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Az 1940-es évektdl a sejtbiolégiai ismeretek szaporodasaval egyre inkabb

elgtérbe keriiltek a mitokondriumokban és mas biolégiai membranokban zajlé
energia-atalakité folyamatok. A fG probléma: a szubsztratok oxidativ lebon-
tasabol szarmazé energia hogyan alakul at magas energiaji kémiai kotéssé,
azaz ATP-vé? Kezdetben a glikolizis soran végbemend, szubsztrat-szinti
foszforilaciohoz hasonl, tisztan kémiai mechanizmust tételeztek fel (SLATER
1953). Eszerint a légzési lanc valamelyik tagjabol magas energiaju vegyiilet
keletkezik, amelyrél egy vagy tobb intermedieren keresztiil végiilis ADP-re
keriil at a magas energiaju kotés. Ezen id6szakban a kutatasok foként magas
energiaji, kovalens kotéseket tartalmazé kozti termékek kimutatasara ira-
nyultak. Részben ezen prébalkozasok sikertelensége vezette Mitchellt arra
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1. d@bra. A Mitchell-teéria tdmogatéi (fekete téglalapok) és ellenzdi (iires téglalapok) MiTCHELL
1976 nyomaén
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68 LIGETI ERZSEBET

hogy alapjaiban dj mechanizmust keressen. Kemiozmotikus elméletében a
légzési lanc és az ATP szintézis kozotti kapocs nem egy kémiai vegyiilet,
hanem a membran két oldala kozott kialakulé elektrokémiai potencial-kiilonb-
ség. Ez volt az a merdben 1j gondolat, amely olyan sok vitat valtott ki, s
amelyet — mint az 1. abra mutatja — csak igen lassan fogadtak el a kutatdk.
S bar az utobbi években az elmélet alapjait mar senki sem kérdgjelezte meg, a
részletes elképzelés koriill — mint a késGbbiekben latni fogjuk — tovabbra is
élénk vita folyik.

A kemiozmotikus elmélet lényege

Az elsé kozleményben (MiTcHELL 1961) 4 postulatumban foglalta
ossze az elméletet.

1. A mitokondrium belsé membrinjaban egy anizotrép ATP-az rend-
szer foglal helyet, amelynek aktiv centruma H" ionok szamara csak a membran
egyik oldala fel6l megkozelithet, OH~ ionok szaméra viszont csak a masik
oldal fell. Igy az enzim miikodésével kapesolatban H* vandorlas jon létre
a membran altal elvalasztott két vizes fazis kozott, ami HT elektrokémiai
potencial-kiilonbség kialakulasdhoz vezet. Ez egyben azt is jelenti, hogy az
enzim miikodésének iranyat a két vizes fazisban fennallo H' elektrokémiai
aktivitas aranya fogja meghatarozni. MITcHEUL 1961 szamitasai szerint
ahhoz, hogy az ATP/ADP arany 1 legyen, a membran két oldala kézott 7
egység pH-kiilonbségnek vagy 420 mV membranpotencialnak kell kialakulnia
(ezen szamitasokhoz az anorganikus foszfat koncentraciéjat 10 mM-nak vette).

2. A membranban elhelyezked§ oxido-redukciés rendszer (a légzési lanc)
mikézben a szubsztrathél szirmazé elektronokat az oxigénhez juttatja el,
egyidejlileg H"-kat mozgat a membranon keresztiil, s igy H" elektrokémiai
potencial-kiilonbséget alakit ki a két vizes fazis kozott.

3. A membran ion-transzlokatorokat is tartalmaz, amelyek 1:1 aranyu
H"-kation vagy OH~-anion kicserélést végeznek. Ezek miikodése a fennallo
pH-kiilonbség csikkenését és a membran-potencial névekedését eredményezi.

4. Az el6bbi 3 rendszer toltott részecskék szamara igen alacsony permea-
bilitasi membranban foglal helyet. Ha a membran H"-permeabilitasa foko-

Réviditések

ATP  — adenozin-trifoszfat

ADP — adenozin-difoszfat

BLM — black lipid membrane

BM — n-butil-malonat

DNP — 2.4-dinitrofenol

DTT — dithiothreitol

FCCP — p-trifluormetoxi(karbonilcianid)fenilhidrazon
NAD — nikotinsavamid-adenin-dinukleotid

NEM — N-etilmaleimid

TMPD — N, N, N’, N’-tetrametil-1H-fenilendiammoniumdiklorid
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z6dik, a rendszer hatékonysaga romlik és szétkapcsolas jon létre. Ezt lipid-
oldékony reagensek (pl. DNP) okozhatjak, amelyek H* vagy OH—- ionok
ekvilibralodasat teszik lehet6vé a membranon keresztiil.

A kemiozmotikus elmélet alapjan érthetd, miért voltak sikertelenek a
magas energiaji intermedierek kimutatéasara iranyulé kisérletek. Legnagyobb
elénye azonban, hogy megmagyarazza, az oxidativ és a fotoszintetikus foszfori-
lacié miért kotott membran strukturahoz.

MircHELL 1961-ben az egész teériat elméleti megfontolasokra alapozta, a
kisérleti bizonyitas tobb, mint 10 évig tartott. Néhany alapvetd kisérleti adat
birtokaban (MiTcHELL és MoyvLE 1965) 1966-ban részletesebb formaban is
kifejtette elképzeléseit (MrTcHELL 1966), amelyben mar az oxidoredukciés
lanc H*-transzlokalo miikodésének mechanizmusara is kitért. A légzési lanc
— a 2. abran lathat6 médon — két részbdl allna: egy H-t transzportalé (R)
és egy elektront transzportalé (M) ésszetev6bdl, amelyek a membranban hur-
kot képeznek. A H-karrier tehat a membran belsé oldalan atvesz 2 H atomot
az oxidalandé szubsztrattél. A kiilsg felszin kozelében 2 elektront atad a légzé-
si lanc kovetkezd, elektront szallité tagjanak, 2 H' iont pedig kipumpal a
mitokondriumon kiviili térbe. Onmaga oxidalt allapotban visszatér a membran
belsd felszinére. Az elektron-karrier viszont a belsd felszin kézelében adja at a
2 elektront az oxigénnek és oxidalt allapotaban a kiilsé felszin felé halad. Vég-
eredményben 2 H' tiint el a bels§ térbdl, és 2 H jelent meg a mitokondriumon
kiviili térben. A folyamat kézben 1 molekula ATP termelddik. A 3. abra mu-
tatja ezt az elképzelést az egész 1égzési lancra alkalmazva. Lathaté, hogy NAD-
fiigg6 szubsztrat esetén (3A abra) a légzési lanc 3 hurkot képez, s mikézben
2 elektront juttat el a szubsztratrél az oxigénre, dsszesen 3 X 2 =6 HT-t
pumpal ki és 3 molekula ATP-t szintetizal. Szukcinat szubsztrat esetén (3B
abra) viszont csak 2 hurkot képez és dsszesen 4 H' jelenik meg a kiils6 térben,
mikozben 2 molekula ATP keletkezik. A 1égzési lanc H ' -transzportalé miiko-
désének ezen elképzelése a ,,hurok-teéria’, amelynek lényege tehat, hogy 2
elektron végighaladasa a szubsztrattél az oxigénig hurkonként 2 H* kipumpa-
lasaval jar egyiitt. Egy hurok tulajdonképpen 1 molekula ATP szintézisének
megfelel energiat biztosit, tehat ez in. magas energiaji hely — angol kifejezés-
sel ,,site’” —, roviditve ~.

Mitchell elképzelése szerint az ATP-az rendszer hasonléan szigorui
sztochiometriaval, de a légzési lanccal ellentétes iranyban miikédik. Tehat
amennyi H* jelenik meg a szubsztrat-oxidacié soran a kiils6 térben, ugyanannyi
keriil vissza az ATP-az rendszeren keresztiil az ATP szintézise soran. Fennall
tehat a kovetkezi egyenlGség:

ATP _ H*/O
O  H*Y/ATP
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2. dbra. A transzmembrin H* -transzport Mitchell-féle hurok-teériaja. MiTCHELL 1966 nyoman
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3. d@bra. A mitokondrium légzési lanca a hurok-teéria alapjan. GREVILLE 1969 nyomén

A H*[~ =2 arany feltételezése egyben azt is jelenti, hogy Mitchell
szamitasai szerint az ATP/ADP =1 arany eléréséhez a membran két oldala
kozotti 3,5 egységnyi pH-kiilonbség vagy 210 mV membréan-potencial kialaku-

lasa is elegendd.
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A kemiozmotikus elmélet bizonyitékai

1. A H" -transzlokdlé AT P-dz rendszer

Az ATP lebontas soran torténé H'-vandorlast els6ként MITCHELL mér-
te meg (MiTcHELL és MoYLE 1965). Kis mennyiségli ATP hozzaadasa utan
a kiils6 kozeg pH-valtozasat regisztraltak. Négy kisérlet atlagaban — bonyo-
lult korrekciék utan — tgy talaltak, hogy 1 molekula ATP elbontasa soran
1,88 H' jelenik meg a kiilsé kérnyezetben, tehat a H*/ATP arany kerekitve
2 volt.

2. A légzési lanc H -transzportdlé miikodése

Ezen a téren szintén MiTcHELL kozdlte az elsd kisérleteket (MITCHELL és
MovyLE 1965, 1967b). Anaerob, szubsztratot tartalmazé mitokondrium-szusz-
penziéhoz kis mennyiségi oxigént adtak, és mérték a kiilsé kozeg pH-valto-
zasat (4. abra). A kezdeti gyors savanyodas a légzéssel kapcsolatos H*-ki-
pumpalasnak, az ezt kovets lassi ligosodas pedig a membranon keresztiil
torténd fokozatos H' -visszadramlasnak felel meg. Az ordinatdn mar a H/O
érték is fel van tiintetve, f-hidroxibutirat szubsztrat esetén ez 5,45 volt (4A ab-
ra). A kezdeti H"-visszaaramlast is korrekcioba véve 16 kisérlet atlaga 5,90
+ 0,33. Szukcinat szubsztrattal a H' /O érték 4,07 4- 0,11. A 4C abra ugyanezt
a kisérletet mutatja Triton X-100 detergens jelenlétében, tehat elroncsolt
membran struktiran, ahol az oxigén hozzaadasa nem okoz pH-viltozast.
Mivel 1 atom oxigén elhasznalasaval p-hidroxibutirat esetén 3, szukcinat
esetén 2 molekula ATP termel6dik, a H"/~ arany mindkét szubsztratnal
2. Tulajdonképpen ezekre a kisérletekre alapozta Mitchell a hurokteériat.
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4. dbra. Oxigén hatdsdra létrejové mitokondridlis H* -ejectio. A kizeg tartalmaz: a. szubszt-
ratot, b. szubsztritot és szétkapcsolé szert, c. szubsztratot és Triton X —100 detergenst.
MrrcHELL and MoyLE 1965 nyomén
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SKULACHEV és munkacsoportja bizonyitotta be, hogy mind szubsztrat-
oxidacié, mind ATP-hidrolizis soran izolalt mitokondriumokban és szubmito-
kondrialis partikulumokban egyarant kialakul membran-potencial (GriNIus
et al. 1970, BAKEEVA et al. 1970). Kémiailag igen kiilonb6zG szerkezetd,
szintetikus lipid-oldékony kationok és anionok felvételét mérték. A mitokondri-
um membran energizalasa (barmilyen oxidalhaté szubsztrattal, vagy ATP-vel)
kation-felvételt és a kiils6 kizeg savanyodasat eredményezte, ilyenkor az
elgzetesen akkumulalt anion leadasa is megtortént. Deenergizalas (a légzés
gatlasa, vagy oligomycin adasa ATP-energizalas esetén, vagy szétkapcsolé
anyag jelenléte) mindezeket a folyamatokat megforditja. Szubmitokondrialis
partikulumokban az energizalas anion-felvételt és a kozeg ligosodasat okozza
— odsszhangban avval, hogy ezen részecskék membranja az intakt mitokond-
riumhoz képest ki van forditva. Mindkét kisérleti objektum esetén csak az
ion toltése volt lényeges, igen kiilonb6z6 kémiai szerkezetd ionokkal reprodukal-
hatok voltak a jelenségek. Tehat az energizalas hatdsara a membran két oldala
kozott kialakulé elektromos potencial-kiilonbség az ion-felvétel hajtéereje.

A szintetikus kationok 1égz6 mitokondriumokon ugyanolyan hatasokat
hoztak létre, mint amit korabban mar Ca?>"-felvétel (Cmance 1965), ill.
valinomycinnel indukalt K*-akkumulacié (osszefoglalva PRrEssMAN 1976)
soran leirtak: atmeneti légzésfokozodas és NADH-oxidacid, egyidejd H™-
ejectio és permeal6 anion jelenlétében duzzadas. Ez viszont arra enged kovet-
keztetni, hogy a természetes és a szintetikus kationok felvétele hasonlé mecha-
nizmussal megy végbe.

A H" elektrokémiai potencial-gradiens két osszetevdjét — a pH-kii-
Iénbséget és a membran-potencialt — elGszor MiTcHELL prébalta megmérni
(MitcHELL és MoYLE 1969) — erdsen indirekt médszerekkel. A késGbbi

években finomabb technikak terjedtek el mind a /lpH, mind a membran-po-
tencial mérésére (RoTTENBERG 1975). Bar az abszolit értékek az egyes
szerzoknél jelentGsen eltérnek, abban megegyeznek a kozlemények, hogy
légz6 mitokondriumban 100 mV nagysagrendii, belill negativ membran-po-
tencialt és 0,3—0,8 egységnyi pH-kiillonbséget (kiviil savanyid) talaltak.

3. Ion-karrierek a mitokondrium membranjaban

Az 1960-as évek masodik felében egymas utan irtak le a kiilonbozs
ion-transzportalé rendszereket a mitokondrium membranban: a foszfat
karriert (FonY6 és BEssmaAN 1968, Fonyd 1968, TyLer 1968, TyLEr 1969),
a di- és a trikarboxilat karriert (CHAPPELL és HAaArHOFF 1967, MEIJER 1971),
az adenin-nukleotid karriert (BRUNI 1966, CHAPPELL és CROFTS 1965, dssze-
foglalva Fonyé et al. 1976). Ezek mind kicseréléses diffuziét végeznek, a
kovetkezo specificitassal:

MTA Biol. Oszt. Kozl 23 (1980)
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foszfat-karrier H,PO; — OH-
kicserélés
H,PO, — H, PO,
dikarboxilat-karrier dikarboxilat?~ — dikarboxilat2—

dikarboxilat?>~ — HPO?Z~ kicserélés

trikarboxilat-karrier trikarboxilat>~ — trikarboxilat?—

trikarboxilat?— — dikarboxilat?—
adenin nukleotid-karrier ADP3~ — ATP4~ kicserélés

Erdemes megfigyelni, hogy a foszfat-karrier miikédésével a foszfat transzport
iranyaba még egy H™ transzportja is torténik (HoEk et al. 1971), az adenin
nukleotid-karrier miikodése pedig egy elektromos t6ltést mozgat a membréanon
keresztiil (LANOUE et al. 1978, KLINGENBERG és ROTTENBERG 1977). A tsbbi
karrier nem okoz sem elektromos, sem pH-valtozast a membran két oldala
kozott.

4. Az alacsony permeabilitasii membrdn

A mitokondrium membran H'-permeabilitasat elgszor MiTCHELL mérte
meg (MircHELL és MoYLE 1967a): légzés-gatolt mitokondrium szuszpenzié
pH-jat regisztralta, s kis adag savval vagy liggal létrehozott pH-valtozas
lassii lecsengésébdl szamitotta a membran H'-konduktivitasat. pH = 7,2-nél
0,45 pohm/cm? értéket kapott, ami az ismert természetes membranok koziil
messze a legalacsonyabb.

Masrészt a szétkapesolé anyagok hatasat tanulmanyoztak. MITCHELL
és MoYLE 1967a mérései szerint DNP valamint FCCP mintegy 10—15-széré-
sére fokozta a mitokondrium membrian HT-konduktivitasat. A 4B abra is
mutatja, hogy FCCP szétkapcsolo jelenlétében alkalmazva az oxigén-pulzust,
lényegesen kisebb pH-valtozast tapasztalunk, a lecsengés fazisa viszont je-
lentdsen gyorsabb.

Masok mesterséges lipid membranokban vizsgaltak a szétkapesolé anya-
gok hatasat, és az elektromos vezetGképesség fokozodasat észlelték (CHAPPELL
és Haarmorr 1967, BieLawskI et al. 1966, TiNc et al. 1970) amelyet a
H*-permeabilitas novekedésével lehetett magyarazni (HoPFER et al. 1968).
SKULACHEV et al. 1967 még korrelaciot is talalt a H'-permeabilitast fokozé
és a szétkapcesolo hatas kozott.

Latjuk tehat, hogy MiTcHELL mind a négy posztulatuma az évek folya-
man igazolédott, mindaz, amit 1961-ben elméleti megfontolasok alapjan irt
le, kisérletes bizonyitast nyert.
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Vitak a H" |~ sztochiometria koriil

A MircHELL altal mért (MiTcHELL és MoYLE 1965, 1967b) majd
a hurok-teériaba beillesztett H™/~ = 2 arany koriil az utébbi években igen
élénk vita alakult ki.

A szerz6k egy része termodinamikai megkozelitésbgl indul ki (SLATER
et al. 1973, NicmorLLs 1974, 1977, WIECHEMANN et al. 1975, ROTTENBERG
1975). Megmérték a mitokondrium belsé membranjianak két oldala kozott
kialakulé H* elektrokémiai potencial-kiilsnbséget (Apn+) valamint ugyan-
ezen korilmények kozott az ADP, ATP és az anorganikus foszfat koncentra-
ciéjat, ez utébbiakbdl szamitottadk az ATP-szintézishez sziikséges szabad-
energia véltozast (a foszforilaciés potencialt). Ugy talaltik, hogy 2HT/~
aranyt feltételezve, a létrejott Aup+ nem biztositja az ATP-szintézishez
sziikséges energiat.

A kutaték masik része az ion-transzport folyamatok vizsgalata alapjan
vonta kétséghe a H* |~ = 2 sztochiometriat. E vizsgélatok nagy részét LEH-
NINGER munkacsoportja kozolte.

BRAND et al. 1976b negismételték MiTCHELL méréseit (MITCHELL és
MovLE 1965, 1967): anaerob mitokondrium-szuszpenziohoz oxigént adtak,
és mérték a kiilsé kozeg pH-valtozasat (5. abra). A légzés soran torténd
H*-kipumpalas azonban csak akkor mérhets helyesen a kiilsé kézeg pH-val-
tozésa alapjan, ha minden mas, H7'-mozgassal kapcsolatos folyamatot ki-
kiiszéboliink. A foszfat-karrier mar emlitett sajatsaga (H,POy — OH— ki-
cserélés) miatt kezdték az emlitett szerzik az anorganikus foszfat szerepét
vizsgalni a H*/~ meghatarozasban. Az 5. abra gorbéi oxigén-pulzus utan
észlelhetd pH-valtozast mutatnak miikods (5A és 5B) és NEM-del gatolt
(5C és 5D) foszfat-karrier esetén. A regisztratumon is lathaté, hogy C és D

\\
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5. dbra. Oxigén hatédsara létrejové mitokondridlis H* -ejectio. A, B: miikodd foszfat-karrier,
C, D: NEM-del gatolt foszfat-karrier. BRAND et al. 1976b nyomaén
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6. dbra. A H* [site ardny a foszfat-karrier aktivitdsdnak fiiggvényében. BRAND et al. 1976b
nyoman

gorbék magasabbak, mint A és B giérbék, tehat ugyanannyi oxigén hozziadasa
utan NEM jelenlétében tsbb H™ megjelenése mérhetd az extramitokondrialis
térben. A kezdeti H'-visszaaramlast is korrekciéha véve A és B esetben a
H*/~ =2, C és D esetben viszont H"/~~ = 3. Meggy6z6 a 6. abran lathaté
kisérletiik: a foszfat-karriert mersalyllal, ill. NEM-del titraltak, és mérték a
H*/~ (H"/site) ardny valtozasat, amely fokozatosan emelkedett 2-rgl 3-ra.
A titralas megfelel a foszfat-karrier mas rendszerekben kozélt titralasi gorbéjé-
nek (Fonyd et al. 1975). BRAND et al. 1976b azt is megmérték, hogy a
mitokondriumok anaerob kéoriilmények kozott (igy pl. a preparalas és a kisér-
let elvégzése kozotti tarolas idején) foszfat-tartalmuk igen jelent8s részét el-
vesztik, majd a légzés megindulasakor visszaveszik. Tehat foszfat-mentes
médiumot hasznalva is mindig jelen van bizonyos mennyiségii, a mitokondriu-
mokbél szarmazé anorganikus foszfat.

REYNAFARJE et al. 1976 viszont aerob mitokondrium szuszpenziéban
szubsztrattal inditotta a légzést és egyidejlileg mérte a kiilsé kozegben az
oxigén tenzié és a H'-koncentricié valtozasat (7. abra). A gorbék kezdeti,
linearis szakaszainak sebességébl szamoltak. Foszfat-mentes médiumban,
miikddd foszfat-karrier esetén (7a abra) H'/~ = 2; 0,5 mM foszfatot tartal-
maz6é médiumban mikodé foszfat-karrier esetén az érték 0,5 (7Tb abra); gatolt
foszfat-karrier mellett azonban H*/~ =4 (7c¢ dbra). Nem tisztazott, hogy a
kétfajta kisérlet (alégzés oxigénnel, ill. szubsztrattal valé inditasa) kozott mi
a kiilonbség, és miért kaptak H"/~ aranynak az egyik esetben maximalisan
3-at, a masik esetben pedig 4-et. Az azonban vilagos mindkét fajta kisérlethdl,
hogy a légzéssel egyidejiileg torténd foszfat-felvétel meghamisitja — csokkenti
— a mért H"/~ ardanyt. Tovabba az is nyilvanvalé, hogy a foszfat-felvétel
kikiiszobolése utan a H*/~ arany 2-nél tobb.

MTA Biol. Osat. Kozl. 23 (1980)
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7. abra. A HT[site ardny szdmitdsa az oxigén-fogyasztas és a H*-ejectio kezdeti sebessége

alapjan. a) a kozeg nem tartalmaz kiviilrgl bevitt foszfatot, b) 0,5 mM anorganikus foszfatot

tartalmaz a kozeg, ¢) 0,5 mM anorganikus foszfatot és NEM-et tartalmaz a kozeg. REYNAFARJE
et al. 1976 nyoman

A tovabbiakban a kation-felvétel alapjan probaltak a H'/~ aranyra
kévetkeztetni. Mar BAKEEVA et al. 1970 kisérleteibgl lattuk, hogy a légzés
megindulasakor kialakulé6 membran-potencial elektroforetikus kation-felvételt
tesz lehetGvé. Ez azonban csak akkor lesz jelentds mértéki, ha permeald,
gyenge sav-anion is jelen van. LEHNINGER 1974 szerint ilyenkor a pH-
kiilonbség hatasara a gyenge sav bejut a mitokondrium belsejébe, ott H" -t
disszocial le, evvel tamogatja a légzési lanc H' -pumpa mikodését, a benn ma-
rad6 anion pedig a membran-potencialt névelve jelentds mértéki kation-felvé-
telt tesz lehetgvé. Ily médon a bekeriilt anion mennyisége tulajdonképpen a
kation-felvétel soran kipumpalt H* ionok szamara utal.

BRrAND et al. 1976a a mitokondriumok kalcium és f-hidroxibutirat
felvételét, valamint az oxigén-fogyasztast mérték (8. abra). Légzési szubsztrat
szukecinat volt, a bejuté p-hidroxibutirat oxidaciéjat rotenonnal gatoltik.
Arra az eredményre jutottak, hogy 1 atom oxigén elfogyasztasa aran 4 kalci-
um és 8 f-hidroxibutirat anion felvétele torténik. Mivel szukcinat szubsztrat
esetén 2 magas energiajui hely miksdik, Ca2"/~ = 2, f-hidroxibutirat/~ = 4
¢s végeredményben H™/~~ = 4 aranyt mértek. Erdemes kiemelni, hogy ezen
mérések szerint a felvett kalcium/f-hidroxibutirat arany 2, ami arra mutat,
hogy a kalcium divalens kationként jut be a mitokondrium belsejébe. Ugyan-
erre a kovetkeztetésre jutunk AKERMAN 1978, valamint CHAPPEL et al.
1978 kozleményébdl, akik kalium-kalcium kicserélgdést mérve 1 Ca2t =2 K ©
aranyt allapitottak meg. ROTTENBERG és ScArRPA 1974 pedig a membran-
potencialt szamitottak kalium, ill. kalcium megoszlas alapjan. A kalcium
toltését 2-nek véve, azonos értéket kaptak a kétféle ion-megoszlas alapjan.

REYNAFARJE és LEHNINGER 1978 kozleményében KT -felvétel alapjan
hataroztak meg a H* |~ aranyt, igy is 4-et mértek.

MTA Biol. Oszat. Kézl. 23 (1980)
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8. dbra. A mitokondriumok kalcium és f-hidroxibutirat felvétele az oxigén fogyasztas fiiggvé-
nyében, szukcindt szubsztrit esetén. BRAND et al. 1976a nyomin

Viszont BRAND et al. 1976a kalcium-felvételen alapulé méréseit megismé-
telve és akalcium-kotddést is szamitasba véve (N1croLLs 1977) kalcium/~ = 1,5
arany alapjan a H"/~ arany 3-nak adédott.

Az ismertetett irodalmi adatok — mint latjuk — egymaésnak sok minden-
ben ellent mondanak, egy azonban kézdés mindharom kisérlettipushan (a
termodinamikai megkézelitésben, a direkt H -kipumpalas, valamint az ion-fel-
vétel alapjan torténé méréshen): a H*/~ értéke tébb, mint 2.

MitcHELL — f6ként LEENINGER munkacsoportjanak kisérleteire reflek-
talva —ijra megmérte a H*/~ aranyt, s tovabbra is 2-nek, valamint a foszfat-
transzporttél fiiggetlennek taldlta (MoyLE és MiTcHELL 1978). A kalcium-
felvétel sztochiometridjat vizsgalva a kalcium/H™ aranyt 1-nek mérte, tehat
szerinte minden bejuté kalcium ion csak 1 pozitiv téltés felvételét jelenti
(MoYLE és MITcHELL 1977a). Az ellentmondé kisérleti tények magyarazatara
specialis kalcium-foszfat symport mechanizmust tételezett fel a mitokondrium-
ban (MoYLE és MircHELL 1977b), amelyben Caj"HPO;  lenne a transzpor-
talt forma. Ez a komplex 2 nett6 pozitiv toltéssel rendelkezne, s igy valéban
létrejohetne az a helyzet, hogy 1 kalcium ion belépése csak 1 pozitiv toltés fel-
vételét jelentené. A tovabbiakban kalcium-monokarboxilat symport mechaniz-
must is feltételeztek (MoYLE és MiTcHELL 1977¢). MOYLE és MITCHELL 1977a
kalcium/H™ arany meghatarozasat késGbb LEHNINGER technikai alapon ca-
folta (REYNAFARJE és LEENINGER 1977).

Es itt kapesolédnak sajat kisérleteink az eddig részletezert gondolatkor-
héz. A mi kérdésiink ugyanis az volt:sziikséges-e anion-felvétel a mitokondriu-
mok kation-felvételéhez? Ezen kérdés megvalaszolasahoz az intramitokondrialis
foszfat szerepét kezdtiik vizsgalni.

MTA Biol. Oszt. Kozl. 23 (1980)
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Az intramitokondridalis foszfat-tartalom szerepe a Lkation-felvételben

Régéta ismert jelenség (CHANCE 1965), hogy ha 1égz6 mitokondri-
umokhoz kalciumot vagy stronciumot™ adunk, a 1égzés atmenetileg fokozodik,
majd amikor a kation elfogy a kizeghdl, az oxigén-fogyasztas visszaall eredeti,
alacsony értékére (9. abra). A légzésfokozddas az aktiv kation-felvétellel kap-
csolatos, és mindaddig kivalthaté, amig oldott oxigén van a kézegben. Ha
ugyanezt a kisérletet permeal6 anion hianyaban végezziik el (a 9. abran bemu-
tatott kisérletben foszfat volt az egyetlen permealé anion, ennek transzportjat
pedig mersalyllal gatoltuk), a stroncium hozzaadasa sokkal rovidebb ideig tar-
t6 és kisebb mértéki légzésfokozodast okoz csak. Ez esetben djabb Sr2*-adag-
gal a jelenség nem ismételhetd. Ha viszont permealé aniont adunk a rendszer-
hez (a bemutatott kisérletben a foszfat-karriert szabaditottuk fel DTT-vel),
az oxigén-fogyasztas azonnal fokozédik. Ugyanez a jelenség mutathaté ki KCI
hozzaadasaval, ha a membrant valinomycinnel K* szamara permeabilissa
tessziik (10. abra). Permealé anion nélkiil (mersalyllal blokkolt foszfat-karrier)
KCl hozzaadasa is csak igen kismértéki légzés-fokozast valt ki.

9. dbra. Stroncium hatdsa a mitokondriumok oxigén-fogyasztasara aktiv és gatolt (mersalyl-
lal) foszfat-karrier esetén

* A két kation transzportja és a transzporttal kapcsolatosan mérhetd valtozasok tel-
jesen azonos médon zajlanak le. Nagy mennyiségli kalcium felvétele azonban strukturilis
valtozasokat és szétkapcsoldast eredményez a mitokondriumban, mig stroncium-akkumulacié
nem jar hasonlé kovetkezményekkel. Ezért a kivetkezs kisérletek egy részében kalcium he-
lyett stronciumot alkalmaztunk, igy a két kationt a tovdbbiakban szinonimaként fogom
hasznélni.

MTA Biol. Osst. Kézl. 23 (1980)
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10. @bra. KCl hatdsa valinomycin jelenlétében a mitokondriumok oxigénfogyasztisira aktiv

és mersalyllal gatolt foszfat-karrier esetén

A tovabbiakban a mitokondriumok endogén foszfat-tartalmat valtoztat-
tuk s ennek hatasat vizsgaltuk a kation-felvételre, gatolt foszfat-karrier mellett
és minden mas, permealé anion tavollétében (Fonyd és LIGETI 1978a).

Légz6 mitokondriumok a kézeghdl bizonyos mennyiségii foszfatot vettek
fel, igy sikeriilt megtélteni ket. A foszfat-karrier mersalyllal torténé gatlasa

1. tablazat

Kaéliummal, ill. stronciummal kiviltott extra oxigén-fogyasztds kiilonb6z6 endogén foszfat
tartalmi mitokondriumokban

Anyagok sorrendje

Valinomyecin, mersalyl, szukcinat, P

Mersalyl, szukcinat, P

Szukcinat, P, mersalyl

Szukeinét, P, mersalyl, ADP,
oligomycin

Mersalyl, szukcinit, P, ADP,
oligomycin

Mersalyl, szukcinat, P

Szukcinat, P, mersalyl

Szukcinat, P, mersalyl, ADP,
oligomycin

Endogen
foszfat
(nmol/mg
feh.)
19,2
22,0

33,0

20,3

21,2
28,5
37,0

28,0

Extra oxigén-fogyasztas
(ngatom O/mg feh.)

K+ (4val) | ser
2,9 5,0
3,2 7.9
4,1 10,8
3.6 6,5
2,7 7,0
85 11,3
5,0 18,2
3,9 7,7
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utan, ADP jelenlétében az intramitokondriilis foszfat-tartalom egy része
ATP-szintézishez hasznalédik fel. A keletkezett ATP késébbi lebomlasat oli-
gomycinnel gatoltuk. Ugyancsak foszfat-depléciét lehetett elérni, ha nem
1égz6 mitokondriumokbél valinomycinnel K*-kiaramlast hoztunk létre (1.
tablazat). Ezen médszerekkel 7.8 és 38,7 nmol foszfat/mg fehérje szélsG értéke-
ket sikeriilt elérni, egy napi preparatumon altalaban 10—15 nmol/mg valto-
zast kaptunk.

Ezutan a kiilonb6z6 endogén foszfat tartalmi mitokondriumokban
vizsgaltuk a kation-felvétellel jaro légzésfokozodas mértékét. (Az ,,extra”
oxigén-fogyasztast LEBNINGER 1977 alapjan szamitottuk, ami azt jelenti,
hogy a stimulalt légzés sebességébdl levonjuk a state 4 értékét.)

Két jellegzetes kisérletet tiintettiink fel az 1. tablazatban. Lathatg,
hogy az intramitokondrialis foszfat-tartalom névelésével fokozédik mind a
kaliummal (valinomycin jelenlétében), mind a stronciummal kivaltott extra
oxigén-fogyasztas. Barmely médon torténd foszfat-deplécié viszont a katio-
nokkal stimulalt oxigén-fogyasztas csokkenését eredményezi.

Tobb kisérlet adatait 6sszegzi a 11. abra. A kiilsnb6z4 jelolések kiilonbo-
z6 napi preparatumon kapott értékeket tiintetnek fel. Linearis osszefiiggést
talaltunk a stronciummal kivaltott extra oxigén-fogyasztas mértéke és az en-
dogén foszfat-tartalom kozott. Ezenkiviil a stronciummal stimulalt 1égzés
sebessége is a mitokondriumon beliili foszfat-szint fiiggvénye volt (nincs abra-
zolva).

A valinomyecin jelenlétében kaliummal kivaltott extra oxigénfogyasztas
szintén linearis osszefiiggést mutatott az intramitokondrialis foszfat-tartalom-
mal (12. abra). Jelentds kiilonbséget tapasztaltunk viszont a kétféle kationnal
kivaltott légzés-fokozédas abszolit értékei kozott. Mind az 1. tablazatban,

ortt
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11. gbra. A stronciummal kivaltott extra oxigén fogyasztds és az intramitokondrialis foszfat-
tartalom oOsszefiiggése
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12. dbra. Kaliummal valinomycin jelenlétében kivéltott extra oxigénfogyasztds és az intra-
mitokondridlis foszfat-tartalom Osszefiiggése

mers.
| | mito.
val.
1 AKR127
{
P 286

| AK*= 34,5

13. dbra. Valinomycinnel indukélt kalium-felvétel kiilonb6z6 intramitokondrilis foszfat-
tartalom esetén

mind a regressziés egyenesek meredekségén lathaté, hogy Sr2" mindig lénye-
gesen nagyobb extra oxigén-fogyasztast okozott, mint K. Lehetséges, hogy
a kiilonbséget abban kell keresniink, hogy a bejutott Sr2* a matrixban bi-
zonyos mértékben oldhatatlan csapadékot képez, mig K+ esetében ilyen jelen-
ség nem jatszodik le.

Felmeriilhet a kérdés, hogy a kationokkal kivaltott l1égzés-stimulalas
valéban aktiv ion-felvételt tiikroz-e? Ezt direkt, K*-elektrédos mérésekkel
igazoltuk (LukAcs G., LiceTI E., FoNYé A. — kozlésre elkészitve). Ugyan-

6 MTA Biol. Osst. Kisl. 23 (1980)



82 LIGETI ERZSEBET

csak gatolt foszfat-karrier mellett és minden egyéb permealé anion tavol-
létében mértiik a valinomycin jelenlétében torténd K*-felvételt, mikozben a
mar részletezett médon valtoztattuk a mitokondriumok endogén foszfat-tartal-
mét. Magasabb foszfat-szint valéban nagyobb KT*-felvételt eredményezett,
mig foszfat-deplécié hatasara csokkent a K*-felvétel (13. abra). Tobb kisérlet
osszegezésekor ez esetben is megkaptuk a linedris sszefiiggést (14. abra).
Eddigi eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy bizonyos mennyisé-
gt kation — stroncium éppigy mint kalium — felvétele kisérd anion nélkiil is

y=138x-272

n
o
1

0

K* felvétel
(nequivalens /mg feherje )
R
1

o
1
\

20 40 60

P, (nmol/mg fehérje)

o

14. d@bra. A valinomycinnel indukalt kalium-felvétel és az intramitokondriélis foszfat-tartalom
osszefiiggése

sr2¢

AH'=84

15, dbra. Kation-felvételt kisérs H* -ejectio foszfattal megtoltott (felsd sor) és foszfat-depletalt
(alsé sor) mitokondriumokbél
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16. abra. A kation-felvételt kisér6 H™ -ejectio és az intramitokondriélis foszfat-tartalom osz-
szefiiggése

végbemegy, s ezen kation-felvétel mértékét a mitokondriumon beliili anorga-
nikus foszfat-szint hatarozza meg. Arra gondoltunk, hogy az intramitokondrialis
foszfat a légzési lanc H' -pumpa miikodését segiti, s ezen keresztiil szabalyozza
a kation-felvételt. Ez esetben a kation-akkumuléaciét kiséré HT -ejectio és az
endogén foszfat-szint kozott is kell osszefiiggést talalnunk.

Tovabbi kisérleteinkben ezt vizsgaltuk (Fonyd és LiceTr 1978b).
Alacsony puffer-kapacitasi elegyben érzékeny iivegelektréddal regisztraltuk
a mitokondrium-szuszpenzié6 pH-jat. Az endogén foszfat-szintet valtoztatva
mértiitk a K* 4 valinomyecin, ill. Sr?* hozzaadasara bekévetkezd pH-valtozast,
amelybdl megfelels kalibracié segitségével szamitottuk a H'-ejectio mértékét.
A 15. abra felsé gorbéi foszfattal megtoltott, alsé gorbéi ADP-vel depletalt
mitokondriumon késziiltek. Lathaté, hogy foszfat-deplécié csskkentette mind
a K* -+ wvalinomycinnel, mind a Sr?*-mal kivaltott H*-ejectiot. A 16. abra
ismét tobb kisérletet dsszegezve mutatjaaH'-ejectio és az intramitokondrialis
foszfat-tartalom dsszefiiggését. A kapcsolat mindkét kation esetében linearis,
a Sr2" -felvételt kiséré H' -kipumpalas szamértéke ismét lényegesen magasabb.

Eredményeink alapjan a kovetkez6képpen képzeljiik el azintramitokond-
rialis foszfat szerepét (17. abra): a mitokondrium belsejében levé anorganikus
foszfat egyensiilyban van a légzési lanc H'-pumpajaval, sziikség esetén H*-
disszociaciéval tamogatja annak miikodését. Az ily médon keletkezd negativ
toltés tobblet (HPO; ) pedig elektroforetikus kation-felvételt tesz lehetvé.
Igy valhat az intramitokondrialis foszfat-tartalom a kation-transzport meg-
hatarozéjava. Mint mar az elGz6ekben emlitettem, LEENINGER 1974 hason-
16 mechanizmust tételezett fel a kationnal egyidejiileg transzportdlt gyenge
sav anionok szerepére. A mi kisérleteink viszont arra mutatnak, hogy nincs
sziikség anion-transzportra, hanem a mitokondrium belsejében méar eleve jelen-
levé anionok — pl. a H,PO; — is betélthetik ezt a funkeciét. Elképzelhetd,
hogy adott esetekben mas anionok is jatszhatnak hasonlé szerepet — erre utalé
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17. @bra. Az intramitokondrialis foszfat szerepe a mitokondriumok kationfelvételében

jelet latunk a 16. abran, ahol a stronciummal kapott regresszidés egyenes
pozitiv értéknél metszi az ordinatat.

Masrészt viszont kisérleteink valészinttlenné teszik egy kalcium-foszfat
symport mechanizmus mikodését. A kalium transzportot vizsgalva ugyanis
megkaptuk mindazokat a jelenségeket, amelyeket stroncium-transzport esetén
észleltiink: mindkét kation felvételét kisérd légzés-fokozédas és HT-ejectio
az intramitokondrialis foszfat tartalom fiiggvénye volt. A valinomycinnel
indukalt kdliumtranszport esetében viszont nem johet létre kation-anion sym-
port.

A Ekalcium-foszfat symport direkt cdfolata

MovLE és MiTcHELL 1977b a kalcium-foszfat symport elképzelést a
foszfat-karrier gatlészerei (mersalyl és NEM) irant nem érzékeny, La®"-érzé-
keny foszfat-transzport kimutatasara alapoztak. Két kisérleti tényt irtak le:

1. Mersalyl vagy NEM jelenlétében is létrehozhaté stronciummal at-
meneti légzésfokozédas, amely szerintiik a stroncium-felvétellel egyidejileg
térténd foszfat-felvételt bizonyit.

2. Mersalyl vagy NEM jelenlétében a kalcium felvételt fele mennyiségi
foszfat felvétele kiséri, amely szerintiik a kalcium-karrieren keresztiil torténik.

Kisérleteinkben mindkét jelenséget tovabb vizsgaltuk (LIGETI et al.
1979).

Mint az el6z8ekben lattuk, kationok gatolt foszfat-karrier esetén is
létrehozhatnak bizonyos mértékid 1égzésfokozédast — az endogén foszfat ter-
hére. A koriilmények szerencsés sszejatszasa esetén — ha az oldat nem tartal-
maz anorganikus foszfatot, a mitokondriumok endogén foszfat tartalma viszont
magas — a foszfat-karrier blokkolasa valéban nem okoz jelentds kiilonbséget
a stronciummal kivalthat6 1égzés-stimulalasban. Ez a helyzet allott el MOYLE
és MitcHELL 1977b kisérleteiben. A kovetkez§ abrak azonban egyértelmiien
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18. dbra. Stroncium hatdsa a mitokondrinumok légzésére A. miik6ds, B. mersalyllal, C. NEM-del
gatolt foszfat-karrier esetén
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19. dbra. Stroncium jelenlétében kis adag foszfat 1égzés-stimulalé hatdsa A. miikds, B. NEM-
del C. mersalyllal gatolt foszfat-karrier esetén

mutatjak, hogy a stroncium légzés-stimulal6 hatdsa mind mersalyl, mind NEM
irant érzékeny. A 18. abran bemutatott kisérlethen a kiozeg tartalmazott fosz-
fatot. 18A gorbén aktiv foszfat-karrier mellett kis adag stronciummal mindad-
dig létrehozhattunk légzés-stimulalast, amig a kozegben oldott oxigén volt
jelen. Ha azonban gatolt (18B kisérletben mersalyllal, 18C-ben NEM-del)
foszfat-karrier esetén ismételjilk meg, csak az elsé adag stroncium fokozza
kis mértékben a légzést, a tovabbiak hatastalanok. A foszfat-karrier felszaba-
ditasa (DTT-vel) utan megkapjuk a légzésfokozédast (18B). A 19. abran be-
mutatott kisérletekben a kozeg nem tartalmazott anorganikus foszfatot. Nagy
adag — az elGzGekben alkalmazott d6zis 5-szorése — stroncium csak rovid ide-
ig stimulalta a légzést — a mitokondriumokhdl anaerob kériilmények kozott
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kidiffundalt foszfat visszavétele és az endogén foszfat H'-disszociaciéja biz-
tositotta ezt. A tovabbiakban aktiv foszfat-karrier mellett (19A) kis adag fosz-
fattal mindaddig lehetett fokozni az oxigén-fogyasztast, amig stroncium és
oldott oxigén jelen volt a kézegben. A foszfat-karrier blokkolasa utan adott
foszfat azonban hatastalan volt (19B és 19C). A foszfat-karrier revertalasa
ismét légzés-fokozodast eredményezett (19C).

Tehat gatolt foszfat-karrier mellett és egyéb permealé anion hianyaban a
stronciummal létrehozhaté 1égzés-stimulalas az endogén foszfat terhére jon
létre, ennek kimeritése utan pedig a tovabbi oxigén-fogyasztas fokozédas,
azaz Sr2t-felvétel a foszfat-karrieren keresztiil torténé foszfat-felvételhez
kotott.

Masrészt mi is megvizsgaltuk kalcium-, ill. stroncium-felvétel soran a
mitokondriumok foszfat-tartalmanak alakulasat. Azt tapasztaltuk, hogy ga-
tolt foszfat-karrier esetén a kétértéki kationok felvételét valoban kiséri bizo-
nyos mértéki foszfat-felvétel, de ez preparatumonként igen valtozé mértéki
volt. Valtozé sztéchiometriaji kalcium-foszfat symportot viszont nehéz el-
képzelni. Ezért mas mechanizmust kerestiink. Korabban mar szé volt arrél,
hogy a dikarboxilat-karrier is képes foszfatot szallitani (dikarboxilat>~ —
HPO; ™ kicserélgdés). Igy a kovetkezikben megvizsgaltuk, mi torténik, ha
ezt a karriert is gatoljuk n-butilmalonattal. A 2. és 3. tablazatban bemutatott
kisérletekben aszkorbat 4+ TMPD szubsztratot alkalmaztunk, amely kiviilrgl
kapcsolodik a 1égzési lancha, s igy transzport mechanizmust nem igényel. A
2. tablazatban csak a mitokondriumokhoz hozzaadott kalcium mennyiségét
tiintettiik fel, mivel a kalcium-felvételre csak indirekt titon, hozzavetdlegesen
tudtunk kévetkeztetni. Lathat6, hogy mersalyl és BM egyiittes jelenlétében
— tehat géatolt foszfat és dikarboxilat karrier esetén — a kalcium-felvételt
kisérg foszfat-felvétel szinte teljesen megsziinik. A 3. tablazat mar az atom-

2. tablazat

A kalcium-felvételt kisérd foszfat-felvétel mitokondriumokban a foszfat- és a dikarboxilat-karrier
gatloszereinek jelenlétében

e hk"lci“;‘: foszfit-felvétel
nhibitor (nm?j/z:; “.‘:h.) (nmol/mg feh.)
- 35 30,7
70 63,0
BM 35 34,9
70 65,2
mersalyl 35 10,0
70 26,7
mersalyl + BM 35 1.1
70 2,1
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3. tablazat

Kalcium- és foszfat-felvétel mitokondriumokban a foszfat-transzport kiilonbsz8 gatlészereinek

jelenlétében.

e | SR ot

— 49,7 55,9
BM 491 | 624
mersalyl 22,8 56,4
mersalyl + BM 3.9 49,6
NEM ‘ 20,5 48,5
NEM + BM 0,3 31,1

abszorpciés fotometriaval meghatarozott kalcium-felvételt is feltiinteti. Is-
mét az lathatd, hogy a kalcium-akkumulacioval egyidejiileg torténd foszfat-
bejutés igen jelentdsen lecsikken vagy megsziinik, ha a mersalyl, ill. az NEM
mellett BM is jelen van.

Ezek a kisérletek egyértelmien bizonyitjak, hogy gatolt foszfat-karrier
mellett a kalcium-, ill. stroncium-felvételt kisérs foszfat-transzport a dikarbo-
xilat-karrieren és nem a kalcium-karrieren keresztiil térténik, tehat cafoljak
a kalcium-foszfat symport elképzelést. A preparatumonként valtozé mértéki
foszfat-felvétel a preparatumok valtozé dikarboxilat-tartalmaval vagy a di-
karboxilat-karrier kiillonb6z6 aktivitasaval magyarazhaté.

Tovabbi kérdés, hogy kétértékli kationok akkumuléciéjat miért kiséri
foszfat-felvétel, amikor a kalium-transzportot vizsgilva soha nem tapasztaltunk
ilyen jelenséget. A bejuté kalcium, ill stroncium azonban az intramitokondrialis
foszfat egy részével oldhatatlan csapadékot képez, ily méodon erdsen lecsokken
a belsé foszfat-koncentracié. A mitokondriumon kiviili térben van foszfat,
viszont nincs dikarboxilat. Igy a két anion koncentracié-gradiensének meg-
felel6en, a dikarboxilat-karrieren keresztiil kicserélodik.

Kisérleteink tehat alatamasztjak az eredeti elképzelést, amely szerint
a kalcium elektroforetikusan, 2 pozitiv téltéssel jut be a mitokondrium belsejé-
be. Egyben megerésitik BrRAND et al. 1976a kalcium-felvétel alapjan végzett
H*/~ meghatérozasait.

A kemiozmotikus elmélet osszefoglalé értékelése

Az el6z6ekben részletezett adatok alapjan a kemiozmotikus elmélet
korili vitakat ma igy 6sszegezhetjiik: MiTcHELL eredeti elképzelését, az 1961-
ben feltételezett 4 pontot bebizonyitottak, ugyancsak egyértelmiien kimutat-
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tak az elmélet lényegét képezd H ™ -elektrokémiai potencil-kiilonbség létrejot-
tét a mitokondrium és mas biolégiai membranok két oldala kozstt. A tedria
legnagyobb érdeme talan, hogy megmagyarazta, az oxidativ és a fotoszinteti-
kus foszforilacié miért kotott szigorian membran struktirahoz. A részletesebb,
molekularis mechanizmusra vonatkozé elképzelések — a huroktedria és a
H*/~ =2 sztéchiometria —, valamint az ezek védelmére és megerssitésére
szolgalé késobbi feltételezések — pl. a kalcium/H* = 1 arany vagy a kalcium-
foszfat symport — az wjabb kisérletek fényében nem alljak meg a helyiiket.
A H*/~ aranyrél nyert adatok jobban magyarazhatok a Papa 1976 altal
elképzelt H-pumpa mechanizmussal, a membran Bohr effektussal. Ennek
lényege: a légzési lanc egyes fehérjéinek oxidalt allapotban mas lenne a pK
értékiik, mint redukalt allapotban, ami az oxido-redukeiés valtozasokkal szink-
ron protonalédast — deprotonalédast eredményezne. Ily médon vektorialis
H*-mozgas johet létre (Papa 1976). A citokrom b regiéhan valéban leirtak
olyan komponenst, amelynek redox potencialja pH-figgd volt (UrBAN és
KLINGENBERG 1969, STRAUB és Corpa BooNsTrRA 1962). A Bohreffektus
alapjan mikédé HT-pumpa elképzelés elénye, hogy nem feltételez sem szi-
gori sztochiometriat, sem alternal6 hidrogén- és elektron-karriereket a légzési
lancban. Nincs ellentétben avval a legijabban megjelent adattal sem, amely
szerint a légzési lanc 3 magas energiaji helyén nem lenne azonos a H'/~ arany
(BRAND et al. 1978).

Masrészt viszont HINKLE 1973 mesterséges membranokon — liposzéma-
kon és BLM-en — végzett kisérleteiben kimutatta, hogy pH-kiilonbség és
membran-potencial kialakulhat tényleges H'-transzlokacié nélkiil, pusztan
transzmembran elektron-transzfer ttjan.

Végezetiil még két gondolatot szeretnék megemliteni, amelyek a leg-
utébbi években meriiltek fel (ERNSTER 1977), és mégesak adekvat kisérleti
megkizelités sincs veliik kapesolatban:

1. A biolégiai membranokban kialakulé H™ elektrokémiai potencial-
gradiens az itt zajlé energia-atalakité folyamatok primer lépése-e, avagy meg-
el§zi esetleg egy konformécios valtozas?

2. Az energia-atalakitas csak az egész membranra kiterjedd H'-gra-
diens kozbeiktatasaval torténhet-e, vagy lehetségesek direkt mechanizmusok
a membran kisebb régiéiban?

Mindezek a felvetett gondolatok, nyitva hagyott kérdések és bebizonyitat-
lan elképzelések vilagosan mutatjak, hogy a Mitchell-féle kemiozmotikus teéria
— bar nagy vonalaibanelfogadtak, s szerzdje megkaptaa Nobel-dijat —tovabb-
rais élénken foglalkoztatja a kutaték fantaziajat.

Az Egészségiigyi Minisztérium 1-07-0306-01-1/F szamu kutatdsi f6irdnydhoz kiemelt,
szintre elfogadott kutatdsi témaban végzett kutatémunka alapjan.
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