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PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

SIEDEMDZIESIĄT LAT BADAN NAD OKSYDACYJNĄ FOSFORYLACJĄ, CZYLI OD 
KONCEPCJI CHEMICZNEGO SPRZĘŻENIA DO WIRUJĄCEJ ATP-AZY

POCZĄTKI

Za początek współczesnej bioenergetyki mo­
żemy uważać odkrycie przez Karla Lohmanna 
w 1929 r. „nietrwałego fosforanu”, czyli ATP,

Lech Wojtczak, urodzony w 1926 r., profesor w In­
stytucie Biologii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN w Warszawie. Wczesną młodość i lata 
wojny spędził w Piotrkowie Trybunalskim; tamże 
ukończył szkołę średnią na zespołach tajnego na­
uczania. Studia biologiczne i chemiczne na Uniwer­
sytecie Łódzkim. Jeszcze w czasach studenckich 
związał się z Instytutem im. Nenckiego (wówczas z

którego centralną rolę w biologicznych proce­
sach energetycznych ostatecznie sformułował 
dziesięć lat później F r it z  L ip m a n n  (1 9 4 1 ).  Wyjaś­
nienie w latach trzydziestych przez Gustava 
Embdena, Otto Meyerhofa i Jakuba Parnasa 
istoty glikolizy wskazało na dwie reakcje, w 
których zachodzi fosforylacja ADP do ATP. Re­
akcje te, jedna na poziomie utlenienia aldehydu 
glicerolo-3-fosforowego, druga — dehydratacji 
2-fosfoglicerynianu, były wówczas jedynymi 
znanymi mechanizmami regeneracji ATP. 
Wprawdzie cykl kwasów trikarboksylowych 
(cykl Krebsa) został opisany również w połowie 
lat trzydziestych, a enzymatyczne podstawy od­
dychania komórkowego jeszcze wcześniej (Tor­
sten Thunberg i Otto Warburg, od początków 
stulecia po lata dwudzieste), lecz były one tra-

siedzibą w Łodzi). Odbył staże badawcze w pracow­
niach E.C. Slatera (Amsterdam), Alberta L. Lehnin­
gera (Baltimore, Maryland) i Brittona Chance’a 
(Filadelfia, Pennsylvania). Ponadto prowadził wielo­
letnie współprace z Uniwersytetem w Sztokholmie (z 
Larsem Ernsterem), Akademią Medyczną w Magde­
burgu (doktorat honoris causa) i Uniwersytetem w 
Konstancji (Niemcy). Najwcześniejsze prace, pod kie­
runkiem Włodzimierza Niemierki, dotyczyły metabo­
lizmu oddechowego owadów. Później zajął się 
bioenergetyką i biochemią mitochondriów w aspe­
kcie ogólnym. Ważniejsze osiągnięcia dotyczą między 
innymi budowania i rozpraszania mitochondrialne- 
go potencjału transmembranowego, transportu me­
tabolitów  przez błony m itochondrialne oraz 
regulacyjnej roli kwasów tłuszczowych w mitochon- 
drialnym „sprzężeniu energetycznym”.
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ktowane jako szlaki usuwania produktów gliko­
lizy, a nie generacji użytecznej biologicznie 
energii. Proste jednak porównanie swobodnej 
energii hydrolizy dwóch (netto) cząsteczek ATP 
uzyskiwanych w glikolizie z wartością kalorycz­
ną (czyli ciepłem spalania) glukozy wskazywało 
na zadziwiająco niską wydajność takiego spo­
sobu pozyskiwania energii przez komórkę.

Za odkrywcę oksydacyjnej fosforylacji uwa­
ża się rosyjskiego badacza, Władimira Engel - 
hardta (Rye. 1), który w serii pięknych prac 
opublikowanych w latach 1930-1932 nad me­
tabolizmem fosforowym w bezjądrowych i nie 
oddychających erytrocytach królika z jednej 
strony a zawierających jądra (i jak wiemy — 
mitochondria) oraz zużywających tlen erytrocy­
tach gołębia z drugiej wykazał, że estryfikacja 
nieorganicznego fosforanu do związku określa­
nego przezeń jako pirofosforan (obecnie wiemy, 
że był to ATP) może zachodzić zarówno na dro­
dze glikolizy, jak i dzięki procesom utleniania 
biologicznego (E n g e l h a r d t  1930, 1932). Wyniki 
te zostały wkrótce potwierdzone przez Hermana 
Kalckara (pracującego wówczas w Danii), który 
wykazał, że w homogenatach z wątroby i nerki 
estryfikacja fosforanu zachodziła mimo zaha­
mowania glikolizy.

Mimo że zarówno Engelhardt, jak i Kalckar 
wykazali wiązanie nieorganicznego fosforanu 
do związków organicznych dzięki energii utle­
niania, to właściwe odkrycie oksydacyjnej fosfo­
rylacji przypisuje się często rosyjskim bada­
czom, Bielicerowi i Cybakowej (B e l it z e r  i T z ib a - 

KOVA 1939). Wykazali oni bowiem, że w inkubo- 
wanym w warunkach aerobowych homogenacie 
z mięśnia stosunek liczby cząsteczek zestryfiko- 
wanego fosforanu do liczby atomów zużytego 
tlenu jest wyższy niż 1. Gdyby estryfikacja fo­
sforanu polegała wyłącznie na syntezie ATP w 
procesie tlenowej glikolizy (której końcowym 
produktem jest pirogronian), to wartość tego 
stosunku powinna być 1. A zatem inne jeszcze

Rye. 1. Władimir Aleksandrowicz Engelhardt (1894- 
1984).

Urodzony w  Moskwie, syn i wnuk lekarzy, otrzymał również 
wykształcenie medyczne, lecz po ukończeniu studiów po­
święcił się całkowicie biochemii. W  1929 r. objął katedrę 
biochemii na Uniwersytecie w Kazaniu, gdzie mimo prymi­
tywnych warunków prowadził swe pionierskie badania nad 
estryfikacją fosforanu w erytrocytach. W  1939 r., pracując 
w Instytucie Biochemii Akademii Nauk ZSRR w Moskwie, 
dokonał innego fudamentalnego odkrycia wykazując, że 
kurczliwe białko mięśnia, miozyna, ma aktywność ATP-azy. 
Był czynny naukowo do końca swego długiego życia. Zdjęcie 
reprodukowane z opracowania F lo r k in a  (1975) za zgodą 
wydawnictwa Elsevier Science, Oxford.

procesy, a mianowicie te, które przypuszczalnie 
towarzyszą procesom utleniania pirogronianu 
do CO2 i wody, musiały być odpowiedzialne za 
tę dodatkową fosforylację. Podobne wyniki 
otrzymał wkrótce potem Severo Ochoa, pracu­
jący w Stanach Zjednoczonych badacz hiszpań­
skiego pochodzenia.

TEORIA CHEMICZNEGO SPRZĘŻENIA

Niejako w sposób oczywisty nasuwał się 
więc wniosek, że między reakcjami utleniania 
komórkowego a procesem fosforylacji ADP do 
ATP muszą występować wspólne ogniwa, rów­
nież natury chemicznej, podobnie jak to ma 
miejsce w szlaku glikolitycznym. Na tej zasadzie 
sformułowano w latach czterdziestych teorię 
chemicznego sprzężenia oksydacyjnej fosforyla­
cji. Jednym z jej prekursorów był Fritz Lipmann 
(późniejszy odkrywca CoA), który założył two­
rzenie się ufosforylowanych, wysokoenergety­
cznych form enzymów oddechowych. Teoria

chemicznego sprzężenia stała się ogólnie przy­
jętą linią badań na całe dwudziestolecie (1940- 
1960), a nawet dłużej, tłumaczyła bowiem w 
zadawalający sposób wiele poznanych wkrótce 
faktów, a przede wszystkim tak zwaną kontrolę 
oddechową i odwrotny transport elektronów.

Dalszy postęp w badaniach oksydacyjnej 
fosforylacji stał się możliwy dzięki wyizolowaniu 
mitochondriów — organelli komórkowych, w 
których proces ten zachodził. Dotychczasowe 
badania na homogenatach komórkowych oka­
zały się bowiem dalece niewystarczające. Dopie­
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ro zainicjowana przez A. Claude’a, a następnie 
rozwinięta i udoskonalona przez G.H. Hogebo- 
oma i W.C. Schneidera, metoda „różnicowego” 
wirowania pozwoliła na uzyskanie względnie 
czystych preparatów mitochondriów w ilo­
ściach umożliwiających ich chemiczne badanie. 
Pod koniec lat pięćdziesiątych słynna pod tym 
względem stała się pracownia Davida E. Greena 
na Uniwersytecie stanu Wisconsin, gdzie z serc 
bydlęcych otrzymywano mitochondria w ilo­
ściach niemalże kilogramowych.

Konsekwencją chemicznego sprzężenia fo­
sforylacji z procesami oksydoredukcji winna 
być stała stechiometria pomiędzy ilością zsyn- 
tetyzowanego ATP (czyli zużytego nieorganicz­
nego fosforanu) a ilością utlenionego substratu 
lub zużytego tlenu cząsteczkowego. Stosunek 
ten, oznaczany jako P/O, stał się przedmiotem 
zainteresowania takich czołowych badaczy 
oksydacyjnej fosforylacji, jak Britton Chance 
(Ryc. 2), David E. Green i Albert L. Lehninger

nowymi, a atom tlenu — dwuelektronowym 
akceptorem, przyjęto jako pewnik, że przenie-

Ryc. 2. Britton Chance (urodź, w 1913 r.).

Wieloletni kierownik Johnson Foundation i Zakładu Bio­
chemii i Biofizyki Uniwersytetu stanu Pennsylvania w  Fila­
delfii. Jest pionierem spektroskopowych badań enzymów. 
Poza osiągnięciami w  dziedzinie mitochondrialnych enzy­
mów oddechowych był pierwszym, który naocznie pokazał 
tworzenie się kompleksu enzym-substrat na przykładzie 
katalazy i H2O2 . Pasja pozanaukowa —  żeglarstwo; zdobyw­
ca złotego medalu na Igrzyskach Olimpijskich w  1952 r. 
Nadal czynny naukowo. Zdjęcie ze zbiorów autora.

(Ryc. 3) w Ameryce oraz E.C. Slater (Ryc. 4) w 
Europie. Ponieważ wszystkie naturalne sub- 
straty oddechowe są donatorami dwuelektro-

Ryc. 3. Albert L. Lehninger (1917-1986).

Doktorat uzyskał na Uniwersytecie stanu Wisconsin w  1942 
r. Wkrótce po wojnie przebywał przez pewien czas w  Euro­
pie: na U niwersy te tac h w  Cambridge i w Niemczech Zachod­
nich. Następnie przez wiele lat kierował Zakładem Chemii 
Fizjologicznej Uniwersytetu Johnsa Hopkinsa w  Baltimore 
(Maiyland), gdzie powstała większość jego prac nad mito- 
chondriami i oksydacyjną fosfoiylacją. Zespół Lehningera 
charakteryzował się wybitnie międzynarodowym składem. 
Autor kilku znanych podręczników biochemii. Zdjęcie re­
produkowane z opracowania F lo r k in a  (1975) za zgodą wy­
dawnictwa Elsevier Science, Oxford.

sieniu wzdłuż łańcucha oddechowego pary ele­
ktronów towarzyszy synteza określonej, całko­
witej liczby cząsteczek ATP, czyli że teoretyczny 
stosunek P/O jest zawsze liczbą całkowitą. Jeśli 
zmierzona wartość P/O nie równała się dokład­
nie liczbie całkowitej, zakładano, że jest to war­
tość zaniżona i zaokrąglano ją  wzwyż. W ten 
sposób wywnioskowano, że utlenianiu substra­
tów, których dehydrogenazy współdziałają z 
NAD, towarzyszą trzy fosfoiylacje, utlenianiu 
bursztynianu — dwie, a utlenianiu cytochromu 
c — jedna.

Wynikiem tych badań było nie tylko ozna­
czenie wydajności oksydacyjnej fosforylacji, ale 
także ustalenie, na których odcinkach łańcu­
cha oddechowego ma miejsce sprzężenie ener­
getyczne. W badaniach tych znaczną pomocą 
okazały się inhibitory transportu elektronów 
działające w określonych miejscach łańcucha 
oddechowego, na przykład rotenon, antymycy-
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na A, cyjanki, a także sztuczne donory i akcep­
tory elektronów, na przykład żelazicyjanek i 
tetrametylo-p-fenylenodiamina. Jak się okaza­
ło, i czego można było oczekiwać na podstawie 
rozważań termodynamicznych, sprzężenie 
energetyczne procesu oksydoredukcji z fosfory-

Ryc. 4. E. C. Slater (urodź, w 1917 r. w Melbourne).

Studia chemiczne odbył na Uniwersytecie w  Melbourne, a 
następnie pracował w  Australian Institute of Anatomy (pod­
ległym Ministerstwu Zdrowia). W  1946 roku realizuje pla­
nowany jeszcze przed wojną wyjazd do Europy i rozpoczyna 
pracę pod kierunkiem Davida Keilina (odkrywcy cytochro- 
mów) w  Molteno Institute na Uniwersytecie w  Cambridge. 
W  1955 r. obejmuje kierownictwo Laboratorium voor Bio­
chemie, przekształconego później w  Instytut im. B.C.P. 
Jansena na Uniwersytecie w  Amsterdamie, które to placów­
ki stały się jednym z głównych ośrodków badań nad mito- 
chondrialnymi procesami oksydoredukcji i oksydacyjnej 
fosforylacji w  Europie. Przez wiele lat był naczelnym reda­
ktorem „Biochimica et Biophysica Acta” . Emerytowany w 
1985 r., osiadł na południu Anglii oddając się ulubionemu 
żeglarstwu. Zdjęcie ze zbiorów autora.

lacją ADP do ATP zachodziło na tych komple­
ksach enzymatycznych łańcucha oddechowe­
go, na których występowały największe skoki 
potencjału oksydoredukcyjnego.

Niezależnie, na te same miejsca sprzężenia 
wskazywały niezwykle pomysłowe badania 
C h a n c e ’a  (C h a n c e  i W il l ia m s  1955, C h a n c e  i 
współaut. 1955) z zastosowaniem spektrofoto­
metrii dwuwiązkowej. Stosując własnej kon­
strukcji niezwykle czuły, jak na owe czasy, spe­

ktrofotometr, umożliwiający niemalże jedno­
czesny pomiar absorpcji światła o dwóch róż­
nych długościach fali, Chance był w stanie w 
zawiesinie mitochondriów oznaczyć stopień ut­
lenienia bądź zredukowania poszczególnych 
komponentów łańcucha oddechowego. Bada­
nia te wykazały, że w stanie spoczynkowym, a 
więc w warunkach, gdy środowisko inkubacyj- 
ne zawierało dostateczną ilość substratu odde­
chowego i tlenu, lecz brak było akceptora reszt 
fosforanowych pod postacią ADP, transport ele­
ktronów był częściowo zahamowany właśnie 
pomiędzy wymienionymi wyżej kompleksami 
łańcucha oddechowego. Dodanie ADP natych­
miast znosiło tę blokadę, co przejawiało się 
zmianą stanu utlenienia bądź redukcji odpo­
wiednich przenośników elektronów.

Britton Chance, fizyk z wykształcenia, był 
również pierwszym, który do badania procesów 
oddechowych w mitochondriach zastosował 
metodę polarograficznego pomiaru stężenia tle­
nu w roztworze przy pomocy wibrującej elektro­
dy platynowej. Dzięki temu mógł zarejestrować 
dramatyczne przyspieszenie zużycia tlenu przez 
zawiesinę mitochondriów natychmiast po doda­
niu do niej ADP. Pomiary tego rodzaju, prowa­
dzone również w innych laboratoriach przeważ­
nie metodą manometryczną przy użyciu apara­
tu Warburga, stały się podstawą obliczenia tak 
zwanego współczynnika kontroli oddechowej. 
Jego wartość do dziś służy za miarę jakości 
preparatów izolowanych mitochondriów, a tak­
że jest ważnym wskaźnikiem stanu metabo­
licznego mitochondriów w żywej komórce.

W ślad za badaniami doświadczalnymi po­
stępowało teoretyczne rozbudowywanie konce­
pcji chemicznego sprzężenia. Po pierwsze, ba­
dacze doszli do przekonania, że pierwszym pro­
duktem reakcji oksydoredukcji jest wysokoe­
nergetyczne połączenie enzymu oddechowego 
(lub koenzymu) z jakimś bliżej nieokreślonym 
związkiem (S l a t e r  1953), lub po prostu „wzbu­
dzona” forma tego enzymu. Następnie, kosztem 
energii tego połączenia powstawałby wysokoe­
nergetyczny związek ufosforylowany, któiy w 
końcowym etapie tego ciągu reakcji przekazy­
wałby resztę fosforanową na ADP. Wprowadzo­
no zatem dwa hipotetyczne intermediaty: nie- 
ufosfoiylowany i ufosforylowany, a proces wy­
glądałby następująco:

Ared + Box + I ś ->  Aox~I + Bred 
Aox~I 4 X <-4 I~X + Aox 
I~X+ Pi <->X~P + I 
X~P + ADP <-> X + ATP 

gdzie A i B z subskryptem red lub ox to kompo­
nenty łańcucha oddechowego odpowiednio w 
formie zredukowanej lub utlenionej, I i  X — 
hipotetyczne pośredniki, Pi — nieorganiczny
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fosforan, a P — reszta fosforanowa. Symbol ~ 
oznacza wiązanie wysokoenergetyczne.

Wartą uwagi cechą powyższego schematu 
jest odwracalność wszystkich reakcji cząstko­
wych. I rzeczywiście, Martin Klingenberg oraz 
Lars Ernster (Ryc. 5) stwierdzili, że przebieg 
procesów oksydoredukcji w łańcuchu oddecho­
wym może być odwrócony przez ATP. Jest to tak 
zwany odwrotny transport elektronów.

Ponieważ sprzężenie energetyczne ma miej­
sce na trzech różnych etapach łańcucha odde­
chowego, należało oczekiwać, że hipotetyczne 
substancje pośredniczące, a przynajmniej zwią­
zek I, bezpośrednio reagujący z przenośnikiem 
elektronów, winny być różne (E r n s t e r  1967). W  

ten sposób liczba hipotetycznych substancji po­
średniczących w zamianie energii utleniania w

energię wiązania fosforanowego ATP zaczęła 
niepokojąco rosnąć. Niepokojąco dlatego, że nic 
nie wskazywało na naturę tych substancji, a 
usilne ich poszukiwania prowadzone w przodu­
jących laboratoriach przez wiele lat (od połowy 
lat pięćdziesiątych do co najmniej końca lat 
sześćdziesiątych) nie dawały zadawalających 
rezultatów. Wprawdzie pojawiały się doniesie­
nia o wykryciu „wysokoenergetycznej” formy 
któregoś z przenośników elektronów lub znale­
zieniu innego związku mającego pośredniczyć 
w oksydacyjnej fosforylacji, lecz wkrótce okazy­
wało się, że były to mylne interpretacje wyni­
ków, a czasem wręcz błędy doświadczalne. Roz­
wiązanie zagadki przyszło z zupełnie nieoczeki­
wanej strony. Ale o tym dalej.

„CZYNNIKI SPRZĘGAJĄCE”

Na V Międzynarodowym Kongresie Bioche­
micznym w Moskwie w 1961 roku Efraim Rac- 
ker (Ryc. 6) wygłosił swoją maksymę: zamiast 
tracić czas na badanie „brudnych” preparatów 
(miał tu na myśli mitochondria), zabierzmy się 
za oczyszczanie enzymów (oksydacyjnej fosfory­
lacji). On sam wyizolował pierwszy taki enzym. 
Przez odpowiednie frakcjonowanie rozbitych 
ultradźwiękami mitochondriów Racker i współ­
pracownicy (P e n e f s k y  i współaut. 1960) uzy­
skali frakcję błonową, zdolną katalizować pro­
cesy utleniania ale nie syntezy ATP, i rozpusz­
czalne białko, które wykazywało aktywność 
ATP-azy. Połączenie obu frakcji przywracało 
strukturom błonowym zdolność do syntezy ATP 
kosztem energii utleniania. Odkrycie to stano­
wiło pierwszy dowód, że procesy utleniania i 
fosforylacji są w mitochondriach fizycznie od­
dzielone. Drugim niezwykle ważnym wynikiem 
było wykazanie, że ta sama rozpuszczalna fra­
kcja białkowa, kiedy jest związana z fragmenta­
mi błony mitochondrialnej, katalizuje syntezę 
ATP, natomiast wolna — hydrolizę tego związ­
ku. Odkrywca nazwał ją  „czynnikiem sprzęga­
jącym” (ang. coupling factor), a ponieważ wkrót­
ce znalazł więcej podobnych czynników, ozna­
czył ją  jako „czynnik sprzęgający pierwszy”, w 
skrócie Fi.

Zrozumienie istoty czynników sprzęgają­
cych nie byłoby możliwe bez osiągnięć mikro­

skopii elektronowej i badań nad ultrastukturą 
mitochondriów. Stosując nową metodę utrwa­
lania preparatów, tak zwane barwienie negaty­
wowe (ang. negative staining, znane również w 
polskim piśmiennictwie jako barwienie tła), 
F e r n An d e z -M o r An  (1962) wykrył na wewnętrz­
nej stronie wewnętrznej błony mitochondrialnej 
charakterystyczne „grzybkowate” struktury, 
nieobecne w żadnych innych błonach biologcz- 
nych. Przez krótki czas przypuszczano, że są to 
identyfikowane w tym samym mniej więcej cza­
sie przez Davida Greena i współpracowników 
kompleksy łańcucha oddechowego. Wkrótce 
jednak wykazano (R a c k e r  i współaut. 1965), że 
owe grzybkowate twory to nic innego jak czyn­
nik sprzęgający Fi. Są one dobrze widoczne na 
powierzchni zdolnych do fosforylacji cząstek 
submitochondrialnych, znikają po pozbawieniu 
cząstek czynnika sprzęgającego, a ponownie 
można je zaobserwować po rekonstytucji czą­
stek fosforylujących (Ryc. 7). Wyjaśniono na­
stępnie, że w krótkim „trzonku” łączącym Fi z 
błoną tkwi kilka małych białek, niektóre z nich 
identyczne z innymi czynnikami sprzęgającymi 
Rackera (między innymi F6). W samej błonie zaś 
wyróżniono czynnik sprzęgający oznaczony ja ­
ko F0 („o” od oligomycyny, ponieważ połączony 
z Fi sprawiał, że aktywność ATP-azowa tego 
ostatniego była hamowana przez antybiotyk oli- 
gomycynę).

PETER MITCHELL I JEGO HIPOTEZA „CHEMIOSMOTYCZNA”

Fizyczne rozdzielenie mitochondrialnego sy­
stemu oksydacyjnej fosforylacji na część błono­
wą, zawierającą cały łańcuch oddechowy, i fra­
kcję rozpuszczalną, stanowiącą złożony kom­

pleks mitochondrialnej ATP-azy, a zarazem 
syntazy ATP, spowodowało pierwszą rysę w jed­
nolitej dotychczas koncepcji chemicznego 
sprzężenia. Ale właściwy atak nastąpił z innej



472 L ech  W o jtc za k

Ryc. 5. Lars (Laszlo) Ernster (1920-1998).

Urodzony w  Budapeszcie, mimo żydowskiego pochodzenia 
przetrwał wojnę dzięki szwedzkiemu paszportowi, za spra­
wą szwedzkiego dyplomaty Raoula Wallenberga, który w  ten 
sposób uratował wielu węgierskich Żydów. W  1946 r. wy­
emigrował do Szwecji, gdzie rozpoczął pracę w  Instytucie 
Biologii Doświadczalnej im. Wenner-Grena na Uniwersyte­
cie Sztokholmskim. W  1967 r. objął Katedrę Biochemii na 
tymże Uniwersytecie. Poza zagadnieniami energetyki mito- 
chondriów zajmował się stresem oksydacyjnym i biologicz­
ną ochroną przed działaniem wolnych rodników tlenowych. 
Był jednym z inicjatorów Europejskich Konferencji Bioe­
nergetycznych (EBEC), odbywających się co dwa lata począ­
wszy od 1980 r. Cechowały go niezwykle dociekliwy umysł, 
szerokie zainteresowania (również pozanaukowe) i przyja­
zny, ciepły stosunek do ludzi. Zdjęcie z artykułu A zz o n ie g o  
i L ee  (1999) reprodukowane za zgodą wydawnictwa Elsevier 
Science, Oxford.

strony. Mało znany wówczas biochemik brytyj­
ski, P e t e r  M it c h e l l  (1961) (Ryc. 8), opubliko­
wał krótką pracę negującą tę koncepcję od pod­
staw. W oparciu o swe wcześniejsze badania 
nad oksydacyjną fosfoiylacją u bakterii doszedł 
do wniosku, że procesy oksydoredukcji, czyli 
transport elektronów, i reakcja fosforylacji ADP 
są wzajemnie sprzężone nie przez jakiś pośred­
nik chemiczny, lecz przez czynnik natury fizy­
cznej, mianowicie gradient stężenia protonów i 
gradient potencjału elektrycznego po obu stro­
nach błony mitochondrialnej. Uogólnienie tej 
koncepcji na błony mitochondrialne, a w dalszej 
perspektywie na błony chloroplastów, stało się 
podstawą zunifikowanej teorii sprzężenia ener­
getycznego, zaprezentowanej następnie w kilku 
obszernych publikacjach (m.in. M it c h e l l

Ryc. 6. Efraim Racker (1913-1991).

Urodzony w  Starym Sączu, w  ówczesnym zaborze austriac­
kim, w  ubogiej rodzinie żydowskiej, która w  1915 r. prze­
n iosła  się do W iedn ia . S tud ia  w yższe rozpoczą ł na 
wiedeńskiej Akademii Sztuk Pięknych, zamierzając poświę­
cić się malarstwu. Jednakże zrażony formalizmem i dyscy­
pliną tam panującą przeniósł się na medycynę. Niemniej 
malarstwo sztalugowe i rysunek uprawiał z zamiłowaniem 
i talentem nadal, będąc również u szczytu swej kariery 
naukowej. Studia lekarskie ukończył tuż przed aneksją 
Austrii przez hitlerowskie Niemcy (1938 r.). Zdołał jednak 
wyjechać do Wielkiej Brytanii, gdzie w  czasie wojny był przez 
pewien czas internowany jako obywatel wrogiego państwa. 
W  1941 r. udaje mu się wyjechać do Stanów Zjednoczonych, 
gdzie spędzi resztę życia. Odkryć, o których mowa w  niniej­
szym artykule, dokonał R a c k e r  w  czasie swej dwunastolet­
niej (1954-1966) pracy w  Public Health Research Institute 
w Nowym Jorku. Później, do swych ostatnich dni, kierował 
Sekcją Biochemii i Biologii Molekularnej oraz Komórkowej 
na Cornell University w  Ithace (stan New York). Na zdjęciu 
(ze zbiorów autora) na plaży w  okolicach Bari (Włochy) ze 
szkicownikiem w  ręku (1969 r.).

1966), a także na III Zjezdzie Federacji Europej­
skich Towarzystw Biochemicznych w Warsza­
wie (M it c h e l l  i M o y l e  1967).

Doniosłość hipotezy „chemiosmotycznej” 
(bo tak, nieco myląco, nazwał swą koncepcję 
autor) możemy w pełni ocenić dopiero z pewnej 
perspektywy czasowej. Po pierwsze, tłumaczy 
ona, dlaczego, mimo usilnych starań, nie uda­
wało się wykryć chemicznych wysokoenergety­
cznych substancji pośredniczących, gdyż one
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Ryc. 7. Rekonstytucja fosforylujących cząstek submitochondrialnych.

a —  Fosfoiylujące cząstki otrzymane przez rozbicie ultradźwiękami mitochondrów serca. Na powierzchni cząstek widoczne 
„kuleczkowate” struktury, będące kompleksem Fi. b —  Cząstki pozbawione F i, niezdolne do syntezy ATP, lecz zawierające 
kompletny łańcuch oddechowy, c —  Wyizolowany kompleks Fi, wykazujący aktywność ATP-azy. d —  Zrekonstytuowane 
fosfoiylujące cząstki otrzymane przez odpowiednie połączenie preparatów b i c. Zdjęcia z mikroskopu elektronowego; 
preparaty barwione negatywowo. Z prac E. Rackera według E r n s te r a  i S c h atza  ( 1981 ). Reprodukcja za zgodą The Rockefeller 
University Press, New York.

po prostu nie istnieją. Natomiast postulowany 
przez Mitchella elektrochemiczny gradient pro­
tonów po obu stronach wewnętrznej błony mi- 
tochondrialnej okazał się łatwy do zmierzenia.

Po drugie, teoria ta, jak już wspomniano wyżej, 
w uniwersalny sposób opisywała sprzężenie 
energetyczne zarówno na poziomie prokarion- 
tów, jak i w mitochondriach i chloroplastach
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Ryc. 8. Peter Mitchell (1920-1992).

Działalność naukową rozpoczął na Uniwersytecie w  Edyn­
burgu, skąd wyszło jego pierwsze sformułowanie hipotezy 
„chemiosmotycznej”. Następnie na skutek poważnej choro­
by na dwa lata przerwał działalność naukową i zajął się 
restaurowaniem starego pałacu w  Kornwalii, którego stał 
się właścicielem. Założył w  nim własne laboratorium (Glynn 
Research Foundation) i, ceniąc sobie nade wszystko nieza­
leżność, na którą pozwalał mu własny stan majątkowy, 
nigdy już nie wrócił do rygorów struktur akademickich. 
Sposobem bycia i wyglądem przypominał raczej dziewiętna­
stowiecznego poetę niż współczesnego biologa. Równie nie­
typ ow e by ło  w y ró żn ie n ie  go n a g ro d ą  n ob low sk ą . 
Przywykliśmy do tego, że nobliści z nauk eksperymental­
nych rozporządzają ogromnymi warsztatami badawczymy i 
armiami współpracowników. Tymczasem Mitchell pracował 
sam lub z wierną współpracownicą, Jennifer Moyle (w 
zespole tym Peter był źródłem pomysłów, Jennifer zaś świet­
ną eksperymentatorką), przy pomocy dość prostej aparatu­
ry, częściowo własnej konstrukcji. Przypomina nam to starą 
prawdę, że w  nauce idea warta jest czasem więcej niż 
najbardziej wyszukana metodyka badawcza. Zdjęcie ze 
zbiorów autora.

komórek eukariotycznych. Po trzecie wreszcie, 
w niezwykle prosty sposób tłumaczyła takie 
zjawiska jak odwrotny transport elektronów, 
działanie szeregu substancji zaliczanych do tak 
zwanych rozprzęgaczy oksydacyjnej fosforyla­
cji, jak wreszcie zależny od energii transport 
przez błonę mitochondrialną szeregu substan­
cji o charakterze jonowym. Elektrochemiczny 
gradient protonowy, czyli krócej siła proto- 
nomotoryczna, zawierał dający się zmierzyć za­
sób energii (W o j t c z a k  i współaut. 1986).

Dwa podejścia eksperymentalne dostarczy­
ły spektakularnych dowodów na poparcie hipo­
tezy chemiosmotycznej. Pierwsze, jeszcze w po­

łowie lat sześćdziesiątych, polegało na sztucz­
nym (bez udziału transportu elektronów) wy­
tworzeniu w mitochondriach lub chloropla­
stach gradientu pH lub gradientu potencjału 
elektrycznego i wykazaniu, że może on być wy­
korzystany do syntezy ATP. Dla błon chloropla­
stowych dokonali tego J a gen d o rf i U ribe 
(1966), inkubując tylakoidy najpierw w środo­
wisku lekko kwaśnym, a następnie zmieniając 
pH na alkaliczne w obecności ADP i fosforanu. 
W mitochondriach zaś wywołano dyfuzyjny po­
tencjał jonów K+, umieszczając je w niskopota- 
sowym środowisku w obecności jonoforu pota­
sowego, walinomycyny (C o c k re ll i współaut.
1967). W obu przypadkach zaobserwowano po­
wstawanie ATP.

Drugi rodzaj doświadczeń polegał na skon­
struowaniu modelu błony mitochondrialnej 
przez włączenie do pęcherzyka fosfolipidowego 
(liposomu) z jednej strony fragmentu łańcucha 
oddechowego, z drugiej zaś mitochondrialnej 
ATP-azy (kompleksu F0Fi). Tak zrekonsty- 
tuowany układ zdolny był produkować ATP ko­
sztem procesów oksydoredukcji (R acker i 
współaut. 1965). Jeszcze bardziej pomysłowe 
było „skrzyżowanie” w tym samym liposomie 
mitochondrialnego kompleksu F0Fi i bakte- 
riorodopsyny, „napędzanej” światłem pompy 
protonowej fotofosforylującej bakterii (Racker i 
Stoeckenius 1974). W tym przypadku uzyska­
no syntezę ATP pod wpływem światła.

Trzeba było jednak około 10 lat (od opubli­
kowania pierwszych obszerniejszych rozpraw 
Mitchella w 1966 r. do połowy lat siedemdzie­
siątych), by „społeczność bioenergetyczna”, łą­
cznie z czołowymi autorytetami w tym zakresie, 
w pełni przyjęła nową koncepcję i bez zastrzeżeń 
uznała, że od dawna poszukiwanym interme- 
diatem oksydacyjnej fosforylacji jest po prostu 
elektrochemiczny gradient protonowy na we­
wnętrznej błonie mitochondrialnej, czyli różni­
ca stężeń jonów wodorowych (ApH, wyższe stę­
żenie po zewnętrznej stronie błony) i różnica 
potencjału elektrycznego (AT, potencjał dodatni 
po zewnętrznej stronie) (Ryc. 9). W 1978 r. Peter 
Mitchell otrzymał nagrodę Nobla w zakresie 
chemii.

Zapomina się często, że w tym samym czasie 
co Mitchell inny brytyjski badacz, R.J.P. W il­
liams (1961), opublikował podobną koncepcję. 
Przyjął on jednak, że tworzący się kosztem łań­
cucha oddechowego gradient protonów wystę­
puje wyłącznie w obrębie lipidowej fazy wewnę­
trznej błony mitochondrialnej, a nie, jak zakła­
dał Mitchell, rozciąga się na obie fazy wodne po 
dwóch stronach błony. Istnienie takiego zlokali­
zowanego gradientu protonowego trudno był 
wykazać doświadczalnie, podczas kiedy mit-
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Ryc. 9. Schematyczne przedstawienie teorii che- 
miosmotycznej Mitchella (szczegóły w tekście).

chellowski zdelokalizowany potencjał elektro­
chemiczny był łatwo mierzalny. To prawdopo­
dobnie sprawiło, że koncepcja Williamsa nie 
znalazła szerszego uznania. Dopiero kilkana­
ście lat później niektórzy autorzy, między inny­
mi Douglas Kell w Anglii i Hans Westerhoff w 
Holandii (W e s t e r h o f f  i współaut. 1984), pod­
jęli próbę reanimacji koncepcji gradientu zlo­
kalizowanego. Według obecnego naszego rozu­
mienia istnienia gradientu lokalnego w obrębie 
błony nie można wykluczyć, niemniej dla oksy­
dacyjnej fosforylacji czynnikiem zasadniczym 
jest potencjał zdelokalizowany, tak jak to zakła­
dał Mitchell.

Powszechna akceptacja teorii chemiosmoty­
cznej pozwoliła inaczej spojrzeć na niektóre pro­
blemy bioenergetyki mitochondrialnej. Między 
innym w nowym świetle ukazał się problem 
stechiometrii oksydacyjnej fosforylacji. Na sto­
sunek P/O zaczęliśmy patrzeć jako na wartość 
czysto empiryczną, a nie jako odzwierciedlenie 
ciągu reakcji chemicznych. Dopuszczalna wy­
daje się jego wartość ułamkowa. Pojawił się 
natomiast problem dwóch innych stechiome­
trii, a mianowicie wydajności segregacji proto­
nów towarzyszącej transportowi elektronów, 
czyli stosunek H+/2e“, oraz wydajności syntezy 
ATP kosztem strumienia protonów przez synta- 
zę ATP, czyli H+/ATP. Wartość H+/2e“ okazała 
się różna dla różnych kompleksów łańcucha 
oddechowego i wynosi od 2 do 4. Z drugiej 
strony okazało się, że elektrochemiczny gra­
dient protonów może być wykorzystywany nie 
tylko do syntezy ATP, lecz także dla transportu 
niektórych substratów oddechowych i fosfora­
nu z cytosolu do wnętrza mitochondriów (ko-

Badania nad mechanizmem oksydacyjnej fosforylacji pro­
wadził w  Zakładzie Chemii i Biochemii Uniwersytetu stano­
wego Kalifornii w  Los Angeles (obecnie emerytowany 
profesor w  tymże Zakładzie). Nagroda Nobla w  zakresie 
chemii w 1997 r. (wspólnie z Johnem E. Walkerem i Jensem 
C. Skou). Zdjęcie ze zbiorów autora.

sztem ApH), a także na eksport ATP i import do 
mitochondriów ADP (kosztem AT). Wartość sto­
sunku H+/ATP równą 2 oznaczyli M o y l e  i M i t ­

c h e l l  (1973) dla reakcji hydrolizy ATP przez 
cząstki submitochondrialne. Jednakże dla syn­
tezy ATP w całych mitochondriach bardziej pra­
wdopodobna wydaje się wartość 3 (W o j t c z a k  i 
współaut. 1986).

Zarówno w swej oryginalnej publikacji z 
1961 r., jak i w późniejszych pracach Mitchell 
przyjmował, że gradient ładunków po obu stro­
nach wewnętrznej błony mitochondrialnej po­
wstaje na skutek segregacji protonów przez 
łańcuch oddechowy. Ten proces zachodzi na 
tych odcinkach łańcucha oddechowego, na któ­
rych oksydoredukcja polegająca na międzyczą- 
steczkowym przekazywaniu całego atomu wo­
doru ulega przekształceniu w oksydoredukcję 
wyłącznie „elektronową” i na odwrót. Wówczas 
uwalniany proton jest wydzielany po zewnętrz­
nej stronie błony, a przy przejściu odwrotnym 
— pobierany proton pochodzi z wnętrza mito- 
chondrionu. W późniejszych latach wykazano, 
że zachodzi również aktywne wypompowywanie

Ryc. 10. Paul D. Boyer (urodź, w 1918 r.)
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protonów na niektórych odcinkach łańcucha 
oddechowego, przede wszystkim na poziomie 
oksydazy cytochromowej (W iKSTRÓM  1998). W

sposób oczywisty zwiększa to wydajność budo­
wania siły protonomotoiycznej.

TEORIA „KONFORMACYJNA” I BUDOWA SYNTAZY ATP

Historycznie biorąc, wcześniejszym konku­
rentem teorii chemicznego sprzężenia niż teoria 
chemiosmotyczna była hipoteza konformacyj- 
na. Jej twórca, amerykański naukowiec, Paul 
D. Boyer (Ryc. 10), już w końcu lat pięćdziesią­
tych zaproponował, że poszukiwanym wysokoe­
nergetycznym „intermediatem” nie jest jakaś 
odrębna substancja chemiczna, lecz przejścio­
wa, wysokoenergetyczna konformacja enzy­
mów zaangażowanych w mitochondrialne pro­
cesy oksydoredukcji. Wywołuje ona z kolei od­
powiednią zmianę konformacyjną mitochon- 
drialnej syntazy ATP. Energia zakumulowana 
pod postacią zmiany konformacyjnej umożli-

trznej błonie mitochondrialnej jest tym czynni­
kiem, który powoduje zmianę konformacji syn­
tazy ATP (Boyer 1997). Kolejność reakcji pole­
gających na 1) wiązaniu cząsteczki ADP i fosfo­
ranu z cząsteczką enzymu, 2) zmianie konfor­
macji miejsca wiążącego i odpowiednim zbliże­
niu do siebie związanych molekuł i 3) następu­
jącym w wyniku tego „wymuszeniu” połączenia 
się ADP z fosforanem i utworzeniu cząsteczki 
ATP przedstawia Ryc. 11.

Schemat ten zakłada istnienie w cząsteczce 
syntazy trzech miejsc wiążących nukleotydy 
adeninowe, przy czym w określonym momencie 
każde z tych miejsc wykazuje odmienną konfor-

Ryc. 11. Model konformacyjny sprzężenia energetycznego Boyera.

Zmiana konformacji trzech miejsc katalitycznych następuje pod wpływem elektrochemicznego gradientu protonowego 
(A jU ). Dalsze objaśnienia w  tekście.

wiałaby związanym z molekułą enzymu cząste­
czkom ADP i fosforanu połączenie się z odłącze­
niem cząsteczki wody. Słabą stroną tej konce­
pcji była trudność wyobrażenia sobie, że zmiany 
konformacyjne tak szybko mogły być przekazy­
wane pomiędzy bądź co bądź ogromnymi kom­
pleksami enzymatycznymi tkwiącymi w błonie 
mitochondrialnej, jakimi są z jednej strony 
kompleksy łańcucha oddechowego, a z drugiej 
syntaza ATP. Z drugiej jednak strony, w miarę 
postępu badań nad mitochondrialną, chloro­
plastową i bakteryjną syntazą ATP pojawiły się 
obserwacje zgodne z założeniami teorii konfor­
macyjnej. Wykazano mianowicie, że syntaza 
ATP, czyli kompleks F0Fi, wiąże nukleotydy 
adeninowe i że wiązaniu temu towarzyszy zmia­
na konformacji białka. Stało się to jednak mo­
żliwe dopiero w latach siedemdziesiątych i 
osiemdziesiątych dzięki nowym fizykochemicz­
nym metodom badania konformacji białek.

W swej zmodyfikowanej postaci teoria kon­
formacyjna stanowi kompromis z teorią che- 
miosmotyczną. Przyjmuje mianowicie, że to ele­
ktrochemiczny gradient protonowy na wewnę-

mację (oznaczoną na rysunku literami O, L i T) 
charakteryzującą się innym powinowactwem 
do tych nukleotydów (patrz opracowania prze­
glądowe: B o g u c k a  1997, W o j t c z a k  1998). Ta­
kie założenie znalazło pełne potwierdzenie w 
badaniach nad strukturą syntazy ATP. Dokona­
no tego, a nawet krystalizacji kompleksu Fi, na 
przełomie lat siedemdziesiątych i osiemdziesią­
tych.

Rozmiary niniejszego artykułu nie pozwala­
ją  na szersze przedstawienie przebiegu tych 
niezmiernie interesujących badań. Zaintere­
sowanego Czytelnika odsyłam przeto do nie­
dawnego opracowania przeglądowego po polsku 
(B o g u c k a  1997) oraz obszernych monografii 
samych badaczy w te zagadnienia zaangażowa­
nych (np. A m z e l  i P e d e r s e n  1983). Tutaj przy­
pomnę jedynie krótko współcześnie przyjęty 
model mitochondrialnej syntazy ATP (Ryc. 12). 
Właściwa część katalityczna, słynny już pier­
wszy czynnik sprzęgający Rackera, czyli Fi, 
będący zarazem mitochondrialną ATP-azą, oka­
zał się złożonym kompleksem białkowym. Po 
rozbiciu czynnikami denaturującymi zidentyfi-
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kowano w nim pięć różnych łańcuchów pepty- 
dowych, przy czym dwa z nich, a i (3, występują 
w trzech kopiach. Centralną pozycję w tym 
kompleksie zajmuje bardzo wydłużona podjed- 
nostka y. Natomiast część błonowa, czyli F0, 
składa się z kilkunastu niezwykle hydrofobo­
wych białek stanowiących integralną strukturę 
wewnętrznej błony mitochondrialnej. Oba kom­

pleksy połączone są krótką „szyjką” zawierającą 
kilka niewielkich cząsteczek białkowych. Trzy 
podjednostki |3 odpowiadają prawdopodobnie 
trzem centrom katalitycznym, wiążącym z róż­
nym powinowactwem nukleotydy adeninowe, w 
modelu konformacyjnym (Ryc. 11). Tak skon­
struowany model tylko czekał, by ... nadać mu 
ruch.

WIRUJĄCY ENZYM

Dokonał tego brytyjski badacz, John E. Wal­
ker. Stosując najnowsze techniki badania kon­
formacji białek, jak rentgenowska analiza kry­
ształów, mikroskopia elektronowa najwyższej 
rozdzielczości i magnetyczny rezonans jądrowy, 
a także posługując się specyficznymi inhibito­
rami i analogami ATP, prześledził dokładnie

Ryc. 12. Kompleks mitochondrialnej syntazy ATP.

Część „głowowa” , kompleks Fi, zbudowana jest z podjedno- 
stek a, p (po trzy), 8 i s; segment błonowy, F0, —  z kilkunastu 
hydrofobowych białek a, b i c. Łączą je  małe białka: F6 i 
OSCP (oligomycin sensitivity-conferring protein). Rdzeń całej 
struktury stanowi podjednostka y.

przebieg enzymatycznej hydrolizy ATP na pozio­
mie molekularnym. (Oczywiście w układzie 
sprzężonym, w nienaruszonej błonie mitochon­
drialnej, proces syntezy ATP winien przebiegać 
dokładnie tak samo, tylko w kierunku odwrot­
nym.) Po pierwsze, zidentyfikowano reszty ami- 
nokwasowe zaangażowane w wiązanie nukleo- 
tydów adeninowych na podjednostkach (3. Oka­
zało się, że sąsiadują one bezpośrednio z cen­
tralnie usytuowaną podjednostkąy, stanowiącą

trzon „szyjki” łączącej Fi z F0. Molekularny 
model zmian konformacyjnych, odpowiadają­
cych stanom O, L i T w schemacie Boyera (Ryc.
11), dał wynik wręcz sensacyjny. Wykazano, że 
każdej zmianie konformacyjnej musi towarzy­
szyć obrót kompleksu Fi względem podjedno­
stki y o kąt 120° tak, że pełnemu obrotowi 
kompleksu Fi (nazwijmy go „głową”) względem 
„szyjki” towarzyszy hydroliza, względnie synte­
za, trzech cząsteczek ATP (A b r a h a m s  i współ- 
aut. 1994). Znając specyficzną aktywność ATP- 
azy (ewentualnie syntazy ATP, jeśli proces roz­
patrywać w kierunku syntezy), można obliczyć 
szybkość tego ruchu wirowego. Okazało się, że 
przy pełnej aktywności enzymu wynosi on (w 
zależności od pochodzenia enzymu: z mitochon- 
driów, chloroplastów czy bakterii) od 130 do 
270 obrotów na sekundę (!). Ponieważ „głowa” 
(Fi) wydaje się być połączona w sposób sztywny 
z elementem błonowym (F0) za pomocą takich 
białek jak F6 i OSCP (Ryc. 12), przyjmuje się, że 
to raczej podjednostka y wiruje wewnątrz nieru­
chomej „głowy” (Ryc. 13).

I oto mamy klucz do zrozumienia mechani­
zmu syntezy ATP: strumień protonów, napędza­
ny przez siłę protonomotoryczną, wpada z prze­
strzeni międzybłonowej do wewnętrznej prze­
strzeni mitochondrialnej przez błonowy sektor 
syntazy (kompleks F0). W sposób jak na razie 
tajemniczy wywołuje to ruch wirowy podjedno­
stki y, niczym strumień wody nadający ruch 
wirnikowi turbiny elektrowni wodnej. Przeciw­
legły koniec podjednostki y (która nie jest syme­
tryczna względem swej osi podłużnej, lecz jest 
wygięta), obracając się w „kanale” utworzonym 
przez podjednostki a i p, powoduje kolejne ich 
odkształcanie sprawiając, że centra aktywne 
podjednostek 3 przyjmują dpowiednie konfor­
macje o zmiennym powinowactwie do ADP i 
ATP, jak to przewidywała teoria konformacyjna 
Boyera. Zgodnie z tąże teorią „wymusza” to 
wiązanie się ADP z fosforanem i utworzenie 
cząsteczki ATP, a następnie jej oddysocjowanie 
do fazy wodnej. Gdy kompleks F0Fi działa w 
kierunku hydrolizy ATP a nie jego syntezy, wów­
czas oczywiście wszystkie procesy, w tym rów-

matriks

cytosol



478 L ech  W o jtc za k

Wewnętrzna
błona

mitochondriałna

Matriks

Przestrzeń
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Ryc. 13. Wirująca ATP-aza (syntaza ATP) według koncepcji Johna Walkera.

Model strukturalny po lewej stronie rysunku według A b r a h a m sa  i współaut. (1994) reprodukowany za zgodą redakcji 
Nature, copyright (1994) Macmillan Magazines Ltd. Podjednostki a oznaczono kolorem czerwonym, p —  żółtym, y —  
niebieskim lub fioletowym.

nież ruch obrotowy podjednostki y, przebiegają 
w kierunku odwrotnym.

Za wyjaśnienie tych procesów leżących u 
molekularnych podstaw mechanizmu syntezy 
ATP Paul Boyer i John Walker otrzymali w 1997 
roku nagrodę Nobla (podzielili się nią z Jensem 
Skou, uhonorowanym za odkrycie ATP-azy so­
dowo-potasowej) (W o j t c z a k  1998).

Mimo submikroskopowych rozmiarów tego 
najmniejszego silnika obrotowego świata, gdzie 
podjednostki a i (3 wraz z całym kompleksem F0 
stanowią stojan, a podjednostkay wirnik, udało

się autorom japońskim (NOJI i współaut. 1997) 
w bardzo pomysłowy sposób ruch ten unaocz­
nić. Izolowany kompleks Fi unieruchomili oni 
na szkiełku mikroskopowym pokrytym solami 
niklu przez związanie reszt histydynowych. Na­
tomiast do przeciwległego końca podjednostki y 
dołączyli poprzeczne „ramię” pod postacią dłu­
giego łańcucha aktyny „napiętnowanej” związ­
kiem fluoryzującym. Po dodaniu ATP udało się 
w mikroskopie fluorescencyjnym obserwować 
ruch wirowy tego właśnie tego „ramienia” (patrz 
także W o j t c z a k  1998).

CO DALEJ?

Nie chciałbym tu fantazjować na temat dal­
szych kierunków badań nad mechanizmem 
sprzężenia energetycznego. Można jednakże 
stwierdzić, co w chwili obecnej wydaje się ko­
nieczne do wyjaśnienia, aby nasza wiedza o 
syntezie ATP kosztem procesów oksydoredukcji 
w łańcuchu oddechowym stała się w miarę 
kompletna. Otóż niewątpliwie pełniejszego zba­
dania wymagają zarówno molekularne mecha­
nizmy aktywnego transportu protonów przez 
łańcuch oddechowy jak i sposób, w jaki stru­
mień protonów nadaje ruch wirowy podjedno- 
stce syntazy ATP.

Jeśli chodzi zaś o szerzej pojętą energetykę 
mitochondriów, to ogromne zainteresowanie 
budzą, również w aspekcie praktycznym: 1) rola 
mitochondriów w homeostazie komórkowej ka­
tionów nieorganicznych, głównie K+ i Ca2+ 
(S z e w c z y k  i współaut. 1996, B e r n a r d i  1999, 
M a k o w s k a  i współaut. 2000), 2) udział mito­
chondriów w procesie programowanej śmierci 
komórki (apoptozie) (H ir s c h  i współaut. 1997, 
G r ą d z k a  2000) i 3) znaczenie genetycznych de­
fektów mitochondriów w patogenezie niektó­
rych chrób (P r o n ic k a  1995, W a l l a c e  1999).
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