CAPITOLUL I

Metabolismul general. Bioenergetica.
Oxidarea biologici. Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

Metabolismul prezinta totalitatea transformarilor materiale si energetice ce
asigurd cresterea, dezvoltarea si supravietuirea organismului. El este o activitate
celulard cu destinatie speciald, determinatd de interconexiunea sistemelor
multienzimatice.

Metabolismul indeplineste urmatoarele functii: a) aprovizionarea celulelor cu
energie chimic, eliberata in urma scindarii substantelor nutritive; b) transformarea
moleculelor substantelor nutritive in blocuri de constructie, utilizate de celula la
sinteza macromoleculelor proprii; ¢) sinteza si degradarea biomoleculelor necesare
pentru indeplinirea unor functii specifice in celuld (pigmenti, hormoni, coenzime,
mediatori etc.).

In procesul de oxidare a substantelor se produce o anumiti cantitate de
energie libera. O parte din aceasta se consuma pentru efectuarea unui anumit
volum de lucru, restul se acumuleaza in compusi macroergici (ATP, etc.).

Sinteza ATP-ului consta dintr-un ansamblu de reactii in care energia eliberata
la dehidrogenarea unui metabolit, a unui substrat energic este utilizata imediat
pentru fosforilarea ADP-ului in ATP. Procesul in ansamblu se numeste fosforilare
oxidativa, cuplata cu oxidarea de substrat.

Interactiunea oxigenului cu hidrogenul are loc in cateva etape succesive in
care atomii de hidrogen sau numai electronii lor sunt transportati pe sisteme
redox cu afinitati crescinde pentru echivalentii reducatori ca in final acestea sa
fie acceptati de catre molecula de oxigen.

Ansamblul sistemelor redox (enzimelor care participa la transferul
echivalentilor reducétori — protonii de hidrogen sau electronii de la coenzimele
reduse pina la oxigen) poarta denumirea de lant respirator.

Energia libera, ce devine disponibila la trecerea electronilor prin lantul respi-
rator in directia gradientului de potential, este partial utilizata pentru sinteza de
ATP (La oxidarea NADH-ului se consuma 52,6 kcal ca si la sinteza a trei
molecule de ATP). Lantul respirator cuprinde trei puncte de fosforilare, adica
trei puncte de cuplare a celor doua procese: oxidativ si fosforilant.
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TEMA 11

Notiuni generale de metabolism. Ciile generale de scindare a
proteinelor, glucidelor si lipidelor. Notiuni de bioenergetica.
Oxidarea piruvatului si ciclul Krebs

Experienta 1. Deferminarea activititii dehidrogenazelor ciclului Krebs
(izocitrat, a-cetoglutarat §i succinatdehidrogenazelor) in ficat prin metoda
neotetrazolicd.

Principiul metodei. Dehidrogenazele ciclului acizilor tricarboxilici catalizeazi
reactiile de oxidare a substratelor respective prin dehidrogenare. In calitate de
acceptor de hidrogen se foloseste neotetrazolul care reducindu-se se transforma
in formazon colorat in roz. Dupa intensitatea culorii se determind activitatea
enzimelor.

Mod de lucru. intr-o eprubeti de centrifugare se introduc 0,25 ml de substrat
respectiv, 0,5 ml solutie de neotetrazol, 0,1 ml solutie de NAD (in afara de
eprubeta in care se determina activitatea succinatdehidrogenazei) si 0,5 ml
omogenat hepatic. in eprubeta, in care se determina activitatea
izocitratdehidrogenazei, se mai adauga 0,1 ml MgCl,. Eprubeta se agita si se
incubeaza timp de 10 minute in baia de apa la 37°C.

Dupd incubare, in fiecare eprubeta se adaugi cite 5 ml acetona (pentru
stoparea activitatii enzimatice). Eprubetele se astupa cu dopuri si se lasa la
intuneric timp de o ord, apoi se centrifugheaza timp de 10 minute cu viteza
de 1000 rotatii/min. Centrifugatul se fotocolorimetreaza la o lungime de unda
de 525 nm (filtrul verde), cuva de 10 ¢cm fata de proba de control.

Notd. Se pregatesc 1-2 probe de control, care au acelasi continut ca si
probele de experientd numai ca in loc de omogenat se adauga 0,5 ml solutie
tampon. Calculele se fac dupa curba-etalon.

Importanta metodei. Determinarea activitatii enzimelor indicate prezinta
informatie pretioasa privind starea metabolismului tesutului respectiv.

Teme pentru autopregitire

1. Notiuni generale de metabolism. Catabolismul si anabolismul. Caile
metabolice centrale, ciclice si specifice.
2. Metabolismul intermediar. Metodele de studiere.
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3. Notiuni de energie libera standard. Compusi macroergici - structura chimica
sirolul lor. Ciclul ATP-ului.

4. Caracteristica stirii energetice a celulei. Indicii ce o caracterizeaza.
Reglarea metabolismului celular.

5. Decarboxilarea oxidativa a acidului piruvic —enzimele, cofactorii, reglarea.

6. Ciclul Krebs —reactiile partiale. Esenta biologica a ciclului Krebs, reglarea
lui. Notiune de fosforilare la nivel de substrat. Stoichiometria ciclului Krebs.

7. Reactiile anaplerotice (reactiile care furnizeaza produse intermediare ale
ciclului acizilor tricarboxilict).

Situatii de problema

1. Numiti toate enzimele ciclului Krebs si aratati tipurile reactiilor catalizate
de ele. Unde este localizat acest ciclu in celula?

2. Enumerati componentele complexului piruvatdehidrogenazic. Scrieti
formulele vitaminelor care intra in componenta acestui complex. Aratati
schematic procesul de formare a acetil-CoA.

3. De ce ciclul acizilor tricarboxilici este un proces aerob?

4. Ce cantitate de energie se elibereaza la descompunerea unui mol de
ATP in conditii standard? Care este durata vietii moleculei de ATP in celulele
organismelor superioare?

5. Tinind cont de faptul ca in organismul omului matur in fiece zi se
formeaza o cantitate mare de ATP, structura, compozitia $i masa corpului nu
se modifica evident in acest timp. Cum se poate explica aceasta?

6. Care enzime ale ciclului Krebs sunt reglatorii? Care metaboliti si in ce
mod influenteaza activitatea acestor enzime? Explicati caracterul amfibolic al
ciclului Krebs.

7. Oxalilacetatul se formeaza in ultima etapa a ciclului Krebs:

a) E posibila oare sinteza OA din acelil-CoA doar sub actiunea enzimelor
si cofactorilor ciclului Krebs fara utilizarea produselor intermediare ale
ciclului? Dati raspuns detaliat.

b) Cum se completeaza rezervele de OA?

8. ATP sintetizat in mitocondrii trebuie utilizat in celula?

a) Cum ATP paraseste mitocondriile?

b) Cum se completeaza rezervele de ADP si de fosfat anorganic?
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TEMA 12
Oxidarea biologici. Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

Experienta 1. Reactia calitativd de determinare a activitdtii catalazei.

Principiul metodei. Catalaza face parte din clasa oxidoreductazelor.
Ea se contine in toate tesuturile si lichidele biologice. Intr-o cantitate mai
mare catalaza se intilneste in eritrocite si ficat. La oxidarea unor substante se
formeaza peroxid de hidrogen, substanta toxica care se poate acumula in or-
ganism. Rolul biologic al catalazei consta in descompunerea peroxidului de
hidrogen in oxigen gi apa: 2H,0, — 2H,0+0,

catalaza

Catalaza contine fier. La descompunerea peroxidului de hidrogen are
loc oxidarea si reducerea fierului care intrd in componenta acestei enzime.

Mod de lucru. Activitatea catalazei singelui. In doud eprubete se iau
cite Iml H,0O, se adaugd 2 picaturi de singe. O proba se fierbe pentru
inactivarea enzimei. Dupa racire in ambele eprubete se adauga cite 5-10
picaturi solutie de H,0, de 3% si continutul eprubetelor se agita. In eprubeta
de experienti se observa degajarea bulelor de oxigen.

Experienta 2. Determinarea cantitativd a catalazei in singe.

Principiul metodei. Aceasta metoda se bazeaza pe determinarea cantitatii
de H,0O, descompusa de enzima intr-o perioadd anumitd de timp dupa
urmatoarea ecuatie:
2KMnO, +5H,0, + 4H,S0O, —» 2KHSO,+2MnSO,+8 HO +50,

Activitatea catalazei se exprima prin numarul de catalaza si indicele de
catalaza. Numdrul de catalaza este cantitatea de peroxid de hidrogen, in
mg, descompusa de 1 ml de singe. Despre cantitatea de H,O, descompusa se
Jjudecd dupd diferenta cantitétii de KMnO, utilizat la titrare pin si dupa actiunea
catalazei.

Mod de lucru. Singele diluat (1:1000) se agita. In doui baloane se iau
cite | ml singe, 7 ml apa distilata, in proba de experienta se adauga 2 ml
H,O, de 1%, in cea de control - 5 ml solutie de H,SO, de 10%. In mediul
acid (proba de control) actiunea enzimei se stopeazi, deoarece ea este activi la
pH =7.4. Baloanele se lasd pentru 30 minute la temperatura camerei. Apoi
in proba de experienta se adaugd 5 ml solutie de H,SO, de 10%, iar in cea
de control - 2 ml solutie de H,0,de 1%. Conftinutul fiecarei probe se titreaza
cu solutie de KMnQO, de 0,1 N pina la culoarea roza. Se calculeaza unitatea
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catalazei (UC) dupa formula: UC = (A - B) x 1,7, unde: A - cantitatea
de solutie de KMnO, de 0,IN consumata la titrarea probei de control
(ml); B - cantitatea de permanganat cheltuita la titrarea probei de
experientd. O cantitate mai mare va merge la titrarea probei de control,
unde catalaza nu actioneazi. Diferenta capatata o inmultim la 1,7 si
obtinem indicele de catalaza pentru singele studiat. In norma aceasti
unitate este egala cu 10 - 15 unitati (vezi nota).

Nota: 1 mol/l H O, este de 17 g;
I ml0,IN solutie contine 1,7 mmol/I (1,7 mg) H,0, si 1 m1 0,1 KMnO,
este echivalent cu 1 ml 0,IN H,O.,.

Importanta clinico-diagnostici. Determinarea activitifii catalazei
singelui are importanta pentru diagnosticul cancerului, anemiei, tuberculozei.
In cazul acestor boli, concentratia catalazei in singe se reduce.

Experienta 3. Oxidarea malatului si glutamatului in mitocondrii
(metoda polarografica).

Principiul metodei. O pe- 0
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Mod de lucru. Intr-un vas se iau 3,7 ml amestec, care contine 20 mmol
solutie tampon tris-HCI, 80 mmol KCl si 5 mmol MgCl, pH="7.,4. Laintervalele
de timp indicate in imaginea de la p. 63, in vas se adauga reactivele enumerate
mai jos in urmatoarea ordine:

A - inceputul inscrierii. In punctele notate au fost efectuate urmatoarele
suplimente:

B - 0,1 ml suspensie mitocondriala din ficatul sobolanilor;

C— 0,1 mlsolutie ce contine 0,5 ml de glutamat si 0,1 ml de malatcupH=7.4;

D - 0,02 ml de 50 mmol solutie ADP;

E - 0,05 ml de 10 mmol solutie ADP;

F - 0,05 ml solutie dinitrofenol 10 mmol.

Amestecul se pune la incubare (t = 30°C); toti reactantii au fost saturati cu
aer. in imaginea de la p. 63 sunt indicate rezultatele experientei obtinute la
studierea respiratiei mitocondriale prin metoda polarografica (cu ajutorul
electrodului de oxigen). '

Determinati valoarea raportului P/O si coeficientului respirator in cazul oxi-
darii malatului—glutamatului. Oxidarea malatului si glutamatului in mitocon-
driile ficatului are loc dupa schema de mai jos:

Corespunde oare raportul P/O dat reiesind din schema indicati acelei valori,
care a fost obtinuta experimental?

Notd: Intr-un litru de solutie apoasa saturata cu aer la 30°C se contin
0,235 mM oxigen.

Experienta 4. Fosfo- Glutamat adaugat a—oxoglutamat
rilarea oxidativd (sinteza

ATP).

Principiul metodei.
Energia eliberata in procesul
oxidarii substratelor (succinat,

transaminare

Succinil " CoA
Oxaloacetat Aspartat

izocitrat, malat) este utilizata ‘ CCBiRaE
pa]rtfal la estf:rllhcgrea fo;iaé Malat - ‘/
tului anorganic la sinteza

g. Malat‘\‘\f‘i\ Fumarat
(ADP + Pi — ATP ). Sursa %
enzimelor este suspensia de Malatul adaugat

mitocondrii. Sciderea continu-

tului de fosfat (utilizat la sinteza Schema oxidairii substratelor (1a exp. 4).
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ATP) in proba de experientd se determina dupa molibdatul de amoniu si
acidul ascorbic fata de proba de control (culoarea albastrd este mai putin
intensa in proba de experienta).

Mod de lucru.

Proba de experientd. In eprubeta se ia | ml amestec de incubare (solutie
tampon de fosfati cu pH = 7,4, zaharoza, MgCl, KCI), 0,02ml ADP, 0,5 ml
solutie de substrat respectiv (la indicatia profesoru[ul) si 0,5 ml suspensie de
mitocondrii. Proba se lasa pentru 25 minute la temperatura camerei, apoi in
eprubeta se introduce 1 ml solutie acid tricloracetic (10%). Continutul
eprubetei se titreaza.

Proba de control se efectueaza concomitent cu proba de experienta.
In eprubetd se introduc aceiasi reactivi ca si in proba de experientd cu
exceptia, ca in loc de 0,5 ml solutie de substrat in eprubeta se introduc
0,5 ml de api distilata.

Determinarea fosfatului. in alta eprubeta se introduc 1 ml de filtrat, 1 ml
solutie de molibdat de amoniu (25%) si 0,5 ml solutie de acid ascorbic (0,5%).
Continutul eprubetei se agita, apoi se mai introduc 7,5 ml de apa distilata.
Peste 10 minute probele (de control si de experientd) se colorimetreazi la
FEC (filtrul rosu, cuva — 10 mm) fatd de amestecul de incubare. Rezultatele
se calculeaza dupa curba etalon, se trag concluziile respective.

Teme pentru autopregitire

1. Oxidarea biologica. Dehidrogenarea substratelor —sursa energetica pentru
sinteza ATP-ului. Enzimele dehidrogenirii.

2. Lantul respirator (schema). Complexele enzimatice. Acceptoru
principali de electroni si protoni, structura lor chimica.

3. Potentialul de oxido-reducere a componentelor lantului respirator.
Fosforilarea oxidativa. Locurile de fosforilare. Produsele finale ale oxidarii.

4. Reglarea intensitatii functionarii lantului respirator. Coeficientul
P/O, controlul respirator.

5. Decuplarea produselor de oxidare si fosforilare, principalii agenti
decuplanti. Rolul biologic al produsului de decuplare, respiratia libera.

6. Mitocondriile, structura si permeabilitatea selectiva a membranelor
pentru diferiti compusi. Sistemele-naveta de transport al echivalentilor de
reducere.
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7. Ipotezele principale cu privire la procesele de fosforilare oxidativa. Ipoteza
lui Mitchell.

8. Oxidarea microzomala, rolul citocromului P = in reactiile de oxido-
reducere.

9. Vitaminele si rolul lor in procesele de oxidare biologica.

10. Notiune de radicali liberi. Oxidarea peroxidica a acizilor grasi nesaturati
din membrane. Sistemele de protectie a celulei impotriva acumularii radicalilor
liberi.

Intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Care vitamine si substante cu activitate vitaminica intrd in componenta
lantului respirator? Scrieti formulele lor.

2. De ce lareducerea NAD-ului are loc acidularea solutiei? Ilustrati aceasta
prin exemplul reducerii NAD.

3. Adaugarea rotenonei la mitocondriile, care respira pe glutamat, duce
atit la incetarea sintezei ATP-ului, cit si la transportul de electroni. Cum se pot
restabili aceste procese? (Amintim ca rotenona blocheaza transportul de
electroni in lantul respirator pe sectorul NAD - ubichinona).

4. Adaugarea oligomicinei la mitocondrii, care respira pe succinat, duce
la intreruperea transportului de electroni si a formarii de ATP. Adaugarea
ulterioard a dinitrofenolului sau a ionilor de Ca**, conduc la reinceperea imediata
a transportului de electroni in lantul respirator fara generarea concomitenta
de ATP. Care proces inhiba oligomicina?

5. Adaugarea malonatului (inhibitorul competitiv al succinatde-
hidrogenazei) la mitocondriile care respira pe succinat, intrerupe transportul
de electroni si sinteza ATP-ului. Cum se poate relua: a) numai transportul de
electroni? b) transportul de electroni si sinteza ATP?

6. In ce stare (redusa sau oxidata) se vor afla transportorii lantului respirator
la adaugarea in suspensia de mitocondrii a antimicinei A si oxidului de carbon
CO?

7. De ce dinitrofenolul, tiroxina, acizii grasi liberi i alte substante maresc
termogeneza?

8. De ce sarurile acidului cianhidric, care nu influenteaza procesele de
dehidrogenare, blocheaza respiratia tisulara?

65



9. Care este valoarea coeficientului P/O la oxidarea malatului,
succinatului §i aizocitratului? Scrieti reactiile respective.

10. Calculati cite molecule de NAD se formeaza la oxidarea completi a
unei molecule de piruvat (pina la CO, si apa). Cite molecule de ATP se
vor forma in caz daca toti atomii de hidrogen vor intra in lantul respirator?

11. Cite molecule de ATP se genereaza la o rotatie a ciclului Krebs in
conditiile in care toti atomii de hidrogen intré in lantul respirator? Arétati
coeficientul P/O pentru fiecare substrat de oxidare. Explicati.

12. Reprezentati schematic calea lungd, medie si scurtd de oxidare.
Determinati numéarul de molecule de ATP formate si produsele finale de
oxidare.

13. Care este cantitatea totala de ATP ce se descompune si se sintetizeaza
timp de 24 ore in organismul omului matur (2000 kcal, 70 kg)? Eficacitatea
transformadrii produselor alimentare in energia de ATP este de 50%.

14. Care este variatia energiei libere standard la transportul a 2& de la
NAD la O, in calorii sau jouli?

15. Ce se intimpla cu energia electronilor in procesul de migrare al lor in
lantul respirator al mitocondriilor? Citd energie se consuma in celule la sinteza
unui mol de ATP?

16. Care reactie de oxidare din ciclul Krebs asigura intrarea electronilor in
calea medie de oxidare? Cite molecule de ATP se formeaza in ciclul Krebs la
fosforilarea la nivel de substrat?

17. Laadaugarea malonatului de sodiu la o suspensie de mitocondrii, ce are
ca sursa unici de combustibil numai acidul piruvic, respiratia lor se intrerupe
brusc si se acumuleaza unul din produsele metabolice intermediare:

1. Care este structura produsului intermediar acumulat?

2. De ce el se acumuleaza?

3. De ce se Intrerupe consumarea oxigenului?

4. In ce mod se poate inlitura aceasta inhibitie? Explicati.

18. La masurarea cantitatii de oxigen folosite de mitocondriile muschilor
porumbelului s-a observat un caz surprinzator: cantitatea de oxigen consumati
a fost de 7 ori mai mare decit cea necesard pentru oxidarea completd a
oxalilacetatului sau malatului piné la CO, si H,O.
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1. De ce addugarea OA sau malatului mareste consumul de O, folosit?

2. De ce cantitatea de O, absorbit depaseste de multe ori cantitatea de
O, necesaré pentru oxidarea completd a OA si malatului adaugat?

19. Ce proprietati trebuie sa posede membrana interna a mitocondriilor pentru
a asigura procesele de fosforilare oxidativa?

20. In mitocondriile grasimii brune la nou-nascuti si la animalele in stare de
hibernare, randamentul ATP-ului la un atom de oxigen absorbit constituie
mai putin de o molecula:

1. Ce functie fiziologica poate fi determinata prin asa raport mic P/O in
grasimea brun a nou-nascutilor?

2. Indicati mecanismele posibile care ar putea determina un astfel de
raport P/O caracteristic pentru mitocondriile grasimii brune.



