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ATPaza FOFi — BUDOWA | FUNKCJA

WSTEP

U organizméw z metabolizmem tlenowym
przewazajgca ilos¢ ATP — uniwersalnego Zrédta
energii dla potrzeb metabolicznych komérki po-
wstaje w procesie oksydacyjnej fosforylacji z
udziatem kompleksu enzymatycznego FOFi
ATPazy (syntazy ATP).

Enzym katalizuje synteze ATP zgodnie z re-
akcja:

ADP +Pi  ATP + H20

Zgodnie z teorig chemiosmotycznego sprze-
zenia oksydacyjnej fosforylacji ten endoergicz-
ny proces (zachodzacy w mitochondriach, w
btonie tylakoidalnej chloroplastéw oraz w bto-
nie bakterii) przebiega kosztem energii gradien-
tu protonéw, innymi stowy kosztem energii
transmembranowego elektrochemicznego gra-
dientu protonéw (Alllh+) tworzonego przez po-
mpy protonowe funkcjonujgace w tancuchu od-
dechowym podczas utleniania substratow. W
konwencji teorii chemiosmotycznej A(ih+ okre-
Sla sie tez jako site protonomotoryczng.

Do syntezy ATP enzym zuzywa energie
transportu protonéw zachodzacego zgodnie z
ich elektrochemicznym gradientem przez kanat
w blonie. Protony po przejsciu przez kanat Kie-
rujg sie do domen enzymu odpowiadajgcych
zmianami konformacyjnymi.

W warunkach beztlenowych lub Kkiedy
transport elektronéw w tancuchu oddechowym
nie zachodzi z innego niz brak tlenu powodu
hydroliza ATP generuje gradient protonéw be-
dacy zrédiem energii dla transportu jonéw w
celu zapewnienia komdérce réwnowagi jonowej.

Enzym petni trzy podstawowe funkcje:

1 kataliza syntezy ca hydrolizy ATP;

2. translokacja protonéw przez btone;

3. sprzezenie katalizy z transportem proto-
néw.

W ostatnich latach obserwuje sie znaczny
postep w badaniach budowy i funkcji enzymu.
Przyczynia sie do tego wprowadzenie wyrafino-
wanych metod, jak na przykiad zastosowanie
analizy struktury enzymu w krysztale za pomo-
cag rozproszenia promieni X (0 znacznej rozdziel-

czosci — 2,8 A) (Abrahams i wspétaut. 1994)
oraz wprowadzenie do badan mutacji punkto-
wych.

ATPaza FoFi jest skomplikowanym kom-
pleksem enzymatycznym kodowanym cze-
Sciowo przez geny mitochondrialne a czescio-
wo przez jadrowe. Budowa wielu peptydéw
(podjednostek enzymu) wchodzacych w skiad
enzymu oraz mechanizm transportu substra-
tow i produktéw pozostaty w przebiegu ewolu-
cji niemal nie zmienione. ATPazy FOFi ssakow
i bakterii Escherichia coli majg niemal identycz-
ng budowe miejsca katalitycznego i postuguja
sie takim samym mechanizmem katalizy. Fakt
ten rozszerzyt znaczenie badan nad enzymem z
zastosowaniem mutantéw Escherichia coli,
gdzie mozliwos¢ uzyskania duzej ich liczby w
krotkim czasie moze by¢ praktycznie nieogra-
niczona.

Na temat budowy i funkcji kompleksu enzy-
matycznego ATPazy FOFi istnieje bogate pi-
Smiennictwo w postaci wielu artykutéw przegla-
dowych (np. Amzel i Pedersen 1983, Boyer
1989, Capaldi i wspoOtaut. 1994, Futai i wspot-
aut. 1989, Nakamoto 1996, Pedersen i Amzel
1993, Senior 1988, 1990).
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BUDOWA KOMPLEKSU ATPazy

Masa czasteczkowa kompleksu ATPazy
(syntazy ATP) wynosi okoto 530 000 daltonéw.
Kompleks w najprostszej postaci (u prokarion-
toéw) zawiera osiem typéw podjednostek biatko-
wych podzielonych miedzy dwa sektory — Fo i
Fi.

Na rycinie 1 przedstawiono schematyczny
model czasteczki kompleksu enzymatycznego
ATPazy. Trzema elipsami ponumerowanymi 1-
3 zaznaczono domeny zawierajgce miejsca
katalityczne w sektorze Fi. Diugos¢ sektora
katalitycznego Fi ,zanurzonego” w przestrzeni
zajmowanej przez matriks mitochondrialng wy-
nosi 100 A. Sektor Fo (50 A) o charakterze
hydrofobowym dzieki obecno$ci skrajnie hydro-
fobowego peptydu c (Girvin i Fitlingame 1995)
tkwigcy gteboko w dwuwarstwie lipidowej btony
mitochondrialnej petni funkcje kanatu protono-

Ryc. 1 Schemat budowy mitochondrialnej ATPazy

FiFo.

Elipsami zaznaczono miejsca katalityczne enzymu. Peptydy
Y, 5, e tworzg tacznik miedzy sektorami Fi i FO (w budowie
tacznika nie uwzgledniono matych peptydéw, ktérych fun-
kcjajest mato poznana). Linig przerywang zaznaczono mo-
zliwe ruchy peptydéw y i e, ktére moga zmienia¢ wigzanie
sektora Fi z FO podczas tranlokacji protonéw napedzanej
przez hydrolize ATP (w kierunku ,do” FO oraz w kierunku
odwrotnym (,0d” FQ podczas syntezy ATP (Capaldi i wspo6t-
aut. 1994).

wego. Przez kanal ten podczas syntezy ATP
protony sg transportowane z cytosolu (w przy-
padku enzymu mitochondrialnego) w kierunku
sektora Fi. Usuwane z mitochondrialnej ma-
triks podczas utleniania substratow oddecho-
wych protony ,powracajg” (uzywamy wyrazenia
-powracaja” umownie, gdyz w rzeczywistosci
niekoniecznie sg to te same protony) juz inng
droga i zdgzajg do innego regionu btony mito-
chondrialnej — w kierunku sektora katalitycz-
nego ATPazy.

Przez kanat w sektorze FO sg takze transpo-
rtowane protony w kierunku odwrotnym (do
cytosolu). Proces ten zachodzi podczas hydroli-
zy ATP.

Sektor FOjest kompleksem biatkowym zbu-
dowanym z trzech rodzajow peptydow, ktére w
pismiennictwie dotyczacym ATPazy FOFi przy-
jeto oznaczac literami alfabetu tacinskiego: a, b,
c. Wystepujag one w kompleksie w stosunku
liczbowym a :2b :8-12c. Obecnie pojawiajg sie
w pismiennictwie sugestie (Duncan i wspétaut.
1995), ze peptydy c tworzg ukiad zdolny do
rotacji.

W odréznieniu od kompleksu FO peptydy
sektora katalitycznego oznaczane sg literami
alfabetu greckiego: a, @V, e 8 i wystepuja w
stosunku liczbowym 3oc: 33 :y: e: 5 Peptydy a
i (3 tworzag charakterystyczny heksagonalny
ukiad przypominajacy ksztatltem owoc poma-
ranczy (patrz ryc. 1). W uktadzie tym oba rodza-
je peptydoéw sg usytuowane na przemian. Pa-
trzac od strony matriks mitochondrialnej widzi-
my pierscien utworzony przez konce N i C pep-
tydu. Ta centralna helikalna domena utworzo-
na przez czes¢ peptydu ybierze udziatw mecha-
nizmie, z udziatem ktérego zachodzi przenosze-
nie energii transportu protonéw z sektora FOdo
sektora katalitycznego Fi. Stanowi ona rucho-
ma o8, ktéra wykonujgac ruch obrotowy moze
zmienia¢ potozenie w stosunku do kompleksu
peptydéw zawierajacych miejsca katalityczne
(cc333) (Senior 1988, Zhou i wspotaut. 1996).
Rotacja peptydu y jest takze sprzezona z sekto-
rem FO. Swiadczy o tym unieruchomienie pep-
tydu y (ustanie ruchu obrotowego) podczas za-
blokowania transportu protonéw w kanale se-
ktora FO.

Pozostata czes¢ peptydu y wchodzi w skiad
JAacznika” miedzy sektorem FOa sektorem kata-
litycznym Fi bedacego kompleksem biatkowym
0 45 A dtugosci, zawierajgcym dodatkowo pep-
tydy 5 i 8 (u bakterii i w chloroplastach). Budo-
wa tgcznika w dobrze zbadanym enzymie serca
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wotu jest bardziej skomplikowana. Zawiera on
kilka dodatkowych peptydéw o niejasnej fun-
kcji. Sa one obecnie przedmiotem badar zespo-
tu Walkera (Collinson i wspétaut. 1969).

Przedstawiong budowe enzymu przewidzia-
no juz w latach 70-tych na podstawie analizy
obrazéw w mikroskopie elektronowym. Obecnie
wspomniana we wstepie analiza krystalicznej
postaci enzymu za pomoca promieni X potwier-
dza w peini przewidziang strukture heksago-
nalna kompleksu Fi oraz naprzemienne usy-
tuowanie peptydéw a i 3(Abrahams i wspotaut.
1994).

Na rycinie 2 przedstawiono tréjwymiarowy
model kompleksu peptydéw a—8opracowany na
podstawie analizy krystalograficznej enzymu, w
oparciu o symulacje komputerowg zachowania
sie peptyddw podczas wigzania nukleotydéw. Do
miejsc wiazacych nukleotydy w krysztale enzymu
wprowadzono doswiadczalnie ADP lub analog
ATP — AMP-PNP (5’-adenyloimido dwufosforan)
w celu zbadania zachodzacych zmian konfigu-
racji peptydow kompleksu w zaleznosci od ro-
dzaju zwigzanego nukleotydu.

W przedstawionym przypadku czasteczka
peptydu ajest ,pusta” (gce empty) — nie zawiera
nukleotydu, natomiast peptyd @zawiera wbu-
dowany nukleotyd — analog ATP — AMP-PNP,
co jest schematycznie przedstawione w lewym
gérnym rogu ryciny.

Peptydy a i Bzawierajg wyraznie dajace sie
wyroznic¢ trzy obszary: 1. — otoczenie korica N

139

u ,Szczytu” czasteczki, znajdujgce sie w najwie-
kszym oddaleniu od sektora FO. Gtdwng mase
tego obszaru stanowi cylinder (barrel) utworzo-
ny z |3-kartek. 2. — obszar srodkowy zawieraja-
cy domene wigzaca nukleotydy (szeroko pojete
centrum katalityczne enzymu). Obszar ten jest
zbudowany z 9 pasm (strands) i 9 a-heliksow,
3. — otoczenie konica C potozone najblizej se-
ktora FO, zawierajgce 7 a-heliksow, z ktorymi
reaguje peptyd e (patrz ryc. 1) i prawdopodobnie
peptyd 6 oraz peptyd b, nalezacy do sektora FO.
W obszarze tym znajduje sie wysoce homologi-
czna sekwencja aminokwasowa DELSEED
(kwas asparaginowy-kwas glutaminowy-leucy-
na-seryna-kwas glutaminowy-kwas glutamino-
wy-kwas asparaginowy), ktora bierze udziat w
wigzaniu peptydu e oraz y z peptydami a i
p-

Peptydy a i @majg identyczne pofatdowanie
czasteczek oraz niemal identyczng budowe do-
meny wigzgcej nukleotydy. Nukleotydy w dome-
nie peptydu a zwigzane sa $cisle. Stanowia one
wolno wymieniajgcg sie pule o nie znanej roli.
Istniejg dane doswiadczalne Swiadczace, ze ich
obecnos¢ w miejscach niekatalitycznych (w
peptydach a) nie wptywa na przebieg katalizy
(Weber i wspotaut. 1995). Prawdopodobnie ich
wigzanie z biatkiem zachodzijuz w procesie jego
syntezy. W wyniku tego podczas ,zbiérki” pod-
jednostek enzymu, czyli formowania komple-
ksu enzymatycznego peptyd a wchodzi w jego
skiad juz z wbudowanym nukleotydem (ATP).

Ryc. 2. Tréjwymiarowa struktura
peptydéw a. (3oraz czesci pepty-
du y opracowana z zastosowa-
niem programu komputerowego
»MOLSCRIPT" (Abraiiams iWSp(’)I'—
aut. 1994)

Czgsteczka peptydu @zawiera wbudo-
wany analog ATP — AMP-PNP (5-ade-
nylo-imidodwufosforan frrp). Peptyd a
jest pusty(ai;). Przedstawiono je na
rycinie w postaci pdl zaciemnionych
w kompleksie @3-P3-Y (schemat w le-
wym goérnym rogu). Gwiazdka ozna-
czono petle zawierajaca sekwencje
aminokwasowa ,DELSEED" bioraca
udziat w wigzaniu peptydu 3z peply-
dem y (patrz tekst). Cyframi arabski-
mi oznaczono obszary peptydéw a i @
ATPazy opisane w tekscie. W obszarze
centralnym znajduje sie miejsce wia-
zania nukleotydéw. Na lycinie ozna-
czone strzalka.
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BUDOWA CENTRUM KATALITYCZNEGO ENZYMU

Aczkolwiek budowa domen wigzgcych nu-
kleotydy w peptydach a i (jest niemal identy-
czna, to jednak tylko domeny trzech peptydéw
B moga by¢ centrami katalitycznymi enzymu.
Na rycinie 3 przedstawiono budowe szeroko
pojetego centrum Kkatalitycznego — domeny
wigzacej nukleotydy z uwzglednieniem najwaz-
niejszych aminokwaséw wchodzgcych w jego
sktad. Obszar, w ktérym wiagze sie adenina nu-
kleotydu jest potozony w domenie hydrofobo-
wej. Hydrofobowo$¢ tej domenie zapewniaja
aminokwasy aromatyczne — fenyloalanina
(Fa1s8), tyrozyna (Y345) i fenyloalanina (F424).
Budowa centrum Kkatalitycznego a zwiaszcza
funkcja poszczegdlnych aminokwaséw wcho-
dzacych w jego skltad mimo znacznego postepu
badan w tej dziedzinie, wcigzjeszcze dalekajest
od poznania. Biezace publikacje przynosza
wcigz nowe informacje. Ostatnio Schnizer i
Schuster (1996) opublikowali dane dotyczace
roli histydyny 211 obecnej w tak zwanej ,petli”
P enzymu drozdzy.

LPetla P” jest wiasciwym centrum katality-
cznym, w ktérym zachodzi ,wydarzenie katali-
tyczne” polegajace na powstawaniu bezwod-
nikowego wigzania fosforanowego w ATP pod-
czas jego syntezy lub rozszczepienie tego wigza-
nia podczas hydrolizy ATP. Petla ta utworzona
jest przez cztery aminokwasy — lizyne (Kie2),
seryne nalezgcg do peptydu a (0G-S344), glicyne
(G1s9) i treonine (Ti63). Aminokwasy te wchodzg
w skiad wysoce konserwatywnej sekwencji
SCXXXXGKT/S” (glicyna-XXXX-glicyna-lizyna-
treonina/seryna), ktérawystepuje w wielu biat-
kach wigzgcych nukleotydy.

Obecnos¢ kwasu glutaminowego (Eiss) w
peptydzie 3w miejscu ktoérego w peptydzie a
znajduje sie glutamina (Q23) decyduje o tym,
ze peptydy @(nie zas a) moga by¢ podjednostka-
mi katalitycznymi enzymu. (E188 i Q208 na ry-
cinie 3 zakreslono linig przerywang). Usytuowa-
nie bocznego taricucha karboksylowego tego
aminokwasu, mogacego tworzy¢ wiazanie wo-
dorowe z czgsteczkg wody utatwia atak nukleo-
filowy ADP na fosforan podczas syntezy ATP.

W strukturze krysztatu czgsteczki enzymu
zawierajacej wbudowany AMP-PNP, na podsta-
wie ktérej opracowano schemat przedstawiony
na rycinie 3, w odlegtosci 4,4 A od fosforanu y
jest widoczne ,przejasnienie”. W tym wiasnie
miejscu czasteczka wody wigze sie z grupg kar-
boksylowa kwasu glutaminowego Eiss.

Niedawno badacze zespotu Walkera (Abra-
hams i wspoétaut. 1994) analizujgc strukture
krysztatu enzymu zwrécili uwage na obecnosé
w obszarze centralnym peptydéw ai @tunelu o
charakterystycznym ksztatcie stozka. Tunel
jest utworzony przez a-heliks. Lgczy on miejsce
wigzace nukleotydy ze Srodowiskiem. Ostatnio
pojawiajg sie publikacje dotyczagce mozliwego
mechanizmu funkcjonowania tej drogi transpo-
rtu substratéw i by¢ moze produktéw reakcji
enzymu. Wykazano miedzy innymi, ze region
czgsteczki peptydu wokot wejscia do tunelu
widocznego w strukturze krystalicznej enzymu
nie jest ,sztywnym” heliksem i moze ulegaé
zmianom konformacyjnym. Kierunek zmian za-
lezy od zwigzanego nukleotydu (ATP lub ADP)
mimo znacznej odlegtosci od miejsca jego wig-
zania (Tozawa i wspotaut. 1995).

MECHANIZM KATALIZY

Dzieki precyzyjnym pomiarom Kinetycznym
ustalono, ze reakcja ADP + Pi <> ATP + H20
zachodzgca w centrum katalitycznym enzymu
jest bliska stanu réwnowagi.

Zatem energia translokacji protonéw nie
jest uzytkowana bezposrednio w reakcji katali-
tycznej. Jednakze reakcja tajest stadium kon-
cowym wielce skomplikowanego procesu sprze-
gajacego transport z synteza (lub hydroliza)
ATP. Proces ten wraz z powyzszg reakcjg stano-
wig wydarzenie katalityczne.

Obecnie dysponujemy znaczng liczbg do-
wodéw, ze energia jest uzytkowana podczas
syntezy ATP do wigzania substratu oraz usuwa-
nia Scisle zwigzanego produktu reakcji katali-
tycznej. Sposéb, w jaki gradient protonéw ,na-

pedza” wigzanie substratéw i usuwanie produ-
ktéw reakcji katalitycznej jest przedmiotem in-
tensywnych badan w wielu laboratoriach. W
procesie tym peptydy y i e odgrywaja kluczowg
role. Wszystkie trzy miejsca wigzania nukleoty-
déw w peptydach @scisle wspoétpracuja ze soba.
Wszystkie one stajg sie kolejno centrami kata-
litycznymi enzymu. Nigdy nie sg nimi jedno-
czesnie! Hydroliza ATP wjednym z trzech miejsc
(bez udziatu pozostatych) przebiega wolno. Ule-
ga ona 103-106 krotnemu przyspieszeniu na
skutek wypetnienia substratem innego miejsca
wigzacego.

Na rycinie 4 przedstawiono mechanizm ta-
kiej wspotpracy trzech miejsc wigzacych nu-
kleotydy. Kazde z nich moze znajdowaé sie w
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jednym z trzech mozliwych stanéw — luznym L
(loose), otwartym O (open) i Scistym T (tight). W
stanie L ligandy (ADP,Pi) sa zwigzane luzZno.
Stan O charakteryzuje sie bardzo niskim powi-
nowactwem wigzania substratéw. W stanach L
i O nie zachodzi synteza ATP. Natomiast miej-
sce znajdujgce sie w stanie T — miejsce Sci-
stego wigzania nukleotydéw, jest miejscem
katalitycznym. Zmiany konformacyjne w kom-
pleksie enzymu wywotane przez transport
protondw powodujg przejscie stanu ze Scisle
zwigzanym ATP (podczas syntezy ATP) w stan
O, podczas trwania ktérego nukleotyd zostaje
usuniety.

Miejsca katalityczne oraz kanat protonowy
w sektorze FO sa sprzezone poprzez zmiany

Ryc. 4. Mechanizm syntezy ATP.

Krystyna Bogucka

konformacyjne w peptydach (podjednostkach
enzymu). W czasie kiedy nukleotyd zostaje usu-
wany, miejsce znajdujgce sie w stanie L z luzno
zwigzanym ADP i fosforanem przechodzi w stan
T (katalityczny) — powstaje nastepna czgste-
czka ATP. Naptywajgce substraty (ADP i Pi)
wchodzg do miejsca znajdujgcego sie w stanie
O, ktére przechodziw stan L i caty cykl powtarza
sie na nowo. Zatem stanem wymagajgcym do-
starczenia energii w procesie oksydacyjnej fo-
sforylacji jest wigzanie substratéw oraz usuwa-
nie produktu reakcji katalitycznej.

Na rycinie 4 pokazano tylko jedna trzecia
cyklu katalitycznego. Peilny cykl obejmowatby
przejscie wszystkich trzech miejsc wigzania nu-
kleotydow przez stan T (katalityczny).

Katalityczne miejsca w peptydach wspoétpracujg ze sobag przechodzac kolejno przez trzy stadia (stany): ,,0” — otwarty, ,L”
— luzny (w stanie tym substraty sg zwigzane luzno) — nieaktywny katalitycznie oraz T — S$cisty (w stanie tym substraty
sg zwigzane $cisle) — aktywny katalitycznie. Kaskada zmian konformacyjnych w peptydach kompleksu enzymatycznego
indukowana przez transport protonéw powoduje przejscie stanu T w stan O potaczone z usuwaniem ATP z centrum

katalitycznego (Abrahams i wspoétaut. 1994).

MECHANIZM SPRZEZENIA TRANSPORTU PROTONOW Z REAKCJA KATALITYCZNA

Twérca teorii chemiosmotycznego sprzeze-
nia oksydacyjnej fosforylacji, Peter Mitchell, su-
gerowatl istnienie prostego, bezposredniego
transportu protonéw przez kanat w blonie do
miejsc katalitycznych enzymu (Mitcherr 1985).
Jednakze badania prowadzone przez wiele zespo-
tow badawczych wykluczyty taki mechanizm.

Znaczna odlegtos¢ (100 A), jakg musiatyby
pokonywacé protony oraz utrudnienie ich wiaza-
nia w ,waskim” przejsciu przez tgcznik miedzy
sektorami FOi Fi implikujg inny przebieg wyda-
rzenia katalitycznego. Precyzyjne badania stru-
ktury peptydéw y, 8i e prowadzone intensywnie
w ostatnich latach wskazujag, ze ,komunikacja
protonowa” miedzy sektorami FOi Fi polega na
kaskadzie zmian konformacyjnych w tych pepty-
dach wywotanych ich uprotonowaniem.

ZMIANY KONFORMACYJNE W PEPTYDZIE y

Srodkowy region peptydu yutworzony przez
[3-skrety (Bturns) i (3-kartki (3 sheets) jest prze-
strzennie izolowany od kompleksu 0C3{(33 (patrz
rye. 1). Potwierdzajg to eksperymenty z zasto-

sowaniem proteazy oraz przeciwciat monoklo-
nalnych. Region ten znajduje sie w bliskim
kontakcie z peptydem e tworzgc z nim wigzania
kowalencyjne (Aggeter i wspotaut. 1995). Pep-
tyd y bezspornie zajmuje kluczowag pozycje w
sprzezeniu procesu katalitycznego z transpo-
rtem protonéw. Wykazano (Nakamoto i Futai
1994), ze mutacja w koricu N peptydu y Esche-
richia coli powoduje rozprzezenie hydrolizy ATP.
Oznacza to, ze podczas hydrolizy ATP protony nie
sg transportowane do periplazmy (odpowiednika
cytosolu u eukariontéw), a co za tym idzie nie jest
budowany ich gradient oraz potencjat na btonie.
Z ryciny 1wynika, ze pozycja peptydu g w
kompleksie jest wyjatkowa. Ruch matego heli-
ksu komunikujgcego sie z peptydem e (patrz
ryc. 2) oraz ruchy koncow N i C a-helikséw
peptydu y stanowig stadium krytyczne sprzeze-
nia energetycznego w kompleksie FOFi.
Zespotowi badaczy kierowanemu przez Ca-
paldiego (Capatdi i wspotaut. 1994), ktéry za-
stosowat do badan zmian konformacyjnych
znaczniki fluorescencyjne oraz metode krzyzo-
wego wigzania izolowanych peptydow (np. @iy)
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udato sie uzyskaé bezposredni dowdd zacho-
dzenia zmian strukturalnych w peptydzie y.
Wykazano, ze kompleks peptydéw a3«33-y-£
zmienia potozenie zaleznie od wigzanego w miej-
scu katalitycznym nukleotydu (ATP lub ADP)
(Turina i Capaldi 1994). Wyniki opublikowane
przez Komatsu-Tanaki (1996) sugeruja, ze region
peptydu y w enzymie tylakoidow, zawierajacy li-
zyne 24 i 30, zmienia konformacje w odpowiedzi
na iluminacje chloroplastéw. Badacze zespotu
Crossa (Duncan iwspo6taut. 1995), uzyskali eks-
perymentalne potwierdzenie rotacji peptyduyw
rozpuszczalnej ATPazie Fi Escherichia coli w
czasie, kiedy zachodzita reakcja katalityczna.
Natomiast Walker :z zespotem (Abrahams i
wspotaut. 1994) wykazali rotacje tego peptydu
analizujgc strukture krysztatu enzymu sercawo-
tu podczas wigzania réznych nukleotydéw w cen-
trum katalitycznym (patrz iyc. 2).

ZMIANY KONFORMACYJNE W PEPTYDZIE £

Zmiany konformacyjne w peptydzie ywyka-
zane wyzej wymienionymi metodami a takze
metoda mikroskopii krioelektronowej nie za-
chodzg po usunieciu z kompleksu peptydu e
Oznacza to, ze peptyd ebierze udziat w procesie
sprzezeniai sugeruje, ze peptydyyi 8wspotdzia-
tajg ze sobg (Zhang i wspétaut. 1994).

Stosujac metode mikroskopii krioelektrono-
wej wykazano, ze podczas procesu sprzezenia
zachodzg tez zmiany konformacyjne w tym pep-
tydzie. Badania te prowadzono pomystowg i
spektakularng metodg z zastosowaniem czag-
stek ztota, dajgcych sie obserwowaé¢ w mikro-
skopie (Wilkens i Capaldi 1994). Do peptydu 8
mutanta Escherichia coli z cysteing w pozycji 38
wprowadzono czastke ziota o Srednicy 14 A w
postaci komponenty monomaleimid-ztoto. W

REGULACJA AKTYWNOSCI ENZYMU

Z kompleksem enzymatycznym ATPazy
wspotpracuje maty peptyd (IFi) o masie czaste-
czkowej 7-12 daltonéw zbudowany z okoto 80
aminokwaséw (Pullman i Monroy 1963, Hashi-
moto i wspoOtaut. 1990). Peptyd ten moze wigzac
sie z enzymem hamujgc zaréwno jego aktyw-
nos¢ ATPazowa, jak i synteze ATP. Wigzanie IFi
z kompleksem enzymatycznym zachodzi na
skutek obnizenia potencjatu na btonie mito-
chondrialnej oraz podczas zakwaszenia cytoso-
lu, a co za tym idzie matriks mitochondrialnej
(Lebowitz | Pedersen 1996). Zakwaszenie ma-
triks in vivo zachodzi na skutek wzmozenia
aktywnosci glikolizy podczas ischemii lub nie-
dotlenienia komérki. W takiej sytuacji hamowa-
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sytuacji kiedy w miejscu katalitycznym byt
zwigzany ATP, czastke ztota mozna bylto obser-
wowacé w mikroskopie w poblizu peptydu 3 W
przypadku zas wigzania ADP — w poblizu pep-
tydu a. Dtugos¢ drogi przesuniecia czgstki ztota
wynosita 20 A. Oznacza to, ze w peptydzie 8
zachodzi zmiana powinowactwa wigzania z
kompleksem 033 zalezna od zwigzanego w
miejscu katalitycznym nukleotydu. Zalezne od
zwigzanego nukleotydu zmiany konformacyjne
w peptydzie 8 obserwowano takze podczas ba-
dan z zastosowaniem trawienia proteazag oraz
wigzania krzyzowego z innymi peptydami kom-
pleksu enzymatycznego.

ROLA peptydu §

Obecnie stosunkowo niewiele wiadomo o
roli peptydu @w procesie sprzezenia. Wydtuzo-
na czasteczka tego peptydu ma wysoce helikal-
ng konformacje. Ulatwia to zapewne podtrzy-
mywanie ,konstrukcji” tacznika miedzy sekto-
rami Fi i FO. Uwaza sie, ze peilni on gtéwnie
funkcje strukturalng. Reakcje peptydu 5z in-
nymi peptydami kompleksu enzymatycznego
nie sgjasne. Ostatnio badacze z zespotu Walke-
ra (Orriss i wspotaut. 1996) obserwowali po-
wstawanie dimeru z peptydéw 8 i e. Wiadomo
tez, ze cysteina 140 peptydu tworzy wigzanie
disulfidowe z peptydem a. Jednakze wigzanie to
nie wpltywa na witasnosci enzymu (Mendel-
-Hartvig i Capaldi 1991). Obserwowano takze,
ze wymiana alaniny i glicyny w mutantach na
asparagine powoduje rozprzeganie procesu
katalitycznego. Prawdopodobnie obszar korica
C peptydu 8 reaguje z peptydem a w sposéb
istotny dla procesu sprzezenia (Hazard i Senior
1994 a, b).

PRZEZ NATURALNY INHIBITOR IFi

nie ATPazy przez inhibitor ochrania zasoby ATP
w komdrce przed hydrolitycznym dziataniem
enzymu. Hamowanie ATPazy przez inhibitor
jest odwracalne (Rouslin i Broge 1989). Przy-
wrocenie komoérce normalnego fizjologicznego
pH oraz odbudowa potencjatu na btonie mito-
chondrialnej ,jakie nastepujg podczas energiza-
cji mitochondridw, inicjujg dysocjacje IFi z
kompleksu enzymatycznego zapobiegajac ha-
mowaniu syntezy ATP (Rouslin 1991).

Peptyd IFi wigze sie z kompleksem FOFi w
stosunku liczbowym 1:1. Na tej podstawie
wnioskuje sie, ze tylko jedno z trzech potencjal-
nych miejsc katalitycznych wigze inhibitor.
Analiza produktow krzyzowego wigzania IFi z
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enzymem z drozdzy wykazata, ze inhibitor wigze
sie z peptydami a i @ (Ichicawa i wspoétaut.
1996). Prawdopodobnie dziatanie IFi polega na
blokowaniu usuwania produktéw reakcji z cen-
trum katalitycznego enzymu (blokowaniu przej-
Scia ze stanu T w stan O — patrz ryc. 3). Na
skutek tego produkty reakcji zostajga niejako
uwiezione w miejscu katalitycznym i peilny pro-
ces katalityczny nie moze sie rozwijac.

Pierwszorzedowa struktura peptydu IFi jest
bardzo podobna u wszystkich eukariontow. Nie
wystepuje on u bakterii i w chloroplastach, u
ktérych jego role spetnia peptyd e. IFi hamuje
takze pasywny transport protonéw w komple-
ksie FOFi (Guerrieri i wspotaut. 1987). Mecha-
nizm tego hamowaniajest obecnie przedmiotem
badan zespotu kierowanego przez Pape (Papa i
wspoétaut. 1996). Jackson i Harris (1986) suge-
rowali, ze helikalny fragment zawierajacy reszty
aminokwasowe 22-79 jest krytycznym miej-
scem w peptydzie IFi odpowiedzialnym za ha-
mowanie enzymu. Pozycje 48, 49, 55, 56 ami-
nokwasow w tym segmencie zajmuje histydyna
a obecnos¢ jej w pozycji 49 czyni hamowanie
enzymu zaleznym od pH.

Niedawno badacze z zespotu Papy (Papa i
wspotaut. 1996) opublikowali wyniki badan z
zastosowaniem dwodch zsyntetyzowanych che-
micznie segmentow peptydu IFi serca wotu.

Krystyna Bogucka

Segment zawierajacy aminokwasy w pozycji
42-58 peptydu natywnego oraz segment IFi
22-46. IFi 42-58 zachowywat sie jak natywny
inhibitor — hamowat aktywno$¢ enzymatyczna
izolowanego kompleksu FOFi, aktywnos¢ enzy-
mu zubozonych w inhibitor czagstek mitochon-
drialnych oraz rozpuszczalnej ATPazy Fi. Nato-
miast segment 22-46 IFi hamowat tylko ATPaze
Fi pozostajgc bez wptywu na aktywnos¢ ATPazy
w kompleksie FOFi oraz na transport protonéw
w czgstkach submitochondrialnych. Oznacza
to, ze segment IFi (22-46) reaguje w miejscu Fi,
ktére w kompleksie jest zamaskowane. Hamo-
wanie enzymu przez segment (42-58) jest za-
lezne od pH, podobnie jak w przypadku na-
tywnego inhibitora. Wymiana histydyny lub
lizyny na alanine w tym segmencie obniza
aktywnos¢ inhibitora oraz ostabia jego zalez-
nos¢ od pH. Oznacza to, ze aktywnos¢ inhibi-
tora zalezy od stanu uprotonowania reszt po-
larnych aminokwasow w IFi. Aktywnos¢ obu
inhibitoréw — natywnego ijego fragmentu (42-
58) jest wyzsza, kiedy reagujg one z calym
kompleksem FOFi w poréwnaniu z aktywnosciag
reakcji z rozpuszczalng ATPazg Fi. Nalezy za-
tem przypuszczaé, ze oprocz reagowania z kom-
pleksem Fi inhibitor reaguje takze z komple-
ksem FOoraz najprawdopodobniej z ktoryms z
peptydéw tacznika.

UWAGI KONCOWE

Z przedstawionych w niniejszym artykule
wynikéw badan nad kompleksem enzymatycz-
nym ATPazy FO-Fi mozna wnioskowac, ze decy-
dujgcym stadium sprzezenia energetycznego w
kompleksie enzymu jest przesuniecie pozycji
peptydu e w stosunku do peptydu y (zmiana
konformacyjna). Dzieki zmianom pozycji pepty-
du e w enzymie, ktéry ma kontakt bezposredni
z kanatem protonowym w btonie mitochondrial-
nej oraz pozycji peptydu y (rotacji) kontaktu-
jacego sie bezposrednio z kompleksem 0C3(33
dokonuja sie zmiany konformacyjne w tym
kompleksie. Dzieki tym zmianom miejsce wig-
zania nukleotydéw moze petni¢ funkcje cen-
trum katalitycznego enzymu.

Mozna przypuszczaé, ze ruchy peptydéw y
i e podczas hydrolizy ATP (kiedy protony sag
transportowane w kierunku ,,0d” centrum kata-
litycznego) utatwiajg protonowanie bocznych
tancuchéw aminokwasowych w peptydzie c, co
w konsekwencji powoduje zmiany w sektorze FO
enzymu utatwiajgce translokacje protonéw
przez btone mitochondrialng do cytosolu ko-
morki. Odwrotnie — translokacja protonow

przez kanat w sektorze FOw czasie funkcjono-
wania tancucha oddechowego podczas syntezy
ATP (kiedy protony sa transportowane w kie-
runku ,do” centrum katalitycznego) moze zmie-
nia¢ reakcje peptydu e z peptydem c przez
zmiane jonizacji bocznych tancuchéw amino-
kwasowych w tym peptydzie po stronie Fi btony
mitochondrialnej. Przesuniecie w peptydzie e i
zmiana konformacyjna w peptydzie y powodu-
jaca jego rotacje moga zmienia¢ powinowactwo
miejsc katalitycznych do wigzanych nukleoty-
déw.

Nad aktywnoscig hydrolityczng enzymu
sprawuje kontrole naturalny inhibitor IFi, kt6-
ry moze wigzac sie z kompleksem enzymatycz-
nym lub z niego dysocjowa¢ w zaleznosci od
stanu energetycznego mitochondriéw. Moze za-
tem chroni¢ komoérke przed wyczerpaniem za-
sobow energetycznych w niekorzystnych dla
niej warunkach ischemii lub niedotlenienia.
Po usunieciu zagrozenia wyczerpania komar-
kowych zasobéw ATP dysocjujac z kompleksu
FOFi umozliwia enzymowi podjecie syntezy
ATP.
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FoFi ATPase —
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STRUCTURE AND FUNCTION

Summary

FOFi 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. FOFi ATPase consists of two distinct sec-
tors: Fi partis globular and linked by anarrow stalk domain
to part FO.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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