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Free fatty acids, natural uncouplers of oxidative phosphorylation, are shown to differ from -xrtificial ones in that they fail to increase conductance 
of phospholipid bilayers which are permeable for the protonated form of fatty acids but impermeable for their anionic form. Recent studies have 
revea|eO that uncoupling oy fatty acids in mitochondria is mediated by the ATIP/ADP an!iporter and, in brown fat, by thermogenin which is 
structurally very similar to the antiporter, it is suggested that both the ATP/ADP antiporter and thermogenin facilitate translocation of the fatty 

anions through the mitochondrial membrane. 

Fatty acid: Uncoupling; ATP/ADP antiporter; Thermogenin 

!.  F A T T Y  A C I D - K 4 E D I A T E D  T H E R M O R E G U -  
L A T O R Y  U N C O U P L I N G  

I n  1960 we p r o p o s e d  t h a t  u n c o u p l i n g  o f  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n  is  a m e c h a n i s m  o f  t h e  u r g e n t  h e a t  
p r o d u c t i o n  b y  w a r m - b l o o d e d  a n i m a l s  w h e n  t h e  
a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  s t r o n g l y  d e c r e a s e s  [1] ( see  a l s o  [2]). 
T h i s  propose- !  w a s  b a s e d  u p o n  o u r  o b s e r v a t i o n  t h a t  i 5 
r a i n  c o l d  e x p o s u r e  o f  p i g e o n s  p r e v i o u s l y  a d a p t e d  t o  c o l d  
s t r e s ses  l ~ s u l t s  i n  a 6 - f o l d  d e c r e a s e  in  t h e  P / O  r a t i o  in  
t he  b r e a s t  m u s c l e  m i t o c h o n d r i a  [1,2]. S u c h  a n  etTect w a s  
t h e n  r e p r o d u c e d  in  t he  m u s c l e  m i t o c h o n d r i a  o f  m o u s e  
[3] a n d  o f  f u r  seal  [4]. 

T h e  u n c o u p l i n g  w a s  s h o w n  t o  b e  a b o l i s h e d  b y  a d d i n g  
s e r u m  a l b u m i n  [2,4]. T h i s  f ac t  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  
s u g g e s t i n g  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  i n v o l v e d  in  t h e  a b o v e  
e f fec t  [5] s ince  ( i )  f ree  f a t t y  a c i d s  u n c o u p l e  o x i d a t i o n  a n d  
p h o s p h o r y l a t i o n  i n  m i t o c h o n d r i a  a s  f i rs t  d e s c r i b e d  b y  
P r e s s m a n  a n d  L a r d y  [6], a n d  (ii) s e r u m  a l b u m i n  b i n d s  
f a t t y  a c i d s  a n d  r e c o u p l e s  m i t o c h o n d r i a  [5]. T h e  a b o v e  
s u g g e s t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  o u r  e x p e r i m e n t s  s h o w i n g  
t h a t  t he  s h o r t - t e r m  c o l d  e x p o s u r e  i n c r e a s e s  t he  level  o f  
f a t t y  a c i d s  b o t h  in  m u s c l e  i n  s i t u  a n d  i n  m i t o c h o n d r i a  
i s o l a t e d  f r o m  m u s c l e  o f  t h e  c o l d - e x p o s e d  a n i m a l .  F a t t y  
a c i d s  e x t r a c t e d  f r o m  m i t o c h o n d r i a  o f  t h e  c , ) l d - e x p o s e d  

.4bbrevlations: Catr, carboxyatractylo$ide- FCCP, trLq~:oromethoxy- 
¢arbonytcyanide phenylhydrazone 
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a n i m a l s  a n d  t h e n  a d d e d  t o  m i t o c h o n d r i a  f r o m  t h e  n o n -  
e x p o s e d  o n e s  w e r e  f o u n d  t o  c a u s e  u n c o u p l i n g  [7]. 

T h e  i d e a  o f  t h e r m o r e g u l a t o r y  u n c o u p l i n g  m e d i a t e d  
b y  f a t t y  a c i d s  w a s  l a t e r  c o n f i r m e d  a n d  e x t e n d e d  i n  
n u m e r o u s  s t u d i e s  o n  b r o w n  fa t ,  t h e  m a m m a l i a n  t i s s u e  
s p e c i a l i z e d  i n  a d d i t i o n a l  h e a t  p r o d u c t i o n  u n d e r  c o l d  
c o n d i t i o n s  ( f o r  r e v i e w s ,  see  [8 -12] ) .  I n  t h e  b r o w n  fa t  
m i t o c h o n d r i a ,  t he  u n c o u p l i n g  p r o t e i n  ( t h e  o t h e r  n a m e ,  
t h e r r n o g e n i n )  h a s  b e e n  d i s c o v e r e d  [I 3,14].  T h i s  p r o t e i n  
i n c r e a s e s  g ÷ c o n d u c t a n c e  o f  t h e  b r o w n  fa t  m i t o -  
c h o n d r i a l  m e m b r a n e .  

T h e  u n c o u p l i n g  a c t i v i t y  o f  t h e r m o g e n i n  w a s  s h o w n  
t o  r e q u i r e  f r ee  f a t t y  a c i d s  [ 1 1 , 1 2 , 1 5 - 1 7 ] .  I t  is n o t  c l e a r  
ye t  h o w  f a t t y  a c i d s  a c t i v a t e  t h c r m o g e n . ; n  a s  wel l  a s  h o w  
t h e y  u n c o u p l e ,  i n  t i s s u e s  o t h e r  t h a n  b r o w n  fa t  w h e r e  
t h e r e  is  n o  t h e r m o g e n i n .  I t  s e e m s  o b v i o u s  t h a t  f a t t y  
a c i d s  c a n n o t  o p e r a t e  a s  w e l l - k n o w n  a r t i f i c i a l  p r o -  
t o n o p h o r o u s  u n c o u p l e r s  s u c h  a s  t r i f l u o r o m e t h o x y c a r -  
b o n y l c y a n i d e  p h e n y l h y d r a z o n e  (Ft~ .CP) .  I n  c o n t r a s t  t o  
F C C P ,  w h i c h  s t r o n g l y  i n c r e a s e s  t h e  c o n d u c t a n c e  o f  
p l a n a r  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  a n d  l i p o s o m e s ,  f a t t y  a c i d s  
a r e  a l m o s t  w i t h o u t  e f fec t  o n  t h e  c o n d u c t a n c e  o f  p l a p a r  
m e : n b r d n e  a n d  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  p r o t e o l i p o s o m © s  
[181. 

S u c h  a n  i n e f f i c i e n c y  o f  f a t t y  a c i d s  a s  p r o t o n o p h o r e s  
i n  m o d e l  s y s t e m s  c a n  b e  e a s i l y  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  
t h e y  c a n  t r a v e r s e  t h e  p h o s p h o l i p i d  m e m b r a n e  o n l y  i n  
t h e i r  p r o t o n a t e d  f o r m  ( R C O O H )  [ ! 8] w h e r e a s  t h e  a n i o n  
( R C O O - )  t e n d s  t o  o c c u p y  a p o s i t i o n  i n  t h e  l i p i d / w a t e r  
i n t e r f a c e  w i t h  t h e  c a r b o x y l a t e  g r o u p  f a c i n g  t h e  w a t e r  
a n d  t h e  h y d r o c a r b o n  "tail* p e n e t r a t i n g  i n t o  t h e  m e m -  
b r a n e  c o r e .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  F C C P  a n i o n ,  t h e  n e g a t i v e  
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c h a r g e  is  s t r o n g l y  d e i o c a l i z e d  w h i c h  f a c i l i t a t e s  d i f f u s i o n  
o f  t h e  a n i o n  t h r o u g h  t h e  i n l e r f a c e  [191. 

2. F A T T Y  A C I D  C I R C U I T  H Y P O T H E S I S  

I n  1988  I s u g g e s t e d  [19] t h a t  in  m i t o c h o n d r i a  t h e r e  
a r e  p r o t e i n s  w h i c h  a l l o w  t h e  a n i o n i c  f o r m s  o f  f a t t y  a c i d s  
t o  t r a v e r s e  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e .  T h e  p r o t e i n s  
in  q u e s t i o n  w e r e  s u p p o s e d  t o  b e  t h e r m o g e n i n  i n  b r o w n  
f a t  a n d  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  in  o t h e r  t i s s u e s  ( F i g .  
l ) .  W i t h i n  t h e  f r a m e w o r k  o f  t h i s  s c h e m e ,  t h e  A T P / A D P  
a n t i p o r t e r ,  i n  a d d i t i o n  t o  i t s  m a i n  f u n c t i o n ,  i .e .  t h e  
t r a n s l o c a t i o n  o f  a d e n i n e  n u c l e o t i d e  a n i o n s ,  c a n  a l s o  
t r a n s p o r t  f a t t y  a c i d  a n i o n s .  A s  t o  t h e r m o g e n i n ,  i t  
s h o u l d  b e  r e g a r d e d  a s  a d e r i v a t i v e  o f  t h e  A T P / A D P  
a n t i p o r t e r ,  w h i c h  h a s  l o s t  t h e  m a i n  f u n c t i o n  b u t  r e t a i n s  
t h e  a d d i t i o n a l  o n e .  

T h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s  s e e m  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
A T P / A D P  a n t i p o r t e r  is s o m e h o w  i n v o l v e d  in  t h e  f a t t y  
a c i d - i n d u c e d  u n c o u p l i n g .  

( i )  W h e n  s t u d y i n g  m u s c l e  a n d  l i v e r  m i t o c h o n d r i a ,  w e  
h a v e  f o u n d  t h a t  u n c o u p l i n g  i n d u c e d  b y  l o w  c o n c e n t r a -  
t i o n s  o f  f a t t y  a c i d s  is  s u p p r e s s e d  b y  C A r t ,  t h e  m o s t  
p o t e n t  a n d  s p e c i f i c  i n h i b i t o r  o f  t h e  A T P / A D P  a n t i -  
p o r t e r .  T h e  Ki  v a l u e s  f o r  C A t r  i n h i b i t i o n  (1 )  o f  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  ( 2 )  o f  t h e  f a t t y  a c i d - s t i n : u l a t e d  
r e s p i r a t i o n  in  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  H + - A T P - s y n t h a s e  in -  
h i b i t o r ,  o l i g o m y c i n ,  p r o v e d  t o  b e  s i m i l a r  [ 1 8 , 2 0 - 2 3 ] .  

( i t )  T h e  C A t r  e f f e c t  is  a o c o m p a n i e d  b y  a m e m b r a n e  
p o t e n t i a l  i n c r e a s e  [18] a n d  b y  a d e c r e a s e  i n  t h e  H + c o n -  
d u c t a n c e  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  [22]. 

( i i i )  O t h e r  i n h i b i t o r s  o f  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  s u c h  
a s  a t r a c t y l o s i d e ,  b o n g k r e k i c  a c i d  a n d  p y r i d o x a l  p h o s -  
p h a t e ,  a s  w e l l  a s  i t s  s u b s t r a t e ,  A123F, a r e  a l s o  i n h i b i t o r y  
f o r  t h e  f a t t y  a c i d - i n d u c e d  u n c o u p l i n g ,  b e i n g ,  h o w e v e r .  
l e s s  e f f e c t i v e  t h a n  C A t r  [18 ,22] .  

( iv)  U n c o u p l i n g  b y  F C C P  is  i n s e n s i t i v e  t o  C A t r  [I 8,22]. 
I n  t h i s  c o n t e x t ,  i t  is  n o t e w o r t h y  t h a t  f a t t y  a c i d s  i n h i b i t  

t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  B o n g -  
k r e k i c  a c i d ,  a s p e c i f i c  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  i n h i b i t o r ,  
r e p r e s e n t s  a l o n g - c h a i n  f ~ r t y  a c i d  w i t h  t h r e e  c a r b o x y l a t c  
g r o u p s  [19]. A l s o  C A t r  a n d  a t r a c t y l o s i d e  a r e  h y d r o -  
p h o b i c  0 a r b o x y l a t e s .  

S e v e r a l  p i e c e s  o f  e v i d e n c e  i n d i c a t e  c l o s e  s t r u c t u r a l  
a n d  f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s  o f  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  
a n d  t h e r m o g e n i n .  

( A )  T h e  t w o  p r o t e i n s  a r e  o f  t h e  s i m i l a r  m o l e c u l a r  
m a s s ,  s e q u e n c e ,  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  t r a n s m e m b r a n e  
a r r a n g e m e n t  a n d  d o m a i n  c o m p o s i t i o n  [ 2 4 - 2 6 ] .  

( B )  B o t h  o f  t h e m  a r e  f o r m e d  w i t h o u t  t h e  s t a g e  o f  a 
l a r g e r  p r e c u r s o r ,  a v e r y  u n u s u a l  s i t u a t i o n  f o r  m i t o -  
c h o n d r i a l  i n n e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s  e n c o d e d  b y  t h e  n u -  
c l e a r  g e n e s  [ 19]. 

( C )  B o t h  o f  t h e m  c a n  i n t e r a c t  w i t h  p u r i n e  n u c l e o t i d e s  
[24]  a n d  f a t t y  a c i d s  [19].  T h e  i n t e r a c t i o n s  o c c u r  in  s u c h  
a w a y  t h a t  f a t t y  a c i d s  i n d u c e  u n c o u p l i n g  w h e r e a s  p u r i n e  
n u c l e o t i d e s  c a u s e  r e c o u p l i n g .  

( D )  N o t  o n l y  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  b u t  a l s o  t h e r -  
m o g e n i n  c a n  b e  r e g a r d e d  a s  a n i o n  c a r r i e r  s i n c e  t h e r m o -  
g e n i n  i n c r e a s e s  t h e  m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y  f o r  C! - [27 
291. 

I t  s h o u l d  b e  s t r e s s e d  t h a t  f e a t u r e s  ( B )  a n d  ( C )  c l e a r l y  
d i s t i n g u i s h  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  a n d  t h e r m o g e n i n  
f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a l  p h o s p h a t e  a n d  d i c a r b o x y l a t e  
c a r r i e r s  w h i c h  a l s o  r e s e m b l e  t h e s e  p r o t e i n s  in  t h e  se-  
q u e n c e  a n d  d o m a i n  s t r u c t u r e  I26]. 

S u g g e s t i n g  t h a t  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  is  c o m p e t e n t  
in  t r a n s l o c a t i n g  n o t  o n l y  n u c l e o t i d e  a n i o n s  b u t  a l s o  
f a t t y  a c i d  a n i o n s ,  w e  f a c e  t h e  p r o b l e m  w h y  t h i s  c a r r i e r ,  
d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  e .g .  A D P  a n d  G D P ,  f a i l s  t o  d ; - -  
c r i m i n a t e  b e t w e e n  A D P  a n d  f a t t y  a c i d .  T o  o v e ; = o m e  
t h i s  d i f f i c u l t y ,  i t  s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  
h i g h  n u c l e o t i d e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  
is a p r o p e r t y  o f  t h e  g a t e  I b i n d i n g  s i t e )  r e q u i r e d  t o  i n t e r -  
a c t  w i t h  h y d r c , p h i l i c  a n i o n s  w h e r e a s  h y d r o p h o b i e  f a t t y  
a c i d  a n i o n s  c a n  b e  e f f e c t i v e l y  b o u n d  t o  t h e  a n i o n - t r a n s -  
l o c a t i n g  p a r t  o f  t h e  p r o t e i n  w i t h  n o  s p e c i f i c  g a t e  in -  
v o l v e d .  

W i t h i n  t h e  f r a m e w o r k  o f  t h e  a b o v e  r e a s o n i n g ,  t h e r -  
m o g e n i n  m a y  b e  r e g a r d e d  a s  a p r o d u c t  o f  t h e  A T P / A D P  
a n t i p o r t e r  e v o l u t i o n .  T h e r m o g e n i n  s t i l l  b i n d s  n u -  
c l e o t i d e s  b u t  f a i l s  : o  d o  t h i s  in  t h e  p r o p e r  w a y  a n d  
t h e r e f o r e  c a n n o t  t r a n s p o r t  b o u n d  n u c l e o t i d e s  t h r o u g h  
t h e  m e m b r a n e .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  t h e r m o g e n i n  r e t a i n s  
t h e  a n i o n  t r a n s l o c a t i n g  m a c h i n e r y  a n d ,  h e n c e ,  c a n  
t r a n s p o r t  f a t t y  a c i d  a n i o n s  w h i c h  d o  n o t  r e q u i r e  t h e  
g a t e  n u c l e o t i d e  b i n d i n g  s i t e  t o  b, .  t r a n s i o c a t e d +  I t  is 
n o t e w o r t h y  t h a t  in  t h e r m o g e n i n ,  t h e  n u d e o t i d e  b i n d i n g  
s i t e  is o f  l o w e r  s p e c i f i c i t y  t h a n  in  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  
{it i n t e r a c t s  n o t  o n l y  w i t h  a d e n i n e  b u t  a : s o  w i t h  g u a n i n e  
n u c l e o t i d e s )  [10]. 

+ ~ +t+ i 'I i+i++ +,..',,j+ ' -~ =_-~ ,:::+~:~ 7,. '. 

~ H ' " - ' ~  

Fig. I. The fatty acid circuit mediated by the ATP/ADP antiporter and 
thermogenin results in the dissipation of  th~ respiration-generated 
protonic potential. (!)  The respiratory chain pumps H + from t h c  

mitochondrial matrix to the extramitochondrial slmC¢; (2) H + proto- 
hates fatty acid on the outer surface of  the inner mitochondrial mem- 
brane; (3) the protonated fatty acid traverses the phospholipid bilayer 
of  the membrane: (4~ the fatty acid is deprotonated on the inner 
surface of  the membrane; and (5) the formed fatty acid anion, for 
which the bilayer is impermeable, is outwardly translocated by the 

ATP/ADP antiporter or thermogenin. 
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3. R E C E N T  O B S F R V A T : O N S  I N  F A V O U R  O F  
T H E  H Y P O T H E S I S  

Q u i t e  r e c e n t l y  o u r  d a t a  w c r c  r e p r o d u c e d  a n d  e x -  
t e n d e d  in  G e r m a n y  b y  S c h O n f e i d  [23] w h o  s h o w e d  t h a t  
t h e  e f f i c i e n c y  o f  f a t t y  a c i d  a s  t h e  C A t r - s c n a i t i v e  u n -  
c o u p l e r  it, p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  
c o n t e n t  in  m i t o c h o n d r i a  o f  d i f f e r e n t  t i s s u e s  ( h e a r t  m u s -  
c l e  > k i d n e y  > l ive r ) .  

O u r  s c h e m e  p r e d i c t s  t h a t  b o ' h  t h e  A T P / A D P  a n t i -  
p o r t e r  a n d  t h e r m o g e n i n  s h o u l d  b e  r a t h e r  n o n - s p e c i f i c  
t o w a r d s  h y d r o p h o b i c  a n i o n s .  I n  1990  t h i s  s u g g e s t i o n  
w a s  d i r e c t l y  p r o v e d .  W e  h a v e  s h o w n  [22] t h a t  n o t  o n l y  
f a t t y  a c i d s  b u t  a l s o  s m a l l  a m o u n t s  o f  a r t i f i c i a l  a n i o n i c  
d e t e r g e n t s  s u c h  a s  d o d e c y l  s u l f a t e  a n d  e h o l a t e  c a n  c a u s e  
t h e  C A t r - s e n s i t i v e  u n c o u p l i ~ i g  in r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a .  
U n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s ,  u n c o u p l i n g  b y  a c a t i o n i c  
d e t e r g e n t  ( c e t y l t r i m e t h y l  a m m o n i u m )  o r  b y  a n o n - i o n i c  
d e t e r g e n t  ( T r i t o n  X - 1 0 0 )  w a s  C A t r - r e s i s t a n t .  L o w  c o n -  
c e a t r a t i o n s  o f  d o d e c y l  s u l t a t e  a n d  c h o l a t e  i n d u c i n g  a 
C A t r - s e n s i t i v e  r e l e a s e  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  c o n t r o l  w e r e  
f o u n d  t o  i n c r e a s e  s p e c i f i c a l l y  t h e  C A t r - s e n s i t i v e  H ÷ p e r -  
m e a b i l i t y  o f  m i t o c h o n d r i a .  T h e  u n c o u p l i n g  c o n c e n t r a -  
t i o n s  o f  c h o l a t e  a n d  d o d e c y l  s u l f a t e  v e r e  m u c h  l o w e r  
t h a n  t h o s e  c a u s i n g  t h e  n o n - s p e c i f i c  d a m a g e  o f  m i -  
t o c h o n d r i a  b :  " m u c h  h i g h e r  t h a n  t h e  u n c o u p l i n g  c o n -  
c e n t r a t i o n s  o f  p a l m i t a t e .  

S i m i l a r  f e a t u r e s  w e r e  s h o w n  t o  b e  i n h e r e n t  in  t h e r m o -  
g e n i n .  A c c o r d i n g  t o  R i a l  e t  a l .  [30] a n d  K l i n g e n b e r g  
[16], n o t  o n l y  w i d e - s p r e a d  n a t u r a l  f a t t y  a c i d s  l i k e  p a l -  
m i t a t e ,  s t e a r a t e  a n d  o l e a t e ,  b u t  a l s o  c a r b o x y l i c  a c i d s  
w i t h  a s h o r t e r  h y d r o c a r b o n  c h a i n  a r e  s t i l l  c o m p e t e n t  
( b u t  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s )  in  a c t i v a t i n g  t h e  t h e r -  
m o g e n i n - m e d i a t e d  H + c o n d u c t a n c e .  R e c e n t l y  G a r l i d  
s h o w e d  [27] t h a t  h e x a n e  s u i f o n a t e  c a n  s u b s t i t u t e  f o r  
p a l m i t a t e  in  a c t i v a t i n g  t h e  H ~ c o n d u c t a n c e  v i a  t h e r m o -  
g e n i n ,  t h e  h a l f - m a x i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e x a n e  s u l -  
f o n a t e  b e i n g  m o r e  t h a n  10 ~ t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  
p a l m i t a t e .  T h e  e f f e c t  o f  h e x a n e  s u l f o n a t e  l o o k s  q u i t e  
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  d o d e c y i  sLdfa te  (gee  a b o v e ) .  

T h e  m o s t  i m p o r t a n t  o b s e r v a t i o n  m a d e  b y  J e z e k  a n d  
C i a r l i d  [27 ,31]  in  1990 is t h a t  t h e y  d e m o n s t r a t e d  t h e  
pmrine  n u c l e e t i d e - s e n s i t i v e  t r a n s p o r t  o f  h e x a n e  s u l f o n a t e  
t o  t h e  b r o w n  f a t  m i t o c h o n d r i a  a n d  t h e r m o g e n i n  p r o t e o -  
l i p o s o m e s .  F u r t h e r  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  n o t  o n l y  h e x a n e  
s u l f o n a t e  b u t  a l s o  a l a r g e  g r o u p  o f  m o n o v a l e n t ,  m o n -  
o p o l a r  a n i o n s  c a n  b e  t r a n s p o r t e d  b y  t h e r m o g e n i n .  T h e  
l i s t  o f  t r a n s p o r t a b l e  a n i o n s  i n c l u d e s  a l k y l s u l f a t e s ,  b e n -  
z e n e s u l f o n a t e ,  o x o h a l o g e n i d e s ,  h y p o p h o s p h a t e ,  h e x a -  
f l u o r o p h o s p h a t e  a n d  p y r u v a t e .  T h e  p o l a r  g r o u p  m u s t  
n o t  b e  b l o c k e d  b y  a i k y l  o r  a r y l  s u b s t i t u e n t s .  

I t  is  i n t e r e s t i n g  t h a t  n o n - s p e c i f i c i t y  o f  t h e  t h e r m o -  
g e n i n - i n d u c e d  c o n d u c t a n c e  w a s  a l r e a d y  r e c o g n i z e d  b y  
i t s  f i r s t  s t u d e n t s ,  N i c h o l l s  a n d  L i n d b e r g  [28],  w h o  f o u n d  
t h a t  b r o w n  f a t  m i t o c h o n d r i a  a r e  p e r m e a b l e  n o t  o n l y  t o  
H ~ b u t  ~ l s o  t o  C I - .  G a r l i d  a n d  c o - w o r k e r s  [27 ,29 ,31]  
r e c o n s t i t u t e d  C I -  t r a n s p o r t  in  t h e r m o g e n i n  p r o t e o l i -  

p o s o m e s  a n d  ~hnwcc l  t h a t ,  ~_!nlike in  t h e  c a s e  o f  H*  
t r a n s p o r t ,  f a t t y  a n i o n s  a r e  n o :  nece~:~ary  f o r  t h i s  
p r o c e s s .  R a t h e r  t h e y  s e e m  t o  c o m p e t e  w~zh C1-  f o r  t h e r -  
m o g e n i n .  T h e  r a t e  o f  C I -  t r a n s p o r t  p r o v e d  t o  b e  m u c h  
l o w e r  tha~i  t h a t  o f  h e x a n e  s u l f o n a t e  a n d  e v e n  o f  b u t a n e  
s u l f o n a t e .  G e n e r a l l y  t h e  r a t e s  o f  t r a n s p o r t  *as w e l l  a s  Ki 
v a l u e s  f o r  p u r i n e  n u c l e o t i d e  i n h i b i t i o n )  a - e  s h o w n  t o  
i n c r e a s e  w i t h  t h e  l e n g t h  o f  t h e  a l k y l  r e s i d u e .  U n f o r -  
t u n a t e l y ,  t h e  m e t h o d  o f  t r a n s p o r t  r a t e  m e  ~ s u r e m e n t s  
( t h e  s w e l l i n g  o f  t h e  b r o w n  f a t  m i t o c h o n d r i a  i n c u b a t e d  
w i t h  0 .05  M s o d i u m  s a l t s  o f  t h e  a n i o n s )  d i d  n o t  a l l o w  
f o r  t h e  s t u d y  o f  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s .  H o w e v e r ,  t h e  
a b o v e  m e n t i o n e d  d e p e n d e n c e  o f t h e  t r a n s p o r t  r a t e  u p o n  
t h e  l e n g t h  o f  t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n  s t r o n g l y  s u g g e s t s  
t h a t  f a t t y  a c i d  a n i o n s  s h o u l d  b e  e f f e c t i v e l y  t r a n s p o r t e d  
b y  t h e r r n o g e n i n .  C o m b i n i n g  t h i s  s u g g e s t i o n  w i t h  t h e  
v e r y  f a c t  t h a t  p r o t o n a t e d  f a t t y  a c i d s  c a n  e a s i l y  t r a v e r s e  
t h e  m e m b r a n e ,  o n e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  a t  l e a s t  a p o r t i o n  
o f  t h e  t h e r m o g e n i n - m e d i a t e d  H ÷ c o n d u c t a n c e  is  d u e  t o  
f a t t y  a c i d  c i r c u l a t i o n .  T h e  m i n i m a l  h y p o t h e s i s  c o n s i s t s  
in  t h a t  t h i s  is  t h e  o n l y  m e c h a n i s m  o f  u n c o u p l i n g  b y  
t h e r m o g e n i n .  

4- S O M E  A P P A R E N T  D I F F I C U L T I E S  

T h e r e  i s  a n  o p i n i o n  t h a t  H+ a n d  C I -  a r e  t r a n s p o r t e d  
v i a  t w o  d i f f e r e n t  p a t h w a y s  b o t h  m e d i a t e d  b y  t h e r m o -  
g e n i n  [32].  A c c o r d i n g  t o  o u r  s c h e m e ,  t h e  d i f f e r e n c e  in  
t h e  m e c h a n i s m  o f  H ÷ a n d  C I -  t r a n s i o c a t i o n s  c o n s i s t s  in  
t h a t  H ÷ c o n d u c t a n c e  i n v o l v e s  c i r c u l a t i o n  o f  a w e a k  
a c i d ,  n a t u r a l  f a t t y  a c i d s  b e i n g  t h e  m o s t  e f f e c t i v e ,  
w h e r e a s  C I -  d o e s  n o t  r e q u i r e  s u c h  a c i r c u l a t i o n .  
N e v e r t h e l e s s ,  t h e r e  is n o  r e a s o n  t o  s p e a k  a b o u t  t w o  
p a t h w a y s ,  o n e  f o r  I-i + a n d  t h e  o t h e r  f o r  C i -  s i n c e  i t  is 
a s s u m e d  t h a t  b o t h  C I -  a n d  f a t t y  a n i o n s  c o m p e t e  f o r  t h e  
b a m e  a n i o n - c a r r y i n g  g r o u p s  o r  a n i o n i c  c h a n n e l  in  t h o r -  
m o g e n i n .  A n  o b s e r v a t i o n  t h a t  H ÷ t r a n s p o r t  is  s e n s i t i v e  
t o  o r g a n o m e r c u r i a l s  w h e r e a s  t h e  C I -  t r a n s p o r t  is  n o t  
[321, s e e m s  h a r d l y  c o n c l u s i v e  s i n c e  o r g a n o m e r c u r i a l s  
s u c h  a s  m e r s a l y l  f o r m  c o m p l e x e s  w i t , t  C I -  [33] a n d  i n -  
d u c e  C i -  p e r m e a b i l i t y  [34]. A n  a l t e r n a t i v e  p o s s i b i l i t y  i s  
t h a t  t h e  p a t h w a y s  o f  h y d r o p h i l i c  C I -  a n d  h y d r o p h o b i c  
f a t t y  a c i d  a n i o n s  t o w a r d s  t h e  a n i o n - c a r r y i n g  s i t e s  in  
t h c r m o g e n i n  a r e  d i f f e r e n t ,  t h e  l a t t e r  b e i n g  s p e c i f i c a l l y  
b l o c k e d  b y  S H - r e a g e n t s .  

O n  t h e  f a c e  o f  i t ,  t h e r e  is  a d i f f i c u l t y  in  o u r  s c h e m e  
in  t h e  a s s u m p t i o n  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  p r o t o n a t e d  
f o r m s  o f  a l k y i  s u l f o n a t e s  a n d  a l k y l  s u l f a t e s  a t  n e u t r a l  
p H .  T h i s  a s s u m p t i o n  is n e c e s s a r y  t o  e x p l a i n  h o w  e .g .  
d o d e c y l s u l f a t e  u n c o u p l e s  r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  in  t h e  
C A t r - s e n s i t i v e  f a s h i o n  [22]. I n  f a c t ,  t h e  p K ,  v a l u e s  o f  
t h e s e  a n i o n s  a r e  s o  s t r o n g l y  s h i f t e d  t o  a c i d i c  p H  v a l u e s  
t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e i r  p r o t o n a t e d  f o r m s  a t  n e u -  
t r a l  p H  is  n e g l i g i b l e .  H o w e v e r ,  s u c h  a r e a s o n i n g  i s  v a l i d  
f o r  t h e  b u l k  w a t e r  p h a s e ,  n o t  f ~ r  *he m e m b r a n e / w a t e r  
i n t e r f a c e .  A c c o r d i n g  t o  S a n k a r a m  ¢ t  a l .  [3~],  t h e  p K  a 
v a l u e s  o f  f a t t y  a n i o n s  in  t h e  i n t e r f a c e  a r e  v e r y  m u c h  
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h ~ g b e r  t h a n  in a q u e o u s  s o l u t i o n .  T h u s ,  t h e  p K a  o f  s t e a -  
r a t e  in  t h e  d i m y r i s t o y l  p h o s p h a t i d y l g l y c e r o l  l i p o s o m e s  
is a s  h i g h  a s  8 .0  ( in  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  5 .0) .  T h e  p K a  
v a l u e  c o u l d  b e  f u r t h e r  i n c r e a s e d  u p  t o  9 .6  w h e n  s o m e  
p r o t e o l i p o s o m e s  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  i i p o s o m e s .  

T h e  n o n - s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p o r t e r s  t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  
t r a n s p o r t e d  a n i o n s  s e e m s  o n e  m o r e  s u r p r i s i n g  f e a t u r e  
o f  t h e  s y s t e m s .  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  s t r e s s e d  t h a t  e .g .  
t h e r m o g e n i n  n o n - s p e c i f i c i t y  is,  m o s t  p r o b a b l y ,  n o t  m a n -  
i f e s t e d  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  s i n c e  m i l l i m o l a r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  p u r i n e  n u c l e o t i d e s ,  w h i c h  a r e  a l w a y s  
p r e s e n t  i n  t h e  ce l l ,  a r e  q u i t e  s u f f i c i e n t  t o  b l o c k  t r a n s -  
l o c a t i o n  o f  t h e  a n i o n s  w h i c h  a r e  l e s s  h y d r o p h o b i c  t h a n  
n a t u r a l  f a t t y  a c i d s .  

I n  t h i s  c o n t e x t ,  i t  is  a p t  t o  m e n t i o n  t h e  g e n e r a l  a n i o n  
c a r r i e r  p o s t u l a t e d  in  m i t c ,  c h o ~ d r i a  b y  B e a v i s  e t  a l .  
[36 ,37]  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n  b y  K r a m e r ' s  g r o u p  t ? , a t  t h e  
S H  r e a g e n t - m o d i f i e d  A T P / A D P  a n t i p o r t e r  in  p r o t e o l i -  
p o s o m e s  b e c o m e s  c o m p e t e n t  in  t h e  A T P  a n i o n  u n ~ p o r t  
[3S]. 

5. P H Y S I O L O G I C A L  I M P L I C A T I O N  

T h e r e  is  n o  d o u b t  t h a t  t h e  f a t t y  a c i d  a n d  t h e r m o -  
g e n i n - m e d i a t e d  u n c o u p l i n g  is i n v o l v e d  in  t h e  r e g u l a t o r y  
h e a t  p r o d u c t i o n  b y  b r o w n  f a t  ( f o r  r e v i e w s ,  s e e  [I  1,19]).  
A s  t o  o t h e r  t i s s u e s ,  i n v o l v e m e n t  o f  f a t t y  a c i d s  in  u n c o u -  
p l i n g  u n d e r  c o o l i n g  s e e m s  a l s o  h i g h l y  p r o b a b l e  ( s e e  
a b o v e  a n d  r e f .  [19])  b u t  t h e  p r e c i s e  m e c h a n i s m  o f  t h e i r  
a c t i o n  s h o u l d  b e  s y s t e m a t i c a l l y  s t u d i e d .  T h e  A T P / A D P  
a n t i p o r t e r - m e d i a t e d  u n c o u p l i n g  is  t h e  s i m p l e s t  p o s s i b i l -  
i t y  w h i c h  w a s  d i r e c t l y  p r o v e d  in  o u r  g r o u p  a t  l e a s t  in  
o n e  c a s e  n a m e l y  d u r i n g  a r o u s a l  o f  g r o u n d  s q u i r r e l s  
a f t e r  h i b e r n a t i o n  [39]. I n  t h e  o l i g o m y c i n - t r e a t e d  h e a r t  
m u s c l e  a n d  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  f r o m  a r o u s i n g  a n i m a l s ,  
C A t r  w a s  s h o w n  ( i )  t o  d e c r e a s e  t h e  r e s p i r a t i o n  r a t e ,  ( i i )  
t o  i n c r e a s e  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a n d  ( i i i )  t o  l o w e r  t h e  
r a t e  o f  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  d i s c h a r g e  a f t e r  a d d i t i o n  
o f  c y a n i d e .  S e r u m  a l b u m i n  e f f e c t i v e l y  s u b s t i t u t e d  lk)r 
C A t r  s o  t h a t  C A t r  a d d e d  a f t e r  a l b u m i n  h a d  n o  e f f e c t .  
A r o u s a l  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  a c c o m p a n i e d  b y  a n  in -  
c r e a s e  in  t h e  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  b o t h  i n  t h e  h e a r t  
m u s c l e  a n d  i n  t h e  m i t o e h o n d r i a  i s o l a t e d  f r o m  t h i s  m u s -  
c l e .  T h e  f a t t y  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d  a n d  t h e  
C A t r - s e n s i t i v e  u n c o u p l i n g  d i s a p p e a r e d  w h e n  t h e  b o d y  
t e m p e r a t u r e  o f  t h e  g r o u n d  s q u i r r e l  r e a c h e d  3 7 ° C .  T h e  
s i m p l e s t  w a y  t o  r e c o u p t e  t h e  f a t t y  a e i d - u n c o u l ~ 4 e d  m i -  
t o c h o n d r i a  w o u l d  b e  t o  o x i d i z e  t h e  e x c e s s  o f  t h e  m i t o -  
c h o n d r i a l  f r e e  f a t t y  a c i d s .  

6 .  S O M E  , ' 3 T H E R  H Y P O T H E S E S  

A n  a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  f a t t y  a c i d - m e d i a t e d  
u n c o u p l i n g  w o u l d  b e  t h a t  f a t t y  a c i d s  s e r v e  a s  a i l o s t e r i c  
a c t i v a t o r s  o f  t h e  H + c o n d u c t a n c e  t h r o u g h  t h e  A T P /  
A D P - a n t i p o r t e r  a n d  t h e r m o g e n i n .  

K l i n g e n b e r g  m e n t i o n e d  t h a t  " f a t t y  a c i d s  m a y  f o r m  a 

m i c e l l a r  H + b u f f e r  n e a r  o r  in t h e  t r a n s l o c a t i o n  c h a n n e l  
o f  u n c o u p l i n g  p r o t e i n '  [40]. I f  t h i s  is t h e  c a s e ,  t h e  q u e s -  
t i o n  a r i s e s  w h e l h e r  s u c i l  a n  e f f e c t  is t h e  o n l y  r o l e  o f  r a l l y  
a c i d s  in  t h e  u n c o u p l i n g ,  o r  t h e  l o c a l  p H  b u f f e r i n g  is 
s u p p l e m e n t e d  b y  c i r c u l a t i o n  o f  f a t t y  a~;ids a s  s h o w n  in 
F i g .  1. 

J e z e k  a n d  C ; a r l i d  [31] c o n s i d e r e d  f ive  p o s s i b l e  p a t -  
t e r n s  o f  t h e  t h e r m o g e n i n  m e c h a n i s m ,  n a m e l y  (1)  a n i o n  
c h a n n e l ,  (2 )  a n i o n  c h a n n e l  w i t h  a h y d r o p h o t ) i c  b a r r i e r  
f o r  a n i o n s ,  (3 )  s e p a r a t e  H + a n d  a n i o n  p a t h w a y s ,  (4 )  
a n i o n  c h a n n e l  w h i c h  p r o v i d e s  a s i t e  f o r  a ! l o s t e r i c  f a t t y  
a c i d  a c t i v a t i o n  o f  H ÷ u n i p o r t  a n d  (5)  t h e r m o g e n i n  a s  a 
m e m b e r  o f  t h e  f a m i l y  o f  m i t o c h o n d r i a l  a n i o n  p o r t e r s .  
S o m e  o f  t h e s e  m o d e l s ,  l i k e  t h a t  o f  K l i n g e n b e r g ,  can_ b e  
c o m b i n e d  w i t h  o u r  f a t t y  a c i d  c i r c u l a t i o n  h y p o t h e s i s  
w h e r e a s  o t h e r s  c a n n o t .  I f  t h e  l a t t e r  w e r e  t h e  c a s e ,  t h e  
m o s t  p r o b a b l e  s i t u a t i o n  w o u l d  b e  t h a t  t w o  m e c h a n i s m s  
o f  t h e r m o g e n i n  u n c o u p l i n g  c o - e x i s t ,  o n e  p o s t u l a t e d  b y  
J e z e k  a n d  G a r l i d  a n d  a n o t h e r  s h o w n  in F i g .  1. S u c h  a n  
a s s u m p t i o n  is a d i r e c t  c o n s e q t ,  e n c e  o f  o b s e r v a t i o n s  
m a d e  b y  t h e  s a m e  a u t h o r s  t h a t  h e x a n e  s u l f o n a t e  ( i)  is 
t r a n s l o e a t e d  v i a  t h e r m o g e n i n ,  ( i i )  r e p l a c e s  f a t t y  a c i d s  in  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  t h e r m o g e n i n - m e d i a t e d  n ÷ c o n d u c t -  
a n t e  a n d  ( i i i )  b o t h  t h e s e  p r o p e r t i e s  a r e  i l d i c r e n t  in o t h e r  
m o n o v a l e n t  a n i o n s ,  i n c r e a s i n g  w i t h  t h e  i n c r e a s e  in  t h e  
l e n g t h  o f  t h e  h y d r o c a r b o n  ' t a i l ' .  T h e  a b o v e  i t e m  
s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  n a t u r a l  f a t t y  a c i d s  b e l o n g  t o  t h e  
f a m i l y  o f  t h e r m o g e n i n - t r a n s p o r t e d  a n i o n s .  

T h e r e  a r e  s o m e  i n d i c a t i o n s  t h a t  t h e  t h e r m o g e n i n  o r  
A T P / A D P  a n t i p o r t e r - m e d i a t e d  u n c o u p l i n g  i s  n o t  t h e  
o n l y  m e c h a n i s m  o f  d i s s i p a t i o n  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  e n e r g y  
b y  f r e e  f a t t y  a c i d s .  A t  l e a s t  in  v i t r o ,  o n e  m o r e  m o d e  o f  
u n c o u p l i n g ,  a l s o  a c t i v a t e d  b y  f a t t y  a c i d s ,  h a s  b e e n  d e -  
s c r i b e d .  I t  r e q u i r e s  C a  2÷ a n d  i n c l u d e s  a c a s c a d e  o f  sev -  
e r a l  p r o c e s s e s  s u c h  a s  p h o s p h o l i p i d  h y d r o l y s i s ,  p e r -  
o x i d a t i o n  a n d  s o m e  o t h e r s  [18 ,41 ,42] .  I t  is ,  h o w e v e r ,  
n o t  c l e a r  w h e t h e r  t h i s  s y s t e m  is o p e r a t i v e  in  v i v o  u n d e r  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  t h e r m o r e g u l a t o r y  h e a t  p r o d u c t i o n .  
A m o n g  o t h e r  p o s s i b l e  f a t t y  a c i d  e f f e c t s  w h i c h  c a n  r e s u l t  
in  u n c o u p l i n g  w e  m a y  m e n t i o n  ( i )  , d p H  d i s s i p a t i o n  d u e  
t o  d i f f u s i o n  o f  t h e  p r o t o n a t e d  f a t t y  a c i d s  v i a  p h o s p h o -  
l i p i d  p a r t  o f  t h e  m e m b r a n e ,  ( i i )  i n c r e a s e  in  d i e l e c t r i c  
c o n s t a n t  o f  t h e  m e m b r a n e  s y s t e m  w h i c h  m i g h t  l o w e r  t h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  l o c a l  e l e c t r i c  f i e ld  t o  t h e  e n e r g y  c o u -  
p l i n g ,  ( i i i )  t r a n s p o r t  o f  t h e  f a t t y  a n i o n s  o y  p r o t e i n s  o t h e r  
t h a n  ~he A T P / A D P  a n t i p o r t e r  a n d  t h e r m o g e n i n .  O n e  o f  
t h e s e  e f f e c t s  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f a t t y  a c i d  u n -  
c o u p l i n g  a c t i v i t y  in  c h l o r o p l a s t s  [43]. 
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