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1. Uvod

Velka skupina prokaryotov, ktoré sa vyznamne odli-
Suju od ostatnych baktérii geneticky, biochemicky
a Strukturdlne, bola zaradena do samostatnej vyvojovej
domény Archaea. Mnohé z nich ziju v extrémnych envi-
ronmentalnych podmienkach — v 'udskom ponimani, ne-
zlucitelnych so zivotom: striktnd anaerobidza, vysoké
tlaky, teploty nad 100 °C, v hibkach bani &i na morskych
dnach, v kombinacii s vysokou slanostou morskej vody
(az 5M), v blizkosti termalnych pramefiov, vulkanov,
popripade v pH rozmedzi od takmer 0 aZ po 11,5 (cit.").
V stcasnosti sa ale ukazuje, Ze archaea sa nachadzaju aj
v inych, nespocetnych lokalitach biosféry.

Archaea v sebe nest tajomstvo evolucie, ktorého
poodhalenie ma istd davku atraktivnosti. Je pochopitel'né,
ze vedci v poslednych rokoch patraji po tychto nezvycaj-
nych organizmoch, po ich biochemickych mechanizmoch,
prvopociatocnych spdsoboch konzervacie energie, po bun-
kovych zlozkach, pomocou ktorych odolavaji uvadzanym
extrémnym podmienkam. Nie je jasné, ako je chranend
citliva genetickd informacia, ako sa realizuji opravy
a chyby DNA, ked’ po 3,5 miliardach rokov v takych ex-
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trémnych podmienkach si uchovéavaji svoje unikatne
vlastnosti.

Z bioenergetického hladiska nachddzame u tychto
mikroorganizmov ~ okrem  substratovej  fosforylacie
a chemiosmo6zy nové unikatne formy konzervacie energie?,
ktoré nam poodhal’uju bioenergetické principy a mecha-
nizmy vznikajice v poéiatoénych fazach Zivota. Ustred-
nym enzymom bunkovej bioenergetiky je aj u Archaea,
ktoré patria medzi najstarSie organizmy na Zemi
(najnovsie poznatky v tomto smere odhadujt ich vek na
3,5-3,8 miliardy rokov)™, podobne ako u baktérii
a eukaryotov — enzym ATP syntdza. Archaedlna ATPaza
reprezentuje novu triedu ATPaz — A;A, ATPazu. V tejto
praci sa zameriame na popisanie sicasnych poznatkov
o Struktare a funkcii AjAy ATPaz u Archaea, ale obzvlast
sa zameriame na popisanie tohto enzymu u metanogénov.
Poznavanie tohto enzymu obohacuje nase poznatky o evo-
lucii bioenergetickych systémov, ale zaroven otvara moz-
nosti na poznavanie molekulovych mechanizmov fungova-
nia ATP syntdzy. VSetky tieto poznatky okrem teoretic-
kych prinosov vytvaraji novy potencial pre moderné bio-
technologie a nanotechnologie budiicnosti.

2. Klasifikacia ATPaz

Molekuly ATP patria medzi centrdlne komponenty
energetického metabolizmu ako univerzalne energetické
platidlo vSetkych typov buniek — Archaea, Prokaryoty
a Eukaryoty. Podstatné mnozstvo ATP je v bunkéch tvore-
né ATP syntdzami. Tieto enzymy si multisubjednotkové,
membranovo viazané komplexy, ktoré sa vyskytuji
u vSetkych foriem Zivota areprezentujii najddleZitejSie
bioenergetické enzymy buniek. Reakcia katalyzovana ATP
syntazou je reverzibilnd a smer reakcie je kontrolovany
termodynamicky.

Pederson a Carafoli v roku 1987 na zaklade Struktuar-
nych afunkénych kritérii  kategorizovali  proton-
translokujuce ATP4zy do troch skupin: P-ATPéza, V-
ATPéza a F-ATPaza (cit.”). V 90. rokoch minulého storo-
¢ia bola do tejto skupiny ATPaz zaradena aj novo objave-
na ATPaza. Napriek podobnostiam sa nedala jednoznac¢ne
priradit’ ani k jednému z uz klasifikovanych typov ATPaz.
Z tohto dévodu bola vytvorena nova trieda ATPéz, nestuca
pomenovanie podla organizmov, v ktorych sa nachéadza,
teda archaealna A-ATPéza (cit.%). Pre uplnost v kratkosti
spomenieme zékladné Crty jednotlivych typov ATPaz/
syntaz.

F-ATPéza/syntdza vyuziva elektrochemicky potencial
H™ i6nov (Afiy) alebo Na™ ié6nov (Afina:) na pohananie
syntézy ATP. Na druhej strane je schopna pracovat’ rever-
zibilne a vyuzit' energiu hydrolyzy ATP na vytvaranie
elektrochemického gradientu protonov alebo sodnych i6-
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nov. Nachadza sa v cytoplazmatickej membrane vacsiny
baktérii, a u eukrayotov na vniitornej membrane mitochon-
drii a v tylakoidnych membranach chloroplastov.

V-ATPaza, na rozdiel od F-ATPazy, pocas evolicie
stratila schopnost’ syntetizovat’ ATP a energiu z hydrolyzy
ATP vyuZziva na vytvorenie strmého idonového gradientu
(najmi H) cez membranu. Vzniknuty elektrochemicky
potencial sa vyuziva na pohananie transportu réznych Zzi-
vin, vyuziva sa  pri  rozlicnych  aktivitich
v endomembranach, vedie k aktivacii hydrolytickych en-
zymov v lyzozomoch’. Mozno ju najst v eukaryotickych
vakuolach, najmi vo vakuolach rastlin a hib (podla toho
nesie pomenovanie — vakuolarna V-ATPaza), taktiez bola
najdend u niektorych baktérii a archaea.

P-ATPéza patri do velkej rodiny transmembranovych
pimp. Ide o Siroko distribuovany membranovy enzym
vramci celého fylogenetického stromu, ktory efektivne
premiena energiu hydrolyzy ATP do elektrochemického
i6nového gradientu. Tento typ ATP4z sa podiel'a na poha-
fani transmembranového pohybu Sirokej Skaly anorganic-
kych ionov ako su: H, Na®, K*, Ca®", Cu*, Cd*", Mg™",
pripadne i6ny kovov: Cu, Zn, Pb, Ag. Okrem toho niektoré
P-ATPazy sa podielaju na transporte lipidov®. Oznacenie
P-ATPéaza odraza molekulovy mechanizmus prace tohto
enzymu, pri ktorej vznikd vysoko-energeticky aspartyl-
fosfoenzymovy medziprodukt (phosphoryl-enzyme inter-
mediate) a svojou Strukturou sa vyrazne odliSuje od ostat-
nych ATP4z’.

Poznatky o tychto ATPazach/syntazach st uz mnoho-
nasobne popisané v modernych ucebniciach biochémie,
kde st sprevadzané vel'mi dobrou, farebnou i grafickou
vizualizaciou. Navyse, na internete je mozné najst’ aj ani-
macie, ktoré umoziuju ziskat' predstavu o molekulovych
mechanizmoch tvorby ATP'!!.

Nasledne sa sustredime hlavne na analyzu poznatkov,
ktoré sa dotykaju archaealnej A;A, ATPazy/syntazy.

3. Struktiira a funkcia A;A, ATPazy/syntazy

Napriek velkej variabilite a zaroven unikatnosti ener-
giu konzervujucich mechanizmov u Archaea, podielaju-
cich sa na energizacii membran, maji tieto mechanizmy
jednu membranova komponentu spolo¢nt. Je to archaeal-
na ATPaza/syntaza, ktora ma klaCové postavenie
v bunkovej bioenergetike. Predpokladalo sa, ze aj archaea
ATP syntdza bude vykazovat’ Specifické, ale hlavne roz-
dielne vlastnosti od prokaryotov a eukaryotov. Uz pocia-
tocné Studia naznalili na rozdielnost archaealnej ATP
syntazy od F- a V-typov ATPaz. Z tychto doévodov bola,
ako uz bolo vysSie uvedené, vytvorena nova skupina —
A Ay ATPaz/syntaz.

Archaedlna A-ATPéaza bola popisana ako energiu pre-
miefiajica, sblizkym vztahom k vakuoldrnej V-ATPéze,
vys§Sich eukaryotov, ako aj k F-ATPazam, vyskytuja-
cich sa v eubaktériach, mitochondridch a chloroplas-
toch. A-ATPé4za vyuziva ako spriahajtici ion H', pripadne
Na' i6n, aje zlozena z 10 podjednotiek (A;: B3: C : D :
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E:F:G:H:I1:K,), pricom aktualna stechiometria podjed-
notky K je zavisla od organizmu (x = 12, 6, 4 alebo iba 1),
Vzhl'adom k $trukturdlnym poznatkom, podjednotkovému
zlozeniu a aminokyselinovej sekvencii sa viac podoba na
V-ATPézu. Na druhej strane, na zéklade schopnosti pracovat’
ako ATP syntaza a syntetizovat’ bunkové ATP, za vyuzitia
iénového gradientu, sa funkéne podoba na F-ATP4zu". Na-
kol’ko ATPéza/syntaza z metanoarchaea patri medzi naj-
preskiimanejsie z hl'adiska A;A, ATPéaz/syntaz a zaroven
metanoarchaea su najpocetnejSia skupina Archaea, zame-
riame sa na analyzu tohto enzymu hlavne u tychto mikro-
organizmov.

3.1. Funkcia A1Ay ATPéazy/syntazy u metanoarchaea

Je zname, ze tvorba metanu nie je spojena so substra-
tovou fosforylaciou, ale s fosforylaciou pohananou i6no-
vym gradiendom. Prace Blauta a Gottschalka poskytli prvy
dokaz pre pritomnost chemiosmotického mechanizmu
v procese konzervécie energie u metanogénov'*. Tito auto-
ri preukézali postupnt sekvenciu udalosti pri tvorbe elek-
trochemického potencidlu protonov, metanu a ATP
u buniek Methanosarcina berkeri. Ich experimentélne
vysledky jasne ukazuji poradie udalosti a to: metanogené-
za — tvorba elektrochemického potencidlu py, — syntéza
ATP; z ¢oho vyplyva, Ze ATP u metanogénov je tvorené
chemiosmotickym mechanizmom, a ze A-ATP syntaza je
pravdepodobne zodpovedna za tvorbu ATP aj u tychto
mikroorganizmov' >,

Kompletné génové sekvencie metanogénov naznacuju
na pritomnost’ génov koédujucich len A-ATPazu. Kedze
fosforylacia pohanana elektrochemickym gradientom i6-
nov je jedind cesta pre tieto organizmy ako syntetizovat’
ATP (st striktne chemiosmotické)'’, je to velmi déleZity
indikator, ze A-ATPéza pracuje ako ATP syntdza in vivo.
Zo ziskanych experimentalnych udajov mozno konstato-
vat, ze purifikované A-ATPazy, vratane A-ATPazy/
syntdzy z metanoarchaea, su vel'mi nestabilné. Doposial
pouzivané izola¢né a purifikacné metody viedli k izolacii
nekompletnych enzymov a izolovany enzym je nestabilny.
Len nedavno sa podarilo izolovat’ a purifikovat’ AjAy ATP
syntazu z termofilu Methanocaldococcus jannaschii'®.
Napriek tomu sa tento enzym nepodarilo vyuzit’ pre rekon-
Stiticiu do lipozoémov, nakolko tieto st pri teplote 80 °C
nestabilné.

Ziskat’ priamy experimentalny dokaz o tom, Ze archa-
ealna ATPaza je skutoéne ATP syntaza, bolo komplikova-
né. Vroku 2007 sa v laboratoriu prof. Miillera podarilo
vyviniat’ molekularnu stratégiu umoznujiucu nadprodukciu
AjA) ATPéazy/syntazy vo funkénom stave v Escherichia
coli. Tento experimentalny pristup otvoril moznosti pre
stadium biochemickych vlastnosti tohto enzymu'’.

3.2. Spriahajtci i6n
Mechanizmus energetického spriahnutia u Archaea

nie je doposial jasny. Existuje urCitd neistota
o spriahajucom i6ne, ktory metanoarchaeidlna A-ATPaza
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vyuziva. Nakol'ko st metanogény striktne zavislé na Na'
ionoch av priebehu metanogenézy vytvaraji ApNa®
a AiH" stdasne, bola navrhnuta hypotéza, Ze oba tieto
gradienty moézu byt priamo vyuzivané na pohéfanie tvor-
by ATP A-ATPazou/syntazou. Experimentalne udaje pod-
porujuce tuto hypotézu boli ziskané u viacerych metanoar-
chaea: Miiller a spol."®2° a Smigaii a spol.?!. Pre tazkosti
ziskat celistvy, purifikovany enzym nebola idénova Specifi-
cita A-ATPazy/syntazy doteraz jednoznacne urcend. Meta-
noarchaea su jediné mikroorganizmy, ktoré¢ produkuji dva
primarne, elektrochemické gradienty, sodny A;IN; a proto-
novy Ay, paralelne. Z tychto dovodov sa metanogény
musia vysporiadat’ s problémom, ako vyuZit’ oba gradienty
pri syntéze bunkového ATP. Jedna z predstav uprednos-
tiuje mechanizmus, v ktorom Apy,” vytvarany metyltran-
sferdzovou reakciou je konvertovany prostrednictvom Na™/
H' antiportera na Afiy ", a ten sa nasledne vyuziva na poha-
fanie syntézy ATP prostrednictvom H'-A;A, ATPazy/
syntazy. Otazka, ¢i existuje jedna A-ATPaza, ktord vie
vyuzivat oba gradienty Afl: a Alne: Sufasne, a moZe
menit’ Specificitu podla stavu a dostupnosti toho-ktorého
i6nu alebo ma $pecificitu iba pre jeden ion (H' alebo Na®)
a kooperuje s Na'/H' antiporterom, je napriek velkému
usiliu stale otvorena.

Otvéara sa niekol’ko dalSich otazok, ktoré doposial
neboli vyrieSené. U Archaea organizmov boli v gendome
najdené génové klastre pre F-ATP4zu, hoci sa nepotvrdila
ich syntéza. Zo stadii s F-ATPazou je zname, Ze modifika-
ciou iba niekol’kych aminokyselin sa zmeni i6nova Specifi-
cita tohto enzymu. TaktieZ by mohli v teoretickej rovine
na membréane existovat’ az dve A-ATPazy (jedna pre H',
druhé4 pre Na"), hoci na zéklade experimentalnych dat sa
od tejto hypotézy upusta. Nedavno bol v genome Metha-
nothermobacter thermautotrophicus medzi neznamymi
proteinmi anotovany Na’/H' antiporter a taktieZ bol na
proteolipide u niektorych A-ATPaz najdeny vdzbovy mo-
tiv pre Na" i6n'®. Komplexnost tohto problému je dévo-
dom, preco sa ho nepodarilo doposial’ vyriesit'.

Proton-translokujiica ATPaza/syntaza je vo vSeobec-
nosti prezentovand ako evolu¢ne primarna forma tohto
enzymu, zatial' o Na'-translokujiica ATP4za/syntaza nie-
ktorych prokaryotov je zvycajne predstavovand ako exo-
ticka adaptacia na prezitie v drsnych enviromentalnych
podmienkach. Detailnym Stadiom Struktiry F- a V-typu
ATPaz, ich podjednotkového zloZenia a porovnanim fylo-
genetickych analyz sa dostava do popredia nova hypotéza.
Tato hypotéza poukazuje na evolucné vztahy medzi pro-
ton- a sodik-translokujucimi ATP4zami/syntdzami. Nazna-
¢uje, 7e Na'-translokujiice ATP4zy sa vyskytuju sice oje-
dinele, no vyuzitie Na* gradientu pre syntézu ATP pro-
strednictvom Na'-translokujicej ATPazy predstavuje naj-
starSiu formu membranovej bioenergetiky. Je pravdepo-
dobné, 7e prapdvodna, pre Na' nepriepustnd membrana,
ale priepustna pre H', obsahujica sadu Na'-transportnych
enzymov, bola evoluénym predchodcom Strukturalne zlo-
ZitejSej membrany, nepriepustnej pre H'. VyuZivanie H',
ako spriahajiceho i6nu, sa zda byt evolu¢ne mladSou
inovaciou™.
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Odpoved” ohladne iénovej Specificity A-ATPazy
ostava zatial’ otvoren. Nie je viak vylucené, ze ako H' tak
aj Na" moézu v doméne Archaea slizit ako spriahajice
iony.

3.3. Struktira A;A, ATPazy/syntazy

Sekvenéné analyzy ukazujt, ze V-, F- a A-ATPazy su
homologické, a ze sa vyvinuli zo spolo¢ného, prapdvodné-
ho génu, tzv. progénu. Z tychto dovodov A-ATPaza/syntaza
zdiel'a vlastnosti jednak eukaryotickych V,V, ATPaz a F,F,
ATP syntaz (pritomnych v baktériach, chloroplastoch
a mitochondriach). Tento enzym ma morfologicky, podob-
ne ako ATPazy F- a V-typu, 2 hlavné Casti: membranovo-
viazanu Cast' A,, ktord tiez obsahuje ionovy kanal pre
transportovany ion, Cast’ A; exponovanui do cytoplazmy.
Obe casti su prepojené spojovacou ¢astou, tzv. ,,stopkou*.

Membranova Ay doména

Na rozdiel od F- a V-typu ATPéz, obsahuje iba dve
podjednotky oznacované Ia K. Molekulovda hmotnost
podjednotky I sa pohybuje vrozmedzi 72-76 kDa a je
vel'mi podobna podjednotke a V-ATPazy. Obsahuje hyd-
rofilny N-terminalny a hydrofébny C-terminalny koniec.
U hydrofilnej N-terminalnej Casti sa predpoklada, ze je
vysoko a-helikdlna a funkéne podobna podjednotke b
F-ATPazy. Hydrofobna C-termindlna Cast’ podjednotky I
ma sedem transmembranovych helixov a utejto Casti je
predpoklad, ze je funk¢éne podobna a podjednotke V-/F-
ATPazy. V podjednotke I je zachovany argininovy amino-
kyselinovy zvy$ok, ktory je nositelom kladného néboja
v Ay Casti a je predpoklad, ze tento argininovy zvysok je
esencidlny pre translokaciu spriahajuceho i6nu. Jeho loka-
lizacia sa mdze vzhl'adom na organizmus odlisovat’'’.

Druhé podjednotka Ay, domény je podjednotka K, pre
svoje hydrofobne vlastnosti je oznacovana ako proteolipid.
Proteolipidy z metanoarchaea su vo vSeobecnosti vzijom-
ne vel'mi podobné (do 50 %) a taktiez zdielaji identitu
s inymi archaea proteolipidmi. AZ do 33 % st podobné
s bakteridlnymi a eukaryotickymi proteolipidmi V-ATP4az.
Purifikované a charakterizované proteolipidy z niektorych
archaea, takmer vo vSetkych pripadoch, vykazovali mole-
kulovii hmotnost’ priblizne 8 kDa a S§truktirne tvorili 2
transmembranové helixi'’. Naviac aj genémova sekvenacia
u archaea predpokladd 8 kDa proteolipid. Spominana
8 kDa velkost’ proteolipidu z archaea organizmov kores-
ponduje s velkostou proteolipidu z F-ATPazy a predpo-
kladalo sa, Ze prave tato skutocnost’ je zodpovedna za to,
7ze A-ATPaza vykazuje funkéné vlastnosti F-ATPazy, ¢im
sa mysli hlavne na jej funkciu ATP syntazy. Dalsie $tu-
dium ukazalo, ze enzymaticka schopnost’ A-ATPazy syn-
tetizovat ATP nesuvisi s velkostou proteolipidu, ale
s po¢tom protonizovatel'nych skupin pripadajtcich na pro-
teolipid. F-ATPaza ma 12, A-ATPaza z M. jannaschii 8
a V-ATPaza len 6 protonizovatelnych skupin pripadaj-
cich na ¢ subjednotku. Toto v prepocte znamena, ze u V-
ATPazy maju iba 2 protonizovatel'né skupiny na katalytic-
ké centrum. Takéto mnoZzstvo je ale nedostatocné na to,
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Obr. 1. Réznost’ proteolipidov (¢, K subjednotiek) u ATPaz'®. V priebehu evolucie doslo k duplikacii aZ triplikacii proteolipidu
u niektorych ATPaz. V obrazku su vyznacené aktivne karboxylaty podiel’ajiice sa na transporte protonov. Pismeno E oznacuje kyselinu

glutdmovu, pismeno Q oznacuje glutamin. Substiticia Q za E predstavuje stratu vizbového miesta pre protén. Glutamin sa na prenose H

nemdze podiel’at’

aby V-ATPaza katalyzovala syntézu ATP. Na druhe;j stra-
ne ale V-ATP4za umoZziuje vytvorit' znacny proténovy
gradient (funkéna vlastnost V-ATPazy), ktorého tvorba je
pohatiana hydrolyzou ATP',

V priebehu evoltcie doslo u ATPaz, sice v rozsahu
celého fylogenetického stromu, no len u niektorych orga-
nizmov, k duplikacii a triplikacii (u Methanopyrus kandle-
ri az k polyplikacii) proteolipidu®, priklad je uvedeny
naobr. 1. Je tu ilustrovany v prirode ojedinely typ Na'-
F\Fy ATPazy z Acetobacterium woodii, je to zatial’ jedina
objavena ATPaza s danymi vlastnostami. Tato ATPaza
obsahuje vo svojom rotore zmes ¢ podjednotiek — typu Fy
a typu Vj a na zaklade bunkovej potreby je schopna prepi-
nat’ medzi syntézou a hydrolyzou ATP®.

Jednou zo zaujimavych ¢t A-ATP syntazy je, Ze so
spominanou duplikaciou ¢i triplikaciou proteolipidu sa
automaticky nezachoval pocet vdzbovych miest pre trans-
lokujtci protén na subjednotke c. V priebehu evolucie
doslo k substitacii aktivneho karboxylového zvysku kyse-
liny glutamovej (E, Glu), podiel’ajucej sa na vdzbe a trans-
lokacii protonu, na glutaminovy zvysok (Q, Gln), ktory uz
nemoze viazat H'. Poget viizbovych miest pre transloku;ju-
ci H' na subjednotke ¢ zavisi od daného organizmu. U M.
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thermautotrophicus doslo k duplikacii a vizbové miesto
je zachované na druhom a Stvrtom helixe, ale u M. jannas-
chii (triplikacia) je vdzbové miesto zachované iba vo §tvr-
tom a Siestom helixe, pretoZze v druhom helixe sa vyskytu-
je vo vizbovom mieste spominana glutaminova
substiticia® (obr. 1).

Popisané proteolipidy si v membrane zoskupené
a tvoria rotor A-ATPazy, podobne ako to bolo preukazane
uF- a V-ATPaz. U vicSiny archaea sa Casto vyskytuje
vzajomné zoskupenie 12 proteolipidov, u M. thermautot-
rophicus apyroccocov je to len 6 kopii a4 kopie
u M. jannaschii. Pocet podjednotiek zavisi od teploty rastu
daného organizmu a plati, ze ¢im je teplota rastu vyssia,
tym je pocet podjednotiek proteolipidu, ktoré tvoria rotor,
niz§i. Na druhej strane, s rastiicou teplotou stipa pocet
kovalentnych vizieb medzi podjednotkami a zvySuje sa
stabilita a funkcia v cytoplazmatickej —membrane®?*
(obr. 2).

Cytoplazmaticka A; doména

Obsahuje katalytické miesta pre ATP/ADP ama
pseudo-hexagonalne usporiadanie podjednotick A a B.
Toto usporiadanie bolo navrhnuté pomocou elektronmik-
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roskopickej analyzy 2D obrazu proteinu z termoacidofilnej
archaea Sulfolobus acidocaldarius a Methanosarcina ma-
zei GO1. Sekvenovany operén A-ATPazy z M. mazei G61
otvoril cestu klonovania. Génové fragmenty operénu A-
ATPazy z M .mazei G61 obsahujice gény jednotlivych
podjednotieck A-ATPazy boli nadexprimované v E. coli.
Nasledne bola rozlustena Struktira A; komplexu ziskana

M.Mazei

m. M.thermauto- M_jannaschii
a iné archaea

trophicus

pyrococci M. kandieri

T o (TR

wlselzileslse

1% / L § il

] | B

H*/Na* ATP stechiometria

IR 4 2.6

Obr. 2. Réznost’ rotorov u A;Ag ATPéz/syntaz'®. Detailny sché-
maticky obrazok zoskupenia proteolipidickych podjednotiek
u uvedenych archaea organizmov. Ciarové rozdelenie kruhu sym-
bolizuje pocet proteolipidovych jednotiek tvoriacich rotor. Bodky
urcuji pocet vazbovych miest pre translokovany proton na dana
podjednotku. Stechiometrické ¢islo udava pocet translokovanych
protonov vzhladom k syntéze 1 molekuly ATP. Pofet monomé-
rov bol experimentalne uréeny. Detailnejsie vysvetlenie je uvede-
né v texte
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metddou small-angle X-ray scattering (nizko-uhlovy ront-
genovy rozptyl). Vykazovala nasledovné podjednotkové
zlozenie: A, B;, C, D, E, H F (E, H — periférne podjednot-
ky, tzv. druhd stopka; subjednotka F priecne ulozena
v membrane)**. Napadna $trukturdlna homologia sa vysky-
tuje vo vézbach medzi spominanou A a B podjednotkou
A; domény a a a  podjednotkami F; domény F-ATPazy
(A, B aa, B podjednotky vytvaraja tzv. ,hlavicku“ enzy-
mu). Podjednotky C a F A;-Casti si z enzymového kom-
plexu odkryté a su citlivé na peptidolytické ¢inidl4, zatial
¢o podjednotka D je vo vnutri A, Casti, ,,hlavicky®, a tym
je chranena pred pdsobenim trypsinu®* (obr. 3). (TaktieZ
s ndpadnou homoldgiou ako u y-podjednotky F-ATPazy,
ktora je obkolesena podjednotkami o a 3, ¢i E podjednot-
ky V-ATPazy, ktord je obkolesend A a B podjednotkami).

Celkova struktira A-ATPazy je ale velmi podobna
V-ATPéaze. Obdobne tvori hlavicku astopku. A- a V-
ATPaza maju oproti F-ATPaze vyrazne dlhSiu stopku
atym sa aj v celkovom 3D obraze odliSuju od F-ATPéazy
(obr. 3).

Paradoxom je, Ze napriek Struktirnej odliSnosti F-
a A-ATPazy, sa vyskytuje véizbova a funkéna podobnost’
cytoplazmatickych podjednotiek F- a A-ATPéazy. TaktieZ
sekvencnym porovnavanim génov podjednotick F- a V-
ATPézy sa odhalila homol6gia medzi ich katalytickymi
a membranovymi podjednotkami. Vzajomné podobnosti
jednotlivych ATPaz, ¢i uz §truktirne alebo funkcné, sa

F 1 FU A1A0 V1V0
hydrolyza/syntéza ATP hydrolyza/syntéza ATP hydrolyza ATP
ADP+P; ATP )f_v“-ﬂ:\:ck ADP+P
* El

cytoplazma

membrana

e”‘{gﬂﬂﬂm

rotacia
H+
Na*

Obr. 3. Struktira jednotlivych ATPaz (podjednotkova topoldgia vypracovana podl'a biochemickych a $trukturalnych udajov'®*). Pod-
jednotkové priestorové usporiadanie plati: v pripade F\F, ATPazy/syntazy pre Escherichia coli, v pripade A;A, ATPazy/syntazy pre
Methanosarcina mazei G61 a v pripade V,V, ATPazy pre Manduca sexta. DetailnejSie vysvetlenie je uvedené v texte
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vysvetl'uju existenciou spolo¢ného, davneho progénu,
ktory tvoril zdklad pre evolu¢nu diferencidciu jednotlivych
ATPaz™.

Sekvencéné porovnavania génov jednotlivych ATPaz
vSak poukazali na velké nezhody medzi podjednotkami
spojovacich stopiek. Na zéklade tychto homologickych
Sablon sa do popredia dostava domienka, ze pozicia cen-
tralnej spojovacej stopky bola v prvopociatkoch evolicie
obsadend translokujicim polymérom, a ten bol v najvicsej
miere pozmeneny v priebehu evolucie®.

3.4. Vlastnosti AjAy ATPazy/syntazy

Stadium tohto enzymu je komplikované pre problémy
spojené sjeho purifikdciou a problémy ziskat ho
v kompletnom podjednotkovom zloZzeni a v dostato¢nom
mnozstve. Napriek tomu inhibi¢né a funkéné mechanizmy
sledované v nativnych  podmienkach v kooperacii

Tabulka I
Prehl'adna tabulka znamych inhibitorov ATPaz**

Referat

s poznatkami s izolovanym enzymom podavaju Ciastocny
obraz o tomto enzyme.

Vsetky doposial’ prestudované ATPazy metanogénov
maju pH optimum priblizne okolo 5,0-5,2. Vynimkou je
enzym  z Methanosarcina  thermophila  a Methano-
caldococcus jannaschii, ktoré maju optimum pH 7,0. Hyd-
rolyzujt substraty v preferencii ATP > GTP > ITP > TTP
> UTP > CTP. Su stimulované dvojmocnymi kationmi
Mg*" a Mn*", ale nie Na* ionmi. Sulfidy, glycerol a etanol
stimuluju ich enzymovi aktivitu'”.

Pre pochopenie molekulovych mechanizmov ATPaz
vyskytujucich sa u Archaea sa nasiel a vyuZziva sa cely rad
inhibitorov. Archaedlne ATP4zy sa znacne liSia citlivostou
k inhibitorom ATPaz prokaryotov a eukaryotov. V tomto
sa moze odraZat’ prave ich rozdielna primarna Struktira.
Pre utvorenie si obrazu o inhibitoroch, ktoré sa pouzivaju
pri §tidiu A-ATP4azy/syntdzy, a ostatnych ATP4z, je prilo-
zend prehladna tabulka I znamych inhibitorov spolu
s popisanym spdsobom inhibicie”*".

Typ ATPazy Inhibitor *

Sposob inhibicie

V-ATPiza  NEM Specificky inhibitor V-ATP viaZuci sa na cysteinové zvySky podjed-
notky A (viaze nukleotid) a posobi ako sféricka prekazka
NBC-Cl, azido-ATP Struktirny analog ATP
DCCD reaguje s proteolipidom (karboxylova skupina kys. glutamovej),
blokacia transportu proténu
DES inhibuje membranovo-viazan( Cast’
ADP, exogénne fosforecnany kompetitivna a nekompetitivna inhibicia ATP-hydrolyzy
NO;~ oxidacény efekt, chaotropna latka, sposobuje vzajomné oddelenie V,
a V| Casti, inhibuje membranovo-viazanu ¢ast’ (IC5,¢40mM)
bafilomycin Al Specificky inhibitor
dinukleotidy alostericka inhibicia
VO;, triton, alkylové zluceniny,
makrolidové antibiotika: bafilomycin,
konkanamycin
F-ATP Oligomycin, alkylové
zliceniny
azid sodny odpojovac, inhibuje cytochromoxidazu
DCCD obdobne ako u V-ATP reaguje s proteolipidom, blokacia transportu
protéonu
NO;-, VO5;~ oxidac¢ny efekt, chaotropna latka
DES inhibuje membranovo-viazani Cast’
P-ATP VO3~ reaguju s E, konformac¢nou formou, tvoria stabilny komplex a tym
azidy, ouabain blokuju enzym
A-ATP NO;™ bafilomycin A, inhibicia cytoplazmatickej Gasti

DCCD, DES

inhibuje membranovo-viazani ¢ast’

*NEM - N-etylmaleinimid, NBC-CI — 4-chlor-7-nitrobenzofurazan, DCCD — N,N’-dicyklohexylkarbodiimid,

DES — dietylstilbestrol
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Vo vSeobecnosti je A-ATPaza necitliva k azidu, oli-
gomycinu a vanadi¢nanu. Na druhej strane ju inhibuje
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCCD), bafilomycin,
dietylstilbestrol (DES) a dusi¢nany.

Metanoarchaealna A-ATPaza je inhibovana bafilomy-
cinom A, ale v koncentraciach o tri poriadky vyssich, ako
su potrebné pre inhibiciu V,V, -ATPazu.

Dusicnany pri vysokych koncentraciach moézu pdso-
bit’ ako chaotropné latky. Maji podobny t¢inok ako deter-
genty a sposobuju oddelenie cytoplazmatickej — hydrofil-
nej A, od membranovej — hydrofobnej A, Casti. Vzhl'adom
k tomu, Ze dusi¢nany mozu fungovat’ ako oxidacné Cinid-
lo, mozu v A-ATPéze oxidovat —SH skupiny enzymu. To
samozrejme mdze ovplyvnit aktivitu enzymu, hlavne, ak
st —SH skupiny pritomné v katalytickom mieste, resp.
v jeho blizkosti. To je mozné prave u halobakterialnej
A A)-ATP4azy, ktord obsahuje cysteinové zvySky v bliz-
kosti katalytického miesta na podjednotke A. Za vhodnych
podmienok dusicnany moézu interagovat’ s ktoroukol'vek
podjednotkou podielajucou sa na prenose ionu, resp. sa-
motného rotacného momentu atym znizit' aktivitu
enzymu27.

Metanoarchaealna A;Ap-ATPédza nie je inhibovana
N-etylmaleinidom (NEM), zatial’ Co halobakteridlna A;A,-
ATPaza je. Tuto odlisnost’ mozno pripisat’ rozdielnej pri-
marnej Strukture tychto ATPaz. Podjednotka A halobakte-
ridlnej A;Ao-ATPazy obsahuje dost’ cysteinovych zvyskov
v blizkosti katalytického miesta, na rozdiel od metanoar-
chaealnej A;A(-ATPazy, ktora ich neobsahujelg.

4. Geneticky a molekulovy pristup k Studiu
ATPazy/syntazy u metanoarchaea

Pre hlbSie a detailnejSie poznanie biochemickych
a molekulovych mechanizmov syntézy ATP u metano-
archaea sa okrem klasickych biochemickych metod, gene-
tickych metod (izolacia spontannych alebo mutagénom
indukovanych mutantov), vyuziva pristup zalozeny na
metddach molekulovej biologie.

4.1. Geneticky pristup u metanoarchaea

Systematicky geneticky pristup k $tadiu transformacie
energie u baktérii a kvasiniek priniesol cely rad vyz-
namnych zisteni a vysvetleni molekulovych mechanizmov
syntézy ATP. U metanoarchaeca sme geneticky pristup
k rieSeniu tychto problémov zaviedli v naSom laboratériu
v roku 1997. Zistenia, ze je mozné pripravit' u M. thermau-
totrophicus AH mutantov so zmenami v systémoch trans-
formacie energie, umoznili aplikaciu metod a technik bak-
teridlnej genetiky (za striktne anaerébnych podmienok) na
stadium A-ATPazy/syntazy.

V ramci genetického pristupu k Stadiu A;A,-ATPéazy/
syntazy u metanoarchaea sa v naSom laboratoriu podarilo
pripravit’ niekol’ko spontdnnych mutantov kmena M. ther-
mautotrophicus AH rezistentnych k relevantnym inhibito-
rom shvisiacich s transformaciou energie: N,N’-di-
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cyklohexylkarbodiimidu (DCCD)*’, harmalinu, tributylcin
chloridu (TBT)”, neomycinu33 ; dusi¢nanom, 3,3’,4°,5-tetra-
chlorsalicylanilidu (TCS)****, amiloridu®’. Ide o sériu mu-
tantov, u ktorych sa na zéklade pouzitych inhibitorov pred-
pokladalo, Ze doslo k 1éziam v dvoch hlavnych membrano-
vo-viazanych enzymovych komplexoch, ktoré sa vyz-
namne podielaji na bioenergetickych procesoch. Ide
o0 enzymové komplexy: A-ATPazy a Na'/H'-antiportera.
Stadium tychto mutantov uz prinieslo cely rad zaujima-
vych vysledkov dotykajucich sa transformacie energie
u metanoarchaea®"*273°,

Ziskané experimentalne vysledky potvrdili nase pred-
poklady aanalyzy vyizolovanych mutantov ukézali
(okrem iného), Ze niektoré¢ maji zmeny v ATPazovom
systéme. Z tohto hl'adiska treba spomenat’ hlavne TBT
mutanta, ktory pri detailnejSom Studiu vykazoval zmeny
citlivosti oproti divému kmeniu v ATPazovych systémoch
aj v procese metanogenézy. Toto naznacovalo, Ze doslo
u TBT rezistetného mutanta k zmene v A;Ay-ATPazovom
operone a tato zmena by mohla byt zodpovedna za danu
rezistenciu. Sekvenacia kompletného A;A(-ATPéazového
operonu u TBT rezistentného mutanta odhlalila tri mutac-
né zmeny v dvoch podjednotkich A;A,-ATPazy. A to
v podjednotke A — ValsgAla a v podjednotke B — Leuysylle
a SerygsAla. Tieto vysledky implikuju, zZe za zmeny senziti-
vity TBT-rezistentného mutanta su zodpovedné mutacné
substiticie v A;A¢p-ATP syntdzovom operc')nem.

Aj iny selektivny inhibitor ATPaz, DCCD, sa ukazal
ako extrémne cenny pri deSifrovani komplexnosti syntézy
ATP. U viacerych metanogénov je ATPaza tiez ihibovana
tymto inhibitorom. Z tychto doévodov sme predpokladali,
ze mutant rezistentny k DCCD by mohol mat’ pozmenent
ApA; ATP syntazu, ¢o by ponukalo potencialny experi-
mentalny nastroj pre §tadium tohto enzymového komplexu
aj umetanogénov. Prekvapujuco, mutant rezistentny
k DCCD nevykazoval zmeny v Strukturalnych génoch
(atp) pre AgA; ATP syntdzu. Experimentalne udaje ziskané
pri §tadiu DCCD rezistentného kmena naznacuji, Ze
DCCD rezistencia je dosledkom zvySenej expresie ApA;
ATP syntdzy. Z tohto je moZné usudzovat, Ze za rezisten-
ciu k DCCD st zodpovedné gény podielajuce sa na regu-
lacii expresie ApA; ATP syntézy”. Ukazuje sa, ze syste-
maticky geneticky pristup k problémom konzervacie ener-
gie u metanoarchaea modze byt vel'mi ndpomocny, tak ako
to je u baktérii a kvasiniek.

Tieto Stadia tiez otvaraju cestu k pochopeniu evoltcie
membranovych ATPaz/syntdz a pomahaji porozumiet
evolucii bioenergetickych systémov. Zaroven otvara nové
pohlady na evoliciu samotnych biologickych membran,
ktord bola kooperacnym procesom tak bioenergetickych
systémov, ako aj lipidickej dvojvrstvy a membranovych
proteinov?®?',

5. Zaver

V poslednom obdobi bol zaznamenany obrovsky pok-
rok v poznavani Struktury, funkcie a molekulovych mecha-
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nizmov kI'i¢ového enzymu ATPazy/syntazy, ktory je zod-
povedny za syntézu ATP v bakteridlnej cytoplazmatickej
membrane, vo vnutornej mitochondridlnej membrane
a v membrane tylakoidov v chloroplastoch. Poznavanie
bioenergetickych mechanizmov tvorby bunkového ATP
u Archaea, ktoré ziju z hladiska cloveka v extrémnych
podmienkach, ukazalo cely rad vyznamnych odliSnosti
tvorby bunkového ATP. Ciel'om tohto prehl'adného ¢lanku
je poukazat’ na progres, ktory bol dosiahnuty pri Stidiu
archaedlnej A Ay ATPazy/syntazy. Experimentalne ziste-
nia ziskané pri Studiu A;A, ATPéazy/syntazy jednoznacne
preukazali, ze AjA, ATPaza/syntaza reprezentuje nova
skupinu  ATP4z, nakolko sa vyrazne odliSuje od
F\FoATPaz a V,V, ATPaz. AjA, ATPazy/syntazy boli
doposial’ najlepsie prestudované u metanoarchaea. Tieto
studie ukazali, ze AjA, ATPazy/syntazy si zlozené
z dvoch domén, ktoré pracuju ako dva rota¢né motory a st
spojené prostrednictvom dvoch stopiek — centralnej
a periférnej, podobne ako u F,Fy ATP4z. U Archaea je A,
doména odlisna a jej zlozenie, ktoré je variabilné, zavisi od
rastovych podmienok. Préce, ktoré sa sustred’ujl na pozna-
vanie tohto enzymu, poskytuju celt radu novych poznat-
kov suvisiacich so Struktirou a molekulovymi mechaniz-
mami funkcie tohto enzymu. Napriek velkému pokroku
pri §tadiu A;Ay ATPazy/syntazy, molekulové mechanizmy
tvorby bunkového ATP prostrednictvom tohto enzymu
zostavaju nevyjasnené. Je dolezité zdoraznit', Ze tieto Stu-
dia otvaraji nové pohl'ady na tvorbu ATP u extrémne sta-
rych mikroorganizmov, ktoré obyvaju nasu planétu pribliz-
ne 3,5 miliardy rokov, ale aj spristupniuji pochopenie evo-
licie kl'aiCového bioenergetického enzymu — ATPazy
a umoznuju nazriet’ na prvotné procesy zivota tychto orga-
nizmov a ich energiu konzervujice mechanizmy.
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M. Vidova and P. Smigai (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Unique Structural
and Functional Properties of A;Aj ATPase/Synthase
from Archaea

ATP synthases are present in every life form being
the key enzymes of cellular bioenergetics. The enzyme
from the Archaea forms anew class of ATPases, AjA,
ATP synthase. This enzyme has unusual structural and
functional features, which separate it from F,F, and V,V,
ATPases as adistinct enzyme class — Aj;A, ATPase/
synthase. It contains the transmembrane A, domain and
the cytoplasmatic A; domain, including a specific site for
ATP synthesis. The A; domain is linked to the A, part by
D-subunit, a structural and functional analog of the y-
subunit of F;F; ATPase. The genomic approach to the
study of this enzyme combined with methods of molecular
biology, biochemistry and structural biology, will extend
the study of AjAp ATPase/synthase and ATP synthesis to
the molecular level.
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