny proces (zachodzący w mitochondriach, w 
błonie tylakoidalnej chloroplastów oraz w bło
nie bakterii) przebiega kosztem energii gradien
tu protonów, innymi słowy kosztem energii 
transmembranowego elektrochemicznego gra
dientu protonów (A|llh+) tworzonego przez po
mpy protonowe funkcjonujące w łańcuchu od
dechowym podczas utleniania substratów. W 
konwencji teorii chemiosmotycznej A(ih+ okre
śla się też jako siłę protonomotoryczną.

Do syntezy ATP enzym zużywa energię 
transportu protonów zachodzącego zgodnie z 
ich elektrochemicznym gradientem przez kanał 
w błonie. Protony po przejściu przez kanał kie
rują się do domen enzymu odpowiadających 
zmianami konformacyjnymi.

W warunkach beztlenowych lub kiedy 
transport elektronów w łańcuchu oddechowym 
nie zachodzi z innego niż brak tlenu powodu 
hydroliza ATP generuje gradient protonów bę
dący źródłem energii dla transportu jonów w 
celu zapewnienia komórce równowagi jonowej.

Enzym pełni trzy podstawowe funkcje:
1. kataliza syntezy ca hydrolizy ATP;

2 . translokacja protonów przez błonę;
3 . sprzężenie katalizy z transportem proto

nów.
W ostatnich latach obserwuje się znaczny 

postęp w badaniach budowy i funkcji enzymu. 
Przyczynia się do tego wprowadzenie wyrafino
wanych metod, jak na przykład zastosowanie 
analizy struktury enzymu w krysztale za pomo
cą rozproszenia promieni X (o znacznej rozdziel
czości — 2,8 A) (Abrahams i współaut. 1994) 
oraz wprowadzenie do badań mutacji punkto
wych.

ATPaza FoFi jest skomplikowanym kom
pleksem enzymatycznym kodowanym czę
ściowo przez geny mitochondrialne a częścio
wo przez jądrowe. Budowa wielu peptydów 
(podjednostek enzymu) wchodzących w skład 
enzymu oraz mechanizm transportu substra
tów i produktów pozostały w przebiegu ewolu
cji niemal nie zmienione. ATPazy F0Fi ssaków 
i bakterii Escherichia coli mają niemal identycz
ną budowę miejsca katalitycznego i posługują 
się takim samym mechanizmem katalizy. Fakt 
ten rozszerzył znaczenie badań nad enzymem z 
zastosowaniem mutantów Escherichia coli, 
gdzie możliwość uzyskania dużej ich liczby w 
krótkim czasie może być praktycznie nieogra
niczona.

Na temat budowy i funkcji kompleksu enzy
matycznego ATPazy F0Fi istnieje bogate pi
śmiennictwo w postaci wielu artykułów przeglą
dowych (np. Amzel i Pedersen 1983, Boyer 
1989, Capaldi i współaut. 1994, Futai i współ
aut. 1989, Nakamoto 1996, Pedersen i Amzel 
1993, Senior 1988, 1990).
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BUDOWA KOMPLEKSU ATPazy

Masa cząsteczkowa kompleksu ATPazy 
(syntazy ATP) wynosi około 530 000 daltonów. 
Kompleks w najprostszej postaci (u prokarion- 
tów) zawiera osiem typów podjednostek białko
wych podzielonych między dwa sektory — F0 i 
Fi.

Na rycinie 1 przedstawiono schematyczny 
model cząsteczki kompleksu enzymatycznego 
ATPazy. Trzema elipsami ponumerowanymi 1- 
3 zaznaczono domeny zawierające miejsca 
katalityczne w sektorze Fi. Długość sektora 
katalitycznego Fi „zanurzonego” w przestrzeni 
zajmowanej przez matriks mitochondrialną wy
nosi 1 00  A. Sektor F0 (50 A) o charakterze 
hydrofobowym dzięki obecności skrajnie hydro
fobowego peptydu c (G ir v in  i F il l in g a m e  1995) 
tkwiący głęboko w dwuwarstwie lipidowej błony 
mitochondrialnej pełni funkcję kanału protono-

Ryc. 1. Schemat budowy mitochondrialnej ATPazy 
FiFo.

Elipsami zaznaczono miejsca katalityczne enzymu. Peptydy 
Y, 5, e tworzą łącznik między sektorami Fi i F0 (w budowie 
łącznika nie uwzględniono małych peptydów, których fun
kcja jest mało poznana). Linią przerywaną zaznaczono mo
żliwe ruchy peptydów y i e, które mogą zmieniać wiązanie 
sektora Fi z F0 podczas tranlokacji protonów napędzanej 
przez hydrolizę ATP (w kierunku „do” F0) oraz w kierunku 
odwrotnym („od” F0) podczas syntezy ATP (Capaldi i współ
aut. 1994).

wego. Przez kanał ten podczas syntezy ATP 
protony są transportowane z cytosolu (w przy
padku enzymu mitochondrialnego) w kierunku 
sektora Fi. Usuwane z mitochondrialnej ma
triks podczas utleniania substratów oddecho
wych protony „powracają” (używamy wyrażenia 
„powracają” umownie, gdyż w rzeczywistości 
niekoniecznie są to te same protony) już inną 
drogą i zdążają do innego regionu błony mito
chondrialnej — w kierunku sektora katalitycz
nego ATPazy.

Przez kanał w sektorze F0 są także transpo
rtowane protony w kierunku odwrotnym (do 
cytosolu). Proces ten zachodzi podczas hydroli
zy ATP.

Sektor F0 jest kompleksem białkowym zbu
dowanym z trzech rodzajów peptydów, które w 
piśmiennictwie dotyczącym ATPazy F0Fi przy
jęto oznaczać literami alfabetu łacińskiego: a, b, 
c. Występują one w kompleksie w stosunku 
liczbowym a : 2b : 8-12c. Obecnie pojawiają się 
w piśmiennictwie sugestie (D u n c a n  i współaut.
1995), że peptydy c tworzą układ zdolny do 
rotacji.

W odróżnieniu od kompleksu F0 peptydy 
sektora katalitycznego oznaczane są literami 
alfabetu greckiego: a, (3, y, e, 8 i występują w 
stosunku liczbowym 3oc : 3(3 : y : e : 5. Peptydy a 
i (3 tworzą charakterystyczny heksagonalny 
układ przypominający kształtem owoc poma
rańczy (patrz ryc. 1). W układzie tym oba rodza
je peptydów są usytuowane na przemian. Pa
trząc od strony matriks mitochondrialnej widzi
my pierścień utworzony przez końce N i C pep
tydu. Ta centralna helikalna domena utworzo
na przez część peptydu y bierze udział w mecha
nizmie, z udziałem którego zachodzi przenosze
nie energii transportu protonów z sektora F0 do 
sektora katalitycznego F i. Stanowi ona rucho
mą oś, która wykonując ruch obrotowy może 
zmieniać położenie w stosunku do kompleksu 
peptydów zawierających miejsca katalityczne 
(cc3-[33) (S e n io r  1988, Z h o u  i współaut. 1996). 
Rotacja peptydu y jest także sprzężona z sekto
rem F0. Świadczy o tym unieruchomienie pep
tydu y (ustanie ruchu obrotowego) podczas za
blokowania transportu protonów w kanale se
ktora F0.

Pozostała część peptydu y wchodzi w skład 
„łącznika” między sektorem F0 a sektorem kata
litycznym F i będącego kompleksem białkowym 
o 45 A  długości, zawierającym dodatkowo pep
tydy 5 i 8 (u bakterii i w chloroplastach). Budo
wa łącznika w dobrze zbadanym enzymie serca
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wołu jest bardziej skomplikowana. Zawiera on 
kilka dodatkowych peptydów o niejasnej fun
kcji. Są one obecnie przedmiotem badań zespo
łu Walkera (C o llin son  i współaut. 1969).

Przedstawioną budowę enzymu przewidzia- 
no już w latach 70-tych na podstawie analizy 
obrazów w mikroskopie elektronowym. Obecnie 
wspomniana we wstępie analiza krystalicznej 
postaci enzymu za pomocą promieni X potwier
dza w pełni przewidzianą strukturę heksago
nalną kompleksu Fi oraz naprzemienne usy
tuowanie peptydów a i (3 (Abrahams i współaut. 
1994).

Na rycinie 2 przedstawiono trójwymiarowy 
model kompleksu peptydów a—(3 opracowany na 
podstawie analizy krystalograficznej enzymu, w 
oparciu o symulację komputerową zachowania 
się peptydów podczas wiązania nukleotydów. Do 
miejsc wiążących nukleotydy w krysztale enzymu 
wprowadzono doświadczalnie ADP lub analog 
ATP — AMP-PNP (5’-adenyloimido dwufosforan) 
w celu zbadania zachodzących zmian konfigu
racji peptydów kompleksu w zależności od ro
dzaju związanego nukleotydu.

W przedstawionym przypadku cząsteczka 
peptydu cc jest „pusta” (gce empty) — nie zawiera 
nukleotydu, natomiast peptyd (3 zawiera wbu
dowany nukleotyd — analog ATP — AMP-PNP, 
co jest schematycznie przedstawione w lewym 
górnym rogu ryciny.

Peptydy a i (3 zawierają wyraźnie dające się 
wyróżnić trzy obszary: 1. — otoczenie końca N

u „szczytu” cząsteczki, znajdujące się w najwię
kszym oddaleniu od sektora F0. Główną masę 
tego obszaru stanowi cylinder (barrel) utworzo
ny z |3-kartek. 2. — obszar środkowy zawierają
cy domenę wiążącą nukleotydy (szeroko pojęte 
centrum katalityczne enzymu). Obszar ten jest 
zbudowany z 9 pasm (strands) i 9 a-heliksów, 
3. — otoczenie końca C położone najbliżej se
ktora F0, zawierające 7 a-heliksów, z którymi 
reaguje peptyd e (patrz ryc. 1) i prawdopodobnie 
peptyd 6 oraz peptyd b, należący do sektora F0. 
W obszarze tym znajduje się wysoce homologi
czna sekwencja aminokwasowa DELSEED 
(kwas asparaginowy-kwas glutaminowy-leucy- 
na-seryna-kwas glutaminowy-kwas glutamino
wy-kwas asparaginowy), która bierze udział w 
wiązaniu peptydu e oraz y z peptydami a i
P -

Peptydy a i (3 mają identyczne pofałdowanie 
cząsteczek oraz niemal identyczną budowę do
meny wiążącej nukleotydy. Nukleotydy w dome
nie peptydu a związane są ściśle. Stanowią one 
wolno wymieniającą się pulę o nie znanej roli. 
Istnieją dane doświadczalne świadczące, że ich 
obecność w miejscach niekatalitycznych (w 
peptydach a) nie wpływa na przebieg katalizy 
(W eber i współaut. 1995). Prawdopodobnie ich 
wiązanie z białkiem zachodzi już w procesie jego 
syntezy. W wyniku tego podczas „zbiórki” pod- 
jednostek enzymu, czyli formowania komple
ksu enzymatycznego peptyd a wchodzi w jego 
skład już z wbudowanym nukleotydem (ATP).

Ryc. 2. Trójwymiarowa struktura 
peptydów a. (3 oraz części pepty
du y opracowana z zastosowa
niem programu komputerowego 
„MOLSCRIPT" (A b r a iia m s  i współ
aut. 1994)

Cząsteczka peptydu (3 zawiera wbudo
wany analog ATP — AMP-PNP (5-ade- 
nylo-imidodwufosforan frrp). Peptyd a 
jest pusty(ai;). Przedstawiono je na 
rycinie w postaci pól zaciemnionych 
w kompleksie CC3-P3-Y (schemat w le
wym górnym rogu). Gwiazdką ozna
czono pętlę zawierającą sekwencję 
aminokwasowa „DELSEED" biorącą 
udział w wiązaniu peptydu (3 z peply- 
dem y (patrz tekst). Cyframi arabski
mi oznaczono obszary peptydów a i (3 
ATPazy opisane w tekście. W obszarze 
centralnym znajduje się miejsce wią
zania nukleotydów. Na lycinie ozna
czone strzałką.
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BUDOWA CENTRUM KATALITYCZNEGO ENZYMU

Aczkolwiek budowa domen wiążących nu- 
kleotydy w peptydach a i (3 jest niemal identy
czna, to jednak tylko domeny trzech peptydów 
[3 mogą być centrami katalitycznymi enzymu. 
Na rycinie 3 przedstawiono budowę szeroko 
pojętego centrum katalitycznego — domeny 
wiążącej nukleotydy z uwzględnieniem najważ
niejszych aminokwasów wchodzących w jego 
skład. Obszar, w którym wiąże się adenina nu- 
kleotydu jest położony w domenie hydrofobo
wej. Hydrofobowość tej domenie zapewniają 
aminokwasy aromatyczne — fenyloalanina 
(F418), tyrozyna (Y345) i fenyloalanina (F424). 
Budowa centrum katalitycznego a zwłaszcza 
funkcja poszczególnych aminokwasów wcho
dzących w jego skład mimo znacznego postępu 
badań w tej dziedzinie, wciąż jeszcze daleka jest 
od poznania. Bieżące publikacje przynoszą 
wciąż nowe informacje. Ostatnio Schnizer i 
Schuster (1996) opublikowali dane dotyczące 
roli histydyny 211 obecnej w tak zwanej „pętli” 
P enzymu drożdży.

„Pętla P” jest właściwym centrum katality
cznym, w którym zachodzi „wydarzenie katali
tyczne” polegające na powstawaniu bezwod
nikowego wiązania fosforanowego w ATP pod
czas jego syntezy lub rozszczepienie tego wiąza
nia podczas hydrolizy ATP. Pętla ta utworzona 
jest przez cztery aminokwasy — lizynę (K i62), 
serynę należącą do peptydu a (0C-S344), glicynę 
(G159) i treoninę (Ti 63). Aminokwasy te wchodzą 
w skład wysoce konserwatywnej sekwencji 
„GXXXXGKT/S” (glicyna-XXXX-glicyna-lizyna- 
treonina/seryna), która występuje w wielu biał
kach wiążących nukleotydy.

Obecność kwasu glutaminowego (Eiss) w 
peptydzie (3 w miejscu którego w peptydzie a 
znajduje się glutamina (Q2O8) decyduje o tym, 
że peptydy (3 (nie zaś a) mogą być podjednostka- 
mi katalitycznymi enzymu. (E188 i Q208 na ry
cinie 3 zakreślono linią przerywaną). Usytuowa
nie bocznego łańcucha karboksylowego tego 
aminokwasu, mogącego tworzyć wiązanie wo
dorowe z cząsteczką wody ułatwia atak nukleo- 
filowy ADP na fosforan podczas syntezy ATP.

W strukturze kryształu cząsteczki enzymu 
zawierającej wbudowany AMP-PNP, na podsta
wie której opracowano schemat przedstawiony 
na rycinie 3, w odległości 4,4 A od fosforanu y 
jest widoczne „przejaśnienie”. W tym właśnie 
miejscu cząsteczka wody wiąże się z grupą kar
boksylową kwasu glutaminowego Eiss.

Niedawno badacze zespołu Walkera (Abra
hams i współaut. 1994) analizując strukturę 
kryształu enzymu zwrócili uwagę na obecność 
w obszarze centralnym peptydów a i (3 tunelu o 
charakterystycznym kształcie stożka. Tunel 
jest utworzony przez a-heliks. Łączy on miejsce 
wiążące nukleotydy ze środowiskiem. Ostatnio 
pojawiają się publikacje dotyczące możliwego 
mechanizmu funkcjonowania tej drogi transpo
rtu substratów i być może produktów reakcji 
enzymu. Wykazano między innymi, że region 
cząsteczki peptydu wokół wejścia do tunelu 
widocznego w strukturze krystalicznej enzymu 
nie jest „sztywnym” heliksem i może ulegać 
zmianom konformacyjnym. Kierunek zmian za
leży od związanego nukleotydu (ATP lub ADP) 
mimo znacznej odległości od miejsca jego wią
zania (Tozawa i współaut. 1995).

MECHANIZM KATALIZY

Dzięki precyzyjnym pomiarom kinetycznym 
ustalono, że reakcja ADP + Pi <-> ATP + H2O 
zachodząca w centrum katalitycznym enzymu 
jest bliska stanu równowagi.

Zatem energia translokacji protonów nie 
jest użytkowana bezpośrednio w reakcji katali
tycznej. Jednakże reakcja ta jest stadium koń
cowym wielce skomplikowanego procesu sprzę
gającego transport z syntezą (lub hydrolizą) 
ATP. Proces ten wraz z powyższą reakcją stano
wią wydarzenie katalityczne.

Obecnie dysponujemy znaczną liczbą do
wodów, że energia jest użytkowana podczas 
syntezy ATP do wiązania substratu oraz usuwa
nia ściśle związanego produktu reakcji katali
tycznej. Sposób, w jaki gradient protonów „na

pędza” wiązanie substratów i usuwanie produ
któw reakcji katalitycznej jest przedmiotem in
tensywnych badań w wielu laboratoriach. W 
procesie tym peptydy y i e odgrywają kluczową 
rolę. Wszystkie trzy miejsca wiązania nukleoty
dów w peptydach (3 ściśle współpracują ze sobą. 
Wszystkie one stają się kolejno centrami kata
litycznymi enzymu. Nigdy nie są nimi jedno
cześnie! Hydroliza ATP w jednym z trzech miejsc 
(bez udziału pozostałych) przebiega wolno. Ule
ga ona 103-106 krotnemu przyspieszeniu na 
skutek wypełnienia substratem innego miejsca 
wiążącego.

Na rycinie 4 przedstawiono mechanizm ta
kiej współpracy trzech miejsc wiążących nu
kleotydy. Każde z nich może znajdować się w
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jednym z trzech możliwych stanów — luźnym L 
(loose), otwartym O (open) i ścisłym T (tight). W 
stanie L ligandy (ADP,Pi) są związane luźno. 
Stan O charakteryzuje się bardzo niskim powi
nowactwem wiązania substratów. W stanach L 
i O nie zachodzi synteza ATP. Natomiast miej
sce znajdujące się w stanie T — miejsce ści
słego wiązania nukleotydów, jest miejscem 
katalitycznym. Zmiany konformacyjne w kom
pleksie enzymu wywołane przez transport 
protonów powodują przejście stanu ze ściśle 
związanym ATP (podczas syntezy ATP) w stan 
O, podczas trwania którego nukleotyd zostaje 
usunięty.

Miejsca katalityczne oraz kanał protonowy 
w sektorze F0 są sprzężone poprzez zmiany

konformacyjne w peptydach (podjednostkach 
enzymu). W czasie kiedy nukleotyd zostaje usu
wany, miejsce znajdujące się w stanie L z luźno 
związanym ADP i fosforanem przechodzi w stan 
T  (katalityczny) — powstaje następna cząste
czka ATP. Napływające substraty (ADP i Pi) 
wchodzą do miejsca znajdującego się w stanie 
O, które przechodzi w stan L i cały cykl powtarza 
się na nowo. Zatem stanem wymagającym do
starczenia energii w procesie oksydacyjnej fo
sforylacji jest wiązanie substratów oraz usuwa
nie produktu reakcji katalitycznej.

Na rycinie 4 pokazano tylko jedną trzecią 
cyklu katalitycznego. Pełny cykl obejmowałby 
przejście wszystkich trzech miejsc wiązania nu
kleotydów przez stan T (katalityczny).

Ryc. 4. Mechanizm syntezy ATP.

Katalityczne miejsca w peptydach współpracują ze sobą przechodząc kolejno przez trzy stadia (stany): „O” — otwarty, „L” 
— luźny (w stanie tym substraty są związane luźno) — nieaktywny katalitycznie oraz T — ścisły (w stanie tym substraty 
są związane ściśle) — aktywny katalitycznie. Kaskada zmian konformacyjnych w peptydach kompleksu enzymatycznego 
indukowana przez transport protonów powoduje przejście stanu T w stan O połączone z usuwaniem ATP z centrum 
katalitycznego (Abrahams i współaut. 1994).

MECHANIZM SPRZĘŻENIA TRANSPORTU PROTONÓW Z REAKCJĄ KATALITYCZNĄ

Twórca teorii chemiosmotycznego sprzęże
nia oksydacyjnej fosforylacji, Peter Mitchell, su
gerował istnienie prostego, bezpośredniego 
transportu protonów przez kanał w błonie do 
miej sc katalitycznych enzymu (M it c h e l l  1985). 
Jednakże badania prowadzone przez wiele zespo
łów badawczych wykluczyły taki mechanizm.

Znaczna odległość (100 A), jaką musiałyby 
pokonywać protony oraz utrudnienie ich wiąza
nia w „wąskim” przejściu przez łącznik między 
sektorami F0 i Fi implikują inny przebieg wyda
rzenia katalitycznego. Precyzyjne badania stru
ktury peptydów y, 8 i e prowadzone intensywnie 
w ostatnich latach wskazują, że „komunikacja 
protonowa” między sektorami F0 i Fi polega na 
kaskadzie zmian konformacyjnych w tych pepty
dach wywołanych ich uprotonowaniem.

ZMIANY KONFORMACYJNE W PEPTYDZIE y

Środkowy region peptydu y utworzony przez 
[3-skręty ((3 turns) i (3-kartki ((3 sheets) jest prze
strzennie izolowany od kompleksu 0C3-(33 (patrz 
rye. 1). Potwierdzają to eksperymenty z zasto

sowaniem proteazy oraz przeciwciał monoklo- 
nalnych. Region ten znajduje się w bliskim 
kontakcie z peptydem e tworząc z nim wiązania 
kowalencyjne (A g g e l e r  i współaut. 1995). Pep- 
tyd y bezspornie zajmuje kluczową pozycję w 
sprzężeniu procesu katalitycznego z transpo
rtem protonów. Wykazano (N a k a m o t o  i F u t a i

1994), że mutacja w końcu N peptydu y Esche
richia coli powoduje rozprzężenie hydrolizy ATP. 
Oznacza to, że podczas hydrolizy ATP protony nie 
są transportowane do periplazmy (odpowiednika 
cytosolu u eukariontów), a co za tym idzie nie jest 
budowany ich gradient oraz potencjał na błonie.

Z ryciny 1 wynika, że pozycja peptydu g w 
kompleksie jest wyjątkowa. Ruch małego heli- 
ksu komunikującego się z peptydem e (patrz 
ryc. 2) oraz ruchy końców N i C a-heliksów 
peptydu y stanowią stadium krytyczne sprzęże
nia energetycznego w kompleksie F0Fi.

Zespołowi badaczy kierowanemu przez Ca- 
paldiego (C a p a l d i i współaut. 1994), który za
stosował do badań zmian konformacyjnych 
znaczniki fluorescencyjne oraz metodę krzyżo
wego wiązania izolowanych peptydów (np. (3 i y)
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udało się uzyskać bezpośredni dowód zacho
dzenia zmian strukturalnych w peptydzie y. 
Wykazano, że kompleks peptydów a3-(33-y-£ 
zmienia położenie zależnie od wiązanego w miej
scu katalitycznym nukleotydu (ATP lub ADP) 
(Turina i Capaldi 1994). Wyniki opublikowane 
przez Komatsu-Tanaki (1996) sugerują, że region 
peptydu y w enzymie tylakoidów, zawierający li
zynę 24 i 30, zmienia konformację w odpowiedzi 
na iluminację chloroplastów. Badacze zespołu 
Crossa (Duncan i współaut. 1995), uzyskali eks
perymentalne potwierdzenie rotacji peptydu y w 
rozpuszczalnej ATPazie Fi Escherichia coli w 
czasie, kiedy zachodziła reakcja katalityczna. 
Natomiast Walker z  zespołem (Abrahams i 
współaut. 1994) wykazali rotację tego peptydu 
analizując strukturę kryształu enzymu serca wo
łu podczas wiązania różnych nukleotydów w cen
trum katalitycznym (patrz iyc. 2).

ZMIANY KONFORMACYJNE W PEPTYDZIE £

Zmiany konformacyjne w peptydzie y wyka
zane wyżej wymienionymi metodami a także 
metodą mikroskopii krioelektronowej nie za
chodzą po usunięciu z kompleksu peptydu e. 
Oznacza to, że peptyd e bierze udział w procesie 
sprzężenia i sugeruje, że peptydy y i 8 współdzia
łają ze sobą (Zhang i współaut. 1994).

Stosując metodę mikroskopii krioelektrono- 
wej wykazano, że podczas procesu sprzężenia 
zachodzą też zmiany konformacyjne w tym pep
tydzie. Badania te prowadzono pomysłową i 
spektakularną metodą z zastosowaniem czą
stek złota, dających się obserwować w mikro
skopie (Wilkens i Capaldi 1994). Do peptydu 8 
mutanta Escherichia coli z cysteiną w pozycji 38 
wprowadzono cząstkę złota o średnicy 14 A w 
postaci komponenty monomaleimid-złoto. W

sytuacji kiedy w miejscu katalitycznym był 
związany ATP, cząstkę złota można było obser
wować w mikroskopie w pobliżu peptydu (3. W 
przypadku zaś wiązania ADP — w pobliżu pep
tydu a. Długość drogi przesunięcia cząstki złota 
wynosiła 20 A. Oznacza to, że w peptydzie 8 
zachodzi zmiana powinowactwa wiązania z 
kompleksem 0C3-|33 zależna od związanego w 
miejscu katalitycznym nukleotydu. Zależne od 
związanego nukleotydu zmiany konformacyjne 
w peptydzie 8 obserwowano także podczas ba
dań z zastosowaniem trawienia proteazą oraz 
wiązania krzyżowego z innymi peptydami kom
pleksu enzymatycznego.

ROLA p e p t y d u  §

Obecnie stosunkowo niewiele wiadomo o 
roli peptydu (3 w procesie sprzężenia. Wydłużo
na cząsteczka tego peptydu ma wysoce helikal- 
ną konformację. Ułatwia to zapewne podtrzy
mywanie „konstrukcji” łącznika między sekto
rami Fi i F0. Uważa się, że pełni on głównie 
funkcję strukturalną. Reakcje peptydu 5 z in
nymi peptydami kompleksu enzymatycznego 
nie są jasne. Ostatnio badacze z zespołu Walke
ra (Orriss i współaut. 1996) obserwowali po
wstawanie dimeru z peptydów 8 i e. Wiadomo 
też, że cysteina 140 peptydu tworzy wiązanie 
disulfidowe z peptydem a. Jednakże wiązanie to 
nie wpływa na własności enzymu (Mendel- 
-Hartvig i Capaldi 1991). Obserwowano także, 
że wymiana alaniny i glicyny w mutantach na 
asparaginę powoduje rozprzęganie procesu 
katalitycznego. Prawdopodobnie obszar końca 
C peptydu 8 reaguje z peptydem a w sposób 
istotny dla procesu sprzężenia (Hazard i Senior 
1994 a, b).

REGULACJA AKTYWNOŚCI ENZYMU PRZEZ NATURALNY INHIBITOR IFi

Z kompleksem enzymatycznym ATPazy 
współpracuje mały peptyd (IFi) o masie cząste
czkowej 7-12 daltonów zbudowany z około 80 
aminokwasów (Pullman i Monroy 1963, Hashi- 
moto i współaut. 1990). Peptyd ten może wiązać 
się z enzymem hamując zarówno jego aktyw
ność ATPazową, jak i syntezę ATP. Wiązanie IF i 
z kompleksem enzymatycznym zachodzi na 
skutek obniżenia potencjału na błonie mito
chondrialnej oraz podczas zakwaszenia cytoso
lu, a co za tym idzie matriks mitochondrialnej 
(Lebowitz i Pedersen 1996). Zakwaszenie ma
triks in vivo zachodzi na skutek wzmożenia 
aktywności glikolizy podczas ischemii lub nie
dotlenienia komórki. W takiej sytuacji hamowa

nie ATPazy przez inhibitor ochrania zasoby ATP 
w komórce przed hydrolitycznym działaniem 
enzymu. Hamowanie ATPazy przez inhibitor 
jest odwracalne (Rouslin i Broge 1989). Przy
wrócenie komórce normalnego fizjologicznego 
pH oraz odbudowa potencjału na błonie mito
chondrialnej , jakie następują podczas energiza- 
cji mitochondriów, inicjują dysocjację IFi z 
kompleksu enzymatycznego zapobiegając ha
mowaniu syntezy ATP (Rouslin 1991).

Peptyd IFi wiąże się z kompleksem F0Fi w 
stosunku liczbowym 1:1. Na tej podstawie 
wnioskuje się, że tylko jedno z trzech potencjal
nych miejsc katalitycznych wiąże inhibitor. 
Analiza produktów krzyżowego wiązania IFi z
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enzymem z drożdży wykazała, że inhibitor wiąże 
się z peptydami a i (3 (Ichicawa i współaut. 
1996). Prawdopodobnie działanie IFi polega na 
blokowaniu usuwania produktów reakcji z cen
trum katalitycznego enzymu (blokowaniu przej
ścia ze stanu T w stan O — patrz ryc. 3). Na 
skutek tego produkty reakcji zostają niejako 
uwięzione w miejscu katalitycznym i pełny pro
ces katalityczny nie może się rozwijać.

Pierwszorzędowa struktura peptydu IF i jest 
bardzo podobna u wszystkich eukariontów. Nie 
występuje on u bakterii i w chloroplastach, u 
których jego rolę spełnia peptyd e. IFi hamuje 
także pasywny transport protonów w komple
ksie F0Fi (G u errier i i współaut. 1987). Mecha
nizm tego hamowania jest obecnie przedmiotem 
badań zespołu kierowanego przez Papę (Papa i 
współaut. 1996). Jackson i H arris  (1986) suge
rowali, że helikalny fragment zawierający reszty 
aminokwasowe 22-79 jest krytycznym miej
scem w peptydzie IF i odpowiedzialnym za ha
mowanie enzymu. Pozycje 48, 49, 55, 56 ami
nokwasów w tym segmencie zajmuje histydyna 
a obecność jej w pozycji 49 czyni hamowanie 
enzymu zależnym od pH.

Niedawno badacze z zespołu Papy (Papa i 
współaut. 1996) opublikowali wyniki badań z 
zastosowaniem dwóch zsyntetyzowanych che
micznie segmentów peptydu IFi serca wołu.

Segment zawierający aminokwasy w pozycji 
42-58 peptydu natywnego oraz segment IFi 
22-46. IFi 42-58 zachowywał się jak natywny 
inhibitor — hamował aktywność enzymatyczną 
izolowanego kompleksu F0Fi, aktywność enzy
mu zubożonych w inhibitor cząstek mitochon- 
drialnych oraz rozpuszczalnej ATPazy F i. Nato
miast segment 22-46 IF i hamował tylko ATPazę 
Fi pozostając bez wpływu na aktywność ATPazy 
w kompleksie F0Fi oraz na transport protonów 
w cząstkach submitochondrialnych. Oznacza 
to, że segment IF i (22-46) reaguje w miejscu Fi, 
które w kompleksie jest zamaskowane. Hamo
wanie enzymu przez segment (42-58) jest za
leżne od pH, podobnie jak w przypadku na
tywnego inhibitora. Wymiana histydyny lub 
lizyny na alaninę w tym segmencie obniża 
aktywność inhibitora oraz osłabia jego zależ
ność od pH. Oznacza to, że aktywność inhibi
tora zależy od stanu uprotonowania reszt po
larnych aminokwasów w IFi. Aktywność obu 
inhibitorów — natywnego i jego fragmentu (42- 
58) jest wyższa, kiedy reagują one z całym 
kompleksem F0F i w porównaniu z aktywnością 
reakcji z rozpuszczalną ATPazą Fi. Należy za
tem przypuszczać, że oprócz reagowania z kom
pleksem Fi inhibitor reaguje także z komple
ksem F0 oraz najprawdopodobniej z którymś z 
peptydów łącznika.

UWAGI KOŃCOWE

Z przedstawionych w niniejszym artykule 
wyników badań nad kompleksem enzymatycz
nym ATPazy F0-Fi można wnioskować, że decy
dującym stadium sprzężenia energetycznego w 
kompleksie enzymu jest przesunięcie pozycji 
peptydu e w stosunku do peptydu y (zmiana 
konformacyjna). Dzięki zmianom pozycji pepty
du e w enzymie, który ma kontakt bezpośredni 
z kanałem protonowym w błonie mitochondrial
nej oraz pozycji peptydu y (rotacji) kontaktu
jącego się bezpośrednio z kompleksem 0C3-(33 
dokonują się zmiany konformacyjne w tym 
kompleksie. Dzięki tym zmianom miejsce wią
zania nukleotydów może pełnić funkcję cen
trum katalitycznego enzymu.

Można przypuszczać, że ruchy peptydów y 
i e podczas hydrolizy ATP (kiedy protony są 
transportowane w kierunku „od” centrum kata
litycznego) ułatwiają pro tonowanie bocznych 
łańcuchów aminokwasowych w peptydzie c, co 
w konsekwencji powoduje zmiany w sektorze F0 
enzymu ułatwiające translokację protonów 
przez błonę mitochondrialną do cytosolu ko
mórki. Odwrotnie — translokacja protonów

przez kanał w sektorze F0 w czasie funkcjono
wania łańcucha oddechowego podczas syntezy 
ATP (kiedy protony są transportowane w kie
runku „do” centrum katalitycznego) może zmie
niać reakcję peptydu e z peptydem c przez 
zmianę jonizacji bocznych łańcuchów amino
kwasowych w tym peptydzie po stronie Fi błony 
mitochondrialnej. Przesunięcie w peptydzie e i 
zmiana konformacyjna w peptydzie y powodu
jąca jego rotację mogą zmieniać powinowactwo 
miejsc katalitycznych do wiązanych nukleoty
dów.

Nad aktywnością hydroli tyczną enzymu 
sprawuje kontrolę naturalny inhibitor IFi, któ
ry może wiązać się z kompleksem enzymatycz
nym lub z niego dysocjować w zależności od 
stanu energetycznego mitochondriów. Może za
tem chronić komórkę przed wyczerpaniem za
sobów energetycznych w niekorzystnych dla 
niej warunkach ischemii lub niedotlenienia. 
Po usunięciu zagrożenia wyczerpania komór
kowych zasobów ATP dysocjując z kompleksu 
F0Fi umożliwia enzymowi podjęcie syntezy 
ATP.
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FoFi ATPase — STRUCTURE AND FUNCTION 

Sum mary

F0Fi ATPase catalyses both ATP-driven proton translo
cation and proton-gradient-driven ATP synthesis in mito
chondria, bacteria and chloroplasts. It is the most 
complicated membrane-bound enzymic complex that so far 
was crystalysed. F0Fi ATPase consists of two distinct sec
tors: Fi part is globular and linked by a narrow stalk domain 
to part F0. Part Fi contains a-, (3- and part ofy- unit, a stalk

contains y-, 8- and e-subunits. Peptides (1 contain the 
catalytic site. There is an evidence that conformational and 
positional changes in y- and e- subunits provide the coup
ling between catalytic sites and proton translocation. The 
enzyme is regulated by a natural inhibitor — a small peptide 
which is activated by matrix acidification and deenergiza
tion of mitochondria.
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