Catedra Bioch

Bioenergetica

3

Bioenergetica - stiinta ce studiaza
transformarile si utilizarea energiei.

Intreaga biosfera desfasoara o lupta continua
pentru mentinerea structurii proprii si a
functiilor inerente acestora;

Pentru a exista si a supravietui, organismele vii
se afla intr-un schimb permanent de energie cu
mediul inconjurator;

m Organismele vii poseda dispozitive de
transformare a energiei, deosebit de subtile
si eficiente;

m Energia chimici a substangelor nutritive,
dupi transformarea ei intr-o forma
convenabili, este utilizati pentru efectuarea
de travalii specifice vietii- crestere, reparaii
tisulare, activitate contractili, osmoticz etc.
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m Ca sisteme termodinamice pot fi cercetate atat
indivizii unei specii, celulele izolate, cat si reactiile
biochimice,
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Organismele vii pot fi considerate sisteme
termodinamice, pentru care sunt valabile legile
termodinamice:

m |. Principiul conservarii — energia reactiilor

chimice nu dispare si nu apare din nimic, dar se
transforma dintr-o forma in alta;

m |1. Principiul evolutiei — toate procesele asociate

cu transfer de energie se desfisoari de la sine
numai intr-o directie si numai pana la o anumita
limiti - ce corespunde entropiei maxime.

Entropia- S-

este gradul de dezordine a unui sistem.

Moleculele organice, proteinele, acizii nucleici,
celulele vii, organismele pluricelulare sunt
sisteme naturale cu entropii din cele mai mici.

Entropia Universului creste permanent. Ordinea
se transforma spontan in dezordine.

Sistemele biologice sunt:

m Sisteme deschise (schimb de energie si materie
cu mediul Tnconjurator);

m Fiecare sistem are o energie interna (E), care
este constituita din energie libera (G) si energie
dependenta de variatiile TAS;

m AE=AG + TAS;
m Forta motrice a reactiilor este tendinta
sistemului atat de a-si spori gradul de

dezordine, cat si de a-si reduce continutul de
energie libera ordonata.
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m Cum celula receptioneaza energia si
capacitatea reducatoare (NADPH + H™)
din mediul ambiant ?

m Cum celulele sintetizeaza diferite
macromolecule ?

Metabolismul

- este un sistem coordonat de
transformari ale substantelor si
energiei la care participa sistemele
multienzimatice

FUNCTIILE METABOLISMULUI:

- aprovizionarea celulelor cu energie chimica

(generata din molecule nutritive);

transformarea substantelor nutritive n
precursori macromoleculari si asamblarea
lor in componentele celulare;

- biosinteza si catabolismul biomoleculelor

specifice organismului;

m Torentul de energie in biosfera este un
proces directionat, neciclic, cheltuindu-se
0 energie anumita pentru activitatea
cailor metabolice;

m Energia utilizata nu poate fi regenerata;
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FAZELE METABOLISMULUI:
Catabolismul

. faza degradarii macromoleculelor (provenite din mediul
inconjurator sau rezervele proprii in timpul reinnoirii) TN produsi
mai simpli;

. este Tnsotit de degajarea energiei libere, care se
acumuleaza n ATP si in structura NADPH+H*

Anabolismul
. faza de sinteza a diversilor compusi organici

. necesita utilizarea energiei libere (ATP) si a
componentilor reducatori - NADPH+H*

- Energy-
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Proteins . 4 NH,
P+ HPOZ i
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Polysaccharides Sugars
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CAILE METABOLICE

- reprezinta reactiile chimice n lang, cu o anumita functie.
S==>A==>B==>C==>P

DEOSEBIM CAl METABOLICE:

a) centrale (comune pentru degradarea si sinteza principalelor
macromolecule)

b) specifice (caracteristice doar pentru substange individuale
(cofactor).

a) liniare (glicoliza)
b) ciclice (ciclul Krebs)
a) anabolice
b) catabolice
¢) amfibolice
a) aerobe
b) anaerobe

ETAPELE CATABOLISMULUI
m | etapa:
. decurge in tractul gastro-intestinal fara eliminare de E;

. se incheie cu formarea monomerilor universali (AA,
AG, Monozaharide, Glicerol);

m || etapa:

. togi monomerii se transforma intrun precursor comun
Acetil- CoA;

m ||l etapa:
. este ciclul Krebs si fosforilarea oxidativa;
. are loc generare de E.
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Proteine Glucide Lipide
I l l
AA Monozaharide Glicerol + AG

l

Acetil -CoA

ADP + Pi —» ATP

Catabolismul aerob

Guco piruvat /

H20

REGLAREA METABOLISMULUI

Se realizeazi la diferite nivele:

1. la nivelul proprietarilor specifice enzimelor (cantitatea de E si S,

prezenta coenzimelor, pH, t°, etc.);
2. la nivelul E reglatoare alosterice;
3. majoritatea reactiilor sunt reglate de starea energeticd a celulei:

SE = ATP]+1/2[ADP
[ATP]+[ADP]+[AMP] = 0,8-0,95

PF = [ATPJ[ADP]*[Pa] = 500

4. la nivel de inductie si represie enzimaticd determinata de
modificarile in sistemul neuro-hormonal;

5. influienga medicamentelor de diferita origine.

Substante macroergice

Compusii supramacroergici AGO0 (kJ/mol) kcal/mol

Fosfoenolpiruvat 61,7 -14,8

1,3 — difosfoglicerat 49,2 -11,8

Creatinfosfat 42,5 -10,3
Compusii macroergici

ATP — ADP +HsPOa4 30,4 -7,3

ADP — AMP + H3PO4 28,4

H4P207 — 2H3PO4 28,4

Compugii submacroergici

Glucozo -1- P -5,0

Fructozo-6-P -3.8
Glucozo - 6- P -3,3

Ciclul ATP
m  ATP- transportor universal al energiei
s X-P+ADP — X+ATP
m ATP+Y — ADP+Y-P

Phosphoric acid Phosphoric acid N-glycosidic
anhydride bonds ester bond PIJHz bond -
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m Metabolismul celular este bazat pe o
economie maxima si este determinat de
necesitatile in ATP si NADPH + H*
reactionand fin la modificarile si
necesitatile Tn energie;

m Toate celulele plantelor si animalelor in
conditii normale sunt aerobe si combustibilul
organic este oxidat pana la CO, si H,0;

m Energia accesibila este eliminata numai in
cazul in care toti atomii de H legati de atomii
de C vor fi substituiti de O;

m Cantitatea de energie libera e aproximativ
proportionala cu raportul dintre numarul
atomilor de H legati de C la numarul atomilor
de C - CO,(0), CH,(2), CH, (4).

In order to generate acetyl-CoA, the PDC first converts pyruvate to
an immobilized activated acetaldehyde group through one of its
many pyruvate decarboxylase (E1) subunits.

E1 has a bound coenzyme thiamine pyrophosphate
(TPP), which readily forms a strongly nucleophilic
carbanion.

In order to generate acetyl-CoA, the PDC first converts pyruvate to
an immobilized activated acetaldehyde group through one of its
many pyruvate decarboxylase (E1) subunits.

E1 has a bound coenzyme thiamine pyrophosphate
(TPP), which readily forms a strongly nucleophilic
carbanion.

H*

R:[S>é:

+N Carbanion

Formed
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In order to generate acetyl-CoA, th PDC first converts pyruvate to an
immobilized activated acetaldehyde group through one of its many
pyruvate decarboxylase (E1) subunits.

The carbanion formed on the coenzyme TPP then
performs a nucleophilic attack on the 2-carbonyl
carbon of pyruvate, releasing a COz molecule.

H*

R, S\
()
+N Carbanion
Formed

-

In order to generate acetyl-CoA, th PDC first converts pyruvate to an
immobilized activated acetaldehyde group through one of its many
pyruvate decarboxylase (E1) subunits.

After the carbon dioxide is released, the
immobilized molecule and TPP rearrange
their bonds to form a bound active
acetaldehyde (hydroxyethyl-TPP).
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In order to generate acetyl-CoA, th PDC first converts pyruvate to an
immobilized activated acetaldehyde group through one of its many
pyruvate decarboxylase (E1) subunits.

The carbanion formed on the coenzyme TPP then
performs a nucleophilic attack on the 2-carbonyl
carbon of pyruvate, releasing a CO2 molecule.
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In order to generate acetyl-CoA, th PDC first converts pyruvate to an
immobilized activated acetaldehyde group through one of its many
pyruvate decarboxylase (E4) subunits.

After the carbon dioxide is released, the
immobilized molecule and TPP rearrange
their bonds to form a bound active

? acetaldehyde (hydroxyethyl-TPP).
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Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (E)

In this step, most likely another
carbanion is created by a basic
amino acid present on PDC.

H
|

0
l.
&

Carbanion
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Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

Now the acetyl group is passed to a second
lipoic acid arm, for the first arm is not long
enough to reach the active site on E3

Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (E:

Then the carbanion's electrons form
a bond with a lipoic acid "arm" on Ez.

Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

Now the acetyl group is passed to a second
lipoic acid arm, for the first arm is not long
enough to reach the active site on E3

I
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Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (E>)

Now the acetyl group is passed to a second
lipoic acid arm, for the first arm is not long
enough to reach the active site on Ez

Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

o At this point, acetyl-CoA is produced when
% the acetyl group is transferred to Coenzyme
o A for entry into the citric acid cycle

Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

At this point, acetyl-CoA is produced when
the acetyl group is transferred to Coenzyme
A for entry into the citric acid cycle
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Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

At this point, acetyl-CoA is produced when
the acetyl group is transferred to Coenzyme
A for entry into the citric acid cycle

Il
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Acetyl-CoA

To Citric Acid Cycle
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Next, the 2-carbon molecule is transferred to Coenzyme A (CoA),
forming the important citric acid cycle metabolite acetyl-CoA via a
lipoic acid coenzyme bound to dihydrolipoamide transacetylase (Ez)

At this point, acetyl-CoA is produced when
the acetyl group is transferred to Coenzyme
A for entry into the citric acid cycle

Finally, NADH is produced, which can be used to generate ATP in
the mitochondria

The sulfhydryl groups on the reduced lipoic
acid arm are used to reduce the FAD on Es
to FADH;, with the concomitant
regeneration of the lipoic acid disulfide bond

Finally, NADH is produced, which can be used to generate ATP in
the mitochondria

The sulfhydryl groups on the reduced lipoic
acid arm are used to reduce the FAD on Es
to FADH;, with the concomitant
regeneration of the lipoic acid disulfide bond

Finally, NADH is produced, which can be used to generate ATP in
the mitochondria
Finally, the potential energy from the reduced
electron carrier FADH; is used to reduce
NAD* to NADH, and this electron carrier is
then transported to the mitochondria to make
ATP in the electron transport chain

2/4/2015
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Finally, NADH is produced, which can be used to generate ATP in
the mitochondria

Finally, the potential energy from the reduced
electron carrier FADH; is used to reduce
NAD* to NADH, and this electron carrier is
then transported to the mitochondria to make
ATP in the electron transport chain

m Complexul nativ enzimatic se formeaza prin
autoasamblare. Recent sa constatat ca la un
complex structural stabil revin 60 componente
E2, 20-30 molecule E1, 6 molecule E3, 12
proteina X, 3+15 molecule K si mai mult de 3
molecule F;

m Proteina X e un component lipoil auxiliar, ce
participa la transferul electronilor;

Transcription of DINA seguence
i sequence

ghnx 1 RNA Z.¢ = RNA%

Translation on the ribosome of RINA seguence
into protein sequence and folding of protein
into native conformation

Protein 3

F i of sup: 1 lar complex
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Reactia sumara:

Complexul PDH:

S
E1-TPP, E2-AL s
E3-FAD HS-CoA, NAD
CH,-CO-COOH CH;-CO - S CoA + CO, +NADH+H

) LR =3 ATP
Ciclul Krebs

Pyruvate Dehydrogenase

* Acetyl CoA
Pyruvate

A pyruvate
| Dehydrogenase Pj
\ (Inactive)
. \ Ph-tase

\_ Mg2®)
E \ Ca“@

/

Acetyl CoA(®)
CoASH C Kinase

/
14
o

)
Pyruvate () \ -

£ f Pyruvate
Dehydrogenase
\ (Active)

(b)

\_\4

Deficitul piruvat carboxilazei sau al uneia
din subunitatile PDH:

m Reducerea semnificativa a functionarii ciclului
Krebs;

m Deficit energetic si acumulare de acizi: lactic,
piruvic, a-cetoglutarat;

m Niveluri Tnalte de alanina si acizi ramificati Tn
sange, ca rezultat al blocarii catabolismului lor, in
conditiile reducerii fluxului intermediatorilor in
ciclul Krebs;

Intoxicatia cu arseniu:
m Forma cea mai toxica este cea trivalenti (AsO,);

m Sirurile de arseniu substituie fosfatul inorganic in
reactiile biologice, in enzime — formand esteri ai
arsenatului (HAsO,?) care sunt instabili;

m Arsenitul formeaza un complex stabil cu acidul
lipoic in enzimele respective, inhiband activitatea
lor: PDH, a-GDH, a-AcilDH;

0
I

(CH),C_E + AsO;y - H' o

OH

(0]
CHY,LC—E |, g0

HS SH

2/4/2015
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m [ntoxicatia cronica cu arseniu are loc la
utilizarea apei contaminate cu pesticidele
arsenice;

m Crima cu arsenit se identifica prin analiza
parului si a unghiilor victimei, determinand
concentratia de arseniu. Individul normal la 1
kg de par contine 0,5 mg de As, in intoxicatii
concentratia creste de sute de ori;

Ciclul Krebs

m Donor de protoni si electroni pentru LR;
m Integrativa;
m Amfibolica;
m Energetica.

nieda Alfg- - . ey .
Lg?;dl acizilor tricarboxilici

ebs)

COOH
|
CH2

i
H-C-COOH
I
CH- OH
- i
IGit COOH

NAD*
coo?—iOOH FADH2 => LR <
|
|(|:H |COOH COOH éHZ NADH
CH CH2 | |
. FADH, CH2 -KG
COOH
FAD* C .
7. Hidratarea Fumaratului la M&abA (’ NAD
8. Oxidarea Malatulyirla OA E- Mig% oA NADH

GDP

v
NADH
=

FADH,
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Glycine
Cysteine

Phenylalanine Pyrumdmc-s ﬁ Suecinyl-CoA
Tyrosine
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Pyruvate

Porphyrins,
heme

Leucine
Lysine

Phenylalanine Ketone

Tryptophan bodies

Tyrosine

A

| Acetyl-C
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Isocitrate
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Arginine

Glutamine
Glutamate Histidine
Proline
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Cltr:c - - . Methionine
Citrat; acid Succinyl-CoA [, = ine
oxsie Valine

+

‘succmnle

O\mlnnc(tme

Fumarate

Phen}_’lalanine
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" -| Malate
ke n((— » Glucose

Aianlne

Cysteine
Isoleucine Glycine
Leucine Serine [ Glucogenic
Threonine Threonine Asparagine
Tryptophan  Tryptophan  Aspartate [ Ketogenic

Reactia sumara

CH;COSCoA +3NAD+FAD+GDP+Pi+2H,0

|

2CO, +3NADH+H + FADH,+GTP+2H+HSCoA

Deficitul enzimelor implicate in ciclul
Krebs (fumaraza si a-ceto-GDH):

m Afectiuni ereditare caracterizate prin acidoza
lactica — acumularea piruvatului din glicoliza;

m Deficit energetic marcat — retard mintal,
hipotonie, encefalopatii severe;

m Amplificarea excesiva a cetogenezei;

m Apar n perioada perinatala, afectiunile sunt rare.

2/4/2015
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Outer membrane

Freely pe e
small molecules and ions

Inner membrane

ble to most
>cules and ions,

Membrana interna:
Formeaza invaginari cunoscute ca criste;
Fosfolipidele constituie 30 — 35% din
greutate totala care sunt distribuite
asimetric;
Fosfatidiletanolamina predomina pe partea

matricei, iar fosfatidilcolina pe partea
citoplasmica;

4. Cardiolipina este prezenta numai pe partea
matriciala;

5. Eaeste presaturata cu sfere atasate prin
tulpini

6. Sferele sunt prezente pe partea M, dar
lipsesc pe partea C;

Componentele ei contin proteinele lantului
respirator, molecule transportatoare si ATP
sintaze;

ATP-ADP translocazele si ATP sintazele
prezinta % din toate proteinele;

Moleculele mici sunt transferate prin sisteme
de transport specific.

2/4/2015
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2.
3.

Membrana externa:
La fiecare unitate de proteina revin 2 sau
mai multe fosfolipide;
Tn ea predomina colesterolul;
Permeabilitatea ei se datoreza unor structuri
proteice ncadrate in stratul fosfolipidic,
formand pori — porina, proteina identificata.

Mitocondriile sunt implicate in moartea
celulara programata — apoptoza.
Structura, mecanismul replicarii
DNA mitocondrial si procesele de
transcriptie si translatie sunt unicale.

Particulele submitocondriale (SMPs):

Apar la dezintegrarea mitocondriilor in
rezultatul socului mecanic, osmotic, sonic;

Fragmentele membranei interne se transforma
in vezicule;

Membranele SMPs sunt capabile de
transportul de electroni si fosforilarea
oxidativa;

Structurile care includ sfere (F1), tulpine si o
subunitate proteica membranara (F0) pot
sintetiza ATP; oligomicina — antibiotic ce
puternic inhiba aceasta subunitate.

2/4/2015
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Genomul mitocondrial
Se deosebeste de codul genetic universal, prin
urmatoarele:
m Prezinta o molecula circulara cu catena dubla
de DNA, foarte compacta, ce contine 16,569
perechi de baze;

m  Genele mitocondriale umane nu sunt separate
prin secvente intercistronice;

m Deosebim o catena cu densitate mare H si alta
usoara L si o regiune necodata D-inel — aici se
afla originea replicarii si promotorii pentru
transcriptia ambelor catene.

= DNAmMt contine 37 de gene ce codifica
proteinele lantului respirator, restul genelor
codifica RNAr (12S si 16S) si 22S RNAt;

= RNAmMt nu contine nici secvente initiale si nici
secvente de terminale, nu este poliadenilata;

m DNAnN sustine fosforilarea oxidativa a
produselor genelor mitocondriale;

m Proteinele codificate de genele nucleare sunt
sintetizate in ribozomii citoplasmici, importate si
asamblate Tn mitocondrii.

il %
i X , '
rl B
/ | 1 Pr—th
S 0/16,569 Fa /
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/RNA
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M
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A
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2.

Unele caracteristici ale DNAmMt:

Este transmis prin citoplasma si mostenit
matern;

Tn caz de mutatie se creaza o populatie
intracelulara mixta de molecule provenite din
mutatii si originale, care intamplator sunt
distribuite Tn celule fiice;

Defectele severe reduc randamentul energetic
celular;

4.

Are 0 rata de mutatii de 10-17 ori mai mare
decat DNAnN, care afecteaza ambele linii
germinale si a tesutului somatic;

Mutatiile liniilor germinale rezulta in boli
transmise pe lina materna sau predispozitii la
boli degenerative ce se manifesta ntarziat;
Mutatiile somatice se acumuleaza n tesuturi
si intensifica defectele fosforilarii oxidative
mostenite.

Mutatiile apar datorita concentratiei Tnalte a
radicalilor oxigenului, lipsa
mecanismelor insuficiente de reparare a
DNAmt, cat si/sau lipsa histonelor.

Cu varsta capacitatea de generare a
ATP-ului scade, ce este asociata cu
cresterea lezarilor DNAmMt somatic.

Biogeneza mitocondriala Tncorporeaza

urmatoarele procese distincte:

m Sinteza membranelor mitocondriale strans legate

de ciclul celular;

m Diferentierea organitelor ce necesita un control

coordonat a genelor nucleare si mitocondriale,
care sunt independente de cresterea si diviziunea
celulara;

2/4/2015
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m Formarea complexului functional enzimatic
care are loc gratie asamblarii succesive de
subunitati;

m Unele secvente proteice importante contin
aminoacizi bazici si hidroxilati Tn cantitati
majore si lipsa aminoacizilor acizi si ramificati
cu secventa hidrofoba.

Mutatiile in regiunile cu secvente importante
provoaca lipsa unor proteine transportatoare
de: metil-malonil-CoA-mutaza,
alanil-glioxilat-aminotransferaza;

Transportul proteinelor in MT este facilitat de
proteina de insertie generala (GIP). Dupa
traversarea precurosurului polipeptidelor, el
este convertit n proteine mature prin
actiunea enzimelor proteolitice.

Expresia DNAmt:

m Pe langa locurile limitate initierii

transcrierii si prezenta structurilor
suprapuse poseda si alte trasaturi distincte,
incluzand un codon de repartizare ce
difera de cel al DNAn;

m  UGA este folosit ca codon al Trp (in loc

de codon STOP);

m Codonul AUA este codonul Met, dar nu a
le;

= Codonii AUA si AUU sunt codoni de
initiere

= Nu sunt codonii AGA sau AGG (Arg), ei
sunt utilizati ca codoni de terminare Tn
genele DNAmt, de asemenea nici RNAt
nu este pentru acesti codoni;

2/4/2015
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m Un singur RNAt Met specifica ambele
RNAt Met si N-formil-Met, gratie
modificarilor secundare in transcriptul
primar;

m MT necesita doar 22 molecule de RNAt
pentru a citi codul genetic, comparativ cu
cele 31 pentru sistemul citozolic;

m Unele RNAt sunt codate de genomul
nuclear, altele mitocondrial;

m Codul genetic mitocondrial are varietiti
la diferite organisme.

Controlul nuclear
al expresiei lantului respirator:

m Majoritatea genelor nucleare contribuie la
functionarea subunitatilor respiratorii —
80% din genele subunitatilor sunt localizate
in nucleul celulei;

m Céteva gene nucleare sunt implicate in
tulburari genetice mitocondriale. Unele
anomalii ale DNAmt sunt transmise ca
trasaturi Mendeliene cauzate de mutatii in
genele nucleare respective.

Unii factori nucleari sunt implicati Tn expresia
lantului respirator si joaca un rol important in
controlul functiei mitocondriale:

m NRF1 (factor nuclear al respiratiei) se leaga de
gene ce codifica proteinele lantului respirator,
participa in biosinteza enzimelor hemului si a
componentelor transcriptiei si replicarii
DNAmMt;

m NRF2 este implicat in functionarea subunitatii
4 si 5b a citocrom-oxidazei c;
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m Integritatea expresie genelor nucleare si
mitocondriale sunt determinate de doua
proteine reglatoare care actioneaza asupra
unor gene nucleare suprapuse;

m Comlexele 3,4,5 si citocromul ¢ au cel
putin o subunitate expresia careia se afla
sub controlul NRF;

m Functia reglatoare n interactiunile nucleu —
mitocondrie 1l are proteina reglatoare
TFAmt, ce stimuleaza transcriptia initiata
de RNA-polimeraza MT;

m O alta proteina reglatoare a DNAN joaca un
rol deosebit in terminare transcriptiei MT.
Acest factor TERF se leaga de genele 16S
RNAr si RNAt-leucil bidirectional.

m Procesul de legare este asociat cu o proteina
de 34kDa. O mutatie punctiforma n aceasta
regiune este asociata cu miopatia,
encefalomiopatia mitocondriala, acidoza
lactica.

Bolile mitocondriale:

m Cauza comuna a bolilor degenerative sunt
defectele bioenergetice;

m Lezarea interactiunii nucleu-citosol este
rezultatul mutatiilor autosomal — dominante;

m Bolile complexe sunt rezultatul epuizarii
DNAmt in tesuturi;
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= Mutatiile DNAmt sunt asociate cu un larg
spectru de boli cronice degenerative cu 0
varietate de reprezentari clinice.
Mutatiile de substitutie:

m Sunt fenotipuri clinice variate cu
implicarea sistemului nervos;

m LHON (neuropatia optica ereditara Leber)
se caracterizeaza prin o pierdere rapida
bilaterala a vederii centrale gratie atrofiei
nervului optic; boala e mostenita matern
afectand barbatii tineri; maladia este
asociata cu cel putin 16 mutatii diferite
missens Tn DNAmt. Mutatiile Tn genele —
ND1, ND4 si ND6 sunt cauzele primare;

m Mutatiile missens in gena ATP-azei G duc lao
slabiciune musculara neurogenica, ataxie si
retinita pigmentoasa (NARP), in cele mai multe
cazuri manifestarea este descrisa ca boala lui
Leigh; Mutatiile deplaseaza restul de Leu
finalizand cu pierderea productiei de ATP.

m Familia bolilor LHON demonstreaza ca
mutatiile putin daunatoare a DNAmt se pot
acumula pe un cromozom MT fin timpul
evolutiei crednd o predispozitie.

m Alti factori nocive vor declina (raportat la
varsta) productia insuficienta de energie
cauzénd boala.
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= Mutatiile DNAmMt sunt asociate cu un atac
Intarziat al bolilor si pot predispune la boala
Alzheimer sau Parkinson.

m Bolile mostenite matern vor fi asociate cu
mutatiile in RNAt — miopatii
mitocondriale severe - fibre musculare
scheletale “rosii aspre” si acumulare de
anormalitati structurale mitocondriale n
muschi;

m Indivizii cu mutatii in RNAt pot sa nu
manifeste semne clinice pana cand
proportia de DNAmMt mutant nu va
depasi 80-90%;

m Epilisia mioclonica si boala fibrelor rosii
(MERRF - 0 mutatie Tn gena
mitocondriala care codifica tRNA-Lys),
encefalopatia mitocondriala si acidoza
lactica (MELAS — mutatie in gena
mitocondriala pentru tRNA — Leu) la fel
ca si miopatiile si cardiomiopatiile
(MMC) mostenite matern sunt boli
mitocondriale bine caracterizate;

m Indivizii cu genotip DNAmt identic pot
manifesta semne clinice diferite in dependenta de
varsta — la 20 de ani cu 80% DNAmt mutant pot fi
asimptomatici, iar la 60 de ani sufera de boli
neurologice multisistemice;

m Mutatiile in DNAmt si RNAt afecteaza SNC si
tesutul muscular scheletic sau cardiac, mutatiile
missens Tn primul rand afecteaza tesutul nervos;
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m Deletiile iTn DNAmt pot provoca miopatia oculara
si Sindromul medular-pancreatic Pearson. Cel
mai raspandit sindrom al miopatiilor este
Sindromul Kernas-Sayre (KSS) — oftalmoplegie,
retinita pigmentoasa atipica, miopatie
mitocondriala, sindrom cerebral si anormalitati in
conductibilitatea cardiaca, sau descris peste 120
deletii diferite in DNAmt;

m Duplicatiile DNAmt sunt mai rare,
mecanismul de aparitie nu este cunoscut;

m Mitocondiopatiile asociate cu limitarea severa
a metabolismului aerobic in astfel de organe ca
ficat, rinichi, inima si creier sunt probabil
incompatibile cu viata;

Lanzul Respirator:

- ultima etapa a degradarii aerobe;

- ansamblul sistemelor redox si
enzimelor, care participa la transferul
echivalentilor reducatori (protoni si
electroni) de la coenzimele reduse la
oxigen.

Langul respirator

Mal OAA guc  Fum

+ MDH +0,04-+0,25 +
2H T o S 2H
FAD )

matrix NAD * NADH 24 O, HO !

P4

= Lo

L H 1] \_.!/
ici i | cu cin cw
P i o |
membrana NAED_HDH : I_> Cyt‘ib(ﬁ- Cyt ciox
interna HE H 1] 4!
2e .._>Q|A_|21 ..... f‘rl e
s S S H 3 1
: e 1’/: . i i i
Voo ey U
i CyECo CYt Crdy = v i
2H" 2H" v yE\OX_L reid : 3H* ATP
spatiul = -0,32- +0,04 2HY v obp*
; +
intermembranar 2H +0,25-+0,82

10H*,/4H* ) = 2.5H* per ATP
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The Mitochondrial Genes Contributing to the Complexes of
the Mitochondrial Oxidative Phosphorylation Machinery

Encoded
Complex Total Subunits by mtDNA
Complex I, NADH: 40 7 ;
CoQ reductase |
Complex II, 4 0
succinate dehydrogenase
Complex III, 10 1
ubiquinone: cytochrome
¢ reductase
Complex IV, 13 3
cytochrome oxidase
Complex V, ATP synthase 13 2

4H*

Intermembrane spé

s 1
1?* FeS —> N-2

FeS

I“’"

FMN
2e”

NADH NAD*
NADH-Ubiquinone Oxidoreductase

Tricarboxylic seid cycle

‘Suceinate

Pyrwvate

| e O T SO
e s

p=— Fally Acyl CoA

o 2= Mitochondrial electron transport chain,
""" pinding sites for specific inhibitors

Succinate — Ubiquinone
Oxidoreductase

Glycerol 3-phosphate

P "‘E Intermembrane space
! =

= t . Succinate

Fatty Acyl CoA

2/4/2015

25



T T
C{

® o = 2Fe2S center

| - Membrane
anchoring
helix

b position ‘ Ubiquinol — Cytochrome c Oxidoreductase | ¢4 position

Intermembrane space
P-side

}
W

Matrix

/ N-side

of the crystal
structure of the dimeric
cytochrome bc, complex

Cytochrome ¢ Oxidase
Intermembrane space

P-side
4H+
3 Membrane
4H* Matrix
4H*
Oz 2H20 N-side
(Substrate) (Pumped)

(

Model ©f crystal structure of cytochrome ¢
oxidase from bacterium Paracoccus denitrificans
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NADH + H*
NAD*
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o Inhibitoril Intoxicatia cu cianuri:

(- Transportului = Cianura este cea mai rapida si puternici otrava,
(@) . la inhalatia gazului cianurii de hidrogen, sau la
@ de electroni ingerarea cianurii de potasiu — apare o rapida si

CcO extinsa inhibitie a lantului mitocondrial

- transportator de electroni la momentul oxidarii
S CN citocromului;
= N3

% Rotenone g.a
©
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m Cianura se fixeaza de Fe3* Tn hemul
citocromului a, a5 si inhiba reactia dintre
oxigen si citocromi; respiratia mitocondriala si
producerea de energie inceteaza — survine
moartea rapida a celulei, mai ales Tn sitemul
nervos central.

m Ca surse nedietare de cianide poate fi
nitroprusidul de sodiu (agent hipotensiv),
succinonitrilul (agent antidepresant),
acrilonitrilul, cat si fumul de tigara;

m Expozitia cronica se manifesta prin
dimielinizare, leziuni ale nervului optic, ataxia
si depresia functiei glandei tiroide;

® Daca otravirea nu e mortala, individului i se
administreaza diversi nitrati care transforma OHb
n MetHb (Fe2+ — Fe3+);

= MetHb concureza cu citocromii pentru cianura
formand un complex MetHb - cianura,
administratrea de tiosulfat, gratie enzimei rodanaza
elibereaza tiocianatul.

NaNO, - intravenos
Amilnitrita — inhalagie
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Inhibitorii
Fosorilarii de
ADP
Oligomycin

Atractyloside

Decuplantii

2,4-
Dinitrophenol

/@OH
NO, NO,

2 2

[
JOC,

2 2

Oxigenazele. Citocromul P s,
si reactiile de oxidoreducere

m Aproape 90% din O, este redus de complexul
citocromoxidazic aas.

m Unele tesuturi contin enzime ce catalizeza
reactii de oxido-reducere Tn care atomii de
oxigen se includ nemijlocit Th molecule si
formeaza grupa OH sau carboxilica — COOH.

m Enzimele ce catalizeaza tipul dat de reactii se
numesc oxigenaze.

m Dioxigenazele sunt enzime ce catalizeza reactii
care includ in molecula substratului organic
ambii atomi de O,, exp: pirocatehaza.

m Monooxigenazele reprezinta enzime ce
catalizeaza reactii de includere a unui atom de
O,, celalalt fiind redus la H,0.

m Aceste enzime necesita doua substraturi — unul
aditioneaza un atom, iar al doilea — cosubstratul
este donator de H pentru reducerea atomului de
0, la H,0:

AH +BH, + O, — AOH + B + H,0
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CYP Selected Selected
Family Isofe Inhibitor(s) Inducer(s)
1 1A1 Benzo(a)p , diclofe K ! Benzo(d)pyrene
1A2 Benzo(a)pyrene, warfarin Ciprofloxin St. John's wort
1B1 Benzo(a)pyrene, aflatoxin BI Tamoxifen NC*
2 2A6 Acetaminophen, nicotine Cannabidol Dexamethazone
247 NC NC NC
P - I b t t h- d I - d 2A13 ;{mmcrhylphnsp}.onmidc NC NC
m Primul substrat se hidrolizeaza, de aceea a5 st R Ripici
R . . . . 2C8 Taxol, ibuprofen, ves il Quini: Phenobarbital
enzimele sunt denumite si hidroxilaze;
) it:g :;nipnminc. methadone NC Rifampicin
- - . - A A 2C iazepam, omeprazole Rifampici
monooxigenazele se divizeaza in subclase in ey Dimeylulfide
risperidone
dependenta de natura cosubstratului (FMN, FAD, o N N oy
2J2 Bufuralol NC NC
- 2R1.281 NC NC )
NAD, NADP, a-cetoglutarat). Ne -
3 374 E l:d yein, nifedipi Troleandomycin, I Cortisol, rifampin, phenobarbital
L i £
e
3A5 Verapamil, prevastatin NC Dexamethazone
3A7 Retinoic acid, codeine, cortisol DHEA NC
3A43 Testosterone NC NC
[ NC, not well-characrerized.
Citocromii P45, umani implicati Tn metabolismul exogen

Isoforms Substrate(s) Activity
4A11 Fary acids w-Hydroxylase
4B1 Arachidonic acid 12-Hydroxylase
4F2 Arachidonic acid, leukotriene By
4F3 Leukotrienc B ydroxyl
4F8 Arachidonic acid, prostaglandins 18-Hydroxylase
4F12 Arachidonic acid @-Hydroxylase
4A22,4F11,4F22,4V2,4X1 471 Unknown Unknown
SAL Prostaglandin H, Thromboxin Az synthase
7AL Cholesterol 7-a-Hydroxylase
7B1 Pregnenolone, dehydroepiandrosterone (DHEA) 7-a-Hydroxylase
3A1 Prostaglandin H Prostacyclin synthase
SB1 Sterols ydroxylase
11A1 Cholesterol -chain cleavage
11B1 11-Deoxycortisol, 11-deoxycorticosterone -Hydroxylase
11B2 Corticosteranc 18-Hydroxylase
17A1 Pregnenolone, progesteronc 17-a-Hydroxylase

17-hydroxy pregnenolone, 17-hydroxy progesterone 17-20 Lyase
19A1 Androstenedione, testosterone A tase
20A1 Unknown U n
21A2 Progesterone. 17-hydroxy progesteronc 2 roxylase
24A1 25-Hydroxy viamin D3 24-Hydroxylase
26A1 Retinoic acid 4-Hydroxylase
26B1 Retinoic acid Unknown
26C1 Unknown Unknown
27A1 Sterol 27-Hydroxylase : 2 .
Vicamin D3 25 Hydrosylae Cysteinyl peptide consensus sequence:
2781 Vitamin D3 1-at-Hydroxylase
27C1 Unknown Unknown FGISxGxHRxC xG/IA
39A1 24-Hydroxy cholesterol 7-Hydroxylase
46A1 Cholesterol 24-Hydroxylase
51A1 Lanosterol 14-a-Demethylase
Modelul situsului activa CYP2C5 la mamifere, cu grupa prostetica —
Citocromii P, umani implicati in metabolismul endogen protoporfirina 1X (rosu) cu ligandul - cisteini tiolat (galben) atasat la hem
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m Numeroase si complexe sunt reactiile de
oxido-reducere, cu participarea citocromului
P50 (prezent in reticulul endoplasmatic).

m Acest citocrom poate interactiona cu O, cu
CO, formand cu ultimul un complex ce
absoarbe lumina la 450 nm.

m Citocromul P450 catalizeaza reactiile de
hidroxilare a substratului (RH — ROHR), iar
celalalt se reduce la H,0, aditionénd echivalenti

redusi ai NADH, NADPH sau proteine fiero-sulf.

Product (SOH)
H,0
NADPH

2e

P450-Fe>* P450-Fe "
e IS \0; Cytochrome P450
i P4s0-Fe3  Cytochrome P450 P450-Fe "
Cytochrome P450 S Cycle IS \05
Reductase (1st)

[FAD —>FMN] | o~ \\ /

P450-Fe?* P450-Fe?*
Is \—/—/'s \02

o]

‘ Ciclul de reactii a citocromului P,s5,

m Participa la:

< Hidroxilarea steroizilor;

+ Inactivarea substantelor straine, mai ales putin
solubile Tn apa;

+ Hidroxilarea medicamentelor — hidroxilare ce
amplifica solubilitatea lor, favorizand

procesele de dezintoxicare si eliminare din
organism.
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Adrenodoxin
Adrenodoxin

Reductase \

Cytochrome P450
Reductase

Cytochrome bg

A
hszscades

Cytochrome P450

Componentele sistemului citocrom P54
din reticulul endoplasmic (microzomal) Componentele sistemului citocrom P,5, din mitocondrie

Producere de Energie Régulation de la respiration par les ATPases

Ouabaine

3Na

e Glucoza g%%
GgI(?C gen I""" i g 1 Glicoliza A.G e
icogenoliza i -
........ > G6P B-Oxidarea . Koetone bodles %%

N ‘
: : @\2 K+
v v : ATP AMP-+PPi

. . : ] i
Piruvat ——— Acetil-CoA <:--weeees ATP  ADP +Pi
% . = Autres ATPases
%- Lapompedu sodium contrdle h
LR zviron 40 % de la respiration ATP ADP + Pi

E les hépatocytes
; L?augmentation delaconsommation
- deO,au coursde I’ hyperthyroidisme “\\ .‘]‘.Iljﬂm}

: .~ estcausée par une augmentation

: de I'activité des pompes du Na dans @

Producere de ATP e fore NAD 0" NaDH, 21205 ||
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Pathway Perturbations

C Glg
G6Pase K

Gép
Cytosol

Fop [
F16BPase PEK ——— 1

Ala i
FlG%P i As
PERCK O
NAD* OAA PE ALT ST
% PK
MDH D L B L, e
NADH Lactate .\ D - ala 2 i
bH i
Malate_____ 34

ICi
Mitochondrion /:
Fu NAD* IDH
m\ NAD* ADH
Sue___ aKGD@

S CoA

ANACLY
NADM

Patologiile medicale
sunt caracterizate prin:

m acidoza lactica;

m deficit energetic marcat - retard mintal,
insuficienta neuromotorie, hipotonie,
encefalopatii severe;

m amplificarea cetogenezei.

m Sunt descrise diferite cazuri de deficiente
a proteinelor lantului respirator.
Administrarea de mediatori redox potriviti,
acid ascorbic si altii pot ocoli deficienta
factorilor si permite transportul de electroni
spre oxigen. La acesti indivizi necatand la
scaderea productiei de ATP cu 33% 1n
mitocondrie se Imbunatateste fosforilarea si
activitatea functionala.

m Optiunile de tratament sunt limitate; la doua
surori a fost descrisa o deficienta de NADH-
CoQ reductaza, ele manifestau intoleranta la
exercitii fizice — oboseala rapida; Tn perioada
post-exercitii avea loc o restabilire usoara a
nivelului de fosfocreatina; la un alt pacient
aparitia unor slabiciuni musculare progresive si
acidoza lactica — deficitul era intre CoQ si
citocromul c.
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- Hipoxia (insuficienta cardio-respiratorie, soc);
- Insuficienta vitaminelor B1, B2, PP, acidul
lipoic, acidul pantoteic, deficitul de Fe;

- Acumularea de radicali liberti;

Toate duc la deficit energetic important — deficit de
ATP.

Deficitul ereditar al unui din complexele
enzimatice mitocondriale (mutatii in DNA)
au consecinte catastrofale pentru viata
omului

m Encefalopatii, afectiuni neurodegenerative;

m Patologia miocardului si muschilor
scheletici.
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