7. MITOCONDRIILE SI ROLUL LOR FIZIOLOGIC

Mitocondrile au fost descoperite in 1882 de W. Flemming, iar 1904 Fr.
Mewes a introdus notiunea de condrion, intelegindu-se totalitatea
mitocondriilor dintr-o celuld. Condriozomii sunt prezenti in toate celulele
vegetale si animale; la bacterii lipsesc.

Sub aspectul morfologic condriozomul poate avea forme filamentoase
(condrioconte), forme de granule (mitocondrii) sau de siruri de granule
(condriomite)

Aceste forme trec de la una la alta, in timpul diferitelor faze de dezvoltare
a celulei. Numarul condriozomilor difera la diferite tipuri de celule. La om o
celuld somaticd contine, n medie 300 de condriozomi, unele celule avand pana
la 1000 condriozomi. In prezent, este acceptatd ideea ci numarul condriozomilor
intr-o celula este proportional cu intensitatea metabolismului celulei respective.
O celula secretoare nectarifera are un numar mare de condriozomi decat o celula
cu functie pasiva.

J. E. Varner (1965) au constatat ca o mitocondrie traieste doar 8 zile.
Prin studiile facute de D. L. Green (1961) se stabileste o stransa legatura intre
structura si functia mitocondriei.

O mitocondrie este alcatuitd din membrana, sistemul de criste sau tubuli si
matricea sau continutul interior (Fig. 29). Membrana prezintd doud straturi: unul
extern neted si altul intern, prevazut cu numeroase prelungiri, sau pliuri, multe
criste mitocondriale (G. E. Palade, 1953) Intre cele doui straturi se giseste un
spatiu perimitocondrial. Cristele mitocondriei compartimenteaza interiorul in
numeroase spatii si 11 maresc foarte mult suprafata, ceea ce permite absorbtia
unui mare numar de molecule enzimatice, intensifica procesele biochimice care
se petrec in interiorul mitocondriei. La unele celule in locul cristelor se gaseste
un mare numar de tubuli, care de asemenea maresc suprafata internd a
mitocondriei. La plante sunt mai frecvente mitocondriile cu tubuli §i mai rare
acelea prevazute cu criste mitocondriale.



Fig. 29. Structura mitocondriei (dupa Dornell si colab., 1991)

Pe suprafata interna a cristelor mitocondriale se observa la microscopul
electronic formatiuni granulare numite oxizomi in care se gasesc citocromi.
Aderenta oxizomilor la suprafata cristelor mitocondriale permite intelegerea mai
buna a functiei condriozomului. Numarul cristelor sale sau a tubulilor, la diferite
tipuri de celule, da indicatii cu privire la activitatea respiratorie a
condriozomului §i activitatea fiziologicd a celulei. Este posibil ca numarul
condriozomilor si a cristelor mitocondriale sau a tubulilor sa fie mai mare in
celulele florilor sau in celulele meristematice din varfurile de crestere care au o
activitate fiziologica intensa.

Multa vreme cristele mitocondriale au fost considerate formatiuni
exclusive ale membranei interne. F.S. Sjostrand (1953) a dovedit cd exista
legturd intre cristele mitocondriale si membranele interne numai pe o portiune
restransa avand forma unui peduncul.

Inmultirea mitocondrilor se face pe mai multe cdi si anume: prin
inmugurire din formatiuni initiale de origine necunoscuta sau prin diviziune sau
strangulare. Cea mai probabild este diviziunea mitocondriala. K. Mulhlethaler
(1959).

Cunoasterea functiei fiziologice a condriozomilor a fost dedusda din
compozitia chimica a acestora. Acest fapt a fost posibil dupa izolarea lor din
citoplasma. Cercetandu-se continutul lor biochimic s-a constatat prezenta tuturor
enzimelor ciclului Krebs si cele ale fosforilarii oxidative. Dehidrogenaza se
gdseste numai 1n mitocondrii. Mai sunt prezenti citocromii, care sunt
hemoproteine cu rol catalizator al respiratiei celulare, oxidaze si
citocromoxidaze. Transportul electronilor in condriozomi se face cu ajutorul
unui lant de flavoproteine. Mitocondriile reprezintd “uzinele energetice” in care
se elibereaza energia acumulatd in legaturile chimice ale substantelor organice si
care se depoziteazd apoi in legaturi macroergice fosfatice, de tipul ATP, prin
procesul de fosforilare oxidativd. ATP-ul este sursa universala de energie
celulara.

Pana in prezent nu se poate explica transportul energiei (incorporate in
ATP) din stroma condriozomilor in citoplasma celulara, si de aici la diferite
organite unde se consumi. In acest important proces fiziologic desigur
complicat, structura moleculard a membranelor mitocondriale, joacd un rol
deosebit de important:



Fig.30. Reactiile chimice din interiorul mitocondriet

Studiul activitatii fiziologice a diverselor fractiuni mitocondriale obtinute
prin fragmentarea mitocondriilor permite determinarea rolului fiecarui
constituient al mitocondriilor 1n activitatea intregii mitocondrii.

La nivelul matrixului mitocondrial se efectueaza oxidarea acizilor grasi
(helixul lui Lynem).

Tot la nivelul matrixului are loc oxidarea Acetil-Co-A (ciclul Krebs) Se
mai poate observa In matrix §i concentrarea granulelor opace de cationi bivalenti
sub forma de fosfati si proteine contractile care sunt responsabili cu umflarea si
contractia mitocondriilor.

Membranele mitocondriale controleazd schimbul intre hialoplasma si
mitocondrii; 20% din proteinele care le compun sunt reprezente prin enzime.

Din sistemele enzimatice puse in evidenta unele participa la transportul
activ al substantelor intre mitocondrii si hialoplasma altele catalizeaza lantul
respirator si fosforilarea ADP - ului. Dupi cercetiri recente oxizomii de 85A pe
membranele interne fiind formate din enzime ale lantului respirator.Se crede ca
in aceste granule enzimele sunt dispuse unele langa altele in ordinea de
suscesiune care corespunde reactiilor diferite din lantul respirator.

Mitocondriile sunt organite care utilizeaza energia eliberatd din oxidarea
metabolitilor oxidabili pentru regenerarea ATP -ului. In general, acest substrat
“combustibil” este format din molecule mici (acid piruvic, acid cetoglutaric,
acid oxalic, acizi grasi) dizolvate sub forma de solutii in hialoplasma. In aceste
conditii mitocondriile gasesc direct in hialoplasma ‘“combustibil” uniform
repartizat.

Repartizarea mitocondriilor in celuld este determinata de repartizarea ATP
-ului 1n diferite regiuni ale celulei. Deci in celula existd structuri care contin



cantitdti mari de ATP si in jurul acestora se observd ingramadirea
mitocondriilor. Energia furnizatd de ATP-ul mitocondrial are utilizare diversa,
cum este ilustrat de repartizarea e in diferite celule. Se gasesc in vecinatatea
ribozomilor, care sintetizeaza proteine sau se ingramadesc in jurul structurilor
contractile cum sunt flagelii sau 1angd membranele plasmatice ale celulelor care
au rol in schimburile cu mediul extern.

Desfasurarea normald a proceselor vitale presupune consumarea unei mari
cantitati de energie.

In reactiile metabolice care consumi oxigen se descompune substratul,
metabolitul si se formeaza CO, , H,O si energie. Etapele de descompunere sunt
realizate de enzime specifice. Unele din acestea, consuma energie (fosforilarea)
altele elibereaza energie necesara celulei.

Fazele descompunerii sunt urmatoarele:

1. Descompunerea substantelor organice prin hidroliza, in molecule mai mici
(oze, acizi grasi, AA, glicerol) cu eliberarea unei cantitati mici de energie.

2. Prin desmoliza moleculelor organice, rezulta, CO, si Error! Bookmark not
defined. si o cantitate mare de energie. Ansamblul acestor reactii de
desmoliza formeaza oxidarea celulard sau respiratia celulara.

7. 1. Oxidarea biologica
Oxidarea substratului prin fixarea directd a oxigenului practic nu se
produce CO, degajat de plante care respird in atmosferd cu O, izotop marcat

(0%8) nu contine oxigen marcat. Deci, oxigenul nu oxideazd direct carbonul

substratului.
Daca, insd, glucoza contine 038 atunci CO, degajat este C'®0,, adica

provine dintr-un substrat prin proces de decarboxilare.
Luarea CO, de pe substrat sau decarboxilarea incepe de la acizii alfa-

cetonici, rezultati din degradarea glucidelor, lipidelor si protidelor.
Acizii alfa-cetonici sau alfa-cetoacizii intrd in procese catabolice ale
ciclului Krebs 1i sub actiunea carbohidrazelor, sunt degradati pana la CO, si

H,0. In aerobiozi decarboxilarea este insotiti de dehidrogenare, este deci o

decarboxilare oxidativa.
In procesul respiratiei oxidarea se realizeaza, prin pierdere de hidrogen
(dehidrogenare):

RHz———)R+H2 +02

Pierderea de hidrogen a substratului “in vivo” este singura formad de
oxidare a metabolitilor In cursul descompunerii lor.

Astfel, de exemplu sub actiunea unei enzime dehidrogenaza, acidul
succinic prin pierdere de hidrogen se transforma in acid fumaric. Hidrogenul
luat de pe substrat nu se elibereaza ci trece pe un acceptor de hidrogen. Acesta



actioneaza sub forma oxidata si prin acceptarea de hidrogen devine redus, deci
este de fapt un transportator de hidrogen.

Astfel o reactie de dehidrogenare a substratului, in realitate este o reactie
de oxidare si reducere sau oxidoreducere, in care substratul se oxideaza iar
transportorul se reduce.

Dehidrogenarea din punct de vedere electro chimic este o pierdere de
electroni. In acest sens, oxidarea hidrogenului molecular se reprezinti astfel:

— >

+
: 2H

HZ —-2e

Electronii vor fi preluati de catre oxidant, de o sare de fier trivalent,
conform ecuatiei:

H,-—*—2H"
2Fe* +2¢” —>2Fe™

—
H,-2Fe™ 2H*' +2Fe™
<—

Astfel rezultd ioni de hidrogen (H™) si sarea respectiva cu fier bivalent.

In cazul dehidrogendrii enzimatice substanta oxidanti este
nicotinamidnucle-otidul (NAD). Aceasta enzima poate capta 1n mod revesibil
un atom de hidrogen, inelul piridinic reducandu-se la a avea numai doua legaturi
duble, iar atomul de azot isi pierde sarcina pozitiva

— >

NAD* + COOH - COOH - CH, — COOH

COOH-CO-CH, -COOH + NADH + H*

acid malic
sau

NAD+2H* > NADH+ H*

In decursul respiratiei transportorul de hidrogen prin acest proces de
oxidoreducere se regenereaza mereu si hidrogenul luat de pe substratul final este
acceptat de oxigenul respirator cu care formeaza apa.

Combinarea hidrogenului detasat de pe substrat si a oxigenului respirator
este posibil dacd, in prealabil hidrogenul este activat (H2—>2H+ +2e*) si

oxigenul de asemenea (1/2 O+2e_——>02). Transferul de electroni de la

hidrogen spre oxigen se face prin citocromi.

Hidrogenul substratului pana la oxigen parcurge lantul transportorilor
(= lant respirator) de hidrogen si In cursul acestor etape sunt eliberate cantitéti
mici de energie ce pot fi recuperate de la anumite niveluri. Celule vegetale
contin numerosi transportori de hidrogen. Nu toti intervin in mod obligatoriu in
acest transfer al hidrogenului la oxigen.



Compozitia unui lant respirator depinde de natura substratului celulei si de
conditiile date. Pentru formarea unui lant respirator trebuie ca transportorii sa fie
plasati in ordinea crescanda a potentialului redox si sa fie prezente enzimele care
raspund pentru fiecare transfer de hidrogen sau electron.

Mecanismul respiratiei aerobe prezinta trei etape:

1) Caile principale de descompunere a substratului respirator cuprind o serie
de fenomene de hidroliza sau alte procese de descompunere a substratului,
fosforilari care au loc pe substratul hidratarii si deshidratarii, dehidrogonari
privind transferul de hidrogen pe lantul respirator si decarboxilari.

2) La nivelul lantului respirator se realizeaza pierderi de electroni din H, si

activarea 1n ionii de H™, transportul de electroni, activarea oxigenului in ionii
O, prin captare de electroni, Oxigenul activat devine acceptor de electroni si
formeaza apa.

3) Aspectul energetic al respiratiei: transferul de hidrogen sau electroni
proveniti de la hidrogen in decursul descompunerii substratului furnizeaza
energie recuperabild, in timp ce carbooxidarile nu produc decat energie care se
pierde.

7. 1. 1. Ciclul Krebs

Ciclul Krebs si lantul respirator au loc in mitocondrii. In consecintd vom
trata organitele acestea care sunt atat de importante in fazele finale ale respiratiei
propriuzise.

In aceasti fazi finald a oxidarii celulare strict acrobe are loc degradarea
acidulut piruvic rezultat din glicolizd, in CO, si apd. Ciclul acizilor

tricarboxilici se realizeaza cu interventia numerosilor acizi cu trei functii acide (-
COOH) si produce cea mai mare parte a energiei eliberate in respiratie. In cadrul
ciclului, prin decarboxilari oxidative, plecand de la acidul piruvic, un radical
acetil activat (CH5CO-) se condenseaza cu un accept, al ciclului Krebs cu

acidul oxalacetic. Acest radical prin diverse etape este complet descompus in
CO, si H,O, iar acidul oxalacetic se regenereaza. Decarboxilarea oxidativa a

acidului piruvic are multe faze intermediare §i se realizeazd cu interventia
multor enzime si coenzime: TPP (tiaminpirofosfat), acid lipoic, coenzima A,
NAD si ioni de Mg++.

In prima etapa acidul piruvic se fixeaza pe TPP formand un compus de
aditi; in a doua faza se combind cu acidul lipoic oxidat formandu-se acid
acetillipoic care In urmatoarea etapa sub influenta Coenzimei A se transforma in
acid lipoic redus dupa reactia urmatoare:

acid acetillipoic + Co A ----- Acelil-Co A + acid lipoic redus
acid lipoic redus +NAD ----- Acid lipoic oxidat + NADH +H*+CO,

Radicalul acetil-Co-A sub forma activata este apoi condensat cu acceptorul
ciclului Krebs, acidul oxalacetic. Acest proces de condensare se face sub



actiunea cataliticd a unei enzime de condensare si rezultd acid citric si se
regenereaza Acetil-Co-A. Acesta sub actiunea enzimei aconitaza se transforma
in acid D-izocitric. Apoi are loc o oxidare a acidului izocitric in acid
oxalsuccinic si decarboxilarea lui in acid acetoglutaric.

Decarboxilarea, oxidativd a acidului acetoglutaric in acid succinic este un
produs complex care necesitd tiaminpirofosfat, acid lipoic, Co-A si NAD.
Rezultd Succinil - Co-A.

Fig.31. Ciclul Krebs (dupa Binet si Brunel, citat de Peterfi si colab., 1972)

Acesta se va transforma 1n fazele urmatoare in acid succinic, Co-A-SH si
un pirofosfat bogat in energie, GTP (guanidintrifosfat). Aceasta decarboxilare
oxidativa a acidului aglutaric este o etapd de “raspantie”. Alga cetoglutaric prin
aminare §i transaminare permite legarea sintezei aminoacizilor de ciclul Krebs.
Reactia de decarboxilare a acidului alfa-getoglutaric permite formarea unei
molecule de ATP sau GTP. Succinil- Co-A este un intermediar in biosinteza
nucleului porfirinic al clorofilelor si citocromilor. Ciclul Krebs se incheie prin
intermediul diacizilor tricarboxilici astfel:



acidul succinic —— acid fumaric
acidul fumaric ——— acid malic

acidul malic —— > acid oxalacetic.

Deci, ciclul se inchide cu regenerarea acidului oxalacetic care se
condenseaza apoi cu o noud moleculd de Acetil-Co-A rezultat din convertirea
preliminard a acidului piruvic in acetat activat si astfel are loc incorporarea si
descompunerea completd a acidului piruvinic prin trei decarboxilari si cinci
dehidrogenari.

Oxigenarea completd a unei molecule de acid piruvic este cuplatd cu
formarea a 15 legaturi macroenergetice, adica cu 15 molecule de ATP sau 8000
de calorii plecand de la ADP si P mineral.

In cazul cand componentele ultracentrifugale ale mitocondriilor au putut
fi separate atunci cristele, septele si membranele periferice isi pastreaza
capacitatea de a realiza ciclul Krebs.

7. 1.2.. Lantul respirator

La nivelul lantului respirator are loc transportul hidrogenului si
acceptarea lui finala de catre oxigen.

In procesul de degradare a substratului respirator suferd numeroase
dehidrogenari  datorate transhidrazelor care catalizeazd desprinderea
hidrogenului de pe substrat si acceptarea lui de un transportor de hidrogen.
Astfel, acceptorul de hidrogen trece dintr-o forma oxidatd intr-una redusd. In
acest fel, hidrogenul este introdus intr-o catend de transportori sau lant
respirator, care il conduce fie sub formd de hidrogen molecular (H,), fie sub

forma de proton (H™) si electronii pand la acceptorul final, care in aerobioza
este O,, cum este la plantele superioare.

Enzimele care actioneaza de-a lungul lantului respirator pot fi grupate in
trei categorii:
1. Transdehidrogenazele
2. Electrotransferazele
3. Oxidazele terminale a caror substrat terminal este oxigenul. Se
cunosc oxidaze care actioneaza fara a modifica oxigenul:

XH, + 0, _ oxidaze , H,0, + X

Apa oxigenatd fiind toxicd se descompune imediat sub actiunea

catalazelor:

H,0, 38187 w0 64120,

Sau



H,0,——>H,0+0?>"
Alte oxidaze modifica oxigenul molecular prin ionizare, prin fixare de
elentroni:

1/20, +2e” 0%
Aceste oxidaze joaca rol de electrotransferaze, ele aparand la sfarsitul
lantului respirator.
Primul transportor de hidrogen, foarte frecvent:
- NAD ; uneori NADP ; uneori FAD,

Lantul principal respirator in celula vegetald pleacd de la NADH+H™ si
se termind cu O,, trecand prin intermediul flavoproteinelor, citocromilor si

oxidaze

citocromoxidazei. Acesta este lantul citocromilor care cuprinde mai multe etape
legate intre ele:
1. Dehidrogenarea substratului respirator
RH, + NAD———>NADH+H" +R
sau

RH, + NADP———>R + NADPH+ H"
Aceste reactii produc o cantitate mica de energie.
2. Interventia flavinnucleotidelor (FAD, FMN) ce joaca un rol
intermediar 1n transportul hidrogenului, intre NAD si citocromi.
NADPH+H' + FAD—— FADH, + NADP

Din punct de vedere termodinamic, acesatd etapa este insotitd de o
importanta eliberare de energie.
3. Activarea hidrogenului prin transferul de electroni de la FADH,

la citocromi. H, ——>2H"

2Cit.Fe™™ + FADH, ———2Cit.Fe™ +2H"

4. Transferul electronilor prin citocromi pana la citocromoxidaza.
Din tesuturile vegetale s-au izolat mai multi citocromi care pot fi identificati
prin spectrul de absorbtie; sunt denumiti a, b, ¢, dupa lugimea de unda a benzilor
de absorbtie:

Cit.b —> Cite ——> C(Cita

pot redox
-0,04 V +0,25V +0,29 V

La intuneric, in prezenta cianurei si a CO, citocromii rdman in
stadiu redus (Cit.Fe") si nu mai pot ceda electronul fixat in ionul de Fe. Acest
fenomen explica oprirea respiratiei prin HCN si CO,.

5. Activarea oxigenului molecular in Q%  prin oxidarea
citocromoxidazei cu ajutorul ionilor de H*



4+

Cit. a Fe*" + Cit. oxidaza Fe*** —— > Cit. a Fe™" + Cit.oxidaza Fe**

Cit. oxidaza Fe™" +1/2 O, ——> Cit.oxidaza Fe™" + O™~

Activitatea acestei citocromoxidaza este inhibata prin lumina.
Formarea apei metabolice sau de respiratiei

2H" +0 —H,0
dupa ce in prealabil a fost activat atat hidrogenul, cét si oxigenul
H, — > 2H+2e”

/20, —2° , o

Cercetari prin ultracentrifugare aratd ca transferul hidrogenului
substratului pe oxigen de catre citocromi se face in mitocondrii. Enzimele
lantului respirator sunt localizate la nivelul cristelor mitocondriale §i mai greoi
la nivelul oxizomilor.

7.2.intrebiri

1. Enzime oxido-reducitoare se gasesc in :
a.lizozomi
b.ribozomi
c.mitocondrii
d.centrozom
e.aparatul Golgi
2. Mitocondria se caraterizeaza prin :
a. prezenta vacuolelor fagocitare
b membrana dubla
c. prezenta oxizomilor
d. reactiile de oxido-reducere
3. Mitocondriile au rolin :
a. energeneza celulara
b. producere de ATP
c. sinteza de acizi grasi
d. cresterea organimelor
e. sinteza proteinelor
4. Care din afirmatii urmatoare sunt corecte:
membrana mitocondriald externa este cutata
membrana mitocondriald externd este neteda
c. membrana interna este cutata
d. oxizomii se afla pe membrana interna
e. pe oxizomi se afld enzimele lantului respirator.
5. In reactiile ciclui Krebs intra:
a. proteinele, glucidele si lipidele

o



b. acidul piruvic

c. acetil-Co-A

d. decarboxilaze

e.dehidrogenaze
6. Oxidarea biologica se realizeaza prin:

a. dehidrogenare

b. decarboxilare

c. transportul electronilor in lantul respirator

d. reactii exergone

e. formarea leGaturilor peptidice
7. Flavinnucleotidele intervin in :

a. dehidrogenarea unui substrat

b. dehidrogenarea NADPH - ului

c. transportul hidrogenului la citocromi

d. formarea moleculelor de ATP

e. prima reactie a lantului transportor de electroni

8. Reactiile lantului respirator produc :

a. ionizarea hidrogenului

b. ionizarea oxigenului

c. formarea de apei oxigenate

d. formarea apei de respiratie

e.nici o variantd nu este corecta

9.Intermediarii ciclului Krebs, in ordinea reactiilor sunt:

a. acetil-Co-A reactioneaza cu acidul oxalo-acetic, acid izo-citric,
acid citric, acid.cis-aconitic, acid alfa-ceto-glutaric, acid oxalo- succinic
acid succinil Co A, acid succinic, acid fumaric, acid malic

b. acetil-Co-A reactioneaza cu acidul oxalo-acetic, acid citric,
acid.cis-aconitic , acid, izo-citric, acid oxalo-succinic, acid alfa-ceto-glutaric,
succinil-Co A, acid succinic, acid fumaric, acid malic

c. acetil-Co-A reactioneaza cu acidul oxalo-acetic acid alfa-ceto-
glutaric, succinil-Co A, , acid citric, izo-citric, acid.cis-aconitic, acid succinic,
acid fumaric, acid malic

d. acetil-Co-A reactioneaza cu acidul oxalo-acetic, acid succinic,.
acid fumaric, acid malic, acid alfa-ceto-glutaric, succinil-Co A, succinil-
Co A, acid citric, 1zo-citric

e. ultimele trei reactii formeaza acizii tricarbocilici: acid succinic,
acid fumaric, acid malic
10. Care din afirmatiile urmatoare sunt corecte:

a. mitocondria traieste 8 zile

b. forma mitocondriei este numai bacilara

c. numadrul mitocondriilor este stabil

d. numarul depinde de activitatea metabolicad a celulelor

e. .mitocondria contine enzimele reactiilor fosforilare fotosintetica



11. Reactia generala a respiratiei este urmatoarea:
a.6 H,O +6 CO, ———mmmmmmmm- CeH,06 + 6 O, + energie
b. 6 H,O + 6 CO, + saruri minerale ---- C¢H,06 + 6 O, + energie
c. 6 H,O + 6 CO, + saruri minerale + lumina --- 6 H,O + 6 CO, +Q

lumina

d. 6 H,O + 6 CO, + saruri minerale ------------- 6 H,O+6 CO,+Q
clorofila

(VN C6H1206 +6 02 6 HzO +6 COZ =+ Q

12. Substantele organice cu valoare energetica mai mare sunt:
a. glucidele
b. proteinele
c. lipidele
d. fosfolipidele
e. lipoproteinele



