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STRESZCZENIE

yntaza ATP jest ostatnim enzymem systemu OXPHOS, odpowiedzialnym za synteze

ATP. Mutacje zarowno w genach jadrowych jak i mitochondrialnych, kodujacych pod-
jednostki enzymu (17 bialek), prowadza do choréb neurodegeneracyjnych. Dwie podjed-
nostki tego enzymu, 8 (ATPS, inna nazwa A6L) i a (ATP6), kodowane sa w genomie mito-
chondrialnym przez geny MT-ATP8 i MT-ATP6. 17 mutacji zwiazanych z chorobami ziden-
tyfikowano w pieciu genach jadrowych kodujacych podjednostki enzymu. 58 mutacji zostato
opisanych w genach MT-ATPS i MT-ATP6, 36 z nich zostalo zdeponowanych w bazie danych
MITOMAP. Dla wiekszosci z nich zar6wno patogenny charakter jak i mechanizm choroby
nie sa znane. W tej pracy podsumowujemy aktualna wiedze na temat molekularnych pod-
staw choréb spowodowanych nieprawidlowym funkcjonowaniem syntazy ATP. Opisujemy
mutacje w genach kodujacych podjednostki enzymu oraz dane biochemiczne uzyskane w
badaniach komoérek pacjentow, modeli komérkowych i drozdzowych, a ponadto badania
wykorzystujace drozdze majace na celu selekcje lekéw i poznanie ich mechanizmu dziata-
nia. Mutacje w podjednostkach 8 i a wprowadzilismy do ostatnio opublikowanej struktury
domeny blonowej enzymu i dyskutujemy ich strukturalne i funkcjonalne konsekwencje.

WPROWADZENIE

Mitochondria to organelle otoczone dwiema warstwami blony, rozdzielony-
mi przestrzenia miedzybtonowa (IMS). Btony otaczaja macierz mitochondrialng.
Btona wewnetrzna tworzy wpuklenia do wnetrza macierzy, tzw. grzebienie. Mi-
tochondria maja wiasny genom i wiasny system syntezy biatek. Kolista czastecz-
ka ludzkiego mtDNA dlugosci 16569 par zasad koduje 37 genéw: 22 tRNAs,
2 rRNAs i 13 biatek. Wielkos¢, ksztalt i liczba mitochondriéw w komorce jest
rézna, zalezna od organizmu, a w obrebie jednego organizmu zalezy od specja-
lizacji komorki/tkanki. Najwazniejsza funkcja mitochondriow jest synteza ko-
morkowej energii w formie ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS),
przeprowadzanej przez kompleksy faricucha oddechowego [1]. System
OXPHOS buduje 77 biatek kodowanych w jadrowym DNA (nDNA) i 13 biatek
kodowanych w mitochondrialnym DNA (mtDNA). Biatka te sa osadzone w we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej (IMM), wchodza w sklad czterech wielopo-
djednostkowych komplekséw (I-1V) oraz syntazy ATP [2]. Elektrony pochodza-
ce z utleniania metabolitéw przenoszone sa na tlen, co prowadzi do uwalniania
energii koniecznej do pompowania protonéw z macierzy mitochondrialnej do
przestrzeni miedzybtonowej. Skutkiem tego procesu jest utworzenie elektroche-
micznego gradientu protonéw w poprzek btony, nazywanego sita motoryczng,
gdzie zewnetrzna strona IMM jest naladowana dodatnio a wewnetrzna ujemnie.
Syntaza ATP wykorzystuje ten gradient do produkcji ATP z ADP i nieorganicz-
nego fosforanu (Pi) [3]. Mitochondria, obok ich gtéwnej funkgji, jaka jest synteza
komoérkowej energii w formie ATP, pelnig szereg innych funkcji istotnych dla
wzrostu i réznicowania komoérek czy regulacji cyklu komérkowego. Sa to synte-
za aminokwaséw, lipidéw, hemu czy mostkéw zelazowo-siarkowych, utrzyma-
nie homeostazy jonéw wapnia czy indukcja apoptozy. Oksydacyjnej fosforylacji
towarzyszy produkcja reaktywnych form tlenu (ROS), ktére sa bardzo wazne w
przekazywaniu sygnaléw w komorce. Zaburzenie ktérejkolwiek z funkcji mito-
chondriéw prowadzi do choréb zwanych chorobami mitochondrialnymi.

CHOROBY MITOCHONDRIALNE

Choroby mitochondrialne naleza do choréb o podiozu genetycznym, spo-
wodowane sg mutacjami zaréwno w nDNA jak i w mtDNA [4]. Mutacje w
mtDNA to delecje, rearanzacje oraz mutacje punktowe w genach kodujacych
rRNA, tRNA czy biatka komplekséw oddechowych (8 u Saccharomyces cerevi-
siae, 13 u ludzi). Mutacje jadrowe wystepuja zaréwno w genach kodujacych
podjednostki kompleksoéw taricucha oddechowego, jak i czynniki niezbed-
ne do ich prawidlowego sktadania w bionie. Ich efektem jest nieprawidlowe

www.postepybiochemii.pl



Rycina 1. Schemat reprezentujacy dimer syntazy ATP drozdzy, wykonany w programie Pymol (PyMOL Molecular Graphics System, Version 0.99, Schrodinger, LLC), w
oparciu o strukture opublikowana i zdeponowang w PDB Database [24], (PDB code 6B8H). Poszczeg6lne taricuchy podjednostek dla przejrzystosci obrazu zostaty poka-
zane na jednym monomerze. Krawedzie zakrzywionej blony zaznaczono linig przerywana a droge protonéw linig ciggta.

dzialanie mitochondriéw, takze systemu OXPHOS, co
lezy u podstaw ponad 150 zdefiniowanych choréb ge-
netycznych [5-10], wystepujacych z czestoscia 1 na 4300
0s6b dorostych [11]. Dotycza one organéw i tkanek o
wysokim zapotrzebowaniu na energie. Typowe objawy
kliniczne obejmuja wady stuchu/wzroku, encefalopatie,
choroby serca, ukladu mieéniowo-nerwowego, ataksje,
zaburzenia metaboliczne, funkcji watroby, nerek czy gru-
czotéw dokrewnych, czesto towarzyszy im cukrzyca [12-
14]. Okoto 15% przypadkéow spowodowanych jest mu-
tacjami w mtDNA, co wynika z narazenia tego DNA na
mutacje z powodu bezposéredniego kontaktu ze Zrédlem
ROS oraz z niskiej wydajnosci systemu naprawy w mi-
tochondriach [15]. W réznych jednostkach chorobowych
opisano ponad 600 mutacji mtDNA, w tym delecje duzych
jego fragment6éw i rearanzacje genomu [16]. Pomimo wie-
lu charakterystycznych objawéw defektéw funkcji mito-
chondrioéw, diagnoza tych choréb jest trudna, z powodu
ich duzej r6znorodnoéci i nasilenia, zaleznych od rodzaju
mutacji. Wystepowanie mtDNA w tysigcach kopii na ko-
moérke, w stanie homoplazmatycznym (wszystkie kopie
o jednakowej sekwencji) jak i heteroplazmatycznym (ko-
pie mtDNA réznigce sie pomiedzy sobg, np. na skutek
mutacji, wystepujace w réznych proporcjach) [9] oraz
dziedziczenie po linii matki sg jedng z przyczyn rézno-
rodnosci fenotypowej. Minimalny poziom zmutowanego
mtDNA powodujacy chorobe to 60%, jest on czesto rézny
w réznych tkankach [9]. Przebieg choroby jest zréznico-
wany, nawet w przypadku choréb powodowanych przez
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te sama mutacje, zalezy bowiem od stopnia heteroplazmii
i innych czynnikéw genetycznych, w tym haplogrupy
mtDNA czy towarzyszacym mutacjom.

Badania prowadzone w naszym zespole skoncentro-
wane sa na poznaniu molekularnego podloza choréb wy-
nikajacych z mutacji w mtDNA w genach MT-ATPS8 i MT-
-ATP6 (ATP8 i ATP6 w dalszej czesci artykutu), kodujacych
podjednostki syntazy ATP.

SRUKTURA I FUNKCJONOWANIE SYNTAZY ATP

Syntaza ATP zlokalizowana jest w blonie wewnetrznej
mitochondriéw. Buduje ja 17 bialek tworzacych domene
blonowa F i katalityczna F, potaczonych ramieniem central-
nym i zewnetrznym (Ryc. 1, Tab. 1) [17-19]. Skierowang do
macierzy domene katalityczng F, tworzy heksamer podjed-
nostek (af),. Ramie centralne, zlozone z podjednostek yde, 13-
czy sie z centrum domeny katalitycznej poprzez podjednost-
ke y. Domene F tworzy osiem podjednostek ¢ u cztowieka,
a 10 podjednostek Atp9 u drozdzy wraz z podjednostka a
(Atp6), pomiedzy ktérymi nastepuje transport protonéw
przez membrane podczas procesu katalizy. Dodatkowo w
sklad domeny Fo wchodza mate podjednostki: 8 (ATPS,
alias A6L), f, 6.8PL (i/j u drozdzy), ktére wraz z podjednost-
kami b (Atp4 u drozdzy), d, F6 (h u drozdzy), oraz OSCP
tworza ramie zewnetrzne. Trzy podjednostki e, g, DAPIT (k
u drozdzy), stabilizuja dimery syntazy ATP [20,21], ktore
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Tabela 1. Lista genéw oraz podjednostek syntazy ATP u cztowieka i u drozdzy.

katalityczna p przechodzi trzy stany konfor-
macyjne, pozwalajace na zwigzanie ADPiP, i

Cztowiek S. cerevisiae . .

synteze ATP zgodnie z mechanizmem zapro-
Gen Podjednostka  Gen Podjednostka ponowanym przez Petera Boyera [3]. Syntaza
ATP5A1 a ATP1 a ATP moze réwniez hydrolizowa¢ ATP, wow-
ATP5B i ATP?2 B czas protony transportowane sa z macierzy
ATP5CI . ATP3 " do przestrzeni miedzybtonowej.
ATPSD 0 ATP16 0 MODELE DROZDZOWE
ATP5E € ATP15 () I KOMORKOWE MUTACJI W GENACH
ATPSFL, b ATP4 41lub b MITOCHONDRIALNYCH SYNTAZY ATP
ATP5G1, ATP5G2, ATP5G3 Cl, C2, c3* ATP9 9lub c Aby prawidlowo Sklasyfikowac’ mutacje po_
ATP5H d ATP7 d trzeba wielu danych, np. informacji o rodzin-
ATPSI e ATP21 lub TIM11 e nej historii choroby, stopniu hetreoplazmii i
ATP3] e AT b je.go kore?lacji z objawami cho/rf)by, czy danych

biochemicznych o aktywnosci zmutowanego
LALET) f AL f enzymu i o jego strukturze. Ze wzgledu na he-
ATP5L g ATP20 g teroplazmie mtDNA u cztowieka oraz wyste-
ATP50 OSCP ATP5 5 lub OSCP powanie w nim polimorfizméw w populacji,
MT-ATP6 2lub ATP6 ATP6 4 lub Atp6 trudno jest sklasyfikowaé¢ dang mutacje jako
By — 8 ATPSlub AL ATPS § Tub AtpS patologlcizna. Dane blochermczne. uzyskaqe

na komoérkach czy tkankach pacjentéw nie
e Sl Al ilubj pozwalaja na okreélenie skutkéw pojedynczej
USMG5 DAPIT ATP19 k mutacji. Dodatkowo, efekt mutacji moze by¢

*Podjednostki c1, c2, c3, kodowane sg przez trzy rézne geny; roznig sie jedynie sekwencja sygnatowa
kierujacg do mitochondriéw, ktéra jest odcinana po dotarciu biatka do blony wewnetrzne;j.

wzmocniony poprzez wystepowanie jedno-
cze$nie innych mutacji, takze w genomie ja-
drowym [29,30]. Mimo tych trudnosci badania

usytuowane wzdluz blony prowadza do jej wygiecia i two-
rzenia grzebieni [22,23].

Syntaza ATP wykorzystuje gradient protonéw na bto-
nie wewnetrznej, ktére w procesie syntezy ATP przedo-
staja sie do macierzy poprzez kanal utworzony przez
hydrofilowe aminokwasy podjednostek c i a, powodujac
rotacje pierécienia. Wraz z pierScieniem rotuja podjed-
nostki ramienia centralnego. W centrum blony, protony
sq wigzane do zachowanej w ewolucji reszty kwasnego
aminokwasu w drugiej helisie podjednostki ¢ (cH2) (cE58
u H. sapiens, cE59 u drozdzy), zlokalizowanej na ze-
wnetrznej powierzchni pierscienia. Przyjeto, ze zwiaza-
nie protonu do grupy karboksylowej kwasu glutamino-
wego (E) niszczy oddzialywanie elektrostatyczne pomie-
dzy nia a naladowana dodatnio, zachowana w ewolucji
reszta argininy w podjednostce 2 w helisie 5 (aH5) (aR159
u H. sapiens, aR186 u drozdzy) [24-27]. Argininie przypi-
suje sie funkcje elektrostatycznego separatora pomiedzy
Sciezka dla protonéw naptywajacych z IMS do érodka
btony a druga sciezka, ktéra protony, po przejéciu pelne-
go obrotu pierScienia, przedostaja sie do macierzy [28].
Uzyskanie doktadnej struktury syntazy ATP drozdzy do-
starczylo wielu informacji na temat budowy kanatu dla
protonéw [24]. Wielkos¢ hydrofilowej kieszeni, tworzacej
kanat po stronie macierzy, to okoto 15 A. Arginina aR186
skierowana jest do jej srodka, a jej ,$cianki” tworza resz-
ty polarnych aminokwaséw helisy aH5 (u drozdzy S250,
Y251, K253, D254, H259) i aH6 (u drozdzy E172, S175,
R179, 5182), sposéréd ktérych E172 oraz D254 zostaly za-
chowane w ewolucji; proponuje sie, Ze reszty te biora bez-
posredni udziat w transporcie protonéw [24]. Na skutek
rotacji pierécienia i ramienia centralnego podjednostka
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bezposrednio na komérkach czy tkankach od

pacjentéw pokazaly jaki poziom nieprawidto-
wego funkcjonowania systemu OXPHOS prowadzi do roz-
woju choroby.

W celu zbadania efektéw pojedynczej mutacji wyko-
rzystuje sie modele homoplazmatycznych linii komor-
kowych, cybrydy [31]. Takie linie udato sie otrzymac dla
jedenastu mutacji w genie ATP6 [32-44]. Inne podejscie
to wykorzystanie komoérek drozdzy S. cerevisiae, ktérych
kompleksy systemu OXPHOS, takze syntaza ATP, wy-
kazuja wysokie podobieristwo do komplekséw OXPHOS
w mitochondriach ludzkich [45-49]. Drozdze S. cerevisiae
sq organizmem, w ktérym jest mozliwa ukierunkowana
mutageneza mtDNA. Metoda biolistyczng wprowadza sie
do mitochondriéw syntetyczny DNA kodujacy zmutowa-
na wersje genu. Taki gen na drodze rekombinacji tatwo
wprowadzi¢ do kompletnego genomu mitochondrialne-
go [50]. Drozdze nie tolerujg stanu heteroplazmii, zatem
zawsze otrzymuje sie komoérki homoplazmatyczne [51].
Dzieki zdolnosci do fermentacji glukozy komérki drozdzy
sq zywotne nawet kiedy system OXPHOS nie funkcjonuje
[52-54].

Na modelu drozdZzowym bada si¢ wzrost zalezny od
oddychania komoérkowego, stabilnos¢ mtDNA, morfolo-
gie mitochondriéw, zuzycie tlenu przez wyizolowane mi-
tochondria, efektywnosé syntezy i hydrolizy ATP, poziom
potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondriéw, stan zto-
Zenia/stabilnos¢ syntazy ATP oraz poziom syntezy biatek
kodowanych mitochondrialnie. Skonstruowane mutanty w
mtDNA S. cerevisiae wykorzystaliSmy do zbadania efektu
dziewieciu mutacji w genie ATP6 przypisanych okreslonym
chorobom [36,53,55-62].
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Tabela 2. Mutacje w genach ATP8 i ATP6, zwigzane z nimi jednostki chorobowe, ilo$¢ opisanych przypadkéw (N), wiek pacjentéw w latach, poziom heteroplazmii (H),
patogennosc (PG) oraz aktywnosc i stan kompleksu syntazy ATP wraz z morfologig mitochondriow.

Substytucja Syntaza ATP ROS/
reszty amino- dnostka chorob N Wiek . foloei S — PG
[ — Jednostka chorobowa — Aktywnose Stan ztozenia mor ohoglsi - iteratura
w biatku enzymu mitochondriow
m.8381A>G  ST6A 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
Epizodyczna il Ay
m.8403T>C  8I13T niewydolnosé 1 8 99 normalna  normalny E b Wy [42] N
miesniowa
m8411A>G  SM16V e T 97  bd bd bd/bd [74] N
ze $lepota
m.8463A>G  8Y33C Schizofrenia 1 bd 100  bd bd bd/bd [77] N
m.8472C>T  8P36L Autyzm 3 4-8 100 bd bd bd/bd [78] N
m.8481C>T  8P39L Tetralogia Fallota 1 1 100  bd bd bd/bd [75] N
m.8502A>T  8N46I MTLE-HS 40 dorosli 11-36  bd bd bd/bd [70] P
m.8510A>G  8K49E Schizofrenia 1 bd 100  bd bd bd/bd [76] N
m.8519G>A  8E52K Schizofrenia 1 bd 100  bd bd bd/bd [77] N
mgssT>c  SWIR Kardiomiopatia 55t 014 9098 obnizona  bd bd/bd [7980] P
aM1T dziecieca
8W55X Kardiomiopatia .
m.8529G>A Ml R — 1 16 90 obnizona defektywny  bd/bd [44] 1P
m8558C>T  SF093 LVHC 1 02 bd  bd bd bd/bd [81] c
: aAl1lV :
8P66A Ataksja, neuropatia, ..
m.8561C>G P12R ik 2 59,64 99 obnizona defektywny  bd/bd [82] 1P
M8527A>G  aMIV (Sl s 17 bd  bd bd bd,/bd [112] N
mie$niowa
m.8597T>C  al24T MILS 1 2 95  bd bd bd/bd [128] N
m.8611insC ~ aL29PfsX36  Ataksja z encefalopatia 1 4 60-80 obnizona defektywny  bd/zaburzona [105] P
m.8618insT  aT33HfsX32 NARP 1 40 85 bd defektywny bd/bd [129] N
m.8668T>C  aW48R LHON 1 dorosty 99 bd bd bd/bd [130] N
Autyzm 1 4-8 78,130
m.8684C>T  aT531 Niewydolnos¢ jajnikéw 7 25 100  bd bd bd/bd 1 31’ ] ! N
LHON 1 dorosty
Autyzm
m.8697G>A  aM571 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
LHON 1 11
m.8836A>G  aM104V Pt 3 oas 100 bd bd bd/bd [78132] N
m.8839G>C  aA105P NARP 1 57 21-88 normalna  bd bd/bd [34] P
m.8843T>C  all06T Schizofrenia 2 bd 100 bd bd bd/bd [76,77] N
m.8851T>C ~ aW109R FBSN 2 3 87-99 obnizona  defektywny bd/zaburzona 550;’]1 07, 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  aP1365 (ClioRela i 1 7 100 obnizona  defektywny bd/bd ELUR,
miesniowa 113]
m.8945T>C  aM140T Schizofrenia 1 bd 100  bd bd bd/bd [76] N
m.8950G>A  aV142] LHON z dystonig 1 23 bd obnizona bd bd/bd [133] N
MLASA 1 6 .. podwyzszone/ [106]
m.8969G>A  aS148N Neuropatia 1 14 60-90 obnizona defektywny bd [36] C
m.8989G>C  aA155P NARP 1 53 33-94 obnizona bd bd/bd [36,103] P
58 odwyzszone/ Eh=ier,
m.8993T>G  aL156R NARP/MILS 0153 1399 obnizona normalna  FooY 83,8593, C
10t zaburzona
134-139]
[41,42,58,
35, .. podwyzszone/ 90, 91,93-
m.8993T>C  al.156P NARP/MILS m 0.1-77 20-96 obnizona defektywny normalna 95, 140- C
146]
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m.9011C>T  aA162V LHON 1 34
m.9016A>G  al164V LHON 1 dorosty
m.9025G>A  aG167S Typu MILS, NARP 2,1t 0.2, bd
m.9029A>G  aH168R Typu LHON 1 38
m.9032T>C alL169P NARP 1 16
m.9035T>C al.170P SCA 21 4-48
m.9055G>A  aA177T Schizofrenia 3 bd
m.9058A>G  aT178A LVHT 1 bd
m.9071C>T  aS182L Schizofrenia 1 bd
m.9094C>T  aL190F Niewydolnos¢ jajnikow 5 25
m.9101T>C  al192T LHON 1 21
m.9127delAT al201PfsX2 NARP 1 18
m.9134A>G  aE203G MS z kardiomiopatia 1 bd
m.9139G>A  aA205T LHON 2 30,45
m.9160T>C  aY212H Schizofrenia 1 nd
m.9176T>G  al.217R MILS 6,3t 3-42

MILS, okresowe 19
m.9176T>C al.217P porazenie, 4 1_’ 1-59

CMT, HSP

Okresowe porazenie, 61
m.9185T>C al.220P Ataksja, MILS, 4 1_’ 2-58

CMT, MNS, SCA
m.9191T>C al.222P MILS 1t 2

a eliminacja .
m.9205delTA kodonu HussElopEy g g GO
STOP kwasica mleczanowa bd

100  bd bd bd/bd [147] N
100  bd bd bd/bd [148] N
100  bd bd bd/bd [33] N
CESE chutgmim D ggdwyzszone/ [33] p
TS ahifhei B ggdwyzszone/ [33] p
9099 obnizona  bd ggdwyzszone/ [35104] C
100  bd bd bd/bd [77] N
nd bd bd bd/bd [81] N
100  bd bd bd/bd [76] N
bd bd bd bd/bd [131] N
100  obnizona bd bd/bd [43,111] P
10-82 obnizona bd bd/bd [149] P
bd obnizona  bd bd/bd [109] N
bd bd bd bd/bd [150] N
100  bd bd bd/bd [77] N
.. podwyzszone/ [42,51,59,
95-99 obnizona defektywny Zaburzona 97,98, C
151-155]
. podwyzszone/ [42,51,56,
90-99 obnizona defektywny zaburzona 97,98, C
151-155]
[42,55,
73-99 obnizona defektywny bd/zaburzona 2107, C
104,156,
157]
90-94 obnizona bd bd/zaburzona [55,100] P
98-99 obnizona bd bd/zaburzona 535%’]1 L) C

T - liczba pacjentéw zmartych; bd - brak danych; PG - patogennoé¢: C - potwierdzona, P - podejrzana, N - nieznana; X - C-koniec biatka, zapis
aT33HfsX32 oznacza zamiane reszty treoniny na reszte histydyny wraz z przesunieciem ramki odczytu prowadzacej do terminacji syntezy biatka w
odleglosci 32 reszt aminokwasowych od miejsca zamienionej reszty aminokwasowej; MIDD - dziedziczna cukrzyca z gltuchotg; LVHT - niescalony
miesien lewej komory; MLTE-HS - padaczka skroniowa; MILS - dziedziczna podostra martwicza encefalo(mielo)patia; NARP - neurogenna miopatia
z ataksjg i zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki, LHON - dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera; FBSN - dwustronne obumarcie
prazkowia; MS - zespél metaboliczny; MLASA - miopatia z kwasicg mleczanowg i anemig sideroblastyczng; CMT - Choroba Charcota-Mariego-
Tootha; HSP - wrodzona paraplegia spastyczna; MNS - choroba neuronu ruchowego; SCA - ataksja rdzeniowo-mézdzkowa. Mutacje, ktérych brak
w bazie MITOMAP sg podkreslone, a te dla ktérych stworzylismy modele S. cerevisine zaznaczono czcionka pochyta.

MUTACJE W GENACH KODUJACYCH
PODJEDNOSTKI SYNTAZY ATP

Mutacje w genach syntazy ATP prowadza do bardzo ciez-
kich choréb, czesto koniczacych sie $miercia w pierwszym
miesigcu czy roku zycia. Spis tych choréb przedstawiono w
tabeli 2. Zaburzaja one funkcje enzymu, np. transport pro-
tonéw przez domene blonowa, i/lub jego iloé¢ z powodu
nieefektywnego skladania zmutowanej podjednostki, obni-
zonej stabilnosci enzymu czy zdolnosci do tworzenia struk-
tur oligomerycznych [6,63].

MUTACJE W GENACH JADROWYCH

Mutacje w pieciu jadrowych genach syntazy ATP, kodu-
jacych podjednostki a, 0 i ¢, oraz dwa biatka bedace czyn-
nikami skladania enzymu, ATP12 i TMEM70, zidentyfiko-
wano w réznych jednostkach chorobowych [6]. Opisano
dwoéch pacjentéw z mutacja w genie ATP5A1 (podjednostka
a), dwoéch pacjentéw z mutacjami w genie ATP5F1D (pod-
jednostka 6), po jednym pacjencie z mutacjami odpowiednio
w ATPAF2 (ATP12) i ATP5E (podjednostka ¢) oraz pieé¢dzie-
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sieciu pacjentéw z mutacjami w genie TMEM70, w ktérym
zidentyfikowano dotychczas dwanascie mutacji.

Pierwsza mutacje jadrowa znaleziono w genie ATPAF2,
kodujacym bialtko ATP12, niezbedne do skladania dome-
ny F,, u pacjenta z encefalopatia noworodkowa o bardzo
ostrym przebiegu [64]. Mutacja ¢.280T>A w obu allelach
genu, prowadzila do zamiany reszty w pozycji 94 na reszte
argininy (W94R), prawdopodobnie zaburzajac oddzialywa-
nie ATP12 z podjednostka a. Skutkuje to obnizeniem ilosci
komplekséw syntazy ATP. Badania na modelu drozdzo-
wym pokazaly, ze biatko z odpowiadajaca biatku ludzkie-
mu substytucja, Atp12-W103R, ma obnizona rozpuszczal-
nos¢ i agreguje w macierzy mitochondrialnej, przez to jego
funkcja jako czynnika sktadania podjednostki a do domeny
F, jest zaburzona [65].

U dwudziestu trzech pacjentéw z noworodkowa encefa-
lo-kardiopatig, ktorej towarzyszyla kwasica mleczanowa,
zidentyfikowano mutacje ¢.317-2A>G w genie TMEM?70
[66]. W komérkach pacjentéw wykazano obnizona aktyw-
nos¢ syntazy ATP, na skutek obnizonego poziomu kom-
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pletnego enzymu oraz akumulacji domeny F,. Na tej pod-
stawie przypisano biatku TMEM70 funkcje czynnika skia-
dania domeny F,. Inna mutacja w tym genie ¢.317-2A>G,
opisana u trzydziestu pacjentéw, wystepuje w miejscu
wyciecia intronu przed trzecim egzonem i skutkuje bra-
kiem syntezy biatka TMEM70. U pojedynczych pacjentéw
zidentyfikowano w tym genie mutacje: ¢.316+1G>T, dele-
gje 8.2436-3789, delecje ¢.578_579delCA, ¢.336T>A, delecje
¢.211-450_317-568del, ¢.238C>T, podwojna mutacje ¢.317-
-2A>G i ¢.118_119insGT, podwdjng mutacje ¢.317-2A>G i
c.494G>A, podwdjna mutacje ¢.317-2A>G i c.628A>G, oraz
¢.535C>T. Wszystkie powoduja synteze skréconego biatka
TMEMY70 z wyjatkiem ostatniej, ktéra powoduje zamiane
reszte histydyny 179 na histydyne.

Mutacje ¢.35A>G w genie ATP5E, prowadzaca do zamia-
ny reszty tyrozyny 12 na reszte cysteiny w podjednostce ¢,
znaleziono u pacjenta z kwasica mleczanowa i 3-metylo-
glutakonowa (3-MGA), op6znieniem umyslowym i zabu-
rzeniami funkcji nerwéw obwodowych [67]. Mutacja pro-
wadzi do wadliwego sktadania enzymu. Obnizony poziom
enzymu w komorkach pacjenta wywotywat spadek syntezy
ATP.

Mutacje ¢.985C>T w genie ATP5A1, prowadzaca do
zamiany reszty argininy 329 na reszte cysteiny w podjed-
nostce a, znaleziono u dwdéjki dzieci z noworodkowa ence-
falopatia, ktére zmarty w pierwszym tygodniu zycia [68].
Badania na fibroblastach pacjentéw wykazaly znaczace ob-
nizenie zawartosci enzymu, sugerujac zaburzenia we wcze-
snych etapach jego biogenezy.

Dwie mutacje, ¢.245C>T oraz ¢.317T>G, w genie
ATP5F1D zamieniajace odpowiednio reszte proliny 82 w
reszte leucyny i reszte waliny 106 w reszte glicyny w pod-
jednostce 0 syntazy ATP, zidnetyfikowano u dwdéjki nie-
spokrewnionych ze soba dzieci. Pierwsza powodowata
zaburzenia metaboliczne: kwasice mleczanowa i 3-mety-
loglutakonowa (3-MGA) i wysokie stezenie amoniaku we
krwi a druga encefalopatie [69]. Badania na fibroblastach
pacjentow wykazaly znaczny spadek zawartoéci enzymu,
jego aktywnosci, a w konsekwecji akumulacje metabolitow
cyklu Krebsa.

MUTACJE W GENACH
MITOCHONDRIALNYCH ATPS 1 ATP6

Geny ATPS i ATP6 sasiaduja ze soba w mtDNA w ten
sposob, ze koniec genu ATP8 (mtDNA 8366-8572) i pocza-
tek genu ATP6 (mtDNA 8527-9207) nachodza na siebie od-
cinkiem 46 nukleotydéw, miedzy pozycjami 8527 oraz 8572
mtDNA. Mutacje w tym obszarze zaburzaja funkcje obu
podjednostek. W literaturze opisano dotychczas 58 mutacji
w tych genach, 36 z nich znajduje sie¢ w bazie MITOMAP na
lidcie mutacji potencjalnie patologicznych. Dzieki rozwojo-
wi technik sekwencjonowania DNA i ich dostepnosci w dia-
gnostyce, ich liczba ciagle wzrasta. Aktualna lista mutacji w
genach ATPS i ATP6 (sprawdzona w marcu 2018 r.), wraz z
chorobami z jakimi sa powigzane i danymi biochemicznymi
dostepnymi obecnie, zawarta jest w tabeli 2. Pozycje zamie-
nionych reszt aminokwasowych w biatkach Atp8 i Atp6 na
drozdZowym modelu struktury kanatu protonéw pokaza-
no na rycinie 2.
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MUTACJE W GENIE KODUJACYM PODJEDNOSTKE 8

Dziesie¢ mutacji w podjednostce 8 zidentyfikowano u
pacjentéw z: padaczka (m.8502A>T - 8N46I, az w 40 na
44 badanych przypadkéw) [70]; syndromami LVHT lub
MIDD (m.8381A>G - 8T6A; polskie nazwy choréb znaj-
duja sie¢ w legendzie do tabeli 2 [71,72]; padaczka, niewy-
dolnosciag migsniowa lub choroba neurologiczna z gtucho-
ta (m.8393C>T - 8P10S [73], m.8403T>C - 8I13T [42], i
m.8411A>G - 8M16V [74], choroba serca (m.8481C>T -
8P39L [75]; schizofrenia (m.8463A>G - 8Y33C, m.8510A-
>G - 8K49E i m.8519G>A - 8E52K) [76,77]; oraz autyzmem
(m.8472C>T - 8P36L) [78]. Wydaje sie, ze mutacje w genie
kodujacym te podjednostke prowadza do choréb o stabiej
wyrazonym fenotypie w poréwnianiu z mutacjami w ge-
nie kodujacym podjednostke 4, co moze wynikaé z faktu,
Ze jest ona zaangazowana w transport protonéw w sposob
posredni. Za mniejszym znaczeniem tej podjednostki dla
funkcji enzymu przemawia tez niski poziom zachowania
sekwengji biatka w ewolucji.

MUTACJE W OBSZARZE WSPOLNYM
DLA OBU PODJEDNOSTEK 81 a

Trzy mutacje w obszarze mtDNA wspdélnym dla obu ge-
néw ATP8iATP6 (m.8528T>C (8W55R +aM1T), m.8529G>A
(8W55STOP + aM1I), m.8558C>T (8P65S + aA11V)) zostaty
opisane u pacjentéw z kardiomiopatia [44,79-81]. Czwarta
mutacja w tym obszarze (m.8561C>G - 8P66A + aP12R) wy-
stepowata w mtDNA u pacjenta z ataksja, neuropatia obwo-
dowa i cukrzyca [82].

MUTACJE W GENIE KODUJACYM PODJEDNOSTKE a

W przeciwienistwie do podjednostki 8, sekwencja podjed-
nostki a jest w bardzo wysokim stopniu zachowana w ewo-
lugji. 32 mutacje z 48 zmieniaja zachowane w ewolucji resz-
ty aminokwaséw u kregowcéw, 18 z nich jest zachowane
takze u drozdzy.

Dwie mutacje w tej samej pozycji mtDNA opisano juz
u osiemdziesieciu o$miu pacjentéw z syndromem NARP
lub MILS: m.8993T>G (aL156R) i m.8993T>C (aL156P)
(Tab. 2). Pierwsza z nich, jednoczeénie pierwsza opisana
mutacja w podjednostce a [83], prowadzi do ostrzejszego
przebiegu choréb niz druga. Stopnien nasilenia objawow
chorobowych zalezy tez od stopnia heteroplazmii mtD-
NA z mutacja [84,85]. Zaburza ona transport protonéw
przez domene blonowa enzymu, redukujac jego aktyw-
noé¢ nawet do 10% aktywnosci w komorkach zdrowych.
Zaproponowano tez, ze brak syntezy ATP przez zmuto-
wany enzym wynika z nieefektywnego wykorzystania
gradientu protonowego do fosforylacji ADP [37-41,86-
93]. Niektére prace donosza o zaburzeniu skladania/
stabilnosci enzymu, ale badania na modelu drozdzo-
wym pokazaly, Zze zmutowany enzym jest stabilny [62].
W przeciwienstwie do reszty argininy, reszta proliny w
pozycji 156 prowadzi do zaburzenia biogenezy enzymu
oraz obniza zawartos¢ kompletnych jego kompleksow
w blonie, co powoduje obnizenie produkcji ATP do 70%
[42,58,91,94,95]. Obok deficytu w funkcjonowaniu syste-
mu OXPHOS, obie mutacje powodowaty wzrost produk-
cji ROS i zaburzenie morfologii mitochondriéw.
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Rycina 2. Pozycje mutacji patologicznych w podjednostkach 8 i a w oparciu o strukture kanatu protonéw drozdzy S. cerevisiae 24.. A, widok od strony ramienia zewnetrz-
nego, B, widok od strony macierzy. Podstawienia reszt aminokwasowych, zaznaczone na czerwono, sa zgodne z tymi w biatkach ludzkich i tabelg 2. Zachowana w ewo-
lucji reszta agininy aR159 w helisie aH5 oraz reszta kwasu glutaminowego cE58 bezposrednio zaangazowane w transport protonéw w podjednostce cH2 uwidoczniono
przez pokazanie ich taricuchéw bocznych odpowiednio w kolorach fioletowym i czerwonym. Rycina wykonana w programie Pymol.

Dwie mutacje w innej pozycji tego genu, powoduja
glownie MILS (Tab. 2): m.9176T>G (aL217R) i m.9176T>C
(aL217P). Zamiana reszty leucyny na reszte argininy catko-
wicie blokuje przylaczanie podjednostki a do enzymu, w
efekcie jest ona degradowana, a zawarto$¢ enzymu w mito-
chondriach jest sladowa [96]. Badania na modelu drozdzo-
wym potwierdzity ten mechanizm choroby [59]. Druga mu-
tacja obok MILS powoduje tez chorobe Charcota-Mariego-
-Tootha, spastyczna paraplegie (oslabienie mie$ni koriczyn
dolnych) i porazenia okresowe. Mutacja obniza poziom
syntetyzowanego ATP do 75%, zaburzajac najprawdopo-
dobniej funkcjonowanie syntazy ATP, obserwowano tez
niestabilno$¢ enzymu [97,98].

Najczestsza (znaleziona u szeécédziesieciu jeden pacjen-
tow) mutacja, m.9185T>C (aL220P), powoduje ré6znorodne
choroby: MILS, chorobe neuronu ruchowego, Charcota-Ma-
riego-Tootha, porazenie okresowe czy ataksje rdzeniowo-
-moézdzkowq [42,99-102]. Badania biochemiczne, takze na
komoérkach drozdzy, wskazuja, ze zaburza ona funkcjono-
wanie enzymu obnizajac w konsekwengcji synteze ATP do
50-90% [55].

U pojedynczych pacjentéow z syndromami NARP lub
MILS (Tab. 2) opisano osiem innych mutacji w genie pod-
jednostki a (m.8597T>C - al24T, m.8618insT, m.8839G>C
- aA105P, m.8989G>C - gA155P, m.9025G>A - aG167S,
m.9032T>C - aL169P, m.9127delAT - al201PfsX2 oraz
m.9191T>C - aL.222P). Badania biochemiczne wskazuja na
patogennos¢ niektérych z nich, np. m.8989G>C obnizata
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aktywnos¢ hydrolityczng syntazy ATP [103], m.9032T>C
prowadzila do obnizenia oddychania oraz wzrostu ROS i
potencjatu na btonie wewnetrznej [33]. U podioza choréb
spowodowanych przez m.9191T>C lezy drastyczne obnize-
nie przylaczania podjednostki a do syntazy ATP [55].

U dwudziestu jeden pacjentéw cierpigcych na ataksje
znaleziono mutacje m.9035T>C (aL170P) [35,104]. W bada-
niach na cybrydach pokazano, ze obok obnizenia aktywno-
sci hydrolitycznej syntazy ATP i poziomu komoérkowego
ATP o okoto 50 %, poziom ROS w komorce byt podwyz-
szony az 5-7 razy. Inna mutacja, m.8611insC (aL.29PfsX36),
wywoluje ataksje, ktorej towarzyszyla encefalopatia [105].

Mutacja m.8969G>A (aS148N) zostala znaleziona u
dwéch pacjentéw z syndromem MLASA [106] oraz z ne-
fropatia [36]. Badania naszego zespotu pokazaly, Ze resz-
ta asparaginy w pozycji 148 bezposrednio blokuje droge
wyjscia protonéw po stronie macierzy, poprzez tworzenie
wigzania wodorowego z kwasem glutaminowym w pozy-
cji 145 (Skoczen N., praca przyjeta do druku w BBA-BIO),
ktéoremu przypisano funkcje bezposredniego wiazania
protonu w trakcie jego przejscia przez kanat po stronie ma-
cierzy [24]. Tym samym, jest to jedyna mutacja w genach
syntazy ATP o tak doktadnie sprecyzowanym mechani-
zmie na poziomie molekularnym.

Mutacja m.8851T>C (aW109R) zostata zidentyfikowana u

pacjentow z dwustronnym obumarciem prazkowia (FBSN)
[107,108]. Badania na modelu drozdzowym wykazaly pato-
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genny charakter mutacji m.8851T>C, ktéra zaburza aktyw-
nosci enzymu do poziomu 5% blokujac transport protonéw
przez kanat [57]. Dwie mutacje powigzano z zespolem me-
tabolicznym: m.9134A>G (aE203G) i m.8890A>G (aK122E),
w przypadku pierwszej pacjent cierpiat réwniez na kardio-
miopatie [109,110].

Dziesie¢ mutacji w genie ATP6 powoduje dziedziczna
neuropatie nerwu wzrokowego Lebera (LHON), jedyny
zesp6t spowodowany mutacjami mtDNA, a dotyczacy jed-
nego tylko organu. Sg to mutacje: (m.8668T>C (aW48R),
m.8684C>T (4T53I), m.8697G>A (aM571), m.8836A>G
(aM104V), m.8950G>A (aV142l), m.9011C>T (aA162V),
m.9016A>G (al164V), m.9029A>G (aH168R), m.9101T>C
(a1192T) i m.9139G>A (aA205T) (Tab. 2). Tylko dla dwoéch
(m.9029A>G i m.9101T>C) wykazano obnizong aktywnos¢
systemu OXPHOS, podwyzszony poziom ROS i potencjat
na blonie wewnetrznej, ale mechanizm lezacy u podloza
tych efektéw nie jest znany [33,111].

Dwie mutacje wywoluja chorobe neuromiesniowa:
m.8932C>T (aP136S) i m.8527A>G (aM1V) [112]. Co cie-
kawe, pierwsza z nich zidentyfikowano réwniez w ko-
morkach raka prostaty [113]. Badania na modelu droz-
dZowym tej mutacji wykazaly, ze obniza ona oddychanie
komérkowe i aktywnosé syntazy ATP o 50%, z duzym
prawdopodobieristwem ma ona patologiczny charakter
[61]. Ponadto wykazalismy jej znaczenie dla indukcji pro-
cesu apoptozy [114].

Delecja m.9205delTA eliminuje kodon STOP i zostata
opisana u trzech pacjentéw z kwasica mleczanowg i ence-
faliopatia [32,115]. W policistronowym mRNA kodujacym
ATPS8 i ATP6 znajduje sie réwniez gen COX3, ktérego po-
czatek to pozycja m.9207. Wykazano, ze mutacja zaburza
dojrzewanie policitronowego mRNA, co prowadzi do ob-
nizenia poziomu dojrzalych mRNA genéw ATP6 i COX3.
W konsekwencji ilosé podjednostki @ w mitochondriach jest
sladowa, a podjednostki COX3 obnizona o polowe. Me-
chanizm patologiczny tej mutacji oparty jest na zaburzeniu
funkcji obu komplekséw laricucha oddechowego: oksydazy
cytochromu c i syntazy ATP.

Konsekwencje nastepujacych mutacji, a wiec ich
patogenny charakter, nie sa znane: m.8719G>A (aG65X) i
m.9058A>G (aT178A) zidentyfikowane u pacjentéw z ze-
spolem niescalonego mieénia lewej komory (LVHT) [81,116].
Dziesie¢ kolejnych: m.8701A>G (aT59A), m.8723G>A
(aR66Q), m.8794C>T (aHI0Y), m.8843T>C (al106T),
m.8902G>A (aA126T), m.8945T>C (aM140T), m.9055G>A
(al177T), m.9071C>T (aS182L), m.9094C>T (aL190F) i
m.9160T>C (2Y212H) znaleziono u pacjentéw z autyzmem
lub schizofrenia (Tab. 2).

LOKALIZACJA PODSTAWIEN RESZT
AMINOKWASOWYCH W PODJEDNOSTCE 81 a

W ostatnich latach, technikami mikroskopii elektro-
nowej, uzyskano struktury syntazy ATP wotu Bos taurus
oraz drozdzy Yarrowia lipolytica i S. cerevisiae [18,20,24].
Sklad podjednostkowy syntazy ATP drozdzy nie rézni
sie od enzymu kregowcéw (Tab. 1) [21], réwniez struk-
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tury enzymu u tych organizméw sa bardzo podobne. Je-
dyna réznica pomiedzy enzymem drozdzy a czlowieka
jest liczba podjednostek ¢ w pierscieniu (10 u drozdzy, 8
u cztowieka) (Ryc. 1) [117]. Wykorzystujac model S. ce-
revisiae, zaznaczyliémy w podjednistce 8 i a pozycje reszt
aminokwasowych zamienionych przez mutacje u pacjen-
tow (Ryc. 2) oraz zaanalizowaliémy ich potencjalne zna-
czenie dla struktury i funkcji enzymu, ktére opisujemy
ponizej.

PODSTAWIENIA RESZT AMINOKWASOWYCH
W PODJEDNOSTCE a

Helisa piata podjednostki a (aH5) jest zakrzywiona
wokol pierscienia podjednostek ¢, przez co obracajacy
sie pierScienn znajduje si¢ w bezposrednim jej sasiedz-
twie. Reszty polarnych aminokwaséw helisy aH5 oraz
helisy aH6 tworza hydrofilowe kieszenie, droge protonu
po obu stronach blony [24]. Pie¢ mutacji zmieniajacych
reszty hydrofobowych aminokwaséw alaniny lub leucy-
ny na reszte proliny znajduje si¢ wlasnie w helisie aH5, w
poblizu pelnigcej wazna funkcje w transporcie protonu
reszty argininy aR159 (aA105P, aA155P i aL156P), leza-
cej naprzeciwko wigzacego proton reszty kwasu gluta-
minowego (cE58), lub blisko aH168/aE203 - dwoch reszt
aminokwasowych prawdopodobnie wiazacych proton w
trakcie jego przejsScia przez domene btonowa po stronie
przestrzeni miedzyblonowej (aL169P, aL170P). Te muta-
cje moga zmienia¢ ksztalt helisy aH5. Mutacje w pozy-
cjach 155 i 156, réwniez polozone blisko aR159, moga za-
burza¢ mechanizm transportu protonu, wydtuzajac jego
droge [28] lub zmieniajac oddziatywanie aR159 z cE58. W
helisie aH6, mutacje aL217P, aL220P i aL222P znajduja sie
na krawedzi kieszonki wyjscia protonu do macierzy. Ich
powazne konsekwencje moga wynikac ze zmiany poloze-
nia reszty kwasu asparaginowego w pozycji 224 (aD224),
prawdopodobnie bezposrednio zaangazowanej w trans-
port protonu [24]. Podobnie, aP136S moze zmienia¢ poto-
zenie petli pomiedzy helisami aH4 i aH5 zaburzajac dro-
ge protonu w tym rejonie kanatu.

Defekt w przylaczaniu podjednostki aL217R do syn-
tazy ATP [59] spowodowany jest zamiana hydrofobowej
reszty aminokwasowej na masywniejsza i natadowang
dodatnio, co utrudnia skiadanie tej silnie hydrofobowej
podjednostki w blonie. Zamiana 4L156R moze bloko-
wacé transport protonu [62], z powodu elektrostatycznej
lub sferycznej przeszkody jaka jest reszta argininy, ktoéra
moze spowalnia¢ rotacje pierScienia. Zamiana aS148N,
zlokalizowana w kieszeni wyjscia protonu do macierzy
[36], moze hamowa¢ transport protonu blokujac bezpo-
srednio niezbedny do tego procesu kwas glutaminowy
aE145, tworzac z nim wigzanie wodorowe (Skoczen, przy-
jete do druku w BBA-BIO). Potozenie aH168 w kanale po
stronie macierzy [33] i zamiana jej reszty aminokwasowej
na pozytywnie natladowang reszte argininy moze odcina¢
droge protonu z przestrzeni do pierscienia podjednostek
c. Podobny efekt moze powodowaé¢ zamiana aW109R,
blokujac szczegolnie droge wejécia protonu z macierzy w
trakcie hydrolizy ATP [57], co nie wyklucza hamowania
wyjécia protonu do macierzy w trakcie syntezy ATP. Po-
dobne konsekwencje moze mie¢ zamiana aK122E.

311



Substytucje aM140T, aG167S, aA177T, al192T, aA205T i
aY212H obnizaja hydrofobowos¢ powierzchni pomiedzy
podjednostka a i pierécieniem podjednostek ¢, co moze
by¢ istotne dla rotacji pierscienia. Cho¢ trudno przewi-
dzie¢ konsekwencje na poziomie struktury zamiany hy-
drofobowych reszt aminokwasowych na hydrofilowe i
obojetne (al24T, al106T, aA126T) lub odwrotnie (aT53I,
aT59A, aT178A, aS182L) oraz substytucje, ktore zmieniaja
hydrofobowosé (aM571, aM104V, aV1421, aA162V, al164V,
aL190F), to lokalizacja reszt tych aminokwaséw w obre-
bie helis kluczowych dla transportu protonéw aH4-6 po-
zwala domniemywac o ich patogennym charakterze.

PODSTAWIENIA RESZT AMINOKWASOWYCH
W PODJEDNOSTCE 8

Podjednostka 8 u drozdzy ma strukture helisy blonowej
od strony N-korica i krotkiej helisy wystajacej do macierzy
[20,24]. Model syntazy ATP wotu jest pozbawiony C-kon-
cowej struktury podjednostki 8 dlatego model drozdzowy
zostal wykorzystany do analizy strukturalnej mutacji pato-
logicznych [18]. Podjednostka 8 stabilizuje w blonie N-kon-
cowa polowe podjednostki a [20]. Cztery mutacje znalezio-
ne u pacjentéow (8T6A, 8P10S, 8113T, SM16V) grupuja sie w
N-koricowym regionie helisy 8H1 w bliskim sasiedztwie
czwartej helisy podjednostki a (aH4), co sugeruje, ze moga
zaburzaé stabilno$¢ oddzialywania pomiedzy tymi pod-
jednostkami [20]. Pozostale szes¢ mutacji (8Y33C, 8P36L,
8P39L, 8N46l, 8K49E, SE52K) znajduje sie w krotkiej helisie
8H2. Moga nie by¢ obojetne dla oddzialywania z blonowa
czescia ramienia zewnetrznego, a tym samym dla stabilno-
$ci domeny blonowej enzymu. Moga tez wplywaé posred-
nio na transport protonéw przez te domene.

DIMERY SYNTAZY ATP A MORFOLOGIA
MITOCHONDRIOW

Syntaza ATP wystepuje w blonie wewnetrznej mitochon-
driéw w formie dimeréw i oligomeréw, ktére przyczyniaja
sie do zakrzywiania btony i tworzenia grzebieni wewnatrz
mitochondriéw (Ryc. 1) [20,118-120]. W przypadku wielu
mutacji obserwowano zaburzenie morfologii mitochon-
driéw (Tab. 2), takze takie defekty zaobserwowalismy w
modelach drozdzowych niektérych mutacji [59]. Sugeruje
to, ze wtérnym efektem mutacji zaburzajacych skfadanie
enzymu jest brak grzebieni, co jest kluczowe dla lokalizacji
calego systemu OXPHOS, nie tylko syntazy ATP.

WYKORZYSTANIE MITOCHONDRIALNYCH
MUTANTOW S. CEREVISIAE DO SELEKCJI
ZWIAZKOW ODWRACAJACYCH EFEKTY MUTAC]JI
I BADANIA MECHANIZMOW ICH DZIAEANIA

Obecnie choroby mitochondrialne sa nieuleczalne a te-
rapia polega na fagodzeniu objawéw. Na przyktad na mo-
delu cybrydowym oraz komoérkach od pacjenta z mutacja
m.8993T>G pokazano, ze zastosowanie zwigzkéw antyok-
sydacyjnych poprawiato oddychanie komérkowe i synte-
ze ATP [40]. W oparciu o te obserwacje stosuje sie czesto
suplementacje diety koenzymem Q10, N-acetylocysteina,
kwasem dihydrolipoinowym, karnityna, kreatyna czy wita-
minami, ale jej efekty sa znikome [7].
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Do selekcji aktywnych zwigzkéw przywracajacych
wzrost zalezny od oddychania nasz zesp61 wykorzystal mu-
tanta drozdzowego finclA, w ktérym zaburzone jest skia-
danie domeny katalitycznej syntazy ATP. Jest to doskonaty
model defektéw spowodowanych mutacjami w genach ja-
drowych ATPAF2 i TMEM?70 [121-123]. W do$wiadczeniach
uzyliSmy, miedzy innymi, biblioteke Prestwick, zwigzkéw
o znanej cytotoksycznosci, ktére sg lub byly testowane w
badaniach klinicznych, moga wiec by¢ duzo tatwiej wpro-
wadzone do stosowania jako leki. Komorki defektywnego
oddechowo mutanta fimclA wysiewano w gestosci 10° na
podloze stale z niefermentowalnym Zrédtem wegla, na po-
wierzchni agaru umieszczano sterylne filtry, na ktére nano-
szono zwiazki w stezeniu 10 pM. Zwiazki przywracajace
oddychanie powodowaly wzrost komérek mutanta wokét
filtra, czesto w formie pierscienia, co wskazywato jednocze-
$nie na dzialanie zwigzku w okres$lonych stezeniach inajego
toksycznoé¢ w wysokich stezeniach. Wyizolowaliémy dwa
zwiazki: chloroheksydyne (CH) i pirytion sodu (NaPT). CH
poprawiata dwukrotnie zuzycie tlenu i synteze ATP w mu-
tancie fmclA dzieki zwiekszonej ilosci komplekséw taricu-
cha oddechowego w blonie wewnetrznej. CH przywracala
réwniez wzrost oddechowy szczepéw posiadajacych mu-
tacje homologiczne do m.8993T>G i m.8851T>C, ponadto
wykazywata aktywnos¢ na modelu cybrydowym mutacji
m.8993T>G w sposoéb zalezny od stezenia. Wykazalismy, ze
w obecnosci CH poziom ekspresji genu QCR9, kodujacego
podjednostke kompleksu cytochroméw bcl, byl znaczaco
podwyzszony, co wskazuje, ze poprawa ekspresji komplek-
sow OXPHOS w blonie wewnetrznej przez CH wymaga
funkgji biatka Qcr9 [121].

Obok komplementacji braku wzrostu oddechowego mu-
tanta fmclA, NaPT przywracal réwniez wzrost zalezny od
oddychania mutantéw m.9176T>G i m.8993T>G (Tab. 2).
W celu poznania mechanizmu dziatania NaPT wykorzy-
staliSmy kolekcje mutantéw heterozygotycznych drozdzy
by zidentyfikowa¢, takie, ktéore wykazywaly podwyzszo-
na wrazliwoé¢ na obecno$¢ zwiazku w pozywce. Pozwa-
la to zidentyfikowa¢ bialka czy procesy komoérkowe, po-
przez ktére dziala w komoérce dany zwiazek [124,125]. W
obecnosci NaPT najwieksza wrazliwosé¢ wykazaly dwa
mutanty w podjednostkach translokazy mitochondrialnej
TIM23, tim17A/TIM17 i tim23A/TIM23 [126,127]. W dal-
szych badaniach wykazaliémy, ze NaPT znaczaco indukuje
tempo transportu biatek do wewnetrznej blony mitochon-
drialnej przez komplex TIM23, w tym kompleksow syste-
mu OXPHOS. Badania sugeruja, ze niewielka modulacja
transportu do blony wewnetrznej mitochondriéw moze
mie¢ efekt terapeutyczny, co wiecej takze w przypadku in-
nych choréb, u podioza ktérych leza dysfunkcje systemu
OXPHOS. Jednoczesnie pokazuja one ogromny potencjal
drozdzy jako modelu badawczego nie tylko do badania
mechanizméw choréb genetycznych ale tez poszukiwania
lekéw.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY
Zrozumienie mechanizmu choréb mitochondrialnych

jest niezbedne do opracowania skutecznej terapii, ktorej
obecnie nie ma. Te spowodowane mutacjami w genach mi-
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tochondrialnych sg szczegélnie duzym wyzwaniem do ba-
dania, ze wzgledu na heteroplazmie mtDNA, dziedziczenie
matczyne czy wplyw tla genetycznego na ich przebieg, a
wiec i na efekty mutacji. Rozwéj techniki konstruowania ho-
moplazmatycznych linii komérkowych jak i wykorzystanie
modeli drozdzowych, a takze dostepnos¢ struktur syntazy
ATP (szczegodlnie bardzo dokladnej struktury syntazy ATP
drozdzy) pozwala na badanie zaburzen funkcji tego enzy-
mu. Szczeg6lnym zadaniem, jest wykorzystanie drozdzy do
poznania funkcji podjednostki 8, ktéra nie jest zbadana, i w
ktorej patogenne mutacje nie sa rzadkoscia. Ciggle jesteSmy
na poczatku drogi prowadzacej do poznania mechanizméw
tych choréb, ale te badania dajg nadzieje na terapie w przy-
sztosci.
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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§ (ATPS, 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-ATPS 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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