Cursnr.1

Rolul metabolic al vitaminelor hidrosolubile

Vitaminele sunt substante de naturd exogena ce indeplinesc functii fiziologice specifice si esentiale
n celula vie. Tabelul urmator prezinta vitaminele hidrosolubile si vitaminele liposolubile, precum si rolul

lor in organism.

Vitamina Denumire Rol fiziologic principal
1. Vitamine hidrosolubile:

B, Vitamina antineuritica (Tiamina) Decarboxilarea a-cetoacizilor

B, Vitamina cresterii (Riboflavina) Reactii redox

Bs Vitamina antipelagroasa (Niacind; Factor PP; | Reactii redox (NAD)

B, amida acidului nicotinic) Fosfolipide

Bs Acidul pantotenic Transport grupe acil (CoA)
Colina (factorul de crestere)

Bs Vitamina antipelagroasa (Piridoxina) Transport grupe amino

B; Biotina (Bios II, vitamina H) Transport CO,

By Acidul folic (acid pteroilglutamic) Transport grupe C,

B, Vitamina antianemica Transport grupe alchil

— Acidul lipoic Transport H si grupe acil

— Bios | (mezo-inozitol) —

- Carnitina —

C Vitamina antiscorbutica (acid ascorbic) Cofactor in reactia de hidroxilare;

tampon redox

P Vitamina permeabilitatii (Rutind)
2. Vitamine liposolubile:

A Vitamina antixeroftalmica (Axeroftol) Ciclul vederii

D Vitamina antirahitica (Calciferol) Transporti si fixeaza Ca®*

E Vitamina antisterilitatii (Tocoferol) Antioxidant al lipidelor

K Vitamina antihemoragica (Filochinona) Sinteza protrombinei

Vitamina B;

A~/ CH < A~ SN ° cHa
Jedn s oo & g
HiC” SN NH,  HC( o CHrCHyOH HC N T, 7 HC SN OH HC O CHCH
Tiamina Antivitamine: Piritiamina Hidroxitiamina

Carenta de Vitamina B, (tiamina, vitamina antineuritica) produce o maladie numita beri-beri. Afectiunea
se manifesta, intre altele, prin pierderea poftei de méancare, simptome gastro-intestinale, edeme, tulburari
circulatorii, simptome neurologice (somnolenta, dureri de cap, nevrita periferica), degenerarea sistemului
nervos periferic §i paralizia membrelor, prin tulburdri ale functiei inimii §i prin afectiuni ale pielii.
Simptome similare pot fi produse si experimental, la animale (gdini, porumbei sau soareci), prin hranirea
lor cu orez decorticat.

Simptomele deficientei tiaminice (beri-beri) pot fi induse de citre analogii tiaminei, cu rol

antivitaminic, cum ar fi piritiamina si hidroxitiamina.
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Rol metabolic. Tiamina, sub formA de pirofosfat (TPP) participa la decarboxilarea acidului piruvic
la acetaldehida in procesul fermentatiei alcoolice si, in general, la decarboxilarea a-cetoacizilor.

Prin reactii de schimb cu deuteriu s-a gasit ca inelul de tiazoliu din tiamina trece, in solutie neutra,
intr-o ilida. R. Breslow a reusit sa explice mecanismul biochimic al actiunii TPP utilizdnd tehnica RMN.
Protonul din pozitia C, din inelul tiazolic este usor de inlocuit cu protonii apei sau cu ionii de deuteriu din
D,0.
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Are loc o urmatoarea reactie, catalizata de baze:
R + R
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O asemenea ilida este un agent nucleofil puternic capabil sa reactioneze, ca si alte ilide, cu o grupa
carbonil. Are loc asadar o reactie de aditie nucleofilda la legatura m polarizatd a gruparilor carbonil ale

diverselor substante avand rol de substrat pentru a forma intermediari reactivi de tipul urmator:
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Acestea sunt reactii de decarboxilare a a-ceto-acizilor si, de asemenea, reactii de formare sau de
degradare a a-cetolilor.
in conditii aerobe, restul de acetaldehida este tranferat pe acidul lipoic si apoi pe CoA, rezultand
acetil~CoA, produs activ, capabil sa participe la reactiile ciclului Krebs.
Acidul lipoic este vitamina, fiind un factor de crestere pentru un mare numar de bacterii si
protozoare.
CH-CHy-CH-CHy-CH-CHyCH,-COOH

S S Acidul lipoic
Acidul lipoic participa si stimuleaza decarboxilarea oxidativa a acidului piruvic (sau a celui a-
cetoglutaric). Aceastd conversie implica formarea unui complex al aldehidei cu pirofosfatul de tiamina

(TPP) si reactia sa ulterioara cu acidul lipoic.

@
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Tiamin-pirofosfat Acetaldehida activata
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Gruparea acetil este in continuare transferata coenzimei A:

?Hz'CHz'f,?H-(CHz)4'COOH+ o sh CHCOoS.con +  [Hz-CHGH-(CH,),-COOH
SH ———> -CO-S-Co
HS S—COCH, ° 3 HS SH

Acidul lipoic redus este reoxidat de catre dehidrogenaza acidului lipoic, o enzima flavoproteica,
cuplati cu reducerea NAD",

CHy-CH,-CH-(CH,),-COOH

Vs
HS SH FAD}\\‘/ FADH, g S
Acid dihidrolipoic NAD* NADH + H* Acid lipoic

Vitamina B,

Vitamina B, (riboflavina) este un derivat al aloxazinei, structura sa fiind stabilita de R. Kuhn si P. Karrer in
1935. Riboflavina este alcatuitd insa dintr-un nucleu de izoaloxazina si o catend laterala de ribitol.
Diclororiboflavina este antivitamina B2, adica introdusa in corp, intra in situs-ul activ al enzimelor care
participa la reactii de hidrogenare si dehidrogenare, dar nu catalizeaza aceste reactii. In acest fel,

organismul si celulele sale se comporta ca si cum ar lipsi aceastd vitamina.

HOH OH
PHOHOH CH EH (CP:H(,():HC OH
CH,-CH-CH-CH-CHOH Py CH-CH-CH-CH

Cl
ch;

CH,
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Riboflavina Diclorriboflavina

Rol metabolic. Riboflavina intra in structura formelor sale coenzimatice, FMN si FAD.
Transformarea sa in ester monofosforic (FMN), are loc in toate celulele organismului, sub actiunea
unei flavokinaze:
(Flavin-adenin-
+ATP_(Flavokinazal _ *ATP  pirofosforilaza)

MN
-ADP -PPa

Riboflavina
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FADH, sau FMNH,

Tn general, dehidrogenazele sunt enzime legate de membranele celulare sau mitocondriale, iar
transferul electronic se face citre un acceptor de electroni, de tipul chinonelor sau citocromilor (Fe?*/Fe®*).
Flavinenzimele participa la reactii de oxidoreducere, deoarece ciclul izoaloxazinic poate suferi reduceri
reversibile, prin fixarea temporara la Ny si Ny, a doi atomi de hidrogen, cu deplasarea dublei legaturi.

H
) R
H,C =0 +2[H] H,C N\ro
SH, + «———— St |
i ch@mr' 2] ™ HC NH
o) , O
Grupa activa din flavoproteina (FAD) FADH,

Hidrogenul se leaga de inelul izoaloxazinic al restului de riboflavina, care trece intr-un dihidro-
derivat. Atomii de hidrogen sunt preluati de la diferite substraturi reduse (SH,), cu care intrd in reactie si
care se oxideazd (S.x). Reducerea flavinelor se desfasoara in mai multe etape, la care participa radicali
liberi de tipul semichinonelor. Acesti radicali liberi pot fi pusi in evidenta prin tehnica rezonantei de spin
elecronic (RES).

Succinat-dehidrogenaza este un exemplu de flavoenzima; aceasta catalizeaza indepartarea a doi
atomi de hidrogen din molecula acidului succinic si transferul lor pe grupa prostetica FAD. Multe din
aceste flavinenzime contin in plus un metal care este esential pentru functionarea enzimelor-metal-
flavoproteine.



+ FMN
R—|CH—COOH — > R-C-COOH

NH, — FMNH, HH
L- Aminoacid Iminoacid
FAD intervine de asemenea in dehidrogenarea acizilor grasi care este primul pas in procesul de
oxidare a acestora.
Reactia cu acesti compusi poate fi folosita la determinarea activitatii dehidrogenazelor.
H

p a I
R—CHZ—CHZ—l(li—S—CoA +E-FAD —> R-C=C-C - CoA + E-FADH,
I I
0] H 0)

Vitamina B; (niacina, vitamina PP) este reprezentata de acidul nicotinic (niacina) si amida acidului

nicotinic (niacin amida).
| T CONH, | T COOH
~ 2 ~ 2
N N

Vitamina B,

Rol metabolic. Nicotinamida actioneaza in reactiile de oxidoreducere din organism sub forma a
doud coenzime, NAD" (nicotinamid-adenin-dinucleotida) si NADP" (nicotinamid-adenin-dinucleotid-
fosfatul). Coenzimele ce provin de la nicotinamida sunt reducatori biologici si au mai degraba rol de
cosubstraturi decat de coenzime adevirate. Cea mai cunoscuti functie a NAD" este aceea de a accepta doi
electroni si un proton de la un substrat care se oxideaza biologic, pentru a se obtine NADH, forma redusa a
coenzimei. Aceasta difuzeaza sau este transportatd la capatul lantului transportor de electroni din celula si
reoxidata de catre acceptorul final de electroni din organismele aerobe, O,, cu formarea simultand de ATP.

2 OH NAD* NADH+H*
E-SH+ C-H — E-S-C-H —/————>
CH-OH CH-OH
-2 -2
04PO- CH, 0,PO- CH,
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| -2
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Un exemplu de reactie catalizata de o dehidrogenaza dependenta de piridinnucleotide il reprezinta
oxidarea acidului malic la acid oxalilacetic sub influenta malat-dehidrogenazei. Malat-dehidrogenaza din
ficat functioneazi cu NAD" drept coenzimd, nu si cu NADP”. Alte piridinnucleotide leagi in mod specific
NADP*. Un exemplu in acest sens este si glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza.

NH, H H
= N
N | \> 0 0
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NAD* si NADP*
5



Reactia de dehidrogenare are loc printr-un transfer direct de atomi de hidrogen de la o0 molecula la
alta; daca ar fi avut loc un transfer de electroni, s-ar fi format ioni de hidrogen, care ar fi ajuns pe restul de
nicotinamida. Acest mecanism a fost stabilit cu CH;CD,OH ca substrat.

NAD' sau NADP™ NADH sau NADPH

Reducerea ciclului piridinic de catre substrat (AH.)

In timpul reactiei de dehidrogenare, orientarea relativa a substratului si coenzimei este intotdeauna
aceeasi. Atomul de hidrogen este transferat numai atomului C, din nucleul coenzimei, iar hidrogenul
hidroxilic este transferat azotului. Reactia este stereochimic specifici, avand loc numai pe o fata a
planului inelului.

CONH,

| | +HT

Spectrul de absorbtie in ultraviolet a codehidrazelor prezintd o banda intensa la 260 nm; in spectrul
formelor reduse (NADH si, respectiv, NADPH), aceasta banda este atenuata, dar apare n schimb o banda
noud, de mai micd intensitate, la 340 nm:

Carenta in nicotinamida se manifesta prin pelagra (pella-agra = piele aspra, bruna). Pelagra se
instaleaza cand dieta este constituita in exclusivitate din porumb, sarac in triptofan si vitamina Bg. Semnele
pelagrei sunt: oboseala, slabiciunea, indigestia, anorexia, urmate dupa cateva luni de dermatitid (mai ales la
nivelul pielii expuse la soare), diaree si dementa (boala celor 3D).

Dereglarile metabolice din pelagra sunt greu de definit deoarece carenta de vitamina PP poate fi

indusa de carenta Bg, 1n lipsa careia nu se mai sintetizeaza vitamina PP din triptofan
121
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Cursnr. 2

Rolul metabolic al vitaminelor hidrosolubile
Vitamina Bs

Vitamina Bs sau acidul pantotenic este un derivat al B-alaninei. Lipsa acestei vitamine provoaca dermatite,
tulburari de crestere, albirea parului, necroza glandelor suprarenalelor, hemoragie etc.

CH, OH
HOCHZ—(ll—CH*CONNCHZCHZCOOH

CH,

Acid pantotenic
In plante si in microorganisme se formeaza probabil din valina si din B-alanini; sinteza "in vitro" urmeaza

aceeasi cale.

CH3> CH (CH3)2C Cc=0
CH-CH-COOH ——9 _—>
CHy ~T ] >CH feoOH+ CHO — HOHZC COOH -H,0

2

Valina Acid dimetilpiruvic Acid hidroxicetonic
CH, OH
(CH3)2C—C\Z ° (R e gron beta-alaning j
2 Cc=0 HOCH, —C—CH—CONNCH ,CH,COOH
He c=o-4H e\ o/ I
~o” CH,
Hidroxi-lactona Acid pantotenic

Ceto-lactona

Sinteza acidului pantotenic

Formele active ale acidului pantotenic sunt 4'-fosfopantoteina si coenzima A.
Coenzima A este sintetizata de toate vietuitoarele, inclusiv de catre om, prin urméatorul mecanism:

. . +ATP . .+ Cisteina
Acid pantotenic ——> Acid 4'-fosfopantotenic——— > 4'-fosfopantotenil-cisteina —>
P _ ADP P (ATP sau CTP) PANEOIENT-CISIE

, . + ATP
%CO 4'-fosfopantoteina TN Difosfo-coenzima A—2T2 > CoASH

- CO, i}
a
Coenzima A, sub forma de acetil-CoA, serveste la acetilarea unor substraturi, fiind denumita si "acid acetic

activ". Pentru detoxifierea unor substante straine, cum sunt anilina si sulfanilamida, acestea sunt acetilate

de catre acetil-CoA Tnainte de a fi eliminate.
NH— CH,— CH,—SH

| cistéAmina )

=0 N

H, Acid Panto-

C
|
c
|
Cc
| panto- \ teina
||\1H > tenic

- J

OH Coenzima A



Rol metabolic. Coenzima A este purtatoare de grupe acil in organismele vii, in reactii de tipul oxidarii
acizilor grasi, sintezei acizilor grasi, oxidarii acidului piruvic si acetilarilor biologice. Pentru activitatea
coenzimei A este responsabild, in primul rand, gruparea SH din restul marginal de cisteamina. Coenzima
A (CoA-SH) are asadar un rol important in metabolismul glucidic, lipidic si protidic fiind transportor de
grupe acil.

— in metabolismul glucidic, coenzima A leaga restul acetil provenit din decarboxilarea oxidativa a
piruvatului, care are loc sub actiunea piruvat-dehidrogenazei, cand se formeaza acetil coenzima A.

Totodatd, Coenzima A va lega radicalul succinil rezultat din decarboxilarea oxidativa a acidului a-
cetoglutaric, sub actiunea a-cetoglutarat-dehidrogenazei, cu formare de succinil-coenzima A:
HOOC-CH,-CH,-CO-SCoA.

— 1n metabolismul lipidic — participa la activarea acizilor grasi si transportul grupelor acil in
procesul de degradare.

Acetil-coenzima A se formeaza in procesul de oxidare enzimatica a acidului piruvic si a acizilor
grasi. Insi ea poate fi sintetizata direct din ionii acetat in prezenta acetil-CoA sintetazei:

ATP + Coenzima A + Acetat == AMP + Acetil-coenzima A + Pirofosfat

4'-Fosfopanteteina — legata prin legétura fosfo-diesterica de un rest de serina din proteine acil
transportoare (ACP — Acyl Carrier Protein) sau din multienzim-complexul numit acid gras-sintetaza.

Carenta se manifesta prin stare de oboseala, ameteli, hipotonie musculara, tulburari
gastrointestinale (gastrite), scaderea rezistentei la infectii.

Vitamina Bg (piridoxina, adermina) include trei compusi naturali, piridoxina, piridoxamina si

piridoxalul, derivati ai piridinei, care se deosebesc prin natura radicalului din pozitia 4.

CH,OH CH,NH, CHO
HO
HO\@—CHZOH \fE—CHZOH HO\@—CHZOH
NS NS
CH7 NN CHy NN CHy N
Piridoxina Piridoxamina Piridoxal

Tn organism, piridoxal-5-fosfatul si piridoxamin-5-fosfatul indeplinesc rolul de grupari prostetice, adici

sunt legate covalent de apoenzima.

-CH,NH

HO (-CH,NH,) (CH(Z) ? 0

HO~_— I
CH,OH . oy O 2
] CH,0-P-OH
o | + ATp (Piridoxal-kinaza) | 2 + ADP
CH; N cH NN OH
Piridoxal ’

Piridoxal-5-fosfat

Rol metabolic. Piridoxal-fosfatul si piridoxalamino-fosfatul sunt cofactori in special Th enzimele ce
catalizeaza transferul gruparilor aminice. Printre enzimele ce necesita piridoxal fosfat se afla si:
1. Decarboxilazele aminoacizilor.
2. Transaminazele. Dintre acestea, numai cele dintre glutamat si piruvat cu formarea alaninei si dintre
glutamat si oxaloacetat cu formarea aspartatului sunt reversibile.
3. Racemazele. Ele catalizeaza formarea DL-alaninei din D-sau L-alanina.
6. Dezaminaze (pentru serind si treonind).
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Legarea piridoxal-5-fosfatului la apoenzima aminotransferazelor

Piridoxal-5-fosfatul se leaga printr-un sistem de baze Schiff cu gruparea g-amino a unui rest de lizind din
apoenzima. In timpul formarii complexului enzimi-substrat, aceastd grupare este eliberatd. Numai
piridoxalul indeplineste functii de coenzima. In calitate de coenzima a aminotransferazelor, vitamina Be
este prezenta sub forma de fosfopiridoxamina.

OOH OOH poOH fOOH
COOH -0 ?OOH _
IHNI-12 . GOT. =0 ﬁ:HNHZ H - $HNH2
LonE L D
CH HNH

P CHy P H, FHNH, H, £=0
COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH
Acid Acid a-ceto- Acid Acid Alanina  Acid a-ceto- Acid Acid
aspartic glutaric oxalilacetic glutamic glutaric piruvic glutamic

Reactie de transaminare catalizata Reactie de transaminare catalizata de

de L-aspartat aminotransferaza L-alanin: 2-oxoglutarat aminotransferaza

Functia principald a vitaminei Bg (sub forma de fosfopiridoxamina) este aceea de coenzima a
aminotransferazelor, enzime care transporta grupa NH, de la un substrat la altul. Se cunosc 19
aminotransferaze, dintre care cele mai studiate sunt L-aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferaza
(EC 2.6.1.1) sau GOT si L-alanin: 2-oxoglutarat aminotransferaza (EC 2.6.1.2) sau GPT.

Tulburarile de aport vitaminic conduc la stari de nervozitate, insomnie, tulburari de mers, afectiuni
cutanate n jurul nasului, ochilor, gurii, limfocitopenie, edeme. Aceste tulburari ale pielii seamana cu
pelagra, insa nu se pot vindeca cu acid nicotinic.

Vitamina B,

Vitamina By (biotina, vitamina H) controleaza diviziunea celulara. Biotina se afla in galbenusul de ou
legata de proteind prin intermediul unui rest de lizina. A fost izolata in stare cristalizatd de Kogl (1936) din
gilbenus de ou, apoi din ficat de catre Vigneaud, care i-a determinat structura:
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o P
AN 3NH HN®  3NH
A A
HC, CH CH, HC CH
|4 |3 |4 B |3
HC3  CH——CH—CH—CH; H,C5  CH—CH;—CH;—CH,—CH,—
N2 2 TR G 2 CH;—CH;—CH;— COOH
' COOH : B
Alfa-biotina Beta-biotina

Rol metabolic. Biotina este cofactorul reactiilor enzimatice in care are loc o activare, urmata de un
transfer de CO,, participand astfel la reactiile de carboxilare si decarboxilare. In reactiile de carboxilare,
CO, activat de cdtre ATP, participa sub forma de carboxi-biotin-enzima. Formarea complexului
macroergic dintre CO, si biotind, cu DG = — 4,74 kcal/mol, araté ca biotinil enzimele sunt substante
bogate Tn energie. Biocitinaza, enzima prezenta in plasma, ficat, pancreas, hidrolizeaza biocitina, cu
eliberarea biotinei. In produsele naturale apare combinati cu lizina, sub forma de biocitina:

Apoenzima

PN

H NH

HC ——CH

I
L S/CH —(CH,);~CONH—(CH,) —CH

e-N-biotinil-L-lizina
(Biocitina)
/ﬁ Formarea
¢ H'j TH carboxibiotinil-enzimei
ATP+(|::O+ HT— H |H
OH H.C _ _ _1\‘_ L Mgz+
2 s _CH™(CH,);~CONH—(CH,),~CH—CO-Proteini ———>
0 Qo o H @ lllH
|
AMH_lg_O ............ = ?_% ............ \ ,T/ N eH—CO-Protein
oSS e —
1
) CH—(CH
&S,
0
¢ o
cC— NH ?H— CO-Proteinad
— S | |y
ADP + H,PO, + HT— H Fr,
CONH

H,C —
N

N-Carboxibiotinil enzima

Dintre reactiile enzimatice catalizate de carboxilaze-biotin-dependente pot fi mentionate:

Reactia de carboxilare a acidului propionic (catalizatda de propionil-CoA-carboxilaza, care contine
4 moli de biotina la un mol de proteina):
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(I:Hz HCO, Mg T
+ 3 + ATP ———— —Co0~
o scon CH—CO0O +ADP + H3PO,
o CO~SCoA
Propionil~CoA Metilmalonil~CoA

- Reactia de carboxilare a acidului piruvic. Reactia este catalizatd de piruvat carboxilaza. Prin
aceasta reactie este furnizat acidul oxalacetic necesar ciclului Krebs.

C|:H3 COO
c=0 _ Mg2* Cle
+ HCO; + ATP ———— Cc=0 +ADP + H,PO,
CO~SCoA |
. COOH
Acid piruvic

Acid oxalilacetic

Hipovitaminoza B;: tulburari nervoase, dermatita, oboseald musculara, anemie, scaderea apetitului.
Simptomele includ acumularea de substraturi ale enzimelor biotin-dependente, care pot fi detectate Th
urind, de exemplu: acidul lactic, acidul B-hidroxi-metilcrotonic, acid B-hidroxi-izovalerianic si acidul -
hidroxi-propionic.

Vitamina By (acidul folic) se gaseste sub forma de poliglutamati cu 4-6 resturi glutamil. Acidul folic este
transportor de grupe C,, in special de grupe formil. Molecula sa este redusa la acid tetrahidrofolic si sub
aceasta forma leaga radicali de tipul —-CH,-, -CHO, CH,OH, -CH=NH, adica radicali ce contin un singur
atom de carbon, de aici si functia sa de transportor Cj.

Molecula acidului folic se compune din trei parti distincte: un nucleu de pteridind, un rest de p-
aminobenzoic si un rest de acid glutamic. Pentru a intelege mai bine structura sa redim mai jos sinteza sa
in fabricile de medicamente. Se numeste acid pteroic, fragmentul compus din nucleul pteridinic si acidul
p-aminobenzoic (2-amino-6-[p-carboxi-anilinometil]-4-hidroxipteridina).

NH,
+ BICH—CH,Br + HZN‘Q*E—NH—CI:H—CHZ—CIZHZ —

NH, CHO o) COOH  COOH

10
CHZ—NH—Q—ﬁ—NH—?H—CHZ—ﬁ:HZ

0 COOH COOH
Il || |
2-Amino-4-hidroxi-  Acid p-aminobenzoic  Acid glutamic
I6-meti|pteridina\

Acid pteroic
Acidul pteroilglutamic (acidul folic)

Sub influenta NADPH, acidul folic se reduce enzimatic la acidul dihidrofolic si, mai departe, la
acidul tetrahidrofolic, notat cu FH,. Asadar, acidul tetrahidrofolic se obtine din acid dihidrofolic prin
reducere enzimatica cuplata cu oxidarea NADPH sau a NADH.

Acidul folinic se formeaza din acidul tetrahidrofolic prin legarea in Ns a grupei formil. Acidul
folinic este indispensabil pentru diviziunea celulelor din organismul mamiferelor.
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OH

N)\ | + NADPH + H’
H NN N~ —NADP*

Acid folic

*R + NADPH + H*

o “NADP*
I

H
Acid dihidrofolic

ATP
FAD
+ NADPH + H* Mg?2*
_ > A
-NADP* H, Acid
ascorbic
Acid tetrahidrofolic
R T2 CHz"NH,
. CH NH, — - ]
COOH
COOH
Acid tetrahidrofolic Serina Glicocol  Acid N5,N0-metilentetrahidrofolic

Biosinteza acidului N5,N1°-metilentetrahidrofolic

Rol metabolic: coenzime care participa la transferul unui atom de carbon in diferite stari de oxidare: -CHj,
-CH,-, -CH=, -CHO, -CH=NH. Aceste fragmente pot trece unul in altul pe cale metabolici. Coenzimele
acidului folic participa la sinteza metioninei din homoserina (N5 = CHj;), sinteza acidului timidilic din acid
uridilic (Ns, Nip = metilen), in sinteza nucleului de purind. Sursa atomului de carbon pentru formarea
acidului folinic este serina. Reactia este catalizata de o enzima care contine fosfopiridoxal.

ADN contine timind (5-metiluracil) Tn loc de uracil, care este prezent in ARN. Acidul
dezoxitimidilic (dTMP) este format din acid dezoxiuridilic (dUMP) cu ajutorul timidilat sintetazei, care
catalizeaza metilarea uracilului intr-o reactie T care acidul N°, N°-metilentetrahidrofolic este donorul unei
grupe CHa.

Formarea timidilatului depinde de cantitatea de acid folinic prezent in celuld. in cazul unor
cantitati reduse de acid folinic are loc inhibitia sintezei de ADN si oprirea multiplicarii celulare. Unele
medicamente, de tipul aminopterinei si ametopterinei, se comporta ca antivitamine, incetinesc mult ritmul

de crestere in special al unor tumori si se mai numesc medicamente antifolice.

0 o}
’ CH
HN T Acid N® N10-metilen-tetrahidrofolic _ HN | 3
O//kN — Acid dihidrofolic (Timidilat sintetaza) - N
Dezoxiriboza-P I|Dezoxiriboza-P
Acid dezoxiuridilic (dUMP) Acid dezoxitimidilic (ATMP)

Datorita asemanarii lor structurale cu acidul folic, acestea se reduc la acid dihidrofolic, dar conversia
dihidrofolatului in tetrahidrofolat este inhibatd competitiv.
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Glu NH, H Glu

N l AN fs |

TCHZ—NH c=0 | TCHZ—N C=0
N HZV\H\\N N7

Aminopterina Ametopterina
Medicamente antitumorale, antimetaboliti ai acidului folic

Carenta apare din cauza unui aport alimentar scazut, stres (sarcind), tulburari de absorbtie, deficit
de enzime implicate in sistemul de transport sau terapia cu unele medicamente. Carenta se manifesta
exclusiv prin perturbarea hematopoiezei, simptomul fiind anemie megaloblastica.

Vitamina By,

P
H
H
HO-CH, O™ H

Adenilcobamida (vitamina B,
Vitamina B;, deriva de la un sistem macrociclic numit corind, care contine patru atomi de azot.

Lipsa vitaminei B;, din organism produce anemie pernicioasa, o maladie a sangelui insotitd de tulburari
nervoase. Injectiile cu vitamina By, restabilesc numarul de celule (globule) rosii si reechilibreaza sistemul
nervos central in anemia pernicioasd. Din Clostridium tetanomorfum a fost izolata adenilcobamida
(formula mai sus).

Pseudovitamina By, este cofactor in conversia enzimaticd a acidului glutamic in acid B-metil-

aspartic in bacteriile Clostridium tetanomorphum:
COOH

COOH
H,N-CH
2 |C H,N-CH

2 = CH— COOH

CH,

| CH,

COOH Acid B-metilaspartic
Acid glutamic

Pseudovitamina Bj, contine adenina in loc de 5,6-dimetilbenzimidazol in ribonucleotidd, deoarece C.
tetanomorphum si alte microorganisme nu pot sintetiza derivatul benzimidazolic, ci adenina.

Vitamina Bj, patrunde in celuld sub forma de HO-cobalamind, metilandu-se apoi la CHjs-
cobalamina. O cantitate importantd de vitamina intrd in mitocondrii si se transforma in 5'-deoxiadenozil-
cobalamina.

Rol coenzimatic. Vitamina By, are un rol in maturarea si dezvoltarea eritrocitelor, celulele rosii ale
sangelui. La om s-au identificat doud forme coenzimatice ale cobalaminei, dupa gruparea alchil atasata in
pozitia 6 de coordinare a cobaltului: 5'-deoxiadenozil-cobalamina si CHz-cobalamina (Co”).
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—C,-C,——> —C,-C,—

X H H X

Schimarea pozitiei atomului de hidrogen
sub actiunea enzimelor dependende de B,

Aceste coenzime sunt Tn mod normal sintetizate din ciancobalamina sau din aquocobalamina, din
alimente. Cele doud forme sunt implicate in functionarea a doud sisteme enzimatice: metilmalonil-CoA-
izomeraza si, respectiv, homocistein-CHjz-transferaza (sau metionin-sintetaza).

in absenta cobalaminei, prima reactie se blocheazi, se acumuleazia N°-CHs- FH, (FH, = acid
tetrahidrofolic), deturnand folatul de la rolul sdu de transportor de grupe "1C", constituind asa-numita
"capcana a folatului sau capcana metilului". Homocisteina ramane nemetilatd si se elimind prin urind
(homocistinurie), iar in al doilea caz se poate acumula si elimina prin urina acidul L-metil-malonic
(acidurie metilmalonica).

Cobalamina si acidul folic sunt implicate in metilarea histonelor, in timpul replicarii ADN-ului. Pe
cale neenzimaticd, vitamina B, intervine Tn oxidarea tiolilor.

Tulburdri de aport vitaminic. Vitamina By, actioneaza in organism ca factor de crestere si ca
factor cu actiune antipernicioasd, participand totodatd la mentinerea integritatii celulei nervoase.

Anemia pernicioasa se caracterizeaza prin eritropoeza megaloblasticd, cu modificari ale
leucopoiezei si formarii de trombocite.

Carenta de cobalamina este adesea corelatd cu cea de acid folic si, din aceastd cauza, diferentierea

celor doua este dificila.

Vitamina C (acidul ascorbic) formeaza cristale incolore, cu p.t. 192 °C, dextrogire, sensibile la oxidare si
incélzire, care le anihileaza actiunea fiziologica. Acidul ascorbic este un acid de taria acizilor carboxilici:
el poate fi titrat cu hidroxizi alcalini, descompune carbonatii si formeaza saruri. Aciditatea sa este conferita
de una din grupele OH enolice. Acidul dehidroascorbic nu are caracter acid.

H
HOHZC\lc/OH
5 o
¥O
H O\ —
HO OH

Acid L-ascorbic

Acidul ascorbic dda o coloratie intensda cu clorura fericd datoritd unei grupe endiolice
—C(OH)=C(OH)—, ceea ce explica puterea reducatoare si marea sensibilitate la reactivii bazici.

C|3HZOH (IZOOH (l:oocH3 $o
6=0 £=° o= o=
o}
HO—C—H . HO—C—H 1) Esterificare HO—C HO—C
oxid. [ - | 5 |
H—C—OH ’ H—f—OH 2) CH,ONa H—f—OH H_?—
HO—C—H HO—?—H Ho—(l;—H HO—C—H
CH,—OH CH,—OH CH,—OH CH;—OH
L-sorboza Acid 2-ceto-L-gulonic Acid ascorbic

Sinteza industriala a acidului ascorbic

15



Rol metabolic. Acidul ascorbic se comporta in celulele vii ca un reducitor, in timp ce forma sa
oxidata, acidul dehidroascorbic, ca un oxidant. De aceea, amestecul celor doi reprezinta un tampon redox.
Fiind un agent reducdtor puternic, acesta are rol de transportor biologic de hidrogen. Activitatea vitaminica
se mentine §i sub forma oxidata, ca acid dehidroascorbic. Potentialul redox al acidului L-ascorbic,
comparabil cu cel al piridin-nucleotidelor, citocromului ¢ si glutationului, confirma acest lucru. Fiind
reducitor, are rol in mentinerea activitatii SH-enzimelor.

Acidul ascorbic este necesar Tn calitate de cofactor in anumite reactii de hidroxilare.

Acidul ascorbic poate fi oxidat la acidul monohidroascorbic sub influenta unei NAD™ - oxidaze.
Monodehidroascorbatul actioneaza ca purtdtor de hidrogen intre nucleotidele reduse si oxigen.

Principalele reactii la care participa vitamina C sunt: hidroxilarea prolinei si lizinei pentru sinteza
colagenului, hidroxilarea fenilalaninei, sinteza catecolaminelor, hidroxilarea sterolilor, desaturarea acizilor
grasi, absorbtia fierului, metabolizarea xenobioticelor, etc.

Carenta in vitamina C sau aportul alimentar redus poate conduce la tulburari gastro-intestinale,
boli infectioase, neoplazii, afectiuni metabolice casectizante (topirea de pe picioare) si la aparitia
scorbutului.

H* + NADH Monodehidroascorbat 20H — H,0+ 120,

NAD* >< Ascorbat X 0,
I I

Transhidrogenaza Oxidaza acidului ascorbic
(flavina) (citocrom byg)

Rolul acidului monohidroascorbic Tn fractia microzomala

Aparitia scorbutului este precedatd de anemie, inapetentd, scaderea rezistentei la efort, infectii,
dureri articulare, uscaciunea tegumentelor.
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Cursnr. 3

Rolul metabolic al vitaminelor hidrosolubile

Vitaminele liposolubile (A, D, E, K) fac parte din clasa terpenelor, fiind formate din resturi de
izopren, unite cap la coadd. Absorbtia lor se face in prezenta grasimilor, a bilei si a sucului pancreatic.
Dupa absorbtie, vitaminele liposolubile sunt transportate in sange si apoi depozitate in ficat (A, D, K) sau
in tesutul adipos (vitamina E) pentru diferite perioade de timp. Supradozarea vitaminelor liposolubile
conduce la instalarea unor stari toxice (hipervitaminoza), mai ales in cazul vitaminelor A si D. Nu sunt
excretate in urind; in cea mai mare parte sunt eliminate pe cale biliara in fecale. Ele pot fi extrase din
tesuturi cu solventi organici nepolari (cloroform, eter). In singe, vitaminele liposolubile sunt transportate
de lipoproteine sau proteine specifice, nefiind solubile in plasma.

Vitamina A este reprezentatd de retinol, retinal si acid retinoic. Acestea sunt sintetizate de plante ca
retinoide. Lipsa sa determind la om hipercheratoza, descuamarea pielii si hemeralopie (orbul giinilor);
animalele tinere se opresc din crestere, oasele si sistemul nervos nu se mai dezvoltd normal, rinichii si
glandele degenereaza, iar atat femelele cat si masculii devin sterili. Ochii sunt cei mai afectati. Bogate in
vitamina A sunt ficatul, laptele, untul si albusul din oud. Vitamina A nu se gaseste ca atare in plante.
Mecanismul formarii vitaminei Aj, la nivelul mucoasei intestinale, presupune oxidarea [3-
carotenului in prezenta carotenoxigenazei, la retinal, care este redus sub actiuneca NADPH la retinol si,
respectiv, oxidat la acid retinoic. Grupa de alcool primar din pozitia 15 se poate oxida in organism

reversibil la aldehida si ireversibil la acid retinoic. Activitatea le este conferita de inelul B-iononic.

HC cH, CH H,C 0

N\

CH, Vitamina A,

Inel B-iononic

(@]
I
w
O
I
w
I
w
O
@)

T
o)

CH, Vitamina A,

Absorbtia vitaminei A se face ca atare la nivelul intestinului subtire unde este esterificatd cu acizi
gragi cu numdr mare de atomi de C si Incorporata astfel in chilomicronii limfatici. De aici, esterii trec in
curentul sanguin, apoi in ficat unde sunt hidrolizati, iar retinolul este reesterificat cu acid palmitic si
depozitat in picaturile lipidice hepatice (95% din totalul vitaminei A).

R-Carotenul este un puternic antioxidant ce poate reduce riscul cancerelor provocate de radicalii
liberi, precum si de catre alti oxidanti. -Carotenul reduce riscul de cancer pulmonar, mai ales la fumatori.

Transportul. Dupa hidroliza esterilor la nivelul ficatului, retinolul liber este preluat de o proteina
de transport — RBP (Retinol Binding Protein) aproximativ 70% si de lipoproteine, 20%. RBP mobilizeaza
vitamina A din ficat si o solubilizeazi in mediu apos, transportand-o la celula tintd, cu protejarea
retinolului de actiunea oxidantilor. In corp, retinolul poate fi convertit in retinol-fosfat. Retinol-fosfatul
este necesar pentru sinteza anumitor glicoproteine necesare reglérii cresterii normale si pentru secretia
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mucusului. Atat retinolul, cat si acidul retinoic se leagd de proteinele specifice din citoplasma care
transportd acesti compusi la nucleu unde se leaga de cromatind si determind sinteza proteinelor specifice
implicate in cresterea si diferentierea celulara. Astfel, se poate considera ca atat retinolul cat si acidul
retinoic actioneaza ca hormoni steroizi ce regleaza cresterea si diferentierea.

Daca se depaseste capacitatea de legare a RBP, vitamina A devine toxica. Retinalul (R-CHO) si
acidul retinoic sunt transportati mai ales de catre albumine.

Rolul vitaminei A:

— In absenta vitaminei A, cresterea animalelor este oprita si, cu timpul, acestea mor.

— Exercitd o actiune protectoare asupra epiteliilor, asupra mucoaselor, impiedicand patrunderea
microorganismelor (actiune antiinfectioasa).

— Retinolul (—CH,OH) este implicat in functionarea aparatului genital si de reproducere
(spermatogenezi). In acest caz, actioneazi in calitate de hormoni, printr-un mecanism asemanitor cu al
hormonilor steroizi.

— Acidul retinoic poate inlocui retinolul in cresterea si diferentierea epiteliilor, fiind considerat
chiar mai activ, dar nu poate substitui retinolul sau retinalul Tn procesul vederii.

— Are rolul cel mai important in procesul vederii, unde actioneaza sub forma de 11-cis-retinal (-
CHO), in calitate de grupare prostetica a tuturor pigmentilor fotosensibili din retina.

In partea posterioara a retinei se gasesc doua tipuri de celule fotoreceptoare:

a) conurile, de mici dimensiuni, situate in partea centrala a retinei vizuale (aproximativ 3
milioane), asigura adaptarea la lumina puternica si colorata;

b) bastonasele (aproximativ 1 miliard) situate in partea periferica a retinei vizuale, care asigura
perceperea culorilor si adaptarea la lumina slaba, crepusculara sau nocturna.

In bastonase se gasesc lipide (20 — 40%) si proteine (40 — 50%) dintre care rodopsina sau purpura
vizuala detine 4-10 %. Rodopsina este o substanta rosie, formata dintr-o proteind, opsina, legatd strans de
11-cis-retinal. Aceasta absoarbe o cuantd de lumind, trece intr-un compus cu caracter radical-ion, numit
"portocaliu-trecator", din care, dupa putin timp, se regenereaza rodopsina.

11-Cis-retinalul se leaga prin gruparea aldehidica de grupa NH, a unui rest de lizind din opsina
(partea proteica) sub forma unei baze Schiff protonate:

H
H* +
CigHy)7CHO + H,N-R —— CigHy7CH=N-R  + H,0

11-cis-retinal opsina baza Schiff

Tn procesul vederii, izomerizarea retinalului din cis in trans se realizeazi cu mare intensitate la
lumina si neglijabila la intuneric. Cand rodopsina este expusa la lumina, 11-cis-retinalul se transforma in
all-trans-retinal numit si total trans retinal si se disociaza de opsina-pigmentul vizual. lzomerizarea
retinalului este urmata de alte schimbari moleculare, culminand cu disocierea rodopsinei, care devine astfel
albd, 1n opsina liberd si all-trans-retinal. Acest mecanism functioneaza ca un declangator al impulsului
nervos si permite perceperea luminii de catre creier. Absorbtia luminii determind schimbarea conformatiei
moleculelor de rodopsina, concomitent cu conversia 11-cis-retinal in all-trans-retinal. Aceasta schimbare
modificd permeabilitatea membranei veziculelor si a potentialul de membrani, asa incat ionii de Ca®" ies
din vezicule, declansind impulsul nervos. Ca*" serveste ca un mesager sau mediator prin care stimulul
luminos este cuplat cu sistemul receptor din creier, asa cum se intimpla in cazul muschiului, cind calciul

face legatura intre impulsul nervos si sistemul contractil al muschiului.
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11-Cis-Retinal  © H All-Trans-Retinal

— Rodopsina are o structura helicoidald in proportie de 60% si pierde aproximativ 1/5 din aceasta
structura prin deplasarea cu aproximativ 7 Aa legaturii Schiff fatd de ciclul grupei cromofore sub actiunea
luminii, cand are loc "decolorarea" rodopsinei. Maximul de absorbtie al rodopsinei se deplaseaza de la 500
nm (rosu) spre spectrul retinalului liber (380 nm) cu formarea unor intermediari cu maxim de absorbtie si
culori diferite.

Rodopsina —— Lumirodopsina —— Metarodopsina |

500 nm rosu-orange 480 nm
rosie
H orange
Opsina + All-trans-retinal -~ Metarodopsina Il
380 nm 380 nm

La intuneric au loc reactiile de refacere a rodopsinei, adica transformarea all-trans-retinalului in
11-cis-retinal si legarea lui de opsina. Refacerea 11-cis-retinalului se realizeaza astfel:

a) Calea minora: all-trans-retinalul se transformd in 11-cis-retinal direct, sub influenta trans-
retinal-izomerazei (opsina ar functiona ca o fotoizomeraza, activata de lumina, care actioneaza asupra 11-
cis-retinalului ca substrat);

b) Calea majora: o mare parte din all-trans-retinal se reduce la all-trans-retinol (—CH,OH) si
acesta izomerizeaza la 11-Cis-retinol, urmata de oxidarea la 11-cis-retinal (—CHO).

in reactiile de reducere si oxidare participd in calitate de acceptor si respectiv donor de hidrogen
sistemul NAD*/NADH+H", in calitate de coenzimi a alcool dehidrogenazei (retinol dehidrogenaza).

Instalarea tulburarilor vizuale (hemeralopie) datoritd carentei in vitamina A se explicd prin
scaderea refacerii rodopsinei din cauza aportului insuficient de precursori. Existenta hemeralopiei
independente de carenta de vitamina A (glaucom, la batrani, diabet, graviditate, boli hepatice, intoxicatii cu
alcool, Pb, As, etc.) s-ar datora alterarii echilibrului "retinal — retinol" si faptului ca in procesul vederii
participa si alte vitamine (B si By) si alti factori, cum ar fi unii hormoni. Vitamina B,, de exemplu, se
comporta ca un modulator al lungimilor de unda.

Vederea colorati este mediata de trei receptori, aflati in cele trei tipuri de celule conice, fiecare
avand pigmenti vizuali cu maxime de absorbtie diferite: cianopsina la 455 nm (rosu), iodopsina la 530 nm
(verde) si porfirodopsina la 625 nm (albastru) .

Grupa cromoford a acestor pigmenti este tot 11-Cis-retinolul, proprietatile fiind conferite de

interactiunea cu opsina, care este diferita la cei trei pigmenti.

Lumina
Rodopsina {
\ Lumirodopsina

Opsina
Metarodopsina
11-cis-retinal (-CHO) All-trans-retinal (-CHO)
NADH+H *
Alcool-dehidrogéln%za )
NAD *
11-cis-retinol (-CH ,OH) All-trans-retinol (-CH ,0H)

N\ P/ M‘



Retinolul si/sau acidul retinoic sunt necesare prevenirii sintezei formelor cu masa moleculara mare
ale cheratinei, iar retinil fosfatul este necesar sintezei mucopolizaharidelor (componentd a mucusului
secretat de multe tesuturi epiteliale). Lipsa secretiei mucusului conduce la uscarea acestor celule, iar
sinteza exagerata a cheratinei determina aparitia unor suprafete cornoase in locul epiteliului pliabil si cu
umiditate normala.

Animalele cu carenta in vitamina A sunt susceptibile la infectii si cancer. Scaderea rezistentei la
infectii s-ar datora keratinizarii celulelor generatoare de mucus din tractul respirator, gastrointestinal sau
urogenital. In aceste conditii pot apare fisuri in membranele mucosale, ce permit microorganismelor sa
patrunda. O deficienta ar putea perturba chiar sistemul imunitar. Efectul anticancerigen s-ar datora rolului
antioxidant al R-carotenului si efectelor retinolul si acidului retinoic in reglarea cresterii celulare.

Vitamina A este depozitatd 1n ficat si deficienta sa se observa dupd o lungd perioada in care
aportul este scazut. Deficienta redusa este caracterizatd prin hipercheratoza, anemie (echivalentul anemiei
prin deficienta de fier, dar in prezenta acestuia) si printr-o susceptibilitate crescutd la infectii si cancer.
“Orbul gainilor” este primul simptom al deficientei in vitamina A. “Orbul gdinilor” se intalneste la
majoritatea populatiei si se datoreaza malabsorbtiei grasimilor.

Deficienta severa determinad keratinizarea progresiva a corneei ochiului (xeroftalmie). In stadiul

final, au loc infectii ce determind hemoragii ale ochilor si pierderea definitiva a vederii.

COOH COOH
COOH

. N CH;0
Acid all-trans-retinoic Acid 13-cis-retinoic Etretinalal

Doza de vitamina A se exprima in echivalenti de retinol (1 echivalent = 1 RE = 1ug retinol = 6 ug
B-caroten = 12ug alti caroteni). Dozele de 15.000 — 50000 RE/zi timp de luni de zile sunt toxice.

Simptomele sunt: dureri ale oaselor, dermatite, marirea ficatului si a splinei, ameteli, diaree. Doze masive

s-au folosit la tratarea acneei s§i in prevenirea racelilor. Vitamina A este totusi prea toxicd pentru a fi
utilizata clinic. De aceea, se folosesc derivati chimici ai acidului retinoic avand o toxicitate mai redusa. De
exemplu, acidul 13-cis retinoic este larg folosit la tratarea acneei, iar etretinalul (analog aromatical acidului
total trans retinoic) la tratamentul psoriazisului si a bolilor inrudite. Unii retinoizi sintetici sunt utili Tn
prevenirea si tratarea cancerelor la animalele de laborator.

Hipervitaminoza A determina o intoxicare acutd manifestata prin ameteli, cefalee, somnolenta sau
o intoxicare cronica (anorexie, tegumente uscate, buze uscate, ragade comisurale).

Consumul exagerat de caroteni determind "icterul carotenic", caracterizat prin depasirea capacitatii
de legare a RBP, cu efecte litice asupra membranelor biologice. Lezarea membranelor eritrocitare de citre

retinol este inhibata de vitamina E.

Vitaminele D
Se cunosc 5 vitamine D, numerotate de la 2 la 6, cu structura chimica si actiune fiziologica asemanatoare.
Dintre acestea, vitamina D, (ergocalciferolul) si vitamina D3 (colecalciferolul) sunt formele active pentru
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mamifere. Lipsa vitaminei D conduce la tulburdri in metabolismul calciului si fosforului, iar la copii
determind rahitismul. Lipsa sa determina fragilitatea oaselor. Vitamina D actioneaza prin stimularea
formarii unei proteine transportoare de calciu in celula mucoasei intestinului subtire, care mijloceste
absorbtia Ca®*. In organismul animal apare o anumita cantitate de vitamina D, (ergocalciferol) in piele prin
iradierea cu UV a ergosterolului introdus prin alimentatie. Vitamina D3 (colecalciferol) se poate forma in
ficat din 7-dehidrocolesterol

Activarea primard. Ergosterolul este convertit prin iradiere UV Tn ergocalciferol. Cu acestea se fac
adaosuri la lapte, unt, alimente. Omul necesita aproximativ 20 pg de vitamind D pe zi. Ergosterolul,
provitamina D, si 7-dehidrocolesterolul (provitamina D3) nu prezintd activitate vitaminicad. Dj
(colecalciferolul) se produce n piele prin iradierea UV din 7-dehidrocolesterol.

Atat colecalciferolul cét si ergocalciferolul sunt metabolizati identic, fiind hidroxilati in ficat, in
pozitia 25 a catenei laterale, formandu-se 25-hidroxi-D. Enzima de hidroxilare este localizata in fractiunea
microzomala, mai precis in reticulul endoplasmatic neted si necesiti NADPH, O, si Mg?*.

Activarea secundard. Forma hidroxilatd in pozitia 25 nu actioneaza asupra tesuturilor si este
necesard o noud hidroxilare. Aceasta reactie are loc la nivelul rinichiului. Sistemul enzimatic este localizat
in membrana interna a mitocondriei si necesitd pe langd NADPH, O, si citocromul Pss. Rezulta 1,25-
dihidroxi-colecalciferolul sau 1,25-dihidroxi-D; care este transportat de o proteina specifica la intestin
unde declanseaza procesele implicate in absorbtia calciului. Sinteza 1,25-dihidroxi-D este stimulata de
nivelele scazute de Ca si fosfat. Nivelele ridicate determin sinteza unui derivat 24,25-(OH),D, inactiv.

Rol metabolic. 1,25-(OH),-D sau calcitriolul (C) actioneazd impreuna cu PTH, hormonul
paratiroidei si regleaza metabolismul fosfo-calcic prin actiunile exercitate asupra tesuturilor tinta: intestin,
0s, rinichi. In acest caz se comporta ca un hormon steroidic tipic ce actioneaza singur in celulele mucoasei
intestinale, unde induce sinteza proteinei necesara transportului calciului.

La nivelul intestinului, calcitriolul este transportat la locul de actiune unde se fixeaza pe proteine
receptoare citoplasmatice si apoi este translocat la nucleu unde, printr-un mecanism mai putin cunoscut,
induce sinteza proteinei transportoare de calciu (Calcium Binding Protein — CaBP) care favorizeaza
absorbtia Ca®* contra gradientului de concentratie, mecanism de actiune similar actiunii unui hormon
steroid. Tn os, calcitriolul (1,25-dihidroxi-D) si PTH actioneaza sinergic. PTH inhiba excretia calciului la
nivelul rinichilor. Dacé nivelul calciului seric este scazut, creste nivelul PTH si 1,25-(OH),D, se mareste
absorbtia calciului si resorbtia osului si se inhiba excretia Ca la rinichi.

HO

Ergocalciferol (vitamina D)

5
H,C8 ﬁ

|10
B

HO

7-Dehidrocolesterol (din piele) Colecalciferol (vitamina D)
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Nivelele ridicate de Ca seric determina secretia hormonului calcitonind, care inhiba resorbtia
osului (demineralizarea osului) si mareste excretia Ca. Nivelele 1nalte de Ca si fosfat cresc viteza de
mineralizare a oaselor. Oasele servesc ca rezervor de Ca si fosfat pentru mentinerea homeostaziei nivelului
seric.

Dacd dieta este saraca in Ca, PTH si 1,25-(OH),D are loc demineralizarea oaselor pentru
mentinerea nivelelor normale ale calciului seric.

Hipovitaminoza D. Oricind concentratia Ca®* din singe scade fata de normal, glandele paratiroide
secretd cantitati marite de parathormon, un polipeptid ce contine 84 resturi aminoacide. Acest hormon
actioneaza asupra rinichilor, stimulandu-i sd secrete cantitati mai mari de fosfat in urina si sa produca o
cantitate mai mare de 1,25-dihidroxicolecalciferol din precursorul sau, 25-hidroxicolecalciferol. Deficienta
D determina demineralizarea oaselor datorita PTH ridicat.

Simptome ale deficientei D: rahitism la copii, osteomalacie la adulti. Rahitismul Tnseamna continua
formare a matricei osteoide §i a cartilagiului, care sunt nepotrivit mineralizate rezultdnd oase moi, fragile.

La nivel osos, actiunea calcitriolului este mai complicatd si mai putin clara. Vitamina D asigura
fixarea Ca®* si a PO,"~ in spatiile libere dintre capetele nespiralate ale moleculelor de colagen si stimuleazi
sinteza unei proteine specifice care leaga Ca®*, osteocalcina. Calciul se fixeazi in zona minerala a osului,
sub forma de hidroxiapatitd, Ca;o(PO,)s(OH),, alaturi de mici cantititi de citrat, Na*, Mg®* si COz*".

P OH
H, HO oy
I 2
| |
.
H H .
25-Hidroxicolecalciferol 1, 25-Dihidroxicolecalciferol

Hipovitaminoza D se caracterizeaza prin hipocalcemie moderata normocalcemie, hipofosfatemie,
activitatea crescutd a fosfatazei alcaline, nivele crescute de parathormon si scdzute de calcitriol.
Glucocorticoizii inhiba absorbtia intestinala de calciu si mineralizarea osului.

Hipervitaminoza D. Intoxicatiile cu vitamina D se caracterizeaza prin anorexie, varsaturi, diaree,
astenie, mialgie, pierdere in greutate, hipercalcemie, hipercalciurie. Are loc o tendintd de calcifiere a
tesuturilor moi. Aceasta se combate prin regim sarac in Ca si fosfati care conduce la mobilizarea lentd a Ca
din tesuturi si revenirea la normal a calcemiei.

Vitaminele E sunt reprezentate de un grup de 7 vitamine E cu o structura chimicd analoga:
o, B,7, 9, ¢, &, si n—tocoferoli. Vitamina E se numeste tocoferol sau vitamina antisterilitatii (tokos =
progeniturd; pherein = a naste; ol = alcool). Proprietatile vitaminice sunt proportionale cu numarul grupelor
—CHa;, deci a-tocoferolul va fi cel mai activ biologic. Lipsa acestei vitamine produce degenerarea
muschilor. Se exprima in echivalenti tocoferol: 1 echivalent tocoferol = 1 mg a-tocoferol. Ea intervine n
procesele de oxidare celulara, in metabolismul creatininei din muschi si in metabolismul hidratilor de
carbon favorizand depunerea glicogenului in fesuturi.

Tocol [2-metil-2 (4',8',12" trimetiltridecil) croman-6-ol]
O sintezd a fost realizatd prin condensarea trimetil-hidrochinonei cu fitol, in prezenta de acizi

H
(Isler). 3 HOH,
H
N
C OH
3 22 Fitol
CH,4
H3
5
S TN CHy CHy CHy



De la intestin, pe cale limfatica, tocoferolii trec in singe unde sunt vehiculati de B-lipoproteinele
plasmatice, apoi sunt repartizati in toate organele, depozitele facAndu-se in tesutul adipos. Tocoferolii sunt
transformati, in procesele metabolice, in compusi chinonici, hidrochinonici care se elimina prin bila, 80%,
iar restul prin urina, sub forma conjugata cu acidul glicuronic.

Rol biochimic. Vitamina E este cel mai eficace antioxidant liposolubil natural. Substantele cele
mai sensibile la peroxidare sunt lipidele celulare si lipidele din membranele organitelor subcelulare i, mai
ales, lipidele nesaturate.
proces autocatalitic, care se desfagsoara dupa un mecanism radicalic, prin reactii inlantuite. Hidroperoxidul
instabil format se poate scinda in dialdehide, malondialdehidd etc. ducand la distrugerea membranelor
celulare. A- este un radical stabil (de exemplu, provenit din tocoferol), capabil sa inhibe propagarea
reactiilor radicalice in lant din peroxidarea lipidica. Vitaminele E actioneaza in sensul protejarii acizilor
grasi polinesaturati de reactiile de peroxidare. Vitaminele E joacd un rol in respiratia celulard fie prin
stabilizarea coenzimei Q, fie prin favorizarea transferului electronic la coenzima Q. Ea mareste sinteza
hemului prin cresterea nivelului de sintetazd (ALA) a acidului y-aminolevulinic si a deshidratazei ALA.
Multe actiuni sunt legate de puterea antioxidanta a vitaminei E si mai putin de participarea sa la reactiile
biochimice ca si coenzima.

Pentru Tmpiedicarea acestui proces, asupra radicalului peroxid intervine vitamina E care, cedand
hidrogenul de la grupa —OH, formeaza un radical putin reactiv care se stabilizeaza la tocoferilchinona.

(Cu, Fe, UV.) R+ H'

Ini,tiere: R-H

R'+0; > R-00'
Propagare: R-H+R-0O0——> R-0OO0OH +R'
Intrerupere:  AH +R - 00— R-OOH +A’

Peroxidarea si rolul vitaminei E

Actiunea antioxidantd a vitaminei E permite protejarea cailor respiratorii §i, mai ales, a tesutului
pulmonar de actiunea nociva a aerului poluat (O3, N,O). Rolul antioxidant al tocoferolilor este conferit de
gruparea hidroxil in pozitia Ce. Esterificarea acestuia cu acid acetic, butiric sau fosforic conduce la derivati
cu o activitate antioxidantd mai intensd. Amputarea catenei laterale sau reducerea marimii sale micsoreaza
activitatea vitaminica pana la disparitie. Este posibil ca vitaminele E s joace si rolul de cofactori in
sistemul de transport al electronilor. Catena laterald poate juca un rol de stabilizare a starilor radicalice ale
vitaminei E.
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Peroxidarea lipidelor se inregistreaza chiar in prezenta concentratiei fiziologice de vitamina E.
Organismul dispune si de un alt sistem antioxidant reprezentat de o Se-enzima, glutation-peroxidaza, care
catalizeaza reactia:

2GSH + H,0, ———— G-5-5-G + 2H,0

Vitamina E scade necesarul de seleniu, prevenind pierderea sa sau transforméandu-l intr-o forma
biologic activd, forma selenit este centrul activ al enzimei. Vitamina E reduce cantitatea de GSH-
peroxidaza necesard descompunerii peroxizilor formati, iar seleniul scade necesarul de vitamina E, prin
asigurarea functiei normale a pancreasului si, prin aceasta, a digestiei si absorbtiei lipidelor, implicit a
vitaminei E.

CH,
CH, 5 Ch,
CH; o
Ho CH3
N
_? Tocoferilchinona
-CH-CH=CH-CH=CH- -?H-CHZCH-CH:CH-
0 0
? b

Seleniul, cofactor al GSH-peroxidazei (4 atomi Se / moleculd) contribuie la distrugerea
peroxizilor, reducand necesarul de vitamina E pentru mentinerea integritatii membranelor.

Vitamina E si seleniul au actiune sinergica in mentinerea nivelului ridicat de CoQ (coenzima Q,
component al lantului respirator). Vitamina E are rol in hematopoiezd si in stabilitatea eritrocitelor;
prematurii i sugarii alimentati artificial dezvolta anemie prin deficit alimentar.

Hipovitaminoza E se manifestd gradat si progresiv in functie de perioada de deficit vitaminic.
Lipsa vitaminei E conduce la:

. Pierderea integritatii membranelor;
Hemoliza celulelor rosii;

Scaderea fosforilarii oxidative;

Scéaderea resperatiei la nivelul ficatului;
Modificarea raportului ADN/ARN;
. Diminuarea depozitului de vitamina A;
. Tulburari in transportul de electroni Tn mitocondrii, Thaintea citocromului c.
Independent de gradul de alterare a lipidelor, la animale, s-au evidentiat tulburari ale aparatului
genital si a capacitatii de reproducere la ambele sexe. Deficienta E este asociatd cu sterilitatea, distrofia

1
2
3.
4. Scéderea formarii lipidelor;
5
6
7
8

musculara, modificari in SNC si anemie megaloblasticd. La om se manifestd de reguld ca fragilitate a
membranelor celulare (peroxidarea lipidelor) si afectiuni neurologice asociate cu boli ce provoaca
malabsorbtia.

Hipervitaminoza E apare dupd administrare indelungatd de vitamina E si se manifestd prin
involutia oaselor, tulburdri nervoase si dureri ale membrelor inferioare. Dozele de pana la 100-500 mg/zi
nu sunt toxice. Este totusi cea mai putin toxica dintre vitaminele liposolubile. La 800 mg/zi se observa
discomfort si oboseala.
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Vitaminele K
Vitaminele K (filochinona, farnochinona, menachinonele, menadiona, numite generic vitamina coagularii,
vitamina antihemoragica, factor protrombinic) sunt derivati de naftochinona care contin sau nu un radical
la C; cu un numar variabil de atomi de carbon.

In procesul de vindecare a ranilor, tromboplastina eliberata de tesutul ranit, impreuna cu ionii de
calciu, transforma protrombina in trombind. Odata formata, trombina converteste fibrinogenul din plasma
in fibrina insolubild (cheag). Vitamina K este necesara formarii protrombinei, un proces ce are loc in ficat.

Vitamina K; (filochinona) are la C; un lant lateral de fitil cu 20 atomi de carbon). Vitamina K,
(farnochinona) contine un radical difernesil (30 atomi de carbon).
i
-(CH,-CH=C-CH,)-H

Vitamina K3 (menadiona), nu are radicalul lateral (R = H), este sintetica si este solubila in apa spre
deosebire de K; si Ko.

Vitamina K; a fost descoperitd de Dam (1929) in plantele verzi. Structura sa a fost stabilitd prin
degradare oxidativa si prin sinteza. Sinteza a fost realizata prin condensarea 2-metil-naftohidrochinonei cu
fitol 1n prezenta de acid oxalic.

Vitamina K; a fost obtinuta din faina de peste intrata in putrefactie si este produsa de fapt de catre
bacteriile de putrefactie. De asemenea, Bacterium coli din flora intestinald a omului sintetizeaza importante
cantitati de vitamina K.

Pentru a avea activitate fiziologica, vitaminele K trebuie sa posede un nucleu naftochinonic
substituit cu un radical metil. Vitamina K este levogira si prezintd o fluorescenta rosie caracteristica care,
sub actiunea razelor ultraviolete, trece ireversibil in verde intens. Vitaminele K se descompun, de
asemenea, la cald, in solutii alcaline.

In organismul mamiferelor, vitamina K este produsa de flora intestinald. Astfel, organismul este
permanent aprovizionat cu vitamina K.

Absorbtia vitaminelor K; si K, naturale se face impreuna cu lipidele, dupa care acestea trec n
sange pe cale limfatica si, de aici, in ficat. Vitaminele K sintetice sunt solubile in apa si, de aceea, se

absorb 1n absenta sarurilor biliare.

HO
+ HOH,C\ ~
‘ W

Fitol
Vitamina K1

Cea mai mare cantitate de vitamind K se depoziteazd temporar in ficat; vitamina Kz nu se
acumuleaza, excesul fiind eliminat prin glucurono- sau sulfo-conjugare. Menadiona (K3) este alchilata
trecand Tn K, si sub aceasta forma isi exercitd functiile metabolice.

Rol metabolic. Vitamina K este un component al sistemului microzomial  de transport de
electroni cuplat cu gama-carboxilarea post tranzitionald a restului glutamil din unele proteine din plasma,
os (osteocalcina), rinichi, splind, inclusiv a proteinelor precursoare pentru factorul coagularii - protrombina

Proteinele coagularii sunt sintetizate in ficat sub forma de precursori inactivi.
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Vitamina K este importantd pentru sinteza protrombinei normale. Pentru aceasta este necesara
carboxilarea post-transcriptionala a restului glutamil din precursori la acid y-carboxil-glutamic.

- ~—00C CcCoO0— _Cca* _
|COO \/ 0] o)
f (]
é:H2 * 9 |CH2 T
| Vitamina K o |
—C—CH—NH— ﬁ CH—NH-— |CH2
(0]
® G Gla — G CH=NH—
Acid glutamic Acid y-carboxi glutamic 0

Vitamina K, prin grupa 1,4-naftochinona, joaca rol de transportor de hidrogen fiind coenzima in

procesul carboxilarii.

Vitamina K are rol catalitic in carboxilarea restului de acid glutamic la acidul y-carboxi-glutamic.
Protrombina are 10 resturi de acid y-carboxi-glutamic grupate la extremitatea N-terminald. Resturile de
carboxil au o mare afinitate de chelatare a ionilor de calciu care servesc la legarea fosfolipidelor cu
protrombina, interactiune specifica pentru activarea protrombinei la trombina (factorul activ al coagularii).

Grupele carboxilice ale acidului y-carboxi-glutamic (Gla) rezidual din proteinele factorilor

implicati Tn coagularea sangelui chelateaza ionii de calciu.

Functia principala a vitaminei K este de coenzimd pentru carboxilaze, enzimele care formeaza
acidul y-carboxi-glutamic din acidul glutamic. Reactiile de carboxilare au loc in microzomii multor tesuturi
in prezenta O,, CO, si formei de hidrochinoni a vitaminei K. In microzomii hepatici are loc "ciclul
vitaminei K" (fig. 2.7). 2,3-Epoxidul format constituie substratul si sub actiunea epoxid reductazei, care
utilizeaza drept reducator un compus endogen cu grupe —SH, este transformat in chinona.

OH H (0]
G, 0
o O OH HO

(0] 0O o) (0]

Dicumarolul Diftiocolul

Aceasta etapi este sensibila la agentii 4-hidroxi cumarinici fiind tinta acestor anticoagulanti, dintre
care mai importanti sunt dicumarolul si diftiocolul. Actiunea anticoagulantd se datoreaza concurentei
acestor substante cu vitaminele K pentru partea apoenzimatici a sistemului implicat in biosinteza
protrombinei.

Antivitaminele K, anticoagulante, se pot administra atunci cand exista pericolul coagularii sangelui
in vasele sanguine (tromboze). Carenta de vitamina K se instaleaza in cazul tulburirilor de absorbtie de
lipide (deficit de bild), afectiuni intestinale, alterarea florei intestinale, afectiuni hepatice, boli infectioase.

Vitamina K este implicata in transportul de electroni si in fosforilarea oxidativa din mitocondrii.

Carenta de vitamina K determind scaderea protrombinei, prelungirea timpului de coagulare si
aparitia de fenomene hemoragice spontane. In perioada imediat postnatald, nou nascutii sunt predispusi la

hemoragii deoarece se nasc fara rezerve de vitamina K, avand intestinul steril.
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Carboxilaza

R
OH
™™ o
SH SH 2,3 EpOXId
NADP* S-S Derivati
0 feductaza <—— 4-hidroxi
Reductaza cumarinici
NADPH +H* O
~
R
o
chinona”

Ciclul vitaminei K

Cursnr. 4

Glicoliza si fermentatia alcoolica

Glicoliza reprezinta degradarea anaeroba a hidratilor de carbon in muschi si in alte tesuturi. Fermentatia
alcoolica reprezinta degradarea enzimaticd a glucozei, in lipsa oxigenului, cu formare de alcool etilic.
Intermediar apare acidul piruvic CH;COCOOH, care se decarboxileazd la acetaldehida, iar aceasta se
reduce cu NADH+H" la alcool.
utilizeaza direct glucoza (sau alte monozaharide) in metabolismul lor, ¢ci numai glicogen din muschi si alte

tesuturi animale.

HO

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OPO,H,
—oH —o_H —o_H A
OH H OH H) == OH H == OH H
o= HO OPOH, o
H OH H OH H OH H OH
H,PO;—OH 1-Fosfat de glucoza 6-Fosfat de glucoza
Glicogen (Esterul lui Cori) (Esterul lui Robison)

DEGRADAREA ANAEROBA A ZAHARURILOR

FERMENTATIA ALCOOLICA GLICOLIZA
Glucoza Glicogen + H,PO,
ATP
Hexokinaza l
ADP

Glucozo-6-fosfat «<——— Glucozo-1-fosfat

Fosfoglucozo
izomeraza 27

Fructozo-6-fosfat

Fosfofructo- KATP
kinaza AND

Glicoliza se deosebeste de fermentatia alcoolica prin faptul cd nu



Glicoliza care are loc la nivelul muschiului incepe prin detasarea unui rest de glucoza de la o
margine a macromoleculei de glicogen sub actiunea fosforilazei din mugschi si a fosfatului anorganic.
Restul de glucoza este astfel transformat in 1-fosfat de glucoza (esterul lui Cori). Amintim ca ,,aza”
inseamna schidare, rupere, deci fosforilaza va indeparta o moleculd de glucoza cu ajutorul unei molecule
de acid fosforic.

Sub actiunea enzimei fosfo-glucomutaza, 1-fosfatul este izomerizat in 6-fosfat de glucoza, care
suferd in continuare aceleasi transformari ca n fermentatia alcoolica pana se ajunge la acidul piruvic. De
aici, reactia decurge diferit in tesuturile animale, deoarece acestea nu contin carboxilaza.

CsH1,06 + 2 NAD* — 2 CH;COCOOH + 2 (NADH + H")

Deoarece nu se formeaza acetaldehida ca in plante sau drojdii, rolul de acceptor pentru hidrogenul

din NADH + H" 1l poate prelua acidul piruvic, care este transformat in acid L(+)-lactic:

dehidrogenaza
CH,COCOOH + NADH + H* CH;CH(OH)COOH + NAD*

lactica
Asemanarea cu fermentatia alcoolica. Odata format 6-fosfatul de glucoza, acesta este izomerizat la

fosfat de fructoza care, la randul sau este fosforilat cu formare de 1,6-bifosfat de fructoza. Acest compus va
suferi o reactie de decondensare aldolicad cu formare de glicerin-aldehid-3-fosfat si dihidroxiaceton-fosfat.

[ ] ]
(HOH CHOH fHOH CH,0POgH,
HO—C _
H—C—OH H_clj__OH I HO—C
HO—C—H e
HO—?—H o _1, HO—C—H 0o 2 o 3 _ HO ([7 H
H—C—0H H—C—OH §—OH H—¢—0H
H—C H—C H—C
| HTr 28 CH,0PO
CHZOH CHZOPO3H2 2 3' "2 CH20P03H2
D-glucoza Esterul lui Esterul lui Esterul Harden-

Robison. | Neuberg, 11 Young, IlI



Primele reactii biochimice din procesul de glicoliza sunt aseméanatoare cu cele ale fermentatiei alcoolice. In
ambele cazuri, reactia 2 este catalizata de o 0X0-izomerazd, numitd fosfogluco-izomeraza. Mecanismul
reactiei presupune formarea unui intermediar endiol legat de enzimé ce poate fi convertit rapid la forma
ceto sau aldo a zaharului respectiv. Izomerizarea nu implica un schimb important de energie libera, astfel
incat reactia este practic reversibila AG®’=+ 0,4 kcal/mol.

Tn reactia 3 are loc transferul unui rest de fosfat, de la 0 a doua molecula de ATP la compusul II,
sub actiunea enzimei fosfofructo-kinazei. Enzima necesita magneziu in aceastd reactie si este reglata
alosteric, fiind incetinitd de citre ADP si AMP. Din nou, diferenta de energie liberd, AG*’= — 3,4 kcal/mol,
face ca reactia spre dreapta sa fie ireversibila.

Decondensarea aldolica. 1,6-Difosfatul de fructofuranoza sufera, sub actiunea enzimei aldolazd, 0
rupere a moleculei prin care se formeaza esterii fosforici ai celor doua trioze: fosfatul D-glicerinaldehidei
si fosfatul dihidroxiacetonei.

Reactia nu este favorabild termodinamic avand AG®’= + 5,7 kcal/mol, dar este deplasati in directia
formarii triozelor datoritd atit naturii exergonice a formarii fructozo-1,6-difosfatului, cat si a oxidarii
ulterioare a fosfatului de glicerinaldehida (glicerinaldehid-3-fosfat) intr-o reactie cu o energie libera
negativa.

In continuare, participa in reactie numai fosfatul glicerinaldehidei. Fosfatul dihidroxiacetonei este

insd izomerizat la fosfatul glicerinaldehidei, sub actiunea izomerazei fosfatilor de trioze.

CH,0PO,H,
¢=0 CH,0OPO,H, CHO
HO—C—H | I
H_(‘;_OH —> C=0 + H—(|3——OH
[
H—C—OH CH,OH CH,0OPO4H,
CH,OPO;H, Fosfatul dihidro-  Fosfatul D-glicerin-
Esterul Harden-  Xiacetonei aldehidei
Young, Il

Aceste doud substante pot fi izolate, cand se lucreaza in anumite conditii.

CHO CH,OH
H—C—OH = =0
CH,0POH, CH,OPO,H,
4% 96%

Echilibrul este deplasat spre dreapta, deoarece AG°’= — 1,8 kcal/mol. Intermediar se formeazi un endiol.
c) Formarea acidului D-fosfogliceric. Fosfatul glicerinaldehidei este oxidat in continuare la D-3-
fosfogliceric. Reactia este catalizatd de dehidrogenaza fosfatului de triozd, o enzima care necesitad
nicotinamid-dinucleotida, NAD" (numiti in trecut codehidrazd I). Aceastd coenzimi extrage doi atomi de
hidrogen din aldehidi si trece in NADH+H" (hidrocodehidraza I) .

d) Formarea acidului piruvic.

OPO4H
HO ?H<OH o
1) H—Cll—OH +H,PO, = H—cl:—oH
CH,OPO4H, CH,OPO,H,
_~OPOgH, OPO4H,
?H\OH 29 éo

) H—lC—OH +NAD* == H—cl:—OH + NADH + H*
CH0POZH, CH,0PO,H,



Formarea acidului fosfogliceric in procesul fermentatiei alcoolice.

In continuare, au loc urmatoarele reactii biochimice cu formare de acid piruvic.

CoOH COOH
fosfoglicero- —H,0
__(— o _fosfoglicero- o
H—C—OH —iaza >H §OPOsH, enojﬁlaza
CH,0PO,H, CH,OH
Acid Acid
3-fosfogliceric 2-fosfogliceric
COOH fosfo-  COOH COOH
s - opO,H, Xinaza . | spon-. G—
I 32 piruvica ﬁ_OHW I_O
CH, &, En,
Acid fosfo- Acid enol- o
enol-piruvic piruvic Acid piruvic

In continuare, acidul 3-fosfogliceric sufera o serie de transformari, trecand in acid piruvic.
Defosforilarea acidului fosfo-enol-piruvic, are loc prin interventia (alaturi de fosfokinaza piruvicd) a
acidului adenozin-difosforic, ADP, care trece Tn acid adenozin-trifosforic. Se regenereaza astfel cele doua
molecule de ATP consumate la sinteza esterului Harden-Young.

3. Bilantul intregului proces este urmatorul: dintr-un rest de glucoza, desprins de la marginea
macromoleculei de glicogen, se formeazi douad molecule de acid lactic:

NAD" (Codehidraza I) este succesiv redusi si apoi oxidat, la fel ca in fermentatie.

Se sintetizeaza in total patru moli de ATP, ca in fermentatie, dar se consuma numai unul, deoarece
formarea 1-fosfatului de glucoza, pornind de la glicogenul bogat in energie, utilizeaza acid fosforic
anorganic. Trecerea glucozei in acid lactic aduce celulei trei molecule de ATP pentru fiecare molecula de
glucoza consumatd. in aceste molecule rimédne inmagazinati o energie de 34,5 kcal, care serveste
organismului pentru functiile sale vitale, intre altele pentru producere de lucru mecanic.

Acidul adenozin-trifosforic poate transfera altor molecule resturi de fosfat, datorita caracterului energetic
deosebit al legdturii dintre grupa -POsH, marginala si restul moleculei. Entalpia liberd de reactie, la
hidroliza acidului adenozin-trifosforic, are o valoare negativa deosebit de mare:

O o O o 9
7 1
A—r—o_p—o—||:>—oH +H,0— A—lP—O~I|°—OH + H,PO, AG=-11,5 kcal
OH (l)H OH OH OH

Reactiile de hidroliza ale altor esteri de acid fosforic decurg cu degajare de energie mult mai mica:
hidroliza 1-fosfatului de glicerina — 2,2 kcal, a fosfatului de D-glucozda — 3,0 kcal, a 6-fosfatului de
fructoza — 3,5 kcal, a 1-fosfatului de D-glucoza — 4,7 kcal.
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Acidul adenozin-trifosforic joacd un rol esential in schimburile energetice din toate tesuturile vii.
Sintezele fosfatilor ce apar ca intermediari in fermentatii sunt reactii consumatoare de entalpie liberd
(reactii endoergice; AG > 0); acestea sunt posibile datoritd energiei care se elibereazd la desfacerea
legaturii bogate 1n energie a acidului adenozin-trifosforic. De pilda, la formarea 6-fosfatului de D-glucoza
prin transferul unui rest de fosfat de la ATP se consuma 3 kcal, dar se elibereaza 11,5 kcal; reactia este
exoergica, insa diferenta de 8,5 kcal se disipeaza sub forma de caldura.

ATP se regenereaza necontenit. Pentru a intelege acest lucru, s-a studiat oxidarea fosfatului de
glicerinaldehida, la acid fosfogliceric. Reactia aceasta decurge in trei stadii consecutive, dintre care primul
consta 1n aditia unui rest de fosfat anorganic la grupa aldehidica.

Tn cel de-al doilea stadiu (reactia puternic exoergica de transfer de hidrogen de la substrat la
NAD"), o parte din energia degajati rimane inmagazinati in molecula acidului 1,3-difosfogliceric, sub
forma unei legaturi de fosfat foarte bogatd in energie (AG® = —16,2 kcal). Prin aceasta devine posibil
transferul restului de fosfat, in stadiul al treilea al reactiei si regenerarea unei molecule de ATP.

COOH C|:OOH C|:OOH
H—(|3—0P03H2 e_Tcljlég? C|3|—OPO3H2 + ADP ——> C|3|—OH + ATP

CH,OH CH, CH,

Acid Acid fosfo- Aci.d en_ol-
2-fosfogliceric enol-piruvic piruvic

4. Acidul lactic, format in muschii mamiferelor, este transportat pe calea sangelui n ficat, unde
este retransformat in glicogen, prin parcurgerea tuturor reactiilor glicolizei in sens invers si, desigur, cu un
consum corespunzator de ATP (Cori).

in absenta oxigenului, acidul piruvic, singurul acceptor posibil pentru hidrogenul
nicotinamiddinucleotidei reduse, NADH" (hidrocodehidrazei 1), trece in acid lactic regenerandu-se
molecula de NAD". Aceasti reactie este insd numai o resursi exceptionald a organismului atunci cand, in
urma unui efort prelungit, muschiul nu mai este alimentat cu suficient oxigen, dar mai dispune de rezerve
de glicogen.

In prezenta oxigenului, NADH+H" transfera hidrogenul siu oxigenului, servindu-se pentru aceasta
de sistemul enzimelor si coenzimelor de respiratie: diaforaze (NADH dehidrogenaze), citocrom si
citocrom-oxidaza. in prezenta oxigenului, acidul piruvic este oxidat complet la CO, si H,O.

Reactia se desfasoard astfel: coenzima A, care contine o grupa SH, nu reactioneaza direct cu ionul
acetat, deoarece grupa acetil este legata in acetil-coenzima A printr-o legatura bogata in energie. Coenzima
A se combina nsa cu ionul acetat in prezenta ATP. Procesul decurge in doua etape:

CoA-SH + ATP —> CoA—S—PO;H, + ADP
COA—S—PO;H, + CH,COOH —> CoA—S—COCH, + H,PO,

Acetil-coenzima A se formeaza si din acid piruvic, la decarboxilarea acestuia in tesuturilor
animale.
CH,COCOOH + CoA-SH + NAD —> CoA—S—COCH; + CO,+NADH

Acetil-coenzima A formatd astfel poate pune in libertate acetat, folosind totodatd energia
inmagazinata in legdtura sa pentru a sintetiza acid adenozin-trifosforic:

CoA—S—COCH; + H;PO, == CH,COOH + CoA—S—PO;H,
COA—S—PO3H, + ADP === CoA-SH + ATP

Decarboxilarea oxidativa este asadar un proces complex, in care se castigd energie sub forma de
ATP si NADH.
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3. A doua reactie esentiald a acidului piruvic in tesuturile vii este reactia de carboxilare, cu
formare de acid oxalilacetic:

CH,COCOOH + CO,—> HOOC-CH,COCOOH

Producerea acesteia in bacterii si in ficatul mamiferelor a fost dovedita prin utilizarea de 4co,.

Glicoliza anaeroba din corpul omului si mamiferelor scade productia de ATP si creste concentratia
de acid lactic si raportul lactat/acetat din circulatia sanguina. Acidoza metabolicd (prin hipoXie) este
accentuata de eliminarea renald diminuata. Cresterea concentratiei de acetati (de la 2 mmol/L la 8 mmol/L)
are efecte negative importante: scaderea sperantei de supravietuire si actiune depresiva cardiaca.

Cursnr.5

Gluconeogeneza

Acest proces reprezintd calea metabolica principala de biosintezd a monozaharidelor si polizaharidelor atat
in plante cat si in animale. Formarea hidratilor de carbon din aminoacizi, acid lactic etc. se numeste
gluconeogeneza si este o reactie este endergonica. Un exemplu Th acest sens il constituie sinteza glucozei
in ficat din acidul lactic adus de cétre singe, in faza de repaos, dupa o activitate musculara intensa care
conduce la acumularea acidului lactic format din glucoza.

1. Prima limitare se intdlneste la transformarea piruvatului in fosfoenolpiruvat, unde AG® > 0,
asadar urmatoarea reactie nu este posibila:
Piruvat + ATP —> Fosfoenolpiruvat + ADP; AG° =+ 31,4 kJ
In locul acestei reactii, are loc o alti reactie catalizati de piruvat carboxilazi la nivelul

mitocondriilor:

. AcetilCoA
Piruvat + CO2 + ATP—— > Oxalacetat + ADP + P&1

Piruvat-carboxilaza este o enzima alosterica care devine complet inactiva in absenta activatorului
sau, acetil CoA.

Aceasta transforma piruvatul in oxalacetat in mitocondrie care este redus printr-o reactie
dependentd de NADH, la malat:

NADH + HT + Oxalacetat —— NAD?' + Malat

Numai malatul poate difuza in citoplasma. Aici, in prezenta formei citoplasmatice a malat-
dehidrogenazei dependente de NAD", malatul este reoxidat la oxaloacetat extramitocondrial:
Malat + NAD" — Oxaloacetat + NADH + H*
Tn continuare, oxaloacetatul sau acidul oxalilacetic, sub actiunea fosfoenol-piruvat-carboxikinazei,
este transformat in fosfoenolpiruvat. Reactia utilizeaza guanozin-trifosfatul (GTP) ca sursa de fosfat:

Oxaloacetat + GTP _MgZ" Fosfoenolpiruvat + CO, + GDP

Tn acest caz se poate rescrie transformarea piruvatului in fosfoenolpiruvat:
Piruvat + ATP + GTP <— Fosfoenolpiruvat + ADP + GDP + P,

Se consuma astfel, in reactia globala, doud molecule bogate in energie, una de ATP si alta de GTP,
care Insumeaza —30,5 kJ, energie suficienta transformarii piruvatului n fosfoenolpiruvat.

2.Cea de-a doua reactie din secventa glicolitica, in directia gluconeogenezei ce trebuie ocolitd este
fosforilarea fructozo-6-fosfatului sub actiunea fosfofructokinazei. La sinteza glucozei, aceastd reactie
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ireversibilad este inlocuitd cu difosfofructozo-fosfataza, cunoscuti si ca fructozo-bifosfatazi. Ea catalizeaza
hidroliza completa a grupei 1-fosfat cu formarea de fructozo-6-fosfatului:

Fructozo-1,6-difosfat + H,O —— Fructozo-6-fosfat + P, AG° =-16,3 kJ

Urmeaza o reactie reversibild catalizata de fosfohexoizomeraza:
Fructozo-6-fosfat —— Glucozo-6-fosfat

Glucozo-6-fosfatul poate lua parte la numeroase reactii in organism. In ficat se transforma in
glucoza libera care ajunge in sange. Nu participd insd o hexokinaza, ci glucozo-6-fosfataza, care

catalizeaza urmatoarea reactie hidrolitica ireversibila:

Glucozo-6-fosfat + H,O —> Glucoza + P, AG°® =-13,8 kJ

Aceste enzime se afla in reticulul endoplasmatic din celulele ficatului vertebratelor si servesc in
biochimie drept enzime conducédtoare pentru astfel de structuri. Glucozo-6-fosfataza nu se gaseste in
muschi si creier, de aceea aceste organe nu pot elibera in sdnge glucoza libera.

Reactia globald de formare a glucozei din piruvat este urmatoarea:

2CH;COCOOH + 4ATP + 2GTP + 2NADH + 2H" + 6H,0 —> Glucoza + 2NAD™ + 4ADP + 2GDP + 6P,

Pentru fiecare molecula de glucoza se utilizeaza 6 legaturi fosfat bogate in energie si 2 molecule de
NADH ca reducitori. Este limpede ca aceasta serie de reactii nu reprezinta pur si simplu opusul reactiei de

formare a piruvatului din glucoza:

Glucoza + 2ADP + 2P, + 2NAD* —— 2CH;COCOOH + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

Reglarea formirii din piruvat a glucozo-6-fosfatului Prima treapta este catalizatd de piruvat-
carboxilaza, o enzima alosterica, ce este catalizata de acetil CoA. Reactia va fi deci favorizata de un exces
mitocondrial de acetil CoA.

Al doilea punct de control al acestei cai metabolice il constituie reactia catalizata de
difosfofructozo-fosfataza, ce este impiedicata de AMP si stimulatda de ATP. Se face deci un control prin
combustibilul acetil CoA si de asemenea prin ATP.
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Glicogen\
< UDP-glucoza

G.P
\Ll uTe GlP = Glucozo-1-fosfat
m 1\ GgP = Glucozo-6-fosfat
Glucoza G6P 6" ~
\M\ F6P = Fructozo-6-fosfat
o F6P Pa FDP = Frlfcto'zo-d|f0§fatul
G3P = Glicerinaldehid-3-fosfat
ATP o )
FDP DHAP = Dihidroxiaceton-fosfat
3PG = Acid 3-fosfo-gliceric
‘H\ 2PG = Acid 2-fosfo-gliceric
G3P (DHAP) Pa = fosfat anorganic = H;PO,
i) UTP = Acid uridin 5-trifosforic
3PG ATP = Acid adenozin 5'-trifosforic
M\ GTP = Acid guanozin-5'-trifosforic
2PG NAD™ = Nicotinamidadenindinu-
cleotid fosfat oxidat
Fosfoenolpiruvat GTP

c O2Oxaloacetat

ADP

Mitocondria

Piruvat

Reactia ocolitoare in sinteza glucozei si glicogenului din piruvat

Sinteza glicogenului si a amidonului

Glucozo-6-fosfatul este utilizat atat la obtinerea glucozei libere din sange cat si la sinteza glicogenului si a
amidonului. Sub influenta fosfoglucomutazei, acest compus se transforma in glucozo-1-fosfat:

Glucozo-6-fosfat —— Glucozo-1-fosfat AGO = +7,27 kJ

Desi glicogenfosforilaza “in vitro” transforma glucozo-1-fosfatul in glicogen, in celuld, aceasta
catalizeaza numai scindarea glicogenului la glucozo-1-fosfat.

Aceasta serveste ca purtator de molecule de zaharid. La sinteza glicogenului In organismul animal,
glucozo-1-fosfatul reactioneaza cu uridintrifosfatul (UTP) cu formarea uridin-difosfat-glucozei (UDP-
glucoza) sub influenta enzimei UDP-glucozo-pirofosforilazei :

a-D-Glucozo-1-fosfat + UTP =——= UDP-Glucoza + PP,
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in a doua etapa, UDP-glucoza este transportati la capatul reducitor al unui rest de glucoza din
lantul amilazei. Se formeaza astfel o legaturd a(l—4) glicozidica intre atomul C; al restului glicozil
transportat §i grupa hidroxil din pozitia 4 a restului terminal al lantului amilazic. Reactia este catalizatd de
glicogen-sintetaza:
UDP-glucoza + (Glucoza), —— UDP + (Glucoza), ,,

Echilibrul acestor ultime trei reactii este puternic favorizat in directia sintezei glicogenului. Sinteza
glicogenului necesitad insa ca “starter” un lant de cel putin 4 resturi de glucoza. Enzima devine mai activa
atunci cand lantul de plecare este mai lung. Formarea si descompunerea glicogenului este reglatd si
coordonatd hormonal.

Glicogen-sintetaza nu poate realiza legituri a(1—6) in punctele nodale ale glicogenului. in
celulele animalelor se afla enzima amilo(1,4—1,6)transglicolaza (“glycogen-branching enzyme”) capabila
sd catalizeze transferul unui fragment terminal de oligozaharid cu 6-7 resturi de glucoza de la un capat al
lantului principal la grupa 6-hidroxil al altui rest de glucoza al aceluiasi lant de glicogen sau al altuia.

In plante, sub actiunea amilaz-sintetazei are loc sinteza amidonului printr-un proces metabolic
similar. Totusi, in cele mai multe plante, donorul de glucoza este ADP-glucoza (ADPG) in locul UDP-
glucozei (UDPG).

Cursnr. 6
Ciclul acidului tricarboxilic (ciclul Krebs)

Rolul ciclului acidului citric (ciclul Krebs, ciclul acizilor tricarboxilici) Tn metabolismul eucariotelor
(plante si animale) este acela de a furniza combustibilul necesar respiratiei, adica atomi de hidrogen sub
formd de NADH+H" si FADH,. Acesta, la rAndul siu, sub formi de nucleotide reduse (NADH si FADHS,)
este consumat (“ars”) in prezenta oxigenului molecular, la nivelul citocromilor, cu eliberare de energie care
se iTnmagazineaza sub forma de molecule de ATP.

Tntr-o prima etapa, intre acidul oxalilacetic si acetil-coenzima A are loc o reactie de condensare la
care participa grupa CHjz a acetilului si in care se formeaza acid citric.
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11 ATP

Sinteza de ATP in mitocondrie

Succesiunea de reactii incepe cu formarea acidului citric din acetil coenzima A si acidul
oxalilacetic si se termind cu acidul oxalilacetic. In ciclul Krebs sau ciclul acidului tricarboxilic se
elibereaza 2CO, si 8[H] si se consuma 2H,0. Reactia globald simplificatd a ciclului ar putea fi scrisa
astfel:

CH3COOH + 2H,0 —>2C0, + 8[H]

Deoarece dintr-o molecula de glucoza rezulta doua molecule de acid piruvic, din ciclul acidului
citric rezulta 32 legaturi bogate in energie. In plus, din prima fazi a procesului oxidativ mai rezultd alte opt
legaturi bogate in energie. Intregul proces de oxidare a unei molecule de glucoza (sub forma de glicogen)
di nastere la 40 legituri bogate in energie, cu un continut de 460 kcal, utilizabile pentru sinteze. In
procesul oxidativ se produce deci incomparabil mai multa energie decat in procesul anaerob.

In ciclul acizilor tricarboxilici are loc oxidarea completd a acetil coenzimei A. Reactiile au loc in
mitocondrii, unde se mai gasesc complexul multienzimatic de dehidrogenare a piruvatului si cel de B-
oxidare a acizilor grasi, care produc acetil coenzima A. Rolul principal al ciclului Krebs este producerea
echivalentilor de FADH, si NADH + H", deci a combustibilului pentru formarea de ATP prin oxidare lor
in lantul transportor de electroni. Si acest transport de electroni are loc numai in mitocondrie.

Prin arderea completa a glucozei in bomba calorimetrica se degaja (—AH) 674 kcal/mol. Variatia
entropiei (TAS din ecuatia: AG = AH—TAS) este de circa 12 kcal, asa incat descresterea totald a entalpiei
libere (—AG) este de 686 kcal. Dintre acestea se pot recupera, in oxidarea biochimica a glucozei, circa
67%, intr-o forma utilizabila pentru a produce un lucru mecanic sau sinteze chimice endoergice.
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Ciclul acidului citric (ciclul Krebs)

Enzimele implicate sunt influentate de catre produsii care se formeaza (feed back negativ) sau de

catre reactantii care participd la intregul ciclu de reactii. Astfel, existenta in mitocondrie, a unei cantitati
sporite de acetilcoenzimda A, va determina inhibarea transformdrii acidului piruvic in acetilcoenzima
A (schema urmatore). Existd un raport molar intre ATP si ADP. Cand creste concentratia de ADP, se
consuma acid izocitric in proportie mai mare, astfel incat feed back-ul este pozitiv. Totusi, prezenta ATP
sau a GTP, molecule macroergice, determind scaderea vitezei de reactie in ciclul Krebs. La fel, daca exista

in mitocondrie suficient acid oxalilactic, acidul succinic nu va trece in acid fumaric, reactia fiind inhibata.

ATP (-)
ADP (+)
Acid a-cetoglutaric

CH,COCOOH (=), R
AC d r c e mEEA oMo ..

i Pl UV| ................................... Succ|n|| CoA
Acid )
oxalil-
acetic™\ Acid Acid Acid

: malic fumaric. 4  succinic GTP-
.......................... )

Reglaje in ciclul Krebs
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Interesant este sa se urmareascd energetica intregului proces. Astfel, prima reactie este exergonica, cu AG®°
= -7,5 kcal/mol, ceea ce determind deplasarea echilibrului spre dreapta. Dar dacid se aduna toate efectele
energetice se observa o valoare totala a AG® = -9,0 kcal/mol, ceea ce permite desfasurarea intregului
proces (ciclu de reactii termodinamic posibil).

Etapa Reactia Enzima AG°® kcal/mol
1. Acetil CoA + oxaloacetat + H,0O — Citrat + CoA + H" Citrat sintetaza -75
2. Citrat — cis-aconitat + H,O Aconitaza +20
3. cis-Aconitat + H,O — izocitrat Aconitaza -0,5
4. Izocitrat + NAD" — a-cetoglutarat + CO, + NADH Izocitrat dehidrogenaza -20
5. a-Cetoglutarat + NAD" + CoA — Complexul a-cetoglutarat 72
Succinil CoA + CO, + NADH dehidrogenazei

6. Succinil CoA + H3;PO, + GDP — Succinat + CoA + GTP  Succinil CoA sintetaza -0,8
7. Succinat + FAD — Fumarat + FADH, Succinat dehidrogenaza 0
8. Fumarat + H,O — L-Malat Fumaraza -0,9
9. L -Malat + NAD" — Oxaloacetat + NADH + H" Malat dehidrogenazi +7,1

Nota : Toate reactiile sunt reversibile.

Acizii citric, a-cetoglutaric, fumaric si malic sunt componentele normale ale tuturor celulelor vii. Oxidarea
finald a hidratilor de carbon, in toate celulele vii, decurge prin acest mecanism. Unii dintre intermediarii
ciclului lui Krebs se transforma in grasimi si in aminoacizi sau se formeaza din aminoacizi naturali, ca
alanina, acidul asparagic si acidul glutamic.

Lantul respirator

H. Wieland a postulat ca activarea atomilor de hidrogen este procesul de bazda implicat in oxidarea
biologica si cad nu este nevoie de oxigen molecular sa fie activat pentru a reactiona cu hidrogenii activati de
catre dehidrogenaze. In 1913, Otto Warburg a descoperit cd anionul CN™ 1n concentratii reduse inhiba
aproape total consumul de oxigen al tesuturilor, deoarece acesta nu inhiba dehidrogenazele, insa formeaza
complecsi foarte stabili cu fierul, de tipul fericianurii. Szent-Gyorgyi a postulat ca flavoproteinele au rol de
transport de electroni intre dehidrogenaze si citocromii care contin fier. S-a reconstituit in vitro segmentele
lantului transportor de electroni cu ajutorul componentelor purificate.

Secventa de reactii este bine precizati. NADH+H" este forma sub care electronii sunt colectati de
la diferitele substrate, cu ajutorul dehidrogenazelor NAD"-dependente. Acesti electroni sunt trecuti pe
lantul respirator prin intermediul flavoproteinelor (NADH-dehidrogenaze). Pe de alta parte, alte substrate
ale respiratiei sunt dehidrogenate de dehidrogenazele flavin-dependente, cum sunt succinat dehidrogenaza
si acil-CoA dehidrogenaza, care trimit electroni in lan{ prin intermediul ubichinonei (chinone care se
gasesc 1n toate celulele vii, cum ar fi coenzima Q10, necesara bunei functionari a organismului nostru).

Astfel, NAD" si ubichinona servesc la colectarea echivalentilor reducitori de la substrate ale
respiratiei, oxidate de dehidrogenaze piridin- si, respectiv, flavin-dependente.

Dovezi experimentale cum ar fi concordanta cu valorile potentialelor standard de oxido-reducere
ale diferitilor transportori de electroni, care devin mai pozitive pe masura ce electronii trec de la substrat la
oxigen confirma secventa de reactii de la NAD la oxigen. De asemenea, in vitro s-a aratat ca NADH poate
reduce NADH-dehidrogenaza, dar nu poate reduce direct citocromii b si ¢ sau citocromul aas. In mod
asemanator, NADH-dehidrogenaza redusa nu poate reactiona.
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Cursnr.7
Fotosinteza
Reactii la lumina si la intuneric
Fotosinteza Tn plantele verzi se petrece in 2 etape: la lumind, dependentd de energia luminoasa si la
intuneric. In prima fazi, energia luminoasi este absorbita de citre clorofila. In aceasti faza se produce O,
si doud produse bogate in energie: ATP si reducitorul NADPH. In faza de intuneric, moleculele de ATP si
NADPH sunt utilizate pentru obtinerea glucozei si a altor produsi organici. Formarea O si reducerea CO,
sunt deci doua procese diferite si bine delimitate.
Fotosinteza — faza la lumina
Asimilatia bioxidului de carbon realizata de cétre plantele verzi, sub influenta luminii, este singura reactie
din natura in care iau nastere substante organice din cele anorganice. Produsul principal al fotosintezei este
glucoza din care se formeaza amidonul, alaturi de grasimi si de proteine.

Atat procariotele, cat si eucariotele sunt capabile sa realizeze fotosinteza. Plantele verzi superioare,
algele verzi, brune sau rosii multicelulare, precum si unele organisme unicelulare cum ar fi euglenoidele
sunt fotosintetizante. Dintre procariote, algele verzi-albastre, bacteriile verzi si cele purpurii realizeaza
fotosinteza. Mai mult de jumatate din reactiile fotosintetice se petrec in organismele unicelulare, in special
n alge.

Fotosinteza decurge prin intermediul pigmentilor clorofila a (albastra-verde), clorofila b (galben-
verde) si carotinoidele (carotine portocalii si xantofile galbene). Acest sistem de pigmenti se aflad in
cloroplaste, care sunt niste corpusculi de forma alungitd din celulele frunzelor verzi. Energia luminoasa
absorbitd de un pigment poate fi transmisa altui pigment din cloroplasta. Prin acest mecanism se largeste
regiunea spectralda utilizabild in fotosinteza. Clorofila a transmite apoi energia radiantd absorbita,
sistemului chimic.

Algele si bacteriile fotosintetizante contin insd coloranti purpurii, rosii sau bruni. In celulele
organismelor fotosintetizante se mai pot gasi si alte clase de coloranti capabili sd absoarba lumina. Dintre

acesti pigmenti auxiliari pot fi amintite carotinoidele galbene si ficobilinele rosii sau albastre.

Ecuatia fotosintezei
In afara bacteriilor, organismele fotosintetizante utilizeaza apa ca donor de electroni, respectiv de hidrogen.
CO, sau alt acceptor de electroni se vor reduce. Ca urmare, se produce O, molecular (ce provine din apd).
Reactia globala ar fi:

nH,0 +nCO, —> (CH,0). + nO,

unde, cel mai adesea, n = 6, produsul fotosintezei fiind o hexoza.

Bacteriile fotosintetizante nu produc si nu consuma O,, deoarece sunt strict anaerobe, pentru care
0, este toxic. In locul apei, folosesc ca donori de electroni compusi anorganici de tipul H,S sau organici,
cum ar fi acidul lactic si izopropanolul. Astfel, bacteriile sulfuroase verzi folosesc H,S conform ecuatiei:

hv
Procesul fotosintetic este asemandtor la plante si la bacterii, in ciuda deosebirii n ceea ce priveste
donorul de electroni:

2H,D + CO, _hv (CH,0) + H,0 + 2D

n care H,D este donorul de hidrogen, iar D este forma sa oxidata. H,D = H,0; H,S; izopropanol etc.
Cu H,0 avand oxigenul marcat, s-a demonstrat ca oxigenul eliberat provine din apa.

' v
hv
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Fotosinteza la plantele verzi superioare; sistemul fotosintetic intracelular.
Aparatul fotosintetizator din plantele verzi superioare este localizat in cloroplaste. Acestea sunt de obicei
mult mai mari decat mitocondriile (1-10 um diametru). Au forma sferica sau lenticulara si sunt inconjurate
de o membrana simpla, continud si fragila la partea exterioara. Membrana interioara formeaza vezicule
care sunt stivuite Tn cloroplaste. Aceste stive se numesc grana. Grana contin pigmentii cloroplastelor si
enzimele pentru reactiile primare dependente de lumina.

H,C=CH CH,

T2
¢H,  coocH,
0=C—0 —CHz—CH=C|2—CH2—CH2—CH2—H(]:
CH, CH,
Clorofila a
Obtinerea moleculelor in stare excitata. Lumina alba contine radiatiile electromagnetice cu lungimea de
undd A cuprinsd intre 400 si 700 nm. hv se numeste cuantd, fiind cea mai micad particold de energie
luminoasi; h este constanta lui Plank (h = 6,6262 x 10*Js) si v = frecventa radiatiei. 1 Echivalent de
substanti corespunde la E=L-h-v = 1 einstein (L = N = nr. Avogadro = 6,023 - 10%).
Capacitatea unei substante de a absorbi lumina depinde de structura sa atomicd, in special de
aranjarea electronilor Tn jurul nucleului. Electronii care primesc energie luminoasa trec intr-o stare excitata,
fiind promovati pe un nivel energetic superior. Sunt absorbiti numai fotonii cu o anumita lungime de unda.

Absorbtia se face pe principiul “totul sau nimic”, de unde si denumirea de cuantd pentru energia fotonica.

Clorofila
Se cunosc doua tipuri de clorofila: clorofila a pe de o parte si clorofilele b, ¢, d pe de alta parte. Clorofila a
se gaseste in toate celulele plantelor superioare. Cel de-al doilea tip de clorofild, clorofila b,c sau d se afla,
alaturi de clorofila a, numai in celulele capabile sa elibereze oxigen. Astfel, clorofila b se gaseste in
plantele verzi, clorofila ¢ in algele brune, diatomee si dinoflagelate, clorofila d 1n algele rosii.
Molecula de clorofila contine 4 inele pirolice substituite, ordonate ntr-o structura macrociclica, in
care cei 4 atomi de azot leagd un atom de magneziu la mijlocul lor. Este un complex planar extrem de
stabil. Molecula mai poseda o catena laterala terpenoida, hidrofoba, ce consta dintr-un rest alcoolic numit
fitol esterificat cu restul de acid propionic de la inelul 1V.
Reactia Hill si transportul de electroni fotoindus In 1937, R. Hill a ficut legitura dintre absorbtia
luminii si fluxul de electroni. Acesta a aratat ca formarea oxigenului sub influenta luminii are loc chiar si
in preparatele acelulare. lluminarea anumitor cloroplaste conduce la eliberarea O, cu reducerea
concomitentd a receptorului de electroni:

hv
2H,0 + 2A———> 2AH,;+ 0,

Drept acceptori de electroni pot fi si unii coloranti artificiali. S-a mai descoperit ca CO, nici nu
este necesar, nici nu se acumuleaza intr-o forma stabild, in aceasta faza. Reducerea CO,; si formarea O,
sunt independente. Ecuatia de mai sus se mai numeste si reactia Hill, iar acceptorul A sintetic, reactiv Hill.

Mai tarziu s-a gasit ca NADP joaca rolul de acceptor biologic de electroni in plantele verzi:
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2H,0 + 2NADP*—Y_5 NADPH + 2H* + 0,

Aceasta inseamnd ci energia luminoasi provoacd un flux de electroni de la apa la NADP”, cu
formarea simultana a oxigenului.

Cand o molecula de clorofild absoarbe energia luminoasd, o parte din electronii sai ajung pe un
nivel energetic foarte Tnalt in asa fel Incat se atinge un potential reducator negativ mare, mai mare decat cel
al NADPH. Acesti electroni energizati nu mai revin in starea fundamentald. Ei parasesc mai degraba
molecula de clorofila si trec in componentele lantului transportor de electroni.

Acest lanf serveste la dirijarea electronilor bogati in energie de la clorofild spre NADP™ care este
astfel redus la NADPH. Acest flux de electroni de la clorofila la acceptor se numeste transportul electronic
al fotosintezei. Reducerea acceptorului se numeste si fotoreducere.

Pe misuri ce electronii apei sunt trimisi prin “golurile” electronice ale clorofilei pAnd la NADP”,
alte molecule de apa sunt introduse in reactie.

PE.,V Pa3o
- 0.6 T i ® P.E., V = Potentialul de
€ - electrod, volt
_04- NADPH /%re_ € NADPH = Nicotinamid-
0" doxina dinucleotidul,
-0.2 1 Reductaza redus
NADP™* ] 5,
0.0- Te
ADP
+ 02 1 : 7
ATP\) g/O
_ O™ Plasto-
+04 hv P200 = asto

+ 0.6

O%  Citbsgz chinona
o0& Citf ¢ )
Plastocianina €

+ 0.8 1

+1.0-

Fluxul de electroni in fotosinteza

Pe misuri ce electronii din apa sunt activati pentru reducerea NADP"* la NADPH, alti electroni vor
fi “ciocniti” de catre fotonii care sunt absorbifi de sistem. Fotofosforilarea ADP la ATP este legata de
transportul de electroni, care, la randul sau, este cuplat cu ambele fotosisteme.

Fluxul electronic si fosforilarea

In 1957, Arnon D. si colab. au descoperit ci fluxul de electroni din preparatele din cloroplaste izolate este
cuplat cu formarea de ATP din ADP si fosfat. Ei au aratat ca aceasta fotofosforilare utilizeaza energia
luminoasi absorbitd de clorofila. Fiecare pereche de electroni care trec de la H,O la NADP" conduce la
formarea a doud molecule de ATP.

H,0 + A+ 2P, + 2ADP — WV o AH, +1/20, + 2ATP + 2H,0

in care A este acceptorul de electroni si AH, forma sa redusa.

Fotoreactii in fotosinteza

Cloroplastele contin doua tipuri de clorofila. In fotosinteza realizati de unele bacterii participi numai un
tip de clorofild, nsd nu se elibereaza oxigen. Plantele verzi au o mai mare eficientd fotosinteticd deoarece
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utilizeaza diferite lungimi de unda, intre 600 si 700 nm. S-a constatat ca plantele verzi poseda doua
fotosisteme. Fotosistemul I este activat de lumina cu lungimea de undd de 700 nm face parte dintr-un
centru de reactie ce contine mai multa clorofild a decat b si care nu dezvolta O,. Fotosistemul |1 este activat
de lungimi de unda mai mici este responsabil de producerea O,. El utilizeaza clorofila b,c,d si pigmentii
auxiliari. Celulele producatoare de O, poseda ambele sisteme, in timp ce bacteriile ce nu pot elibera O, au
numai fotosistemul 1.

Legatura dintre cele doua fotosisteme
Cele doua fotosisteme (I si II) sunt legate intre ele.

.P430 = Cale de legat t
- = Cale de legatura (sunt) 0 n=6-10
H.C
3 (I: H 3
e -
H,C” (CH,-CH=C-CH,)H
Te‘ 0]
Plastochinona
ADP™._
ATP 20 Plasto-
\) O / ch?r:gona
hv P100 0Z Cit bggg
<~ Plastocianina

Transport de electroni fotoindus, ciclic,
la care este cuplata fosforilarea

Fotosistemul I ofera electronii sdi in stare excitatd care, prin intermediul unui lant de purtatori de
electroni, ajung la NADP" care va fi redus. Fotosistemul 1 va fi astfel golit de electroni si trebuie
reincarcat. Acesti electroni pot fi luati de la apa prin intermediul fotosistemului II si lantului transportor de
electroni.

La iluminarea fotosistemului II unii dintre electronii sdi vor fi ridicati pe un nivel bogat 1n energie
si vor “zbura” prin lantul de transportori de electroni pand la fotosistemul 1. Se reface astfel starea
reducatoare a acestui sistem. Refacerea starii reduse a fotosistemului II se realizeaza prin eliberarea O, din
apa. Aceste reactii pot fi redate astfel:

H,0 + NADP* + 2P + 2ADP——51/20, + NADPH + H* + 2ATP + 2H,0

Molecula de H,O din stinga functioneaza ca donor de electroni. Cele doud molecule din membrul
drept provin din ADP si fosfat.

Fluxul ciclic de electroni si fotofosforilarea ciclica
Acest flux ciclic de electroni a fost pus 1n evidentd prin fosforilarea ADP la ATP, in absenta acceptorilor
de electroni. Pentru fosforilarea ADP este necesard energia luminoasd. Dacd aceastd energie este
inmagazinata in NADP”, atunci electronii fotosistemului I se transforma in ATP. Acesta este un flux ciclic
fotoindus.

Desi nu este posibil sd se masoare direct fluxul de electroni, se poate masura ATP format si, prin
aceasta, fotofosforilarea ciclica. Procesul poate fi inhibat de catre inhibitori ai transferului de electroni. Se
poate astfel scrie:
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Py + ADP—M_> ATP + 1,0

Se acceptd cd fluxul ciclic de electroni si fotofosforilarea ciclica au loc atunci cénd celulele
vegetale sunt bogate in forme reduse de substante, de tipul NADPH, dar au inca nevoie de ATP pentru
metabolism. Procesul se aseamana cu fosforilarea oxidativa (Formarea de ATP in tesuturile animale).

Transportori de electroni
La transportul electronilor de la fotosistemul | la NADP™ iau parte cel putin trei purtitori de electroni.
Primul este colorantul numit Py, care poseda o banda de absorbtie la 700 nm.

Cel de-al doilea transportor este feredoxina, o proteind neheminicd, asemanitoare cu proteina
neheminica din mitocondrii. Feredoxina din spanac are M = 10 700. Contine 2 atomi de fier, legati specific
de 2 atomi de sulf. Prin acidularea feredoxinei se elibereaza H,S. Feredoxina se poate reduce printr-o
reactie unielectronici si se reoxideazi din nou. Feredoxina nu poate reduce direct NADP". Fira actiunea
unei flavoproteine, Feredoxin-NADP-Oxidoreductaza, care a putut fi izolatd din cloroplastele de spanac.

+ Oxidoreductaza +
2Fdred +2H" + NADPOX 2Fd0x + NADPH + H

Prin Fd a fost simbolizata feredoxina.

La transportul electronilor de la fotosistemul |1 la fotosistemul I participa mai multi transportori de
electroni. Primul este o moleculd putin cercetatd, numita “Z”. Forma redusd a moleculei Z trimite electronii
mai departe la plastochinond, aseméanatoare ca structura cu ubichinona mitocondriala.

De la plastochinona, electronii sunt transportati la un citocrom de tip b i, mai departe la unul de
tip f (f de la frunzi) care este aseminator cu citocromul ¢ din mitocondrie. In continuare, electronii ajung la
plastocianind, o cupru-proteina de culoare albastra. In sfarsit, plastocianina umple golurile de electroni din

I:,700-

Cursnr. 8
Fotosinteza — faza la intuneric
Reducerea CO, are loc la intuneric, dupa ecuatia:

6CO, + 12NADPH + 12H* + 18ATP + 12 H,O —
—> CgH,0q + 12NADP* + 18ADP + 18P,
Sunt necesare 18 molecule de ATP si 12 de NADPH pentru a reduce 6 molecule de CO,. Tn timpul
transportului de electroni, se formeazi insi 24 molecule de ATP si 12 de NADPH+H™
48hv + 12H,0 + 12NADP* + 24 P, + 24ADP —>
—> 60, + 12NADPH + 12H" + 24ATP + 12H,0
Se formeaza o cantitate mai mare de ATP decét este necesar reducerii CO, Tn faza de intuneric.
Cloroplastele sau fragmentele de cloroplaste, suspendate in apa si expuse luminii, nu reduc
bioxidul de carbon, ci numai substante mai usor reductibile, cum sunt ionul feric, chinona si unii coloranti;

se degajd cu aceasti ocazie o cantitate echivalentid de oxigen. S-a dovedit cu '®O ca oxigenul degajat
provine din apa.

lumina
H,0 + NAD* ———= + 4
2 cloroplaste. VADHHH" +7%2.O;

dehidrogenaza
lactica (LDH)

CH;-CO-COOH + NADH+H* CH;-CHOH-COOH + NAD*

43



Acidul piruvic poate suferi si o carboxilare hidrogenanta fotochimica, cu formare de acid malic:

lumina
H,O
,0 + NAD W NADH + 1/202

malic-
CH;-CO-COOH + NADH + Cozm HOOC-CH,-CHOH-COOH + NAD

Din aceste ecuatii se observa ca, in cloroplaste, pe langa clorofile si sesibilizatori fotochimici, se
afla si sistemul enzimatic al dehidrogenazelor, care pot realiza reactii de reducere complexe.

In vitro s-a realizat sinteza unei hexoze, din acid fosfogliceric cu sistemul cloroplaste-NADPH.
Pentru realizarea acestei sinteze nu a fost suficienta prezenta hidrogenului la un potential chimic ridicat
(sub forma de NADPH, format fotochimic), ci de energia din doua legaturi bogate in energie ale acidului
adenozin-trifosforic:

2 H,0 + Acid fosfogliceric + 2 ATP lumina

- 1,6-Difosfat de fructoza + 2 ADP + 2 H,PO, + O,

Acidul adenozin-trifosforic se regenereaza in cursul fotosintezei, printr-o reactie de oxidare, ce
decurge paralel cu reducerile. Prin aceasta, se pierde aproximativ 2/3 din hidrogenul legat ca NADH in
cursul reactiei fotochimice, insa se formeaza, printr-o reactie la intuneric, doua legéturi de fosfat bogate n
energie, ce servesc in sinteze ulterioare. Reactia de formare a acidului adenozin-trifosforic ATP are loc
numai in prezenta unor enzime conginute in mitocondriile celulelor din frunzele verzi. Prin incubarea de
cloroplaste, mitocondrii, NAD", fosfat anorganic si ADP s-a realizat sinteza fotochimici a molecule de
ATP.

lumina
H,0 + —_—
20+ NAD cloroplaste NADH +1/20,

NADH + 1/20, + 3 HPO, + 3 ADP —MIOCONAL _ \jApy 1 1y 54+ 3 ATP

Un terci de frunze de spanac poate cataliza, la Tntuneric, transformarea bioxidului de carbon in
hidrati de carbon, daci sunt prezenti fosfatul de ribozi, acidul adenozin-trifosforic si NADH + H*. Lumina
are rolul de a produce NADH si ATP (acid adenozin-trifosforic). Sinteza unui hidrat de carbon din bioxid
de carbon si apa este o reactie endoergica. Energia necesara este furnizatd de lumind. Energia ce se
elibereaza la arderea completd a unui mol de glucoza este de 686 kcal. Rezulta deci cd pentru asimilarea
unui mol de bioxid de carbon ar fi de 686/6 = 114,3 kcal.

Prima reactie in sinteza glucozei la intuneric este carboxilarea difosfatului de ribulozi, reactie
catalizata de carboxidismutaza, care conduce la un acid B-cetonic ramificat, 2-carboxi-3-cetopentozo-
difosfat. Acesta se rupe hidrolitic in doud molecule de acid 3-fosfo-D-gliceric, un intermediar al
fermentatiei si glicolizei. Acest compus suferd in continuare transformadri in sens invers celor urmate in
fermentatie si glicoliza, ajungand la 1,6-difosfatul de fructoza. Procesele mentionate sunt consumatoare de
energie si au nevoie de hidrogenul provenit din descompunerea fotochimici a apei, de NADP*
(codehidraza II) si acid adenozin-trifosforic (ATP).

In continuare, acidul 3-fosfogliceric se transforma in 1,6-fructozo-difosfat pe cale asemanatoare cu
gluconeogeneza.
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(|§H20PO3H2 CH,0PO;H, COOH CI:HZOP03H2 CI:HZOPOBHZ
c=0 =
£=0 HOOC-C-O 2 HC-OH I [°
+CO +H,0 | CH,0H HO-C-H
HCOH _ 72 c=0 23 CH.OPO.H 2 |
| i ~— > H-C-OH
HCOH HCOH I
| H-C-OH
CH,0PO;H, CH,OPO,H, CHO
1,5-Difosfat 2-Carboxi-ribulozo- ___red. y (|: on CH,0PO;H,
de ribuloz difosfat ) 1,6-Difosfat
CH,0PO,H, de fructozd

Mecanismul sintezei glucozei la algele verzi a fost stabilit de M. Calvin si colab., prin utilizarea
YCO,. Iluminarea scurtd, de cateva secunde, a algelor folosite n experimente a fost urmata de uciderea
plantelor, extragerea produsilor rezultati si separarea lor cromatografica. Primul compus marcat care apare
n procesul fotosintezei este acidul 3-fosfogliceric. Reactia este catalizata de ribulozo-difosfat-carboxilaza.

2" -
(H0P0s GH,0PO; COoO™
C=0 I
HC-OH
MCOpHG-OH  +Hy0 L+ HG-OH
2 14 | .
| co0 CH,OPO?
HCll—OH 2 3
CH,OPO3}
Ribulozo-1,5-difosfat 3-fosfoglicerat (2 molecule)

Prima reactie chimica la intuneric din ciclul fotosintezei

Enzima are M = 550.000 si se giseste in cantitate mare in celule, reprezentand aprox 15 % din proteina
totala a cloroplastelor.

In ciclul de reactii de fotosinteza faza la intuneric, importanti sunt difosfatul de ribuloza si cel de
sedoheptuloza. Acesti difosfati de aldoze si cetoze se condenseaza si se decondenseaza aldolic prin
echilibre de tipul C;+ C3 = 2Cs sau C3 + Cg = C4 + Cs (cf. Schemei Reactiile fotosintezei).

6CO, + 6 Ribulozo-1,5-difosfat —— 12 x 3-Fosfoglicerat
12 x 3-fosfoglicerat + 12ATP —— 12 x 1,3-difosfoglicerat

12 x 1,3-difosfoglicerat + 12NADPH + 12H* — 12Glicerinaldehid-3-fosfat + 122NADP*
5Glicerinaldehid-3-fosfat —s 5Dihidroxiacetonfosfat

. 3Glicerinaldehid-3-fosfat + 3Dihidroxiacetonfosfat— 3Fructozo-1,6-difosfat

. 3Fructozo-1,6-difosfat—— 3Fructozo-6-fosfat + 3Pa

. Fructozo-6-fosfat—— Glucozo-6-fosfat

. Glucozo-6-fosfat—— Glucoza + Pa

. 2Fructozo-6-fosfat + 2Glicerinaldehid-3-fosfat_transcetolaza . 10z0-5-fosfat + 2Eritrozo-4-fosfat

. 2Eritrozo-4-fosfat + 2Dihidroxiacetonfosfat __aldolaza Sedoheptulozo-1,7-difosfat
. 2Sedoheptulozo-1,7-difosfat fosfataza

—228 2Sedoheptulozo-7-fosfat + 2Pa
12.

2Sedoheptulozo-7-fosfat + 2Glicerinaldehid-3-fosfat transcetolaza , i 1-0.5_fosfat + 2Xilulozo-5-fosfat
13. 2Ribozo-5-fosfat 120Meraza  sRihylozo-5-fosfat

14. 4Xilulozo-5-fosfat epimel’azaa 4Ribulozo-5-fosfat
15. 6Ribulozo-5-fosfat + 6ATP fosforibulokinaza

e =
[N =)

6Ribulozo-1,5-difosfat + 6ADP
Reactiile fotosintezei

Daca se considera cea de-a doua faza, a reducerii CO; la intuneric, se poate scrie ecuatia:

6CO, + 12NADPH + 12H* + 18ATP + 12 H,0 — CH,,0¢ + 12NADP™ + 18ADP + 18P,
Sunt asadar necesare 18 molecule de ATP si 12 de NADPH pentru a reduce 6 molecule de CO..
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Reddm si schema furnizatdi de CD Nenitescu, cel care priveste aspectele sintezei chimice a
glucozei.

hv * 0
" Clorofila——s> Clorofila /> 2

NAD + O, + ADP
H,O P H;PO, + enzime
[H]
€O, AT o
CH,OPO3H, Fosfafi de trioze
Carboxi- oL o1 HO ?OOH y,  CHO ICHZOPOSH2
dismutaza cl: . — sHCOH H(|3-OH - lC:O
= I
CH,OPO.H
(|: zo 3H; H(:: oH CH,OPO4H, CH,OPO,H, CH,OH
N CH,OPOH, \ CH,OPOH
PASAS L
H(|:OH 2-Carboxi-ribulozo- Transcetolaza [
HCOH difosfat <|3 =0
| HO-C-H
CH,OPO,H, Lo
1,5-Difosfat <|3HZOP03H2
de ribulozg CH=0 C=0 H-(lt-OH
H-C-OH HO-}Z-H CH,0PO4H,
H-C-OH H-C-OH l,G'DifOSfat
de fructozg
H-Cl-OH H-(|3-OH
CH,0PO,H, H-C-OH
Ribozd CH,0PO,H,
(fosfat)
1,6-Difosfat
de sedoheptuloz¥
Transcetolaza Zaharuri
Proteine
Grasimi

Schema generala a fotosintezei

in timpul transportului de electroni, se formeaza insi 24 molecule de ATP si 12 de NADPH:
48hv + 12H,0 + 12NADP* + 24 P, + 24ADP—> 60, + 12NADPH + 12H*" + 24ATP + 12H,0
Se formeaza o cantitate mai mare de ATP decét este necesar reducerii CO, n faza de intuneric.
Intregul sir de reactii poate fi prezentat global prin ecuatia generala:
6Ribulozo-1,5-difosfat + 6CO, + 18ATP + 12NADPH + 12H f—
—> 6Ribulozo-1,5-difosfat + Hexoza + 18P, + 18ADP + 12NADP™

Ribulozo-1,5-difosfatul este necesar procesului metabolic, insa el se regenereaza. Reactia poate fi:
6CO, + 18ATP + 12NADPH + 12H* —> CgH,,04 + 18P, + 18ADP + 12NADP*
Reactiile 1-8 de formare a glucozei sunt cunoscute. Reactiile 9-15 presupun regenerarea ribulozo-
1,5-difosfatului. Produsul final este glucoza ce rezulta conform reactiei 8.

Sedoheptulozo-1,7-difosfatul este un compus intermediar Tn acest proces metabolic. Aceasta este
calea metabolica principald de formare a hexozelor prin fotosinteza in multe plante.
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Cursnr.9
Biosinteza acizilor grasi
Se realizeaza cel putin pe doud cai diferite, in citoplasma celulard (sistemul citoplasmatic sau
amitocondrial) si la nivelul mitocondriilor (sistemul mitocondrial al sintezei acizilor gragi). Rapier, Tn
1907, a aratat ca, deoarece acizii grasi sunt compusi din 4 — 20 atomi de carbon, acestia ar trebui sa fie
biosintetizati plecand de la compusi foarte reactivi cu cate doi atomi de carbon. Dupa introducerea
izotopilor radioactivi in anii 1930 — 1940, s-a putut demonstra participarea la sinteza acizilor grasi a unor
derivati de acid acetic. Astfel, David Rittenberg si Konrad Bloch, in 1944 si 1945, hranind soarecii cu acid
acetic marcat cu deuteriu si °C (C*Hz"COOH) au gdsit cd ambii izotopi au fost incorporati in moleculele
de acid gras sintetizate. Dupa ce Lynen a descoperit ca “acetatul activ”’ nu este altul decat acetil-CoA, s-a
stabilit rolul principal jucat in biosinteza acizilor grasi de catre aceasta.

Sistemul citoplasmatic al sintezei acizilor grasi. Toate celulele vii sintetizeaza acizii grasi prin
acelasi lant de reactii chimice. Exista insd o diferenta substantiala intre enzimele care catalizeaza aceste
reactii. Asadar, a fost identificat in tesuturile organismelor mamiferelor (ficat, rinichi, etc.), precum si la
levuri un sistem citoplasmatic al sintezei acizilor grasi care are ca produs final un acid gras saturat — acidul
palmitic.

In prima fazi, acetil~CoA, unitatea de bazi a acizilor grasi pentru sinteza acestora in citoplasma,
este carboxilata, cu formare de malonil-CoA:
Acetil-CoA-carboxilaza

+ ATP; + Mg?*

Reactia este catalizatd de acetil-CoA-carboxilaza, in prezenta ATP, Mg2+, CO; si a biotinei, in

Ac~CoA + CO, Malonil~CoA

calitate de grupare prostetica a enzimei.

Biotina limiteaza viteza cu care sunt sintetizati acizii grasi in citoplasma eucariotelor si
procariotelor. Reamintim ca eucariotele sunt plante sau animale evoluate care au in celuld un nucleu tipic,
separat prin membrand. Procariotele sunt organisme primitive (virusi, bacterii, alge albastre), unicelulare,

cu structura simpla.

(OOH {OOH
CH,
T2 SCoA [z
Cc~SCo
(l;: o * 1 - (|3(OH)COOH + CoASH
0
COOH CH,
Acid oxalil- Acetil~-CoA C|:OOH
acetic L
Acid citric

Formarea acidului citric din acetil~CoA, necesar transportului
acesteia in citoplasma, in vederea sintezei acidului palmitic

Sursa de acetil~CoA: decarboxilarea oxidativa a piruvatului si 3-oxidarea acizilor grasi superiori
(in mitocondrie).

Deoarece membrana mitocondriald este impermeabila pentru acetil~CoA, aceasta este transportata
sub forma acidului citric (fig. 5.1).

Acidul citric trece din mitocondrie in citoplasma unde este scindat, in prezenta unei enzime ATP-
dependente (Fig. 5.2).

47



foon COOH

?Hz CH l

i CH,—C~ SCoA
(l:(OH)COOH + COASH+ATP —> c=o * Acetil~<CoA

| +ADP+H ;PO,

?HZ COOH
COOH Acid oxalil-
Acid citric acetic

Refacerea acetilcoenzimei A in citoplasma din acid citric

Asa se explica actiunea stimulatoare a acidului citric asupra biogenezei acizilor grasi superiori.
Formarea malonil~CoA are loc in citoplasma din acetil ~ SCoA si CO, in prezenta biocitinei (fig.

5.3):
(e}
| ATP  Mg* COOH
CH;—C~SCoA +cCO, |
ADP + (® CH,—C=0~SCoA
Acetil~SCoA Malonil~SCoA

Reactia globala poate fi scrisa astfel:

2+
CO, + Biotinenzima + ATP e_—M”% Carboxibiotinenzima + ADP + H,PO,

I . Mn2* . - .
Carboxibiotinenzima + Acetil~SCoA =———= Malonil~SCoA + Biotinenzima

in etapa urmitoare intervine o proteini solubild, cu M=10" daltoni si care are ca grupare prostetici
4'-fosfopantoteina, legatd covalent de un rest de fosfoserind. Se numeste proteina purtatoare de acil ("acyl

carrier protein" = ACP).

I
HN/C\NH
\ / ‘Droteina
HC ——CH

f\lH

Hzc\ - CH™(CHy,—C-NH —(CH2)4—$H
Proteina

Structura biotinei in proteina purtatoare de grupe

carboxil (biotin carboxyl carrier protein - BCCP)

Gruparea functionald a ACP este grupa SH liberd care poate forma esteri cu diferiti radicali acil

(acetil sau malonil).

of 2,
0—CH,—C —gH-C —NH —(CH,),—C~NH—CH,—CH,—SH
| O|§| CH, OH : |
Rest de Tosfoserina ' Acid pantotenic Tioetanolamina

4' - Fosfopantoteina
Douid enzime diferite, malonil~CoA:ACP-transacilaza si acetil~CoA:ACP-transacilaza, care sunt

sulfhidrilenzime, catalizeaza formarea de tioesteri ai ACP si eliberarea de CoASH:
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Acetil~SCoA + ACP~SH ﬁ Acetil~S-ACP + CoASH
Malonil~SCoA + ACP~SH ——= Malonil~S - ACP~SH + CoASH

Cele doua enzime fac parte din complexul multienzimatic al sintetazei acizilor grasi, din care ACP
nu poate fi izolata.
O enzima de condensare catalizeaza condensarea acetil~S-ACP si malonil~SACP cu formare de
acetoacetil~SACP si ACP~SH:
Acetil~S-ACP + Malonil~S - ACP ﬁAcetoacetihSACP + ACP~SH
co,
Bioxidul de carbon provine din cel fixat de catre molecula de acetil~CoA. Reactia este puternic

exergonica si deplasata spre dreapta, In sensul biosintezei acizilor grasi.
Urmatoarele etape sunt catalizate de enzimele complexului sintetazei acizilor grasi:

C|:H3 (B-cetoacetil~ACP CHg CH, (enoil~ACP (|3H3
[3? =0 reductaza) B CHOH (enoil~ACP hidroxi- CH reductaza) CH,
o CH + NADPH + H* | butiril-reductaza) _ Il + NADPH + H* |
? - NADP* o CH, “H,0 CH —— o S
CO~S-ACP 2 ' S NADPT
- CO~S-ACP CO~S-ACP CO~S-ACP
Acetoacetil~S-ACP B-Hidroxibutiril~S-ACP Crotonil~S-ACP Butiril~S-ACP

Pentru sinteza unui mol de acid palmitic sunt necesare 7 asemenea cicluri si repetarea in fiecare
ciclu a urmatorului proces: metil-malonil~SACP se cupleazi la extremitatea carboxil terminald a catenei
acil in curs de sinteza cu eliberarea unui ACP-SH, pierderea grupei carboxil a malonilului si eliminarea ei
sub forma de CO, si condensarea acil~SACP cu malonil~SACP cu formarea unui cetoacil~SACP cu doi
atomi de carbon mai mult decét precedentul (fig. 5.4). Acidul rezultat este transformat de complexul
multienzimatic al sintetazei acizilor grasi dupa acelasi mecanism: butiril~SACP rezultat cu malonil~SACP

se condenseaza dupa reactia:

CH T [

éHs CoOH CH, CH,

2 7 CH, ———> CH, —> CH,

CH, | -ACP-SH | |

| CO~S-ACP - CO, BC=0 pCHOH

CO~S-ACP I I
aCH, aCH,

|CO~S-ACP |CO~S-ACP
Rezultat final: acidul palmitic.
Sursa fragmentelor de carbon: malonil~SCoA care provine din acetil~SCoA. Bilan{: 1 mol
acetil~CoA; 14 moli NADPH + H"; 7 moli malonil~SCoA conduc la 14 moli NADP*; 7 moli CO,; 7
CoA~SH si 6 H,0.
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COOH

|
CH3;—CO —CH—CO~SCoA
7 0 0 co,

CHZCH CH,CO CH ,SCoA
CHg—CO~SCoA / CH4—CO —CH 5~ CO~SCoA
B -acetoacetil-CPA

NADPH + H*
?H NADP*
CH ;— CH—CH;— CO~SCoA
B —hidroxibutirat-CoA

ATP

M92+

CH;=CO~SCoA
Biotina
H,0

7}

HOOC- CH,~CO~SCoA CH;—CH =CH —CO~SCoA
Malonil-CoA Crotonil-CoA
B

= +
H3~CH,~CH 2—co~500£/C NADPH + H
Butiril-CoA NADP*

Schema biosintezei acizilor grasi

NADPH se formeaza prin oxidarea glucozo-6-fosfatului la ribulozo-5-fosfat, prin oxidarea acidului malic
la acid piruvic, iar in plantele verzi prin fotoreducerea NADP* la NADPH + H",

Reactia de formare citoplasmatica a acidului palmitic s-ar mai putea scrie astfel:

(0]
Il

8 CHy — C — CoA + ACP + 7 HCO3 + 7 ATP + 14 NADPH + 21 H*

!

|
CH3 —(CH,)14— C— ACP +8 CoA + 14 NADP*
+7 ADP +7 HzPO, + 7 CO, + 7 H,0

Sinteza este stopatd dupa obtinerea unei catene formatd din 16 atomi de carbon deoarece
deacilaza, enzima hidroliticd ce indeparteaza grupele acil de pe ACP are o activitate maxima pentru acizi
grasi cu catena compusa din 16 atomi de carbon.

Prima reactie din procesul biosintezei acidului palmitic este catalizata de acetil-CoA carboxilaza,
enzimd cu rol important in reglarea biosintezei acizilor grasi din celulele mamiferelor, drojdiilor si a
majoritatii organismelor. Enzima contine vitamina B; (biotina) legatd covalent de un rest € al lizinei din
apoproteina acesteia. Gruparea carboxil este initial transferatd pe centrul biotinic intr-o etapd ce necesita
ATP. Intr-o a doua etapa, carboxilul este transferat carbonului din gruparea metilici a acetil-CoA. Cea mai
studiata este acetil-COA carboxilaza din Escherichia coli. Enzima contine trei proteine diferite: proteina
biotinica purtatoare de grupe carboxil, (biotin carboxyl carrier protein — BCCP, cu M = 22.500),
carboxilaza biotinica (M = 98.000) si carboxiltransferaza (M = 130.000). Mecanismul probabil de transfer
al gruparii carboxil este redat in fig. 5.5).

Sistemul mitocondrial al sintezei acizilor grasi. Mitocondriile sintetizeaza acizi grasi din lanturile
acil existente si din acetil~ScoA prin addugarea acesteia la extremitatea carboxil terminald. Acizii grasi
saturati cu Cyp si Cyg sintetizati in citoplasma sunt utilizati pentru alungirea lantului atomilor de C sub
forma de acil~ScoA. Mitocondriile pot utiliza si malonil~ScoA pentru alungirea acil~ScoA prin adaugari
succesive de resturi alcétuite din 2 atomi de carbon.

La nivelul microzomilor, deci pe reticulul endoplasmatic, alungirea lantului de carbon se face
utilizdnd cu precddere malonil~ScoA. Sistemul microsomal nu utilizeaza in aceasta sintezd ACP.
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Atat In mitocondrii cat si in microzomi, drept sursd a atomilor de hidrogen necesari pentru
reducerea dublelor legituri din cetoacil~SCoA serveste NADPH + H”.

9 T
Il _
CHS—C—COA COA—C—CHZ—C—O
+H+/N—H+
0 o 0
.. N : "
|| Y C
CH,~C-CoA + O- cﬂ/\ N e P i N
=
7H+
L HE
S S S

Mecanismul carbanionic de carboxilare a acetil-CoA

Biosinteza acizilor grasi nesaturati

Acizii grasi nesaturati se obtin prin dehidrogenarea acizilor grasi saturati la nivelul microzomilor din ficat
si din tesutul adipos, in prezenta unui sistem enzimatic care necesiti NADH + H" si oxigen. Dubla legituri
se introduce in pozitia Co.

Din acizii palmitic si stearic se formeaza acizii nesaturati superiori cu o dubla legatura, acidul
palmitoleic si acidul oleic.

Oxigenaza localizatd in fractia microzomala a mamiferelor are o actiune specificd si determina
dehidrogenarea 1n pozitia 9 fatd de grupa carboxil (Fig. 5.6). Pentru a se introduce o a doua dubla legitura,
acidul palmitoleic format primeste incd doi atomi de C la extremitatea carboxilica, prin condensarea
palmitoleil~SACP cu malonil~SACP.

+ NADH +H*
+12 0,
H3—(CH2)5—%H2—(§H2 CH,—CH;~ CH,~CH,—CH;— CH;—CH,— Cl~SCOA-—NAF>
Palmitil~ SCoA
O

I
—> CH;—(CH,)s—CH = CH —CH,;—CH,~ CH,~CH,—CH,— CH,~CH,;—C ~SCoA
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Palmitoleil~SCoA

Biosinteza acizilor grasi nesaturati

Deoarece, in acidul linolic, pozitia dublelor legaturi este C1sA>*, acest acid nu poate fi sintetizat
prin urmatorul mecanism:

+1/2 0,
Acid palmitic C, 6—mA0|d palmitoleic CleA CHy~ (CH,)s~ CH = CH-CH,~(CH,)§~ COOH + NADH + H*
—NAD* Acid cis-vaccenic, CjgA!! NAD" +1120,
Acid C gAS!!

(nu exista in natura)

De asemenea, prin acest mecanism nu pot fi sintetizati acizii linolic (ClgAg’lz), linolenic (Cyg

12,15y L 11,14
A*'2%%) si arachidonic (CpA>%*"

) care sunt acizi grasi superiori esentiali i pe care organismele animale
si-l procura exclusiv din hrana de origine vegetala.
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Cursnr. 10
Catabolismul (B-oxidarea) acizilor grasi

Sursa principald a acizilor grasi liberi din plasma o constituie trigliceridele tesutului adipos care
sunt hidrolizate de o lipazd hormonosensibild, enzima intracelulard localizatd in microzomii celulei
adipoase (hidrolizeaza acizii grasi din pozitiile o,o' ale trigliceralilor) si de o monoglicerid lipaza
(hidrolizeaza acidul gras din pozitia 3). Acizii grasi liberi o data patrunsi in circuitul sanguin sunt "captati”
de ficat, de muschii striati si de tesutul adipos.

Majoritatea tesuturilor sunt capabile sa oxideze acizii grasi cu formare de CO, si H,O, din care
cauza acizii grasi sunt considerati forma cea mai activa metabolic a lipidelor.

Teoria B-oxidarii a fost elaboratd de Knoop (1904) care a observat ca prin hranirea ciinilor cu
acizii grasi avand o grupa fenil in pozitia @ se elimind prin urind urmatorii produsi de degradare: acid
hipuric sau acid fenacetinic, in functie de numarul de atomi de carbon al acidului gras. Pe baza acestor
rezultate, Knoop ajunge la concluzia ca, lantul atomilor de carbon ai acidului gras transformat are de
fiecare data cu doi atomi de carbon mai putin si prin urmare, procesul de oxidare are loc la grupa —CH,—
care se gaseste intotdeauna n pozitia - fata de carboxil.

Reprezentarea schematica a mecanismului degradarii acizilor grasi dupa Knoop poate fi redata

astfel:
) ) ) ) j
CH, Sy o (E:HZ cH, G
|CH2:2—|_T ﬁH —2 lHOH:Tﬁ lkzo_g EOOH
T N LT
COOH  COOH COOH COOH Loon

Tn felul acesta, din acidul stearic (Cyg) se formeaza acidul palmitic (Cys), apoi acidul miristic (Cys)

etc. pana la formarea CO; si H,O.

Degradarea acizilor grasi prin mecanismul B-oxidarii

S-a demonstrat ca toti produsii intermediari ai B-oxidarii acizilor grasi sunt derivati ai CoASH si
rolul acestei coenzime in metabolismul acizilor grasi poate fi comparat cu rolul indeplinit de gruparea
fosfat in metabolismul glucidelor.

1. Etapa initiala in oxidarea acizilor grasi consta in activarea lor prin formarea de acil derivati ai
CoASH:

R n?"; K i
—(CH)—COOH+ HSCoA + ATP ———> R—(CH );— C~SC0A + AMP + H,P,0,

Reactia este catalizata de acil CoA sintetaze. Dintre aceste sintetaze, acetil CoA sintetaza activeaza
acizii grasi cu C, si Cs, octanoil CoA sintetaza activeaza acizii grasi cu C4-Cy,, iar dodecanoil CoA
sintetaza activeaza acizii grasi care contin Cio-Cyg. AcCil~COA sintetazele sunt localizate Th membrana
mitocondriald externa si in reticulul endoplasmatic.

Reactia de activare a acizilor grasi decurge in doud etape, cu formarea unui produs intermediar acil
adenilat, care este un compus macroergic:

5 Il
R=(CHp)3~COOH+ ATPZ—— R(CHp);i— C~OAMP + P-P, AF? = + 2500 cal
i
R—(CH,)7=C~OAMP + HSCOA === AMP + R(CH,)— C~SCoA, AF° = - 6000 cal
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Acil~CoA sintetazele au nevoie pentru manifestarea activitatii lor de prezenta Mg2+ si K' si sunt
inhibate de ionii de Li* si Na".

2. Derivatul acil~SCoA este dehidrogenat enzimatic in prezenta acil CoA dehidrogenazelor, care
contin FAD drept coenzima, cu formarea unui derivat o, nesaturat:

ﬁ) FAD o
[l
R-(CH,),-CH,-CH,-C~SCoA R-(CH,),-CH=CH-C~SCoA
Acil~SCoA a,b-enoil~SCoA
FADH,

Dintre acil CoA s-au identificat: butiril-, octanoil- si hexadecanoil-CoA dehidrogenaze, cu
specificitati de substrat deosebite.

3. a,p—Enoil-CoA hidrazei (Enoil CoA hidrataza sau crotonaza = 3 hidroxiacil CoA hidrolaza)
ntr-un B-hidroxiacil~SCoA, in cursul reactiei:

+H,0 OH o
Il 2 I Il
R-(CH,),,-CH=CH-C~SCoA > R-(CH,),;-CH-CH,-C~SCoA
B « -H,0 B
o, B—enoil~SCoA B—hidroxiacil~SCoA

4. B—Hidroxiacil-CoA este dehidrogenat de catre f—hidroxiacil~SCoA dehidrogenaza, cu formare
de B—ceto acil~SCoA.

|C|) NAD I
R-(CH)y-CH-CHy-C-S5CoA R-(CH,)-COCH,-C~SCoA
OH B—Cetoacill~SCoA
NADH + H*
5. B—Ceto acil~SCoA este scindata de enzimele p—ceto acil-tiolaze cu formare de acetil~SCoA si

acil~SCoA cu doi atomi de carbon mai scurt:

o o}
Il + HSCoA
R-(CHy),-C-CH,-C~SCoOA =—————2>R-(CHy), ,"CO~SC0A + CH3-CO~SCoA
- HSCoA
B—Cetoacill~SCoA Acil~SCoA  Aceti~SCoA

Echilibrele sunt deplasate spre dreapta.

Formarea stereoizomerilor. Din reactie rezultd acilderivati o,p—nesaturati cu configuratie trans.
Prin hidratare se formeaza L(+) p—oxiacil~SCoA.

Acizii grasi superiori nesaturati cu numar par de atomi de C sunt degradati dupd mecanismul p—
oxidarii pand in faza cand dubla legaturd din structura lor este situatd intre doi atomi de carbon vecini
atomului de C la nivelul caruia urmeaza sa fie scindata legatura covalenta:

ﬁ)
R-CH= CH-CH,-C~SCoA
B a

Dubla legétura in acizii grasi superiori naturali are insa o configuratie Cis si dupa actiunea enoil
hidrazei se obtine A’~Cis—enoil~SCoA. In procesul p—oxidarii pozitia dublei legaturi este intotdeauna A*—
trans—Enoil~SCoA. Din aceastd cauzi A’~cis—enoil~SCoA este
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17 15 13 1 8 6 4 2 o

v >
— ~SCoA

18 16 14 12 10 9 7 5 3 1

Oleil~SCoA (A%10.cis)

/\/\/\/\_/\ //O

J— + 3 CH,-CO~SCoA
4 3

2 10 8 6 4 C~SCoA

A34.cis-Enoil~SCoA

12\/10\/8\/6\/4\/2\ ) _Enail Degradare

C~SCoA hidrataza
A23 trans-Enoil~SCoA

izomerizat de citre A’-cis-D’-trans—enoil~SCoA izomerazd cu formarea izomerului A>-trans—
Enoil~SCoA care este degradat prin f—oxidare.

Ciclul Krebs si p—oxidarea acizilor grasi

Mitocondriile sunt formatiuni infracelulare care posedd echipamentele enzimatice necesare P—oxidarii
acizilor grasi si ciclului lui Krebs.

Acetil~SCoA este metabolizata in ciclul Krebs cu formare de CO, si H,O. Rezulta si o mare
cantitate de energie prin oxidarea unei molecule de NADH + H" si a unei molecule de FADH, in lantul
respirator. 1 mol NADH genereaza 3 moli ATP, iar unul FAD — 2 moli ATP. Prin urmare pentru fiecare mol
de acetil~SCoA se formeazi 5 moli ATP. In cursul oxidarii acidului palmitic, procesul se repetd de 7 ori,
deci se vor forma 35 moli ATP, din care 1 mol s-a consumat in etapa initiala a p—oxidarii.

CHy—(CHy)1,—COOH + 23 0, +30H,0 —>16 CO, +46H,0 AGO? = -2330,5 cal
Cei 8 moli de acetil~SCoA rezultati din degradarea acidului palmitic sunt oxidati In ciclul Krebs cu
formare de 8 x 12 = 96 moli ATP. Bilantul final este de 96 + 34 = 130 moli ATP, iar randamentul de
1308/2330 = 56%. Acetil~SCoA este utilizata si pentru biosinteze.

Degradarea acizilor grasi cu numar impar de atomi de carbon
Produsul final in acest caz este propionil~SCoA, care nu se intalneste in stare liberd deoarece este oxidat in
continuare:

#Hs r oo COOH
CH + ATP
|2 2 T 7 CH—CH, +ADP + HgO,
C =0~SCoA

o C = 0~SCoA
Propionil~SCoA D-Metilmalonil~SCoA

D—metilmalonil~SCoA sub actiunea metilmalonil~SCoA racemazei este transformat in L—metil—

malonil~SCoA mutaza, enzima care contine cobamida in calitate de coenzima, in succinil~SCoA:

oo £OOH
CH
CH—CH, — > [ ?
CH,
C = O~SCoA I
C = 0~SCoA

Geneza acetoacetatului, cetoza si echilibrul acido—bazic
S-a emis teoria oxidarii alternative multiple pentru a explica prezenta corpilor cetonici.
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Lantul acidului gras este supus unei oxidari cu formare de grupari cetonice in pozitiile p fata de
grupa COOH.

Catena acidului gras este scindata ulterior cu formare de fragmente care contin patru atomi de
carbon, dand nastere fiecare la o moleculd de acetilacetat. Mecanismul a fost stabilit cu C* cele 2
molecule de acid acetilacetic avand ambele izotopul radioactiv.

CH3CO~SCoA + CH3CO~SCoA T CH4—-CO-CH,—CO~SCoA
-2CoA~SH

Din acetil~SCoA se poate forma direct acid acetilacetic.

In continuare acidul acetilacetic este metabolizat cu formare de acetond sau de acid B—
hidroxibutiric:

in diabetul zaharat, in inanitie, intoxicatii, creste mult concentratia corpilor cetonici.

CHy  NADH+H' NAD® cpy—c—

?OU II

\ CO2
CH
["2  NADH+H* NAD* *CH3~CHOH—CH,COOH

|
OH

CH,

Acidul acetic rezultat in procesul f—oxidarii nu mai este degradat in ciclul Krebs din cauza unor
cantitati insuficiente de piruvat si oxalacetat care se formeaza in metabolismul glucidelor, dar care este
ncetinit.

Acizii grasi sunt o sursi importanti de energie pentru organism. In special Omega-3 sunt
considerati acizi grasi esentiali. Omega-3 au un rol important in reducerea inflamatiilor din organism, cu
precadere la nivelul vaselor de sdnge si a incheieturilor. De asemenea, are efect antioxidant, antiinflamator,
anticoagulant, vasodilatator, antialergic, contribuie la cresterea sensibilitatii receptorilor celulari de
insulina, reduce efectele hiperinsulinemiei, ajuta la mentinerea concentratiei de fosfolipide din membranele
celulelor retiniene, nervoase si a mielinei.

Stresul oxidativ are efecte negative asupra tesuturilor umane, cercetari recente evidentiind faptul
ca peste 90% dintre bolile cunoscute au si o componentd oxidativa. Principalele efecte observabile ale
stresului oxidativ sunt scaderea puterii de concentrare, modificarea metabolismului, instalarea depresiilor,
diviziuni celulare lente sau haotice. Acest fapt poate conduce la multe boli, chiar incurabile. Se face apel la
antioxidanti. Acestia stimuleaza activitatea enzimelor antioxidante (ex. superoxiddismutaza). Aceste
enzime determinad distrugerea speciilor reactive de oxigen si restabilirea unui echilibru compatibil cu starea
de sanatate.

Dintre antioxidanti, acizii gragi, in special omega 3, 6 si 9 sunt considerati a fi cu cele mai bune
rezultate asupra sistemelor oxidante din celulele umane. Diferenta dintre acestia este datd de pozitia dublei
legaturi Intre atomii de carbon in molecula, fiind pozitionata la al treilea, al saselea sau respectiv al noudlea
atom de carbon din molecula acidului gras, de unde si numele. Inainte de a trece la incursiunea in lumea
mecanismelor prin care acesti acizi grasi ajung sa vindece tesuturile si organismul, trebuie mentionat fatul
ca dintre toti acizii grasi, cei mai eficienti sunt acizii alpha-linolenic (omega 3), acizii linoleic si Gamma-
linolenic (omega 6) si acidul oleic (omega 9).
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In general, acizii grasi ofera protectie organismului si o balantd optima pentru buna functionare a
corpului uman.

Cursnr. 11

Metabolismul aminoacizilor

Aminoacizii sunt utilizati pentru sinteza de proteine specifice, de enzime si de hormoni de natura
polipeptidica sau proteica sau pot fi metabolizati cu formarea unor compusi intermediari folositi in sinteza
bazelor azotate sau a altor compusi. De asemenea, pot suferi o degradare oxidativa completa servind astfel
ca sursa energeticd. Aminoacizii metabolizati la la acetat si acetoacetat sunt considerati cetogenici.
Conversia oxaloacetatului la fosfoenolpiruvat conduce in final la obtinerea de glucoza atunci cand hidratii
de carbon sunt deficitari. Din acest motiv, unii aminoacizi se numesc glicogenici.

Alanina Treonina

X % Serina

Piruvat «<—Cisteina

/ Triptofan
Izoleucina
Aspartat =———— >Oxaloacetat AcetiI-CoAé Leucina
Fenilalanina
Acetoacetat <<Prggt2(;?:n
Fenilalanina Fumarat Citrat NN Lizina
Tirozina Leucina
Metionina —> Succinil-CoA a~—Cetoglytarat Histidina
Valina — ~_—Arginina
Izoleucina Glutamat <— Prolina

Relatia aminoacizilor cu ciclul Krebs.

Dezaminarea aminoacizilor reprezinta o degradare a aminoacizilor cu formare de amoniac si
acizii corespunzatori (a—cetoacizi, hidroxiacizi, acizi carboxilici saturati, acizi carboxilici nesaturati).

Dezaminarea reductiva conduce la formarea NH; si a acidului corespunzator, iar donorul de
electroni necesari reducerii este NADH + H™:

R-CH-COOH R-CH,—COOH + NH
2 3
NH, NADH +HT NAD™

Dezaminarea hidrolitica are loc cu formare de amoniac si un hidroxiacid:

+H,0
R—(|:H—COOH —2 > R-GH-COOH + NHy
NH, OH

Dezaminarea oxidativa conduce la amoniac si cetoacidul corespunzator:

R-CH-COOH —=2%25 R-C-COOH + NHy
A, 0
Aceasta reactie este catalizatd de oxidazele aminoacizilor, care contin in calitate de coenzima FAD
si posedd o inaltd specificitate de actiune. Este cea mai importantd reactie de dezaminare atdt pentru
animale, cat si pentru plante.
Reactia de dezaminare oxidativd decurge in doua etape: in prima etapa are loc un proces de
dehidrogenare cu formarea iminoacidului corespunzator, iar in faza a doua are loc aditia apei, cu formare

de amoniac si cetoacidul corespunzator.
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+H,0
R-CH-COOH HEAD R—ﬁ—COOH—Z% R-C-COOH + NHg
-2H

NH, -FADH, NH O
Aminoacid Iminoacid Cetoacid

Exista doua tipuri de flavoproteine cu activitate dehidrogenazica. In reticulul endoplasmatic este
localizatd L—aminoacid oxidaza, iar in microzomii celulelor hepatice se afla D—aminoacid oxidaza.

Flavinnucleotidele acestor oxidaze (FADH, si FMNH,) reactioneaza direct cu oxigenul molecular,
generénd H,0O, care este la randul sdu descompusa in apa si oxigen sub influenta catalazei. Acest proces
enzimatic are loc in peroxizomii celulelor hepatice.

Decarboxilarea aminoacizilor Procesul este catalizat de decarboxilazele aminoacizilor care contin in
calitate de coenzima piridoxal fosfat (fosfopiridoxal).

Aminele formate prin decarboxilare posedd importante proprietdti farmacodinamice (histamina,
tiramina) si fiziologice sau sunt chiar otravuri deosebit de puternice.

In procesul de putrefactic se formeazi numeroase amine, numite ptomaine, prin decarboxilarea
aminoacizilor de citre microorganisme. Procesele de intoxicare in cazul consumului unor alimente alterate
se explica prin prezenta aminelor toxice.

Monoaminele sunt degradate de monoaminooxidaze cu formare de aldehide, amoniac si apa
oxigenata:

R-CH,—NH, +H,0 + 0, —> R- ﬁ H + NH3 + H,O,
o

Diaminele de tipul cadaverinei si putresceinei sunt oxidate de diaminooxidaze cu formare de
aminoaldehide, amoniac si apa oxigenata, conform ecuatiei generale:
H,N-CH, -R-CH,~NH, +H,0 + 0, > H,N-CH, - R-C-H + NH; + H,0,

I
0

Aminele formate prin decarboxilarea aminoacizilor in plante sunt utilizate pentru biosinteza
alcaloizilor, iar aldehidele rezultate prin oxidarea aminelor pot fi oxidate In continuare pana la formarea
acizilor corespunzatori.

R-CH-COOH ———> R-CH,~NH, HyN-CHy~CH,~CHy~CH,~CH-COOH > HN~(CHy)gNH,
—C0, . 2 .
NH, Lizina NH, Cadaverina
—CH CH COOH————> N—— C-CH,~CH,~NH
HoN-CHy~CH,~CH,~CH-COOH oo, MN(CHYNH, 2 -0, ] 2 M NH,
2 NH
Ornitina NH, Putresceina k 2
Histamina
HO’_@CHZ—?H—COOH T HO"C_>”CH2—CH2—NH2 HOOC*CHZ*CHZ*FH*COOH TOZ HOOC‘CHZ—CHZ—CHZ—NHZ
NH NH,
Tirozina Tiramina Acid glutamic Acid y-aminobutiric

Decarboxilarea aminoacizilor

Transaminarea aminoacizilor
Reactiile de transaminare sunt larg raspandite in celulele plantelor si animalelor. Din cei 22 de aminoacizi
frecvent intalniti in celuld, un numar de 11 (Ala, Phe, Trp, Tyr, Val, Arg, Asn, Cys, Ile, Lys) sunt in mod

obisnuit transaminati enzimatic.

57



Reactiile de transaminare sunt catalizate de aminotransferaze care contin fosfopiridoxal si sunt
reactii reversibile a caror constanta de echilibru este aproximativ 1.
Cele mai importante sunt: alanin transaminaza care catalizeaza reactii de tipul:
a. ~Aminoacid + Acid piruvic =—> o.- Cetoacid + Alanina

si glutamat transaminaza:

o.-Aminoacid + Acid Cetoglutaric =—= « - Cetoacid + Acid glutamic

Acceptor al grupdrii amino a aminoacizilor poate servi si acidul oxalilacetic.
Transaminazele sunt localizate in mitocondrii §i in partea solubila a celulelor eucariote si rolul lor
fiziologic este diferit.

COOH fOOH COOH COOH
C|:H—NH2 ?=0 lc:o Cl:H—NH2
CH, i e ICH2 ' ?Hz
COOH |CH2 COOH CH,
Acid aspartic COOH Acid oxalilacetic COOH
Acid 2-oxoglutaric Acid glutamic

Enzima L—aspartat : 2 oxoglutarat aminotransferaza (EC 2.6.11.) cu denumirea veche de glutamat
oxaloacetat transaminaza (GOT) catalizeaza reactia urmatoare. Enzima poate fi denumita si L—aspartat
aminotransferaza.

Acid glutamic + Acid piruvic === Acid a- cetoglutaric + Alanina

B—Alanina este utilizata in sinteza coenzimei A si a acidului pantotenic.

Metabolismul acidului aspartic realizeaza legatura intre metabolismul proteinelor si cel al
glucidelor.

Acidul aspartic este sintetizat prin reactia:

Acid glutamic + Acid oxaloacetic <=

== Acid aspartic + Acid o- cetoglutaric
La plante, acidul aspartic poate rezulta si din aminarea reductiva catalizata de aspartat-amoniac
liaza:
HOOC-CH=CH-COOH + NHy =—> HOOC-CH2-|CH-COOH
NH,

Amoniacul, toxic pentru plante, este facut inofensiv si utilizat in sinteza aminoacizilor. Daca acesta
nu poate fi in totalitate neutralizat, excesul de amoniac este legat sub forma de amide ale acizilor glutamic
si aspartic. In unele plante predomina asparagina (Asn), in altele glutamina (Gln).

Formarea creatinei. In muschii scheletici ai vertebratelor se giseste creatind (o-
metilguanidinoacetat) care reprezinta o sursda de grupari fosfat bogate in energie. Creatina este sintetizata
plecand de la arginind, aminoacid ce transfera gruparea amidinica glicocolului. Fosforilarea reversibild a
gruparii aminice terminale conduce la compusul fosfocreatind, bogat in energie. Creatina este pierduta din
corp prin ciclizare spontana la creatinina, care este excretata prin urina.

Ciclul ureogenetic. In procesele de dezaminare a aminoacizilor, precum si in alte reactii
metabolice, apare amoniac, un compus extrem de toxic pentru celula vie si care este eliminat din corp sub
forma de uree. Arginina constituie sursa de formare a ureei. Procesul are loc numai in ficat unde se afla
arginaza, o enzima cu M = 120.000 si care contine doud subunitdti identice legate intre ele prin
intermediul ionilor de mangan. In cursul hidrolizei argininei se elibereazi uree si ornitini, aceasta
participand la fixarea carbamilfosfatului. Acesta din urma este sintetizat din amoniac si bioxid de carbon,
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in prezenta carbamilfosfat sintetazei si a unei molecule de ATP. Ureea astfel formata este transportatd de
sange la rinichi si eliminata prin urina.

H\ /coo_ lTle
I €= N
PEAN NH HNNC
Fumarat ?HZ HN Uree
T
H
Arginino - ? 2 4
succinat - Hi: —NH;
liaza coo™
L-Arginina
gini ’Y‘Hg
THZ ?OO ?HZ
C=N—CH H
b o L
H H
\ i: 2_ 2 N
?Hz coo Hi:‘NHg,
?Hz coo
H, L-Ornitina
HC —NHj
? _ : NH, Ornitin -trans-
COO | carbamoilaza
Argininosuccinatul ? =0
NH

|
Argininosuccinat - ?Hz
sintetaza

e
AMP Ha
+ — gt
HePO;  ATP £00~ HE R
o Coo
H3N i L-Citrulina
fr
CoOo
L-Aspartat

Ciclul ureei: mecanismul indepartarii azotului nedorit.

Biosinteza aminoacizilor

Sinteza aminoacizilor in organismele vii pleaca, de reguld, de la intermediarii care apar in metabolismul
glucidelor. In functie de aminoacidul principal rezultat in acest proces, aminoacizii pot fi grupati in sase
familii. Astfel, intreaga familie a acidului glutamic provine de la acidul a-cetoglutaric, iar acesta rezulta
din reactiile ciclului Krebs (ciclul acizilor tricarboxilici). Aceasta familie cuprinde acidul L-glutamic, L-
glutamina, L-prolina si L-arginina.

In ciuperci si in Euglena, din acid a-cetoglutaric se obtine lizind intr-un numar de noua etape de
reactie. Un alt intermediar al ciclului Krebs, acidul oxalilacetic, serveste ca punct de plecare in sinteza
acidului L-aspartic si a membrilor familiei sale. Acidul 3-fosfogliceric, ce apare in glicoliza, este
intermediarul L-serinei, L-cisteinei si glicocolului. De asemenea, acidul piruvic este substanta de plecare in
biosinteza alaninei, valinei si leucinei. Totodata, acidul piruvic reprezintd o sursd de atomi de carbon in
biosinteza lizinei plecand de la acid aspartic.
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o - o
+ etil-
NH
" s | trans- NCHy
H, I3 H, C=NH; feraza lH
S < S e
?HZ + COO_% [z o+ II\IH S-Adenozilhomocisteina Ccoo
CH, Glicocol |CH2 H, Creatina
ot —NHT — S-Adenozilmetionina in- ATP
s N coo e G
Coo™ coo~  Guanidino- ADP +H
L-Arginina L-Ornitina acetat C=NH OLR—NHJ'
/ll\ICH H,0 r 2
gL O C=NH
H
N\? 2 NCH,
c=0
H4PO
Creatinina  ° * (H.
COO
. . . Creatin-
Formarea creatininei si a fosfatului de creatina fosfat

Tn acest fel, atat lizina cét si izoleucina pot fi considerati membri ai familiei acidului piruvic.

Familia acidului glutamic 1 Glutamina

Acid a-ceta- lutaric —> Aci%lutamic—5> Omitina——> Arginina
In ciuperc™ | jzina Prolina
Familia serinei .
Glicocol

Acid 3-fosfogliceric3—s Serin 2, Cistei
isteina

Familia acidului aspartic

. T . 1> Asparagina Metionina
Acid oxalilacetic== Acid aspartic 2— B—Semialdehiday
—-=>

4
acidului aspartic HOToserma
8 Treonina
; o 5
Acid mezo-diaminopimelic Izoleucina

Familia acidului piruvic l
1

.1 > Alanina Valina Lizina
Acid pII’UVIC\4/ 7 (in bacterii
Acid a-ceto-izm‘/lalerianic si in plante)
. Leucina
Familia aminoacizilor aromatici Fenilalanina

2
Acid fosfoenolpiruvic + eritrozo-4-fosfat—> Acid corismicl> Acid prefrenic
(acid 4-hidroxi-5-enolpiruvil- __S
S 4,5-dihidro-benzoicy ~ 11rozina
Familia histidinei ] Triptofan

Fosforibozilpirofosfat + ATP-1%& Histidina

Familii de aminoacizi formate in functie
de metabolitul de plecare din biosinteza lor

Aminoacizii aromatici provin din intermediarii cei mai importan{i ai glicolizei (acidul
fosfoenolpiruvic) si ai ciclului pentozelor (eritrozo-4-fosfatul). Triptofanul necesitd de asemenea
fosforibozilpirofosfat pentru sinteza sa, iar acesta deriva de la monofosfatii de hexoze.

O parte din transformarile precursorilor in aminoacizi sunt ireversibile; alte cai metabolice sunt
astfel reglate, incét celula poate sintetiza numai cantitatea strict necesara dintr-un aminoacid anume.
Mecanismele de reglare, desi simple, sunt deosebit de eficiente.
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Formarea gruparii a-NH, Grupele amino ale aminoacizilor provin, direct sau indirect, din amoniac
prin intermediul acidului glutamic. Prin aminare reductiva, multe bacterii introduc ionul de amoniu in
acidul glutamic. Reactia este catalizata de glutamat dehidrogenaza. Unele organisme poseda atat glutamat
dehidrogenaza NAD/NADH-dependenta, cat si NADP/NADPH-dependenta. In general, aceste reactii sunt
reversibile. Totusi, In anumite specii, reactiile catabolice sunt inhibate de catre ATP si CTP, precum si de
catre fosfatul de fructoza, fiind 1nsa stimulate de AMP.

Plantele pot utiliza atdit NADH, cat si NADPH ca sursa de atomi de hidrogen. Este posibil insa ca,
atunci cand nu sunt crescute pe NH,", plantele, ciupercile si chiar bacteriile si-si sintetizeze grupdrile
amino plecand nu de la amoniac, ci de la gruparea amidici a glutaminei. in astfel de cazuri, conversia
primard a NH," la azot organic si fie catalizatd de glutamin sintetaza.

Glutamin sintetaza reprezintd enzima cea mai importanta in transformarea azotului amoniacal in
compusi organici. Stadtman si Ginsberg au aratat cd glutamin sintetaza din E. coli este formata din 12
subunitati identice, de M = 50.000, dispuse simetric In doud inele de cate sase subunitati.

Acid L-glutamic Activitatea enzimei este reglatd prin inhibitie feedback, in cadrul
ATP careia se realizeazd cite o inhibitie partiald de fiecare din
Kinaza K ADP urmdtorii compusi: carbamilfosfat, glucozamin-6-fosfat, triptofan,
Ho—c alanind, glicocol, histidina, -citidintrifosfat si AMP. Acesti
—CH . . S . . .
ﬁ /+ 2y compusi, cu exceptia alaninei si glicocolului, primesc direct
0o—P—cC H;N—C—co ~ - C . .. . ..
T | azotul amidic al glutaminei n timpul biosintezei lor fiind astfel
0 H

produsii finali ai secventelor de reactie ce pleaca de la glutamina.
Glicocolul i alanina reprezintd indicatori ai completarii
necesarului de aminoacizi din celule.

L-glutamilfosfat

NADPH+H *

Reductaza KN ADP * + 9 Formarea ionului amoniu. lonul amoniu poate fi
4 incorporat usor in aminoacizi, insa ele este mai greu de obtinut de
He /, C 2—|c 5 catre plante si bacteriAi. Dé ace-ea, sub inﬂuen‘;.a.nitri.t Si m'%rat
¢ H,;N—C—CO00 ~ reductazelor, plantele il obtin prin reducerea azotitilor si azotatilor

g ||_| sau 1l procurd de la bacteriile fixatoare de azot.
4~ Semialdehida acidului L- Fixarea azotului Fixarea biologicd a azotului de catre
bacteriile fixatoare de azot simbiotice se realizeaza cu ajutorul
Spontan &HZO nitrogenazelor. Existd doud nitrogenaze proteice. Una este o
CH,—CH, proteinda Mo-Fe, numita componentul I, iar a doua, componentul

/ L _H I, este o fero-proteina.

: XNt Neo T Feroproteina din Clos-tridium pasteurianum este un dimer, fiecare

I—2Z2+

subunitate avand M = 29.000 daltoni, care contine un nucleu de
Acid Al-pirolin-5-carboxilic-2 sulfura de fier cu patru atomi de fier i patru de sulf, acestia din
urma putand fi indepartati n mediu acid.

NADPH +H * . . o . . . ..
Reductaza Mo-Fe-proteina este mult mai complexa si mai putin studiata. In

NADP * . . . <
bacteria Clostridium pasteurianum se gaseste un tetramer de

/CHZ_C\ 2 y 220.000 daltoni contindnd 2 atomi de molibden, apro-ximativ 30
HZC\ . /C \/c 00~ de fier si tot atatia de sulf care pot fi indepartati in mediu acid.
/N\ Fixarea azotului necesita 12 molecule de ATP si sase echivalenti
P}:oli:a de hidrogen pentru reducerea la potential scdzut a fiecarei
Biosinteza molecule de N,. Totodata, Clostridium pasteurianum consuma o

cantitate de glucide cu 70% mai mare atunci cand fixeaza azotul
decat atunci cand creste pe un exces de ioni de amoniu.
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Tn procesul de fixare a N,, are loc reducerea feroproteinei de catre feredoxina sau flavodoxina,
obtinute in procesul de fermentatie a glucidelor in C. pasteurianum sau in prezenta unui raport ridicat de
[NADPH]/[NADP]. Electronii sunt transferati de pe feroproteind pe Mo-Fe-proteind. Acest transfer este
cuplat cu hidroliza a patru molecule de ATP la patru de ADP pentru fiecare pereche de electroni. Mo-Fe-
proteina redusa va reduce mai departe N, la NH,+.

Nitrogenaza poate fi studiatd usor deoarece ea poate reduce si acetilena la etilena care poate fi
decelatd gaz cromatografic. Totodata, nitrogenaza mai poate cataliza urmatoarele reactii: transformarea
CN n CH,4si NH,", a N,O la N, si H,O sia H la H,.

Reducerea nitratilor si a nitritilor In procesul de reducere a nitritilor si a nitratilor, acestia joaca rolul de
acceptori finali de electroni. Totodata, ei au un rol important si in asimilatie, in sensul ca, in plante, bacterii
si ciuperci, nitritul obtinut din nitrat este redus la NH4" cu o vitezd aproximativ egald cu aceea cerutd
pentru sinteza compusilor azotati in timpul cresterii. Reactiile sunt catalizate de nitrit si nitrat reductaze
care sunt enzime solubile ce folosesc nucleotide piridinice reduse sau feredoxina redusa. lonul de amoniu
produs de bacteriile fermentative care utilizeaza nitrit ca oxidant sau acela produs prin descompunerea

materialelor organice este utilizat de plante si bacterii pentru sintezele proprii de aminoacizi.

Biosinteze Tn familia acidului glutamic

Acid L-glutamic L-Ornitina
o
CH3COSCoA _ °TtTe
Transacetilaza Transcarbamilaza NH, O~
HSCoA 2
B Carbamilfosfat
€00 HgPO, + H*
| NH
CH, | 2
CH, 7=°
l ﬁ NH
H—T_NH_C —CH, |
[elelol ?Hz
Acid N-acetilglutamic lc:H2
ATP
Kinaza (“mg2+ FHZ
ADP H—|C—NH§
o) _
1l (elele)
00—P—0~ i i
CH, o L-Citrulina
[ 2 Acid aspartic + ATP
CH, 0 Sintetaza [ Mg?* .
| Il AMP + Pirofosfat
H—?—NH—C —CH, .
Ccoo™ '|\1H3 (l:oo_
N-acetil-y-glutamilfosfat (l: =N —(I:H
NADPH + Ht
Reductaza K TH H, B
NADP* + H PO, CH, COO
CHO ICHz
FHa CH,
CH
re o f H—C—NH,
H={™NH—C—CH, Co0~
Co0o™ Argininosuccinat

N-Acetilglutamin-y-semialdehida

) Acid glutamic Liaza

Transaminaza . . Acid fumaric
Acid a-cetoglutaric

(l:Hz—NH: r|\1H2
oH, <|: =NH}
CH, NH
reof |
H—<f—NH—c—cH3 ?Hz
Coo™ CH,
N-Acetilornitina ICHZ
H,0 | +
Acetilornitinaza H—?—NH3
CH,COOH -
Coo
L-Ornitina L-Arginina
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a) Prolina

Acidul glutamic este fosforilat si redus in continuare la semialdehida sa. Aceasta ciclizeaza spontan la
acidul D*-pirolin-5-carboxilic, care se reduce la prolina. In colagen se giseste insa 4-hidroxiprolina, care
nu poate fi sintetizata ca atare, ci provine dintr-o modificare posttranslationalala a resturilor de prolind din
proteina precursor, protocolagenul. Enzima prolin-hidroxilazaeste o oxidaza cu functii mixte care necesita
Fe®* si un agent reducitor, cum ar fi acidul ascorbic. La reactie mai participa si acidul a-cetoglutaric care
este decarboxilat oxidativ la acidul succinic, in proportie echimoleculara cu resturile de prolina.

b) Biosinteza argininei

Daca 1nsd gruparea amino a acidului glutamic este acetilata, reactia decurge cu formare de ornitina si nu de
prolina. Ornitina este convertitd in arginind prin acelasi ciclu de reactii Intalnit la formarea ureei.

Cursnr. 12

Peptide si hormoni peptidici: rol metabolic

Peptidele sunt compusi rezultati din unirea mai multor molecule de aminoacizi prin legaturi
peptidice (-NH-CO-) si pot fi obtinute din proteine prin hidroliza partiald (chimica sau enzimatica).

Distingem oligopeptide (cu pana la 10 aminoacizi in molecula: dipeptide, tripeptide etc.),
polipeptide (contin intre 10 si 50 aminoacizi), iar polipeptidele cu mai mult de 50 de resturi de aminoacizi
in molecula se numesc proteine.

Denumirea lor se face 1n ordinea in care se gasesc in moleculd, incepand de la aminoacidul care
contine grupa amino terminald. Sunt totodatd uzuale unele denumiri specifice pentru peptidele cu numar
mic de aminoacizi (carnozina, anserina, vasopresina etc.).

(N- termlnal)? ll-l H |(|3 |CH3 'l* (C-termmal)
CH C

\CH/\/ \C/“\ NG \/\ICH
sz o CH2 o) |CH2
CH
/N

CHy  CH

OH

Seril-glicil-tirozil-alanil-leucina

Peptidele, in special cele cu masd moleculard mica, sunt solubile in apa, insolubile in alcool
absolut si au caracter amfoter ca si aminoacizii constituienti.

Grupele -NH; si -COOH fiind mai indepartate decat in aminoacizi se vor influenta mai putin, ceea
ce determind o aciditate mai slaba a grupei —COOH, n timp ce grupa NH, devine mai bazica.

Grupele amino N-terminale prezintd toate reactiile caracteristice grupelor NH, din aminoacizi,
inclusiv reactia cu ninhidrind, care serveste la detectarea si evaluarea cantitativa a peptidelor in metodele
electroforetice si cromatografice. Totodatd, grupa C—terminald poate fi esterificatd sau redusd. Grupele R
laterale din peptide dau aceleasi reactii caracteristice ca si cele din aminoacizii liberi. O reactie specifica
este reactia biuretului care consta in formarea unui complex colorat violet, la tratarea peptidelor cu solutii
alcaline de Cu**. Aminoacizii liberi nu dau reactia biuretului.

Dipeptide
Carnozina (B—alanil-histidina) este prezenta in muschiul mamiferelor, iar anserina (B—alanil-N-metil—

histidina) este prezenta in muschiul pasarilor.
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Carnozina are actiune hipertensiva si, sub forma de carnozinfosfat, intervine in procesele de
contractie musculara.
— CHZ—TIH—NH—CO—CHZ— CH,~NH, I—_—|’CH2fH—NH—CO—CH2— CH,~ NH,

N COOH N COOH
HN ) / N\/ )
Carnozina CH, Anserina

Aspartamul (Nutrasweet) este un produs sintetic, esterul metilic al L—Aspartil-L—Phenilalanina, de
200 ori mai dulce decat zaharul pe care il inlocuieste uneori.

+

H3N—(|3H—CO—NH—(|3H—COOCH3

CH, T:HZ

Co0~ CeHs

Tripeptide
Glutationul (y—glutamil—cisteinil—glicocol) este prezent in toate tesuturile vii. Se gaseste in organism sub
forma redusa (GSH) 1n care gruparea tiolica este liberd si sub forma oxidata (GSSG), forma de disulfura.
Glutationul este socotit drept sistem oxidoreducator celular, participdnd la transferul de electroni. De
asemenea, prin gruparea SH acesta leagd metalele grele toxice sau compusi organici don corp, cum ar fi
dinitroclorbenzenul, compusii organoclorurati sau fluorurati, etc, pe care il elimina sub forma de conjugati
ai GSH.

- 00C- CH-CH,—CH,-CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COO ™
HoN CH,~SH
y—Glutamil—cisteinil—glicina

Cantitatea de glutation sanguin descreste cu varsta, in special la nivel pupilar (cataracta senild). in
diabet, concentratia glutationului este, de asemenea, scazuta.

Unii hormoni hipofizari si pancreatici au o structura polipeptidica: oxitocina, vasopresina, insulina,
glucagonul si hormonul adrenocorticotrop (ACTH).

Sinteza si eliberarea hormonilor este controlata in mod ierarhic, implicand trei etape succesive ale
interactiei hormon—celula tinta.

1. Hipotalamusul (situat la baza creierului) primeste mesaje nervoase specifice si secretda hormoni

numiti factori de eliberare (releasing factors), care trec prin vasele de singe pana la glanda hipofiza
anterioara.
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Factor de eliberare | Capa}t C-
a tireotropinei Factor de Cys — terminal

eliberare a LH Factor de inhibare a

hormonului de crestere

Hipofiza este o glanda cu greutate de cca. 0,7 g, situata la baza creierului si care produce, in cele
trei regiuni ale ei, un numar de hormoni de importanta vitala.

Cys—Tyr-lle-Glu-Asn-Cys—Pro-Leu-Gly-NH,,

S S Oxitocina
Cys—Tyr—Phe-GIn—-Asn-Cys—Pro-Leu-Gly—-NH,
S S Vasopresina

Lobul anterior al hipofizei elibereaza hormonul tireotrop, care stimuleaza secretia glandei tiroide,
hormonul adrenocorticotrop (ACTH), care stimuleaza secretia hormonilor produsi de cortexul glandelor
suprarenale, hormonul luteotrop sau lactogen (prolactina), care provoaca secretia laptelui in glanda
mamara si hormonul somatotrop sau hormonul cresterii, care regleaza dimensiunile corpului. De
asemenea, in lobul anterior al hipofizei se produc cei 2 hormoni gonadotropi (hormonul care stimuleaza
dezvoltarea foliculului in ovar si hormonul luteinizarii, care regleazad formarea carotinoidelor in ovar si
producerea hormonilor sexuali masculini). Lobul posterior al hipofizei secreta oxitocina, cu rol in
contractia uterului la nastere si vasopresina, hormonul antidiuretic, capabil sa provoace cresterea presiunii
arteriale.

2. Hipofiza este stimulata sia secrete un hormon specific. Astfel, factorul de eliberare al
tireotropinei (TRF) stimuleazd eliberarea hormonului tireotrop (TSH), iar factorul de eliberare al
corticotropinei (CRF) produce eliberarea hormonului adrenocorticotrop (ACTH).

Hormonii hipofizari trec prin sistemul sanguin la glandele tinta specifice. Tinta ACTH-ului este
cortexul suprarenal, iar cea a hormonului tireotrop este glanda tiroida.

Hipotalamusul mai secreta si factori inhibitori, care inhiba eliberarea unor hormoni hipofizari.
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Sistem nervos

Hipotalamus Oxitocina
N xitocina —> i
Factori de eliberare si K; Hipofiza /7 Contractia

inhibitori hipotalamici posterioara\v _ uterului
asopresina

Tinta - . —> Reabsorbtia
orimara Hipofiza anterioara apei
Hormonul adreno- H |
g Hormonul ormonu
corticotrop (ACTH) tireotro FSH | luteinizant (LH) .
(TSH) P Prolactina I \
- . Hormonu
Tlnte Corticosu- (PRL) de Creﬁtere Celulele
secundare| prarenala  Tiroida Testicule si ovare ieea
' ale pancreasului
Steroizi Testos-|  Estrogeni;
cortico- Tiroxina| terona | progesterona
suprarenali Glucagon
Tinte
' - . Glande
finale Muschi, ficat ~ Tesuturi sexuale secundare

si alte tesuturi Mmamare Qase Ficat

FSH = Hormonul de stimulare a foliculilor

Organizarea ierarhica a reglarii endocrine

Glandele tintd, mai ales gonadele sunt stimulate pentru a produce hormoni proprii, care actioneaza
asupra unor tinte finale.

Hipotalamusul elibereaza oxitocind si vasopresind, importanti pentru reglarea lactatiei, respectiv
pt. echilibrul apei. Acesti hormoni trec in hipofiza posterioara, se leaga de neurofizine (proteine mici), de
unde sunt eliberati in sange.

Secretia hormonilor tropi din hipofiza anterioard este reglata printr-o relatie feed-back de citre
secretiile caracteristice ale glandelor tintd. De pildd, o concentratie crescutd in sange a hormonilor
glucocorticoizi secretai de corticosuprarenald induce inhibarea secretiei ACTH-ului de catre hipofiza.

Secretia unor hormoni este modulatd de cétre concentratia metabolitilor specifici in sdnge; insulina
este stimulata cand creste concentratia de glucoza din sange.

Unii factori hipotalamici (inhibitori + eliberatori) au fost izolati si identificati. Din cateva tone de
tesut hipotalamic procurat de la abatoare S-a obtinut 1 mg factor eliberator de hormon tireotrop (TRF).

Hormonul adrenocorticotrop (ACTH), numit si corticotropind, a fost separat in doud componente
numite corticotropine A si B. Corticotropina A are greutate moleculard 4567 si este compusa dintr-0
singura catend polipeptidica de 39 resturi de aminoacizi, cu serind la marginea aminica si fenilalanina la
marginea carboxilica. Corticotropina B provine din corticotropina A prin pierderea a 11 resturi de
aminoacizi de la marginea carboxilicd; ea posedd numai 28 aminoacizi in catena ei. ACTH se izoleaza din

glandele de animale, iar oxitocina se obtine sintetic pentru scopuri terapeutice.

Insulina
Este produsa de insulele Langerhans (celulele ) sub forma de preproinsulina prin translatia ARNm pe
ribozomi. Prefixul “pre” indica peptida semnal, iar “pro” inseamna un precursor al insulinei continand atat
peptidele A si B, precum o peptida C, care va fi indepartata.

Sub influenta acizilor, insulina suferd denaturare, dar bazele regenereaza forma initiala, fiziologic
activa. Agentii care desfac legaturile S—S denatureaza ireversibil insulina. Insulina formeazd compusi cu
metalele bivalente; din pancreas se izoleazd de obicei compusul cu ioni de zinc, frumos cristalizat. Insulina

este digeratd de pepsina si chimotripsina, dar slab atacata de tripsina.
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Proteaze specifice din reticulul endoplasmatic sau aparatul Golgi sau din reticulul endoplasmatic
sau aparatul Golgi din veziculele asociate scindeazad proinsulina la insulind si peptida C. Acestea sunt

eliberate in curentul sanguin impreuna cu o mica cantitate de proinsulina.
Insulina

Receptor pt.
insulina

(+)

/ $ \ Insulina
Al doilea actioneaza

prin intermediul
unui "al doilea
V. mesager"

putin cunoscut
pentru a
stimula sinteza
glicogenului

in muschi

mesager

Glicogen

CINGULATE GYRUS

UDP-glucoza

Glucozo 1-fosfat

Glucozo 6-fosfat

wrronamug” =7 G I " ,. /‘\
S A Glucoza
PITUTARY N > (+):Wj\

Vi Glucoza

Probabil ca importanta sintezei proinsulinei consta in formarea corectd a legaturilor disulfidice in
proinsulind. Peptidele A si B din insulind se mentin unite prin legaturi disulfidice. Desi formarea
legaturilor disulfidice in peptide poate fi spontand, structura tertiara corecta se formeaza plecand de la o
structura primard data, conform ipotezei termodinamice. Astfel, structura si functiile insulinei native se
obtin numai daca legaturile disulfidice se formeaza in proinsulind, nu in mod intdmplator cum ar fi daca
cele doud peptide ar fi ansamblate separat. Proinsulina insa este scindata la insulina activa, matura.

Dupa clivarea proinsulinei, resturile de arginina, Arg (31, 32, 65), si lizina, Lys (64), sunt
indepartate cu formare de insulina si peptida C.

Concentratia insulinei in sange este de 1nM. Dupa o masa bogata in glucide concentratia poate
creste de 3-4 ori. Concentratia sa revine la normal dupa 1-2 ore dupa masa. Insulina se leagd de receptori
specifici din membranele plasmatice producand un al doilea mesager intracelular. Insulina se leaga de o
proteina receptoare cu M = 300.000, cu mare afinitate pentru insulind. Legarea este insotitd de efecte
metabolice caracteristice asupra celulelor grase, in special cresterea sintezei triacilglicerolilor din glucoza
si scaderea hidrolizei enzimatice a lipidelor. Insulina creste viteza de utilizare a glucozei si inhiba
glicogenoliza din celule musculare si ficat. De asemenea, stimuleaza transportul glucozei prin membrana.

Insulina produce o scadere a AMP ciclic. Se pare ca actioneaza asupra GMP ciclic, ce este in
interdependenta reciproca cu AMP ciclic. Se pare ca al doilea mesager este o peptida.

Insulina este in relatie de interdependenta cu alti patru hormoni: 1.glucagonul; 2.hormonul de
crestere hipofizar; 3.hormonii glucocorticoizi; 4.adrenalina (epinefrina).
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Peptida C
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Proinsulina umana
(86 resturi aminoacid; catena A = 21 resturi; Catena B = 30 resturi)

Diabetul se datoreaza unei insuficiente in insulind si se manifestd prin cresterea concentratiei
glucozei in sange peste limita normala si eliminarea sa prin urina.

Adrenalina (epinefrina) este produsd de maduva capsulelor suprarenale. Cu FeCl; da o coloratie
verde datoritd celor doud grupe OH. Structura sa a fost stabilita prin sinteza.

CI-CH,—-COCI + HO CI-CH.-COO ;

2 N 2 izom,Ho

HO HO 5
HO —CO-CH,—ClI
CH,-NH, HO HO
kA 2H, .
HO CO-CH,~NHCH; HO — CHOH-CH,~NHCH,4
Adrenalina

Sinteza industriala a adrenalinei

Adrenalina actioneaza asupra organismului animal, ngustand vasele sanguine si provocand o
marire a tensiunii arteriale, largind pupila, accelerand batdile inimii si inhiband miscarile stomacului si ale
intestinului. Efectele sunt antagoniste celor produse de acetilcolina.

Secretia adrenalinei in sange declanseaza o serie de raspunsuri care pregatesc organismul animal
pentru “fugd sau atac”. Acesta include cresterea presiunii sanguine, a ritmului si debitului cardiac si
efectele caracteristice asupra muschilor netezi, implicand relaxarea unora si contractia altora. in doze mici
provoacd o crestere a concentratiei glucozei in sange, producand glucozurie. Serveste in chirurgie pentru a
opri hemoragiile (vasoconstrictor). Efectele adrenalinei sunt de foarte scurtd duratd, deoarece ea este
repede oxidatd mai ales in ficat.

Se accelereaza scindarea glicogenului, in special in muschi, cu formarea lactatului i, secundar, in
ficat, cu formarea glucozei sanguine.

Adrenalina stimuleazi puternic o reactie enzimatici Mg”*—dependenta din fractiunea membranelor
plasmatice, prin care ATP este transformat in AMP ciclic, cu pierderea unei grupe de pirofosfat anorganic.

Mg2*
ATP————=> 3' 5~ AMP ciclic + PPa

Enzima care catalizeaza procesul este adenilat ciclaza, specifica pentru ATP ca substrat.
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Al doilea mesager

AMP ciclic

S-a gasit o enzima fosforilaz—kinaz—kinaza, numita simplu protein—kinaza care are o forma
inactiva si una activa. Forma sa activa catalizeaza fosforilarea fosforilaz-kinazei inactive de catre ATP,
dand forma fosforilata activa.

Protein-kinaza poate fosforila si alte proteine, cum sunt proteinele din membrane.

Concentratia AMP ciclic creste rapid si semnificativ in ficat dupa legarea adrenalinei, In timp ce,
dupd indepartarea sau distrugerea sa, AMP ciclic din ficat scade brusc la valori foarte mici. Enzima
raspunzatoare de distrugerea AMP ciclic este fosfodiesteraza, care catalizeaza reactia:

AMP ciclic + H,O ——> Adenozin-5'—fosfat

Aceasta este stimulatid de Mg®" si inhibata specific de cafeind si teofilind, alcaloizi prezenti in cafea
si ceai. Adrenalina, ajungind la suprafata celulei hepatice in conc. de 10°-10"°M se leaga de receptorii
specifici ai adrenalinei de pe suprafata exterioara a membranelor celulelor hepatice. Legarea lor produce o
modificare conformationala locala iIn membrana, care are ca urmare activarea adenilat-ciclazei, localizata
pe suprafata interna a membranei celulare.

Forma activa a adenilat ciclazei transforma ATP in AMP ciclic, cu o concentratic maxima de 10
®M in celula.

AMP ciclic astfel format se leaga de subunitatea reglatoare a protein kinazei, eliberand subunitatea
catalitica in forma ei activa. Aceasta catalizeaza fosforilarea formei inactive a fosforilaz -kinazei pe seama
consumului de ATP, cu formarea fosforilaz kinazei active.

Aceasta enzima catalizeaza fosforilarea fosforilazei b inactive pe seama ATP, cu formarea
fosforilazei a active, care, la randul ei, catalizeaza scindarea glicogenului pana la glucozo—1—fosfat; aceasta
se transforma in glucozo—6—fosfat si apoi in glucoza libera din sange.

Fiecare etapa este catalitica ceea ce conduce la o amplificare semnificativa a semnalului initial si
anume legarea unui numar relativ mic de molecule de adrenalind pe suprafata celulelor hepatice.
Activitatea maxima se atinge n cateva secunde.

Adrenalina stimuleazd scindarea glicogenului. Totodatd inhiba sinteza acestuia in ficat, deoarece
formarea de AMP ciclic stimuleazd fosforilarea de catre protein kinaza a glicogen sintetazei, cand se
produce forma sa inactiva.

Sase resturi de serina din molecula glicogen sintetazei sunt fosforilate pe seama ATP.

Oprirea secretiei adrenalinei conduce la sistarea sintezei de AMP ciclic, iar cel ramas este distrus
de fosfodiesteraza. Subunitatile protein kinazei se reasociaza intr-un complex fara activitate catalitica.
Forma fosforilata a fosforilaz kinazei suferd o defosforilare, ca si fosforilaza a insasi, prin actiunea
fosforilaz-fosfatazei. In acest fel, sistemul glicogenolitic este readus la starea normali de repaos.

Adrenalina influenteaza, de asemenea, scindarea glicogenului in muschiul scheletic cu formarea
acidului lactic, prin stimularea fosforilazei pe calea AMP ciclic.
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Adrenalina stimuleaza si o lipaza din celulele adipoase, care scindeaza triacilglicerolii la acizi grasi
legati de albumina serica.

Stimul—> Medulosuprarenala

y

Adrenalina
__Receptor de adrenalina

N Membrana
nge St i celulara
// % Adenilat ciclaza \\<

ATP AMPc + PPa
Protein kinaza —————> Protein kinaza + AMPc
(inactiva) (activa)
ATP + Defosfo—fosforilaz —> Fosfo—fosforilaz
kinaza (inactiva) (Ca*) kinaza (activa) + ADP
ATP + Fosforilaza b leosforilaza a+ ADP
(inactiva) (activa)

Glicogen + Pa—— Glucoza-1-fosfat

Glucoza-6-fosfat

Glucoza + Pa

\ ~

Cascada de amplificare in stimularea glicogenolizei de catre
adrenalina in celula hepatica, cu formarea glucozei sanguine.

Glucoza‘in sange

Glucagonul

Numit si hormonul hiperglicemic—glicogenolitic, produce cresterea concentratiei de AMP ciclic.
Glucagonul este un polipeptid cu 29 resturi de aminoacizi. Acesta este sintetizat ca precursor inactiv cu o
masd moleculard mai mare, proglucagon, care contine aminoacizi suplimentari la capatul C—terminal al
glucagonului.

Este un hormon polipeptidic al pancreasului, secretat de celulele a ale insulelor Langerhans de cate
ori scade concentratia glucozei sanguine.

Glucagonul secretat stimuleaza scindarea glicogenului hepatic restabilind valoarea normala a
glucozei in snge. Contracareaza astfel actiunea insulinei, care este secretatd numai atunci cand valoarea
glucozei sanguine este crescuta.

Glucagonul actioneaza preponderent la nivelul ficatului fard a afecta scindarea glicogenului muscular, in
timp ce adrenalina stimuleaza scindarea glicogenului in ambele tesuturi.

Ca si adrenalina, glucagonul isi exercitd actiunea prin legarea sa de receptori specifici de pe
membrana celulelor hepatice, stimuland adenilat-ciclaza. Cresterea in consecinta a AMP ciclic produce
cresterea concentratiei fosforilazei a in ficat, prin aceeasi secventa de reactii de amplificare ca si in cazul
adrenalinei.
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Cursnr. 13
Biosinteza proteinelor la nivelul ribozomilor
Digestia si absorbtia proteinelor alimentare incepe in stomac si este realizata de catre proteinaze,
localizate n tractul gastro-intestinal. Aici, pepsina din stomac rezultatd din pepsinogen, la pH 1,5 — 2,5,
scindeaza proteinele alimentare cu formare de proteoze si peptone, cu mase moleculare mai mici, solubile
in apa. Alaturi de pepsind, o altd enzima proteolitica, gastricsina a fost evidentiata in sucul gastric la om,
porc si caine (pH optim este 3.2)

Produsul semilichid rezultat trece in duoden unde, datorita aciditatii sale, determina secretia de
catre mucoasa duodenald a unui hormon, secretina. Concomitent, sub influenta proteozelor si
aminoacizilor liberi, este secretat un alt hormon, pancreozimina. Acesti hormoni stimuleaza de asemenea
secretia pancreasului: secretina determina eliberarea apei si sarurilor minerale, iar pancreozimina secretia
enzimelor pancreatice.

Sucul pancreatic contine zimogenproenzime. Sub actiunea enterokinazei sau a tripsinei trec in
forma activa: tripsina gi chimotripsina (endopeptidaze) degradeaza hidrolitic (la pH 6,0 — 6,5) proteozele si
peptonele cu formare de peptide, alcituite din 6 — 9 aminoacizi, dipeptide, si Intr-o masurd mai mica, din

aminoacizi liberi. Carboxipeptidazele (A si B) sunt metaloenzime (contin ioni de Zn®*) hidrolizeaza
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legatura peptidicd dintr-0 molecula de peptida care se giseste in vecinitatea unei grupe carboxil libere,
dand nastere la aminoacizi liberi.

H <4 0 Hy 4‘ 0 H< L0
H:"W-EfDH—Ab H"N c }'i-qp—c

"

OH UH
Carboxipeptidaza () hidrolizeaza legatura peptidica de la capatul carboxil al oligopeptidelor

Dupa actiunea sucului pancreatic in duoden, degradarea produsilor de hidroliza este continuata in
intestinul subtire (pH 8,0) sub actiunea enzimelor pe care le contine sucul intestinal (aminopeptidaze si
dipeptidaze-exopeptidaze). Transportul aminoacizilor in celulele mucoasei intestinale este un proces activ,
diferit ca mecanism pentru diverse grupe de aminoacizi. Dupa absorbtie, aminoacizii sunt transportati de
curentul sanguin citre tesuturi. In primele ore dupd digestie concentratia aminoacizilor in sange, ficat,
intestin si rinichi. La nivel tisular, aminoacizii sunt degradati in continuare sau sunt utilizati pentru sinteza
noilor proteine.

H. N 4

pe)

DH
Aminnpept!dase it Dipepﬂdase %‘

’ _; 5,3 OJ

Aminopeptidazele si dipeptidazele hidrolizeaza
legatura peptidica de la capatul amino al
oligopeptidelor respectiv dipeptidelor.

Biosinteza proteinelor

Sinteza proteinelor necesitd o sursd de energie metabolicd (ATP, GTP) iar aminoacizi sunt
precursorii intermediari ai proteinelor.

Proteinele sunt mai intéi sintetizate Tn microzomi, dupa care sunt transferate catre alte componente
celulare. Nu este necesara intreaga celula atunci cand se studiaza biosinteza proteinelor in vitro, ci numai
fragmente de microzomi.

Sinteza lantului polipeptidic are loc Tn patru etape principale:

1. Activarea in citoplasma solubila unde aminoacizii sunt esterificati cu ARN; corespunzator, pe
seama energiei furnizate de molecula de ATP.

2. Initierea. ARN mesager, purtator al informatiei genetice specificand secventa de aminoacizi i
aminoacil-ARN; de initiere sunt legati de subunitatea micd a ribozomului, proces care necesita prezenta a
trei proteine specifice numite factori de inifiere, cat si GPT si Mg, Subunitatea mare a ribozomului se
leaga apoi de acest complex pentru a forma ribozomul functional, pregitit pentru urméatoarea etapa.

3. Elongarea sau alungirea presupune adaugarea secventiald de noi resturi de aminoacil transferati
enzimatic de pe esterii aminoacil-ARN;, fiecare dintre ei fiind legati de ribozom ca raspuns la un codon
specific sau triplet de baze din molecula ARN,.

4. Terminarea. Lantul polipeptidic este complet cand se ating semnalele codon de intrerupere a
lantului de pe ARN,..

5. Prelucrarea post-translationala. Proteinele devin biologic active numai dupd ce adoptd o

structura tridimensionald corespunzatoare.
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La 37 °C, un singur ribozom poate sintetiza un intreg lant o de hemoglobind (146 resturi de
aminoacid) in aproximativ 3 minute, adicd in mai putin de o secundd pentru un rest de aminoacid
ncorporat. Tn E. coli si in alte bacterii, crescand in conditii optime, un ribozom functional poate insera in

lant aproximativ 20 aminoacizi pe secunda.

Reactia de activare: Cei douazeci de aminoacizi din citosol sunt esterificati cu ARN; sub actiunea
aminoacil-ARN; sintetazelor, fiecare dintre ele fiind inalt specifica pentru un anumit aminoacid si pentru
ARN;-ul sau corespunzator. Celor 20 de aminoacizi le corespund 32 de codoni, respectiv 32 de aminoacil-
ARN;ase.
. Mg+ .
Aminoacid + ARN; + ATP ——— aminoacil - ARN, + AMP + PPa

Enzimele de activare, obtinute in stare purificata, cristalizate, au M = 100.000 — 240.000. Unele au
numai un singur lant polipeptidic cu M = 100.000 (leucina), altele 2 sau mai multe unitati diferite sau
identice. Glicil-ARN; sintetaza are doud subunitati cu M = 35.000 si alte doud cu M = 80.000.

Transferul unui aminoacid pe ARN; respectiv se realizeaza in doui etape distincte. In prima etapa,
ATP reactioneaza cu aminoacidul formandu-se un intermediar legat de enzima, aminoacil-adenilat. La
acest intermediar, grupa COOH a aminoacidului este legata, printr-o legaturd macroergica de grupa 5’—
fosfat din AMP.

In a doua etapa, grupa acil este transferati de pe AMP la capatul 3° al ARN, corespunzitor
aminoacidului, urmata de eliberarea produsilor, un aminoacil-ARN; si acidul adenilic:

Aminoacid + ATP ———> [aminoacil — acid adenilic] + PPa
[Aminoacil — acid adenilic] + ARN; Z—— aminoacil — ARN; + acid adenilic

o o NH,
I N
R-CH-C-0O-P=0 / N
s B
2 | N N7
CH,

Aminoacil-adenilat (aminoacil-acid adenilic)

Aminoacil — ARN; sintetazele sunt inalt specifice atit fatd de aminoacid, céat si fatd de ARN;
corespunzator. Ele au o mare capacitate de a deosebi diferiti aminoacizi naturali Intre ei, incat sansa unei
erori este de 1/10.000.

Existd doua clase de aminoacil — ARN; sintetaze: prima clasa catalizeaza esterificarea grupei 2’-
OH dupa care are loc o reactie de transesterificare la 3°-OH; cea de-a doua clasa catalizeaza esterificarea
directd a grupei 3’-OH.

Moleculele de ARN; poseda 73-93 de resturi nucleotidice si M ~ 25.000 si o structurd secundara
specifica (un trifoi cu patru foi). Unii ARNy, cu catene mai lungi, pot forma si al cincilea braf, mai scurt.

Structura cuaternard a ARN;-ului are forma literei “L” rasucite.
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ATP PPa

O
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H3N—(H:—COO H3N—IC_il—C—O—T—Rlbozé-Adenlné

@)

ARN; &
Aminoacil-adenilat
ARN; ® (anhidrida mixta)
| AMP
0
o |
O—P—O0O—CH, Adenina
Il o)
0
® H
H3N_(|:_C

N\  Aminoacil-ARN;
R (0]
Toate moleculele de ARN; au aceeasi secventa terminald Pu—C—C—A la capatul 3° al bratului

pentru aminoacid. In capitul opus se afla anticodonul, care este complementar codonului corespunzitor
din molecula de ARN,,.

Tripletul anticodon al aminoacil-ARN; are o secventa de baze care permite formarea de legaturi de
hidrogen specifice cu bazele codonului corespunzitor de pe ARNy, Astfel, aminoacidul necesar este
selectat si corect pozitionat pentru a fi transferat pe lantul polipeptidic in crestere.

Capat 5' cCcA ||-|

C \I —— O-C-C-R
AN\ Il

O NH,

ARN; Grupare

aminoacid

Structura secundara a aminoacil-ARNt

Molecula de ARN; mai contine locul de recunoastere al enzimei, prin care ARN, se leaga de
enzima de activare corespunzatoare, si locul de atasare de ribozom.

Tn molecula de ARN; sunt prezente unele baze rare, pe langa bazele normale A, U, G si C. Ele sunt
in general derivati metilati ai bazelor normale. Acestea au urmatoarele functii:

a) sa impiedice formarea de legaturi, in anumite puncte, intre bazele aceleiasi molecule de ARN; in
asa fel incat sa rezulte structura caracteristica bratului;

b) sa nu permita formarea de legaturi intre bazele perechi ramase din ARN; si ARN,;

¢) s reduca susceptibilitatea ARN la atacul hidrolitic al nucleazelor.

Pentru fiecare aminoacid existd mai mult de un ARN; specific. La sinteza proteica mitocondriala si
la cea citoplasmatica se utilizeaza tipuri diferite de ARN,. Sintetazele corespunzatoare sunt si ele specifice
pentru ARN; mitocondrial sau citoplasmatic.

Initierea lantului polipeptidic: Sinteza tuturor proteinelor incepe cu aminoacidul metionind, codificat de
codonul de initiere AUG. Metionina de initiere nu intrd ca metionil-ARN;, ci ca N-formilmetionil-ARN;
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(fMet—ARN;). Metioninele din interiorul lantului peptidic nu sunt formilate, ci se leaga sub forma metionil-
ARNTt ului.
I
CHg=S-CH,~CH,-C-COOH

NH
t=0
L
Formilarea se realizeazi cu N**—formiltetrahidrofolat la gruparea o—amino a metionil-ARN;. Enzima care

catalizeaza aceasta reactie nu formileaza metionina libera.
N10—Formiltetrahidrofolat + Met - ARN, —> Tetrahidrofolat + fMet - ARN,

In timpul sintezei proteice are loc o continua disociere a ribozomilor 70S (datorati grupelor fosfat
Tncarcate negativ) in subunitatile 50S si 30S si o continud reasociere a subunitatilor pentru a forma din nou
ribozomii intacti. ARN, si aminoacil-ARN; de initiere nu se pot lega direct de ribozomul 70S, c¢i sunt mai
intai legati de subunitatea 30S care se combina apoi cu subunitatea 50S.

La acest proces participa trei proteine specifice, numite factori de initiere. Sunt proteine solubile,
cu M = 9.000; 65.000 si, respectiv, 21.000. Acesti factori se ataseazd si se desprind continuu de pe
ribozom.

Subunitatea 30S formeaza un complex cu unul din factori, care se leagd apoi de ARN,. La acest
complex se adaugd alt factor. Dupa aceasta, fMet—-ARN; si GPT se leagd cea de-a treia proteina, iar
complexul rezultat se combind cu complexul format de subunitatea 30S, cu ARNy, si ceilalti factori.
Rezulta astfel complexul de initiere.

Complexul de initiere se combina cu subunitatea 50S pentru a forma ribozomul 70S functional.

Ciclul de elongatie: Acest proces decurge in trei etape:

1. Legarea noului aminoacil-ARN;. Acesta este asezat pe situsul aminoacil (A) al complexului
ribozomal 70S si se leagd de un factor de elongatie T. FE-T se combind cu GTP pentru a forma un
complex. Acesta se leagd apoi de aminoacil-ARN; pentru a forma complexul ternar FE-T-GTP-
aminoacil-ARN,. Acest complex se leaga de ribozom astfel incat aminoacil-ARN; sa fie asezat pe situsul

A, cu anticodonul sdu legat prin legaturi de hidrogen de codonul corespunzator din ARN,,. Concomitent
GTP este hidrolizat la GDP si H3PO,. GDP paraseste ribozomul sub forma de complex FE-T-GDP.
Energia eliberata la hidroliza GTP serveste la pozitionarea corecta a aminoacil-ARN; pe situsul A.

Legarea aminoacil-ARN; de situsul A poate fi blocatd de unele antibiotice, in special de

tetracicline.
HsC.. OH '}‘(CHE‘)Z

2. Formarea legaturii peptidice

Prima legatura peptidica se formeaza printr-un atac nucleofil al grupei NH, a aminoacil-ARN;
asupra carbonului carboxilic esterificat al fMet—ARN;. Rezulta un dipeptidil-ARN; legat de situsul A.
Situsul E este acela de pe care ARN;asele parasesc ribozomul in timpul elongatiei.

Un proces identic are loc la fiecare ciclu de elongatie. Gruparea NH; libera a noului aminoacil—
ARN; legat de situsul A deplaseaza ARN; din peptidil-ARN; pentru a forma o noua legatura peptidica.
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3. Translocatia are loc dupa formarea legaturii peptidice.

Ribozomul se deplaseaza la urmatorul codon de pe ARN,, si muta, in acelasi timp, peptidil-ARN;
de pe situsul A pe situsul P. Pentru aceasta sunt necesare o proteina specifica, numita factor de elongatie G
(FE-G), cat si GPT.

La inceput GTP se leagd de FE-G si complexul rezultat se leagd de ribozom. GTP este apoi
hidrolizat la GDP si H3PO,. Aceasta hidrolizad pune la dispozitie energia necesara pentru realizarea unei
modificari conformationale care deplaseazd ribozomul la urmatorul codon de pe ARN, si trece peptidil—
ARN; de pe situsul A pe situsul P.

Situsul A devine liber, cu un nou codon in pozitie, pregatit sa primeasca un nou aminoacil-ARN,
declansandu-se astfel un nou ciclu de elongatie. Dupa translocatie, FE-G se disociaza de pe ribozom. Pare
ca si cum ARN,, ar aluneca printr-un sant, deoarece o parte apreciabila a lantului de ARN, nu este atacata
de ribonucleaza.

Terminarea sintezei lantului polipeptidic este semnalatd de unul din cei trei codoni de stop de pe ARN,
(UAA, UAG, UGA). Desprinderea polipeptidil-ARN; de pe ribozom este initiata de trei proteine specifice,
numite factori de desprindere. Acestia se leaga de ribozom pentru a permite trecerea polipeptidil-ARN; de
pe situsul A pe situsul P.

Legatura esterica dintre lantul polipeptidic si ultimul ARN; este apoi hidrolizata, prin actiunea unei
peptidiltransferaze. Odatd ce polipeptidul este desprins, sunt eliberati si ultimul ARN; si ARNy,.
Ribozomul liber 70S se disociaza in subunitatile sale 50S si 30S, proces care necesitd prezenta unuia dintre
factorii specifici de initiere i sinteza unui nou lant polipeptidic poate incepe.

Inhibitori ai sintezei proteice
OH Cl

H
N

0]
HO

Cloramfenicolul

Cloramfenicolul inhiba sinteza proteica pe ribozomul 70S al celulelor procariote (si al mitocondriilor
celulelor eucariote) prin blocarea transferului de peptidil-ARN,, dar nu inhiba sinteza proteicd pe
ribozomul 80S al celulelor eucariote. Cloramfenicolul a fost utilizat in tratamentul unor infectii in
® %Hz patologia umana, 1nsa este relativ toxic, deoarece este posibil ca el sa

NH, I inhibe si sinteza proteica In ribozomii mitocondriali.
HZN—!—NH H  HNTC—NR, Streptomicina si antibioticele inrudite (neomicina, canamicina) se
@ leagd de subunitatea micd a ribozomilor celulelor procariote. Ele
inhiba sinteza proteicd si produc citirea gresita a codului genetic,
probabil prin modificarea conformatiei ribozomului astfel 1incat
aminoacil-ARN-urile de transfer sunt mai putin strins legate de

ARNp,.

Un alt inhibitor al sintezei proteice este puromicina, a carei
structura este similara cu cea a tirozinil-ARNt ului. In locul legaturii
esterice normale intre gruparea 3’-OH a ribozei si gruparea carboxyl a
aminoacidului, puromicina posedd o legaturd amidicd 1Intre

componentul sdu glucidic §i gruparea carboxil a 4-metoxi-

fenilalaninei. Puromicina se leagd de situsul A in timpul sintezei
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peptidice cu formarea ulterioara a unui derivat covalent
Streptomicina peptidil-puromicina. Complexul format se desprinde de ribozom

deoarece nu are structura exacta care sa permita translocarea si este mutat pe situsul P.

Toxina (M = 58 KDa), o proteind produsa de Corynebacterium diftteriae catalizeaza ribozilarea
ADP-ului unei distamine (o histidina modificatd) din factorul de elongatie 2 al eucariotelor pe care il
inactiveaza.

Ricina (M = 30 KDa) este o proteina toxica aflatd in semintele de ricin, o plantd consumata insa de

castori. Aceasta inactiveazd componenta 60S (mai precis subunitatea acesteia 23S ) a ribozomilor
eucariotelor prin depurinarea unui rest de adenina din ARN ribozomal.
Prelucrarea post-translationala: Inainte si dupa formarea structurii cuaternare, polipeptida poate suferi
modificdri enzimatice incluzand indepartarea unuia sau mai multor aminoacizi, addugarea grupelor acil,
fosforil, metil carboxil sau a altor grupari; clivarea proteolitica; sau atagarea unor zaharuri sau a altor grupe
prostetice.

Peptidil-puromicina Tirozinil-ARNt-ul

Grupa N-formil a restului de metionina (fMet) nu apare in proteina finitd a procariotelor; ea este
indepartata prin actiunea unei deformilaze, metionin—amino—peptidazda. Unele proteine sunt acetilate la

grupa a—amino—terminala. Aceste acildri decurg in special in citoplasma celulei.

Compartimentul Modificari
din celula
Indepartarea Met (AAL)
citoplasma Acetilarea sau mistoilarea a-NH,
Glicozilarea cu GIcNAC
Mitocondrii si Clivarea semnalului peptidic pentru import
cloroplaste (--R---R---K---R-----R-)
Semnal de retinere (XDEL)
Reticulul Glicozilarea rezidurilor Asn
endoplamatic Hidroxilarea Pro si Lis din procolagen
Formarea puntilor disulfidice
Aparatul Golgi Modificarea grupelor N-glicozil
Vesicule si Amidarea gruparii a.-COOH
granule SKL (import in peroxizomi)

Legaturile disulfurice incrucisate dintre lanturi se formeaza pe cale enzimatica dupi ce lantul
polipeptidic a fost deja construit.
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Necesarul energetic al sintezei proteice: Un numar total de 4 grupe fosfat macroergice sunt necesare
pentru sinteza fiecdrei legaturi peptidice din lantul polipeptidic complet. Astfel, 2 legaturi fosfat
macroergice sunt utilizate pentru formarea fiecarei molecule de aminoacid—ARN; in timpul reactiei de
activare a aminoacidului. O moleculd de GTP este scindatd in GDP si Pa in timpul legérii fiecarui
aminoacil-ARN; de situsul A de pe ribozom, iar o altd moleculd de GTP este hidrolizata in timpul
translocarii ribozomului de-a lungul ARN,.

Sunt astfel investite 7,3 - 4 = 29,2 kcal pentru a se obtine o legatura peptidica a carei energie libera
este de aproximativ —5,0 kcal. Deci, AG® a sintezei legaturii peptidice este de —24,2 kcal, facand astfel
sinteza acestei legaturi un proces exergonic si ireversibil.

Sinteza proteica, la cele mai multe organisme, consuma mai multd energie decat oricare alt proces
biosintetic; in celulele de E. coli, pana la 90% din energia celulara este utilizata pentru sinteza proteica.

Cursnr. 14
Elemente de bioenergetica: producerea energiei metabolice si inmagazinarea sub forma de acid
adenozintrifosforic

Oamenii si animalele isi procurd combustibilul necesar activitatilor fiziologice in primul rand din zaharuri,
grasimi si proteine din dietd. Alimentele sunt digerate si absorbite. Produsele digestiei circula prin sange,
intrd 1n diferite tesuturi si sunt preluate de celule unde sunt oxidate pentru aproduce energie. Transformarea
completa in bioxid de carbon (COy) si apa (H,0), necesita oxigen. Daca combustibilii alimentari sunt n
exces, atunci o parte dintre acestia se transforma in triacilglicerol in tesutul adipos (grasime, trigliceride!),
n glicogen ce se depoziteazd in muschi, ficat sau in alte celule si intr-o oarecare masura in proteine
musculare. In cazul postului alimentar, Tntre mese sau peste noapte cand dormim, combustibilul din aceste
depozite este oxidat pentru a elibera energie.

ATP
CO, Caildura
\ f Utilizarea energiei
Producerea de energie Biosinteza
Carbohidrati Detoxificare
Lipide Contractie musculara
Proteine Transport activ de ioni
Termogeneza

o, /
ADP + H,PO,-

Fig. 1. Ciclul ATP-ADP.

Este nevoie de o cantitate mare de energie pentru realizarea functiilor de baza ale corpului si
pentru activitatile fizice. Daca nu se consuma cantitati suficiente de alimente, atunci se face apel la
rezervele de combustibil ale corpului (grasimi, glicogen) si are loc scaderea in greutate. Dimpotriva, un
consum mai mare de alimente decét este necesar va conduce la acumulare de combustibil si la ingrasare.
Dieta trebuie sa ofere precursori pentru biosinteza compusilor necesari structurilor si functiilor celulare si
tisulare, dar i supravietuirii. Printre astfel de precursori se numara acizii grasi esentiali si aminoacizii
esentiali (ce nu pot fi sintetizati in corp). Dieta trebuie totodatd suplimentatd cu vitamine, minerale,
micro si macroelemente, precum si apa. Componentii dietei se mai numesc nutrienti. Din alimente si din
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aer provin si compusi xenobiotici, ce nu au valoare alimentara, sunt nefolositori sau chiar toxici. Acesti
compusi sunt excretati prin urina sau fecale impreuna cu produsii de degradare metabolica.

Oxidarea combustibililor celulari la CO, si H,O Tn celule conduce la eliberarea de energie prin
transferul electronilor de la moleculele in forma redusa la moleculele de O,. Energia provenita din
procesele de oxidare genereaza caldura si adenozin-trifosfat (ATP) (Fig 1). Dioxidul de carbon circula prin
sange de la celulele corpului la plamani, fiind apoi expirat, iar apa este excretatd in urind, transpiratie si in
alte secretii.

Desi céldura generatd de oxidarea combustibililor celulari este folosita mai ales pentru mentinerea
temperaturii corpului, scopul principal al acestei oxidari este producerea de ATP. ATP-ul produs astfel
reprezintd energia necesara proceselor din celuld care consuma energie, in scopul realizarii reactiilor de
biosinteza, contractie musculara si transport activ prin membrane. Prin folosirea ATP-ului ca sursa de
energie, acesta este convertit Thapoi la adenozin-difosfat (ADP) si fosfat anorganic (H,PO4 sau Pi).
Producerea si utilizarea ATP-ului reprezinta ciclul ATP-ADP.

Oxidarea combustibilului celular pentru a genera ATP se numeste respiratie (Fig. 2). Inainte de a fi
oxidati, carbohidratii sunt convertiti in principal in glucoza, grasimea n acizi grasi, iar proteinele n
aminoacizi. Cidile de reactie de oxidare a glucozei, a acizilor grasi si aminoacizilor au multe elemente in
comun. Acestia se oxideaza mai intai la acetil-CoA, un precursor al ciclului acidului tricarboxilic (TCA).
Ciclul TCA sau ciclul Krebs reprezinta o serie de reactii ce realizeaza oxidarea completd a combustibililor
la CO,. Electronii sunt luati de la combustibili in timpul reactiilor de oxidare si transferati oxigenului (Oy)
prin intermediul unor proteine din asa-numitul lant transportor de electroni. Energia acestui transfer de
electroni este folositd pentru a converti ADP si Pi (fosfat anorganic) la ATP (substantd macroergica) printr-
un proces cunoscut sub denumirea de fosforilare oxidativa.

Glucoza Aclzi gras| Aminoacizi Glicoliza anaeroba. Nu tot ATP-ul este obtinut
prin oxidarea combustibilului celular. Astfel,
Acetil-CoA Glucozi
2 ADP, P,
Intermediar ~p
CO,
CO, 2 ATP
58 MADH
L £s5%
~ATP =~ 25 £ Piruvat L‘. Lactat
PN 23 . L :
' § E @ Fig. 3. Glicoliza anaeroba. Nu necesita
HO O - oxigen deoarece NADH este reoxidata
2 2 prin reducerea priruvatului la lactat.
Fig. 2. Producerea de ATP din combustibilii ~ Gruparea fosfat este direct transferata de la
celulari Tn procesul respirator. intermediarul cu Tnalta energie la ADP.

in glicoliza anaeroba glucoza este degradata in reactii ce formeazad intermediari fosforilati cu
inaltd energie (Fig. 3). Acestia furnizeazd energia necesard transformarii ADP in ATP, fard a
implica transferul electronilor la molecula de oxigen molecular (O,). Glicoliza anaeroba este sursa
limitd de ATP pentru celulele care dispun de concentratii reduse de oxigen, fie pentru ca acestea
folosesc Tn mod normal aceastd cale (de pildd anumite celule din rinichi), fie datoritd scaderii
temporare a aportului de oxigen (boli artero-coronariene).
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Fosforilarea oxidativa, la nivelul mitocondriei. Energia provenita din oxidarea combustibilului
celular este convertitd in legaturi fosfat bogate in energie aflate in acidul adenozin trifosforic (ATP) printr-
un proces de fosforilare oxidativi ce se petrece la nivelul lantului transportor de electroni. Cea mai mare
parte din energia provenitd prin oxidarea acetil-coenzimei A in ciclul TCA si 1n alte cai de reactie este
conservat sub formi de coenzime acceptoare de electroni, NADH+H" si FADH,. Lantul transportor de
electroni oxideaza NADH si FADH,, pentru a da electronii moleculei de O,, care este redusa la H,O (Fig.
4). Energia din reducerea O, este utilizata pentru fosforilarea adenozin-difosfatului (ADP) la ATP cu
ajutorul ATP sintetazei (FoF1ATPase). Prin fosforilare oxidativa se produc aproximativ 2.5 moli de ATP
per mol de NADH oxidat sau 1.5 moli de ATP pe mol de FADH, oxidat. Alti cercetatori au calculat 3 moli
de ATP pentru un mol de NADH si 2 moli de ATP pentru unul de FADH,, pentru ca au tinut cont de
eventualele pierderi de ATP din timpul proceselor bioenergetice.

Ipoteza chemiosmotica a sintezei de ATP. Prin ipoteza chemiosmotica elaboratd de Peter
Mitchell dupa 1961, s-a explicat teoretic cum are loc transformarea energiei din transportul de electroni la
O, in legaturi fosfat macroergice din moleculele de ATP (Fig. 4). Aceasta ipoteza a fost amplu combatuta
de van Slater si de Eugen Macovschi si nu a fost pe deplin demonstrata nici pand acum. Totusi, faptul ca
Racker a demonstrat aparitia unui flux de protoni a determinat Academia Suedeza sa-i acorde Premiul
Nobel lui Peter Mitchell in 1978. De atunci controversele au incetat practic, aceasta ipoteza fiind luata ca
axioma. Este de recunoscut ca in procesul de transfer al energiei de la alimente, prin intermediul NADH si
FADH; la molecula de ATP pot apare protoni care sunt pusi in evidenta in exteriorul mitocondriilor, insa
acesta poate fi considerat un proces secundar. Astfel, prin excitare in stari tripletice sau singletice,
moleculele substantelor organice isi modifica mult pK,-ul, implicit aciditatea si pot deveni acizi foarte tari
care disociaza in protoni si molecule excitate incarcate negativ. De asemenea, ATP-sintetaza, citocromii,
precum si toate celelalte componente ale lanfului transportor de electroni au fost evidentiate, insa
fosforilarea oxidativa poate fi explicata si prin alte mecanisme, cum ar fi unul de transfer energetic direct,
de la moleculele excitate la ATP-sintetaza. In principiu, lantul transportor de electroni contine trei
complecsi proteici (I, 111, si V) ce strapung membrana mitocondriala interna. Ipoteza chemiosmotica
presupune ca electronii trec prin acesti trei complecsi proteici printr-o serie de reactii de oxido-reducere,
iar protonii sunt transferati din matricea mitocondriald catre partea citoplasmatici a membranei

mitocondriale interne. Pomparea protonilor genereaza un gradient electrochimic (Ap) prin membrana

Citocrom ¢ Potential
i electro-
e a 4H 2H" chimic ~ nH?
intermembranar T
< Dif[’l :
Membrana R 1
I el
S f
Matrice - .

mitocondriali MADH | MAD* Coenzima Q

+ H* + 120, 1
ADP | ATP
+ Pl

NADH Citocrom Citocrom ATP
dehidrogenaza b-c, oxidaza sintetaza
Complex | Complex 111 Complex IV

Fig. 4. Modelul chemiosmotic al sintezei de ATP prin fosforilare oxidativa.

format dintr-un potential de membrana si un gradient de protoni. ATP sintetaza ar contine un por pentru

protoni prin membrana mitocondriald internd si o parte cataliticd protuberanta ce patrunde In matrice. Pe
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masura ce protonii ar fi condusi prin por in matrice, acestia ar modifica conformatia partii protuberante
care pot indeparta ATP pe o parte si ar cataliza formarea de ATP pe partea opusa .

Reglarea fosforilarii oxidative. Viteza transportului de electroni este cuplat cu viteza sintezei de
ATP datoritd gradientului electrochimic prin membrana. Pe masurd ce ATP este utilizat in procese ce
necesitd energie, concentratia de ADP creste, influxul de protoni prin porul ATP sintetazei genereaza mai
mult ATP, iar lantul de transport al electronilor raspunde pentru a restabili gradientul electrochimic (Ap).
Dupa parerea lui Peter Mitchell si a adeptilor ipotezei chemiosmotice, protonii se pot reintoarce in matricea
mitocondriald prin uncoupling (decuplarea respiratiei de fosforilare oxidativa), printr-un mecanism de
bypass a porului ATP sintetazei, iar energia este eliberata sub forma de caldura. Proton leakage (scurgerea
de protoni), chemical uncouplers (decuplantii chimici ai fosforilarii) si proteinele pentru reglarea
decuplarii cresc viteza (rata) metabolismului si genereaza caldura.

Transferul electronilor de la NADH la O,. In lantul transportor de electroni, electronii cedati de
NADH+H" sau FADH; sunt transferati secvential prin seria de transportori de electroni care sunt inglobati
in membrana mitocondriald internd. Fiecare dintre componentii lantului este oxidat si apoi redus pe masura
ce trece electronii mai departe spre oxigenul de la capatul lantului transportor de electroni. De la NADH,
electronii sunt transferati secvential prin NADH dehidrogenaza (complex I), CoQ (coenzima Q),
complexul de citocromi b-c; (complex III), citocromul ¢, si in final prin citocrom ¢ oxidaza (complex IV).
NADH dehidrogenaza, complexul de citocromi b-c; si citocrom ¢ oxidaza constituie fiecare complexe
proteinice cu mai multe subunitati ce se afld in membrana mitocondriala interna.

CoQ este o chinond solubila in lipide si care nu este legatd de vreo proteind, fiind liberd sa difuzeze in
membrana lipidica. Aceasta transporta electronii de la complexul I la complexul III si a fost consideratd o
parte intrinsecd a pompei de protoni pentru fiecare dintre acesti complecsi. Citocromul ¢ este o mica
proteind din membrana mitocondriald interna ce transfera electroni de la complexul b—c; la citocrom
oxidaza. Complexul terminal, citocrom c oxidaza, contine locul de legare pentru O,. lar acesta (O,) accepta
electronii de lalantul transportor si se reduce la H,O.

Coenzima Q. Coenzima Q se prezintd sub forma de chinona oxidata care accepta un singur electron si
formeaza un radical liber (compus cu un singur electron intr-o orbitald). Transferul unui singur electron
face ca aceasta chinona sa fie sediul producerii radicalilor liberi de oxigen care sunt toxici in corp:

2 P X
.—-’_"'-- H“\— 4+ H+ T &+ Hf CH = CH C
_\\n/_,,_ s CHO—, == [CHCH=CCH, ], H
s 0 OH
Forma oxidata Forma de semichinoni Forma redusi sau
de chinoni (Q) (radical liber, Q+) chinol (dihidrochinol, QH,)

Gradientul de potential electrochimic. Se considera ca are loc o cidere de energie de aproximativ 16
kcal prin trecerea electronilor prin complexele proteinice, care furnizeaza energie suficientd pentru

deplasarea protonilor impotriva gradientului de concentratie.
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Gradientul de potential electrochimic si ipotetica fortd de deplasare a protonilor.

Deoarece membrana este impermeabild pentru protoni, acestia nu ar putea difuza prin stratul dublu lipidic
Thapoi in matrice. Astfel, in mitocondriile cu respiratie activa, spatiul intermembranar si citoplasma sunt cu
aproximativ 0.75 unititi de pH sub nivelul mitocondrial. Conform teoriei chemiosmotice miscarea
protonilor prin membrana genereazd un gradient electrochimic cu doud componente: potentialul de

membrana (fata externd a membranei este positiv incarcatd In raport cu partea matriciala) si gradient de

protoni (spatiul din exteriorul membranei interne are o concentratie mai mare in protoni si, deci, este mai

acida decat cel al matricei). Acest gradient electrochimic se numeste uneori proton motive force (forta de

miscare a protonilor) deoarece este energia de impingere a protonilor in matrice pentru a echilibra

concentratia pe ambele fete ale membranei. Protonii sunt atrasi spre matricea incarcatd mult mai negativ,

unde pH-ul este mai alcalin.

ATP sintetaza (FOF1ATPase) este enzima care produce ATP;
este o enzima compusa din mai multe subunitatisi care congine
oportiune aflatd in membrana interna (Fy) si o tija (tulpind) cu
un cap (F;) ce se proiecteaza in matrice (Fig. 4). Celel2 sub-
unitdti notate cu ¢ din membrana formeaza un rotor care este
atasat la un ax (tija) central asimetric compus din subunitati

€ siy. Capul acestei structuri este format din trei perechi de
subunitati a3. Fiecare subunitate B contine un site catalitic
pentru sinteza ATP. Capul este menginut de cétre o subunitate
0 atasata la o subunitate lunga b ce este conectata la subuni-
tatea a din membrana. Se crede ca influxul de protoni prin
canalul de protoni channel roteste rotorul. Canalul de protoni
este format de catre subunitati ¢ pe de o parte si cele de

tip a pe de alta parte. Canalul are doud portiuni prin

care se deschide; una se deschide direct in spatiul dintre

membranele mitocondriale si alta in matrice. In modelul acesta,
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Fig. 4. ATP sintetaza

fiecare subunitate ¢ contine o grupare carboxil de la acidul glutamic ce se extinde in canalul de protoni.
Gruparea carboxil acceptd un proton din spatiul intermembranar, iar subunitatea C se roteste n

membrana lipidicd hidrofobd. Deoarece matricea are o concentratic mai scazutd in protoni, gruparile

carboxil glutamice Indeparteazd un proton partea dinspre matrice a canalului. Rotatia este completatd

printr-o atractie intre resturilor glutamil incéarcate negativ §i o grupare arginil cu sarcind pozitiva ce

apartine subunitatii a. Conform acestui mecanism, axul asimetric se roteste spre o noud pozitie unde

formeaza diferite legaturi cu subunitile off (Fig. 5).

Noua pozitie a axului (tijei) modifica conformatia unei subunitati f ce indeparteaza o moleculd de
ATP, iar o altd subunitate catalizeaza sinteza spontand a ATP din fosfat anorganic, ADP si un proton.
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Asadar, energia gradientului electrochimic este folositd la modificarea conformatiei subunitatilor ATP
sintetazei astfel incat ATPnou sintetizat este indepartat. Se presupune existenta a 12 subunitati ¢, iar pentru
sinteza completa a trei molecule de ATP ar fi necesari 12 protoni.

(

ATP

ADP
+ Pi

o 1

Fig. 5. Mecanismul ipotetic al formarii ATP la nivelul ATP sintetazei

Decuplarea sintezei de ATP de transportul de electroni. Daca protonii se scurg inapoi in
matricea mitocondriala, fard a trece prin porul ATP sintetazei, acestia vor disipa gradientul electrochimic
de o parte si de alta a membranei fard a genera ATP. Fenomenul se numeste decuplarea fosforilarii
oxidative. Ea se realizeaza cu ajutorul unor compusi chimici, denumiti decuplanti (uncouplers), iar in
organism fenomenul fiziologic normal este realizat cu ajutorul unor proteine ce formeaza canale de
scurgere a protonilor prin membrane. Decuplarea fosforilarii oxidative conduce la cresterea consumului de
oxigen si la producerea de caldura.

Mecanisme alternative ale producerii de ATP. Ipoteza lui Mitchell are numeroase dezavantaje,
printre care acela de a nu fi fost demonstrata nici pana acum, datele experimentale sunt in general
impotriva acestei ipoteze. De pilda, ipoteza contrazice legile mecanicii cuantice. Astfel, s-a calculat ca sunt
necesari 2,5-3,4 protoni pentru a produce o singura moleculda de ATP. Or, energia unei molecule de ATP
este egald cu 7,3 kcal/mol dupa unele calcule si cu aproximativ 12-14 kcal/mol dupa altele. Ar trebui, daca
ipoteza este adevarata, sa identificam stari energetice intermediare in sinteza ATP, ceea ce nu se intampla
in fapt. Aceastd ipoteza rezista deoarece este singura explicatie de natura moleculard si deoarece Peter
Mitchell a primit Premiul Nobel, ceea ce i-a facut pe detractorii acestei teorii sa renunte la critici. De
asemenea, principalele reviste din domeniul stiintelor vietii, fizico-chimiei si biologiei refuza sa ia in
considerare si alte explicatii pentru producerea de energie in organismul viu. Ipoteza lui Mitchell a devenit
astfel o dogma si majoritatea experimentelor in domeniul bioenergeticii se realizeaza considerdnd-o ca
fiind adevarata. Evident, rezultatele sunt interpretate in sensul aceleasi teorii.

Dinitrofenolii-cilciiul lui Achile in bioenergetici. Peter Mitchell si adeptii sai au aratat ca 2,4-
dinitrofenolul si compusi asemanatori structural sunt decuplanti ai fosforildrii oxidative de respiratie
datorita liposolubilitdtii lor in membrana mitocondriald si, mai ales, protonului gruparii OH care poate
trece pe langa porul ATP sintetazei. Blocarea gruparii OH prin alchilare nu conduce la disparitia efectului
decuplant al compusului. Este mult mai probabil ca dinitrofenolii si alti decuplanti s absoarba radiatia
electromagnetica cu valoare comparabild cu energia unei molecule de ATP, care este cuantificata si sa
impiedice transferul acesteia catre ATP sintetazd. Aceasta din urma isi modificd conformatia odatd cu
absorbtia acestei cuante de energie si elibereaza o moleculd de ATP. Molecula de ADP si una de fosfat
patrund usor in capul ATP sintetazei (F1 sau ATP azei) si se transforma in ATP. Energia este furnizata de
afinitatea mare a ATP-azei fatd de ATP. Reactia este reversibild, dupd cum a demonstrat Paul Boyer,
laureat Nobel 1997, in asa fel incat ATP poate fi usor hidrolizat la ADP. Eliberarea moleculei de ATP

necesita insa energie.
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Pe de alta parte, oxigenul contribuie la relalizarea unor stari excitate ale unor molecule din lantul
respirator, iar in aceste stari moleculele devin acizi tari ce elibereaza protoni in exterior. Asa s-ar explica
prezenta ionilor de hidrogen in procesul formarii de ATP.

Lantul transportor de electroni

In principiu, putem considera ca electronii contin o energie pe care o transfera in reactiile chimice.
Pentru un transfer de electroni:

AE° '= E®' (oxidant) — E° '(reducator) = E°' (acceptor de electroni) — E° '(donator de e)

AG® '= - nFAE”

Daca AG° este negativa, atunci reactia are loc, cu deplasare spre dreapta, adicd cu producerea de
produsi de reactie.

Nicotinamid dinucleotida NADH+H", produsi in ciclul Krebs sau ciclul acidului tricarboxilic,
contine doi electroni care sunt transferati oxigenului in procesul respiratie. Transferul este realizat
in mai multe etape care insumate formeaza lantul respirator.

Un transfer de electroni este spontan (AG negativ) daca E°' (potential punctul median) a
donatorului de electroni este mai negativa decat E°' a acceptorului de electroni, de exemplu,
atunci cand exista un AE° ' pozitiv.

Sa consideram, de exemplu, transferul a 2 electroni de la NADH la oxigen:

a.%0,+2H" +2 e — H,0 E°"'=+0815V
b. NAD" + 2H" + 2 e — NADH + H* E>'=—0.315V
Scazand reactia b din reactia a:

%0, + NADH + H" — H,0 + NAD" AE°"=+1.13V

AG® = —nFAE® = - 2(96485 Jouli/Volt - mol)-(1.13 V) = — 218 kJ/mol (52.15 kcal/mol;
3 ATP = - 17.38 kcal/mol)

Am impirtit energia continuti in NADH+H" la trei, deoarece in lantul respirator, numit si lantul
transportor de electroni, se formeaza trei moli de ATP (acid adenozintrifosforic) dintr-un mol de
NADH+H".

Purtatori de electroni:

NAD*/NADH si FAD/FADH; au fost introduse in clasa compusilor bioenergetici.

FMN (Flavin mononucleotid) este o grupare prostetica (de protezare) a unor flavoproteinelor.

Are o structura similard cu FAD (Flavin adenin dinucleotida), dar nu are adenind ca nucleotida.
FMN (ca si FAD) poate accepta 2 ¢~ + 2 H” pentru a se obtine FMNH,. Atunci cand este legati la
locul activ al unor enzime, FMN poate accepta e, trecand intr-un radical de semichinona. Aceasta
poate accepta un al doilea e pentru a da FMNH..
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Rolul FMN: Deoarece poate accepta sau dona 1 sau 2 e—, FMN are un rol important in medierea
transferului de electroni Intre operatorii de transport care transferd 2 e— (de exemplu, NADH) si
transportatorii care pot accepta doar 1 e~ (de exemplu, Fe**). A se vedea discutia de la complex 1.

0
CH;0 CH;
[ " I
| 3 H2C =C —C =—cCH;
CH30 CH,-CH=C—CH,)H |
0 H
Coenzima Q Izopren

Coenzima Q (numitd, de asemenea, CoQ, Q sau ubichinond) este foarte hidrofoba. Aceasta se
dizolva in partea hidrofoba (cozile hidrocarbonate ale acizilor grasi din membrane) a unei
membrane mitocondriale. Structura CoQ include o coada isoprenoida lunga. In celulele umane,
cel mai adesea numarul de unitati de izopren (n) este de 10.

Catena izoprenoidd a Q10 este mai lungd decat latimea unui strat dublu lipidic. Radicalul
isoprenoid de CoQ poate fi pliat pentru a se obtine o structurd mai compacta. Este astfel postulata
o dispunere centrald in zona hidrofoba a membranei, intre cele douda monostraturi de lipide.

Inelul chinonic al coenzimei Q poate fi redus chinol intr-o reactie cu 2e:
Q+2e +2H" > QH;

Atunci cand este legata la site-uri speciale din complexul lantului respirator, CoQ poate accepta
un singur electron pentru a forma un radical semiquinonic (Q-7). Astfel CoQ, ca si FMN, poate
media ntre donatori / acceptori cu un electron sau doi electroni.

Coenzima Q functioneaza ca transportor de electroni mobili in cadrul membranei mitocondriale.

o o
CHa0 CH4 CHAD CHo
] .
CH3 H CHy
I I
CHa0 CHy-CH =C—CHo 3 H  CHaO CHz-CH =C —CH2)nH
© Coenzyme ) 0 coenzyime (e
gt H*I
oH
CHsO CH=
CHs
|
CH;O CHz-CH=C—CH2)pH

OH  coenzyme QH,

Hemul este un grupa prostetica (de protezare) a citocromilor. Hem contine un atom de fier
incorporat intr-un inel porfirinic. Fe este legat la 4 atomi de N ale inelului porfirinic.

Hemul din cele trei clase de citocromi (a, b, ¢) diferd usor in substituenti pe sistemul ciclul
porfirinic. O trasaturd comuna este de doud catene laterale propionat.

Numai hemul c este legat covalent la proteina prin legaturi tioeter de cisteina, asa cum se aratd in
partea dreapta.
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Hemul a este unic deoarece are o catena laterala lunga farnesil, care include trei unitati
izoprenoide.

-:|:H2 CHz —CH ==C —CHg |;-H
CHy HC —OH
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HC e CH,
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