MITOCONDRIA

Definitia; consideratii generale

Mitocondria este un organit delimitat de un sistem de doud membrane, caruia i se
definesc patru elemente structurale si a cdrei functie de bazd este producerea de ATP.
Pentru realizarea acestei meniri mitocondria trebuie sd fie capabila de o permanenta
interactiune cu citosolul si, prin acesta, cu celelalte componente celulare. Practic
mitocondria, prin capacitatea ei de a produce ATP, asigurd atat (Z) sporirea randamentului
in acumularea energiei rezultate din metabolizarea produsilor de reactie ai glicolizei
anaerobe (completeazd adicd, pe cdi aerobe, ceea ce initiazd glicoliza), cat si (i)
inmagazinarea, prin acest compus macroergic (ATP, ce functioneaza ca monedd de
schimb energetic in celule), a energiei eliberate din metabolizarea acizilor grasi pe calea
B-oxiddrii. Fenomenele mentionate mai sus reprezintd cdi de metabolizare energetica ce se
petrec in conditii normale de nutritie. In conditi de nutritie dezechilibratdi in
metabolismul energetic pot intra si aminoacizii. Acestia sunt transformati in materie prima
pentru metabolismul energetic (glucoza, acizi grasi), cand reprezintd surplus alimentar, sau
sunt metabolizati direct, pentru producerea de ATP, in situatii de malnutritie. In ambele
situatii de dezechilibru alimentar amintite, celula 1Incearcd sd-si satisfacd, pe cdi
alternative, nevoile energetice. Dacd in conditii normale de metabolism energetic
fenomenele se desfdsoard 1n sensuri fiziologice, in situatiile extreme fenomenele pot devia
catre patologic.

In cele ce urmeazi vom discuta mitocondria in contextul proceselor celulare
normale.

Repere istorice si_aspecte morfologice

Desi Albert von Kolliker a descris inca din 1857 organitul in muschi, se
considerda cd mitocondria a fost evidentiatd pentru prima datd de Richard Altmann 1in
1890, care i-a si postulat autonomia genetica si functionald. Altman a semnalat prezenta
mitocondriei in limfocite, sub forma unor structuri fuxinofilice, pozitionate langda nucleu.
Denumirea de mitocondrie a fost introdusd in 1903 de Carl Benda, pe baza morfologiei
organitului: mitos — fir (din limba greacd), kondrion — granuld (tot din greacd). Coloratia
citochimica uzuald, in momentul de fata, pentru evidentierea mitocondriei in preparatele
histologice permanente este cea care foloseste hematoxilina ferica Regaud. Prin aceastd
coloratie citochimicd, mitocondria se evidentiazd sub forma unor structuri granulare cu
aspectul unor scame, fire de atd. Coloratiile vitale, introduse Tncd din 1900 de Leonor
Michaelis, prin folosirea verdelui Janus B, au permis, mult mai tarziu, evidentierea
plasticitdtii morfologice a mitocondriei. Caracterul de colorant vital al verdelui Janus B
este dat de capacitatea sa de a patrunde si de a fi oxidat in mitocondrie. Rezultatul este
colorarea organitului in verde smarald. In momentul de fati alti coloranti vitali (de
exemplu rodamina 123, care devine fluorescentd prin oxidare intramitocondriald) sunt utili
in observarea mitocondriei in celule vii. In acest fel a fost caracterizati plasticitatea
mitocondriilor, adicd posibilitatea acestora de a-si schimba forma, de a fuziona, sau
fisiona si a fost evidentiatd mobilitatea intracelularda a mitocondriilor. Acesti coloranti
vitali au permis, prin tehnicile actuale de microscopie de fluorescentd, inclusiv
microscopie confocald, sd se observe morfologia labirinticd si Inretelatd a mitocondriilor
dintr-o celuld.



Ultrastructura mitocondriei

Specificam, cidnd am definit mitocondria cd organitului i se definesc patru
elemente ultrastructurale. Aceste elemente sunt usor de evidentiat in preparatele standard
de microscopie electronica. Care sunt si prin ce se caracterizeaza?

Pe preparatele electronomicroscopice, mitocondria se prezintd ca un organit Invelit
intr-o membrand relativ bine intinsd, cu aspect trilaminat denumitd membrana
mitocondrialid externii. in interiorul acesteia si separati de ea, se evidentiazi o a doua
membrand, tot cu aspect trilaminat, care insd este puternic falduratid, denumiti membrana
mitocondriala interna. Faldurile acestei membrane sunt denumite criste mitocondriale.
Abundenta si forma cristelor pot diferi de la un tip de celula la altul. Forma lor este, de
reguld, aceea de falduri, orientate perpendicular pe axul lung al organitului, dar cristele
pot avea si aspect tubular (cu sectiunea circulard, sau triunghiulard) asa cum este cazul
la celulele secretoare de hormoni steroidici. Au fost descrise, deasemenea, criste orientate
paralel cu axul lung al organitului. Indiferent de abundenta, forma sau orientarea lor,
cristele sunt o caracteristica ultrastructurald specificdi membranei mitocondriale interne.
Vom da in sectiunea “Functiile mitocondriei” si o explicatie pentru aceasta structurare a
membranei mitocondriale interne.

Cele doua membrane definesc doua compartimente mitocondriale. Acestea sunt:

1. compartimentul mitocondrial extern, numit si spatiu intermembranar,
reprezentand spatiul dintre cele doud membrane mitocondriale si din axul
cristelor si

2. compartimentul mitocondrial intern, denumit si matrice mitocondriala, care
este constituit de spatiul din interiorul membranei mitocondriale interne, adica
acel spatiu delimitat de membrana mitocondriald internd.

Matricea mitocondriala reprezinta cel mai complex compartiment, la nivelul sdu
gasindu-se un ADN propriu, fara capete libere, numit si ADN circular, chiar dacd forma
sa nu este de cerc. Un alt element ultrastructural evidentiabil Tn matricea mitocondriald
sunt ribosomii mitocondriali.

Fiecare dintre elemente structurale definite mai sus are functii bine fundamentate,
prin care concurd la buna realizare a rolului de bazda al mitocondriei, producerea de
ATP.

fnainte de a fincheia mentiunile referitoare la aspectele ultrastructurale ale
mitocondriei, meritd sd specificdim faptul cd@ examinarea preparatelor in microscopie
electronica de 1nalt voltaj (tehnica ce permite analiza unor sectiuni mai groase ale
preparatelor biologice) a evidentiat aspectul prelung, adesea ramificat al mitocondriilor si
pe aceastd cale. Asta Tnseamnd cd numdrul mitocondriilor intr-o celuld este mult mai mic
decat am fi tentati sa credem din examinarea preparatelor standard de microscopie
electronica. Lucrul acesta este evidentiabil si prin studiul de sectiuni seriate in
microscopia electronicd clasicd, astfel Incat mitocondrii care se evidentiau independent in
unele sectiuni se dovedesc a se uni la nivelul altor sectiuni, adicd se dovedesc a fi parti
constitutive ale aceluiasi element celular.

Principii metodologice pentru studiul mitocondriei

Analizarea contributiei celor patru elemente structurale la functiile mitocondriei
presupune izolarea si purificarea lor. Lucrul acesta este favorizat de modul in care

2



mitocondria este structuratd. Astfel, mitocondriile se pot usor separa dupd omogenizarea
celulelor, prin centrifugare diferentiala, ca fractiune de sine-stdtdtoare, fractiunea
mitocondriald, cea mai densd, dupa fractiunea nucleard. Mitocondriile astfel obtinute,
supuse unui soc hipoton se umfld, astfel incit membrana internd se poate destinde
considerabil (multumitd faldurdrii sale), Tn timp ce membrana externd se fragmenteaza
veziculandu-se. In acest fel, componentele compartimentului mitocondrial extern sunt
deversate in mediu si rdman in supernatantul obtinut prin depunerea la centrifugare a
mioplastului (matricea invelitd de membrana mitocondriald internd) si veziculelor de
membrand externd. Analiza acestui supernatant ne aduce indicii asupra bagajului
molecular si/sau macromolecular al acestui compartiment mitocondrial si sugestii asupra
functiilor sale.

Resuspendarea sedimentului obtinut din aceastd prima centrifugare intr-un mediu
hiperton, va duce la condensarea mioplastului si la realizarea unei diferente semnificative
intre densitatea lui si a veziculelor de membranda mitocondriald externd. Aceastd diferenta
este exploatatd pentru separarea printr-o a doua centrifugare, In conditii adecvate, a
mioplastului care sedimenteazd, de membrana mitocondriald externd, care rdmane 1in
supernatatnt (dacd se foloseste centrifugarea diferentiald), sau floteaza ca fractiune mult
mai usoard (dacd se foloseste centrifugarea in gradient de densitate).

Pentru obtinerea separatd a componentelor mioplastului, adicd pentru izolarea
componentelor matricei mitocondriale, de cele ale membranei mitocondriale interne,
sedimentul obtinut la centrifugarea anterioard este supus unui al doilea soc hipoton, sau,
mai adesea, unei dezintegrdri prin ultrasonicare, prin care membrana mitocondriald interna
este fragmentatd sub forma unor vezicule, iar componentele matricei sunt deversate in
mediu. In sfarsit, prin centrifugarea in conditii corespunzitoare a materialului astfel
obtinut se obtin in sediment veziculele membranei interne, iar In supernatant materialul
matricei. Subfractiunile mitocondriale ale membranei externe si membranei interne se pot
purifica prin spdlare (resuspenddri si recentrifugdri) pentru reducerea contamindrilor cu
componente ale compartimentului mitocondrial extern, respectiv ale matricei mitocondriale.

Prin procedeul descris mai sus, putem obtine separat, cu Tnalt grad de puritate,
cele patru elemente ultrastructurale ale mitocondriei, pentru a trece la studiul functiilor
lor.

Functiile mitocondriei

Studiul compozitiei moleculare a elementelor structurale ale mitocondriei a permis
aprecierea rolului acestora in ansamblul functiondrii organitului. Etapa ulterioard a
constituit-o dovedirea faptului cd procesele biologice intuite din analiza moleculard chiar
se petrec la nivelul mitocondriei. In felul acesta au putut fi cunoscute atit functiile
fiecdrui element structural in parte, cat si modul 1n care acestea coopereazd In realizarea
preoceselor energetice prin care mitocondria isi indeplineste menirea.

Tnainte de a trece la detalierea celor mai relevante aspecte referitoare la functiile
mitocondriei, sd enumeram cateva dintre rolurile fiecdrui element structural in parte.

Functiile membranei_mitocondriale externe

Membrana mitocondriald externd, organizatd conform modelului mozaic fluid, cu
un raport lipide/proteine corespunzdtor celui general valabil, se caracterizeaza, inainte de
toate, printr-o permeabilitate generoasd. Aceasta este datoratd prezentei porinelor (vezi
detalii asupra organizdrii structurale a acestora la “Proteinele membranare”), care permit




schimbul practic nerestrictionat al moleculelor de pina la 5000 daltoni intre citosol si
compartimentul mitocondrial extern.

Membrana mitocondriald externad are insd si roluri caracterizate prin specificitati
mai accentuate, cum ar fi preluarea de acizi grasi din citosol. Aceasta se realizeazd prin
prelularea acizilor grasi de pe transportorii proteici din citosol (proteine care leagd acizi
grasi, prescurtat FABP, de la “Fatty Acid Binding Protein”) si esterificarea lor la acil-
CoA, prin actiunea acil-CoA sintazei. Acil-CoA este translocatd pe versantul
intermembranar unde este transformatd sub actiunea carnitin-acil-transferazei I in acil-
carnitind, care, dupd aceea, este preluatd de membrana mitocondriald interna, pentru a o
transloca in matricea mitocondriald. Aceste fenomene au fost decrise mai detaliat la
nivelul mitocondriilor cardiomiocitelor.

O functie deosebitdi a membranei mitocondriale externe este aceea de deaminare
oxidativa a aminelor biogene. Acest lucru se realizeazd prin actiunea monoamin-oxidazei.
In acest mod sunt inactivate epinefrina, norepinefrina, dopamina, sau serotonina, produsii
de deaminare fiind apoi metabolizati la compusi care sunt excretati prin urind. Trebuie
mentionat aici cd monoamin-oxidaza este enzima marker pentru membrana mitocondriald
externd. Asta Inseamnd ca ea se Intilneste in celuld numai la nivelul acestei membrane
si poate fi folositd pentru aprecierea gradului de puritate al preparatelor de membrand
mitocondriala externd.

Functiile compartimentului intermembranar

Compartimentul mitocondrial extern poate fi considerat ca un compartiment tampon
intre citosol si mioplast. La nivelul acestuia se creeazd practic un microclimat adecvat
functiondrii optime a mioplastului. Intuim, rememorind cele mentionate asupra
permeabilitatii membranei mitocondriale externe, ca la nivelul compartimentului
intermembranar nu existd diferente de concentratie fatd de citosol in privinta moleculelor
de pand la 5000 de daltoni, respectiv pentru ionii anorganici aflati liberi in citosol. Pe
de altd parte, la nivelul acestui compartiment mitocondrial se gdsesc enzime care
pregdtesc o serie de metaboliti energetici esentiali functiondrii mitocondriei.

Importanta, sub acest aspect, este prezenta adenilat-kinazei, care transferd un
fosfat de pe ATP pe AMP, conform reactiei: ATP + AMP = 2ADP. Semnificatia
functionald a acestei reactii o si justifici: se consumd o moleculd de produs finit al
functiei mitocondriale (ATP) pentru crearea a doud molecule de substrat; adica se creazd
premizele obtinerii a doud molecule de ATP, prin consumul uneia singure.

Tot la nivelul compartimentului intermembranar se gdsesc si nucleozid-fosfokinaze
care transformd nucleozidele in nucleotide, crednd premizele obtinerii unei diversitdtii de
compusi mocroergici.

Functiile matricei mitocondriale

La nivelul matricei mitocondriale se gdsesc componentele necesare
replicdrii, transcrierii si traducerii informatiei continute de propriul ADN. Ce trebuie
mentionat este faptul cd aceste informatii stau la baza biosintezei a doar maximum 1%
din proteinele necesare functiondrii mitocondriei, restul fiind codificate de ADN-ul
nuclear, sintetizate in citosol si importate de mitocondrie prin mecanisme ce vor fi
descrise ceva mai jos (vezi sectiunea “Importul proteinelor din citosol In mitocondrie”).
Ribosomii din matricea mitocondriald au structura si caracteristicile ribosomilor
procariotici, deosebindu-se astfel de ribosomii din citosolul celulei. Enzimele necesare
procesdrii ADN sunt, deasemenea, asemdnatoare celor din procariote.




Importante  pentru  metabolismul energetic aerob, proprietatea esentiald a
mitocondriei, sunt insd bagajele enzimatice necesare [-oxidarii acizilor grasi. Aceste
procese produc acetil-CoA, materia prima pentru altd secventd de reactii importante In
realizarea functiei de bazd a mitocondriei. Aceste reactii constituie ceea ce este cunoscut
sub numele de ciclul acizilor tricarboxilici, denumit si ciclul acidului citric, sau ciclul
Krebs. Enzimele care opereaza in ciclul acizilor tricarboxilici sunt localizate in matricea
mitocondriald, cu exceptia succinat dehidrogenazei ce face parte integrantd dintr-un
complex proteic apartinind membranei mitocondriale interne.

Ciclul Krebs foloseste acetil-CoA rezultatd atit din B-oxidarea acizilor grasi, cat si
din prelucrarea oxidativi a piruvatului importat din citosol. In ceea ce priveste importanta
reactiilor ce se petrec in cadrul acestui ciclu, pentru intelegerea functionarii mitocondriei
relevant este faptul cd in cadrul procesului se reduc 3 molecule de NAD" si una de
FAD, cu producerea NADH, respectiv FADH,, care reprezintd donorii de electroni pentru
lantul transportor de electroni, parte integrantd a procesului de fosforilare oxidativa ce are
loc la nivelul membranei mitocondriale interne.

Functiile membranei mitocondriale interne

Membrana mitocondriald internd, desi organizatd conform modelului mozaic fluid,
reprezind o exceptie de la reguld in privinta raportului dintre lipide si proteine. Ea
contine 20-30% lipide si 70-80% proteine. Aceastd compozitie dovedeste accentuatul rol
metabolic pe care aceasti membrand il are. Insi rolul de barieri al acestei membrane
este, deasemenea, deosebit de important, pentru buna ei functionare. Pentru a compensa
parcd procentul mic de lipide, la nivelul acestei membrane se gaseste un fosfolipid cu o
hidrofobicitate mai accentuatd, cardiolipina. Procentul de cardiolipind in membrana
mitocondriald internd este in jur de 15.

Procesul esential care se desfisoard la nivelul membranei mitocondriale interne
este fosforilarea oxidativa. Pentru aceastd functie, 1n aceastd membrand au fost
evidentiate cinci complexe proteice, simbolizate prin cifre romane: I — V. Primele patru
apartin fenomenului pe care-l denumim lant transportor de electroni, sau lant
respirator. Denumirile sunt sugestive In privinta proceselor pe care aceste complexe
proteice le realizeazd. Ele preiau electronii de la NADH, respectiv. FADH, si 1i poarta
printr-o succesiune de centre oxido-reducdtoare, sdrdcindu-i treptat de energie (de unde
numele de lant transportor de electroni), cedandu-i la sfarsit oxigenului (de unde numele
de lant respirator). Acest proces de transport si sdrdcire 1n energie a electronilor este
insotit de pomparea de protoni din matrice cdtre compartimentul mitocondrial extern.
Capacitatea de a pompa protoni prin folosirea eneregiei preluate de la electronii
transportafi o au numai trei dintre cele patru complexe proteice si anume complexele I,
II si IV. Complexul al Il-lea introduce electroni in sistem ludndu-i de pe FADH,, fiard a
pompa electroni prin membrana interna.

Sa incercam o intelegere mai profundd a proceselor detaliind aspecte legate de
structurarea si operarea la nivelul acestor complexe proteice.

Lantul respirator

In lantul respirator opereazi complexele I — IV si doui componete de legiturd
ubiquinona (care face legdtura intre complexul I, respectiv al IlI-lea si complexul al III-
lea) si citocromul ¢ (care face legitura intre complexele al Ill-lea si al IV-lea).

Complexul I, numit si complexul NADH-dehidrogenazei, este cel care introduce
in sistem electronii preluati de pe NADH. Este format din 42 (43 dupda unii autori)
subunitdti proteice, din care 7 tipuri autonome (adicd proteine codificate de ADN-ul
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mitocondrial si sintetizate In matricea organitului, prin ribosomii proprii). Are 0 masa
moleculard de peste 900 kD si contine un centru flavinic si 7, sau 8 centre fier-sulf.
Centrele fier-sulf reprezintd cofactorii unor asa-numite proteine fier-sulf, in care raportul
stoichiometric dintre ionii de fier si atomii de sulf este unitar. Centrele fier-sulf contin
fie 2Fe-2S, fie 4Fe-4S. Complexul I preia electronii de pe NADH, 1i sdrdceste in energie
in mai multi pasi, prin trecerea lor de la un centru oxido-reducdtor la altul, sfarsind prin
a-i preda ubiquinonei, numitd si coenzimd Q (CoQ). Energia preluatd de la electronii
transportati este folositd pentru pomparea de protoni din matricea mitocondriald in spatiul
intermembranar. Complexele lantului respirator capabile sa pompeze protoni se numesc
complexe de conservare a energiei. Energia este conservatd sub forma unui gradient
electrochimic ce se genereaza la nivelul membranei mitocondriale interne, prin aceasta
pompare directionatd de protoni. Nu cunoastem, pand in prezent cu exactitate cafi protoni
sunt pompati de complexul I pentru fiecare electron transportat.

Complexul al II-lea, numit si complexul succinat-dehidrogenazei, este singurul
complex al lantului respirator care nu pompeaza protoni, desi are un domeniu
transmembranar. Contine 1 centru flavinic, trei centre fier-sulf (unul atipic, 3Fe-4S) si un
centru hemic. Centrul hemic este localizat Intr-un citocrom de tip b prin care intregul
complex se inserd In membrand. Desi are un domeniu transmembranar, complexul
succinat-dehidrogenazei nu pompeazda protoni. Complexul al II-lea introduce in sistemul
lantului respirator electronii preluati de la FADH,, a cdror energie este prea mare pentru
a fi preluati la nivelul complexului I, predandu-i CoQ.

Complexul al IIl-lea, nimit si complexul citocromilor b-c¢,, este cel mai bine
cunoscut. Contine 11 subunitati proteice (din care una autonomd), avind o masa
moleculard de ~240 kD. Functioneaza ca dimer (2 x 240 kD). Contine 3 centre hemice
(doud pe citocromul b, unul pe citocromul c¢,) si un centru fier-sulf (2Fe-2S, pe proteina
fier-sulf Rieske). Preia electronii de la ubiquinond, le reduce energia in citeva trepte si
ii transferd pe citocrom c. Energia preluatd de la electronii transferati este folositd, ca si
in cazul complexului I, pentru pomparea de protoni din matrice in compartimentul extern.
Conform celor ce cunoastem pana in prezent referitor la mecanismele de actiune a
acestui complex, pentru fiecare electron transportat sunt expulzati din matrice in spatiul
intermembranar doi protoni.

Complexul al IV-lea, numit si complexul citocromilor a-a;, sau complexul
citocrom-oxidazei, este ultimul complex din lantul respirator. Este format din 13
subunitdti proteice, dintre care 3 autonome, avand o masa moleculara de 204 kD.
Opereazda ca dimer (2 x 204 kD). Cele trei proteine autonome formeazd nucleul
functional al complexului, care este Inconjurat de 10 subunitdti mici codificate de ADN-
ul nuclear. Ca situri oxido-reducdtoare contine 2 centre hemice (unul pe citocromul a,
celdlalt pe citocromul a;) si doudi centre cu Cu**. Unul dintre cele doua centre cuprice
(Cu,) este cel ce preia electronii din amonte. Complexul preia electronii de la citocrom
¢, le reduce energia (pompand pe baza energiei acumulate protoni) si ii inserd pe oxigen
cu formarea de apa. Complexul structureazd doud canale transmembranare prin care
pompeazd cite un proton pentru fiecare electron transportat. Aceste canale sunt denumite
D, respectiv K, intrucat la nivelul lor sunt conservati un rest aspartat, respectiv lizind. In
zona mediand transmembranard a canalului D se afld un rest glutamat (E,,,), deasemenea
conservat in decursul evolutiei. Acest rest glutamat este esential Tn pomparea protonilor.
Nu ne sunt cunoscute inca detaliile mecanismului de pompare, cu atit mai mult cu cat
protonii se pare ca trebuie sa treaca printr-o barierd hidrofoba in calea lor. Ca si in
cazul complexelor I si al Ill-lea, sensul de pompare este dinspre matrice catre
compartimentul extern.



Evident ca toate cele trei complexe ale lantului transportor de electroni, ce
conserva energia preluatd de la electroni prin pomparea de protoni, (complexele I, al III-
lea si al IV-lea) sunt transmembranare. Altfel, nu ar fi posibild operarea lor ca pompe
protonice.

ATP sintaza

Procesul fosforildii oxidative se incheie cu producerea de ATP. Acest lucru este
realizat de complexul al V-lea, numit si ATP sintazi, sau F,F)ATP-aza. Acest complex
are tot o pozitionare transmembranard si foloseste gradientul protonic creat de lantul
respirator, disipAndu-1 pentru a lega o grupare fosfat la ADP. El actioneazd ca o turbina
si actiunea sa este reversibild, putind hidroliza ATP si pompa protoni, in cazul in care
gradientul se inverseazd (de unde si denumirea alternativd de F,F,ATP-azd).

ATP sintaza are arhitecturd asemadndtoare unui bdt de tobd, cu trei parti
componente: cap, gat si trunchi. Capul sferic, voluminos este orientat spre matricea
mitocondrialad. Trunchiul este constituit de portiunea transmembranarda a complexului, iar
gatul face legatura intre celelalte doua parti. Aceastd structurare spatiald a ATP sintazei a
fost evidentiatd si in microscopie electronicd prin colorarea negativi a particulelor
submitocondriale. Particulele submitocondriale sunt fragmente veziculate de membrand
mitocondriald internd, fintoarsd pe dos. Acestea se obtin prin sonicarea fractiunii
mitocondriale urmatd de centrifugare, pentru a le izola de celelalte componente din
preparat. Particulele submitocondriale colorate negativ (adicd al cdror contur este desenat
de polimeri anorganici, cu nuclei grei, care se adsorb de componentele organice fard a le
penetra, adica fard a le impregna) dovedesc prezenta, pe versantul matriceal al
membranei interne, a unor structuri sferice, voluminoase, atasate de membrand. Aceste
structuri nu sunt altceva decét capetele si gaturile ATP sintazei, numite $i componenta
F, (F de la “Factor”). Aceastd componentd s-a dovedit a fi cea catalitica. Izolatd prin
desprinderea de componenta transmembranard (componenta F,), componenta F, poate
hidroliza ATP.

Complexul ATP sintazei contine, se pare, 16 proteine diferite, dintre care 2 sunt
dovedite ca autonome. Complexul are o masd moleculara de peste 500 kD. Aranjarea
proteinelor in cadrul complexului este o problemd care necesitd pentru elucidare studii
structurale de mai mare succes In viitor. Totusi organizarea subunitdfilor proteice la
nivelul componentei F, este mai bine cunoscutd. Capul si gatul ATP sintazei sunt
formate din 5 subunitdfi notate simbolic cu a, B, y, 0 si €. Raportul stoichiometric al
acestor subunitdti la nivelul componentei F, este: 3:3:1:1:1. Subunititile o si [ sunt
omologe, ambele putind lega nucleotide, dar numai subunitatea [} prezintd activitate
cataliticd. Celelalte trei subunititi contribuie la atasarea structurii globulare 3o+3p la
componenta transmembranard. Componenta F,, transmembranard, structureazd un canal
protonic prin care este disipat gradientul realizat de lantul respirator. Fluxul protonic prin
acest canal reprezintd forta motrice pentru producerea ATP din ADP si fosfat. Desi
principial cunoastem cd ATP sintaza opereazd ca o turbind si existd dovezi experimentale
cum cd structura globulard (30+3p) a capului se roteste in raport cu portiunea
transmembranard, detaliille mecanismului nu sunt incd elucidate. Rotirea implicd trei pasi
a cate 120°. in timpul acestei rotiri, cei trei heterodimeri af3, care formeazd trei situri
active ale componentei catalitice, trec succesiv prin trei stari diferite: deschisd, laxd si
stransd. Aceste trei stdri corespund: lipsei nucleotidului si fosfatului in siturile de legare
(starea deschisd), legdrii ADP-ului si fosfatului (starea laxd), respectiv. ATP-ului legat
(starea stransd). Se pare cd energia este necesard numai pentru ocuparea siturilor cu ADP



si fosfat, respectiv eliberarea de ATP, nu si pentru formarea de ATP, adicd pentru
legarea fosfatului la ADP.

Transportul metabolitilor

Pentru a ne face o imagine completa asupra functillor membranei mitocondriale
interne, trebuie sa amintim si rolul sdu in transportul metabolitilor energetici. Exemplele
de transport pe care le vom specifica folosesc gradientul electrochimic de la nivelul
membranei ca fortd motrice.

Astfel, piruvatul si fosfatul sunt preluate din compartimentul mitocondrial extern
(de fapt din citosol, intrucit concentratia acestor compusi este identicd in cele doud
spatii) prin transportori simport, aldturi de protoni. Asadar, pentru transportul catre
matrice al piruvatului si fosfatului este disipat gradientul protonic. Rezultd cad gradientul
protonic format prin actiunea complexelor proteice ale lantului transportor de electroni nu
este folosit exclusiv pentru producerea de ATP, ci si pentru transportul unor metaboliti.

Important este sd retinem si modul prin care sunt transportati prin membrana
mitocondriald internd alti doi metaboliti energetici esentiali : ADP-ul cdtre matrice,
respectiv. ATP-ul cétre citosol. Acesti doi compusi sunt transportati la schimb, deci printr-
un transportor antiport, care disipeazd potentialul de la nivelul membranei mitocondriale
interne, cu minusul pe versantul matriceal. Prin intrarea unei molecule de ADP si iesirea
uneia de ATP se introduc In matrice trei sarcini negative si sunt expulzate patru, deci
potentialul membranei este redus.

Din aspectele detaliate mai sus referitor la importanta functionalda a membranei
mitocondriale interne, putem deduce o explicatie pentru organizarea sa sub forma de
criste. Faldurarea acestei membrane 1i sporeste considerabil suprafata, deci mareste
functionalitatea ei, fiind posibile mai multe procese simultan pentru acelasi volum al
organitului.

Teoria chemiosmotica

Modalitdtile de operare a componentelor membranei mitocondriale externe au fost
inteligent si succint formulate incd din 1961 in postulatele teoriei chemiosmotice, de
catre Peter Mitchell. Confirmarea acestora, prin dovezile experimentale acumulate ulterior,
au facut din autor, in 1978, un laureat al Premiului Nobel in chimie. Patru sunt
enunturile acestor postulate:

1. Lantul respirator este transportor de protoni, generind la nivelul membranei
mitocondriale interne un gradient electrochimic;

2. ATP sintaza produce ATP prin disiparea gradientului protonic;

3. Membrana mitocondriala internd contine transportorii ce asigurda traficul
metabolitilor ;

4. Pe cai nespecifice membrana mitocondriald internd este practic impermeabild la
protoni si, In general, la ioni.

Din cele prezentrate mai sus, cat si din cele ce stipuleaza cele patru postulate ale
teoriei chemiosmotice, rezultd cd buna cooperare dintre actiunea lantului respirator cu
activitatea ATP sintazei (cooperare numitd cuplare chemiosmotica) este esentiald pentru
o eficientd producere de ATP, adicd pentru metabolismul energetic mitocondrial. Orice
disipare nespecificd a gradientului protonic prin membrana mitocondriald internd afecteaza
randamentul  producerii de ATP. Orice agent decuplant afecteazd functionarea
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mitocondriilor. Existd totusi o situatie fiziologicd in care se foloseste decuplarea partiala
la nivelul fosforildrii oxidative. Acest lucru se intampld in mitocondriile celulelor
adipoase brune. Membrana mitocondriald internd, 1n aceste celule, contine un decuplant
fiziologic numit termogenina. Termogenina este o proteind transmembranard care
structureazd un canal protonic. Ea transformd energia acumulatd de actiunea lantului
respirator in gradientul protonic, in energie termicda. Prezenta termogeninei la nivelul
mitocondriilor din adipocitele brune explicd de ce organismele tinere, in care tesutul
adipos brun este bine reprezentat, sunt mai rezistente la frig decat organismele mature.

Importul proteinelor din citosol in mitocondrie

Analizele proteomice (proteomia — “proteomics” — se defineste ca disciplind
comund biochimiei si biologiei celulare care se ocupd cu studiul proteinelor dintr-un tip
celular, sau dintr-o structurd celulard) au evidentiat faptul cd celulele umane confin in
mitocondrii cam 1500 de proteine diferite. Dintre acestea, doar maxim 1% sunt codificate
de sistemul genetic propriu al mitocondriei. Celelalte proteinele sunt codificate de ADN-
ul din nucleul celulelor, sunt sintetizate ca precursori in citosol si sunt importate prin
mecanisme specifice, care se desfisoard in principal post-traducere. In aceasti sectiune
vom aborda aspecte legate de aceste mecanisme de import.

Precursorii proteinelor mitocondriale, produsi in citosol, pot fi Tmpartiti in doud
categorii: (Z) proteine cu secvente semnal N-terminale, clivabile (numite si presecvente) si
(7i) proteine cu semnale de tintire diverse, aflate In profunzimea lantului polipeptidic.

Din prima categorie fac parte proteinele destinate matricei mitocondriale, ca si un
numdr de proteine ale membranei interne si ale spatiului intermembranar. Presecventele
sunt, de reguld, formate din 10 — 30 de aminoacizi care formeazd un o-helix cu
caracteristici amfipate. O fatd a acestui o-helix este hidrofobd, cealalta este hidrofild
purtand sarcini pozitive (resturi lizinice si/sau argininice).

Din cea de-a doua categorie fac parte proteinele membranei mitocondriale externe,
multe preteine ale compartimentului mitocondrial extern §i cea mai mare parte a
proteinelor transmembranare ale membranei mitocondriale interne (de exemplu transportorii
de metaboliti). Aceste proteine sunt sintetizate fdara a contine secvente clivabile. Asta
inseamnd cd ele au aceeasi secventd primard ca proteinele mature, chiar dacd structura
lor cuaternard difera, ele fiind mentinute intr-o stare extinsd pand la definitivarea
importului si integrarea lor n locul de destinatie.

Importul se realizeazd prin complexe proteice transmembranare care preiau
proteinele pe baza recunosterii secventelor semnal si le translocheazd prin mecanisme
specifice. Ca si In cazul translocazei din membrana reticulului endoplasmic si complexele
de translocare din membranele mitocondriale se numesc transloconi. Existd, pe de o
parte, transloconi in membrana mitocondrialda externd TOM (de la “Translocase of the
Outer Membrane”) si, pe de altd parte, transloconi in membrana mitocondriald interna
TIM (de la “Translocase of the Inner Membrane™).

Translocazele membranei mitocondriale externe

Oricare ar fi tipul de proteind importatd, ea trebuie sd treacd mai intai prin TOM.
Complexul TOM contine 7 subunitati proteice. Dintre acestea, trei subunitdfi sunt
dovedite a avea rol de receptori pentru proteinele importate (Tom20, Tom22 si Tom70),
una formeazd canalul de translocare (Tom40), fiind o proteind multipas cu domeniul
transmembranar organizat sub formad de butoiags cu doage (B-pliuri antiparalele), iar trei
subunitdti, mai mici, ajutd fie la translocare (TomS), fie in asamblarea si stabilitatea
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complexului TOM (Tom6 si Tom7). Toate subunititile amintite mai sus sunt
transmembranare. Desi complexul TOM opereazd 1In importul tuturor proteinelor,
mecanismele sunt diferite in functie de categoria cdreia acestea apartin. Ceea ce este un
lucru comun este faptul ca, Intrucat importul este preponderant un proces post-traducere,
lanturile polipeptidice destinate a ajunge In mitocondrie sunt complexate de saperone
citosolice (Hsp70 si Hsp90) care, pe de o parte le impiedicd sd agrege, iar pe de alta
parte, le mentine intr-o conformatie desfasuratd, care usureaza importul.

Proteinele cu presecvente clivabile sunt recunoscute de domeniile citosolice ale
Tim20 (printr-o depresiune hidrofobd din structura receptorului) si Tim22 (care se atasaza
la suprafata pozitiva a secventei semnal). Dupa legarea pe receptori, proteinele
importabile sunt transferate, prin intermediul proteinei mici TomS5, porului de translocare
format de Tom40. Tom40 nu formeaza un simplu por pasiv in timpul translocarii, ci se
pare cd are un rol activ, prin interacttiunile pe care le stabileste cu lantul polipeptidic in
decursul translocdrii. Dupa translocare, secventa semnal amfipatd este legatd de domeniul
intermembranar al subunitatii Tom22, care o ghideaza citre transportorul corespunzitor al
membranei interne. Ce se intampld mai departe cu aceste proteine vom descrie ceva mai
jos, la “Translocazele membranei mitocondriale interne”.

Proteinele destinate a ajunge Tn membrana mitocondriala externd sunt recrutate tot
prin Tim20 si Tim22. Daca ele sunt unipas, se pare ca In cursul translocdrii, in
momentul in care secventa hidrofobd necesarda integrdrii in bistratul lipidic patrunde in
canalul transloconului, are loc eliberarea lor Tn membrana externa. Este suficienta astfel,
dupa cate cunoastem pand In prezent, masindria complexului TOM. Proteinele care sunt
multipas (cum sunt porinele), dupa translocarea prin TOM, sunt predate unei alte
magindrii de sortare si asamblare 1n bistrat, SAM (de la “Sorting and Assembly
Machinery”), care face exact ce 1i indicd numele. Complexului SAM i-au fost descrise,
pand in momentul de fatd, doua subunitati: Mas37 si Sam50. Deficienta mitocondriei in
Mas37 s-a dovedit a Tmpiedica importul de proteine integrale ale membranei externe
structurate ca butoiagse, fira a afecta importul proteinelor purtitoare de presecvente
clivabile, sau al proteinelor cu rol de transportori de metaboliti ai membranei interne.
Sam50 prezintd mare omologie cu o proteind a membranelor bacteriene (Omp85, Omp
de la “Outer membrane protein”), cu rol posibil in integrarea de proteine in membrana
bacteriand. Astfel, mecanismul de inserarea a proteinelor cu structurd de butoias 1In
membrana externd pare a fi conservat de la bacterii, la mitocondriile eucariotelor.

Precursorii  transportorilor de metaboliti, destinati a ajunge 1in membrana
mitocondriald internd si care prezintd multiple secvente hidrofobe ce vor forma domeniul
transmembranar, sunt translocati de complexul TOM printr-un mecanism usor diferit.
Principala diferentd constd in faptul cd@ aceste proteine sunt recunoscute si recrutate de
Tom70. Interactiunea este controlatd de Hsp70 si Hsp90, care aduc si predau proteina
complexului TOM. Preluarea este facutd prin mai multe molecule Tom70, care leagd
simultan un precursor, probabil pentru a-1 desprinde de saperone fard riscul agregarii.
Ulterior, acesti precursori puternic hidrofobi sunt predati canalului de translocare structurat
de Tom40. Aceastd predare se pare ca implicd trecerea prin Tom20, Tom22 si TomS,
cum se intdmpld si cu celelalte proteine. Totusi, dupa translocarea prin membrana externa
acesti precursori sunt preluati de un complex de doud proteine mici ale spatiului
intermembranar  (Tim9-Tim10), cu rol asemandtor saperonelor, fiind apoi predati
transloconului  specific din membrana mitocondriald internd. Aceastd implicare a
complexului Tim9-Tim10 constituie o altd diferentd intre mecanismele corespunzitoare
diverselor categorii de proteine importate.
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Translocazele membranei mitocondriale interne

In membrana mitocondriali interni sunt prezenti doi transloconi implicati 1in
import: TIM23 (care continud translocarea proteinelor cu presecvente clivabile) si TIM22
(care preiau si integreazd Tn membrana internd transportorii de metaboliti).

Transloconul TIM23 este constituit din trei subunitdti transmembranare esentiale:
Tim50, Tim23 si Timl7. Tim50, prin domeniul sdu intermembranar, consistent ca
dimensiune, preia preproteinele de la complexul TOM si le ghideaza catre canalul de
translocare format de Tim23, cdruia le predd. Timl7 este strAns atasat lui Tim23 si,
probabil, influenteazd activitatea canalului de translocare. Subunitatea Tim23 posedd doud
domenii: (7)) segmentul amino-terminal, aflat in spatiul intermembranar, cu rol in
recunoasterea presecventei amfipate si (7)) domeniul carboxi-terminal, care structureaza
canalul transmembranar al transloconului. Inserarea lantului polipeptidic care este
transferat depinde strict de prezenta potentialului membranei mitocondriale interne. Acest
potential exercitd si un efect electroforetic asupra incdrcaturii pozitive din secventa
semnal. Mai departe, ce se intdmpld cu preteinele translocate de TIM23 depinde de
destinatia lor.

Unele preproteine contin o secventd hidrofoba care actioneaza ca stop transfer.
Acestea sunt eliberate 1n planul membranei mitocondriale interne, in momentul in care
secventa hidrofoba patrunde in canalul transloconului.

Majoritatea proteinelor preluate de TIM23 ajung insd 1n matricea mitocondriald.
Acestea necesitd, pentru definitivarea translocdrii, cooperarea transloconului cu o masindrie
cu rol de motor al importului, notatd prescurtat cu PAM (de la “Presequence translocase-
Associated Motor”). Complexul PAM este structurat in principal de proteine periferice.
Trei sunt proteinele esentiale din structura PAM: Tim44, care leagd si aduce la nivelul
transloconului cea de-a doua componentd, saperona mitochondriala Hsp70 si factorul de
schimb nucleotidic Mgel, care schimbd ADP cu ATP pe Hsp70. La acestea se adauga
doud proteine intrinseci: Paml18 (cu rol in stimularea activitdtii ATP-azice a Hsp70) si
Pam16 (care complexeazd Paml8 si o atasazd la TIM23). Practic PAM, in forma ei
activd, este parte integrantd a transloconului. Desi nu se cunoaste secventa exactd a
etapelor in activitatea PAM, este clar cd el asigurda energia necesard translocarii
precursorilor cu presecventd clivabild. Aldturi de aceste evenimente, asupra proteinelor
matriceale importate actioneazad o peptidazd (notatd prescurtat MPP, de la “Mitochondrial
Processing Peptidase™), ce cliveaza secventa semnal. MPP este o metaloproteinaza ce
contine doud subunitdti (o, respectiv ). Ulterior aceste proteine proaspiat importate sunt
preluate de alte saperone mitocondriale (in particular Hsp60 si Hspl0) care le asistd
pentru adoptarea conformatiei corecte, cea care le asigurd fuctia.

TIM22 opereaza in inserarea proteinelor transmembranare multipas (in principal
transportorii metabolitilor) Tn membrana mitocondriald internd. Complexul TIM22 contine:
Tim12, o proteind perifericd (orientatd pe versantul intermembranar al membranei
mitocondriale interne), cu rol in acostarea complexului Tim9-Tim10, aducdtorul proteinei
importate, pe care o preia de la TOM; Tim22, care formeazd canalul de translocare si
care prezintd omologie cu Tim23; Timl8 si TimS54 ale cdror functii nu sunt inca
definite. Atat translocarea lantului polipeptidic, cat si Tmpachetarea si eliberarea laterala a
proteinei In bistratul lipidic sunt dependente de potentialul membranei mitocondriale
interne, desi detaliile referitoare la mecanisme nu ne sunt, deocamdatd, cunoscute.

In sfarsit, membrana mitocondriali interni posedi si o masinirie de inserare a a
proteinelor preluate din matrice. Aceastd masindrie este nimitd prescurtat OXA. OXA este
mai putin cunoscutd in detaliu, dar i-au fost identificate céteva subunititi, Intre care
Oxal, ce prezintd omologie cu proteina bacteriand YidC. Aceastd masindrie opereaza
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asupra proteinelor hidrofobe sintetizate in mitocondrie, sau asupra catorva proteine
importate din citosol si care ajung In matricea mitocondriald, pentru a urma apoi calea
de inserare specifica bacteriilor.

Fara 1indoiala cd mitocondria pdéstreaza incd surprize referitor la posibile noi
componente ale transloconilor, sau la mecanismele de sortare, translocare, asamblare si
inserare In structurile de destinatie a proteinelor precursoare. Cum mitocondria joaca un
rol critic iIn moartea celulara programatd, prin eliberarea unor componente moleculare ale
spatiului intermembranar care participd In mecanismele apoptotice, este tentant sd ne
gindim cd transloconii (in special TOM si SAM), prin canalele pe care le structureaza
pot fi implicati (in anumite conditii, prin cooperarea cu seturi diferite de proteine
accesorii) Tn permeabilizarea membranei mitocondriale externe.

Mitocondria si apoptoza

Desi este stabilitd implicarea mitocondriei In procesele apoptotice, mecanismele
prin care aceasta controleaza apoptoza nu sunt inca pe deplin elucidate. Ceea ce se
cunoaste cu certitudine sunt fapte care evidentiazd participarea mitocondriei la procesele
apoptotice, prin participarea pe calea cascadei caspazelor. Denumirea de caspaze
(“caspases”) pentru aceastd familie de proteine vine de la “cysteinyl aspartate-specific
proteases”. Caspazele sunt principalii efectori Tn moartea celulard programata.

Initial s-a considerat cd mitocondriile rdman neschimbate in timpul apoptozei.
Acum stim cd mitocondria suferd modificari morfologice in apoptozd. Cele mai frecvente
anomalii constau in reducerea dimensiunilor, cu sporirea densitiatii matricei, modificare
denumitd picnoza mitocondriala. Aceste condensdri au fost evidentiate si confirmate ca
evenimente timpurii in apoptozd. Mai mult, in apoptoza indusd prin deprivarea de factor
de crestere neurald (NGF, de la “Nerve-Growth Factor”) la neuronii simpatici, picnoza
mitocondriald este reversibild. Alte modificari apar in ceea ce priveste distributia
mitocondriilor in celuld. Daca in celulele normale mitocondriile sunt dispersate in toatd
celula, in celulele apoptotice ele se redistribuie, aglomerandu-se perinuclear. Se pare cd
acest lucru se datoreaza defectelor din relatia lor cu kinezinele ce le permite dispersarea
in citoplasma pe baza unui transport dependent de organizarea microtubulilor.

Totusi, faptul cd mitocondria se defineste tot mai pregnant ca punct de control al
apoptozei, se datoreaza modificarilor mitocondriale de la nivel molecular si biochimic.
Rezultatul este dezorganizarea membranelor mitocondriale cu eliberarea in citosol de
componente intramitocondriale (citocrom c, endonucleaze G, AIF — “Apoptosis-Inducing
Factor”). Prezenta citocromului c¢ 1n citosol este un semnal de evolutie apoptotici a
celulei. Citocromul c prin legarea de un factor de activare a apoptozei Apaf-1 (Apaf, de
la “Apoptotic-protease activating factor”), determind formarea unui oligomer cu o
structurd simetricd In spite de roata, contindnd 7 complexe Apaf-1-citocrom c¢, numit
apoptosom. Butucul central al apoptosomului este format prin unirea capetelor amino-
terminale ale moleculelor de Apaf-1, iar spitele din restul lantului polipeptidic, care, dupd
interactiunea cu citocromul ¢, expune un sit de legare ATP si trece dintr-o conformatie
pliatd intr-una extinsd. Apoptosomul, la randul sdu, leagd prin butucul central, format din
Apaf-1, procaspaza 9 pentru care favorizeaza o dimerizare sub o forma extinsd, activa
ce-1 determind autoliza si activarea. Legarea Apaf-1-procaspazd 9 se realizeaza prin
domeniile CARD (de la “CAspase Recruitment Domain”) ale celor doud tipuri de
proteine. Caspaza 9 activatd lizeazd procaspaza 3 activind-o si declansind fenomenele
apoptotice din calea caspazelor.

12



Afectarea membranelor mitocondriale, cu eliberarea de citocrom c, este realizata de
modificarea echilibrului intre o serie de factori pro- si anti-apoptotici din familia
proteinelor Blc-2. Raportul intre nivelul expresiei factorilor anti-apoptotici ca Bcl-2,
Bcl-X; si a factorilor pro-apoptotici ca Bax, Bak, Bid (Bid opereazd pe calea
caspazelor, fiind trunchiat la t-Bid de caspaza 8) este cel care are efect asupra
membranelor mitocondriale. Cresterea expresiei factorilor pro-apoptotici are ca rezultat
permeabilizarea membranelor mitocondriale, cu eliberarea de componente care determind
apoptoza celulard. Detaliile mecanismului permeabilizarii nu sunt cunoscute, desi este
dovedita capacitatea factorilor pro-apoptotici de a structura pori in bistraturi lipidice
artificiale (liposomi), sau in membrana mitocondriald externa.

Pentru permeabilizarea membranei mitocondriale externe prin actiunea factorilor
pro-apoptotici sunt considerate trei posibile cai.

Una dintre acestea o reprezintd capacitatea factorilor pro-apoptotici (demonstrati
pand in prezent doar pentru Bax) de a oligomeriza. Aceastd capacitate poate reprezenta
un mecaism prin care factorii pro-apoptotici din familia proteinelor Bcl-2 pot structura
megacanale. Capacitatea de oligomerizare este datoratd prezentei in aceste proteine a unor
domenii BH (de la “Bcl-2 Homology”). Existd patru tipuri de domenii BH (BHI -
BH4). Factorii anti-apoptotici ai familiei Bcl-2 contin toate aceste domenii, pe cad
factorii pro-apoptotici (Bax, Bak) sunt lipsiti complet de domeniul BH4, sau la nivelul
acestuia sunt ample modificdri (lipseste o conservare ridicatd a domeniului). Existd si
factori pro-apoptotici care contin numai domeniul BH3 (Bid, Bad). Cum aceste
caracteristici structurale influenteazd activitatea membrilor acestei familii, astfel incat sa
fie convertita de la anti- la pro-apoptoticd, rdimane sd se stabileasca.

O altd cale de permeabilizare a membranei mitocondriale externe o reprezintd
capacitatea Bax si t-Bid (factori pro-apoptotici) de a altera (de a descreste) stabilitatea
planard a bistratelor fosfolipidice. Acest lucru nu a fost observat in caxul Bcl-X;, factor
anti-apoptotic al familiei. Prin reducerea tensiunii planare a bistratului lipidic, Bax si t-
Bid ar putea induce formarea de Intreruperi in continuitatea bistratului lipidic, sub forma
unor pori, cu reorganizari moleculare specifice, sau ar putea organiza complexe lipide-
proteine cu deschideri suficient de largi In structura membranei, care sa permita
proteinelor din compartimentul mitocondrial extern sa difuzeze in citosol, Intr-o gama
foarte mare de gabarite moleculare (citocrom c¢ - ~12kD, adenilat kinaza - 252kD, AIF
— 57kD, Hsp60 — 60kD, sulfit-oxidaza - 104kD).

A treia cale o reprezinta posibilitatea Bax si Bak de a modifica permeabilitatea
porinelor din membrana mitocondriald externd. Cand liposomii cu porine reconstituite au
fost incubati cu Bak, sau Bax a fost indusd deschiderea porilor. Prin porii astfel deschisi,
citocromul ¢, marcat cu fluoresceind, a trecut nestingherit. Prin contrast, in experimente
similare conduse cu folosirea Bcl-X;, a fost Tnregistratd inchiderea porilor, ceea ce poate
explica activitatea anti-apoptoticd a unora dintre membrii familiei.

Care dintre aceste cdi va fi confirmatd, sau dacd realitatea biologicd implica o
cale ce combind toate aceste directii pe criterii dependente de anumite conditii concrete
in care procesul apoptotic se poate desfasura, sunt probleme care isi asteaptd rdspuns. in
momentul de fatd, din studii pe liposomi, cunoastem cd nici Bax, nici Bak si nici
porinele nu pot singure sa formeze canale permeabile pentru citocrom c.

Cele trei posibile cdi descrise fac parte din teoria structurarii de canale in
membrana mitocondriald  externd, pentru explicarea pierderilor de componente
intermembranare. Existd si o a doua teorie, terioa ruperii membranei externe, care
stipuleaza ca pierderile s-ar datora umflarii mitocondriei, cu destinderea membranei
interne si fragmentarea celei externe, ca la orice soc hipoosmotic. Fiard a intra Tn detalii
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asupra acestei teorii, punctim doar un contra-argument: procesul apoptotic decurge cu
consum energetic care necesitd functionalitatea mitocondriei, chiar dacad aceasta poate fi
afectatd sub aspectul randamentului.

Originea mitocondriei

Ultrastructura deosebitd a mitocondriei care se organizeazd pe baza unui sistem de
doua membrane a incitat biologii celulari care si-au pus intrebari legate de originea
acestul organism. Aparifia mitocondriei a reprezentat un eveniment definitoriu in evolutia
celulelor eucariote. Teoria endosimbioticd reprezintd un model privind originea
mitocondriei care in momentul de fatd este unanim recunoscut deoarece este sustinut de
multe argumente. Teoria a fost emisd de mai bine de un secol de insusi Richard
Altmann. Teoria presupune cd acum milioane de ani, cand atmosfera terestrd 1si modifica
proprietdtile fizico-chimice, Tmbogatindu-se in oxigen, o celuld aerobd a fost endocitatd de
o alta anaeroba produsul acestei endocitoze castigdnd o mai bund capacitate de
acomodare la noile conditii. Rezultatul a fost supravietuirea prin simbiozi. In favoarea
acestei teorii se pronuntd urmdtoarele realitati biologice:

1. Prezenta cardiolipinei, fosfolipid abundent in membranele bacteriilor, 1in
membrana mitocondriald interna;

2. Prezenta porinelor in membrana mitocondriald externd (porinele au fost pentru
prima datd evidentiate Tn peretele unor bacterii);

3. Existenta ADN-ului propriu, circular (fird capete libere) asa cum este ADN-ul
procariotelor;

4. Caracteristicile ribosomilor din matircea mitocondriald: 70S (ca si ribosomii
procariotelor);

5. Sinteza proteicd sensibild la cloramfenicol (ca cea din procariote) si insensibild
la cicloheximidd (cicloheximida blocheazd sinteza proteicd pe ribosomii din
citosolul eucariotelor);

6. ARN-polimerazd sensibild la rimfamicind (ca la procariote);

7. Capacitatea proprie de a se divide.

Rezumat

Putem sintetiza cele prezentate mai sus despre mitocondrie prin:

- mitocondria este un organit cu o arhitecturd deosebitd, structurat pe baza unui sistem
de doua membrane;

- cele patru elemente structurale ale mitocondriei coopereazd pentru asigurarea functiei de
bazd a organitului: producerea de ATP;

- functionarea mitocondriei este sintetizatd prin postulatele teoriei chemiosmotice;

- functia respiratorie este asiguratd de complexele enzimatice ale lantului transportor de
electroni;

- alimentarea cu electroni a lantului respirator o face ciclul Krebs prin NADH si FADH,;

- disiparea gradientului protonic, format de lantul transportor de electroni, reprezintd forta
motrice pentru producerea de ATP la nivelul ATP sintazei;

- cuplarea/decuplarea lantului respirator cu/de fosforilarea ADP reprezintd mecanismul
celular de comutare: ATP/caldura;

- desi mitocondria are propriul sdu bagaj genetic, cea mai mare parte a proteinelor
necesare functiondrii organitului este codificatd de ADN-ul nuclear; ele sunt sintetizate
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pe poliribosomi liberi in citosol si importate prin mecanisme de translocare post-
traducere;

- mitocondria joacd un rol important in controlul proceselor apoptotice;

- biogeneza mitocondriald nu presupune producerea de novo a organitului.
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