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Molekularne podłoże chorób spowodowanych mutacjami 
w genach kodujących podjednostki syntazy ATP

STRESZCZENIE

Syntaza ATP jest ostatnim enzymem systemu OXPHOS, odpowiedzialnym za syntezę 
ATP. Mutacje zarówno w genach jądrowych jak i mitochondrialnych, kodujących pod-

jednostki enzymu (17 białek), prowadzą do chorób neurodegeneracyjnych. Dwie podjed-
nostki tego enzymu, 8 (ATP8, inna nazwa A6L) i a (ATP6), kodowane są w genomie mito-
chondrialnym przez geny MT-ATP8 i MT-ATP6. 17 mutacji związanych z chorobami ziden-
tyfikowano w pięciu genach jądrowych kodujących podjednostki enzymu. 58 mutacji zostało 
opisanych w genach MT-ATP8 i MT-ATP6, 36 z nich zostało zdeponowanych w bazie danych 
MITOMAP. Dla większości z nich zarówno patogenny charakter jak i mechanizm choroby 
nie są znane. W tej pracy podsumowujemy aktualną wiedzę na temat molekularnych pod-
staw chorób spowodowanych nieprawidłowym funkcjonowaniem syntazy ATP. Opisujemy 
mutacje w genach kodujących podjednostki enzymu oraz dane biochemiczne uzyskane w 
badaniach komórek pacjentów, modeli komórkowych i drożdżowych, a ponadto badania 
wykorzystujące drożdże mające na celu selekcję leków i poznanie ich mechanizmu działa-
nia. Mutacje w podjednostkach 8 i a wprowadziliśmy do ostatnio opublikowanej struktury 
domeny błonowej enzymu i dyskutujemy ich strukturalne i funkcjonalne konsekwencje.

WPROWADZENIE

Mitochondria to organelle otoczone dwiema warstwami błony, rozdzielony-
mi przestrzenią międzybłonową (IMS). Błony otaczają macierz mitochondrialną. 
Błona wewnętrzna tworzy wpuklenia do wnętrza macierzy, tzw. grzebienie. Mi-
tochondria mają własny genom i własny system syntezy białek. Kolista cząstecz-
ka ludzkiego mtDNA długości 16569 par zasad koduje 37 genów: 22 tRNAs, 
2 rRNAs i 13 białek. Wielkość, kształt i liczba mitochondriów w komórce jest 
różna, zależna od organizmu, a w obrębie jednego organizmu zależy od specja-
lizacji komórki/tkanki. Najważniejszą funkcją mitochondriów jest synteza ko-
mórkowej energii w formie ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), 
przeprowadzanej przez kompleksy łańcucha oddechowego [1]. System 
OXPHOS buduje 77 białek kodowanych w jądrowym DNA (nDNA) i 13 białek 
kodowanych w mitochondrialnym DNA (mtDNA). Białka te są osadzone w we-
wnętrznej błonie mitochondrialnej (IMM), wchodzą w skład czterech wielopo-
djednostkowych kompleksów (I-IV) oraz syntazy ATP [2]. Elektrony pochodzą-
ce z utleniania metabolitów przenoszone są na tlen, co prowadzi do uwalniania 
energii koniecznej do pompowania protonów z macierzy mitochondrialnej do 
przestrzeni międzybłonowej. Skutkiem tego procesu jest utworzenie elektroche-
micznego gradientu protonów w poprzek błony, nazywanego siłą motoryczną, 
gdzie zewnętrzna strona IMM jest naładowana dodatnio a wewnętrzna ujemnie. 
Syntaza ATP wykorzystuje ten gradient do produkcji ATP z ADP i nieorganicz-
nego fosforanu (Pi)  [3]. Mitochondria, obok ich głównej funkcji, jaką jest synteza 
komórkowej energii w formie ATP, pełnią szereg innych funkcji istotnych dla 
wzrostu i różnicowania komórek czy regulacji cyklu komórkowego. Są to synte-
za aminokwasów, lipidów, hemu czy mostków żelazowo-siarkowych, utrzyma-
nie homeostazy jonów wapnia czy indukcja apoptozy. Oksydacyjnej fosforylacji 
towarzyszy produkcja reaktywnych form tlenu (ROS), które są bardzo ważne w 
przekazywaniu sygnałów w komórce. Zaburzenie którejkolwiek z funkcji mito-
chondriów prowadzi do chorób zwanych chorobami mitochondrialnymi.

CHOROBY MITOCHONDRIALNE

Choroby mitochondrialne należą do chorób o podłożu genetycznym, spo-
wodowane są mutacjami zarówno w nDNA jak i w mtDNA [4]. Mutacje w 
mtDNA to delecje, rearanżacje oraz mutacje punktowe w genach kodujących 
rRNA, tRNA czy białka kompleksów oddechowych (8 u Saccharomyces cerevi-
siae, 13 u ludzi). Mutacje jądrowe występują zarówno w genach kodujących 
podjednostki kompleksów łańcucha oddechowego, jak i czynniki niezbęd-
ne do ich prawidłowego składania w błonie. Ich efektem jest nieprawidłowe 
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działanie mitochondriów, także systemu OXPHOS, co 
leży u podstaw ponad 150 zdefiniowanych chorób ge-
netycznych [5-10], występujących z częstością 1 na 4300 
osób dorosłych [11]. Dotyczą one organów i tkanek o 
wysokim zapotrzebowaniu na energię. Typowe objawy 
kliniczne obejmują wady słuchu/wzroku, encefalopatię, 
choroby serca, układu mięśniowo-nerwowego, ataksje, 
zaburzenia metaboliczne, funkcji wątroby, nerek czy gru-
czołów dokrewnych, często towarzyszy im cukrzyca [12-
14]. Około 15% przypadków spowodowanych jest mu-
tacjami w mtDNA, co wynika z narażenia tego DNA na 
mutacje z powodu bezpośredniego kontaktu ze źródłem 
ROS oraz z niskiej wydajności systemu naprawy w mi-
tochondriach [15]. W różnych jednostkach chorobowych 
opisano ponad 600 mutacji mtDNA, w tym delecje dużych 
jego fragmentów i rearanżacje genomu [16]. Pomimo wie-
lu charakterystycznych objawów defektów funkcji mito-
chondriów, diagnoza tych chorób jest trudna, z powodu 
ich dużej różnorodności i nasilenia, zależnych od rodzaju 
mutacji. Występowanie mtDNA w tysiącach kopii na ko-
mórkę, w stanie homoplazmatycznym (wszystkie kopie 
o jednakowej sekwencji) jak i heteroplazmatycznym (ko-
pie mtDNA różniące się pomiędzy sobą, np. na skutek 
mutacji, występujące w różnych proporcjach) [9] oraz 
dziedziczenie po linii matki są jedną z przyczyn różno-
rodności fenotypowej. Minimalny poziom zmutowanego 
mtDNA powodujący chorobę to 60%, jest on często różny 
w różnych tkankach [9]. Przebieg choroby jest zróżnico-
wany, nawet w przypadku chorób powodowanych przez 

tę samą mutację, zależy bowiem od stopnia heteroplazmii 
i innych czynników genetycznych, w tym haplogrupy 
mtDNA czy towarzyszącym mutacjom.

Badania prowadzone w naszym zespole skoncentro-
wane są na poznaniu molekularnego podłoża chorób wy-
nikających z mutacji w mtDNA w genach MT-ATP8 i MT-
-ATP6 (ATP8 i ATP6 w dalszej części artykułu), kodujących 
podjednostki syntazy ATP.

SRUKTURA I FUNKCJONOWANIE SYNTAZY ATP

Syntaza ATP zlokalizowana jest w błonie wewnętrznej 
mitochondriów. Buduje ją 17 białek tworzących domenę 
błonową FO i katalityczną F1 połączonych ramieniem central-
nym i zewnętrznym (Ryc. 1, Tab. 1) [17-19]. Skierowaną do 
macierzy domenę katalityczną F1 tworzy heksamer podjed-
nostek (αβ)3. Ramię centralne, złożone z podjednostek γδε, łą-
czy się z centrum domeny katalitycznej poprzez podjednost-
kę γ. Domenę FO tworzy osiem podjednostek c u człowieka, 
a 10 podjednostek Atp9 u drożdży wraz z podjednostką a 
(Atp6), pomiędzy którymi następuje transport protonów 
przez membranę podczas procesu katalizy. Dodatkowo w 
skład domeny Fo wchodzą małe podjednostki: 8 (ATP8, 
alias A6L), f, 6.8PL (i/j u drożdży), które wraz z podjednost-
kami b (Atp4 u drożdży), d, F6 (h u drożdży), oraz OSCP 
tworzą ramię zewnętrzne. Trzy podjednostki e, g, DAPIT (k 
u drożdży), stabilizują dimery syntazy ATP [20,21], które 

Rycina 1. Schemat reprezentujący dimer syntazy ATP drożdży, wykonany w programie Pymol (PyMOL Molecular Graphics System, Version 0.99, Schrödinger, LLC), w 
oparciu o strukturę opublikowaną i zdeponowaną w PDB Database [24], (PDB code 6B8H). Poszczególne łańcuchy podjednostek dla przejrzystości obrazu zostały poka-
zane na jednym monomerze. Krawędzie zakrzywionej błony zaznaczono linią przerywaną a drogę protonów linią ciągłą.
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usytuowane wzdłuż błony prowadzą do jej wygięcia i two-
rzenia grzebieni [22,23].

Syntaza ATP wykorzystuje gradient protonów na bło-
nie wewnętrznej, które w procesie syntezy ATP przedo-
stają się do macierzy poprzez kanał utworzony przez 
hydrofilowe aminokwasy podjednostek c i a, powodując 
rotację pierścienia. Wraz z pierścieniem rotują podjed-
nostki ramienia centralnego. W centrum błony, protony 
są wiązane do zachowanej w ewolucji reszty kwaśnego 
aminokwasu w drugiej helisie podjednostki c (cH2) (cE58 
u H. sapiens, cE59 u drożdży), zlokalizowanej na ze-
wnętrznej powierzchni pierścienia. Przyjęto, że związa-
nie protonu do grupy karboksylowej kwasu glutamino-
wego (E) niszczy oddziaływanie elektrostatyczne pomię-
dzy nią a naładowaną dodatnio, zachowaną w ewolucji 
resztą argininy w podjednostce a w helisie 5 (aH5) (aR159 
u H. sapiens, aR186 u drożdży) [24-27]. Argininie przypi-
suje się funkcję elektrostatycznego separatora pomiędzy 
ścieżką dla protonów napływających z IMS do środka 
błony a drugą ścieżką, którą protony, po przejściu pełne-
go obrotu pierścienia, przedostają się do macierzy [28]. 
Uzyskanie dokładnej struktury syntazy ATP drożdży do-
starczyło wielu informacji na temat budowy kanału dla 
protonów [24]. Wielkość hydrofilowej kieszeni, tworzącej 
kanał po stronie macierzy, to około 15 Å. Arginina aR186 
skierowana jest do jej środka, a jej „ścianki” tworzą resz-
ty polarnych aminokwasów helisy aH5 (u drożdży S250, 
Y251, K253, D254, H259) i aH6 (u drożdży E172, S175, 
R179, S182), spośród których E172 oraz D254 zostały za-
chowane w ewolucji; proponuje się, że reszty te biorą bez-
pośredni udział w transporcie protonów [24]. Na skutek 
rotacji pierścienia i ramienia centralnego podjednostka 

katalityczna β przechodzi trzy stany konfor-
macyjne, pozwalające na związanie ADP i Pi i 
syntezę ATP zgodnie z mechanizmem zapro-
ponowanym przez Petera Boyera [3]. Syntaza 
ATP może również hydrolizować ATP, wów-
czas protony transportowane są z macierzy 
do przestrzeni międzybłonowej.

MODELE DROŻDŻOWE  
I KOMÓRKOWE MUTACJI W GENACH 
MITOCHONDRIALNYCH SYNTAZY ATP

Aby prawidłowo sklasyfikować mutację po-
trzeba wielu danych, np. informacji o rodzin-
nej historii choroby, stopniu hetreoplazmii i 
jego korelacji z objawami choroby, czy danych 
biochemicznych o aktywności zmutowanego 
enzymu i o jego strukturze. Ze względu na he-
teroplazmię mtDNA u człowieka oraz wystę-
powanie w nim polimorfizmów w populacji, 
trudno jest sklasyfikować daną mutację jako 
patologiczną. Dane biochemiczne uzyskane 
na komórkach czy tkankach pacjentów nie 
pozwalają na określenie skutków pojedynczej 
mutacji. Dodatkowo, efekt mutacji może być 
wzmocniony poprzez występowanie jedno-
cześnie innych mutacji, także w genomie ją-
drowym [29,30]. Mimo tych trudności badania 
bezpośrednio na komórkach czy tkankach od 
pacjentów pokazały jaki poziom nieprawidło-

wego funkcjonowania  systemu OXPHOS prowadzi do roz-
woju choroby.

W celu zbadania efektów pojedynczej mutacji wyko-
rzystuje się modele homoplazmatycznych linii komór-
kowych, cybrydy [31]. Takie linie udało się otrzymać dla 
jedenastu mutacji w genie ATP6 [32-44]. Inne podejście 
to wykorzystanie komórek drożdży S. cerevisiae, których 
kompleksy systemu OXPHOS, także syntaza ATP, wy-
kazują wysokie podobieństwo do kompleksów OXPHOS 
w mitochondriach ludzkich [45-49]. Drożdże S. cerevisiae 
są organizmem, w którym jest możliwa ukierunkowana 
mutageneza mtDNA. Metodą biolistyczną wprowadza się 
do mitochondriów syntetyczny DNA kodujący zmutowa-
ną wersję genu. Taki gen na drodze rekombinacji łatwo 
wprowadzić do kompletnego genomu mitochondrialne-
go [50]. Drożdże nie tolerują stanu heteroplazmii, zatem 
zawsze otrzymuje się komórki homoplazmatyczne [51]. 
Dzięki zdolności do fermentacji glukozy komórki drożdży 
są żywotne nawet kiedy system OXPHOS nie funkcjonuje  
[52-54].

Na modelu drożdżowym bada się wzrost zależny od 
oddychania komórkowego, stabilność mtDNA, morfolo-
gię mitochondriów, zużycie tlenu przez wyizolowane mi-
tochondria, efektywność syntezy i hydrolizy ATP, poziom 
potencjału na wewnętrznej błonie mitochondriów, stan zło-
żenia/stabilność syntazy ATP oraz poziom syntezy białek 
kodowanych mitochondrialnie. Skonstruowane mutanty w 
mtDNA S. cerevisiae wykorzystaliśmy do zbadania efektu 
dziewięciu mutacji w genie ATP6 przypisanych określonym 
chorobom [36,53,55-62].

Tabela 1. Lista genów oraz podjednostek syntazy ATP u człowieka i u drożdży.

Człowiek S. cerevisiae

Gen Podjednostka Gen Podjednostka

ATP5A1 α ATP1 α

ATP5B β ATP2 β

ATP5C1 γ ATP3 γ

ATP5D δ ATP16 δ

ATP5E ε ATP15 ε

ATP5F1, b ATP4 4 lub b

ATP5G1, ATP5G2, ATP5G3 c1, c2, c3* ATP9 9 lub c

ATP5H d ATP7 d

ATP5I e ATP21 lub TIM11 e

ATP5J F6 ATP14 h

ATP5J2 f ATP17 f

ATP5L g ATP20 g

ATP5O OSCP ATP5 5 lub OSCP

MT-ATP6 a lub ATP6 ATP6 a lub Atp6

MT-ATP8 8, ATP8 lub A6L ATP8 8 lub Atp8

C14orf2 6,8 PL ATP18 i lub j

USMG5 DAPIT ATP19 k

*Podjednostki c1, c2, c3, kodowane są przez trzy różne geny; różnią się jedynie sekwencją sygnałową 
kierującą do mitochondriów, która jest odcinana po dotarciu białka do błony wewnętrznej. 
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Tabela 2. Mutacje w genach ATP8 i ATP6, związane z nimi jednostki chorobowe, ilość opisanych przypadków (N), wiek pacjentów w latach, poziom heteroplazmii (H), 
patogenność (PG) oraz aktywność i stan kompleksu syntazy ATP wraz z morfologią mitochondriów. 

Mutacja w 
mtDNA

Substytucja 
reszty amino-
kwasowej 
w białku

Jednostka chorobowa N Wiek
(w latach)

H
%

Syntaza ATP ROS/ 
morfologia 
mitochondriów

Literatura PG
Aktywność Stan złożenia 

enzymu

m.8381A>G 8T6A MIDD, LVHT 2 38,57 99 bd bd bd/zaburzona [71,72] N
m.8393C>T 8P10S Padaczka 1 10 <99 bd bd bd/bd [73] N

m.8403T>C 8I13T
Epizodyczna 
niewydolność 
mięśniowa

1 8 99 normalna normalny podwyższone/
bd [42] N

m.8411A>G 8M16V Choroba neurologiczna 
ze ślepotą 1† 10 97 bd bd bd/bd [74] N

m.8463A>G 8Y33C Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [77] N
m.8472C>T 8P36L Autyzm 3 4-8 100 bd bd bd/bd [78] N
m.8481C>T 8P39L Tetralogia Fallota 1 1 100 bd bd bd/bd [75] N
m.8502A>T 8N46I MTLE-HS 40 dorośli 11-36 bd bd bd/bd [70] P
m.8510A>G 8K49E Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [76] N
m.8519G>A 8E52K Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [77] N

m.8528T>C 8W55R 
aM1T

Kardiomiopatia 
dziecięca 5,3† 0.1-4 90-98 obniżona bd bd/bd [79,80] P

m.8529G>A 8W55X 
aM1I

Kardiomiopatia 
z neuropatią 1 16 90 obniżona defektywny bd/bd [44] P

m.8558C>T 8P65S 
aA11V LVHC 1 0.2 bd bd bd bd/bd [81] C

m.8561C>G 8P66A
aP12R

Ataksja, neuropatia, 
z cukrzycą 2 59,64 99 obniżona defektywny bd/bd [82] P

m.8527A>G aM1V Choroba neuro-
mięśniowa 1 7 bd bd bd bd/bd [112] N

m.8597T>C aI24T MILS 1 2 95 bd bd bd/bd [128] N
m.8611insC aL29PfsX36 Ataksja z encefalopatią 1 4 60-80 obniżona defektywny bd/zaburzona [105] P
m.8618insT aT33HfsX32 NARP 1 40 85 bd defektywny bd/bd [129] N
m.8668T>C aW48R LHON 1 dorosły 99 bd bd bd/bd [130] N

m.8684C>T aT53I
Autyzm 
Niewydolność jajników
LHON

1
7
1

4-8 
25
dorosły

100 bd bd bd/bd [78,130, 
131] N

m.8697G>A aM57I Autyzm
LHON 5 4-8 100 bd bd bd/bd [78,130] N

m.8701A>G aT59A Autyzm 1 4-8 100 bd bd bd/bd [78] N
m.8719G>A aG65X Miopatia 1 bd <99 bd bd bd/bd [116] N
m.8723G>A aR66Q Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [76] N
m.8794C>T aH90Y Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [77] N

m.8836A>G aM104V LHON
Autyzm

1
3

11
4-8 100 bd bd bd/bd [78,132] N

m.8839G>C aA105P NARP 1 57 21-88 normalna bd bd/bd [34] P
m.8843T>C aI106T Schizofrenia 2 bd 100 bd bd bd/bd [76,77] N

m.8851T>C aW109R FBSN 2 3 87-99 obniżona defektywny bd/zaburzona [57,107, 
108] P

m.8890A>G aK122E MS 1 18 35-38 bd bd bd/bd [110] N
m.8902G>A aA126T Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [76] N

m.8932C>T aP136S Choroba neuro-
mięsniowa 1 7 100 obniżona defektywny bd/bd [61,112, 

113] P

m.8945T>C aM140T Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [76] N
m.8950G>A aV142I LHON z dystonią 1 23 bd obniżona bd bd/bd [133] N

m.8969G>A aS148N MLASA
Neuropatia

1
1

6
14 60-90 obniżona defektywny podwyższone/

bd
[106] 
[36] C

m.8989G>C aA155P NARP 1 53 33-94 obniżona bd bd/bd [36,103] P

m.8993T>G aL156R NARP/MILS 53, 
10† 0.1-53 13-99 obniżona normalna podwyższone/

zaburzona

[37-41,62, 
83,85-93, 
134-139]

C

m.8993T>C aL156P NARP/MILS 35, 
4† 0.1-77 20-96 obniżona defektywny podwyższone/

normalna

[41,42,58, 
90, 91,93-
95, 140-
146]

C
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MUTACJE W GENACH KODUJĄCYCH 
PODJEDNOSTKI SYNTAZY ATP

Mutacje w genach syntazy ATP prowadzą do bardzo cięż-
kich chorób, często kończących się śmiercią w pierwszym 
miesiącu czy roku życia. Spis tych chorób przedstawiono w 
tabeli 2. Zaburzają one funkcje enzymu, np. transport pro-
tonów przez domenę błonową, i/lub jego ilość z powodu 
nieefektywnego składania zmutowanej podjednostki, obni-
żonej stabilności enzymu czy zdolności do tworzenia struk-
tur oligomerycznych [6,63].

MUTACJE W GENACH JĄDROWYCH

Mutacje w pięciu jądrowych genach syntazy ATP, kodu-
jących podjednostki α, δ i ε, oraz dwa białka będące czyn-
nikami składania enzymu, ATP12 i TMEM70, zidentyfiko-
wano w różnych jednostkach chorobowych [6]. Opisano 
dwóch pacjentów z mutacją w genie ATP5A1 (podjednostka 
α), dwóch pacjentów z mutacjami w genie ATP5F1D (pod-
jednostka δ), po jednym pacjencie z mutacjami odpowiednio 
w ATPAF2 (ATP12) i ATP5E (podjednostka ε) oraz pięćdzie-

sięciu pacjentów z mutacjami w genie TMEM70, w którym 
zidentyfikowano dotychczas dwanaście mutacji.

Pierwszą mutację jądrową znaleziono w genie ATPAF2, 
kodującym białko ATP12, niezbędne do składania dome-
ny F1, u pacjenta z encefalopatią noworodkową o bardzo 
ostrym przebiegu [64]. Mutacja c.280T>A w obu allelach 
genu, prowadziła do zamiany reszty w pozycji 94 na resztę 
argininy (W94R), prawdopodobnie zaburzając oddziaływa-
nie ATP12 z podjednostką α. Skutkuje to obniżeniem ilości 
kompleksów syntazy ATP. Badania na modelu drożdżo-
wym pokazały, że białko z odpowiadającą białku ludzkie-
mu substytucją, Atp12-W103R, ma obniżoną rozpuszczal-
ność i agreguje w macierzy mitochondrialnej, przez to jego 
funkcja jako czynnika składania podjednostki α do domeny 
F1 jest zaburzona [65].

U dwudziestu trzech pacjentów z noworodkową encefa-
lo-kardiopatią, której towarzyszyła kwasica mleczanowa, 
zidentyfikowano mutację c.317-2A>G w genie TMEM70 
[66]. W komórkach pacjentów wykazano obniżoną aktyw-
ność syntazy ATP, na skutek obniżonego poziomu kom-

m.9011C>T aA162V LHON 1 34 100 bd bd bd/bd [147] N
m.9016A>G aI164V LHON 1 dorosły 100 bd bd bd/bd [148] N
m.9025G>A aG167S Typu MILS, NARP 2, 1† 0.2, bd 100 bd bd bd/bd [33] N

m.9029A>G aH168R Typu LHON 1 38 95-99 obniżona bd podwyższone/
bd [33] P

m.9032T>C aL169P NARP 1 16 70-90 obniżona bd podwyższone/
bd [33] P

m.9035T>C aL170P SCA 21 4-48 90-99 obniżona bd podwyższone/
bd [35,104] C

m.9055G>A aA177T Schizofrenia 3 bd 100 bd bd bd/bd [77] N
m.9058A>G aT178A LVHT 1 bd nd bd bd bd/bd [81] N
m.9071C>T aS182L Schizofrenia 1 bd 100 bd bd bd/bd [76] N
m.9094C>T aL190F Niewydolność jajników 5 25 bd bd bd bd/bd [131] N
m.9101T>C aI192T LHON 1 21 100 obniżona bd bd/bd [43,111] P
m.9127delAT aI201PfsX2 NARP 1 18 10-82 obniżona bd bd/bd [149] P
m.9134A>G aE203G MS z kardiomiopatią 1 bd bd obniżona bd bd/bd [109] N
m.9139G>A aA205T LHON 2 30,45 bd bd bd bd/bd [150] N
m.9160T>C aY212H Schizofrenia 1 nd 100 bd bd bd/bd [77] N

m.9176T>G aL217R MILS 6, 3† 3-42 95-99 obniżona defektywny podwyższone/
zaburzona

[42,51,59, 
97,98, 
151-155]

C

m.9176T>C aL217P
MILS, okresowe 
porażenie, 
CMT, HSP

19, 
4† 1-59 90-99 obniżona defektywny podwyższone/

zaburzona

[42,51,56, 
97,98, 
151-155]

C

m.9185T>C aL220P
Okresowe porażenie, 
Ataksja, MILS, 
CMT, MNS, SCA

61, 
4† 2-58 73-99 obniżona defektywny bd/zaburzona

[42,55, 
99-102, 
104,156, 
157]

C

m.9191T>C aL222P MILS 1† 2 90-94 obniżona bd bd/zaburzona [55,100] P

m.9205delTA
a eliminacja 
kodonu 
STOP 

Encefalopatia,
kwasica mleczanowa 3, 1† dorosły, 

bd 98-99 obniżona bd bd/zaburzona [32,115, 
158] C

† - liczba pacjentów zmarłych; bd – brak danych; PG – patogenność: C – potwierdzona, P – podejrzana, N – nieznana; X – C-koniec białka, zapis 
aT33HfsX32 oznacza zamianę reszty treoniny na resztę histydyny wraz z przesunięciem ramki odczytu prowadzącej do terminacji syntezy białka w 
odległości 32 reszt aminokwasowych od miejsca zamienionej reszty aminokwasowej; MIDD – dziedziczna cukrzyca z głuchotą; LVHT – niescalony 
mięsień lewej komory; MLTE-HS – padaczka skroniowa; MILS – dziedziczna podostra martwicza encefalo(mielo)patia; NARP - neurogenna miopatia 
z ataksją i zwyrodnieniem barwnikowym siatkówki, LHON – dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera; FBSN – dwustronne obumarcie 
prążkowia; MS – zespół metaboliczny; MLASA – miopatia z kwasicą mleczanową i anemią sideroblastyczną; CMT – Choroba Charcota-Mariego-
Tootha; HSP – wrodzona paraplegia spastyczna; MNS – choroba neuronu ruchowego; SCA – ataksja rdzeniowo-móżdżkowa. Mutacje, których brak 
w bazie MITOMAP są podkreślone, a te dla których stworzyliśmy modele S. cerevisiae zaznaczono czcionką pochyłą.



Postępy Biochemii 64 (4) 2018	 309

pletnego enzymu oraz akumulacji domeny F1. Na tej pod-
stawie przypisano białku TMEM70 funkcję czynnika skła-
dania domeny F1. Inna mutacja w tym genie c.317-2A>G, 
opisana u trzydziestu pacjentów, występuje w miejscu 
wycięcia intronu przed trzecim egzonem i skutkuje bra-
kiem syntezy białka TMEM70. U pojedynczych pacjentów 
zidentyfikowano w tym genie mutacje: c.316+1G>T, dele-
cję g.2436–3789, delecję c.578_579delCA, c.336T>A, delecję 
c.211–450_317–568del, c.238C>T, podwójną mutację c.317-
-2A>G i c.118_119insGT, podwójną mutację c.317-2A>G i 
c.494G>A, podwójną mutację c.317-2A>G i c.628A>G, oraz 
c.535C>T. Wszystkie powodują syntezę skróconego białka 
TMEM70 z wyjątkiem ostatniej, która powoduje zamianę 
resztę histydyny 179 na histydynę.

Mutację c.35A>G w genie ATP5E, prowadzącą do zamia-
ny reszty tyrozyny 12 na resztę cysteiny w podjednostce ε, 
znaleziono u pacjenta z kwasicą mleczanową i 3-metylo-
glutakonową (3-MGA), opóźnieniem umysłowym i zabu-
rzeniami funkcji nerwów obwodowych [67]. Mutacja pro-
wadzi do wadliwego składania enzymu. Obniżony poziom 
enzymu w komórkach pacjenta wywoływał spadek syntezy 
ATP.

Mutację c.985C>T w genie ATP5A1, prowadzącą do 
zamiany reszty argininy 329 na resztę cysteiny w podjed-
nostce α, znaleziono u dwójki dzieci z noworodkową ence-
falopatią, które zmarły w pierwszym tygodniu życia [68]. 
Badania na fibroblastach pacjentów wykazały znaczące ob-
niżenie zawartości enzymu, sugerując zaburzenia we wcze-
snych etapach jego biogenezy.

Dwie mutacje, c.245C>T oraz c.317T>G, w genie 
ATP5F1D zamieniające odpowiednio resztę proliny 82 w 
resztę leucyny i resztę waliny 106 w resztę glicyny w pod-
jednostce δ syntazy ATP, zidnetyfikowano u dwójki nie-
spokrewnionych ze sobą dzieci. Pierwsza powodowała 
zaburzenia metaboliczne: kwasicę mleczanową i 3-mety-
loglutakonową (3-MGA) i wysokie stężenie amoniaku we 
krwi a druga encefalopatię [69]. Badania na fibroblastach 
pacjentów wykazały znaczny spadek zawartości enzymu, 
jego aktywności, a w konsekwecji akumulację metabolitów 
cyklu Krebsa.

MUTACJE W GENACH 
MITOCHONDRIALNYCH ATP8 I ATP6

Geny ATP8 i ATP6 sąsiadują ze sobą w mtDNA w ten 
sposób, że koniec genu ATP8 (mtDNA 8366-8572) i począ-
tek genu ATP6 (mtDNA 8527-9207) nachodzą na siebie od-
cinkiem 46 nukleotydów, między pozycjami 8527 oraz 8572 
mtDNA. Mutacje w tym obszarze zaburzają funkcję obu 
podjednostek. W literaturze opisano dotychczas 58 mutacji 
w tych genach, 36 z nich znajduje się w bazie MITOMAP na 
liście mutacji potencjalnie patologicznych. Dzięki rozwojo-
wi technik sekwencjonowania DNA i ich dostępności w dia-
gnostyce, ich liczba ciągle wzrasta. Aktualna lista mutacji w 
genach ATP8 i ATP6 (sprawdzona w marcu 2018 r.), wraz z 
chorobami z jakimi są powiązane i danymi biochemicznymi 
dostępnymi obecnie, zawarta jest w tabeli 2. Pozycje zamie-
nionych reszt aminokwasowych w białkach Atp8 i Atp6 na 
drożdżowym modelu struktury kanału protonów pokaza-
no na rycinie 2.

MUTACJE W GENIE KODUJACYM PODJEDNOSTKĘ 8

Dziesięć mutacji w podjednostce 8 zidentyfikowano u 
pacjentów z: padaczką (m.8502A>T – 8N46I, aż w 40 na 
44 badanych przypadków) [70]; syndromami LVHT lub 
MIDD (m.8381A>G – 8T6A; polskie nazwy chorób znaj-
dują się w legendzie do tabeli 2 [71,72]; padaczką, niewy-
dolnością mięśniową lub chorobą neurologiczną z głucho-
tą (m.8393C>T  – 8P10S [73], m.8403T>C  – 8I13T [42], i 
m.8411A>G – 8M16V [74], chorobą serca (m.8481C>T – 
8P39L [75]; schizofrenią (m.8463A>G – 8Y33C, m.8510A-
>G – 8K49E i m.8519G>A – 8E52K) [76,77]; oraz autyzmem 
(m.8472C>T – 8P36L) [78]. Wydaje się, że mutacje w genie 
kodującym tę podjednostkę prowadzą do chorób o słabiej 
wyrażonym fenotypie w porównianiu z mutacjami w ge-
nie kodującym podjednostkę a, co może wynikać z faktu, 
że jest ona zaangażowana w transport protonów w sposób 
pośredni. Za mniejszym znaczeniem tej podjednostki dla 
funkcji enzymu przemawia też niski poziom zachowania 
sekwencji białka w ewolucji.

MUTACJE W OBSZARZE WSPÓLNYM 
DLA OBU PODJEDNOSTEK 8 I a

Trzy mutacje w obszarze mtDNA wspólnym dla obu ge-
nów ATP8 i ATP6 (m.8528T>C (8W55R + aM1T), m.8529G>A 
(8W55STOP + aM1I), m.8558C>T (8P65S + aA11V)) zostały 
opisane u pacjentów z kardiomiopatią [44,79-81]. Czwarta 
mutacja w tym obszarze (m.8561C>G - 8P66A + aP12R) wy-
stępowała w mtDNA u pacjenta z ataksją, neuropatią obwo-
dową i cukrzycą [82].

MUTACJE W GENIE KODUJACYM PODJEDNOSTKĘ a

W przeciwieństwie do podjednostki 8, sekwencja podjed-
nostki a jest w bardzo wysokim stopniu zachowana w ewo-
lucji. 32 mutacje z 48 zmieniają zachowane w ewolucji resz-
ty aminokwasów u kręgowców, 18 z nich jest zachowane 
także u drożdży.

Dwie mutacje w tej samej pozycji mtDNA opisano już 
u osiemdziesięciu ośmiu pacjentów z syndromem NARP 
lub MILS: m.8993T>G (aL156R) i m.8993T>C (aL156P) 
(Tab. 2). Pierwsza z nich, jednocześnie pierwsza opisana 
mutacja w podjednostce a [83], prowadzi do ostrzejszego 
przebiegu chorób niż druga. Stopnień nasilenia objawów 
chorobowych zależy też od stopnia heteroplazmii mtD-
NA z mutacją [84,85]. Zaburza ona transport protonów 
przez domenę błonową enzymu, redukując jego aktyw-
ność nawet do 10% aktywności w komórkach zdrowych. 
Zaproponowano też, że brak syntezy ATP przez zmuto-
wany enzym wynika z nieefektywnego wykorzystania 
gradientu protonowego do fosforylacji ADP [37-41,86-
93]. Niektóre prace donoszą o zaburzeniu składania/
stabilności enzymu, ale badania na modelu drożdżo-
wym pokazały, że zmutowany enzym jest stabilny [62]. 
W przeciwieństwie do reszty argininy, reszta proliny w 
pozycji 156 prowadzi do zaburzenia biogenezy enzymu 
oraz obniża zawartość kompletnych jego kompleksów 
w błonie, co powoduje obniżenie produkcji ATP do 70% 
[42,58,91,94,95]. Obok deficytu w funkcjonowaniu syste-
mu OXPHOS, obie mutacje powodowały wzrost produk-
cji ROS i zaburzenie morfologii mitochondriów.
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Dwie mutacje w innej pozycji tego genu, powodują 
głównie MILS (Tab. 2): m.9176T>G (aL217R) i m.9176T>C 
(aL217P). Zamiana reszty leucyny na resztę argininy całko-
wicie blokuje przyłączanie podjednostki a do enzymu, w 
efekcie jest ona degradowana, a zawartość enzymu w mito-
chondriach jest śladowa [96]. Badania na modelu drożdżo-
wym potwierdziły ten mechanizm choroby [59]. Druga mu-
tacja obok MILS powoduje też chorobę Charcota-Mariego-
-Tootha, spastyczną paraplegię (osłabienie mięśni kończyn 
dolnych) i porażenia okresowe. Mutacja obniża poziom 
syntetyzowanego ATP do 75%, zaburzając najprawdopo-
dobniej funkcjonowanie syntazy ATP, obserwowano też 
niestabilność enzymu [97,98].

Najczęstsza (znaleziona u sześćdziesięciu jeden pacjen-
tów) mutacja, m.9185T>C (aL220P), powoduje różnorodne 
choroby: MILS, chorobę neuronu ruchowego, Charcota-Ma-
riego-Tootha, porażenie okresowe czy ataksję rdzeniowo-
-móżdżkową [42,99-102]. Badania biochemiczne, także na 
komórkach drożdży, wskazują, że zaburza ona funkcjono-
wanie enzymu obniżając w konsekwencji syntezę ATP do 
50-90% [55].

U pojedynczych pacjentów z syndromami NARP lub 
MILS (Tab. 2) opisano osiem innych mutacji w genie pod-
jednostki a (m.8597T>C – aI24T, m.8618insT, m.8839G>C 
– aA105P, m.8989G>C – aA155P, m.9025G>A – aG167S, 
m.9032T>C – aL169P, m.9127delAT – aI201PfsX2 oraz 
m.9191T>C – aL222P). Badania biochemiczne wskazują na 
patogenność niektórych z nich, np. m.8989G>C obniżała 

aktywność hydrolityczną syntazy ATP [103], m.9032T>C 
prowadziła do obniżenia oddychania oraz wzrostu ROS i 
potencjału na błonie wewnętrznej [33]. U podłoża chorób 
spowodowanych przez m.9191T>C leży drastyczne obniże-
nie przyłączania podjednostki a do syntazy ATP [55].

U dwudziestu jeden pacjentów cierpiących na ataksję 
znaleziono mutację m.9035T>C (aL170P) [35,104]. W bada-
niach na cybrydach pokazano, że obok obniżenia aktywno-
ści hydrolitycznej syntazy ATP i poziomu komórkowego 
ATP o około 50 %, poziom ROS w komórce był podwyż-
szony aż 5–7 razy. Inna mutacja, m.8611insC (aL29PfsX36), 
wywołuje ataksję, której towarzyszyła encefalopatia [105].

Mutacja m.8969G>A (aS148N) została znaleziona u 
dwóch pacjentów z syndromem MLASA [106] oraz z ne-
fropatią [36]. Badania naszego zespołu pokazały, że resz-
ta asparaginy w pozycji 148 bezpośrednio blokuje drogę 
wyjścia protonów po stronie macierzy, poprzez tworzenie 
wiązania wodorowego z kwasem glutaminowym w pozy-
cji 145 (Skoczen N., praca przyjęta do druku w BBA-BIO), 
któremu przypisano funkcję bezpośredniego wiązania 
protonu w trakcie jego przejścia przez kanał po stronie ma-
cierzy [24]. Tym samym, jest to jedyna mutacja w genach 
syntazy ATP o tak dokładnie sprecyzowanym mechani-
zmie na poziomie molekularnym.

Mutacja m.8851T>C (aW109R) została zidentyfikowana u 
pacjentów z dwustronnym obumarciem prążkowia (FBSN) 
[107,108]. Badania na modelu drożdżowym wykazały pato-

Rycina 2. Pozycje mutacji patologicznych w podjednostkach 8 i a w oparciu o strukturę kanału protonów drożdży S. cerevisiae 24.. A, widok od strony ramienia zewnętrz-
nego, B, widok od strony macierzy. Podstawienia reszt aminokwasowych, zaznaczone na czerwono, są zgodne z tymi w białkach ludzkich i tabelą 2. Zachowana w ewo-
lucji reszta agininy aR159 w helisie aH5 oraz reszta kwasu glutaminowego cE58 bezpośrednio zaangażowane w transport protonów w podjednostce cH2 uwidoczniono 
przez pokazanie ich łańcuchów bocznych odpowiednio w kolorach fioletowym i czerwonym. Rycina wykonana w programie Pymol.
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genny charakter mutacji m.8851T>C, która zaburza aktyw-
ności enzymu do poziomu 5% blokując transport protonów 
przez kanał [57]. Dwie mutacje powiązano z zespołem me-
tabolicznym: m.9134A>G (aE203G) i m.8890A>G (aK122E), 
w przypadku pierwszej pacjent cierpiał również na kardio-
miopatię [109,110].

Dziesięć mutacji w genie ATP6 powoduje dziedziczną 
neuropatię nerwu wzrokowego Lebera (LHON), jedyny 
zespół spowodowany mutacjami mtDNA, a dotyczący jed-
nego tylko organu. Są to mutacje: (m.8668T>C (aW48R), 
m.8684C>T (aT53I), m.8697G>A (aM57I), m.8836A>G 
(aM104V), m.8950G>A (aV142I), m.9011C>T (aA162V), 
m.9016A>G (aI164V), m.9029A>G (aH168R), m.9101T>C 
(aI192T) i m.9139G>A (aA205T) (Tab. 2). Tylko dla dwóch 
(m.9029A>G i m.9101T>C) wykazano obniżoną aktywność 
systemu OXPHOS, podwyższony poziom ROS i potencjał 
na błonie wewnętrznej, ale mechanizm leżący u podłoża 
tych efektów nie jest znany [33,111].

Dwie mutacje wywołują chorobę neuromieśniową: 
m.8932C>T (aP136S) i m.8527A>G (aM1V) [112]. Co cie-
kawe, pierwszą z nich zidentyfikowano również w ko-
mórkach raka prostaty [113]. Badania na modelu droż-
dżowym tej mutacji wykazały, że obniża ona oddychanie 
komórkowe i aktywność syntazy ATP o 50%, z dużym 
prawdopodobieństwem ma ona patologiczny charakter 
[61]. Ponadto wykazaliśmy jej znaczenie dla indukcji pro-
cesu apoptozy [114].

Delecja m.9205delTA eliminuje kodon STOP i została 
opisana u trzech pacjentów z kwasicą mleczanową i ence-
faliopatią [32,115]. W policistronowym mRNA kodującym 
ATP8 i ATP6 znajduje się również gen COX3, którego po-
czątek to pozycja m.9207. Wykazano, że mutacja zaburza 
dojrzewanie policitronowego mRNA, co prowadzi do ob-
niżenia poziomu dojrzałych mRNA genów ATP6 i COX3. 
W konsekwencji ilość podjednostki a w mitochondriach jest 
śladowa, a podjednostki COX3 obniżona o połowę. Me-
chanizm patologiczny tej mutacji oparty jest na zaburzeniu 
funkcji obu kompleksów łańcucha oddechowego: oksydazy 
cytochromu c i syntazy ATP.

Konsekwencje następujących mutacji, a więc ich 
patogenny charakter, nie są znane:  m.8719G>A (aG65X) i 
m.9058A>G (aT178A) zidentyfikowane u pacjentów z ze-
społem niescalonego mięśnia lewej komory (LVHT) [81,116]. 
Dziesięć kolejnych: m.8701A>G (aT59A), m.8723G>A 
(aR66Q), m.8794C>T (aH90Y), m.8843T>C (aI106T), 
m.8902G>A (aA126T), m.8945T>C (aM140T), m.9055G>A 
(aI177T), m.9071C>T (aS182L), m.9094C>T (aL190F) i 
m.9160T>C (aY212H) znaleziono u pacjentów z autyzmem 
lub schizofrenią (Tab. 2).

LOKALIZACJA PODSTAWIEŃ RESZT 
AMINOKWASOWYCH W PODJEDNOSTCE 8 I a

W ostatnich latach, technikami mikroskopii elektro-
nowej, uzyskano struktury syntazy ATP wołu Bos taurus 
oraz drożdży Yarrowia lipolytica i S. cerevisiae [18,20,24]. 
Skład podjednostkowy syntazy ATP drożdży nie różni 
się od enzymu kręgowców (Tab. 1) [21], również struk-

tury enzymu u tych organizmów są bardzo podobne. Je-
dyną różnicą pomiędzy enzymem drożdży a człowieka 
jest liczba podjednostek c w pierścieniu (10 u drożdży, 8 
u człowieka) (Ryc.  1) [117]. Wykorzystując model S. ce-
revisiae, zaznaczyliśmy w podjednistce 8 i a pozycje reszt 
aminokwasowych zamienionych przez mutacje u pacjen-
tów (Ryc. 2) oraz zaanalizowaliśmy ich potencjalne zna-
czenie dla struktury i funkcji enzymu, które opisujemy 
poniżej.

PODSTAWIENIA RESZT AMINOKWASOWYCH 
W PODJEDNOSTCE a

Helisa piąta podjednostki a (aH5) jest zakrzywiona 
wokół pierścienia podjednostek c, przez co obracający 
się pierścień znajduje się w bezpośrednim jej sąsiedz-
twie. Reszty polarnych aminokwasów helisy aH5 oraz 
helisy aH6 tworzą hydrofilowe kieszenie, drogę protonu 
po obu stronach błony [24]. Pięć mutacji zmieniających 
reszty hydrofobowych aminokwasów alaniny lub leucy-
ny na resztę proliny znajduje się właśnie w helisie aH5, w 
pobliżu pełniącej ważną funkcję w transporcie protonu 
reszty argininy aR159 (aA105P, aA155P i aL156P), leżą-
cej naprzeciwko wiążącego proton reszty kwasu gluta-
minowego (cE58), lub blisko aH168/aE203 – dwóch reszt 
aminokwasowych prawdopodobnie wiążących proton w 
trakcie jego przejścia przez domenę błonową po stronie 
przestrzeni międzybłonowej (aL169P, aL170P). Te muta-
cje mogą zmieniać kształt helisy aH5. Mutacje w pozy-
cjach 155 i 156, również położone blisko aR159, mogą za-
burzać mechanizm transportu protonu, wydłużając jego 
drogę [28] lub zmieniając oddziaływanie aR159 z cE58. W 
helisie aH6, mutacje aL217P, aL220P i aL222P znajdują się 
na krawędzi kieszonki wyjścia protonu do macierzy. Ich 
poważne konsekwencje mogą wynikać ze zmiany położe-
nia reszty kwasu asparaginowego w pozycji 224 (aD224), 
prawdopodobnie bezpośrednio zaangażowanej w trans-
port protonu [24]. Podobnie, aP136S może zmieniać poło-
żenie pętli pomiędzy helisami aH4 i aH5 zaburzając dro-
gę protonu w tym rejonie kanału.

Defekt w przyłączaniu podjednostki aL217R do syn-
tazy ATP [59] spowodowany jest zamianą hydrofobowej 
reszty aminokwasowej na masywniejszą i naładowaną 
dodatnio, co utrudnia składanie tej silnie hydrofobowej 
podjednostki w błonie. Zamiana aL156R może bloko-
wać transport protonu [62], z powodu elektrostatycznej 
lub sferycznej przeszkody jaką jest reszta argininy, która 
może spowalniać rotację pierścienia. Zamiana aS148N, 
zlokalizowana w kieszeni wyjścia protonu do macierzy 
[36], może hamować transport protonu blokując bezpo-
średnio niezbędny do tego procesu kwas glutaminowy 
aE145, tworząc z nim wiązanie wodorowe (Skoczen, przy-
jęte do druku w BBA-BIO). Położenie aH168 w kanale po 
stronie macierzy [33] i zamiana jej reszty aminokwasowej 
na pozytywnie naładowaną resztę argininy może odcinać 
drogę protonu z przestrzeni do pierścienia podjednostek 
c. Podobny efekt może powodować zamiana aW109R, 
blokując szczególnie drogę wejścia protonu z macierzy w 
trakcie hydrolizy ATP [57], co nie wyklucza hamowania 
wyjścia protonu do macierzy w trakcie syntezy ATP. Po-
dobne konsekwencje może mieć zamiana aK122E.
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Substytucje aM140T, aG167S, aA177T, aI192T, aA205T i 
aY212H obniżają hydrofobowość powierzchni pomiędzy 
podjednostką a i pierścieniem podjednostek c, co może 
być istotne dla rotacji pierścienia. Choć trudno przewi-
dzieć konsekwencje na poziomie struktury zamiany hy-
drofobowych reszt aminokwasowych na hydrofilowe i 
obojętne (aI24T, aI106T, aA126T) lub odwrotnie (aT53I, 
aT59A, aT178A, aS182L) oraz substytucje, które zmieniają 
hydrofobowość (aM57I, aM104V, aV142I, aA162V, aI164V, 
aL190F), to lokalizacja reszt tych aminokwasów w obrę-
bie helis kluczowych dla transportu protonów aH4-6 po-
zwala domniemywać o ich patogennym charakterze.

PODSTAWIENIA RESZT AMINOKWASOWYCH 
W PODJEDNOSTCE 8

Podjednostka 8 u drożdży ma strukturę helisy błonowej 
od strony N-końca i krótkiej helisy wystającej do macierzy 
[20,24]. Model syntazy ATP wołu jest pozbawiony C-koń-
cowej struktury podjednostki 8 dlatego model drożdżowy 
został wykorzystany do analizy strukturalnej mutacji pato-
logicznych [18]. Podjednostka 8 stabilizuje w błonie N-koń-
cową połowę podjednostki a [20]. Cztery mutacje znalezio-
ne u pacjentów (8T6A, 8P10S, 8I13T, 8M16V) grupują się w 
N-końcowym regionie helisy 8H1 w bliskim sąsiedztwie 
czwartej helisy podjednostki a (aH4), co sugeruje, że mogą 
zaburzać stabilność oddziaływania pomiedzy tymi pod-
jednostkami [20]. Pozostałe sześć mutacji (8Y33C, 8P36L, 
8P39L, 8N46I, 8K49E, 8E52K) znajduje się w krótkiej helisie 
8H2. Mogą nie być obojętne dla oddziaływania z błonową 
częścią ramienia zewnętrznego, a tym samym dla stabilno-
ści domeny błonowej enzymu. Mogą też wpływać pośred-
nio na transport protonów przez tę domenę.

DIMERY SYNTAZY ATP A MORFOLOGIA 
MITOCHONDRIÓW

Syntaza ATP występuje w błonie wewnętrznej mitochon-
driów w formie dimerów i oligomerów, które przyczyniają 
się do zakrzywiania błony i tworzenia grzebieni wewnątrz 
mitochondriów (Ryc. 1) [20,118-120]. W przypadku wielu 
mutacji obserwowano zaburzenie morfologii mitochon-
driów (Tab. 2), także takie defekty zaobserwowaliśmy w 
modelach drożdżowych niektórych mutacji [59]. Sugeruje 
to, że wtórnym efektem mutacji zaburzających składanie 
enzymu jest brak grzebieni, co jest kluczowe dla lokalizacji 
całego systemu OXPHOS, nie tylko syntazy ATP.

WYKORZYSTANIE MITOCHONDRIALNYCH 
MUTANTÓW S. CEREVISIAE DO SELEKCJI 
ZWIĄZKÓW ODWRACAJĄCYCH EFEKTY MUTACJI 
I BADANIA MECHANIZMÓW ICH DZIAŁANIA

Obecnie choroby mitochondrialne są nieuleczalne a te-
rapia polega na łagodzeniu objawów. Na przykład na mo-
delu cybrydowym oraz komórkach od pacjenta z mutacją 
m.8993T>G pokazano, że zastosowanie związków antyok-
sydacyjnych poprawiało oddychanie komórkowe i synte-
zę ATP [40]. W oparciu o tę obserwację stosuje się często 
suplementację diety koenzymem Q10, N-acetylocysteiną, 
kwasem dihydrolipoinowym, karnityną, kreatyną czy wita-
minami, ale jej efekty są znikome [7].

Do selekcji aktywnych związków przywracających 
wzrost zależny od oddychania nasz zespół wykorzystał mu-
tanta drożdżowego fmc1Δ, w którym zaburzone jest skła-
danie domeny katalitycznej syntazy ATP. Jest to doskonały 
model defektów spowodowanych mutacjami w genach ją-
drowych ATPAF2 i TMEM70 [121-123]. W doświadczeniach 
użyliśmy, między innymi, bibliotekę Prestwick, związków 
o znanej cytotoksyczności, które są lub były testowane w 
badaniach klinicznych, mogą więc być dużo łatwiej wpro-
wadzone do stosowania jako leki. Komórki defektywnego 
oddechowo mutanta fmc1Δ wysiewano w gęstości 108 na 
podłoże stałe z niefermentowalnym źródłem węgla, na po-
wierzchni agaru umieszczano sterylne filtry, na które nano-
szono związki w stężeniu 10 µM. Związki przywracające 
oddychanie powodowały wzrost komórek mutanta wokół 
filtra, często w formie pierścienia, co wskazywało jednocze-
śnie na działanie związku w określonych stężeniach i na jego 
toksyczność w wysokich stężeniach. Wyizolowaliśmy dwa 
związki: chloroheksydynę (CH) i pirytion sodu (NaPT). CH 
poprawiała dwukrotnie zużycie tlenu i syntezę ATP w mu-
tancie fmc1Δ dzięki zwiększonej ilości kompleksów łańcu-
cha oddechowego w błonie wewnętrznej. CH przywracała 
również wzrost oddechowy szczepów posiadających mu-
tacje homologiczne do m.8993T>G i m.8851T>C, ponadto 
wykazywała aktywność na modelu cybrydowym mutacji 
m.8993T>G w sposób zależny od stężenia. Wykazaliśmy, że 
w obecności CH poziom ekspresji genu QCR9, kodującego 
podjednostkę kompleksu cytochromów bc1, był znacząco 
podwyższony, co wskazuje, że poprawa ekspresji komplek-
sów OXPHOS w błonie wewnętrznej przez CH wymaga 
funkcji białka Qcr9 [121].

Obok komplementacji braku wzrostu oddechowego mu-
tanta fmc1Δ, NaPT przywracał również wzrost zależny od 
oddychania mutantów m.9176T>G i m.8993T>G (Tab. 2). 
W celu poznania mechanizmu działania NaPT wykorzy-
staliśmy kolekcję mutantów heterozygotycznych drożdży 
by zidentyfikować, takie, które wykazywały podwyższo-
ną wrażliwość na obecność związku w pożywce. Pozwa-
la to zidentyfikować białka czy procesy komórkowe, po-
przez które działa w komórce dany związek [124,125]. W 
obecności NaPT największą wrażliwość wykazały dwa 
mutanty w podjednostkach translokazy mitochondrialnej 
TIM23, tim17Δ/TIM17 i tim23Δ/TIM23 [126,127]. W dal-
szych badaniach wykazaliśmy, że NaPT znacząco indukuje 
tempo transportu białek do wewnętrznej błony mitochon-
drialnej przez komplex TIM23, w tym kompleksów syste-
mu OXPHOS. Badania sugerują, że niewielka modulacja 
transportu do błony wewnętrznej mitochondriów może 
mieć efekt terapeutyczny, co więcej także w przypadku in-
nych chorób, u podłoża których leżą dysfunkcje systemu 
OXPHOS. Jednocześnie pokazują one ogromny potencjał 
drożdży jako modelu badawczego nie tylko do badania 
mechanizmów chorób genetycznych ale też poszukiwania 
leków.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Zrozumienie mechanizmu chorób mitochondrialnych 
jest niezbędne do opracowania skutecznej terapii, której 
obecnie nie ma. Te spowodowane mutacjami w genach mi-
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tochondrialnych są szczególnie dużym wyzwaniem do ba-
dania, ze względu na heteroplazmię mtDNA, dziedziczenie 
matczyne czy wpływ tła genetycznego na ich przebieg, a 
więc i na efekty mutacji. Rozwój techniki konstruowania ho-
moplazmatycznych linii komórkowych jak i wykorzystanie 
modeli drożdżowych, a także dostępność struktur syntazy 
ATP (szczególnie bardzo dokładnej struktury syntazy ATP 
drożdży) pozwala na badanie zaburzeń funkcji tego enzy-
mu. Szczególnym zadaniem, jest wykorzystanie drożdży do 
poznania funkcji podjednostki 8, która nie jest zbadana, i w 
której patogenne mutacje nie są rzadkością. Ciągle jesteśmy 
na początku drogi prowadzącej do poznania mechanizmów 
tych chorób, ale te badania dają nadzieję na terapię w przy-
szłości.
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ABSTRACT
ATP synthase is the last enzyme of the OXPHOS system synthesizing ATP. Mutations in either mitochondrial or nuclear genes encoding 
subunits of this enzyme (17 polypeptides) cause neurodegenerative diseases. The ATP synthase subunits 8 (ATP8, alias A6L) and a (ATP6) are 
encoded by the MT-ATP8 and MT-ATP6 mitochondrial genes, respectively. 17 diseases associated mutations were identified in five nuclear 
genes coding for subunits of this enzyme. 58 mutations were described in the MT-ATP6 and MT-ATP8 genes, among them 36 were deposited 
in MITOMAP database. For most of them neither their pathogenic character nor the mechanisms are known. This review summarizes what is 
known about the molecular basis of the ATP synthase deficiencies. We review the mutations in the ATP synthase genes as well as biochemical 
data obtained from studies of patient’s cells and cybrid or yeast models. We include yeast research about drugs selection and their mechanism 
of action. Moreover we position the mutations into a recently published structural model of the Fo complex and discuss their structural/func-
tional consequences.
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