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SIEDEMDZIESIAT LAT BADAN NAD OKSYDACYJNA FOSFORYLACJA, CZYLI
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KONCEPCJI CHEMICZNEGO SPRZEZENIA DO WIRUJACEJ ATP-AZY

POCZATKI

Za poczatek wspotczesnej bioenergetyki mo-
zemy uwazaé¢ odkrycie przez Karla Lohmanna
w 1929 r. ,nietrwatego fosforanu”, czyli ATP,

Lech Wojtczak, urodzony w 1926 r., profesor w In-
stytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN w Warszawie. Wczesng mtodos¢ i lata
wojny spedzit w Piotrkowie Trybunalskim; tamze
ukonczyt szkote $Srednig na zespotach tajnego na-
uczania. Studia biologiczne i chemiczne na Uniwer-
sytecie todzkim. Jeszcze w czasach studenckich
zwigzat sie z Instytutem im. Nenckiego (wowczas z

ktérego centralng role w biologicznych proce-
sach energetycznych ostatecznie sformutowat
dziesiec¢ lat pozniej Fritz Lipmann (1941). Wyjas-
nienie w latach trzydziestych przez Gustava
Embdena, Otto Meyerhofa i Jakuba Parnasa
istoty glikolizy wskazato na dwie reakcje, w
ktérych zachodzi fosforylacja ADP do ATP. Re-
akcje te, jedna na poziomie utlenienia aldehydu
glicerolo-3-fosforowego, druga — dehydratacji
2-fosfoglicerynianu, byly woéwczas jedynymi
znanymi mechanizmami regeneracji ATP.
Wprawdzie cykl kwasoéw trikarboksylowych
(cykl Krebsa) zostat opisany réwniez w potowie
lat trzydziestych, a enzymatyczne podstawy od-
dychania komdrkowego jeszcze wczes$niej (Tor-
sten Thunberg i Otto Warburg, od poczatkéw
stulecia po lata dwudzieste), lecz byty one tra-

siedziba w todzi). Odbyt staze badawcze w pracow-
niach E.C. Slatera (Amsterdam), Alberta L. Lehnin-
gera (Baltimore, Maryland) i Brittona Chance’a
(Filadelfia, Pennsylvania). Ponadto prowadzit wielo-
letnie wspotprace z Uniwersytetem w Sztokholmie (z
Larsem Ernsterem), Akademig Medyczng w Magde-
burgu (doktorat honoris causa) i Uniwersytetem w
Konstancji (Niemcy). Najwczes$niejsze prace, pod Kie-
runkiem Wiodzimierza Niemierki, dotyczylty metabo-
lizmu oddechowego owadéw. Poézniej zajgt sie
bioenergetyka i biochemig mitochondriéw w aspe-
kcie ogélnym. Wazniejsze osiggniecia dotyczg miedzy
innymi budowania i rozpraszania mitochondrialne-
go potencjatu transmembranowego, transportu me-
tabolitow przez blony mitochondrialne oraz
regulacyjnej roli kwaséw ttuszczowych w mitochon-
drialnym ,sprzezeniu energetycznym”.
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ktowanejako szlaki usuwania produktow gliko-
lizy, a nie generacji uzytecznej biologicznie
energii. Proste jednak poréwnanie swobodnej
energii hydrolizy dwéch (netto) czasteczek ATP
uzyskiwanych w glikolizie z wartosciag kalorycz-
ng (czyli cieptem spalania) glukozy wskazywato
na zadziwiajgco niskg wydajnosc¢ takiego spo-
sobu pozyskiwania energii przez komorke.

Za odkrywce oksydacyjnej fosforylacji uwa-
za sie rosyjskiego badacza, Witadimira Engel-
hardta (Rye. 1), ktéry w serii pieknych prac
opublikowanych w latach 1930-1932 nad me-
tabolizmem fosforowym w bezjadrowych i nie
oddychajacych erytrocytach kroélika z jednej
strony a zawierajacych jadra (i jak wiemy —
mitochondria) oraz zuzywajacych tlen erytrocy-
tach gotebia z drugiej wykazat, ze estryfikacja
nieorganicznego fosforanu do zwigzku okresla-
nego przezen jako pirofosforan (obecnie wiemy,
ze byt to ATP) moze zachodzi¢ zaré6wno na dro-
dze glikolizy, jak i dzieki procesom utleniania
biologicznego (Engetharat 1930, 1932). WynikKi
te zostaty wkrétce potwierdzone przez Hermana
Kalckara (pracujgcego wowczas w Danii), ktory
wykazat, ze w homogenatach z watroby i nerki
estryfikacja fosforanu zachodzita mimo zaha-
mowania glikolizy.

Mimo ze zaréwno Engelhardt, jak i Kalckar
wykazali wigzanie nieorganicznego fosforanu
do zwigzkow organicznych dzieki energii utle-
niania, to wtasciwe odkrycie oksydacyjnej fosfo-
rylacji przypisuje sie czesto rosyjskim bada-
czom, Bielicerowi i Cybakowej (Betitzer iTziba-
kova 1939). Wykazali oni bowiem, ze w inkubo-
wanymw warunkach aerobowych homogenacie
z miesnia stosunek liczby czasteczek zestryfiko-
wanego fosforanu do liczby atomoéw zuzytego
tlenu jest wyzszy niz 1. Gdyby estryfikacja fo-
sforanu polegata wytgcznie na syntezie ATP w
procesie tlenowej glikolizy (ktérej koricowym
produktem jest pirogronian), to wartos¢ tego
stosunku powinna by¢ 1. A zatem inne jeszcze
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Rye. 1. Wiadimir Aleksandrowicz Engelhardt (1894-
1984).

Urodzony w Moskwie, syn i wnuk lekarzy, otrzymat réwniez
wyksztatcenie medyczne, lecz po ukonczeniu studiéw po-
Swiecit sie catkowicie biochemii. W 1929 r. objgt katedre
biochemii na Uniwersytecie w Kazaniu, gdzie mimo prymi-
tywnych warunkéw prowadzit swe pionierskie badania nad
estryfikacjg fosforanu w erytrocytach. W 1939 r., pracujgc
w Instytucie Biochemii Akademii Nauk ZSRR w Moskwie,
dokonat innego fudamentalnego odkrycia wykazujac, ze
kurczliwe biatko migsnia, miozyna, ma aktywnos¢ ATP-azy.
Byt czynny naukowo do kohca swego diugiego zycia. Zdjecie
reprodukowane z opracowania Filorkina (1975) za zgoda
wydawnictwa Elsevier Science, Oxford.

procesy, a mianowicie te, ktére przypuszczalnie
towarzysza procesom utleniania pirogronianu
do CO2 i wody, musiaty by¢ odpowiedzialne za
te dodatkowag fosforylacje. Podobne wyniki
otrzymat wkrotce potem Severo Ochoa, pracu-
jacy w Stanach Zjednoczonych badacz hiszpan-
skiego pochodzenia.

TEORIA CHEMICZNEGO SPRZEZENIA

Niejako w sposob oczywisty nasuwat sie
wiec wniosek, ze miedzy reakcjami utleniania
komodrkowego a procesem fosforylacji ADP do
ATP musza wystepowac wspolne ogniwa, réw-
niez natury chemicznej, podobnie jak to ma
miejsce w szlaku glikolitycznym. Na tej zasadzie
sformutowano w latach czterdziestych teorie
chemicznego sprzezenia oksydacyjnej fosforyla-
cji. Jednym zjej prekursordéw byt Fritz Lipmann
(p6zniejszy odkrywca CoA), ktory zatozyt two-
rzenie sie ufosforylowanych, wysokoenergety-
cznych form enzyméw oddechowych. Teoria

chemicznego sprzezenia stata sie ogdlnie przy-
jeta linig badan na cale dwudziestolecie (1940-
1960), a nawet diuzej, ttumaczyta bowiem w
zadawalajgcy sposob wiele poznanych wkrotce
faktow, a przede wszystkim tak zwang kontrole
oddechowa i odwrotny transport elektronéw.
Dalszy postep w badaniach oksydacyjnej
fosforylacji stat sie mozliwy dzieki wyizolowaniu
mitochondriow — organelli komoérkowych, w
ktérych proces ten zachodzit. Dotychczasowe
badania na homogenatach komoérkowych oka-
zaty sie bowiem dalece niewystarczajgce. Dopie-
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ro zainicjowana przez A. Claude’a, a nastepnie
rozwinieta i udoskonalona przez G.H. Hogebo-
oma i W.C. Schneidera, metoda ,réznicowego”
wirowania pozwolita na uzyskanie wzglednie
czystych preparatdow mitochondriéw w ilo-
Ssciach umozliwiajgcych ich chemiczne badanie.
Pod koniec lat pie¢dziesiatych stynna pod tym
wzgledem stata sie pracownia Davida E. Greena
na Uniwersytecie stanu Wisconsin, gdzie z serc
bydlecych otrzymywano mitochondria w ilo-
Sciach niemalze kilogramowych.
Konsekwencjg chemicznego sprzezenia fo-
sforylacji z procesami oksydoredukcji winna
by¢ stata stechiometria pomiedzy iloscig zsyn-
tetyzowanego ATP (czyli zuzytego nieorganicz-
nego fosforanu) ailoscig utlenionego substratu
lub zuzytego tlenu czasteczkowego. Stosunek
ten, oznaczany jako P/O, stat sie przedmiotem
zainteresowania takich czotowych badaczy
oksydacyjnej fosforylacji, jak Britton Chance
(Ryc. 2), David E. Green i Albert L. Lehninger

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

Wieloletni kierownik Johnson Foundation i Zaktadu Bio-
chemii i Biofizyki Uniwersytetu stanu Pennsylvaniaw Fila-
delfii. Jest pionierem spektroskopowych badan enzymoéw.
Poza osiggnieciami w dziedzinie mitochondrialnych enzy-
moéw oddechowych byt pierwszym, ktéry naocznie pokazat
tworzenie sig kompleksu enzym-substrat na przyktadzie
katalazy i H202. Pasja pozanaukowa — zeglarstwo; zdobyw-
ca ztotego medalu na Igrzyskach Olimpijskich w 1952 r.
Nadal czynny naukowo. Zdjecie ze zbioréw autora.

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

469

nowymi, a atom tlenu — dwuelektronowym
akceptorem, przyjeto jako pewnik, ze przenie-

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

Doktorat uzyskatna Uniwersytecie stanu Wisconsinw 1942
r. Wkrotce po wojnie przebywat przez pewien czas w Euro-
pie: na Uniwersytetachw Cambridge i w Niemczech Zachod-
nich. Nastepnie przez wiele lat kierowat Zaktadem Chemii
Fizjologicznej Uniwersytetu Johnsa Hopkinsa w Baltimore
(Maiyland), gdzie powstata wigkszos$¢ jego prac nad mito-
chondriami i oksydacyjng fosfoiylacja. Zesp6t Lehningera
charakteryzowat sie wybitnie miedzynarodowym sktadem.
Autor kilku znanych podrecznikéw biochemii. Zdjecie re-
produkowane z opracowania Florkina (1975) za zgodg wy-
dawnictwa Elsevier Science, Oxford.

sieniu wzdtuz tarnicucha oddechowego pary ele-
ktronéw towarzyszy synteza okreslonej, catko-
witej liczby czgsteczek ATP, czyli ze teoretyczny
stosunek P/Ojest zawsze liczbg catkowitg. Jesli
zmierzona wartos¢ P/O nie rownata sie doktad-
nie liczbie catkowitej, zaktadano, zejest to war-
tos¢ zanizona i zaokraglano ja wzwyz. W ten
spos6b wywnioskowano, ze utlenianiu substra-
tow, ktérych dehydrogenazy wspétdziatajg z
NAD, towarzysza trzy fosfoiylacje, utlenianiu
bursztynianu — dwie, a utlenianiu cytochromu
c —jedna.

Wynikiem tych badan byto nie tylko ozna-
czenie wydajnosci oksydacyjnej fosforylacji, ale
takze ustalenie, na ktérych odcinkach tancu-
cha oddechowego ma miejsce sprzezenie ener-
getyczne. W badaniach tych znaczng pomoca
okazaty sie inhibitory transportu elektronow
dziatajgce w okreslonych miejscach tancucha
oddechowego, na przykitad rotenon, antymycy-
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na A, cyjanki, a takze sztuczne donory i akcep-
tory elektronéw, na przyktad zelazicyjanek i
tetrametylo-p-fenylenodiamina. Jak sie okaza-
to, i czego mozna byto oczekiwaé na podstawie
rozwazan termodynamicznych, sprzezenie
energetyczne procesu oksydoredukcji z fosfory-

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

Studia chemiczne odbyt na Uniwersytecie w Melbourne, a
nastepnie pracowatw Australian Institute ofAnatomy (pod-
legtym Ministerstwu Zdrowia). W 1946 roku realizuje pla-
nowanyjeszcze przed wojng wyjazd do Europy i rozpoczyna
prace pod kierunkiem Davida Keilina (odkrywcy cytochro-
mow) w Molteno Institute na Uniwersytecie w Cambridge.
W 1955 r. obejmuje kierownictwo Laboratorium voor Bio-
chemie, przeksztalconego pézniej w Instytut im. B.C.P.
Jansena na Uniwersytecie w Amsterdamie, ktére to placow-
ki staty sie jednym z gtéwnych osrodkéw badan nad mito-
chondrialnymi procesami oksydoredukcji i oksydacyjnej
fosforylacji w Europie. Przez wiele lat byt naczelnym reda-
ktorem ,Biochimica et Biophysica Acta”. Emerytowany w
1985 r., osiadt na potudniu Anglii oddajac sie ulubionemu
zeglarstwu. Zdjecie ze zbioréw autora.

lacja ADP do ATP zachodzito na tych komple-
ksach enzymatycznych tancucha oddechowe-
go, na ktérych wystepowaty najwieksze skoki
potencjatu oksydoredukcyjnego.

Niezaleznie, na te same miejsca sprzezenia
wskazywaty niezwykle pomystowe badania
(Chance i Wiltiams 1955, Chance i
wspotaut. 1955) z zastosowaniem spektrofoto-
metrii dwuwiazkowej. Stosujac witasnej kon-
strukcji niezwykle czuty, jak na owe czasy, spe-

Chance’a
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ktrofotometr, umozliwiajgcy niemalze jedno-
czesny pomiar absorpcji Swiatta o dwoch réz-
nych dtugosciach fali, Chance byt w stanie w
zawiesinie mitochondriéw oznaczy¢ stopien ut-
lenienia badz zredukowania poszczegélnych
komponentéw tanncucha oddechowego. Bada-
nia te wykazaty, ze w stanie spoczynkowym, a
wiec w warunkach, gdy srodowisko inkubacyj-
ne zawierato dostateczng ilos¢ substratu odde-
chowego i tlenu, lecz brak byto akceptora reszt
fosforanowych pod postacig ADP, transport ele-
ktronéw byt czeSciowo zahamowany wiasnie
pomiedzy wymienionymi wyzej kompleksami
taricucha oddechowego. Dodanie ADP natych-
miast znosito te blokade, co przejawiato sie
zmiang stanu utlenienia badz redukcji odpo-
wiednich przenosnikéw elektronéw.

Britton Chance, fizyk z wyksztatcenia, byt
réwniez pierwszym, ktéry do badania proceséw
oddechowych w mitochondriach zastosowat
metode polarograficznego pomiaru stezenia tle-
Nnu w roztworze przy pomocy wibrujgcej elektro-
dy platynowej. Dzieki temu mogt zarejestrowac
dramatyczne przyspieszenie zuzycia tlenu przez
zawiesine mitochondriéw natychmiast po doda-
niu do niej ADP. Pomiary tego rodzaju, prowa-
dzone réwniez w innych laboratoriach przewaz-
nie metodg manometryczng przy uzyciu apara-
tu Warburga, staly sie podstawg obliczenia tak
zwanego wspotczynnika kontroli oddechowej.
Jego warto$¢ do dzis stuzy za miare jakosci
preparatéw izolowanych mitochondriéw, a tak-
ze jest waznym wskaznikiem stanu metabo-
licznego mitochondriow w zywej komérce.

W $lad za badaniami doswiadczalnymi po-
stepowato teoretyczne rozbudowywanie konce-
pcji chemicznego sprzezenia. Po pierwsze, ba-
dacze doszli do przekonania, ze pierwszym pro-
duktem reakcji oksydoredukcji jest wysokoe-
nergetyczne potaczenie enzymu oddechowego
(lub koenzymu) z jakims$ blizej nieokreslonym
zwigzkiem (si1ater 1953), lub po prostu ,wzbu-
dzona” forma tego enzymu. Nastepnie, kosztem
energii tego potgczenia powstawatby wysokoe-
nergetyczny zwigzek ufosforylowany, ktéiy w
koricowym etapie tego ciggu reakcji przekazy-
watby reszte fosforanowg na ADP. Wprowadzo-
no zatem dwa hipotetyczne intermediaty: nie-
ufosfoiylowany i ufosforylowany, a proces wy-
gladatby nastepujgco:

Ared + Box + | s> Aox~| + Bred

Aox~l 4 X <4 1~-X + Aox

I-=X+ Pi <->X~P + |

X~P + ADP <>X + ATP
gdzie A i B z subskryptem red lub ox to kompo-
nenty tancucha oddechowego odpowiednio w
formie zredukowanej lub utlenionej, |1 i X —
hipotetyczne posredniki, Pi — nieorganiczny
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fosforan, a P — reszta fosforanowa. Symbol ~
oznacza wigzanie wysokoenergetyczne.

Wartg uwagi cechg powyzszego schematu
jest odwracalnos$¢ wszystkich reakcji czastko-
wych. | rzeczywiscie, Martin Klingenberg oraz
Lars Ernster (Ryc. 5) stwierdzili, ze przebieg
procesow oksydoredukcji w tancuchu oddecho-
wym moze by¢ odwrécony przez ATP. Jest to tak
zwany odwrotny transport elektronow.

Poniewaz sprzezenie energetyczne ma miej-
sce na trzech réznych etapach taricucha odde-
chowego, nalezato oczekiwaé, ze hipotetyczne
substancje posredniczace, a przynajmniej zwia-
zek |, bezposrednio reagujacy z przenosnikiem
elektronéw, winny by¢ r6zne (Ernster 1967). w
ten sposoéb liczba hipotetycznych substancji po-
sredniczgacych w zamianie energii utleniania w
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energie wigzania fosforanowego ATP zaczeta
niepokojaco rosnaé. Niepokojaco dlatego, ze nic
nie wskazywato na nature tych substancji, a
usilne ich poszukiwania prowadzone w przodu-
jacych laboratoriach przez wiele lat (od potowy
lat piecdziesigtych do co najmniej korica lat
szesScdziesigtych) nie dawaty zadawalajgcych
rezultatdbw. Wprawdzie pojawiaty sie doniesie-
nia o wykryciu ,wysokoenergetycznej” formy
ktéregos z przenosnikéw elektronow lub znale-
zieniu innego zwigzku majgcego posredniczy¢
w oksydacyjnej fosforylacji, lecz wkrétce okazy-
wato sie, ze byly to mylne interpretacje wyni-
kéw, a czasem wrecz btedy doswiadczalne. Roz-
wigzanie zagadki przyszto z zupetnie nieoczeki-
wanej strony. Ale o tym dale;j.

LCZYNNIKI SPRZEGAJACE”

Na V Miedzynarodowym Kongresie Bioche-
micznym w Moskwie w 1961 roku Efraim Rac-
ker (Ryc. 6) wygtosit swojg maksyme: zamiast
traci¢ czas na badanie ,brudnych” preparatow
(miat tu na mysli mitochondria), zabierzmy sie
za oczyszczanie enzymow (oksydacyjnej fosfory-
lacji). On sam wyizolowat pierwszy taki enzym.
Przez odpowiednie frakcjonowanie rozbitych
ultradzwiekami mitochondriéw Racker i wspot-
pracownicy (Penefsky I wspoOlaut. 1960) uzy-
skali frakcje btonowa, zdolnag katalizowac pro-
cesy utleniania ale nie syntezy ATP, i rozpusz-
czalne biatko, ktére wykazywato aktywnosé
ATP-azy. Potaczenie obu frakcji przywracato
strukturom btonowym zdolnosc¢ do syntezy ATP
kosztem energii utleniania. Odkrycie to stano-
wito pierwszy dowdd, ze procesy utleniania i
fosforylacji sg w mitochondriach fizycznie od-
dzielone. Drugim niezwykle waznym wynikiem
byto wykazanie, ze ta sama rozpuszczalna fra-
kcja biatkowa, kiedyjest zwigzana z fragmenta-
mi btony mitochondrialnej, katalizuje synteze
ATP, natomiast wolna — hydrolize tego zwigz-
ku. Odkrywca nazwat ja ,czynnikiem sprzega-
jacym” (ang. coupling factor), a poniewaz wkroét-
ce znalazt wiecej podobnych czynnikéw, ozna-
czyt ja jako ,czynnik sprzegajacy pierwszy”, w
skrdcie Fi.

Zrozumienie istoty czynnikéw sprzegaja-
cych nie bytloby mozliwe bez osiggnieé¢ mikro-

skopii elektronowej i badan nad ultrastuktura
mitochondriéw. Stosujac nowag metode utrwa-
lania preparatéw, tak zwane barwienie negaty-
wowe (ang. negative staining, znane réwniez w
polskim pismiennictwie jako barwienie tia),
FernAndez-MorAn (1962) Wykryl' na Wewnetrz—
nej stronie wewnetrznej btony mitochondrialnej
charakterystyczne ,grzybkowate” struktury,
nieobecne w zadnych innych btonach biologcz-
nych. Przez kroétki czas przypuszczano, ze sa to
identyfikowane w tym samym mniej wiecej cza-
sie przez Davida Greena i wspotpracownikéw
kompleksy tanncucha oddechowego. WKkrotce
jednak wykazano (Racker i wspétaut. 1965), ze
owe grzybkowate twory to nic innego jak czyn-
nik sprzegajacy Fi. Sa one dobrze widoczne na
powierzchni zdolnych do fosforylacji czastek
submitochondrialnych, znikajg po pozbawieniu
czastek czynnika sprzegajgcego, a ponownie
mozna je zaobserwowac po rekonstytucji cza-
stek fosforylujacych (Ryc. 7). Wyjasniono na-
stepnie, ze w krotkim ,trzonku” tgczacym Fi z
btong tkwi kilka matych biatek, niektére z nich
identyczne z innymi czynnikami sprzegajgcymi
Rackera (miedzy innymi F6). W samej btonie zas
wyrézniono czynnik sprzegajacy oznaczony ja-
ko FO (,0” od oligomycyny, poniewaz potaczony
z Fi sprawial, ze aktywno$¢ ATP-azowa tego
ostatniego byta hamowana przez antybiotyk oli-
gomycyne).

PETER MITCHELL | JEGO HIPOTEZA ,CHEMIOSMOTYCZNA”

Fizyczne rozdzielenie mitochondrialnego sy-
stemu oksydacyjnej fosforylacji na cze$¢ btono-
wa, zawierajacg caty tancuch oddechowy, i fra-
kcje rozpuszczalng, stanowigca ztozony kom-

pleks mitochondrialnej ATP-azy, a zarazem
syntazy ATP, spowodowato pierwsza ryse wjed-
nolitej dotychczas koncepcji chemicznego
sprzezenia. Ale wiasciwy atak nastgpit z innej
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Ryc. 5. Lars (Laszlo) Ernster (1920-1998).

Urodzony w Budapeszcie, mimo zydowskiego pochodzenia
przetrwat wojne dzieki szwedzkiemu paszportowi, za spra-
wa szwedzkiego dyplomaty Raoula Wallenberga, ktéry w ten
sposob uratowat wielu wegierskich Zydéw. W 1946 r. wy-
emigrowal do Szwecji, gdzie rozpoczat prace w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej im. Wenner-Grena na Uniwersyte-
cie Sztokholmskim. W 1967 r. objat Katedre Biochemii na
tymze Uniwersytecie. Poza zagadnieniami energetyki mito-
chondriéw zajmowat sie stresem oksydacyjnym i biologicz-
ng ochrong przed dziataniem wolnych rodnikéw tlenowych.
Byt jednym z inicjatoréw Europejskich Konferencji Bioe-
nergetycznych (EBEC), odbywajacych sie co dwa lata pocza-
wszy od 1980 r. Cechowaty go niezwykle dociekliwy umyst,
szerokie zainteresowania (rowniez pozanaukowe) i przyja-
zny, ciepty stosunek do ludzi. Zdjecie z artykutu Azzoniego
iLee (1999) reprodukowane za zgodg wydawnictwa Elsevier
Science, Oxford.

strony. Mato znany wowczas biochemik brytyj-
Ski, Peter Mitchell (1961) (RyC 8), Opub“kO'
walt krotka prace negujaca te koncepcje od pod-
staw. W oparciu o swe wczesniejsze badania
nad oksydacyjng fosfoiylacjg u bakterii doszedt
do wniosku, ze procesy oksydoredukcji, czyli
transport elektronéw, i reakcja fosforylacji ADP
sg wzajemnie sprzezone nie przezjakis posred-
nik chemiczny, lecz przez czynnik natury fizy-
cznej, mianowicie gradient stezenia protonéw i
gradient potencjatu elektrycznego po obu stro-
nach btony mitochondrialnej. Uogdlnienie tej
koncepcji na btony mitochondrialne, aw dalszej
perspektywie na btony chloroplastéw, stato sie
podstawg zunifikowanej teorii sprzezenia ener-
getycznego, zaprezentowanej nastepnie w kilku

obszernych publikacjach (m.in. Mitchern

Lech W ojtczak

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

Urodzony w Starym Saczu, w éwczesnym zaborze austriac-
kim, w ubogiej rodzinie zydowskiej, ktéra w 1915 r. prze-
niosta sie do Wiednia. Studia wyzsze rozpoczat na
wiedenskiej Akademii Sztuk Pigknych, zamierzajgc poswie-
ci¢ sie malarstwu. Jednakze zrazony formalizmem i dyscy-
pling tam panujaca przeniést sie na medycyne. Niemniej
malarstwo sztalugowe i rysunek uprawiat z zamitowaniem
i talentem nadal, bedac réwniez u szczytu swej kariery
naukowej. Studia lekarskie ukonczyt tuz przed aneksja
Austrii przez hitlerowskie Niemcy (1938 r.). Zdotat jednak
wyjecha¢ do Wielkiej Brytanii, gdzie w czasie wojny byt przez
pewien czas internowany jako obywatel wrogiego panstwa.
W 1941 r. udaje mu sie wyjecha¢ do Stan6éw Zjednoczonych,
gdzie spedzi reszte zycia. Odkry¢, o ktérych mowa w niniej-
szym artykule, dokonal Racker w czasie swej dwunastolet-
niej (1954-1966) pracy w Public Health Research Institute
w Nowym Jorku. P6zniej, do swych ostatnich dni, kierowat
Sekcja Biochemii i Biologii Molekularnej oraz Komoérkowej
na Cornell University w Ithace (stan New York). Na zdjeciu
(ze zbioréw autora) na plazy w okolicach Bari (Wiochy) ze
szkicownikiem w reku (1969 r.).

1966), a takze na lll Zjezdzie Federacji Europej-
skich Towarzystw Biochemicznych w Warsza-
wie (Mitchetl i Moyle 1967).

Doniostos¢ hipotezy ,chemiosmotycznej”
(bo tak, nieco mylgco, nazwat swa koncepcje
autor) mozemy w petni oceni¢ dopiero z pewnej
perspektywy czasowej. Po pierwsze, ttumaczy
ona, dlaczego, mimo usilnych staran, nie uda-
wato sie wykry¢é chemicznych wysokoenergety-
cznych substancji posredniczacych, gdyz one
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Ryc. 7. Rekonstytucja fosforylujgcych czgstek submitochondrialnych.

a — Fosfoiylujace czastki otrzymane przez rozbicie ultradzwiekami mitochondréw serca. Na powierzchni czastek widoczne
.kuleczkowate” struktury, bedgace kompleksem Fi. b — Czastki pozbawione Fi, niezdolne do syntezy ATP, lecz zawierajace
kompletny taricuch oddechowy, ¢ — Wyizolowany kompleks Fi, wykazujacy aktywno$¢ ATP-azy. d — Zrekonstytuowane
fosfoiylujace czastki otrzymane przez odpowiednie potaczenie preparatéw b i c. Zdjecia z mikroskopu elektronowego;
preparaty barwione negatywowo. Z prac E. Rackerawedtug ErnsteraiSchatza(1981). Reprodukcja zazgoda The Rockefeller
University Press, New York.

po prostu nie istniejg. Natomiast postulowany Po drugie, teoria ta, jak juz wspomniano wyzej,
przez Mitchella elektrochemiczny gradient pro- w uniwersalny sposéb opisywata sprzezenie
tonéw po obu stronach wewnetrznej btony mi-  energetyczne zar6wno na poziomie prokarion-
tochondrialnej okazat sie tatwy do zmierzenia. téw, jak i w mitochondriach i chloroplastach
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Ryc. 8. Peter Mitchell (1920-1992).

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczat na Uniwersytecie w Edyn-
burgu, skad wyszto jego pierwsze sformutowanie hipotezy
,chemiosmotycznej”. Nastepnie na skutek powaznej choro-
by na dwa lata przerwat dziatalno$¢ naukowa i zajat sie
restaurowaniem starego patacu w Kornwalii, ktérego stat
sie witascicielem. Zatozytw nim wtasne laboratorium (Glynn
Research Foundation) i, cenigc sobie nade wszystko nieza-
leznos¢, na ktdérg pozwalal mu wiasny stan majgtkowy,
nigdy juz nie wrécit do rygorow struktur akademickich.
Sposobem byciaiwygladem przypominat raczej dziewietna-
stowiecznego poete niz wspétczesnego biologa. Réwnie nie-
typowe byto wyréznienie go nagroda noblowska.
PrzywykliSmy do tego, ze noblisci z nauk eksperymental-
nych rozporzadzajg ogromnymi warsztatami badawczymy i
armiamiwspotpracownikéw. Tymczasem Mitchell pracowat
sam lub z wierng wspétpracownica, Jennifer Moyle (w
zespole tym Peter byt zrédtem pomystéw, Jennifer zas Swiet-
na eksperymentatorka), przy pomocy dos$¢ prostej aparatu-
ry, czesciowo witasnej konstrukcji. Przypomina nam to stara
prawde, ze w nauce idea warta jest czasem wiecej niz
najbardziej wyszukana metodyka badawcza. Zdjecie ze
zbioréw autora.

komoérek eukariotycznych. Po trzecie wreszcie,
w niezwykle prosty sposéb ttumaczyta takie
zjawiska jak odwrotny transport elektronéw,
dziatanie szeregu substancji zaliczanych do tak
zwanych rozprzegaczy oksydacyjnej fosforyla-
cji, jak wreszcie zalezny od energii transport
przez blone mitochondrialng szeregu substan-
cji o charakterze jonowym. Elektrochemiczny
gradient protonowy, czyli krécej sita proto-
nomotoryczna, zawierat dajacy sie zmierzy¢ za-
s6b energii (Wojitczak | wspbtaut. 1986).

Dwa podejscia eksperymentalne dostarczy-
ty spektakularnych dowodéw na poparcie hipo-
tezy chemiosmotycznej. Pierwsze, jeszcze w po-

Lech Wojtczak

towie lat szescdziesigtych, polegato na sztucz-
nym (bez udziatu transportu elektronéw) wy-
tworzeniu w mitochondriach lub chloropla-
stach gradientu pH lub gradientu potencjatu
elektrycznego i wykazaniu, ze moze on by¢ wy-
korzystany do syntezy ATP. Dla bton chloropla-
stowych dokonali tego Jagendorf i Uribe
(1966), inkubujac tylakoidy najpierw w $rodo-
wisku lekko kwasnym, a nastepnie zmieniajgac
pH na alkaliczne w obecnosci ADP i fosforanu.
W mitochondriach zas wywotano dyfuzyjny po-
tencjat jonow K+, umieszczajgc je w niskopota-
sowym $srodowisku w obecnosci jonoforu pota-
sowego, walinomycyny (Cockrell i wspotaut.
1967). W obu przypadkach zaobserwowano po-
wstawanie ATP.

Drugi rodzaj doswiadczen polegat na skon-
struowaniu modelu btony mitochondrialnej
przez wigczenie do pecherzyka fosfolipidowego
(liposomu) z jednej strony fragmentu tanicucha
oddechowego, z drugiej za$ mitochondrialnej
ATP-azy (kompleksu FOFi). Tak zrekonsty-
tuowany ukiad zdolny byt produkowaé ATP ko-
sztem proceséw oksydoredukcji (Racker i
wspotaut. 1965). Jeszcze bardziej pomystowe
byto ,skrzyzowanie” w tym samym liposomie
mitochondrialnego kompleksu FOFi i bakte-
riorodopsyny, ,napedzanej” Swiattem pompy
protonowej fotofosforylujacej bakterii (Racker i
Stoeckenius 1974). W tym przypadku uzyska-
no synteze ATP pod wpltywem Swiatia.

Trzeba byto jednak okoto 10 lat (od opubli-
kowania pierwszych obszerniejszych rozpraw
Mitchella w 1966 r. do potowy lat siedemdzie-
sigtych), by ,spotecznos¢ bioenergetyczna”, t3-
cznie z czotowymi autorytetami w tym zakresie,
w petni przyjeta nowag koncepcije i bez zastrzezen
uznata, ze od dawna poszukiwanym interme-
diatem oksydacyjnej fosforylacji jest po prostu
elektrochemiczny gradient protonowy na we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej, czyli rézni-
ca stezen jonéw wodorowych (ApH, wyzsze ste-
zenie po zewnetrznej stronie btony) i réznica
potencjatu elektrycznego (AT, potencjat dodatni
po zewnetrznej stronie) (Ryc. 9). W 1978 r. Peter
Mitchell otrzymat nagrode Nobla w zakresie
chemii.

Zapomina sie czesto, ze w tym samym czasie
co Mitchell inny brytyjski badacz, R.J.P. Wil-
liams (1961), opublikowat podobng koncepcje.
Przyjat on jednak, ze tworzacy sie kosztem tan-
cucha oddechowego gradient protonéw wyste-
puje wytgcznie w obrebie lipidowej fazy wewne-
trznej btony mitochondrialnej, a nie, jak zakta-
dat Mitchell, rozcigga sie na obie fazy wodne po
dwodch stronach btony. Istnienie takiego zlokali-
zowanego gradientu protonowego trudno byt
wykazaé¢ doswiadczalnie, podczas kiedy mit-
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Ryc. 9. Schematyczne przedstawienie teorii che-
miosmotycznej Mitchella (szczegoty w tekscie).

chellowski zdelokalizowany potencjat elektro-
chemiczny byt tatwo mierzalny. To prawdopo-
dobnie sprawito, ze koncepcja Williamsa nie
znalazta szerszego uznania. Dopiero kilkana-
Scie lat p6Zniej niektdrzy autorzy, miedzy inny-
mi Douglas Kell w Anglii i Hans Westerhoff w
Holandii (Westernoff i wspOtaut. 1984), pod-
jeli probe reanimacji koncepcji gradientu zlo-
kalizowanego. Wedtug obecnego naszego rozu-
mienia istnienia gradientu lokalnego w obrebie
btony nie mozna wykluczy¢, niemniej dla oksy-
dacyjnej fosforylacji czynnikiem zasadniczym
jest potencjat zdelokalizowany, tak jak to zakta-
dat Mitchell.

Powszechna akceptacja teorii chemiosmoty-
cznej pozwolitainaczej spojrze¢ na niektére pro-
blemy bioenergetyki mitochondrialnej. Miedzy
innym w nowym $wietle ukazal sie problem
stechiometrii oksydacyjnej fosforylacji. Na sto-
sunek P/0O zaczeliSmy patrze¢ jako na wartosé
czysto empiryczng, a nie jako odzwierciedlenie
ciggu reakcji chemicznych. Dopuszczalna wy-
daje sie jego wartos¢ utamkowa. Pojawit sie
natomiast problem dwéch innych stechiome-
trii, a mianowicie wydajnosci segregacji proto-
now towarzyszacej transportowi elektronodw,
czyli stosunek H+/2e", oraz wydajnosci syntezy
ATP kosztem strumienia protonoéw przez synta-
ze ATP, czyli H+/ATP. Wartos¢ H+/2e“ okazata
sie rézna dla réznych komplekséw tancucha
oddechowego i wynosi od 2 do 4. Z drugiej
strony okazalo sie, ze elektrochemiczny gra-
dient protonéw moze by¢ wykorzystywany nie
tylko do syntezy ATP, lecz takze dla transportu
niektérych substratéw oddechowych i fosfora-
nu z cytosolu do wnetrza mitochondriéw (ko-
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Ryc. 10. Paul D. Boyer (urodz, w 1918 r.)

Badania nad mechanizmem oksydacyjnej fosforylacji pro-
wadzit w Zaktadzie Chemii i Biochemii Uniwersytetu stano-
wego Kalifornii w Los Angeles (obecnie emerytowany
profesor w tymze Zaktadzie). Nagroda Nobla w zakresie
chemiiw 1997 r. (wspo6lnie zJohnem E. Walkerem iJensem
C. Skou). Zdjecie ze zbioréw autora.

sztem ApH), a takze na eksport ATP i import do
mitochondriow ADP (kosztem AT).Wartos¢ sto-
sunku H+/ATP réwna 2 oznaczyli Moyie i Mit-
chett (1973) dla reakcji hydrolizy ATP przez
czastki submitochondrialne. Jednakze dla syn-
tezy ATP w catych mitochondriach bardziej pra-
wdopodobna wydaje sie warto$¢ 3 (Wojtczak i
wspotaut. 1986).

Zarowno w swej oryginalnej publikacji z
1961 r., jak i w pOzniejszych pracach Mitchell
przyjmowat, ze gradient tadunkéw po obu stro-
nach wewnetrznej btony mitochondrialnej po-
wstaje na skutek segregacji protonéw przez
tancuch oddechowy. Ten proces zachodzi na
tych odcinkach tarncucha oddechowego, na kté-
rych oksydoredukcja polegajgca na miedzycza-
steczkowym przekazywaniu catego atomu wo-
doru ulega przeksztatceniu w oksydoredukcje
wytacznie ,elektronowg” i na odwrét. Wéwczas
uwalniany proton jest wydzielany po zewnetrz-
nej stronie btony, a przy przejsciu odwrotnym
— pobierany proton pochodzi z wnetrza mito-
chondrionu. W pézniejszych latach wykazano,
ze zachodzi réwniez aktywne wypompowywanie
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protonéw na niektérych odcinkach taricucha
oddechowego, przede wszystkim na poziomie
oksydazy cytochromowej (wiksTROM 1998). W

TEORIA ,KONFORMACYJNA”

Historycznie bioragc, wczesniejszym konku-
rentem teorii chemicznego sprzezenia niz teoria
chemiosmotyczna byta hipoteza konformacyj-
na. Jej tworca, amerykanski naukowiec, Paul
D. Boyer (Ryc. 10), juz w koncu lat pie¢dziesig-
tych zaproponowat, ze poszukiwanym wysokoe-
nergetycznym ,intermediatem” nie jest jaka$
odrebna substancja chemiczna, lecz przejscio-
wa, wysokoenergetyczna konformacja enzy-
mow zaangazowanych w mitochondrialne pro-
cesy oksydoredukcji. Wywotuje ona z kolei od-
powiednig zmiane konformacyjng mitochon-
drialnej syntazy ATP. Energia zakumulowana
pod postacig zmiany konformacyjnej umozli-

Lech W ojtczak

sposob oczywisty zwieksza to wydajnos$é budo-
wania sity protonomotoiycznej.

| BUDOWA SYNTAZY ATP

trznej btonie mitochondrialnej jest tym czynni-
kiem, ktéry powoduje zmiane konformacji syn-
tazy ATP (Boyer 1997). Kolejnos$¢ reakcji pole-
gajacych na 1) wigzaniu czgsteczki ADP i fosfo-
ranu z czasteczkg enzymu, 2) zmianie konfor-
macji miejsca wigzgcego i odpowiednim zblize-
niu do siebie zwigzanych molekut i 3) nastepu-
jacym w wyniku tego ,wymuszeniu” potgczenia
sie ADP z fosforanem i utworzeniu czasteczki
ATP przedstawia Ryc. 11.

Schemat ten zaktada istnienie w czasteczce
syntazy trzech miejsc wiazacych nukleotydy
adeninowe, przy czym w okreslonym momencie
kazde z tych miejsc wykazuje odmienng konfor-

Ryc. 11. Model konformacyjny sprzezenia energetycznego Boyera.

Zmiana konformacji trzech miejsc katalitycznych nastepuje pod wptywem elektrochemicznego gradientu protonowego

(AjU). Dalsze objasnienia w tekscie.

wiataby zwigzanym z molekutg enzymu czaste-
czkom ADP i fosforanu potaczenie sie z odigcze-
niem czasteczki wody. Stabg strong tej konce-
pcji byta trudnosé wyobrazenia sobie, ze zmiany
konformacyjne tak szybko mogty by¢ przekazy-
wane pomiedzy badz co badZ ogromnymi kom-
pleksami enzymatycznymi tkwigcymi w btonie
mitochondrialnej, jakimi sg z jednej strony
kompleksy taricucha oddechowego, a z drugiej
syntaza ATP. Z drugiej jednak strony, w miare
postepu badarn nad mitochondrialng, chloro-
plastows i bakteryjng syntazg ATP pojawity sie
obserwacje zgodne z zatozeniami teorii konfor-
macyjnej. Wykazano mianowicie, ze syntaza
ATP, czyli kompleks FOFi, wigze nukleotydy
adeninowe i ze wigzaniu temu towarzyszy zmia-
na konformacji biatka. Stato sie to jednak mo-
zliwe dopiero w latach siedemdziesigtych i
osiemdziesigtych dzieki nowym fizykochemicz-
nym metodom badania konformacji biatek.

W swej zmodyfikowanej postaci teoria kon-
formacyjna stanowi kompromis z teorig che-
miosmotyczna. Przyjmuje mianowicie, ze to ele-
ktrochemiczny gradient protonowy na wewne-

macje (oznaczong na rysunku literami O, L i T)
charakteryzujgcg sie innym powinowactwem
do tych nukleotydoéw (patrz opracowania prze-
glqdowe: Bogucka 1997, Wojtczak 1998) Ta-
kie zatozenie znalazto peine potwierdzenie w
badaniach nad strukturg syntazy ATP. Dokona-
no tego, a nawet krystalizacji kompleksu Fi, na
przetomie lat siedemdziesigtych i osiemdziesig-
tych.

Rozmiary niniejszego artykutu nie pozwala-
ja na szersze przedstawienie przebiegu tych
niezmiernie interesujgcych badan. Zaintere-
sowanego Czytelnika odsytam przeto do nie-
dawnego opracowania przeglagdowego po polsku
1997) oraz obszernych monografii
samych badaczy w te zagadnienia zaangazowa-
nyCh(np.AmzeliPederﬁm 198$.Tutﬂ przy-
pomne jedynie krétko wspoéiczesnie przyjety
model mitochondrialnej syntazy ATP (Ryc. 12).
Wiasciwa czes¢ katalityczna, stynny juz pier-
wszy czynnik sprzegajacy Rackera, czyli Fi,
bedacy zarazem mitochondrialng ATP-aza, oka-
zat sie ztozonym kompleksem biatkowym. Po
rozbiciu czynnikami denaturujacymi zidentyfi-

(Bogucka
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kowano w nim pie¢ réznych tancuchéw pepty-
dowych, przy czym dwa z nich, a i (3 wystepuja
w trzech kopiach. Centralng pozycje w tym
kompleksie zajmuje bardzo wydtuzona podjed-
nostka y. Natomiast czes¢ btonowa, czyli FO,
sktada sie z kilkunastu niezwykle hydrofobo-
wych biatek stanowigcych integralng strukture
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Oba kom-
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pleksy potaczone sg krotka ,,szyjka” zawierajaca
kilka niewielkich czasteczek biatkowych. Trzy
podjednostki B odpowiadaja prawdopodobnie
trzem centrom katalitycznym, wigzacym z r6z-
nym powinowactwem nukleotydy adeninowe, w
modelu konformacyjnym (Ryc. 11). Tak skon-
struowany model tylko czekat, by ... nada¢ mu
ruch.

WIRUJACY ENZYM

Dokonat tego brytyjski badacz, John E. Wal-
ker. Stosujgc najnowsze techniki badania kon-
formacji biatek, jak rentgenowska analiza kry-
sztatdw, mikroskopia elektronowa najwyzszej
rozdzielczosci i magnetyczny rezonansjadrowy,
a takze postugujgc sie specyficznymi inhibito-
rami i analogami ATP, przesSledzit doktadnie

matriks

cytosol

Ryc. 12. Kompleks mitochondrialnej syntazy ATP.

Czes¢ ,gtowowa”,kompleks Fi, zbudowanajest z podjedno-
stek a, p (po trzy), 8i s; segment btonowy, FO,— z kilkunastu
hydrofobowych biatek a, b i c. Laczg je mate biatka: F6 i
OSCP (oligomycin sensitivity-conferring protein). Rdzen catej
struktury stanowi podjednostkay.

przebieg enzymatycznej hydrolizy ATP na pozio-
mie molekularnym. (Oczywiscie w ukladzie
sprzezonym, w nienaruszonej btonie mitochon-
drialnej, proces syntezy ATP winien przebiegac
doktadnie tak samo, tylko w kierunku odwrot-
nym.) Po pierwsze, zidentyfikowano reszty ami-
nokwasowe zaangazowane w wigzanie nukleo-
tydoéw adeninowych na podjednostkach @ Oka-
zato sie, ze sgsiadujg one bezposrednio z cen-
tralnie usytuowang podjednostkay, stanowigca

trzon ,szyjki” tgczacej Fi z FO. Molekularny
model zmian konformacyjnych, odpowiadajg-
cych stanom O, L i T w schemacie Boyera (Ryc.
11), dat wynik wrecz sensacyjny. Wykazano, ze
kazdej zmianie konformacyjnej musi towarzy-
szy¢ obrot kompleksu Fi wzgledem podjedno-
stki y o kat 120° tak, ze petnemu obrotowi
kompleksu Fi (nazwijmy go ,gtowg”) wzgledem
»SzZyjKki” towarzyszy hydroliza, wzglednie synte-
za, trzech czasteczek ATP (Abrahams i wWspot-
aut. 1994). Znajac specyficzng aktywnos¢ ATP-
azy (ewentualnie syntazy ATP, jesli proces roz-
patrywa¢ w kierunku syntezy), mozna obliczy¢
szybkos¢ tego ruchu wirowego. Okazato sie, ze
przy petnej aktywnosci enzymu wynosi on (w
zaleznosci od pochodzenia enzymu: z mitochon-
driow, chloroplastéw czy bakterii) od 130 do
270 obrotéw na sekunde (!). Poniewaz ,gtowa”
(Fi) wydaje sie by¢ potaczona w sposob sztywny
z elementem bitonowym (FO) za pomocg takich
biatekjak F6 i OSCP (Ryc. 12), przyjmuje sie, ze
to raczej podjednostka ywiruje wewnatrz nieru-
chomej ,,gtowy” (Ryc. 13).

I oto mamy klucz do zrozumienia mechani-
zmu syntezy ATP: strumien protonéw, napedza-
ny przez site protonomotoryczng, wpada z prze-
strzeni miedzybtonowej do wewnetrznej prze-
strzeni mitochondrialnej przez btonowy sektor
syntazy (kompleks FO. W sposéb jak na razie
tajemniczy wywotuje to ruch wirowy podjedno-
stki y, niczym strumienn wody nadajgcy ruch
wirnikowi turbiny elektrowni wodnej. Przeciw-
legly koniec podjednostki y (ktéra niejest syme-
tryczna wzgledem swej osi podtuznej, lecz jest
wygieta), obracajac sie w ,kanale” utworzonym
przez podjednostki a i p, powoduje kolejne ich
odksztatcanie sprawiajgc, ze centra aktywne
podjednostek 3 przyjmujg dpowiednie konfor-
macje o zmiennym powinowactwie do ADP i
ATP, jak to przewidywata teoria konformacyjna
Boyera. Zgodnie z tgze teorig ,wymusza” to
wigzanie sie ADP z fosforanem i utworzenie
czagsteczki ATP, a nastepnie jej oddysocjowanie
do fazy wodnej. Gdy kompleks FOFi dziata w
kierunku hydrolizy ATP a niejego syntezy, wow-
czas oczywiscie wszystkie procesy, w tym row-
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Matriks
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mitochondriatna

Przestrzen

miedzyblonowa

Ryc. 13. Wirujgca ATP-aza (syntaza ATP) wedtug koncepcji Johna Walkera.

Model strukturalny po lewej stronie rysunku wedtug Abrahamsa i wspotaut. (1994) reprodukowany za zgoda redakcji
Nature, copyright (1994) Macmillan Magazines Ltd. Podjednostki a oznaczono kolorem czerwonym, p — z6itym, y —

niebieskim lub fioletowym.

niez ruch obrotowy podjednostkiy, przebiegajg
w kierunku odwrotnym.

Za wyjasnienie tych proceséw lezgcych u
molekularnych podstaw mechanizmu syntezy
ATP Paul Boyer i John Walker otrzymali w 1997
roku nagrode Nobla (podzielili sie nig z Jensem
Skou, uhonorowanym za odkrycie ATP-azy so-
dowo-potasowej) (Wojtczak 1998).

Mimo submikroskopowych rozmiaréw tego
najmniejszego silnika obrotowego Swiata, gdzie
podjednostki a i Bwraz z catym kompleksem FO
stanowig stojan, a podjednostkay wirnik, udato

sie autorom japoriskim (NOJI i wspétaut. 1997)
w bardzo pomystowy spos6b ruch ten unaocz-
ni¢. l1zolowany kompleks Fi unieruchomili oni
na szkietku mikroskopowym pokrytym solami
niklu przez zwigzanie reszt histydynowych. Na-
tomiast do przeciwlegtego korica podjednostkiy
dotgczyli poprzeczne ,ramie” pod postacig diu-
giego tancucha aktyny ,napietnowanej” zwigz-
kiem fluoryzujgcym. Po dodaniu ATP udato sie
w mikroskopie fluorescencyjnym obserwowac
ruch wirowy tego wtasnie tego ,ramienia” (patrz
takze W ojtczak 1998)

CO DALEJ?

Nie chciatbym tu fantazjowac¢ na temat dal-
szych kierunkéw badann nad mechanizmem
sprzezenia energetycznego. Mozna jednakze
stwierdzi¢, co w chwili obecnej wydaje si¢ ko-
nieczne do wyjasnienia, aby nasza wiedza o
syntezie ATP kosztem procesow oksydoredukcji
w tanncuchu oddechowym stata sie w miare
kompletna. Ot6z niewatpliwie petniejszego zba-
dania wymagajg zaréwno molekularne mecha-
nizmy aktywnego transportu protonéw przez
tancuch oddechowy jak i spos6b, w jaki stru-
mien protonéw nadaje ruch wirowy podjedno-
stce syntazy ATP.

Jesli chodzi za$ o szerzej pojetg energetyke
mitochondriéw, to ogromne zainteresowanie
budza, réwniez w aspekcie praktycznym: 1) rola
mitochondriow w homeostazie komoérkowej ka-
tionéw nieorganicznych, gtéwnie K+ i Ca2+
(Szewczyk iWSpé‘I'aUt. 1996, Bernardi 1999,
Makowska I wspoOtaut. 2000), 2) udziat mito-
chondriéw w procesie programowanej $mierci
komorki (apoptozie) (Hirsch i wspétaut. 1997,
Gradzka 2000) i 3) znaczenie genetycznych de-
fektéw mitochondriow w patogenezie niekté-
rych chroéb (Pronicka 1995, W alttace 1999)
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