Decuplantii fosforilarii oxidative

La fosforilarea oxidativa contribuie:

a) integritatea membranei interne a mitocondriilor —orice leziune conduce la pierde-
rea capacitatii de fosforilare oxidativa, in timp ce transferul electronilor poate continua.
Fara integritatea membranei interne, gradientul de H* n-ar putea exista;

b) impermeabilitatea membranei interne pentru 1onii HY, OH, K*, Cl". Daca ar fi
permeabild, procesele de fosforilare oxidativa nu ar avea loc.

Procesele fosforildrii oxidative pot fi decuplate cu ajutorul unor substante chimice ce
inhiba fosforilarea ADP, neafectind transferul electronilor —agenti decuplanti. Energia nu
se acumuleaza in ATP, cidoar trece in caldurd. Decuplantii maresc permeabilitatea
la H*(protonofori). Ca substante lipofile, ei leaga ionii de o parte a membranei si-i
transfera pe cealaltd, unde concentratia lor e mai mica (fig.3.15).

Multi agenti decupleaza procesul fosforilérii oxidative - decuplantul clasic e 2,4-
dinitrofenol (decupleaza oxidarea de fosforilare). La fel, drept decuplanti pot servi unele
hidrazone, izotiocianati etc.

Acest fenomen are drept scop s$i mentinerea homeostazei termice — energia
neutilizata ce se disipeaza sub forma de caldura. Procesele respective decurg intensiv in
tesuturile adipoase brune, saturate in mitocondrii, cu un continut mare de citocromi.
Asemenea tesuturi caracterizeaza animalele care hiberneaza; de altfel, le poseda si nou-
nascutii. In calitate de decuplanti servesc acizii grasi, eliminarea cdrora e reglata de
adrenalina.

Alta grupa de substante sunt ionoforele care leagi si transfera ionii prin membrana —
Valinomicina (K*), Gramicidina (Na, K, si alti ioni monovalenti).

S-a constatat ca sub actiunea noradrenalinei eliberata la nivelul terminatiilor nervoase
simpatice, se sintetizeaza o proteina decuplanta — termogenina. Efectul ei are loc in
tesutul adipos brun, dezvoltat la nou-néscut, cit si la mamiferele care hiberneaza. Frigul
sau o alimentare abundenta elibereaza termogenind, care decupleaza fosforilarea oxidativa,
cu producerea de caldura. Efectul calorigen e caracteristic si hormonilor tiroidieni, care
in final modifica permeabilitatea membranei mitocondriale pentru protoni, impiedicind
generarea gradientului electrochimic.

Dar multe nuante ale mecanismelor fosforilarii oxidative nu sunt elucidate. De exemplu,
nu se stie:

1. Care anume este mecanismul ce faciliteaza lantul de transfer al electronilor —
pomparea H* din matrice in exterior?

2. De unde se i1au acesti protoni? Fie ca sunt cei care participa direct la reactiile
chimice catalizate de enzime, reprezentind o cale nemijlocitd de la NADH, alta—din
solutie sau, indirect, la interactiunea conformationala intre centrele catalitice si de fixare
in diferite portiuni ale complexului enzimatic.

In 1988, M.Hartmut a expus argumente incontestabile in favoarea teoriei lui Mit-
chell, in urma studierii cristalelor proteinei membranare din complexul clorofil — proteina
aunor bacterii. Cu ajutorul analizei roentgenostructurale, a demonstrat ca sub actiu-
nea luminii electronii se desprind de la substrat si se deplaseaza de la un complex la
altul. Golul ramas in proteina datd este compensat de transferul urmatorului electron de
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la proteina precedenta (fig.3.16).

La scindarea ATP in citozol, se formeaza ADP* si P*. Care este mecanismul de
transfer al ADP in mitocondrii si cum ATP sintetizat va parasi mitocondriile?

Se stie cd membrana mitocondriald e impermeabild pentru substante ionizate.
Membrana internd contine doud sisteme specifice de transport: adeninnucleotid
translocaza, cu functia de transfer al ADP* din citozol in mitocondrii, in schimb de
ATP*,in directie inversa (1:1).

Transferul are loc datoritd modificarilor conformationale ale moleculei AN-
translocazei, ce reprezintd o proteind foarte specifica. Se cunoaste un inhibitor al
ei—antractilozidul, secretat de o planta (ciulin sau scaiete). Al doilea sistem specific
e fosfattranslocaza, cu functia de transportator al fosfatului in mitocondrii, insotit de
deplasarea ionilor de hidrogen.

Citocromc

.\:g Hem

~.__ Bacterio-
}O‘ feofitina b

@ O (b)

Figura 3.16. Modelul tridimensional (a) si aranjarea spatiali a cofactorilor in interiorul modelului
pentru proteinele centrului fotoreactant in bacteriile Rhodopsendomonas viridis (b)

Bolile mitocondriale

Mutatiile genelor care codifica proteinele sau moleculele de RNA mitocondrial
cauzeaza bolile mitocondriale mult mai semnificative in patologia generala, pe masura
evolutiei cunostintelor actuale despre functionarea normald a mitocondriilor. Proteinele
mitocondriale pot fi codificate de gene nucleare (fiind importate in mitocondrii dupa ce
au fost sintetizate in citoplasma) sau de gene din DNA mitocondrial. Bolile mitocondriale
pot fi cauzate de anomalii ale unuia din complexele din membrana intema (antrenind un
deficit energetic important), de anomalii ale ribozomilor si ale biosintezei inframitocondriale
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a proteinelor, de anomalii ale transporturilor din membranele mitocondriale etc.

Cele mai importante particularitati ale acestor afectiuni sunt:

a) transmiterea mendeliana, daca mutatia afecteaza o gena nucleard;

b) transmiterea matriliniara (exclusiv pe linie materna), daca mutatia afecteaza o gena
a DNA mitocondrial, deoarece DNA mitocondrial este transmis pe linie materna;

c) segregarea replicativa, care constd in repartitia aleatorie a mitocondriilor afectate
si ale celor normale in urma diviziunii celulare, ceea ce antreneaza un mozaicism tisular
(exprimarea diferentiatd a simptomatologiei in functie de tesut sau chiar in cadrul aceluiasi
tesut);

d) acumularea progresiva a mutatiilor in DNA mitocondrial ca urmare a atacului
radicalilor liberi produsi prin functionarea lantului respirator. Dupa atingerea unui anumit
nivel al anomaliilor induse de radicalii liberi, apare expresia clinicé a afectiunii, in primul
rind in organele dependente de un aport constant de energie (miocardul, muschiul scheletic,
sistemul nervos).

Citopatiile mitocondriale

Anomaliile sau deficitul total al proteinelor din lantul respirator sunt denumite genetic
citopatii mitocondriale. Acestea sunt cauzate de deficitul ereditar al unuia dintre
complexele enzimatice respiratorii. Simptomatologia debuteaza precoce, inca in perioada
neonatala in cazul deficientelor grave sau, ulterior, in cazul in care activitatea enzimatica
reziduald permite sinteza unui numar mic de molecule de ATP. Tabloul clinic depinde de
gradul de afectare a mitocondriilor din diferite tesuturi, deoarece nu toate celulele aerobe
sunt in egald masurd purtatoare ale anomaliilor mitocondriale. Tesuturile cele mai afectate
sunt cele cu necesitati energetice maximal, in primul rind sistemul nervos, miocardul i
muschiul scheletic. Frecvent, pacientii prezinta semne de encefalopatie metabolica,
cardiomiopatii, hipotonie severa, steatoza hepaticd, insuficienta renald, etc. Pe plan
bioumoral predomind acidoza lactica consecutiva inhibarii retroactive a ciclului Krebs si
conversiei piruvatului in lactat. O altd modificare caracteristica este accentuarea
cetogenezei cauzatd de cresterea nivelului cetonemiei si a raportului f-hidroxibutirat/
acetoacetat (deoarece [3-hidroxibutirat dehidrogenaza este activati la cresterea raportului
NADH/NAD").

Cele mai frecvente afectiuni cauzate de disfunctii ale proteinelor sau ale RNA
mitocondrial sunt:

a) sindromul OXPHOS care reuneste afectiunile cauzate de disfunctia unuia dintre
complexele lantului respirator;

b) sindromul MERREF, afectiune neurodegenerativa produsa de prezenta unei mutatii
in gena mitocondriala care codifica tRNA-Lys, ceea ce conditioneaza perturbarea
biosintezei tuturor proteinelor mitocondriale;

c) sindromul MELAS, afectiune neurodegenerativa fatala, produsa de prezenta unei
mutatii in gena mitocondriala pentru un alt tip de RNA de transfer (tRNA ') UUR

Anomaliile mitocondriale secundare

Anomaliile mitocondriale secundare sunt cauzate de diminuarea aportului tisular de
oxigen (anoxie sau hipoxie in insuficientele respiratorii ori cardiocirculatorii severe) sau
de intoxicatiile cu agenti care blocheaza complexele mitocondriale. Drept exemplu ar
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servi monooxidul de carbon sau cianurile care blocheaza ireversibil complexul IV, prin
stabilizarea formei fierice a ionului de fier.

Sistemele - naveta de transport al echivalentilor de reducere

Este evident ca NADH*+ H* care se produce la nivelul mitocondriilor, se reoxideaza
prin patrunderea in lantul respirator. Dar care este soarta celui ce genereaza in citoplas-
ma, doar mitocondriile intacte sunt impermeabile pentru NAD(P)? Reoxidarea va de-
curge pe cdi indirecte denumite sisteme “navete”, fiind indispensabile de functionarea
cailor metabolice citozolice. Prin membrana vor fi transferati nu NADH, dar numai
electronii lor. Primul mecanism e naveta “glicerol-fosfat”, ce opereaza in ansamblu
astfel: NADH si H* rezultat din diverse reactii de reducere din citoplasma se asociaza
cuapoenzima specifica, formind glicerol-3-P-dehidrogenaza (fig.3.17). Drept acceptor
serveste DHAP (dihidroxiacetonfos-

fatul - intermediar glicolitic). Mem- Cifcoliva
brana externd mitocondriala este Glicerol

permc_ablla pf:ntru ghc_:er?l:?:—fosf_at NAD'  3-fosfat NADH + H*
care difuzeaza cu usurintd in spatiu dehidrogenaza

; 2 citozolica).
intermembranar. Pe suprafata externa

amembranei interne mitocondriale
este localizata G-3-P-DH
mitocondriala, care-1 reoxideaza
(glicerolfosfatul) in DHAP, iar cei
doi atomi de H sunt preluati de coen-
zima acestel enzime de tip flavinic
(FP). Hidrogenii sunt preluati la
aceastd enzima prin intermediul CoQ
in lantul respirator. DHAP revine in
citoplasma si suita de reactii se reia.
Mecanismul menljne in citoplasmﬁ Figura 3.17 Mecanismul-navetd glicerol 3-fosfat
o concentratie necesara de NAD".
Procesul e deosebit de activ in muschii scheletali i creier.

E mai complicat mecanismul de transfer al H' la naveta “malat- aspartat” (fig.3.18).

In schemarespectiva, 2,5 indica sisteme de transfer al aminoacizilor, dicarboxila-
tilor. Acest mecanism functioneaza intens in inima, ficat, rinichi. Astfel, se asigura
reoxidarea NADH citozolic si reglarea cuplurilor NADH/NAD" extra si intra
mitocondriale. Naveta data cedeaza electroni in lantul respirator, formind 3ATP.

Naveta malat-aspartat include urmatoarele sisteme enzimatice si de transport:

—  malat dehidrogenaza (MDH) cu izoformele sale — citozolica si mitocondriala;

—  aspartatamino transferaza (AST), de asemenea citozolica i mitocondriala;

—  transportatorii, care functioneaza ca sisteme antiport — malat-cetoglutarat si

aspartat - glutamat.

Echivalentii reducatori (NADH+H") citozolici sunt preluati de MDH si utilizati pentru
reducerea oxaloacetatului in malat. Ultimul este transportat in mitocondrii si retransformat
in oxaloacetat gratie actiunii MDH mitocondriale. NADH+H" mitocondrial este preluat
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Figura 3.18 Mecanismul-naveta malat-aspartat

ca substrat al complexului I. Oxaloacetatul este transaminat sub actiunea AST, generind
acidul aspartic, care ulterior este trasportat in citozol prin intermediul transportatorului
comun aspartat-glutamat. AST citozolica regenereaza oxaloacetatul prin transaminarea
aspartatului. Ciclul glutamat-aspartat furnizeaza oxaloacetatul necesar functionarii nave-
tei in cauza.

Reglarea fosforilarii oxidative

Intensitatea fosforilarii oxidative este riguros controlata. Un anumit control se
poate exercita prin compusi si factori direct implicati in proces. Rolul major i revine lu
ADP ce se cupleaza cu P, formind ATP. Controlul se exercita:

a) Prin acceptor fosfat exprimat prin marimea P/O (denumit si cit de fosforilare). El
reprezinta numarul de molecule de fosfor neorganic, transformat in forma organica,
cu referire la atomul de oxigen utilizat, (respectiv, pentru cele trei puncte de fosfori-
lareeegalcu3:2:1).

b) Electronii se deplaseaza prin lantul respirator, cu conditia fosforilarii simultane a
ADP in ATP. Continutul de ADP determina viteza de fosforilare oxidativa. La sporirea
ei, viteza maxima de utilizarea O, dureazi atita timp, cit ADP se transforma in ATP,
apoi revine la valoarea initiald. Reglarea fosforilarii oxidative prin ADP se numeste
control respirator, care depinde direct de necesitatile energetice ale celulei.

c) Fosforilarea oxidativa e reglata si de sarcina energetica celulara (vezi mai sus). '
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Oxigenazele. Citocromul P si reactiile de oxido-reducere. Aproape 90% din
O, este redus de complexul citocromoxidazic aa,. Unele tesuturi contin enzime ce cata-
lizeaza reactii de oxido-reducere in care atomii de oxigen se includ nemijlocit in molecule
si formeaza grupa OH sau carboxilicai—COOH. Enzimele ce catalizeaza tipul dat de
reactii se numesc oxigenaze.

Dioxigenazele sunt enzime ce catalizeaza reactii care includ in molecula substratului
organic ambii atomi de O, exp: pirocatehaza. Monooxigenazele reprezintd enzime ce
catalizeaza reactii de includere a unui atom de O,, celélalt fiind redus la H,O. Aceste
enzime necesitd doud substraturi —unul aditioneaza un atom, iar al doilea —cosubs-
tratul este donator de H pentru reducerea atomuluide O, la H,O:

AH+BH,+0, — AOH+B+H,0

Primul substrat se hidroxileaza, de aceea enzimele sunt denumite si hidroxilaze;
monooxigenazele se divizeaza in subclase in dependenta de natura cosubstratului
(FMN, FAD, NAD, NADP, a-cetoglutarat).

Numeroase si complexe sunt reactiile de oxido-reducere, cu participarea citocromu-
lui P, (prezentin reticulul endoplasmatic). Acest citocrom poate interactiona cu O, si
cu CO, formind cu ultimul un complex ce absoarbe lumina la 450 nm.

RH — citPsso += ROH

;
e ¥

NADPH+ H NADP

Citocromul P, catalizeaza reactiile de hidroxilare a substratului (RH —» ROH),
iar celalalt se reduce la H,O, aditionind echivalenti redusi at NADH, NADPH sau proteine
fiero-sulf.

Participa la: 1) hidroxilarea steroizilor; 2) inactivarea substantelor straine, mai ales
putin solubile in apa; 3) hidroxilarea medicamentelor — hidroxilare ce amplifica solubilitatea
lor, favorizind procesele de dezintoxicare si eliminare din organism.

P.Mitchell J. E.Walker



