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RESUMEN

La cisteina produce lisis de la membrana interna mitocondrial.

Paralelamente a la lisis tiene lugar una disminucién del contenido en los
fosfolipidos totales de la membrana interna,

El fésforo correspondiente a estos fosfolipidos desaparecidos se encuentra
“ligado” a la fraccién proteica.

La fosfatidil colina y fosfatidil etanolamina son los fosfolipidos principal-
mente afectados, y su disminuciéon es progresiva a lo largo de la incu-
bacién de las membranas internas con cisteina.

Algunos antioxidantes y queladores (inhibidores de la produccién de pe-
réxidos de lipidos) bloquean el efecto de la cisteina sobre la membrana
interna mitocondrial: no se producen cambios en la densidad &ptica ni
en el contenido en fosfolipidos.

La cisteina aumenta la producciéon de peréxidos de lipidos de la mem-
brana interna, hasta llegar a un mdximo que coincide con el comienzo
de la lisis (seguida por los cambios de la densidad 6ptica).

Los fragmentos derivados de la lisis de la membrana interna por la accién

de la cisteina, son diferentes desde el punto de vista morfolégico, inmu-
nolégico y quimico,

En trabajos anteriores!- %3, se estudid el
efecto del escorbato sobre mitocondria
y membrana interna mitocondrial. El as-
corbato produce lisis mitocondrial acom-
pafiada de una disminucién de fosfoli-
pidos, y afecta fundamentalmente a Ia
membrana interna 2

Los fragmentos derivados de la lisis de
la membrana interna son diferentes en su
aspecto morfoldgico, inmunoldgico, y en
su composicién lipido-proteica. Apoyan
la tesis presentada por Vazquez y col.*
de que la membrana interna mitocon-
drial contiene dos tipos de estructuras:
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estructuras lamelares, desprovistas de
subunidades proyectantes, y estructuras
lamelares, recubiertas de subunidades,

Muy diversos autores han utilizado el
fendomeno de la lisis mitocondrial, y la
obtencién de particulas submitocondria-
les (por sonicacién, tratamiento con di-
gitonina, detergentes, etc.), para una me-
jor comprensién del funcionamiento y lo-
calizacién enzimdtica % 6 7. 8 ete.: de Ja in-
teraccién lipidos - proteinas®, estudiada
también en membranas de bacterias y
hongos 1%:11; de la estructura mitocon-
drial 12 18. 3+ incluso se ha intentado re-
construir la membrana 15 16: 17,

En el presente trabajo intentamos, uti-
lizando un compuesto, la cistefna, que
posiblemente rompe la membrana inter-
na mitocondrial de manera diferente al
ascorbato, un mejor conocimiento de la
arquitectura de la membrana interna, de
la interaccién lipidos protefnas, de la
distribucién de los mismos dentro de
la membrana, etc.

Orientamos nuestra investigacién hacia
el estudio de: 1) la lisis que produce
la cisteina en la membrana interna mito-
condrial, v los posibles cambios que
pueda ocasionar en el contenido en fos-
folipidos y proteinas de la misma; 2) el
estudio de los fragmentos de la mem-
brana interna debidos a la accién litica
de la cistefna, desde el punto de vista
morfolégico, inmunoldgico, y de su com-
posicién en fosfolipidos y proteinas;
3) y el estudio del mecanismo de ac-
cién sobre la membrana interna mito-
condrial,

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas machos Wistar, de-
capitadas después de 16 horas de ayu-
no. El higado se homogeniza en saca-
rosa 0,25 M, y se aislan las mitocondrias
por el método de Hogeboom?!® y Ias
membranas internas por el de Parsons
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y col. ¥ ligeramente modificado por nos-
otros 2.

La incubacién de las membranas inter-
nas mitocondriales se realiza en un me-
dio que contiene cistefna 8 X 10—+ M,
tampén Tris—CIH 0,02 M a pH 7.4, sa-
carosa 025 M; a 30° C. Los contro-
les se incuban en un medio sin cisteina.
Los cambios de la densidad éptica se
siguen en un Espectrofotémetro Zeiss
PMQ II, a 520 mp.

El material resultante de Ia incubacién
se somete a centrifugacién a 8.500 X g
durante 10 minutos. El sedimento se
llama fraccién F I; y el sobrenadante
se centrifuga de nuevo a 100.000 x g du-
rante una hora, obteniéndose un sedi-
mento, fraccién F II, y un sobrenadan-
te, fracciéon F IIL

Muestras de estas fracciones y de los
correspondientes controles se examinan
en el microscopio electrénico, un Sie-
mens Elmiskop IA, con contrastc nega-
tivo, después de fijacién con tetréxido
de osmio, segin la técnica de Parsons y
col. 9.

Los fosfolipidos se extraen por el méto-
do de Folch? y se cromatografian en
papel impregnado en 4cido silicico se-
glin la técnica de Marinetti y col.?, y
su contenido en fésforo es determinado
por el método de Bartlett?2, Las protei-
nas son determinadas por el método de
Lowry 2,

Incorporacién de P32 a cortes de tejidos:
cortes de higado de rata de aproxima-
damente 100 p de espesor se incuban en
el medio de Krebs-Henseleit?, a 37° C,
conteniendo 1 mec de ortofosfato radiac-
tivo.

Seguidamente se homogenizan y se ais-
lan las membranas internas mitocondria-
les segin se ha indicado.

Los fosfolipidos fueron extraidos, croma-
tografiados, y su radiactividad determi-
nada en un contador Geiger de ventana
fina,
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Determinacion de perdxidos de lipidos:
se toman muestras, de 5 en 5 minutos, de
los matraces de incubacién, y el aumen-
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costa principalmente de la fosf_’clfidil &
lina y de la fosfatidil etanolamina-
Jtados

Con objeto de confirmar estos rest! k-
marcamos los fosfolipidos de la metes
brana interna con P35, incubando cof 1
de tejido de higado en un medio cOﬂhO_
niendo 1 mec de dicho elemento. S€ -
mogenizaron, y las membranas int,em

aisladas fueron incubadas con cistein?: Y

to de perdxidos se registra por el TBA
test segun el proceder de Hunter y col. %,

RESULTADOS

- ; ; , la
Incubac_zon de me_mb'ranas (infernas. mi-  extraidos sus fosfolipidos después
tocondriales con cisteina. Lisis, Cambios : 2
i . incubacién.
en la composicion lipido-proteica. para-
La dugs . Los resultados expresan un exactO .y
a densidad dptica a 520 mp. de la sus-  Jelismo entre la disminucién de 12, fo-
pensién de membranas internas mitocon- diactividad y la disminucién de fosrt
driales incubada istef i- - : Ba
das con cistefna, experi- | oterminado por el método de A
menta un descenso notable, que comien- lett 22 folip1do
: : ett22: el descenso de los fos del
za aproximadamente a los 65 minutos de pebes ar wmhos tisaniintes T e
la incubacién (fig. 1, parte superior). La 30‘7 ; pl d‘ ¢ flz’d'l lina del 40 %
pendiente es acentuada, aunque menos loé 1ef fe : do.ial 1-]c omn del 60 %
que la del ascorbato y hace presumir un Y & @€l 108 UL shruclanina
fenémeno de lisis, confirmado por el exa- (tabla ). g al
men de muestras en el microscopio elec- Para observar cémo transcurren 6St,a idos
trénico, y por centrifugacién diferencial teraciones del contenido en fosfollparo 5
(ver apartados siguientes). a lo largo de la incubacién, se tomtiem—
El andlisis del material resultante de la muestras durante ésta, a diferent®® as in-
incubacién con cisteina mostré una dis- pos, de la suspensién de membraﬂS con
a

minucién en los fosfolipidos totales, a ternas controles, y de las trata

TABLA I

1 ALES
EFECTO DE LA CISTEINA SOBRE MEMBRANAS INTERNAS MITOCONDR
MARCADAS CON P32

Las membranas internas fueron marcadas con P32 antes de la incubaciéon con o
Medio de incubacién: cisteina 8x 16— M, tampén Tris-CIH 0,02 M a pH 7.4, = 5 ml
sa 0,25 M. Proteina de la membrana interna, 1,5 mg. Volumen de incubacién-

incu-
Temperatura 300 C. Los fosfolipidos fueron extraidos después de 120 minutos A€
bacién y separados por cromatografia.
Control no incubado Control incubado + Cistel’rlar o
e T il .
Radiactividad P Radiactividad P Radiactividad P 8
c. p.m. u g c.p.m. U g c.p.m. —
) o 5.4
Fosfolipidos 1.300 8,0 1.200 77 810
totales 4
Fosfatidil 500 2,1 490 2,0 275
cclina 0.68
Fosfatidil 371 15 366 1,5 144

etanolamina
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cisteina, se extrajeron los fosfolipidos,
se cromatografiaron y se determind su
contenido en fésforo.

En la figura 1 puede verse claramente

el paralelismo existente entre el descenso
de la densidad dptica de la suspensién

:f CISTEINA

20 40 60 80 100 minutos
FOSFOLIPIDOS TOTALES
ngg
70
60

T

con(rol—/

CISTEINA

20 40 60 80 100 minutos

FOSFSTIDIL COLINA
Hg control
N

20
oy i ——
CISTEINA

20 40 60 80 100 minutos

FOSFATIDIL ETANOLAMINA
“%g. control
N

! e
0 CISTEINA

20 40 60 80 100 minutos

Fig. 1. Cambios de la densidad Optica a
520 mp, fosfolipidos totales, fosfatidil colina
y fosfatidil etanolamina de una suspensién
de membranas internas mitocondriales incu-
badas con cisteina. Medio de incubacién:
cistefna 8 x 10—¢ M, tampén Tris-CIH 0,02 M
a pH 7,4, sacarosa 0,25 M. Proteina de la
membrana interna, 105 mg. Volumen de in-
cubacién 70 ml. Temperatura 30° C.

El fésforo de fosfolipidos fue determinado
en alicuotas de 10 ml conteniendo 15 mg
de proteinas de la membrana interna, des-
pués de 20, 40, 65, 80, 100 y 120 minutos
de incubacidn,
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de membranas internas mitocondriales in-
cubadas con cisteina y el descenso de
los fosfolipidos totales a lo largo de la
incubacién; la fosfatidil colina y fosfa-
tidil etanolamina disminuyen progresiva-
mente durante la incubacion.

Hay por tanto, una relacién evidente en-
tre el fendmeno de lisis de la membrana
interna por la acciéon de la cisteina y
el descenso en fosfolipidos de la misma.

En otras experiencias se intentd averi-
guar el destino del fésforo de lipidos
disminuidos durante la incubacién de las
membranas internas con cisteina.

No se encontré un aumento del fds-
foro de lipidos hidrosoluble, ni un au-
mento de fésforo en la fraccién de aci-
dos nucleicos, En cambio, en la frac-
cién proteica se halld6 un aumento de
fésforo, en relacion a las membranas
internas control, que se correspondia
con gran aproximacién al fésforo de li-
pidos disminuido (tabla II). Y tomando
muestras de los matraces de incubacién
a diferentes tiempos y determinando su
contenido en fésforo de lipidos y en fds-
foro ligado a la fraccién proteica, se en-
contr6 un aumento progresivo de este
dltimo a lo largo de la incubacidn.

Este fosforo estd fuertemente unido a
la fraccién proteica ya que no se libe-
ré por didlisis, ni por hidrdlisis con &ci-
do tricloroacético al 5 % a 100° C.

Por otra parte no se encontrd alteracion
en las proteinas. Estudios inmunoldgicos
(ver mds adelante) demostraron una to-
tal identidad de antigenos entre las mem-
branas internas controles y las incuba-
das con cisteina: no hay cambios es-
tructurales en las proteinas, al menos
en las detectadas antigénicamente.

Estudio de los fragmentos derivados de
la lisis de las membranas internas mito-
condriales por accion de la cisteina.

Las membranas internas mitocondriales
incubadas con cisteina fueron sometidas
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TABLA II

FOSFOLIPIDOS TOTALES Y FOSFORO LIGADO A LA FRACCION PROTEICA DE
MEMBRANAS INTERNAS MITOCONDRIALES

Medio de incubacidn:

cistefna 8§ x 10— M, tampén Tris-CIH 0,02 M a pH 74, sacaro-

sa 0,25 m. Protefna de membrana interna, 8,6 mg. Volumen de incubacién, 10 ml. Tempe-
ratura, 30¢ C. Los fosfolipidos fueron extraidos después de 120 minutos de incubacidn.

Control incubado + Cisteina Diferencia entre
D 2 DOy
1. g P fosfolipidos totales 44,5 35,5 +9
1. g P de protefnas 11 19,4 — 84

a centrifugacién diferencial, y se aisla-
ron 3 fracciones: F I (sedimento de
8.500 x gy F II (sedimento de 100.000
x g) y F II1 (sobrenadante de 100.000 x g).

Su contenido en fosfolipidos y proteinas
puede verse en la tabla III,

Es notable el hecho de que la fraccién
F I, que recoge el 30 % del total de
proteina recuperada, tiene un contenido
en fosfolipidos muy alto (65 % del to-
tal), mientras que la fraccién F III, que
corresponde a un 62 % del total de pro-
tefna recuperada sélo tiene un 1 % del
total de fosfolipidos,

El examen de estas fracciones, con con-
traste negativo, en el microscopio elec-
trénico puede verse en las figuras 2, 3,
4 y 5. La fraccidn F 1 esti compuesta
predominantemente por delgadas estructu-
ras membranosas, lamelares*. La frac-
cion F II presenta un material bastante
desintegrado, conglomerado, pero con fre-
cuentes estructuras lamelares, mas finas
y pequeiias que las observadas en la
fraccién F I,

La fraccién F III muestra un material
muy granular, apenas conglomerado, y
no se observan estructuras lamelares.

TABLA III

FGSFOLIPIDOS TOTALES, PROTEINAS, RELACION FOSFOLIPIDOS-PROTEINAS, Y
PORCENTAJE DE PROTEINA RECUPERADA. DE LAS SUBFRACCIONES DE MEM-

BRANA INTERNA

Medio de incubacién:

MITOCONDRIAL

cistefna 8 x 10—+ M, tampén Tris-CIH 0,02 M a pH 7.4, sacaro-

sa 0,25 M. Protefna de la membrana interna, 40 mg, Volumen de incubacién, 30 ml, Tem-

peratura 300 C,

Fraccién Lipidos Proteinas Lipidos/proteinas Proteina recu-
neP meg, u g/mg, perada %

Centrol no 210 40 52 —_

incubado

Control incubado 200 31,5 5 80

(fraccién 8.500x g)

Fraccién Fy 131,5 11,3 11,4 30,8

Fraceidn Fe 9 1,4 6,4 6

Fracciéon Fs 1,9 23,7 0,08 61,7
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Se realizaron estudios inmunoldgicos con
el fin de estudiar la calidad y el reparto
de las proteinas en las distintas fracciones.

Muestras de estas fracciones, a una con-
centracién de proteinas de 60 mg/ml, se
sometieron a andlisis inmunoelectroforé-
tico sobre gel de Agar Noble al 2 9%,
seglin la técnica de Arcos y col. %, El in-
munosuero empleado fue obtenido por
inyecciones subcutdneas repetidas, de sus-
pensiones mitocondriales, a conejos.

Los resultados obtenidos, fig. 6, mostra-
ron que en las membranas internas con-
troles todos los antigenos se encuentran
en la fraccién que sedimenta a 8.500 x
g. En las membranas internas incubadas
con cisteina, no se encuentran antigenos
en las fracciones que sedimentan a 8.500

SLiN

L

Fig. 2. Microfotografia electrénica del ma-
terial del control incubado sedimentado a
8.500 x g. Ultraestructura tipica de la mem-
brana interna,
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X gy a 100.000 x g (fracciones F 1 y
F 1I); y todos los antigenos se hallan
presentes en el sobrenadante de 100.000
x g (fraccién F III). Estos hechos indi-
can que durante [a desintegracién de la
membrana interna mitocondrial tiene lu-
gar una liberacién de proteinas, sin pér-
dida de su naturaleza antigénica,

Mecanismo de accién de la cisteina sobre
la membrana interna mitocondrial.

La cisteina cataliza la produccién de pe-
roxidos de lipidos a partir de emulsio-
nes de dcidos grasos insaturados 2,

Otros autores 2 2. 30 consideran que au-
mentan los perdxidos de lipidos en mi-
tocondrias durante la autooxidacién de
compuestos reductores, como tioles y as-

¢

Fig. 3. Microfotografia
fracciéon Fi,

electronica de la
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Fig. 4. Microfotografia electrénica de la
fraccién Fo. Material desintegrado y conglo-
merado.

corbato. Wills 3! es de la opinién de que
los perdxidos de lipidos proceden de la
oxidacién de los 4cidos grasos insatura-
dos catalizada por hemoproteinas, o por
Fet++4+ un agente reductor ({cisteina,
ascorbato). Otros tioles estimulan también
la produccién de peréxidos de lipidos en
mitocondrias y microsomas 32 33,

Iniciamos nuestros estudios sobre este
posible mecanismo de accién de la cis-
teina determinando el aumento de pro-
duccién de peréxidos de lipidos en mem-
branas internas mitocondriales incubadas
con cistefna, en relacién a los correspon-
dientes controles. Se tomaron muestras
de los matraces de incubacién, de 5 en 5
minutos, v los perdxidos se detectaron
por el test del TBA, En la figura 7 pue-
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Microfotografia electrénica de la frac-
cién Fs. Material muy granular apenas con-
glomerado,

Fig. 5.

de verse cémo éstos van aumentando has-
ta un miximo que coincide con el mo-
mento en que se inicia la lisis, seguida
por el descenso de la densidad dptica.

En otras experiencias se probd el efecto
de antioxidantes y queladores —inhibi-
dores de la produccién de perdxidos de
lipidos— sobre membranas internas in-
cubadas con cisteina,

La tiroxina es capaz de inhibir algunos
tipos de swelling, en los cuales se pro-
duce también un aumento de peréxidos
de lipidos: por glutation, Fe++, y as.
corbato 3% 35,36 y gy accién se achaca a
un efecto antioxidante.

La tiroxina mostré una total eficacia a
la concentracion de 10— M en la inhi-
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bicién del descenso de la densidad 6p-
tica de una suspensién de membranas
internas incubadas con cisteina, También
bloqueé el efecto de disminucién de los
fosfolipidos (tabla IV).

Con objeto de estudiar este efecto inhi-
bitorio de la tiroxina a lo largo de la
incubacién de las membranas internas
con cisteina, se fue afiadiendo la tiroxi-
na en diferentes tiempos durante la incu-
bacién. La tiroxina es capaz de bloquear
la accién de la cisteina si es afiadida an-

© [SUERG “ANTI- MITOCONDRIA @
i ;
I' Opssoog !
| s
H 5 )
4w 50 @s 80 | ®
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! |
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; |
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: 50 52 O = o 0! 03

: 1

Sobrenadante

CONTROL CISTEINA

Fig. 6. Andlisis inmunoelectroforético, fren-

te a inmunosuero especifico anti-mitocondria,

de membranas internas (M.I1) de mitocon-

drias de higado de rata,

1) M.I, controles, y M.I incubadas con
cisteina 8§ x 10— M antes de ser someti-
das a centrifugacién diferencial.

2) Sedimento de 8.500xg.

3) Sedimento de 100.000 x g.

4) Sobrenadante de 100.000x g,

Todos los antigenos fueron ensayados a

60 mg/ml de proteina. El cdtodo a la iz-
quierda.
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LISIS
D.0. con\rolj
1,61
1,01
1 CISTEINA —
0,6 1

FORMACION de PEROXIDOS

0,254 de LIPIDOS

CISTEINA —

MINUTOS

Fig. 7. Parte superior: cambios de la den-
sidad 6ptica a 520 mp de una suspensién de
membranas internas mitocondriales incubadas.
con cisteina,

Medio de incubacién como en la figura 1.
Proteina de la membrana interna, 39 mg.
Volumen de incubacién 40 ml. Temperatura
300 C.

Parte inferior: producciéon de perdxidos de
lipidos a partir de la suspensién de mem-
branas internas incubadas con cistefna y del
correspondiente control, Los peréxidos se de-
terminaron en alicuotas tomadas cada 5 mi-
nutos, por el test del TBA segtin el método
de Hunter y col. 2 modificado por nosotros.
Las lecturas se efectuaron a una longitud de
onda de 532 mp.

tes del minuto 30 de la incubacién (fi-
gura 8).
Este fenémeno brinda la posibilidad de
un control del proceso que inicia la cis-
tefna sobre la membrana interna mito-
condrial.

El tocoferol, antioxidante, y el EDTA,
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D.O. CISTEINA + TIROXINA

control
anadida después de 5,15 o 25' ‘\ \
1.2 ¥ \
L CISTEINA+TIROXINA
afadida después de 30’

0,8
CISTEINA +TIROXINA
afiadida después de 40) 50" o 60'\\/

0,4 CISTEINAS

| | | T T |
20 40 60 80 100

MINUTOS

Fig. 8. Efecto de la tiroxina 10—5 M, afnadida en distintos tiempos, sobre los cambios de

la densidad dptica a 520 mp de una suspensiéon de membranas internas mitocondriales incu-
badas con cisteina,

Medio de incubaciéon como en la figura 1. Proteina de la membrana interna, 7,4 mg. Vo-
lumen de incubacién, 10 ml, La tiroxina fue afadida a los matraces conteniendo cisteina en
los minutos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, y 70 de la incubacidn.

TABLA 1V

EFECTO DE LA TIROXINA SOBRE MEMBRANAS INTERNAS INCUBADAS CON
CISTEINA. CONTENIDO EN FOSFOLIPIDOS TOTALES, FOSFATIDIL COLINA,
FOSFATIDIL ETANOLAMINA Y PROTEINAS.

Medio de incubacién: como en la figura 1. Proteina de la membrana interna, 12,5 mg.
Velumen de incubacién 10 ml. Temperatura 30° C. Los fosfolipidos fueron extraidos des-
pués de 120 minutos de incubacidn,

Control no Control + Tiroxina Tiroxina 10— M
incubado incubado + Cisteina 105 M + Cisteina

w g P fosfolipidos 74 66 53 70 68
totales
p e P fosfatidil 20 19 13 20,1 20,3
colina
wgP fosfatidil 18 18,2 10 18 18,1
etanolamina

mg Proteinas 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
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quelador, resultaron igualmente inhibido-
res de la accién de la cisteina, a la con-
centraciéon de 5 x 10—5 M.

Discusion

Nuestras experiencias apuntan hacia un
mecanismo de accién de la cisteina so-
bre la membrana interna mitocondrial
de produccién de perdxidos a partir de
los dcidos grasos insaturados de los fos-
folipidos de la misma.

En los fosfolipidos atacados aparecerian
grupos funcionales muy activos (hidré-
xilo, oxo, carboxilo, etc.) —encontrados
en los compuestos originados durante el
proceso de autoxidacién de 4cidos gra-
sos insaturados 37— que podrian estable-
cer un enlace fuerte con la fraccién pro-
teica.

Esto explicarfa la disminucién de los
fosfolipidos extraidos por disolventes or-
génicos, y el paralelo aumento del f4s-
foro ligado a las proteinas,

La fosfatidil colina y fosfatidil etanola-
mina son los fosfolipidos principalmen-
te disminuidos, y son precisamente los
de un mayor contenido en dcidos gra-
sos de elevado indice de insaturacion 38,
es decir, los que darian lugar a una ma-
yor produccién de peréxidos.
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El ataque de la cisteina sobre los fos-
folipidos seria la causa de la desagre-

.gacion de la membrana, sin resultar es-

tructuralmente afectadas las proteinas.
Indica también, que la interaccidn lipi-
dos-protefnas se realiza mediante enlaces
de naturaleza débil.

Nuestros resultados muestran una ac-
cién selectiva de la cistefna sobre Ia
membrana interna mitocondrial: se han
aislado fracciones de composicién qui-
mica y antigénica diferentes, Probable-
mente las fracciones sedimentadas a
8.500 x g y 100.000 x g, después del tra-
tamiento con cisteina, corresponden a las
estructuras lamelares de Vdzquez y col.*
Tienen una alta proporcién de fosfolipi-
dos, y sus protefnas no son detectables
antigénicamente,

Las fracciones sobrenadantes de 100.000
x g de membranas internas incubadas
con cisteina, serian las estructuras tubu-
lares ¢ desintegradas. Su contenido en fos-
folipidos es muy bajo, y sus proteinas
son antigénicas.

Hay por tanto 2 zonas quimica y es-
tructuralmente distintas en la membrana
interna mitocondrial, una de las cuales
es destruida por la cisteina, probablemen-
te por poseer sus lipidos un mayor indice
de insaturacién, mientras que la otra no
es afectada,

SUMMARY

Effect of cysteine on inner mitochondrial membranes

Inner mitochondrial membranes incubated in
the presence of cysteine undergo structural
lysis, coinciding with a decrease in extracta-
ble phospholipds, The phospholipids mainly
affected are phosphatidyl choline and phos-
phatidyl ethanolamine. The disappearance of
the extractable lipid P progresses along the
incubation time; simultaneously this results
in a parallel increase in P strongly bound
to the precipitated proteins.

Some antioxidants and chelating agents —which
block lipid peroxide formation— inhibit the
effect of cysteine on the inner mitochondrial

membrane and therefore no optical density
change of the suspension is observed and the
phospholipids remain unaltered.

Cysteine enhances the lipid peroxide produc-
tion in inner mitochondrial membrane and a
maximum is reached coincident with the ini-
tiation of the lysis (followed by the optical
density changes).

Differential centrifugation after incubation has
allowed the separation of subfractions which
are different from the morfological, chemical
and immunological point of view.

i
i
i
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