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Laboratorinis darbas
Mitochondrijy funkciniy parametry jvertinimas. Kvépavimo

grei¢io nustatymas.

Aerobai pradinése substraty oksidacijos etapuose panaudoja tas pacias fermentuy
sistemas, kaip ir anaerobai (glikolizg ir kt.), taciau tolesni oksidacijos etapai (TCA ir
oksidacinis fosforilinimas) budingi tik aerobams. Eukariotuose galutiniai aerobinés
oksidacijos etapai vyksta mitochondrijose. Ju metu redukuoti substratai pilnai
oksiduojami iki CO, ir H,0, todél galimas didesnio energijos kiekio atpalaidavimas ir
sukaupimas ATP forma. Anaerobinés oksidacijos metu i§ vieno molio gliukozes
gaunami du moliai ATP, o pilnos aerobinés oksidacijos procese - net 38 moliai ATP.

Galima i8skirti tris stadijas, kuriomis vyksta medziagy oksidacija visuose

organizmuose:

1. Pirmoje stadijoje jvairis substratai oksiduojami iki acetil-KoA. Cia
i§laisvinama nedaug energijos.

2. Antroje stadijoje dviangliai fragmentai (acetil-KoA pavidale) mitochondriju
matrikse oksiduojami TKC. Si stadija yra susijusi su palyginti dideliy energijos kiekiu
iSlaisvinimu redukuoty kofermenty NADH ir FADH, pavidale.

3. Treciojoje stadijoje redukuoti nikotinamidy ir flavino kofermentai oksiduojami

mitochondrijy kvépavimo grandin¢je. Oksidacijos metu susidaro H,O ir i§laisvinama



daugiausiai energijos. Elektrony pernasa mitochondrijose yra membraninis procesas.
Jo metu energija transformuojama i specifing membraninéms struktiroms forma -
elektrocheminj protony gradienta. Si energijos forma panaudojama ATP sintezei. Tokiu
biidu elektrony pernasa mitochondriju kvépavimo grandine (oksidacija) susijusi su
ADP fosforilinimu, todél procesas bendrai vadinamas oksidaciniu fosforilinimu.

Nikotinamidadenindinukleotidas (NAD™) yra dehidrogenaziy (atimanéiy vandenilio
atomus iS oksiduojamo substrato - etanolio, pieno riigSties ir pan. molekuliy)
kofermentas. Citoplazmoje susidaro nedaug NADH. Glikolizés metu, veikiant
fermentui gliceraldehido 3-fosfatdehidrogenazei susidaro mazas NADH kiekis, kuris
esant deguoniui bus reoksiduojamas mitochondrijose. Mitochondriju matrikse
daugiausiai NADH susidaro, veikiant piruvato dehidrogenazei (PDH), glutamato
dehidrogenazei, B-oksidacijos ciklui ir Krebso ciklo dehidrogenazéms.

Oksidoreduktazés, kuriy kofermentas yra NAD®, vadinamos NAD-
priklausomomis dehidrogenazémis. Ju kofermentas NAD néra kovalentiSkai
sujungtas su apofermentu. Susidargs NADH oksiduojamas kvépavimo grandinéje.
Citoplazmos NADH negali buti tiesiogiai oksiduojamas kvépavimo grandinéje. Jis
patenka | mitochondrijas savotiskos pernasos, vadinamuyju malat-aspartato arba
gliceraldehid-3-fosfato Sunty pagalba.

Kity dehidrogenaziy kofermentas yra flavinadenindinukleotidas (FAD), jos
vadinamos FAD-priklausomomis dehidrogenazémis. Flavino kofermentai yra
prostetinés grupés, tvirtai (kovalentiSkai arba nekovalentiskai) susiriSusios su
fermentais, vadinamais flavino dehidrogenazémis (Kq 10® -10™"). Siuo bruozu
flavino kofermentai skiriasi nuo nikotinamido kofermenty, kuriems nebudingas
tvirtas susiriSimas su fermentais. FAD-priklausomy dehidrogenaziy daugiau yra
mitochondrijose. Su energijos iSlaisvinimu susijusios Sios FAD-priklausomos
dehidrogenazés: sukcinato dehidrogenazé (TKC fermentas) ir glicerolio 3-fosfato
dehidrogenazé (glicerofosfato Sunto fermentas), riebaly rtigsciy B-oksidacijos ciklo
acil-KoA dehidrogenazé. Joms veikiant susidargs FADH;, yra kvépavimo grandinés
substratas.

Kvépavimo grandiné. Kvépavimo grandiné yra vidinéje mitochondrijy
membranoje esanti sudétinga oksidacijos-redukcijos sistema, kuri pernesa elektronus
deguoniui (susidarant vandeniui). Ja sudaro yra hidrofobiniai integraliniai baltymai,

iterpti 1 vidinés membranos fosfolipidy dvisluoksni ir du judriis elektrony nesikliai:



citochomas c ir kofermentas Q. Hidrofilinis citochromas c¢ yra periferinis baltymas,
silpnais rySiais prijungtas prie vidinés membranos iSorinés pusés. Kofermentas Q
arba ubichinonas nesusij¢s su baltymu elektrony nesiklis.

Pagrindiné kvépavimo grandinés funkcija — laipsniskai iSlaisvinti energija i$
redukuoty kofermenty (NADH ir FADH,), kurie yra kvépavimo grandinés substratai.
Kvépavimo grandingje elektronai perduodami nuo vieno elektrony nesiklio kitam
(elektrony nesikliai paeiliui oksiduojasi ir vél redukuojasi). Visa granding sudaro apie
20 tokiy griztama redukcija/oksidacija pasizyminciy elektrony neSikliy. Jie iSskiriami
mitochondrijy membrang veikiant detergentais. Tuomet jie i$skiriami ne po viena, bet
stambesniais kompleksais, todél manoma, kad tokius kompleksus jie sudaro ir
mitochondrijy membranoje.

Kvépavimo granding sudaro keturi stambiis fermenty kompleksai, tarp kuriy
elektronus pernesa mazesni judriis elektrony neSikliai (KoQ ir citochromas c), kurie 1
kompleksy sudétj nejeina. Kompleksai turi viena arba Kkelias prostetines grupes,
kurios griztamai prijungia elektronus. Elektrony pernasa tarp kvépavimo grandinés

kompleksu vyksta pagal schema 1 pav.:

Oksiduojamas Kompleksas I
substratas FADH

|
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substratas
Kompleksas 1 Kompleksas 111 Kompleksas 1V

1 pav. Kvépavimo grandinés kompleksy savitieji inhibitoriai.

Labai svarbi elektrony pernasos kvépavimo grandinéje savybé yra tai, jog ji
susijusi su protony pernaSa i§ matrikso {1 tarpmembraning erdvg. Kvépavimo
grandinéje protonus iSmeta kompleksai I. III ir IV (2 pav.). Koks yra molekulinis
protony perneSimo mechanizmas néra visai aiSku. Manoma, kad protonus iSmeta
baltymai, tiksliau, tam tikri ju polipeptidiniy grandiniy fragmentai, kurie kerta
membrang. Tokiomis savybémis pasiZymintys baltymai vadinami protony siurbliais
arba pompomis.

Oksidacinis fosforilinimas. ADP fosforilinimas néra savaiminis, Siam procesui

bitina energija. Todel ATP sintezé¢ gali vykti tik tuo atveju, jei biitina energija



gaunama skylant kitam makroerginiam junginiui, toks fosforilinimo buidas vadinamas
substratiniu fosforilinimu. Jei fosforilinimui reikalinga energija teikia membranoje
veikiancioje kvépavimo grandinéje vykstantys oksidacijos-redukcijos procesai, ATP

sintezé vadinama oksidaciniu fosforilinimu.
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2 pav. Oksidacinio fosforilinimo sistema. Kvépavimo grandinés kompleksai
pazyméti roméniskais skaitmenimis (I, ILII, IV — atitinkamai), fosforilinimo sistemos
sandai — lotyniskais (1,2,3 - fosfato nesiklis, ATP sintazé, ATP/ADP neSiklis,
atitinkamai).

Siuolaikinés biochemijos poziiiriu oksidacinio fosforilinimo mechanizmas yra
gerai iStirtas. P.Mitcelo hipotezé (suformuluota 1961 m.), aiSkinanti kaip vyksta
oksidacinis fosforilinimas, vadinama chemioosmozine hipoteze arba teorija. Si
teorija teigia, kad elektrocheminis protony potencialas sieja mitochondrijy kvépavima
su fosforilinimu (ATP sinteze). Teorija ypatinga reikSme teikia protony siurbliy
veiklai ir vidinés mitochondrijy membranos savybéms. Vidin¢ mitochondrijy
membrana nelaidi protonams, todél jie negali laisvai grizti { mitochondrijy matriksa
difuzijos budu. Tod¢l protony pernasa yra elektrogenine, t.y., kurianti jtampa, nes
tarpmembraninéje erdvéje padidéja H' koncentracija ir teigiamy kriiviy skaidius,
lyginant su mitochondrijy matriksu. Taip veikiant kvépavimo grandinés siurbliams,

substraty oksidacijos metu atsipalaiduojanti laisvoji energija sukaupiama abipus



mitochondrijy vidinés membranos sukurto elektrocheminio protony gradiento
pavidalu..

Mitochondrijy vidinés membranos iSoriné pusé¢ igyja teigiama kriivi dél cia
susikaupusiy protony ([H ]matrikse << [H'Jcitozolyje). Matrikse susidaro H* stoka, t.y. greta
membranos vidinés pusés atsiranda neigiama kriaviy perteklius (OH"), todél membranos
vidiné pusé igyja neigiama kriivi. Taip tarp vidinés membranos iSorinés ir vidinés pusiy
susidaro elektrinio potencialo skirtumas, zymimas AY simboliu (skaitoma “delta
psai”’). D¢l protony koncentracijos did¢jimo terpé prie vidinés membranos iSorinés
pusés rigstéja, o matriksas prie $ios membranos vidinés pusés deél protony stygiaus
Sarméja. Taip susidaro pH skirtumas (gradientas), Zymimas ApH.

Apibendrinant, elektrocheminj protony gradienta arba protonovaros jéga Ap sudaro
dvi protony siurbliy sukurtos dedamosios:

1) H* koncentracijos gradientas (cheminis gradientas) arba ApH, ir

2) elektrinio potencialo gradientas , lemiamas kraviy skirtumo tarp
kompartmenty:

Ap= AY - 2.303 RT/F ApH,

kur R - universalioji dujy konstanta, T - absoliuti temperatira, F - Faradéjaus
konstanta (23.062 kcal V* mol ™). Aktyviai kvépuojanéios zinduoliy mitochondrijos
generuoja mazdaug 200 mV elektrochemini potenciala, kurio 80% sudaro AY, o
likusius 20% - ApH. Elektrocheminis protony gradientas néra pastovus, jis gali kisti dél
daugelio priezas¢iy, viena i§ kuriy - vidinés membranos pazeidimas ir padidéjes jos
laidumas protonams.

Taigi, elektrocheminio potencialo forma sukaupiamas tam tikras energijos Kiekis.
Taip kvépavimo grandin¢ atlicka chemiosmotini darba, sukurdama elektrocheminj
protony gradienta. Si energijos forma panaudojama ATP sintezei mitochondrijy
membranoje.

ATP  sintazé. Elektrocheminio protony potencialo panaudojimas.
Elektrocheminis protony potencialas yra energijos forma, naudojama {vairiuose
procesuose (aktyviai jony pernaSai, Silumos gamybai ir kt.). DidZiausia jo dalis
naudojama ADP fosforilinimui. Sia reakcija katalizuoja sudétingas vidinés membranos
fermentas ATP-sintazé, kartais vadinama kompleksu V (2 pav.).

ATP-sintaz¢ sudaro maziausiai 9 polipeptidai, organizuoti | tris stambesnius

subvienetus.



1) membrang kertanti protony kanala, zymima simboliu F;

2) jungti - Fa, kitaip vadinama kojele ir

3) katalitinj subvieneta - F.

Sie subvienetai tvirtai susije ir sudaro grybo formos integralini baltymy kompleksa,
kuris dar vadinamas Fo,F1-ATP-sintaze.

Chemiosmotiné teorija teigia, kad protonai grizta i mitochondrijy matriksa per
kanala, esant{ membraninéje ATP-sintazés dalyje Fo. Sis protony srautas aktyvina
ATP-sintazg, kuri katalizuoja ADP fosforilinima. Taigi, mitochondrijy vidinéje
membranoje elektrony pernasa apjungta su ADP fosforilinimu per elektrochemini
protony gradienta. ATP sintaze¢ slopina antibiotikas oligomicinas.

Oksidacinio fosforilinimo metu | mitochondrijas turi buti nuolat tiekiami
fosforilinimo substratai ADP ir fosfato jonai, o susidargs mitochondrijy matrikse ATP
turi patekti 1 citozolj, kuriame yra panaudojamas (susidarant ADP ir fosfatui). Nei viena
1§ $iy medziagy (oksidacinio fosforilinimo substraty ir produkty) be neSikliy negali
pereiti pro viding mitochondrijy membrana. Todél, be ATP-sintazés, fosforilinimo
sistema sudaro dar du baltymai: ADP/ADP neSiklis ir fosfato neSiklis (2 pav.).

Oksidacijos ir fosforilinimo procesy atskyrimas. Skyrikliai. ATP sintezés
efektyvumas priklauso nuo mitochondriju vidinés membranos laidumo jonams. Jei
vidinés membranos vientisumas pazeistas, tokia membranos laidumas jonams didéja.
Jonai (H', K*, Ca®") tiesiogiai pereina membrang ir sumazina Ap. Tai aktyvuoja
kvépavimo granding, todél greitéja substraty oksidacija ir deguonies sunaudojimas.
Taciau fosforilinimo greit] Ap kritimas maZzina. Jei membrana nezymiai pazeista, tai
aktyviai dirbanti kvépavimo grandiné gali palaikyti pakankamai dideli Ap ir
fosforilinimas visai nesustoja. Membranos pazeidima atspindi sumazéjes P/O santykis,
nes oksidaciniy procesy aktyvumumas padidéjes, o fosforilinimo -sumaZzéjgs.
Oksidacijos ir fosforilinimo procesuy apjungimo sutrikimas vadinamas jy atskyrimu.
Atskyrima sukelia veiksniai, paZeidziantys membranos vientisuma ir tam tikri
cheminiai junginiai, vadinami skyrikliais.

Skyrikliai dazniausiai rig$¢iy savybiy hidrofobiniai junginiai. Vidinés membranos
iSorinéje puséje, kur pH yra mazas jie prijungia protonus. Hidrofobiniai skyrikliai
lengvai pereina per membrang ir Sarminiame matrikse disocijuoja, iSlaisvindami
protonus ir taip mazina elektrocheminj protony potenciala. TipiSkas skyriklis yra

dinitrofenolis (DNP):



NO

OH

Kai skyrikliy koncentracija didelé, potencialas gali visai iSnykti. Tokioje btisenoje
mitochondrijos nesintezuoja ATP, nors elektrony pernasa kvépavimo grandine
(deguonies panaudojimas) vyksta aktyviai. ISsiskyrusi energija negali buti panaudota
ATP sintezei ir i§barstoma Silumos pavidalu.

Kvépavimo grandinés slopikliai. Kvépavimo grandinés funkcijai tirti naudojami
junginiai, specifiSkai slopinantys kvépavimo grandinés fermentus. Jei tam tikras
kvépavimo grandinés kompleksas yra slopinamas, elektrony srautas Sioje vietoje
nutritksta. Taip, kaip uZtvenkus upg, vanduo susikaupia prie§ uztvanka, taip
nuslopinus kvépavimo granding elektronai susikaupia prie§ nuslopinta kompleksa.
Todél pries nuslopinta kompleksa esantys elektrony nesikliai redukuojasi, o po
komplekso — oksiduojasi. Specifiniai inhibitoriai, blokuojantys elektrony srauta

kveépavimo grandinéje, nurodyti schemoje (3 pav.).
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3 pav. Kvépavimo grandinés kompleksy savitieji inhibitoriai.

Visi §ie slopikliai yra nuodai, bet jy poveikis skirtingas ir priklauso nuo slopinamo
komplekso padéties grandinéje bei nuo inhibitoriaus-komplekso saveikos patvarumo.
Pavyzdziui, komplekso I slopinimas néra tokia pavojingas kaip komplekso IV, nes
oksiduojamy substraty elektronai gali patekti | granding per kompleksa II. Veikiant
komplekso I slopikliams, mitochondrijose kaupiasi NADH ir mazéja visy NAD-
priklausomy dehidrogenaziy aktyvumas. Taciau FAD-priklausomos dehidrogenazés

tebéra aktyvios, todél elektronai perneSami kompleksu II ir kitais grandinés




kompleksais, uztikrinant deguonies redukcija. Taigi, audiniy kvépavimas gali vykti
be komplekso I, Siuo atveju aktyviai oksiduojami sukcinatas ir glicerolio 3-fosfatas.
Komplekso III inhibitoriai beveik visai blokuoja audiniy kvépavima, kadangi tiek
NAD-, tiek FAD-priklausomos dehidrogenazés neaktyvios trukstant oksiduoty
kofermenty NAD" ir FAD formy. Patys pavojingiausi citochromoksidazés slopikliai.
Netgi mazos dozés ju koncentracijos sukelia negriztama komplekso IV slopinima, dél
kurios audiniy kvépavimas visiSkai sustoja. Pavyzdziui, 50 mg cianido dozé yra
mirtina. Kitas ypa¢ pavojingas junginys yra smalkés CO. CO jungiasi prie visu
hemoproteiny (citochromy, hemoglobino, mioglobino) hemo grupé¢s, bet jo saveika
su citochromoksidazés hemu yra tvir€iausia, todél toksinis CO poveikis pirmiausiai

pasireiSkia kaip hipoksija atsirandanti d¢l elektrony transporto ir energetiniy procesu

blokavimo.
1. Mitochondrijy kvépavimo grei¢io matavimas
Reagentai: Inkubavimo terpé (IT)

KCI 110 mM ();
MgCl, 2,24 mM 512 ul 0,45M MgCl, tirpalo);
Tris-HCI 10 mM ();
KH2PO4 5 mM ();
pH 7,2 (37°C temperatiroje).
Atsverti reagentai tirpinami mazdaug 75 ml H,O, tirpalas Sildomas iki +37°C. Po
to 1ji lasinamas praskiestas HCI tirpalas tol, kol pH pasieks 7,2.

Sukcinato tirpalas 0,1 M

Rotenono tirpalas 1mM

ADP tirpalas 0,1M

DNP tirpalas

Oligomicino tirpalas 0,5mg/ml spirito

Mitochondrijy kvépavimas registruojamas poliarografiskai, naudojant uzdara
Klarko tipo deguonies elektroda ir poliarografa (Rank Brothers LTD, Anglija),
cirkuliacini termostata. Sistema susireguliuoti padeda laborantas ar déstytojas.
Poliarografinis metodas pagristas vandenyje iStirpusio deguonies elektrochemine

redukcija:

0, +2& +2H"— H,0, (1)



O, + 48 +4H"— 2H,0 2
Tinkamai maiSant tirpala, kuriame vyksta (1) ir (2) elektrocheminés reakcijos,
deguonies difuzijos i nemaiSoma tirpalo sluoksni prie pat elektrodo pavir§iaus greitis
priklauso nuo iStirpusios deguonies koncentracijos.

Deguonis poliarografiskai matuojamas taip parinkus darbinio elektrodo
potenciala, kad elektrocheminé reakcija ant elektrodo pavirSiaus neriboty bendro
proceso grei¢io. Siose salygose pasickiama vadinamoji “soties srové”. Todél
deguonies koncentracija nemaiSomame tirpalo sluoksnyje prie elektrodo pavirSiaus
daug karty mazesné uz deguonies koncentracija tirpale.

Parodymai registruojami nepertraukiamai, saviraSio juostoje, juostos judéjimo

greitj nustatykite 1 cm/min.

1. [ termostatuojama kiuvete (37 °c ) kiuvete jpilama 1 ml IT, pridedama 10 pl
sukcinato tirpalo ir 1 ul rotenono tirpalo (rotenonas yra I kvépavimo grandinés
komplekso slopiklis. Jis pridedamas norint i§vengti sukcinato dehidrogenazés
slopinimo susidariusiu oksaloacetatu. Nuslopinus i kvépavimo grandinés
kompleksa NADH priklausomos dehidrogenazés slopinamos dél redukuoto
NADH pertekliaus ir oksalo acetatas nesusidaro. Kvépavimo grandinés
substratas Siuo atveju yra FADH, ir elektronai perneSami II Il ir IV
kvépavimo grandinés kompleksais). Kiuvete uzdaryti kamsciu.parodymus
registruoti apie 1 min. laiko (neesant terpéje mitochondriju deguonis neturi
biti vartojamas).

2. Pridedama mitochondriju suspensijos (apie 1 mg mitochondriju baltymo).
Stebimas nedidelis deguonies sunaudojimas. Greitis atsiranda dél nespecifinio
membranos laidumo. Kvépavimo grandiné palaiko pakankamai Ap, taiau
fosforilinimas nevyksta nes néra fosforilinimo substrato — ATP (II metaboliné
mitochondrijy biisena). Registruojama apie 2 min.

3. Pridedama 2 pul 0,1 M ATP tirpalo. Registruojamas maksimalus mitochondriju
kvépavimo greitis (III metaboliné mitochondrijy biisena). Pasibaigus ATP
greitis sumazeja (IV mitochondrijy metaboliné biisena). Pridéjus nauja kieki
ATP greitis vél iSauga. Kadangi tirpaus deguonies Kiekis viename mililitre
terpés yra ribotas (duotoje terpéje 420 nmolO/ml 37 °C temperatiiroje) ir

priedy skai€ius yra ribotas.



4. AnalogiSkai uzrasomi kiti bandiniai panaudojant (kartojant 1, 1 terpg

papildomai pridéjus 1 pl oligomicino ir 2 procediiras).

5. Pridedama 2 ul 0,1 M ATP tirpalo. Greitis nedidéja. Paaiskinkite kodél?

6. Pridedama 2 pl DNP. Pasickiamas maksimalus kvépavimo greitis.

Paaiskinkite kodél? Visus bandinius pakartojame 2, 3 kartus.

7. Apskaiciuokite mitochondrijy kvépavimo. Tuo tikslu bréziama liestiné toje

kreivés dalyje, kuriuo laiko momentu yra skai¢iuojamas greitis (4 pav.).
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4 pav. Poliarograma.

Apskaiciuojant mitochondrijy kvépavimo greicius , taikant formulg:

420nmolO/ml xb

axB
B — pridétas mitochondriju baltymo kiekis,
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a — skalés dydis cm, kai deguonies koncentracija keiciasi nuo 100 % iki O

%,

b — sunaudoto deguonies kiekis (tai yra cm kiek pasislinko savirasio

plunksna per 1 min.).

naudojamas deguonies tirpumas yra 420, nanomoliy deguonies 1 ml terpés 37 °C

temperatiiroje. Kvépavimo greitis iSreiSkiamas ~ nmolO/min. vienam mg

mitochondrijy baltymo.



I$skirty mitochondrijy kvépavimo greitis buvo matuojamas terpéje, kurios
sudétis: 110 mM KCl, 2,24 mM MgCly, 10 mM Tris-HCI, 5 mM KH;PO4, 5 mM
glutamato + 5 mM malato arba 10 mM sukcinato + 1 uM rotenono, pH 7,2 (37°C
temperatiiroje). Maksimalus mitochondriju kvépavimo greitis buvo gaunamas i
inkubacing terp¢ pridedant 50 mM kreatino, 4 TV/ml kreatinfosfokinazés ir 1 mM
ATP. Fosforilindama kreatina, kreatinfosfokinazé nuolat palaiko terpéje didelg ADP
koncentracija ir taip stimuliuoja maksimaly mitochondriju kvépavima. Busena kai
kvépavimo greitis, maksimaliai aktyvuotas ADP priedu, terpéje esant substrato ir
deguonies, vadinama trecia mitochondrijy metaboliné¢ biisena [Chance, Williams,
1955, 1956]. Miisy darbe treciaja metaboline biisena vadiname mitochondrijy biisena,
kuriai budingas maksimalus fosforilinimo greitis (kurio reikSme¢ atitinka klasikiniu
biidu i$matuota), nors jis pasickiamas 1 mM ATP priedu kreatinfosfokinaziné¢je ADP-
regeneracinéje sistemoje (ATP/ADP apie 9 [Kholodenko, 1987]).

Si kreatinfosfokinazés ADP-regeneraciné sistema buvo pasiilyta ir pradéta naudoti
Kauno medicinos universiteto Biomedicininiy tyrimy instituto Biochemijos
laboratorijoje [Kholodenko, 1987]. Sistema ypatingai patogi oksidacinio fosforilinimo
efektoriy poveikio tyrimui, nes ji nekontroliuoja deguonies panaudojimo, todél

kvépavimo greitis joje priklauso tik nuo mitochondrijy fermenty.



