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Bez cienia watpliwosci mitochondrium to organellum niezwykle wazne
dla funkcjonowania komérki. Zwykle kojarzone jest z jej gospodarka
energetyczng. W rzeczywistosci spetnia wiele innych funkgji, rownie
istotnych zaréwno dla komérki jak réwniez, w przypadku organizméw
wielokomérkowych, dla catego ustroju. Niniejszy artykut prezentuje
Panstwu najnowszq wiedze o budowie mitochondriéw i jej zwigzku

z procesami bioenergetycznymi komorki.
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adania nad mitochondriami majg 150-

letnig historie. Odkryte przez cytolo-

20w, juz na poczatku XX wieku zostaty
zidentyfikowane jako organella zuzywajace
tlen (Otto Warburg, Nagroda Nobla w 1913
r.). Opracowanie metody izolacji mito-
chondriow z tkanek w pierwszej potowie
ubiegtego stulecia stato si¢ poczatkiem no-
wej ery w badaniach biochemicznych
— okresu bioenergetyki komorkowe;j.
W efekcie rozszyfrowano kluczowe dla me-
tabolizmu tlenowego procesy takie jak cykl
kwasow trikarboksylowych (Hans Krebs,
Nagroda Nobla 1953), zaproponowano
mechanizm oksydacyjnej fosforylacji (Pe-
ter Mitchell, Nagroda Nobla 1978) i wyja-
$niono molekularne podstawy tego proce-
su (Paul Boyer i John Walker, Nagroda
Nobla 1997). W istocie okres najwigkszych
triumfow bioenergetyki przypadat na po-
czatek drugiej polowy XX wieku. Po tak
spektakularnych osiagnieciach mogto si¢
wydawac, ze mitochondria nie kryja juz
zadnych tajemnic i bioenergetyka albo sze-
rzej, biochemia mitochondriéw straci swo-
je miejsce w gtownym nurcie badan komor-
kowych. Tymczasem pod koniec drugiej
polowy XX wieku dokonano przetomo-
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wych odkry¢ wskazujacych na to, ze mito-
chondria maja wielkie znaczenie w prze-
biegu takich procesow jak starzenie
1 Smier¢ komorek oraz sa nieodzownym
elementem w komorkowych szlakach prze-
kazywania sygnatu. Odkrycie i opisanie ge-
nomu mitochondrialnego dalo nowy im-
puls do badaf ewolucyjnych, oraz stato si¢
podstawa nowej dziedziny medycyny — me-
dycyny mitochondrialnej zajmujacej sie¢
chorobami dziedzicznymi zwigzanymi
z mutacjami zar6wno w genomie mito-
chondrialnym, jak i w szerszym znaczeniu
— mutacjami w genomie jadrowym w obre-
bie gendéw kodujacych biatka mitochon-
drialne. Dzigki tym odkryciom badania
nad mitochondriami wzbudzaja coraz
wigksze zainteresowanie. Z drugiej strony
niewatpliwie podstawowa funkcja mito-
chondriow jest oksydacyjna fosforylacja.
Wszystkie inne funkcje tych organelli sa
SciS§le skorelowane z mitochondrialnymi
procesami energetycznymi. Dlatego po-
znanie mechanizmdw oksydacyjnej fosfory-
lacji jest konieczne dla petnego zrozumie-
nia wszechstronnych funkcji, jakie
mitochondria pelniag w komorce. Rozwaza-
nia dotyczace procesOw bioenergetycznych
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grzebien utworzony
przez wewnetrzna blong
mitochondrialng

macierz mitochondrialna

Rys. 1. Ogdlna budowa mitochondrium

zachodzacych w mitochondriach musza by¢
poprzedzone przypomnieniem podstawo-
wych wiadomosci dotyczacych budowy tych
organelli.

Budowa i wewnatrzkomadrkowa
organizacja mitochondriow

Mitochondria zbudowane sa z dwodch
bton bialkowo-lipidowych. Jedna z nich,
btona wewnetrzna, ogranicza obszar zwany
macierzg mitochondrialng. Druga, polozo-
na na zewnatrz w stosunku do pierwszej,
jest od niej oddzielona tzw. przestrzenia
miedzyblonowa.

Blona zewnetrzna jest gladka, a jej sktad
lipidowy oraz stosunek iloSciowy lipidow
do bialek (wynoszacy ok. 1:1) przypominaja

grzebien utworzony przez
ewnetrzng blone mitochondrialng

zewnetrzna blona
mitochondrialna

inne btony wystepujace w komdrce. Biona
ta jest w znacznym stopniu przepuszczalna
dla substancji drobnoczasteczkowych. Cha-
rakterystycznym dla niej biatkiem jest tzw.
poryna mitochondrialna zwana tez VDAC
(ang. Voltage — Dependent Anion Channel)
— bialko tworzace kanal o znacznej prze-
puszczalno$ci i wbrew angielskiej nazwie
o niewielkiej selektywnosci. To sprawia, ze
skfad roztworu znajdujacego si¢ w prze-
strzeni miedzybionowej, jezeli bierzemy
pod uwage substancje drobnoczasteczkowe,
jest podobny do sktadu (cytoplazma podsta-
wowa). Natomiast sktad biatkowy tego prze-
dziatu subkomorkowego jest inny niz cytoso-
lu, bowiem biatka nie moga swobodnie
przenika¢ przez zewn¢trzna bfong mitochon-
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drialng; ich przemieszczanie do przestrzeni
mi¢dzyblonowej wymaga udziatu wyspecjali-
zowanych systemow transportujacych.

W przeciwienstwie do blony zewngtrznej,
wewnetrzna blona mitochondrialna jest sil-
nie pofaldowana, przez co tworzy liczne,
bardzo zwigkszajace jej powierzchnie, wy-
pustki zwane grzebieniami mitochondrialny-
mi. Stopien pofaldowania wewnetrznej blo-
ny mitochondriow jest rézny w roznych
tkankach i zalezy od intensywnosci ich meta-
bolizmu oksydacyjnego. Blona ta sktada si¢
w 80% z bialek, a wérdd lipidow uwage zwra-
ca charakterystyczna dla niej kardiolipina.
W wewnetrznej blonie mitochondrialnej
znajduja si¢ kompleksy biatkowe zwigzane
z oddychaniem i oksydacyjng fosforylacja,
oraz szereg biatek transportujacych i kana-
tow umozliwiajacych selektywna i podlegaja-
cg regulacji przepuszczalno$¢ tej btony dla
wielu jonéw nieorganicznych, a takze dla
metabolitow takich jak substraty oddecho-
we, poSredniki metaboliczne, oraz nukleoty-
dy. Ponadto w obu btonach mitochondrial-
nych wystepuja bialka, ktérych funkcja
polega na transportowaniu licznych biatek
mitochondrialnych syntetyzowanych w cyto-
solu do odpowiednich przedzialéw w obre-
bie tych organelli. Bardzo ograniczona prze-
puszczalnosé wewnetrznej btony
mitochondrialnej lezy u podstaw mechani-
zmu oksydacyjnej fosforylacji. W istocie je-
dynymi substancjami przenikajacymi przez
te blone bez udzialu systemdéw transportuja-
cych, takich jak nosniki lub kanaly bionowe,
sa rozpuszczone gazy (np. tlen) oraz sub-
stancje silnie lipofilne.

Macierz mitochondrialna jest gestym
roztworem koloidalnym zawierajagcym
liczne bialka, m.in. enzymy katalizujace
mitochondrialne procesy metaboliczne,
w tym reakcje cyklu kwasow trikarboksy-
lowych, utleniania kwasow tluszczowych,
przemian aminokwasow, niektore reak-
cje glukoneogenezy i ureogenezy, i szereg
innych. Ponadto w macierzy mitochon-
drialnej znajduja sie bialka zwigzane
z replikacja oraz ekspresja mitochon-
drialnego DNA oraz bialka opiekuncze.

6/2007

co nowego w biologii

Fot. 1. Mitochondria tworza rozbudowane, dynamiczne
struktury zwane niekiedy siecig mitochondrialng. Zdjecie wyko-
nane z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej przedstawia
mioblast myszy z widoznymi mitochondriami (kolor zétty),
cytoszkieletem aktynowym (kolor niebieski) i jadrem komérko-
wym (kolor zerwony) (Fot. dr Joanna Szczepanowska, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego)

Jeszcze do niedawna panowat poglad, ze
mitochondria sa mniej lub bardziej owalny-
mi strukturami o okre§lonych rozmiarach
i wystepujacymi w dajace;j si¢ okresli¢ liczbie.
Dzisiaj wiemy, ze taki obraz mitochondriow
nie w petni odpowiada prawdzie. Dzieki no-
woczesnym technikom obserwacji struk-
tur subkomorkowych stwierdzono ponad
wszelka watpliwoS¢, ze mitochondria sa
dynamicznymi organellami, majacymi
zdolnoS¢ do odwracalnego laczenia si¢
(ang. fusion) w silnie rozbudowane
struktury przypominajace do pewnego
stopnia siateczke Srodplazmatyczna,
oraz do fragmentacji (ang. fission).

Wewnatrzkomdrkowa organizacja mito-
chondriéw nie jest jednakowa we wszystkich
komorkach. Na przyktad w hepatocytach do-
minuja mitochondria pofragmentowane
irozproszone w cytosolu, natomiast w komor-
kach HelLa widoczna jest zazwyczaj silnie roz-
budowana sie¢ mitochondrialna. Organizacja
mitochondriéw zalezy rowniez od stanu me-
tabolicznego komorek, a w przypadku komo-
rek podlegajacych podziatom takze od fazy
cyklu komoérkowego. Mechanizmy moleku-
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larne lezace u podstaw Iaczenia si¢ i fragmen-
tacji mitochondriéw nie sg do kofica poznane.
Wiadomo, ze fragmentacja przypomina two-
rzenie si¢ pecherzykow blonowych w czasie
endocytozy i, podobnie jak w endocytozie,
biora w niej udziat biatka o aktywnoSci enzy-
matycznej GTP-az, blisko spokrewnione
z wiladciwa dla endocytozy dynaming. Nie
jest tez jasne, co jest naturalnym bodzcem ini-
cjujacym zmian¢ wewnatrzkomorkowej orga-
nizacji mitochondriéw. Wiadomo, ze ich frag-
mentacja poprzedza podzial komorki, a takze
jest odpowiedzig na zaburzenia energetyczne
mitochondriéw oraz jest skorelowana z in-
dukcja apoptozy. Wydaje sie, ze procesy frag-
mentacji i scalania sieci mitochondrialnej
pozwalaja na utrzymywanie pewnego zrozni-
cowania w populacji tych organelli w komor-
ce, a rownoczes$nie umozliwiaja mieszanie si¢
i ujednolicanie zawarto$ci macierzy mito-
chondrialne;j.

Fosforylacja oksydacyjna

Mitochondria sa organellami wystepuja-
cymi w prawie wszystkich komorkach organi-
zm6w oddychajacych tlenowo (u ssakow wy-
jatkiem sa dojrzale erytrocyty). Ich
podstawow3 i najbardziej znang funkcjg jest
dostarczanie energii w formie dostgpnej dla
komorki i calego organizmu. Energia ta, uzy-
skiwana podczas utleniania zredukowanych
substratow, jest wykorzystywana do syntezy
ATP w procesie zwanym fosforylacjg oksyda-
cyjna. Dlatego mitochondria okreSlane sa
czesto jako ,,centra energetyczne” lub , sitow-
nie komorkowe”. Jest zrozumiale, ze wyste-
puja najliczniej w komorkach tych tkanek
i narzadow, ktore zuzywaja najwiecej energii,
takich jak mig$nie szkieletowe, serce, oSrod-
kowy uktad nerwowy, watroba.

Fosforylacja oksydacyjna jest procesem
sktadajacym si¢ z dwdch etapow. Pierwszym
z nich jest utlenianie substratow oddecho-
wych w faficuchu oddechowym. Polega to
na kontrolowanym, wielostopniowym prze-
kazywaniu elektronéw od zredukowanych
nukleotydow NADH (zredukowany dinu-
kleotyd nikotynoamidoadeninowy) lub FA-
DH, (zredukowany dinukleotyd flawinoade-

ninowy) na tlen czasteczkowy. Drugi etap to
silnie endoergiczna reakcja fosforylacji ADP
(adenozynodifosforan) z wytworzeniem
ATP (adenozynotrifosforan), katalizowana
przez mitochondrialng ATPaze zwana tez
syntazag ATP. W reakgji tej wykorzystywana
jest energia uwolniona w tancuchu oddecho-
wym i zakumulowana w formie dostepnej
dla ATPazy. Powstajacy w wyniku oksydacyj-
nej fosforylacji ATP jest no$nikiem energii
wykorzystywanym w komdrce w niezliczonej
liczbie energochionnych proceséw. Przyj-
rzyjmy si¢ teraz nieco blizej kolejnym eta-
pom oksydacyjnej fosforylacji.

tancuch oddechowy, czyli mitochondrialny
system transportu elektronow

Jak wspomniano wcze$niej, substrata-
mi wykorzystywanymi w lancuchu odde-
chowym s3 zredukowane dinukleotydy
NADH i FADH,. Zwiazki te maja bardzo
niski (ujemny) potencjal oksydoreduk-
cyjny, czyli sa silnymi reduktorami. Po-
wstaja przede wszystkim podczas glikolizy,
utleniania kwasow ttuszczowych oraz w cyklu
kwasu cytrynowego (cykl kwasow trikarbok-
sylowych, cykl Krebsa). Glikoliza zachodzi
w cytosolu i jest szlakiem przeksztalcaja-
cym glukoze w pirogronian. Towarzyszy
temu wytwarzanie NADH (oraz ATP w tak
zwanej fosforylacji substratowej, ktora nie
jest przedmiotem tego artykuiu). Dekarbok-
sylacja pirogronianu dostarczajaca acetylo-
-CoA (substrat dla cyklu kwasu cytrynowego)
oraz NADH zachodzi, podobnie jak cykl
Krebsa, w macierzy mitochondrialnej. W tym
samym przedziale komdrkowym zachodzi tez
utlenianie kwasow ttuszczowych, ktorego
produktami sa acetylo-CoA oraz NADH
i FADH,. Cykl kwasu cytrynowego jest
wspolnym koncowym szlakiem utleniania nie
tylko cukréw, ale i innych substratow energe-
tycznych takich jak aminokwasy i kwasy
tluszczowe. Ostatecznie s3 one wlgczane
do cyklu w postaci acetylo-CoA.

Produktami cyklu kwasow trikarboksylo-
wych sa: CO, (usuwany w wydychanym po-
wietrzu), jedna czasteczka GTP (fosforyla-
cja substratowa GDP) oraz zredukowane
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Wewnetrzna
btona
mitochondrialna

Rys. 2. Oddychanie mitochondrialne; cykl
kwasow trikarboksylowych i tancuch od-
dechowy. PC — karboksylaza pirogronia-
nowa, PDH — dehydrogenoza pirogronia-
nowa, GDH — dehydrogenaza
glutaminianowa, SDH — dehydrogenaza
bursztynianowa

nukleotydy (NADH i FADH,). Nukleotydy
te sa utleniane w taficuchu oddechowym.
Ostatecznie dochodzi do czteroelektrono-
wej redukeji O, i wytworzenia wody.
Lancuch oddechowy zfozony jest z ponad
80 rodzajow biatek zgrupowanych w czte-
rech kompleksach zwanych kompleksami
oddechowymi. Kompleksy I, III i IV sa inte-
gralnymi biatkami wewnetrznej btony mito-
chondrialnej, natomiast kompleks II, ktore-
go podjednostka jest dehydrogenaza
bursztynianowa (jeden z enzyméw cyklu
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Krebsa), jest zwigzany z wewnetrzng po-
wierzchnia wewnetrznej btony mitochon-
drialnej. Kompleksy oddechowe sa enzyma-
mi katalizujacymi  kolejno utlenianie
zredukowanych nukleotydow, redukcje
i utlenianie przekaznikow elektrondéw oraz
redukcje tlenu. Przekaznikami elektronow
sa ubichinon (koenzym Q, CoQ) redukowa-
ny przez kompleks I lub II oraz utleniany
przez kompleks III, jak rowniez cytochrom ¢
redukowany przez kompleks III i utleniany
przez kompleks I'V.
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Kolejne elementy tancucha oddechowego
sa uszeregowane zgodnie ze wzrastajacym
potencjatem oksydoredukcyjnym. Rdznica
potencjatow istniejaca pomigdzy dwoma
ukfadami oksydoredukcyjnymi jest miara
energii swobodnej, jaka jest uwalniana
w wyniku reakcji utleniania i redukcji.
W przypadku taficucha oddechowego rdz-
nica potencjaléw pomiedzy pierwszym do-
norem elektronéw (NADH) a ostatecznym
ich akceptorem (O,) wynosi 1,13 V. Odpo-
wiada to spadkowi energii swobodnej
0 217,7 kJ. Sekwencyjny system przeno$ni-
kow elektronéow pozwala na stopniowe
uwalnianie energii, co minimalizuje jej roz-
praszanie i podnosi efektywnos$¢ jej wyko-
rzystywania.

Kompleks I ma aktywnoS$¢ oksydore-
duktazy NADH-koenzym Q (dehydroge-
naza NADH). Jest to bardzo duzy enzym,
ztozony z ponad 40 podjednostek o tacz-
nej masie prawie 1000 kDa. W jego cen-

trum katalitycznym znajduje sie FMN
(mononukleotyd flawinowy) oraz centra
zelazowo-siarkowe. Kompleks I katalizuje
przeniesienie elektronéow na CoQ. Tej
dwuelektrodowej redukcji towarzyszy
przytaczenie 2 protonéw. CoQ jest tez ak-
ceptorem elektronéw pochodzacych
od FADH, zwigzanego z kompleksem II,
ktory sktada sie z 4 podjednostek, w tym
z podjednostki o aktywnosci dehydroge-
nazy bursztynianowej i — podobnie jak
kompleks I — zawiera centra zZelazowo-
-siarkowe. Donorami elektronéw dla CoQ
moze by¢ tez FADH, powstajacy w wyni-
ku utleniania  glicerolo-3-fosforanu
przy udziale dehydrogenazy glicerolo-3-
fosforanowej przytaczonej do zewnetrzne;j
powierzchni wewnetrznej btony mito-
chondrialnej, oraz FADH, powstajacy
w czasie utleniania kwasow ttuszczowych.
W tym drugim przypadku w procesie re-
dukcji CoQ uczestniczy tzw. flawoprote-

‘miedzybt

i e —

FADH, FAD

macierz mitochondrialna

ADP+Pi ATP

Rys. 3. Cztery kompleksy biatkowe fancucha oddechowego mitochondriéw oraz ATPaza zaznaczona jako kompleks V
(wg Letters in Drug Design & Discovery, 2004, tom 1, nr 3, str. 279-284)
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ina przenoszaca elektrony, znajdujaca si¢
w macierzy mitochondrialnej. Zreduko-
wany koenzym Q (UQH,) jest zwany ubi-
chinolem. Kompleks III (kompleks bc,)
faficucha oddechowego tworzy reduktaza
ubichinol-cytochrom c. Jest to dimer zbu-
dowany w sumie z 22 taficuchdw polipep-
tydowych. Zawiera kilka centrow zelazo-
wo-siarkowych oraz trzy czasteczki hemu.
Dwie z nich sa grupami prostetycznymi
w biatku zwanym cytochromem b (grupy
hemowe b, i by), a jedna w cytochromie
c¢;. Enzym ten katalizuje jednoelektrono-
wa reakcje redukcji cytochromu c. Reake;ji
tej nie towarzyszy przylaczanie protonu.
Przeptyw elektronoéw z ubichinolu na cy-
tochrom ¢ odbywa si¢ dwuetapowo. Jeden
z elektronow przechodzi z ubichinolu po-
przez centrum FeS na cytochrom ¢, a na-
stepnie na cytochrom c. Drugi elektron
redukuje najpierw grupe hemowa b, poz-
niej by, a nastepnie ubichinon do semichi-
nonu (rodnik). W kolejnym etapie jeden
z elektronow ubichinolu znowu zostaje
przeniesiony na cytochrom c¢ (poprzez
centrum FeS i cytochrom c¢,). Drugi elek-
tron, po zredukowaniu grupy hemowej b, ,
a nastepnie by, redukuje semichinon
z pierwszego etapu do ubichinolu. Ubichi-
nol zasila pule zredukowanych koenzy-
mow Q gotowych oddac elektron na kom-
pleks III. Ten do$¢ skomplikowany
mechanizm nosi nazwe cyklu Q.

Cytochrom ¢ znajduje si¢ w przestrzeni
miedzyblonowej mitochondriéw. Przypusz-
cza sie, ze jego pula jest niejednorodna;
czeS¢ cytochromu c¢ jest zwigzana przy
udziale kardiolipiny z powierzchnig we-
wnetrznej blony mitochondrialnej, a czg$¢
jest w postaci wolnej. Prawdopodobnie ma
to znaczenie w aktywacji przez mitochon-
dria jednej z drog apoptozy.

Kompleks IV zwany oksydaza cytochro-
mowa lub oksydaza koncowa katalizuje
przeniesienie elektronéw z cytochromu c
na tlen. Sktada sie z 13 podjednostek i za-
wiera dwie grupy hemowe: hem a i hem a,4
oraz trzy jony Cu (2Cu, i Cug). Pobranie
czterech elektrondw od cytochroméw c
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przez czasteczke O, powoduje wytworze-
nie dwoch czasteczek wody.

Ubocznym i nieuchronnym skutkiem
metabolizmu tlenowego jest wytwarzanie
przez mitochondria reaktywnych zwigzkow
tlenu (ang. Reactive Oxygen Species,
ROS), czasteczek z jednej strony poten-
cjalnie bardzo niebezpiecznych ze wzgledu
na ich wysoka reaktywno$¢, z drugiej jed-
nak wykorzystywanych w niektorych kaska-
dach sygnalowych. Szacuje sie¢, ze co naj-
mniej 0,2% tlenu zuzywanego przez
mitochondria w warunkach normalnych
jest przeksztatcana w ROS. W stanach pa-
tologicznych ilo$¢ ta moze znacznie wzro-
sng¢. Powstawanie ROS wynika z pewnego
rodzaju ,,nieszczelno$ci” fancucha odde-
chowego dla elektronéw.

Czesé¢ elektronOw zamiast wedrowac
od NADH do tlenu przez wszystkie ogniwa
faficucha oddechowego ,wydostaje si¢
z tancucha” i reaguje z tlenem w procesie
redukcji jednoelektrodowej, ktorej pro-
duktem jest anionorodnik ponadtlenko-

wy (0,7).

0,+e —> 0,

Miejsca wytwarzania anionorodnika po-
nadtlenkowego znajduja si¢ w I i III kom-
pleksie fancucha oddechowego. Wydaje sie,
ze udzial kompleksu I wzrasta w warun-
kach ograniczonego przeplywu elektronow
przez lancuch oddechowy, gdy dochodzi
do nadmiernego nagromadzania si¢
NADH. Z kolei wytwarzanie ROS przez
kompleks I1I jest zwigzane z wysoka aktyw-
noScia wspomnianego cyklu Q.

Anionorodnik ponadtlenkowy jest wyso-
koreaktywna czasteczka, ktora oprocz tego,
ze reaguje z wieloma sktadnikami komorki,
zapoczatkowuje calg seri¢ reakcji, ktérych
skutkiem jest powstawanie kolejnych ROS
takich jak nadtlenek wodoru i najbardziej
niebezpieczny rodnik hydroksylowy.

Powstawanie ROS jest zjawiskiem nor-
malnym. W prawidlowej komorce zwiazki te
sa efektywnie neutralizowane dzigki wyste-
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Rys. 4. Udziat oksydazy alternatywnej (AOX) w transporcie elektrondw przez roélinny tancuch oddechowy.

powaniu enzymOw antyoksydacjnych, takich
jak dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy
i peroksydazy, oraz drobnoczasteczkowych
»,wymiataczy” wolnych rodnikow, w tym wi-
tamin E, C, A, glutationu oraz nienasyco-
nych kwasow tluszczowych. Natomiast
w stanach patologicznych, ktorych przykta-
dem jest ischemia, a nastgpnie reperfuzja
(np. podczas epizodéw niedokrwiennych
serca i moézgu), szybkos¢ wytwarzania ROS
oraz powstawania zwigzanych z tym uszko-
dzen gwattownie wzrasta.

Jak juz weze$niej wspomniano, redukcji
tlenu przez NADH lub FADH, (co ma
miejsce w faficuchu oddechowym) towarzy-
szy uwalnianie energii. Nastepuje to stop-
niowo, w kazde] reakcji oksydoredukcji
skladajqcej si¢ na taficuch oddechowy. Ze-
by energia ta mogta by¢ w jakikolwiek spo-
sOb wykorzystana do syntezy ATP, nie mo-
ze ulec rozproszeniu, lecz musi by¢
zmagazynowana w postaci dostepnej dla
enzymu katalizujagcego te reakcje. Sposo-
bem zmagazynowania energii uwalnianej
w reakcjach oksydoredukcyjnych, zacho-
dzacych w mitochondriach jest zbudowanie

protonowego potencjatu elektrochemicz-
nego w poprzek wewnetrznej bfony mito-
chondrialnej. Reakcjom utleniania i reduk-
cji zachodzacym w kompleksach I, IIT i IV
towarzyszy wypompowywanie protonow
z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni
miedzybtonowej. Na kazda przeniesiong
pare elektronowa kompleksy oddecho-
we I i III wypompowuja po 4 jony wodoru
(H"), a kompleks IV tylko 2H". A zatem
utlenieniu jednej czasteczki NADH towa-
rzyszy wypompowanie z macierzy mito-
chondrialnej w sumie 10 protonéw. Jezeli
donorem elektronéw jest FADH,, liczba
wypompowanych jonéw wodorowych wy-
nosi 6 (ominiety jest kompleks I).

A zatem istot¢ dziatania fancucha odde-
chowego sprowadzi¢ mozna do tego, ze jest
on pompa protonowa, ktdra wykorzystujac
energie uwalniang podczas reakcji oksydo-
redukcyjnych, wytwarza roznice stezen jo-
néw wodorowych (protondéw) w poprzek
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Po-
wstaly potencjat elektrochemiczny proto-
néw, zwany tez sila protonomotoryczna,
ma dwie sktadowe. Jedng z nich jest skta-
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dowa chemiczna, w przypadku roznicy ste-
zenia jonéw wodoru wyrazana jako rdznica
pH, druga za$ skladowa elektryczna wyni-
kajaca z nierébwnomiernego rozmieszcze-
nia fadunkéw. W normalnych mitochon-
driach réznica pH po obu stronach btony
wewnetrznej wynosi ok. 0,5 jednostki (niz-
sze pH po zewnetrznej stronie blony),
a rOznica potencjalu elektrycznego osiaga
warto$¢ 180-220 mV (ujemny wewnatrz).
Potencjat elektrochemiczny jonéw wodoru
jest forma zmagazynowania energii, jaka
zostata uwolniona podczas oddychania.
Energia ta jest nastgpnie wykorzystywana
do syntezy ATP.

Przedstawiony powyzej opis lancucha
oddechowego odnosi si¢ do komdrek zwie-
rzecych. Chociaz ogodlna zasada dziatania
mitochondriéw jest taka sama u wszystkich
organizmdw, tancuch oddechowy mito-
chondriéw ro$linnych wykazuje pewne do-
datkowe cechy. Mitochondria komorek
zwierzgcych sa wrazliwe na cyjanki, ktore
hamuja aktywno$¢ kompleksu IV, unie-
mozliwiajac tym samym redukcje tlenu
iwytwarzanie ATP. Tym tlumaczy si¢ wyso-
ka toksyczno§¢ cyjanku dla zwierzat. Do-
chodzi wtedy nie tylko do zatrzymania pro-
dukcji ATP, ale takze do nagromadzania
zredukowanych przeno$nikow elektrondw
faficucha oddechowego. Powoduje to defi-
cyt energetyczny oraz zwicksza wytwarzanie
reaktywnych form tlenu. W mitochondriach
roSlinnych istnieje system pozwalajacy
na uniknigcie toksycznego dziatania cyjan-
ku na oksydacyjna fosforylacje, chociaz od-
bywa sie to kosztem efektywnosci tego pro-
cesu. Jest to mozliwe dzigki enzymowi
zwanemu alternatywna oksydaza (AOX).
Jest on umiejscowiony w wewnetrznej blo-
nie mitochondrialnej i wlacza si¢ w taficuch
oddechowy na etapie migdzy komplek-
sem II a III. Biatko to zdolne jest do prze-
noszenia elektronéw z ubichinonu bezpo-
§rednio na tlen, z wytworzeniem wody.
Droga ta, zwana droga alternatywna, po-
zwala na ominigcie zablokowanych kom-
pleksow III i/lub IV tafcucha oddechowe-
go. OczywiScie aktywna jest wtedy tylko
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jedna pompa protonowa zwigzana z kom-
pleksem I, co obniza wydajnos¢ energetycz-
na taficucha oddechowego. Oksydaza alter-
natywna nie jest aktywna w sposob ciagly.
Jej aktywacja (na poziomie ekspresji) jest
uruchamiana wtedy, gdy wzrasta stg¢zenie
NADH oraz zwigksza si¢ stres oksydacyjny
zwigzany z nadprodukcja reaktywnych form
tlenu. Dodatkowe znaczenie ma wzrost
temperatury. Obecno$¢ alternatywnej oksy-
dazy w mitochondriach roSlinnych jest ro-
dzajem przystosowania roslin do potencjal-
nej ekspozycji na cyjanki, ktora jest
zwigzana z wystepowaniem w komorkach
ro§lin glikozydéw cyjanogennych. Zwiazki
te ulegajg rozkladowi z wydzieleniem tok-
sycznego cyjanku pod wplywem enzymow
( -glikozydazydaz) uwalnianych w komor-
ce roSlinnej, w wyniku jej uszkodzenia np.
przez zwierzeta roslinozerne. Moze mie€ to
znaczenie ochronne dla roSlin ze wzgledu
na toksyczno$¢ cyjankéw dla mitochon-
driéw zwierzecych. Natomiast obecnos¢ al-
ternatywnej oksydazy zapewnia komorkom
roSlinnym bezpieczenstwo.

Synteza ATP

Mitochondrialna syntaza ATP jest cza-
sem nazywana kompleksem V, chociaz
— jak wspomniano przed chwilg — nie nale-
zy do lancucha oddechowego. Enzym ten
umozliwia kontrolowane ,roztadowywa-
nie” potencjatu protonowego w taki spo-
sOb, ze uwalniana energia jest wykorzysty-
wana do  energochtonnej reakcji
fosforylacji ADP do ATP. W czasie tej re-
akcji protony ,,przeplywaja” przez syntaze
ATP zgodnie z gradientem elektroche-
micznym, a zatem z powrotem do macierzy
mitochondrialnej. Zalezno$¢ miedzy sila
protonomotoryczng powstajaca podczas
oddychania, a synteza ATP jest podstawa
teorii chemiczno-osmotycznego sprzeze-
nia, zaproponowanej przez Petera Mitche-
la w 1961 roku, za ktérg siedemnascie lat
pOzniej otrzymal Nagrode Nobla. Nalezy
zwrOci¢ uwage, ze zwigzek miedzy tancu-
chem oddechowym a ATPaza ma charak-
ter funkcjonalny. W warunkach doswiad-
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czalnych mozna wytworzy¢ gradient proto-
nowy w poprzek sztucznej biony lipidowe;j
bez udziatu tancucha oddechowego. Synta-
za ATP wbudowana w t¢ btone (jako jedy-
ne biatko) jest w stanie katalizowaé fosfo-
rylacic ADP do ATP. Dowodzi to, ze
syntazie ATP jest ,,wszystko jedno”, jak po-
wstata wykorzystywana przez nia rdznica
stezen protonéw w poprzek biony.

Syntaza ATP jest kompleksem enzyma-
tycznym ztozonym z dwoch podjednostek.
Podjednostka F jest integralnym biatkiem
blonowym umozliwiajacym przeplyw proto-

néw z przestrzeni mig¢dzybtonowej do ma-
cierzy mitochondrialnej, natomiast podjed-
nostka F1, zlokalizowana na powierzchni
btony, ma aktywno§¢ katalityczna. Na obra-
zach uzyskanych dzieki mikroskopii elek-
tronowej syntaza ATP ma wyglad grzybka,
z kapeluszem sterczacym poza blona
po stronie macierzy mitochondrialnej,
i trzonkiem w znacznej czeSci zanurzonym
w wewnetrznej blonie mitochondrialne;.
Podjednostka F_ jest zbudowana z trzech
rodzajow tancuchéw polipeptydowych: a, b
oraz c. 10 faficuchdw c tworzy wewnatrzbto-

Rys. 5. Budowa syntazy ATP (wg. http://www.depts.ttu.edu/chemistry/faculty/weber/NSMB1c2.jpg)
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Rys. 6. Model dziatania syntazy ATP wg

ADP+

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255atp/ATPase/ATPase_files/mechaction.jpg

nowy pierScieni, podczas gdy tancuchy
a oraz b sa umieszczone niesymetrycznie,
faczac wspomniany pierScien z ,kapelu-
szem” utworzonym przez podjednostke F1.
Podjednostka F1 jest zbudowana z pigciu
rodzajow tancuchéw polipeptydowych («, 8,
v, 0, ). Lancuchy « i tworza ,,szczyt kape-
lusza” i s3 polozone naprzemiennie jako 3
uktady af. To wtasnie taficuchy § tworza
centra katalityczne enzymu.

Natomiast taficuchy peptydowe y oraz
& tworzg tacznik migdzy pierScieniem utwo-
rzonym przez biatka c podjednostki F,
z kompleksem tancuchéw peptydowych af.

Wyjasnienie mechanizmu dziatania tak
skomplikowanego enzymu zostalo wyroz-
nione w 1997 roku Nagroda Nobla. Uwaza
si¢, ze kazdy z trzech tancuchéw peptydo-
wych b moze przyjmowaé trzy stany kon-
formacyjne, stan otwarty ,,O” (o niskim po-
winowactwie do ATP), w ktérym powstate
ATP opuszcza centrum aktywne, stan ,,L.”,
w ktorym substraty zwigzane sa ,,luzno”,
czyli ze stosunkowo niskim powinowac-
twem i w pewnym oddaleniu od siebie, stan
» 17, w ktorym substraty zwigzane sg silnie
i zblizaja si¢ do siebie, stwarzajac uktad
przestrzenny, sprzyjajacy reakcji. W stanie
,» 1 dochodzi do syntezy ATP. W czastecz-
ce syntazy ATP kazdy z 3 taficuchdéw b wy-
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stepuje w danym momencie w innej kon-
formacji. Podczas dzialania enzymu sta-
ny konformacyjne lancuchow § zmie-
niaja sie cyklicznie w sekwencji
T — O — L. Gdy utworzone ATP odlacza
si¢ od fancucha g, ktory witasnie uzyskat
konformacje ,,0”, sasiedni faiicuch f przyj-
muje forme ,, T”, a jeszcze wczesniejszy ule-
ga przeksztalceniu z ,,O” w ,,L.”. W efekcie
synteza jednej czasteczki ATP wymaga od
podjednostki B przejScia pelnego cyklu
przemian konformacyjnych. Poniewaz
w tym samym czasie ulegaja przeksztatce-
niom trzy takie podjednostki, to w istocie
petnemu ,,obrotowi” towarzyszy, zgodnie
z ponizsza reakcja, fosforylacja 3 czaste-
czek ADP.

ADP* + Pi*” + H* === ATP* + H,0

Stowo ,,0br6t” nie zostato tu uzyte przy-
padkowo, bowiem zgodny z rdznica stezen
przeplyw protondw przez specyficzny kanat
utworzony przez podjednostke F, wymusza
obrot pierScienia zfozonego z afcuchow
peptydowych c, a wraz z nim obr6t tancu-
cha peptydowego y. Ten za§, zanurzony
w ,kapeluszu” ATPazy utworzonym przez
peptydy af, powoduje zmiany konformacji
tancuchow peptydowych . Innymi stowy
energia zawarta w potencjale protonowym
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jest wykorzystana do spowodowania takich
zmian konformacyjnych w bialku syntazy
ATP, ktore prowadza do polaczenia fosfo-
ranu nieorganicznego z ADP z jednoczesna
eliminacja wody. Zgodnie z uznang stechio-
metrig tego procesu do wytworzenia jednej
czasteczki ATP konieczne jest, by przez
podjednostke F, syntazy ATP przeptynely
trzy protony. A zatem, taczac stechiometrie
fancucha oddechowego ze stechiometrig
syntazy ATP, mozna przyjac, ze przeniesie-
nie jednej pary elektronow z NADH na tlen
umozliwia synteze ok. 3 czasteczek ATP,
az FADH, ok. 2 (bardziej precyzyjne obli-
czenia wskazuja, ze liczby te wynosza odpo-
wiednio 2,51 1,5).

Kierunek rotacji peptydu y podczas syn-
tezy ATP jest przeciwny do kierunku ruchu
wskazowek zegara (jezeli patrzymy od stro-
ny blony mitochondrialnej). W pewnych
sytuacjach, gdy mitochondria sg zdeenergi-
zowane, tzn. pozbawione potencjatu bto-
nowego, ale wewnetrzna btona mitochon-
drialna jest nadal nieprzepuszczalna dla
protondw, mozliwe jest zachodzenie proce-
su przeciwnego: syntaza ATP katalizuje hy-
droliz¢ ATP z jednoczesna segregacja pro-
tonébw w poprzek blony. A zatem enzym
ten moze dziata¢ jako pompa protonowa

DOBRZE, ZE HOJE MITOCHONDRIA NIE PUTRAFTA MONIC...

wytwarzajaca protonowy potencjat elektro-
chemiczny kosztem energii uwalnianej
podczas hydrolizy ATP. W takim przypad-
ku rotor y obraca si¢ w przeciwnym kierun-
ku niz podczas syntezy ATP.

Zwiazek migdzy oddychaniem (trans-
portem elektronéw w lancuchu oddecho-
wym) a synteza ATP (lub hydroliza ATP,
ktorej towarzyszy odtwarzanie potencjatu
blonowego) zachodzi pod warunkiem, ze
mitochondria sg sprzgzone. Oznacza to, ze
taficuch oddechowy wykonuje pracg wbrew
powstajacemu potencjalowi btonowemu.
Jezeli potencjat ten nie jest roztadowywany
w sposdb kontrolowany (np. wykorzystywa-
ny do syntezy ATP), osigga tak duzg war-
to$¢, ze skutecznie przeciwstawia si¢ dal-
szemu wypompowywaniu  protondow.
W takich warunkach transport elektronéw
w fancuchu oddechowym ustaje. Jezeli bto-
na mitochondrialna stanie si¢ przepusz-
czalna dla protonéw, mitochondria sg roz-
przezone. Szybko$§¢ oddychania jest wtedy
bardzo duza, poniewaz taficuch oddechowy
nie wykonuje pracy przeciwko potencjato-
wi protonowemu. Oczywiscie synteza ATP
nie zachodzi. W warunkach naturalnych
potencjal wewnetrznej biony mitochon-
drialnej jest stale wykorzystywany do synte-
zy ATP i stale odbudowywany
przez tanicuch oddechowy. Ustala
si¢ pewien stan réwnowagi mig-
dzy tymi procesami.

W badaniach oksydacyjnej fos-
forylacji szczeg6lne znaczenie ma
stosowanie substancji, ktore
w sposOb selektywny wplywaja
na poszczeg6lne etapy tego pro-
cesu. Wyrdznia si¢ wérdd nich in-
hibitory taficucha oddechowego
(inhibitory transportu elektro-
néw), inhibitory ATPazy oraz
substancje rozprzegajace. Inhibi-
tory fancucha oddechowego ha-
muja przeplyw elektronoéw i wy-
kazuja specyficzno$¢ w stosunku
do poszczegdlnych kompleksow
oddechowych. I tak inhibitorami
kompleksu I sg rotenon, amytal
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