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Simbolurile aminoacizilor
(o litera si trei litere)

Aminoacidul 0 singurd literd Trei litere
Alanine A Ala
Arginine R Arg
Asparagine N Asn
Aspartic acid D Asp
Cysteine C Cys
Glutamine Q Gin
Glutamic acid E Glu
Glycine G Gly
Histidine H His
Isoleucine | lle
Leucine L Leu
Lysine K Lys
Methionine M Met
Phenylalanine F Phe
Proline P Pro
Serine S Ser
Threonine T Thr
Tryptophan w Trp
Tyrosine Y Tyr
Valine \% Val

FRACTII SI MULTIPLI
Fractia Prefixul Simbolul Multiplu] Prefixul Simbolul
ur deci D 10 deca Da
1072 Centi C 10* Hecto H
104 Mili M 10j Kilo K
= Micro il 106 Mega M
10n NANO N io¥ Giga G
10" Pico P 1012 Tera T
10'6 Femto F 105 Peta P
1018 Atto A 10f Exa E
10l Zepto z 102 Zetta z
io-2 Yocto Y 1024 Yotta Y



Prefata laeditia a doua

Prezenta culegere de lucrdri practice la biochimie este alcdtuitd in
conformitate cu modificarile intervenite in ultimii ani Tn programa de studii si
in planul metodic la disciplina biochimie. in ea sunt descrise metodele
contemporane unificate de cercetari biochimice privind activitatea enzimelor
si continutul metabolitilor Tn obiectele biologice; sunt date valorile normale
ale principalilor metaboliti si cele Tnregistrate in diferite patologii. Metodele
expuse au fost verificate Tn timpul acivitatii practice a studentilor Tn cadrul
catedrei de biochimie.

O atentie deosebitd se acorda activitatii independente a studentilor care
prevede efectuarea individuala a fiecarei experiente, rezolvarea unor cazuri
clinice si situatii de problema. Raspunsurile date la sfirsitul lucrarii vor da
posibilitate studentilor sa-si verifice cunostintele, sa-si autoaprecieze gradul
de Tnsusire a materiei de studii.

Speram ca prezenta lucrare va asigura o buna pregatire viitorilor medici
in vederea interpretarii corecte a diferitor indici biochimici Tn starea clinicd a
bolnavilor.



INTRODUCERE

Cunoasterea componentei chimice si organizarii structurale a biopolimerilor,
rolului acestora in realizarea functiilor fiziologice are o importantd decisiva
n pregatireateoretica a viitorului medic. De aici rolul de frunte al biochimiei
n sistemul de pregatire fundamentald a viitorilor medici.

Realizarile obtinute de biochimia moderna au largit cunostintele cu privire
la patogeneza proceselor patologice si asigura Tntelegerea esentei acestora
lanivel molecular. Integrarea interdisciplinard a cunostintelor in Tnvatamintui
medical va permite pregdatirea specialistilor care vor asigura legatura
permanenta ntre stiintele fundamentale simedicina clinica.

Metodele descrise sunt grupate pe capitole in conformitate cu programa
cursului de biochimie, oferind studentilor posibililatea de a-si formadeprinderi
practice paralel cu Tnsusirea cunostintelor teoretice.

Fiecare capitol are citeva teme si incepe cu o scurtd introducere teoretica,
in cadrul fiecarei teme sint descrise metode tehnice si reactii de laborator
(principiul, modul de lucru si importanta clinico-diagnosticd), privind
determinarea calitativa si cantitativa a metabolitilor principali, precum si a
activitatii diferitelorenzime Tn obiecte biologice.

La sfirsitul temelor se propun Tntrebari pentru autopregatire si autocontrol,
precum si situatii de probleme teoretice si clinice.

Scopul de baza al materialului metodic prezentat este formarea si
dezvoltarea la viitorul specialist a unui nivel Tnalt de cunostinte, priceperi si
deprinderi practice In interpretarea corecta a indicilor biochimici.

In urma studierii cursului de biochimie teoretica si practica studentul
trebuie sd cunoasca:

- Principiile metodelor de cercetare a activitatii enzimelor si metabolitilor
in obiecte biologice, importanta practica a acestor metode.

-Valorile principalilor indici biochimici ai lichidelor biologice in sistemul
Sl si modificarile acestora in diferite stari patologice.

STUDENTUL TREBUIE SA POSEDE CAPACITATEA DE A:

- folosi in lucru diferite utilaje de laborator si aparate (centrifuga,
ionometrul, fotoelectrocolorimetrul, spectroscopul, polarimetrul etc.);



- determina activitatea enzimelor in obiecte biologice: amilazei,
lactatdehidrogenazei, aldolazei, fosfatazelor, aminotransferazelor,
dehidrogenazelor ciclului Krebs, catalazei, fosfolipazelor, lipazei, carbo-
anhidrazei;

-determina continutul diferitor metaboliti in obiecte biologice: glucozei,
ureei, acidului uric, proteinelor, creatininei, hemoglobinei, lipidelor,
colesterolului, pralinei si hidroxiprolinei (sumar), acizilor sialici, piruvatului,
clorurilor, calciului, bilirubinei, indicanului, acizilor biliari, corpilorcetonici,
ionului rodanid, aciditdtii sucului gastric, partilor componente ale
nucleoproteidelor; unorvitamine (A, C, B,, B,), hormoni (adrenalina, tiroxina,
I17-cetosteroizii);

- rezolva probleme de situatie teoretice si clinice Tn care, paralel cu
cercetdrile de laborator, studentul dispune si de unele date obiective si
subiective privind starea bolnavului. Rezolvind asemenea probleme, studentul
Tnvata sa aplice cunostintele teoretice acumulate in situatii clinice.

Interpretarea clinicd a modificarilor biochimice survenite Tn organismul
bolnavului permite studentului medic sa integreze cunostintele si deprinderile
practice acumulate Tn decursul studierii biochimiei in viitoarea activitate
practica.
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CAPITOLUL 1
Structura si functiile proteinelor. Enzimele

Partea |. Proteinele

Din toti compusii organici proteinele au cea mai complexa structura si
prezinta cel mai importantcomponent al materiei vii.

Proteinele sunt heteropolimeri ai a-aminoacizilor cu 0 masa moleculara
mare. Legindu-se Tntre ei prin legdtura peptidicda -CO-NH-, ei formeaza
lanturi polipeptidice. Legatura peptidica apare ca rezultat al reactiei dintre
gruparea carboxil a unui aminoacid si gruparea amino a altuia. Reactia este
Tnsotita de eliminarea unei molecule de apa. La hidroliza totald a moleculei
proteice are loc ruperea legaturilor peptidice si obtinerea unui amestec de
a-aminoacizi.

Varietatea colosald de proteine n naturd este determinatd de componenta
aminoacidd si de succesiunea aminoacizilor in catena polipeptidica. Pentru
fiecare proteind este caracteristicd o anumitd succesiune a resturilor de
aminoacizi care si este consideratd ca structuraprimara a moleculei proteice.
Lantul polipeptidic de reguld se rasuceste in forma de spirald forméand
structura secundara a moleculei proteice. Aceasta la rindul sdu se rasuceste
ntr-un mod complicat, dar strict specific, cdpatind o configuratie spatiald
numitd structura terfiara.

Unele molecule proteice sunt formate din citeva lanturi polipeptidice, de
obicei perechi, identice sau diferite de structura primard, secundara si tertiara,
care poartd denumirea de subunitdti sau protomeri. Ele formeaza un tip de
molecule proteice cu proprietati fizico-chimice si biologice specifice din punct
de vedere structural si functional. Acest nivel de structurd a moleculei
proteice poartd denumirea de structura cuaternara.

Pentru mentinerea configuratiei spatiale, molecula proteicd mai are
nevoe de unele legaturi suplimentare. Mai importante sunt legdturile de
hidrogen, care apar intre atomii de hidrogen ai gruparii -NH- (sau -CH~-)
si atomii de oxigen ai gruparii -CO-, disulfidice (-S-S-) si ionice, care
apar Intre gruparile amino cu sarcini pozitive ale acizilor diamino-
monocarboxilici si grupdrile carboxil cu sarcini negative ale acizilor
monoaminodicarboxilici.



Structura moleculei proteice este foarte labild si se modificd usor sub
actiunea factorilor fizici si chimici. Ca rezultat al acestor actiuni se modifica
proprietatile fizice, chimice si biologice ale moleculei.

Este necesar de a putea folosi cunostintele despre structura, proprietatile
fizice si chimice ale proteinelor, functiile lor, componenta proteica a organelor
si tesuturilor in norma si Tn diferite leziuni in vederea elucidarii functiilor
organismului Tn normd si tulburarea lor in patologie.

TEMA 1

Importanta biochimiei pentru medicina.
Aminoacizii. Reactiile de culoare ale proteinelor si aminoacizilor

Experienta 1. Reactia de identificare a aminoacizilor ce contin
sulf legat slab (reactia Fol).

Principiul metodei. La degradarea proteinelor si peptidelor sub
actiunea hidroxidului de sodiu din gruparile sulfhidril se elibereaza sulful sub
forma de sulfurd de sodiu, care reactionind cu plumbitul de sodiu, formeaza
precipitatul de sulfurd de plumb (PbS) de culoare neagrd sau brund. Ecuatia
reactiei:

1. CH2-SH CH2-OH

CH- NH2 mONla (>H » CH - NH2+ Na2S+H2

| +1 |
COOH COOH
Cisteina Serina
2. Na2S + Na2Pb02+ H2O ----- - PbSi + 4NaOH
i
plumbit de precipitat
sodiu negru

Metionina, spre deosebire de cisteind si cistind, nu da aceasta reactie,
deoarece sulful Tn acest aminoacid este legat trainic.

Mod de lucru. La 5 picaturi de ovalbuniind se adauga 5 picaturi de
reactiv Fol. Amestecul se pune la fiert. Dupd 1-2 minute de fierbere apare
un precipitat negru sau brun de sulfura de plumb (PbS).



Reactivul Fol OH OH 0
prezinta un ames-
tec de volume egale
de acetat de plumb

de 5% si NaOH de *hnoz
30%.
Experienta 2.
Reactia de culoare CIH2
pentru tirozina H-c-nh? H-C-NH?2

{reactia Milion).
Principiul COOH COOH

metodei. Reactivul

Milion la cald da cu

tirozind o coloratie

rosie. Reactia este

caracteristica ami-

noacizilor care au in

structura un nucleu

fenolic.
Mod dc lucru.

Intr-o eprubeta se H-f _NH, H- C-NH,

iau citeva cristale de
tirozind la care se COOH COOH

adauga acid sulfuric
de 2,5%. Continutul Derivat al o-chinonoximei
eprubetei se agita
pind la dizolvarea
completd a cristalelor. Se adaugd 1 ml de reactiv Milion, se agita si se lasd la
temperatura camerei. Peste un timp se observa aparitia unei coloratii roz-
rosiatice sau a unui precipitat cdrdmiziu. Temperatura ridicata faciliteaza aparitia
coloratiei.
Reactivul Milion prezinta un amestec de mercur cu acid azotic
concentrat si apa distilata (putin NaN02.
Experienta 3. Reactia de culoare pentru arginina (Reactia Sakaguci).
Principiul metodei. Arginina, fiind tratatd cu a-naftol in prezenta
hipocloritului de sodiu sau hipobromitului de sodiu, da o coloratie rosie
caracteristica. Reactia este specifica gruparii guanidinice din structura
argininei. Laoxidarea de mai departe a naftolargininei se formeaza un compus
de tipul chinoniminei.

OH (0]



Derivatii chinonirniiiei (in cazul de fata naftochinonimina), lacare hidrogenul
gruparii iminice este substituit de un radical alchil sau arii, Tntotdeauna sunt colorati
in nuante galben-rosiatice. Culoarea rosie-portocalie a solutiei in cazul reactiei
Sakaguci se explica prin aparitia derivatului naftochinoniminei.

NH2
Br
+ H20 + NaBr +
CH - NH2
| NH + 2NaOH
COOH
Arginina

Mod de lucru, intr-o epaibeta se iau 2 ml solutie de 0,01% de arginina la
care se adauga 2 ml solutie de hidroxid de sodiu de 10% si citeva picaturi solutie
alcoolicade a-naftol de 0,2%. Continutul eprubetei se agita bine si se adauga
0,5 ml solutie de hipobromit de sodiu si iarasi se agitd. Imediat se adauga 1 ml
solutie de uree de 40% pentru stabilizarea coloratiei rosii-portocalii aparute.

Experienta 4. Reactia (le culoare pentru histidind (reactia Pctuli).

Principiul metodei. La interactiunea acidului sulfanilic cu nitrit de
potasiu se produce reactia de diazotare si are loc formarea acidului
diazobenzensulfonic:

SOsH SO.,
+ KNO02+ HC1
nh2
Acid sulfanilic Acid diazobenzensulfonic

in reactia dintre histidind si acidul diazobenzensulfonic format se obtine o
coloratie rosie-visinie:



COOH op, n
COOH s SOsH i 8]
HN -CH
I
CH2
N=N ~ > nJN
Acid Histidina Acid diazobenzensulfonic
diazobenzen-
sulfonic

Mod de lucru. La 1 ml solutie de acid sulfanilic de 1% in solutie de
acid clorhidric de 5% se adauga 2 ml solutie de nitrit de potasiu de 0,5%.
Eprubeta se agita si se adauga 2 ml solutie de histidina de 0,01%. Dupa
agitare se mai adauga 6 ml solutie de carbonat de sodiu de 10%. Apare o
coloratie rosie-visinie.

Experienta 5. Reactia de culoare pentru triptofan (reactia
Adamkiewick-Hopkins).

Principiul metodei. Solutiile de triptofan fiind tratate cu acid glioxilic Tn
prezenta acidului sulfuric concentrat formeaza la nivelul zonei de contact un
inel violaceu. Reactia este specifica inelului indolic.

COOH COOH
| I
ch-nh2 CH-nh2
[
CH2

+h-c=o0 +
I
COOH

Triptofan H Acid glicoxilic H



COCH COCH
I |
ch-nh2 ch-nh2

H Produs de H
condensare

Mod de lucru. La 5 ml solutie de triptofan de 0,5% se adaugd 3 ml de
acid acetic glacial. Pe peretii eprubetei se introduc cu atentie 2-3 ml de acid
sulfuric concentrat, astfel ca cele doua lichide sa se stratifice. La limita de
separatie dintre cele doud solutii va aparea un inel violaceu.

Experienta 6. Reactia de culoare pentru metionina (dupa Mack-Karty
si Sallivan).

Principiul si modul de lucru. La 5 ml solutie de metionind de 0,02% se
adauga prin agitare mai intdi 1 ml solutie de hidroxid de sodiu de 14,3 N,apoi
0,3 ml solutie proaspat pregatita de nitroprusid de sodiu de 0,1%. Amestecul se
Tncélzeste timp de 10 min pe baia de apa la temperatura de 35-40°C. Apoi
eprubeta se raceste sub un jet de apa rece timp de 2 minute si se adauga
prin agitare 5 ml de amestec de acid clorhidric si fosforic. Eprubeta se agita
1 minut si se rdceste 10 minute. Apare o coloratie rosie-violeta.

Experienta 7. Reactia de culoare pentru glicina (reactia Timermari).

Principiul si modul de lucru. La 2 ml solutie de glicind de 0,01% la un
pH = 8,0, obtinut prin addugarea solutiei de 10% de hidroxid de sodiu, se adauga
0,5 ml solutie de dialdehida o-ftalicd. Amestecul imediat se coloreaza in verde-
aprins. Peste citeva minute apare un sediment de culoare verde.

Experienta 8. Reactia de culoare pentru prolina.
Principiul metodei. Ninhidrina interactioneaza cu aminoacidul prolina.
Produsul de condensare are o coloratie galben-deschisa:



Ninhidrina Prolina

0]

Mod dc lucru. La 3 ml solutie de prolind de 0,01% se adauga citeva
picdturi solutie de ninhidrind de 1% 1n acetond de 95%. Continutul eprubetei se
agitd si se incdlzeste pe baia de apa la temperatura de 70°C timp de 5
minute.

Teme pentru autopregatire

1. Obiectul biochimici si importanta ei in medicina practica. Metodele de
studiu biochimice.

2. Particularitatile materiei vii.

3. Proprietatile generale ale biomoleculelor.

4. Rolul biologic al proteinelor.

5. Structura si clasificarea aminoacizilor; tipul de legatura in molecula
proteica.

6. Teoria polipeptidica a structurii proteinelor, esenta ei si dovezile
experimentale.

7.Notarea si citirea aminoacizilor in peptide si proteine. Aminoacizii «N»
si «C» terminali.

8. Principiul reactiilor de culoare ale proteinelor si aminoacizilor.



Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Scrieti formulele aminoacizilor care sunt derivati ai: a) acidului propi-
onic; b) acidului butiric; ¢) acidului valerianic.

2. Scrieti formulele aminoacizilor: a) nepolari hidrofobi; b) nepolari hidrofili;
¢) aminoacizilor cu proprietati acide si bazice.

3. Scrieti si cititi tripeptidele: a) His-Fen-Cis; b) Tyr-Pro-Arg. Care din
reactiile de culoare efectuate vor fi pozitive si care negative?

4. Scrieti tetrapeptida la care aminoacidul N-terminal sa fie prezentat
prin Trp, iar C-terminal - prin Met. Cititi peptida scrisa.

5. Scrieti cantitatea maxima de tripeptide care pot fi compuse din trei
aminoacizi indicati: Gli, Ala, Ser - cu conditia ca fiecare aminoacid poate sa
ocupe oricare din cele trei pozitii si ca fiecare aminoacid poate fi folosit
numai o singurd datd (pentru scrierea peptidelor de folosit indicarea
prescurtatd aaminoacizilor - prin trei litere). De exemplu, Gli-Ala-Ser; Ser-
Gli-Ala; Ala-Ala-Gli etc.

6. Se poate considera ca compusul cercetat este o peptida, daca reactia
cu ninhidrina este negativa, iar reactia biuretica - pozitiva?

7. Reactia Fol cu lichidul biologic este pozitivda. Se poate afirma ca
substanta este o proteina?

8.Putem identifica prezentaaminoacizilor liberi Tn solutie avind la dispozitie
numai reactivi pentru proba cu ninhidrind? Motivati raspunsul.

9. Cum se poate stabili incheierea hidrolizei proteinei cu ajutorul reactiei
biuretice? Ce culoare va aparea si pe baza carui compus?

10. Ce mediu se va crea ladizolvarea in apa a urmatoarelor tripeptide:
a) Ala-Ser-Cis; b) Arg-His-Lyz; ¢) Glu-Cis-Asp. Scrieti grupele functionale
ale radicaliloraminoacizilor care determinad pH-ul mediului. in ce mediu se
va afla punctul izoelectric al acestor peptide?

11. Amestecul de glicina, alanina, acid glutamic, lizind, arginina si serina
a fost supus electroforezei la pH 6,0. Raspundeti la urmatoarele intrebari si
motivati raspunsul: Care din aminoacizi vor migra spre catod? Care spre
anod? Care vor ramine la locul de start?

12. Tn ce directie va migra histidind supusd electroforezei la folosirea
solutiei tampon cu diferite valori ale pH-ului: a) pH = 4,0. b) pH=12,0. Scrieti
formula aminoacidului si motivati rdspunsul.



13. Scrieti o tripeptidd al carei punct izoelectric se va afla Tn mediu alcalin.
Motivati raspunsul.

14. Scrieti o tripeptida (de scris formulele aminoacizilor) a! carei punct
izoelectric se va afla ih mediu acid.

TEMA 2
Structura chimica si rolul biologic al proteinelor

Experienta 1. ldentificarea aminoacizilor prin metoda cromato-
grafiei pe hirtie.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe diferenta coeficientului de
repartitie a aminoacizilor in apd si solvent organic (butanol), care nu se
amesteca cu apa. Viteza migrarii aminoacizilor pe hirtie este direct
proportionala cu gradul de dizolvare in butanol.

Mod de lucru. Pe linia de start a benzii de hirtie cromatografica cu
ajutorul unui capilar se aplica o picatura mica (diametrul nu mai mare de 5
mm) de hidrolizat proteic sau amestec de aminoacizi. Dupd uscare la aer
(fixare) banda se introduce in vasul cu amestecul de apa-butanol, astfel,
incit lichidul sd ajungd numai piné la linia de start (2-3 mm). Cu ajutorul
dopului, banda se fixeaza vertical farad sa se atinga de peretii vasului. Dupa
1,5 ore de expunere la temperatura camerei, banda se scoate din vas, se
noteaza cu un creion simplu hotarul solventului si se usuca in termostat (10
minute la temperatura de 70-100°C). Apoi banda se trece prin solutie de
ninhidrind 0,1-0,2% si din nou se usuca in termostat latemperatura de 100°C.
Pe cromatograma apar unele pete galbene sau violete localizate la diferite
distante de linia de start. Cu ajutorul riglei se masoara urmatoarele distante:

1. De la linia de start pTna la centrul fiecarei pete (a);

2. De la liniade start pina la hotarul solventului (b). Raportul dintre distantele
parcurse de aminoacid (a) si de solvent (b) poartd denumirea de coeficient de
repartitie (R), specific pentru fiecare aminoacid Tn conditii standard.

Importanta clinico-diagnosticd. Metoda permite determinarea calitativa
si cantitativd aaminoacizilor in obiectele biologice ceea ce are o importanta
deosebita in studierea metabolismului proteic. in diferite afectiuni ale ficatului,
rinichilor si altor organe se constatd modificarea continutului aminoacizilor
in serul sanguin.



Experienta 2. Reactia biuretica (Piotrovschi).

Principiul metodei. Legaturile peptidice (-NH-CO-) ale proteinelor in
mediu alcalin reactioneazd cu CuS04formind compusi complecsi colorati in
rosu-violet.

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de ovalbumina de 1% se adauga 5
picaturi solutie de NaOH de 10% si 2 picaturi solutie de CuS04de 1%.
Eprubeta se agitd. Apare culoarea violeta.

Nota: la concentratii majore in solutie ale histidinei, serinei,
treoninei, asparaginei reactia biuretica este pozitiva. Ceilalti aminoacizi
dau reactie negativa.

Experienta 3. Reactia cu ninhidrina.

Principiul metodei. Ninhidrind reactioneaza cu gruparile a-amino
ale proteinelor si aminoacizilor cu formarea unui compus coloratin albastru-
violet. Schema reactiei:

n 9 R Hr 0 R
QjlZzZ>~ O *H2N —CH — COOM-*- yt>=N -C H
O 0 COOH
Ninhidrind

Carezultat al reactiilor de transpozitie, decarboxilare, scindare si conden-
sare a produsului de reactie se obtine un compus complex colorat in
albastru-violet.

Mod de lucru. La 5 picaturi de solutie 0
de proteina se adauga 5 picaturi solutie /?\ 1 JL
ninhidrind de 0,5%. Continutul eprubetei se | JI [ —N=»
fierbe 1-2 minute. Apare o culoare roz- ii
violetd, care trece apoi in albastra.

0

Experienta 4. Reactia xantoproteica (Mulder).

Principiul metodei. Aminoacizii aromatici la fierbere cu HNO,
concentrat se supun nitrarii. Ca rezultat solutia capata o culoare galbena
care trece in oranj la adaugarea bazei. Schema reactiei:

633728
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OH OH

COOH COOH

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de ovalbumina se adauga 3 picaturi
de HNO3concentrat. in urma fierberii, continutul eprubetei se coloreaza in
galben. Daca dupad racire in eprubetd addugdm 10-15 picdturi solutie de
NaOH de 20%, culoarea solutiei devine oranj ca rezultat al obtinerii sarii de
sodiu a dinitrotirozinei.

Nota: reactie pozitiva dau compusii fenolici. Gelatina, salmina,
clupeina (protaminej dau reactie negativa, cauzata de absenta acizilor
aromatici.

Teme pentru autopregatire

1. Nivelurile de organizare a moleculei proteice: structura primara,
secundard, tertiard si cuaternard. Legaturile specifice acestor structuri.
Foldingul si refoldingul proteinelor. Peptidele active.

2. Principiul metodelor de descifrare a structurii primare, secundare,
tertiare si cuaternare a moleculei proteice.

3. Principiul metodelor de descifrare a structurii primare a moleculei
proteice incepind de laaminoacidul: a) N-terminal; b) C-terminal si modul
de realizare.

4. Clasificarea proteinelor.

5. Proteinele simple, proprietatile, particularitatile structurale.

6.Colagenul: particularitatile componentei aminoacidice si structurale.

7. Proteinele conjugate: nucleoproteidele, fosfoproteidele, lipoproteidele
s.a. Caracteristica generala.

8. Proteinele fixatoare de Ca2+



Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Care din aminoacizi participa la formarea legaturilor covalente in
autostructurarea gradului trei de organizare a moleculei proteice (structurii
tertiare)?

2. Cu care din metodele analitice folosite la lucrérile de laborator se
poate descifra componenta aminoacidd a proteinei? (Trebuie sa se tind cont
de faptul ca proteina purd trebuie obtinutd in prealabil si cd metoda este
folosita pentru prima oara).

3. Principiul chimic al metodelor de descifrare a structurii primare a
proteinelor incepind: a) de laaminoacidul N-terminal; b) de laaminoacidul
C-terminal; c) prin hidroliza prealabild a proteinei si determinarea succesiunii
fragmentelor polipeptidice in molecula proteica si al aminoacizilorin lanturi.

TEMA 3

Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor. Metodele de
separare, purificare si determinare ale proteinelor

Experienta 1. Dializa proteinelor.

Dializa (din gr. dialisis - separare) se numeste procesul de separare a
substantelor macromoleculare si solutiilor coloidale de substante
micromoleculare cu ajutorul membranelor semipermeabile (celofan,
pergament, colodiu s.a.). Din cauza diametrului mare, moleculele proteice,
coloizii, substantele macromoleculare nu pot trece prin porii acestor mem-
brane, spre deosebire de substantele micromoleculare si saruri.

Mod de lucru. 1. Intr-un balon se toarna 20 ml solutie de ovalbumina
la care se adaugd 20 picaturi solutie saturatd de sulfat de amoniu
(nh42so0 4

2. Dintr-o foita de celofan umezita in prealabil cu apa distilatd, se
confectioneaza un saculet in care se toarna continutul balonului. Saculetul
se introduce Tntr-un pahar cu apd distilata si se cufunda astfel ca nivelul de
lichid in sdculet s& fie mai jos de nivelul apei Tn pahar.

3. Peste o ord de lainceputul dializei, in doud cprubete se iau cite 1ml de
lichid din pahar si se efectueaza urmatoarele reactii: a) Tn una din eprubete
se identificd prezenta ionului de sulfat adaugind 3-4 picaturi de solutie de
BaCl, de 5% (daca reactia este pozitivd, se observa aparitia precipitatului



de BaS04sub formad de tulbureala de culoare alba); b) in a doua eprubeta se
controleaza prezenta proteinei prin reactia biuretica.

4. Solutia din s&culet se toarna ntr-o eprubeta si se verifica continutul ei
prin reactia biuretica. Ne convingem ca prin membranele semipermeabile trec
substantele micromoleculare (NH42S04si nu pot trece proteinele. Dovada
servesc reactia pozitiva cu BaCl, in prima eprubeta si reactia negativa biuretica.

Experienta 2. Sedimentarea proteinelor.

Denaturarea proteinelor (precipitarea ireversibild) se reduce ladistrugerea
structurii moleculei proteice (in afard de structura primard), Tnsotita si de
pierderea proprietatilor biologice. La sedimentarea ireversibila proteinele
sufera modificari profunde si nu pot fi solubilizate din nou. Din reactiile de
sedimentare ireversibile ale proteinelor fac parte: precipitarea proteinelor cu
sarurile metalelor grele, acizi minerali si organici, reactivele alcaloide,
precipitarea prin fierbere.

a. Precipitarea proteinelor cu sarurile metalelor grele.

Precipitarea proteinelor cu sarurile metalelor grele, spre deosebire de
salifiere, are loc laconcentratii mici. Tn reactie cu sarurile metalelor grele (Pb,
Cu, Ag, Hgsial.) proteinele absorb aceste metale, formind compusi complecsi
sau substante saliforme, care nu se mai solubilizeaza in prezenta excesului
acestor saruri (cu exceptia AgK03si HgClI2), dar se dizolva in apa. Solubilizarea
precipitatului proteic Tn exces de sare poartd denumirea de peptizare
adsorbtiva. Acest fenomen se datoreaza aparitiei sarcinii electrice pozitive in
moleculele proteice. Capacitatea proteinelor de a lega trainic ionii metalelor
grele sub forma de precipitate insolubile se foloseste Tn practica medicala ca
antidot in caz de intoxicatie cu sarurile de mercur, cupru, plumb s.a. De obicei,
imediat dupa intoxicatie, pina cind sdrurile n-au reusit sd se absoarba, bolnavului
i se administreaza solutie proteicd si se provoaca evacuarea (vomitarea) cu
scopul de aTnlatura toxina din organism.

Mod de lucru. Tn trei eprubete ludm cite 5 picdturi de solutie de
ovalbumina. in primaaddugam 1-2 picaturi solutie de CuS04;in adoua-2
picaturi de solutie de acetat de plumb; in a treia- 1-2 picaturi de solutie de
nitrat de argint. Tn toate eprubetele apare un precipitat, care nu se dizolvd in
apa. Dacd in prima eprubetd mai addugam 5-10 picaturi de solutie de sulfat
de cupru, precipitatul se dizolva. La addugarea n eprubeta a treia a 5-10
picaturi de solutie de nitrat de argint precipitatul nu se solubilizeaza.



b. Precipitarea proteinelor cu acizi minerali.

Acizii minerali concentrati, cu exceptia acidului ortofosforic, provoaca
denaturarea proteinelor cu formarea de saruri complexe.

Mod de lucru. in doud eprubete luam cite 10 picaturi de acizi
concentrati - azotic si sulfuric. Inclinind eprubetele la 45°, se toarnd pe
peretii lor un volum egal de solutie proteicd, evitind amestecarea lichidelor.
La hotarul de separare a lichidelor apare un precipitat alb amorf 1in
formad de inel. La addaugarea unui exces de acid Tn eprubetele respective
observdm cd precipitatul se dizolva in acid sulfuric si nu se dizolva n
acid azotic.

Experienta 3. Separarea alouminelorti globulinelor din ovalbuntina.

Proteinele din solutii pot fi precipitate prin salifiere (cu solutii de saruri
neutre asa ca sulfatul de amoniu, clorura de sodiu s.a.). Salifierea este
un proces reversibil. Mecanismul precipitarii proteinelor din solutii prin
salifiere se reduce la deshidratarea macromoleculelor proteice si
Tnlaturarea sarcinii electrice. Asupra vitezei de precipitare a proteinelor
prin salifiere actioneaza un sir de factori asa ca hidrofilitatea proteinei,
masa moleculard, sarcina electrica, de aceea salifierea diferitelor proteine
are loc Tn concentratii diferite de saruri. De exemplu, albuminele se
precipitd Tn solutie saturatd de sulfat de amoniu, iar globulinele —in solutie
semisaturatd de aceiasi sare.

Mod de lucru. La 20 picaturi de solutie de ovalbumina nediluata se
adauga 20 picaturi de solutie saturata de sulfat de amoniu. Se obtine o solutie
semisaturatd de sulfat de amoniu Tn care se precipitd globulinele din
ovalbumina. Dupa 5 minute continutul eprubetei se filtreaza (hirtia de filtru
se umezeste in prealabil cu apa distilatd). Pe filtru se retine precipitatul de
globuline, iarn filtrat trec albuminele. Pentru salifierea albuminelor, la filtrat
se adauga cristale de sulfat de amoniu pind la saturatie (pTnd ce rata de
sulfat de amoniu nu se dizolva). Precipitatul aparut de album ine se filtreaza,
iar filtratul se verifica cu reactie biuretica. Reactia biuretica negativa indica
lipsa proteinelor.

Experienta 4. Separarea proteinelor prin metoda electroforetica
pe hirtie.

Principiul metodei. Directia migrarii proteinelor in cimpul electric depinde
de pH-ul mediului si proteinele, fiind electroliti amfoteri, Tn mediul acid poseda



sarcind pozitiva si se misca spre catod, ih mediul bazic sunt incédrcate negativ
si migreazd spre anod. Separarea proteinelor din serul sanguin se efectueaza
folosind solutie tampon de pH-ul 8,6 -8,9. in cimpul electric continuu proteinele
serului sanguin, posedind sarcina electrica negativa la acest pH, migreaza
pe hirtia umectata de solutia tampon spre anod cu o viteza care depinde de
marimea sarcinii electrice si de masa moleculara a particulelor. Mai repede
migreaza fractia de albumine, apoi globulinele, care se separa in fractii: a,,
a,; B siin final y-globulinele.

Prin metoda electroforetica pe hirtie proteinele serului sanguin se separa
n 5-9 fractii care pot fi evaluate procentual.

Mod de lucru. Pe linia de start a unei fisii de hirtie de electroforeza se
aplica proba de ser sanguin cercetat. Linia de start se afla aproape de catod,
deoarece folosim solutie tampon cu pH-ul bazic in care proteinele manifesta
sarcina negativa si se vor misca spre anod. Timpul de expunere se apreciaza
experimental (fractiile proteice trebuie sa se separe, dar sa nu dispara de pe
hirtia de electroforeza, trecind n solutie tampon). Fractiile proteice de pe
electroforegrama se fixeaza
prin uscare si dupa aceea se
“developeaza” (coloreaza)
folosind un colorant specific
pentru proteine.

Pentru a determina conti-
nutul procentual al fractiunilor
separate, electroforegrama se
examineaza prin densi-
tometria sau colorimetria
fiecarei fractiuni. Suma
extintiei tuturor fractiilor se va
considera ca 100%, iar
extintia fiecarei fractiuni va
indica continutul de proteine.

Experienta 5. Deter-
minarea concentratiei de
proteind totala in plasma
(serul) sanguinda prin
metoda refractometrica. Refractometrul IRF-22.



Principiul metodei. Metoda refractometricd se bazeazd pe capacitatea
diferitelor medii de a reflecta Tn mod diferit razele de lumin& ce le strdbat.
Raportul dintre sinusul unghiului de incidenta (sin a) al razei si sinusul unghiului
de refractie (sin B) poartd denumirea de indice de refractie:

N = sina /sinB

Indicele de refractie al solutiei depinde de cantitatea, marimea si structura
fizica a particulelor dizolvate, precum si de temperatura mediului. in serul
sanguin indicele de refractie depinde Tn primul rind de cantitatea si calitatea
proteinelor, sarurilor si a altor componente.

Indicele de refractie se determind cu ajutorul unui aparat special -
refractometru - reprezentat in imaginea de mai sus.

Mod de lucru. Pe prisma de jos a camerei (5) refractometrului se aplica
2-3 picaturi de plasm& sau ser care se acopera cu prisma de sus. intre
prisme se formeaza un strat de solutie proteica. Cu ajutorul oglinzii, Tndreptdam
razade lumindin ghiseul camerei. Uitindu-ne in ocular(l)si folosind maneta
(3), Inldturdm culorile spectrului la linia de separare a cimpului optic Tn 2
campuri: unul luminat si altul intunecat. Cu maneta (7) instalam punctul de
Tncrucisare a liniilor care se observa Tn cimpul optic la linia de separare a
cimpului. indicele de refractie se citeste dupa scara din partea stinga a
cimpului.

Nota: Sensibilitatea metodei este de 0,5-1,0%, iar eroarea n limita de 10%.

Importanta clinico-diagnostica a metodei. Micsorarea continutului
de proteine totale serice (hipoproteinemie) se observa Tn inanitie proteica,
tulburarea functiei protein-sintetice a ficatului, Tn urma pierderii proteinelor
in hemoragii, exsudate masive Tn cavitdtile seroase, in tulburarea filtrului
renal (nefroze, amiloidoze).

Cresterea continutului de proteind (hiperproteinemia) se observa compa-
rativ rar- in boala mieiomatoasa, macroglobulinemie (ca rezultat al sintezei
proteinelor patologice - paraproteine), in excitatia sistemului reticuloendotelial,
n infectii si intoxicatii. Hiperproteinemia relativa se observa in hemocon-
centratie ca urmare a pierderii apei (diaree, sudoratie intensd, poliurie,
combustii).



Indicele de Concentratia Indicele de Concentratia

refractie proteinei in ser, % refractie proteinei in ser, %
1,33705 0,63 1,34575 3,68
1,33743 0,86 1.34612 5,90
1,33781 1,08 1,34650 6,12
1,33820 1,30 1,34687 6,34
1,33858 1,52 1,34724 6,55
1,33896 1,74 1,34761 6,77
1,33934 1,96 1,34798 6,98
1,33972 2,18 1,34836 7,20
1,34000 2,40 1,34873 7,42
1,34048 2,62 1,34910 7,63
1,34086 2,84 1,34947 7,85
1,34124 3,06 1,34984 8,06
1,34162 3,28 1,35021 8,28
1,34199 3,50 1,35058 8,49
1,34237 3,72 1,35095 8,71
1,34275 3,94 1,35132 8,92
1,34313 4,16 1,35169 9,14
1,34350 4,38 1,35205 9,35
1,34388 4,60 1,35242 9,57
1,34426 4,81 1,35279 9,78
1,34463 5,03 1,35316 9,99
1,34500 5,25 1,35352 10,20
1,34537 5,47 1,35388 10,41

Experienta 6. Determinarea absorbantei solutiei proteice.

Principiul metodei. Solutiile proteice posedd absorbanta in limitele
spectrului ultraviolet, determinata de prezenta resturilor aminoacizilor
fenilalanina, tirozind si triptofan. Fenilalanina si tirozind au absorbanta maxima
la lungimea de unda 280 nm, iar triptofanul - 254 nm. Gradul de absorbanta
la lungimile de unda indicate este direct proportional continutului de
fenilalanind, tirozind si triptofan in molecula proteinei.

Mod de lucru. Etapa 1. Pentru analiza se foloseste solutia fractiunii
globulinice a ovalbuminei, capdtatd dupda sedimentarea albuminelor in
experienta 3 de la tema 3 si purificata de sulfat de amoniu prin dializa Tn
experienta 1de la aceiasi tema.



Solutia data se toarna n cuva de 1cm si se fac masurari la
spectrofotometrul automat Specord UV -vis in zona ultravioletd a spectrului
(180-340 nm). Dupa graficul obtinut se determina unitatile densitdtii optice
D (absorbtiei luminei) a solutiei cercetate de globulind corespunzéatoare
lungimilor de unda de 254 si 280 nm si se compara datele obtinute. in baza
rezultatelor inregistrate se trag concluzii despre raportul fenilalaninei, tirozinei
si triptofanului in globulinele din ovalbumina.

Etapa 2. Sedetermind cantitatea de fenilalanina, tirozina si triptofan
cu ajutorul reactiei Pauli si Adamkiewick-Hopkins, cum a fost descris in
experientele 4 si 5 (tema 1). Dupd aparitia in timpul reactiilor date a coloratiei
specifice probele se colorimetreazad. Concentratia aminoacizilor fenilalanina,
tirozina si triptofanul se determina dupa graficul de calibrare.

Se determina raportul dintre concentratiile de fenilalanind, tirozina si
triptofan. Raportul obtinut se compara cu raportul absorbtiei de la etapa 1.

Experienta 7. Determinarea punctului izoelectric.

Principiul metodei. Sarcina electrica a unei proteine Tn solutie este
determinata de numarul si gradul de disociere al gruparilor acide sau bazice
ale aminoacizilor din componentaei. Tn functie de pH-ul mediului, aminoacizii
se comporta ca acizi sau ca baze. in functie de mediu, au loc urmatoarele
reactii:

-in mediu acid:

H*N -CH - COO + H+ H3N -CH - COOH
I I
R R

-Tn mediu alcalin:

H?N - CH -COO +0OH - » H2N-CH-COO + HX
I I
R R

Astfel latrecerea curentului electric prin solutie, aminoacizii vor migra in
mediu acid spre catod, iar Tn mediu alcalin - spre anod. La o anumita valoare
a pH-ului, migrarea in cimpul electric nu are loc, aminoacidul gasindu-se sub



forma de dipol. Tn aceasta stare se exercita forte de atractie reciproca
Tntre gruparile - COO" si - NH,+ Are loc o aglomerare a moleculelor din
solutie si solubilitatea devine minima. Valoarea pHi-ului la care migrarea
proteinelor sau a aminoacizilor Tntr-un cimp electric este nuld, poartad
denumirea de punct izoelectric (pHi). El are valori diferite pentru flecare
aminoacid sau proteina.

Acizii monoaminomonocarboxilici au pHi-ul injurul valorii 6, deoarece
disocierea gruparii - COOH este mai mare decit a gruparii - NH,.

Acizii monoaminodicarboxilici (acid aspartic si glutamic) au pHi-ul Tn
zona acida 3,0-3,2 datorita celor douad grupari carboxilice, pe cind cei
diaminomonocarboxilici au pl li-ul situat in mediu alcalin.

Reactivele: Solutie acetat de sodiu de 0,1 N; solutie acid acetic de 0,1 N;
solutie gelatinad de 1%; alcool metilic.

Mod dc lucru. Se iau 6 eprubete si in fiecare se adauga urmatoarele
solutii dupa cum este aratat in tabelul de la p. 28.

Dupé addugarea alcoolului metilic, eprubetele se agitasi se lasé pentru o
jumatate de ord. Tn eprubeta a 4-a apare o tulbureald intensa. Deci Tn aceasta
eprubeta s-a realizat pHi, care este de 4,7.

Teme pentru autopregatire

1. Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor: masa moleculara, solubilitatea,
proprietatile amfotere.

2. Proprietdtile hidrofiie ale proteinelor Tn functie de particularitatile
structurale si aminoacizii constituienti.

3. Factorii de stabilizare in solutie a substantelor coloidale.

4. Sarcina electricd a proteinelor. Punctul si starea izoelectrica.

5. Denaturarea proteinelor, agentii ce provoaca denaturarea.
Modificarile structurale ale proteinei la denaturare.

6. Coagularea proteinelor. Factorii care previn coagularea. De ce
denaturarea este deseori Tnsotitd de coagulare?

7. Stareasolutiilorcoloidale: sol, gel, xerogel. Exemple.

8. Metodele de studiere acomponentei calitative si cantitative aproteinelor:
a) hidroliza; b)cromatografia; c) electroforeza; d) salifierea; e)dializa.



Reactivii care se Numarul eprubetelor:

adauga (ml) 1 2 3 4 5 6
Acetat de sodiu
de 0,1 N 2 2 2 2 2 1,2
Acid acetic de 0,1 N 0,25 0,5 1 2 4 4,8
Apa distilata 3,75 3,5 3 2 - -
Gelatina 2 2 2 2 2 2
pHi-ul ce se obtine 5,6 53 5,0 4,7 4.4 4.1
Alcool metilic 8 8 8 8 8 8
Tulbureala ++ +++

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

Aveti ladispozitie un sir de eprubete cu solutii coloidale. Cum se poate
identificain care din eprubete se contine proteind si Tn care alte substante
coloidale?

Cum explicati faptul ca intr-un mediu puternic bazic sau acid proteinele
se denatureaza dar nu se precipita?

De ce unele produse infectate sau toxice pot fi folosite Tn alimentatie
dupa o expunere termica (fierbere), iar altele nu? Motivati raspunsul.
Proteina se precipitd la addugarea etanolului. Precipitatul maxim se
observa in eprubeta cu pH-ul 9,1. Care aminoacizi predomind in
componenta proteinei?

Cum se poate separa din amestec proteina cu punctul izoelectric cunoscut
avind ladispozitie acizi, baze, saruri, etanol?

Ce transformari suferd molecula proteica la: a)hidroliza; b) salifiere;
c) denaturare. Care niveluri de structurda se modifica si care din aceste
procese sunt reversibile si care ireversibile?

Cum explicati actiunea denaturantd asupra proteinelor a:

alcoolului etilic;

acetonei, sdrurilor neutre, iodului?

De ce punctul izoelectric al majoritdtii proteinelor se gaseste Tntr-un
mediu slab acid (pH = 4,5-6,0), iar a protaminelor si histonelor - in
mediu slab alcalin?



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Spre care electrod vor migra histonele (linia de start se afla la mijlocul
benzei electroforetice) cind vom folosi solutiile tampon cu: a) pH = 4,0
b) pH =9,0? Motivati raspunsul.

Cum putem trece solutia coloidald din gel in sol si invers? Motivati
raspunsul.

Ce numim xerogel? Enumerati exemple de xerogel.

Principiul metodei de secare liofila a solutiilor coloidale; utilizarea acestei
metode Tn industria medicald si economia nationald. Prioritatea acestei
metode la prepararea medicamentelor de origine proteica.

Cu ajutorul caror metode este posibila separarea solutiilor proteice de
substantele micromoleculare? Care din aceste metode au fost folosite
la lucrarile de laborator si in ce consta principiul lor?

Calculati masa moleculard a proteinei dacd se stie cd ea contine 0,34%
fier cu masa atomicd de 56,0.

Calculati masa moleculara a proteinei care contine 0,6% triptofan cu
masa moleculard de 204.

Argumentati biologic si biochimic prelucrarea cimpului pentru operatii i
injectii cu alcool etilic, solutie de iod.

Argumentati utilizarea proteinelor laptelui si oudlorin intoxicatiile cu saruri
ale metalelor grele.



Partea all-a. Enzimele

Enzimele (sau fermentii) sunt catalizatori biologici de naturd proteicd care
inanumite conditii accelereaza reactiile chimice atit in tesuturile organismului,
citsitn exteriorul lui.

Dupa structura chimicd, enzimele sunt proteine simple sau conjugate.
Enzimele - proteine simple se mai numesc monocomponente. Din aceasta
grupa fac parte hidrolazele: pepsina, tripsina, lipaza, amilaza, zaharaza s. a.

Enzimele - proteine conjugate, mai poarta denumirea de bicornponente,
deoarece constau din doud componente: partea proteica - apoenzima si
partea neproteica - coenzima. Multe coenzime (TDP, NAD, FAD, CoA si
al.) sunt derivati ai vitaminelor. Coenzime pot fi si unii ioni metalici (Ca, Zn,
Mn, Mo s. a.).

La interactiunea cu substratul nu participa intreaga molecula de enzima,
ci numai un anumit sector al ei - centrul activ. El asigurd contactul si
transformarile ulterioare ale substratului si este format din diferite grupari
functionale: OH, SH, inelul imidazolic s. a. in componenta centrului activ al
enzimelor bicomponente pot intra si coenzimele, ionii metalelor.

Multe enzime pe linga centrul activ, poseda si centrul alosteric sau
centrul de reglare. Substantele care se combind cu centrul alosteric al
enzimei si modificd activitatea ei poarta denumirea de efecturi alosterici
(inhibitori sau activatori). Sub actiunea efectorilor se modifica configuratia
moleculei de enzima si simultan conformatia centrului activ, care la rindul
sdu posedd proprietatea de a reactiona cu substratul. Deci efectorii alosterici
realizeaza reglarea metabolismului.

Actualmente sunt cunoscute circa 2000 de enzime. Conform clasificarii
unice mondiale, enzimele se Tmpart in sase clase: oxidoreductaze,
transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze si ligazesau sintetaze. Denumirea
claselor provine de la tipul reactiilor catalizate de enzimele corespunzétoare.
Fiecare enzimd este numerotatd printr-un cod constituit din patru cifre,
separate prin punct si dispuse conform urmadtoarelor principii: prima cifrd
indica clasa, a doua - subclasa, a treia - subsubclasa, a patra - numarul de
serie al enzimei Tn subsubclasd. De exemplu, succinatdehidrogenaza prezinta
numarul de cod EC 1.3.99.1., aspartataminotransferaza - EC 2.6.6.1.1,
lipaza - EC 3.1.1.3.



Unele enzime au citeva forme moleculare, formind asa-numitele izoenzime
sau izozime. lzozimele poseda o specificitate identica, dar se deosebesc
dupa proprietdtile fizico-chimice si imunologice ca rezultatal unei deosebiri
in componenta aminoacidicd aapoenzimei. Izoforme au astfel de enzime ca
lactatdehidrogenaza, maiatdehidrogenaza, creatinkinaza s. a., in total circa
100 de enzime. Raportul dintre formele de izozime in tesuturi depinde de
virsta, starea fiziologica a organismului s. a.

Enzimele, in calitate de catalizatori biologici, poseda anumite proprietati
si anume: a) activitate cataliticd mare; b) specificitate; c) termolabilitate; d)
dependenta activitatii enzimei de pH; e) modificarea activitatii in prezenta
activatorilor si inhibitorilor. Proprietatile enzimelor enumerate mai sus indica
natura proteica a enzimelor.

Tntrucat in tesuturi si lichidele biologice ale organismului enzimele se contin
in concentratii mici determinarea lor este dificila. Pentru evidentierea lor
sunt folosite de obicei metode indirecte. Prezenta si activitatea enzimei se
apreciazd dupd actiunea efectuatd de enzimd, adica dupa concentratia
produselor de reactie. Prezenta si activitatea lipazei se apreciaza dupa
cantitatea de acizi grasi liberi obtinuti ca rezultat al scindarii grasimilor; a
amilazei (sanguine, urinare) - dupa cantitatea de amidon scindata ntr-o
anumita perioada de timp.

Viteza reactiei enzimatice depinde de raportul dintre concentratiile enzimei
si substratului. Tn conditii normale, Tn mediul extracelular, singe, lichide biologice
enzimele se contin Tn cantitdti mici.

n diferite stari patologice, in urma lezarii organelor si celulelor, continutul
intracelular ajunge in singe si alte lichide biologice provocind cresterea
continutului de enzime. Modificarea activitatii enzimatice din singe si alte
lichide biologice serveste ca indicator important in diagnosticul bolilor si se
foloseste pe larg Tn medicina practica.



TEMA 4

Natura chimica si structura enzimelor.
Mecanismul actiunii enzimatice. Clasificarea enzimelor.
Vitaminele Tn calitate de coenzime

Experienta 1. Demonstrarea prezentei legaturilor peptidice n
molecula enzimei tripsina.

Se realizeazd prin intermediul reactiei biuretice. Principiul metodei si mersul
lucrarii este descris in lucrarea practica 2, experienta 2.

Experienta 2. Demonstrarea prezentei aminoacizilor in molecula
enzimei tripsina.

Se efectueaza prin intermediul reactiilor ninhidrinice, xantoproteice si
reactiei Fol. Principiul metodei si mersul lucrdrii sunt descrise in lucrarea
practicd 1, experienta | si in lucrarea practica 2, experienta 3 si 4.

Experienta 3. Identificarea vitaminei Bl cu ajutorul diazoreactiei.

Vitamina B, contine inelul pirimidinic si tiazolic si este numitd tiamin,
deoarece contine sulfsi gruparea amino. Daca hidrogenul din grupa alcoolica
primard este substituit cu restul de pirofosfat (difosfat), atunci se obtine
tiaminpirofosfat (TPP) sau tiamindifosfat (TDP) care servesc drept
coenzimd. Aceastd coenzima se sintetizeaza Tn ficat Tn urma transferului
restului de pirofosfat (difosfat) de la ATP, in alte tesuturi de la TTP. TPP
(TDP) participa la reactiile de decarboxilare a OC-cetoacizilor si in reactia
transcetolazicd Fiind partea structuralda a enzimelor care participa la
metabolismul glucidelor.

Carenta de vitamina B, Tn alimente provoaca deregldri ale sistemului
nervos periferic cunoscute sub denumirea de beri-beri sau polinevritd. in
acest caz in organism creste concentratia de acid piruvic si alti oc-cetoacizi.

Principiul metodei. Tiamina in mediu alcalin formeaza cu diazoreactivul
un compus complex de culoare oranj.

Mod de lucru. La 5 picéturi de diazoreactiv, care constd din volume
egale de solutie de acid sulfanilic de 1% si solutie de nitrit de sodiu de 5%,
se adaugd 1-2 picaturi solutie de tiamina de 5%. Inclinind eprubeta se picura
atent pe peretii ei 5-7 picaturi de bicarbonat de sodiu de 10%. La hotarul
dintre lichide apare un inel colorat in oranj.

Experienta 4. ldentificarea vitaminei Br



Vitamina B,, sau riboflavina, consta din inelul izoaloxazinic si polialcoolul
ribitol. Ea este partea componentd a gruparii prostetice aenzimelor flavinice
(flavoproteinelor), partcipind la sinteza flavinadenindinucleotidului (FAD) si
flavinmononucleotidului (FMN). Flavoproteinele participd la reactiile de
dehidrogenare (scindarea protonilor si electronilor de ia anumite substrate -
substante care se oxideaza si servesc ca donatori de hidrogen). Aceste
enzime participd la oxidarea D-aminoacizilor, acizilor grasi, NADH, in
oxidarea biologicd s. a.

Actiunea biologicd aenzimelor flavinice depinde de prezenta legdturilor
duble in inelul izoaloxazinic: flavinenzima rupe de la molecula care se oxideaza
doi electroni si doi protoni, unindu-i laatomii de azot legati prin legdturi duble.

Tn carenta de vitamina B, poate aparea cataracta (tulburarea cristalinului)
si alte dereglari.

Principiul metodei. Forma oxidata a vitaminei B, reprezintd o substanta
care lairadiere cu raze ultraviolete dd o fluorescenta de culoare galbend. Reactia
de identificare a vitaminei B, este bazata pe proprietatea ei de a se reduce usor.
In forma oxidata vitamina B,are o culoare galbend, iar la inceputul reactiei de
reducere dd o culoare roza (se obtin derivati intermediari) care in cele din urma
se decoloreazd, deoarece forma redusd a vitaminei B, este incolord.

Reactia decurge conform schemei:

R

+Zn
NH +2HC1

+ ZnCb



Mod de lucru. intr-o eprubeta se iau 10 picaturi de solutie de vitamina
B2 se adauga 5 picdturi de acid clorhidric concentrat si o granula de zinc
metalic. Se observa degajarea bulelor de hidrogen, lichidul galben se coloreaza
treptat in roz, dupa ce se decoloreaza.

Experienta 5. ldentificarea vitaminei PP.

Vitamina PP (din
ital. pelagre - preven- AAY'COOH A\ACO -NH?2
tive) este un derivat al
inelului piridinic. Acti-
vitate antipelagroasa, in V
afara de acidul nicotinic, N N
poseda si amida lui. Vitamina PP Amida vitaminei PP

in organismul uman
si animal, vitamina PP se afla in forma conjugata cu proteinele. Din vitamina
PP se obtin doud coenzime - nicotinamidadenindinucleotida (NAD) si
nicotinamidadenindinucleotidfosfat (NADP). Acestea sunt coenzime ale
dehidrogenazelor care participa la multiple reactii de oxido-reducere. NAD+
si NADPfaditioneaza electroni si protoni de la substratele care se oxideaza.
Electronii si protonii, aditionindu-se laNAD+ si NADP+, reduc inelul piridinic.

Carenta de vitamind PP in alimente provoaca boala pelagra.

Principiul metodei si modul de lucru, Intr-o eprubeta se iau 20 picaturi
de solutie de vitamina PP se agitd si se Tncdlzeste pind la fierbere; ca rezultat
dispare tulbureala si solutia devine transparentd. Se agitd solutia de acetat
de cupru de 5% si se adauga 20 picaturi la solutie fierbinte de vitaminad PP.
Eprubeta se incédlzeste din nou pTna la fierbere si dupa aceea se rdaceste intr-
unjet de apa rece. La fundul eprubetei se depune un precipitat de culoare
albastra de sare de cupru a acidului nicotinic.

Experienta 6. Identificarea vitaminei B&

Din grupul vitaminei B6fac parte piridoxolul, piridoxal si piridoxamina,
derivati ai piridinci care poartd denumirea generald de piridoxind. Aceste
trei substante poseda activitate de vitamind Bn.



CH*-OH
HO-HjcVVOH HO-H £-froH
Kj-cfk y -0
Piridoxol Piridoxal Piridoxamina

in organism, fiecare din acesti compusi poate fi fosforilat cu participarea
ATP cu formare de coenzime - fosfopiridoxalul si fosfopiridoxamina. Aceste
coenzime reprezintd componente ale enzimelor care participa la metabolismul
proteic (reactiile de transaminare si decarboxilare a aminoacizilor, reactiile
de desulfurare si dehidratare a aminoacizilor, reactiile de sintezd a vitaminei
PP din triptofan s. a.)

in carenta de vitamina BAin alimente, la animale se observa tulburarea
metabolismului proteic; la oameni carenta de vitamind Bhse observa rar.

Principiul metodei. Vitamina B reactionind cu clorura de fier,
formeaza o sare complexa de tipul fenolatului de fier de culoare rosie.

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de vitamina Bftde 1% se adauga un
volum egal solutie de clorurad de fier de 1%. Amestecul se agita. Apare o
coloratie rosie.

Teme pentru autopregatire

1 Notiune despre enzime, natura chimica si rolul biologic al enzimelor.
Deosebirile dintre actiunea enzimelor si catalizatorilor nebiologici.

2. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Proenzimele
(zimogenii). Notiune despre centrul activ si centrul alosteric al enzimelor.

3. 1zoenzimele si rolul lor.

4. Cofactorii enzimelor. Coenzimele si ionii metalici. Functiile de coenzime
ale vitaminelor si microelementelor.

5. Natura chimica (structura) a vitaminelor Bp B,, B6, PP CoA, biotina,
acidul folie si rolul lor ca coenzime.

6. Mecanismul de actiune al enzimelor. Centrul activ al enzimelor si rolul
lui Tn formarea si transformarea complecsilor intermediari dintre enzima si
substrat. Rolul modificarilor conformationale reciproce ale moleculei enzimei
si substratului la favorizarea catalizei (reactiei).



7. Nomenclatura (denumirea) si clasificarea enzimelor. Caracteristica
generald a claselor si subclaselor principale de enzime. Numarul de cod al
enzimei.

Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Prin care experientd si pe exemplul cdrei enzime a fost demonstrata la
lucrdrile de laborator: a) natura proteica a enzimelor; b) deosebirea Tn
actiunea enzimelor si catalizatorilor nebiologici.

2. Care este rolul vitaminelor in metabolism si activitatea vitala a orga-
nismelor?

3. Ce modificdri metabolice ilustreaza starile de hipo- si avitaminoze?

4. Centrele active pot fi separate din enzime? Motivati raspunsul.

5. Care-s deosebirile Tn componenta centrelor active ale enzimelor simple
(monocomponente) si a celor conjugate?

6. Toate enzimele poseda centre alosterice? Ce denumire mai poarta aceste
enzime? Care este mecanismul lor de reglare?

7. Determinati clasa, subclasa si subsubclasa urmatoarelor enzime: a)
amilazei; b) pepsinei; c¢) lipazei.

8. Scrieti nomenclatura (denumirea) claselor de enzime si semnalati ordinea
claselor conform Comisiei internationale pentru enzime din cadrul 1.U.B.
(EC).

TEMA 5

Influenta factorilor de mediu asupra activitatii enzimatice.
Determinarea activitatii enzimatice. Efectorii enzimatici

Experienta 1. Inhibitia competitiva (concurentd) a enzimelor (pe
exemplul sudcinatdehidrogenazei).

Principiul metodei. Succinatdehidrogenaza (SDH) (EC 1.3.99.2)
catalizeaza oxidarea (dehidrogenarea) acidului succinic si transformarea lui
in acid fumarie. FAD-ul serveste ca coenzima a SDH. Dupa natura chimica
aceasta enzima face parte din grupa metaloflavoproteidelor. Activitatea ei
depinde de prezenta in componenta centrului activ a gruparilor sulfhidrile
libere - SH si a ionilor de Fe2+

Ca sursa de enzimd este folosit omogenatul tesutului muscular spélat Tn
prealabil, in care SDH este strins legata ca componenta structurald a



membranei interne a mitocondriilor celulare. Actiunea enzimei se
determind in conditii anaerobe prin adaugarea solutiei de acid succinic
ca substrat, albastrului de metilen sau 2,6-diclorfenol-indofenoluiui ca
acceptori de hidrogen, care, reducindu-se, se transforma in leucoforma
incolora.

Reactia decurge conform schemei:

Etapa I:
ﬁOOH COOH
I
CHZ CH
I + SDHFAD -dependenta
CH2 triturat muscular CNH tFAD-H2
l |
COOH COOH
acidul acidul
succinic fumadrie
Etapa 1-:
FAD H, + acceptor de hidrogen
(albastru de metilen sau ~ --—----- »FAD + acceptorul de hidrogen
2,6-diclorfenolindofenol, redus, leucoforma, incolora

forma oxidata, coloratd)

Decolorarea amestecului (enzim@, substrat si acceptor) serveste ca
dovada a activitatii SDH. Inhibitor competitiv al SDH este acidul malonic
HOOC-CH,-COOH, analogul structural ai acidului succinic. Mecanismul
de inhibitie se explica prin aceea, ca centrul activ al SDH se combina
mai activ cu acidul malonic continut Tntr-o concentratie mai mare, dar
care nu se oxideaza si simultan impiedica interactiunea enzimei specifice
cu substratul respectiv. De aceea, daca in eprubeta, Tn care pe linga
reactivii continuti Tn eprubeta de experienta se adauga acidul malonic,
lichidul nu se decoloreaza (reactia de oxido-reducere este blocatd, nu
enzima).

Mod de lucru. Un gram de tesut muscular se marunteste cu
foarfecele si se tritureaza Tn mojar timp de | minut cu o cantitate mica
de apa (2-3 ml). Trituratu! muscular se transfera apoi pe un strat dublu



de tifon instalat pe pfilnie si se spalda cu 15-20 ml de apd. Tifonul cu
triturat se stoarce, iar trituratul se transfera pe hirtie de filtru si se
usuca. in 3 eprubete se masoara cite 3 ml de solutie tampon fosfat
(pH=7,4). in fiecare eprubeta se introduc aproximativ cite 0,1 g de
triturat muscular (uscat in prealabil pe hirtie de filtru). Dupd aceasta,
in prima eprubetd (de experientd) se adaugd 5 picaturi solutie de acid
succinic de 3% si 5 picaturi solutie de NaOH de 0,1 N (pentru
neutralizare). in eprubeta a doua (de control) se adauga 10 picaturi de
apa distilata; in eprubeta a treia - 5 picaturi solutie de acid succinic de
3%, 5 picaturi solutie de acid malonic de 3% si 5 picaturi solutie de
NaOH de 0,1 N. Apoi in toate eprubetele se adauga cite 1 ml solutie
de2,6-diclorfenolindofenol de 0,001 N. Eprubetele se agita si se introduc
in termostat sau baia de apa latemperatura de 37°C pentru 40 de minute.
Dupad expirarea timpului, se observa ca lichidul din prima eprubeta (de
experientd) se decoloreaza partial. Se compara coloratia primei eprubete
cu eprubeta a doua (de control), in care se contine numai enzima, si
eprubeta a treia care contine enzima, substrat, inhibitorul si acceptorul
de hidrogen.
Trageti concluzii referitor la rezultatele obtinute.

Experienta 2. Studierea proprietatilor generale ale enzimelor
(specificitatea, termolabilitatea) pe exemplul succinatdehidrogenazei.

Principiul metodei: Ramine acelasi ca si Tn experienta 1

a) Specificitatea

Mod de lucru. in trei eprubete se introduc cite 2 ml de homogenat
muscular si se adauga: in 1-0,4 ml de apa distilata, ina 11-a-0,2 ml solutie
de malat de 1% si 0,2 ml de apa distilata, in a Il11-a-0,4 ml solutie de malat
de 1%. Tn toate trei eprubete se adaugd cite 1 ml solutie de acid succinic de
1%, 2-3 picaturi solutie de albastru de metilen de 1% si dupa agitare cite 3-
4 picdturi de ulei de vazelind conform tabelului.

Eprubetele se introduc in baia de apa la temperatura de 38°C. Peste 5-
10 minute eprubetele se scot si se observa schimbarea culorii.



. Numarul eprubetei
Continutul eprubetelor P

| tl 1U

Homogenat muscular 2 ml 2 ml 2 ml
Apa distilatd 1ml - -
Solutie de malat de 1% - 1ml
Solutie de succinat de 1% - 1ml
Solutie de albastru de metilen
de 1% 3 picéturi 3 picéturi 3 picaturi
Ulei de vazelina 3 picéturi 3 picéturi 3 picaturi

Rezultatele experientei se introduc n tabel si se trag concluziile necesare.

Numarul eprubetei
Schimbarea culorii | il 11

b) Termolabilitatea succinatdehidrogenazei

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe reducerea ferocianurii de
potasiu (K,[Fe(CN)J), care are o culoare galbend, pina la (K4Fe(CN)J),
care este incolor, de catre succinat in prezenta succinatdehidrogenazei.
Activitatea enzimei este proportionald cu cantitatea de ferocianura redusa.

Reactia are loc dupa urméatoarea schema:

Succinat + 2[Fe(CN)f]s- ----------- » fumarat + 2H~ +2[Fe(CN)J4

Mod de lucru. Tn eprubete de centrifugat se introduc cite 1 ml de solutie
tampon fosfat 0,1M pH 7,4 si 0,1 ml de solutii de acid succinic, EDTA,
azotura de sodiu si apa distilata. La probe se adauga cite 0,5 ml de suspensie
de mitocondrii, obtinutad din tesutul cercetat, si se lasa latemperatura camerei
timp de 5 minute pentru inhibarea citocromoxidazei de catre azidul de sodiu.
Pentru declansarea reactiei se adauga 0,1 ml solutie de ferocianura de
potasiu. Probele se incubeaza 10-15 minute la temperatura de 10°, 20° 30",
40° si 50°C. Dupa incubare, reactia este stopatd prin cufundarea probelor in
gheata si addugarea a cite 2 ml de acid tricloracetic de 20%. Tn probele de
control, care contin toate componentele amestecului de incubare, acidul
tricloracetic se adaugd inaintea suspensiei de mitocondrii. Astfel, in probele
de control succinatdehidrogenaza este complet denaturatd din momentul



inceperii incubarii din care cauza reducerea specifica a ferocianurii de catre
succinat nu are loc.

Dupa stoparea reactiei si racire, probele se centrifugheaza la 2000 turatii
pe minut timp de 15 minute pentru sedimentarea completd a proteinelor
niitocondriale denaturate. Probele se fotometreaza la spectrofotometru
(lungimea de unda 420 nm) contra probei de control.

Activitatea enzimei se determina conform curbei de calibrare.

In baza datelor obtinute se construieste graficul de calibrare a dependentei
activitatii succinatdehidrogenazei de temperatura si se trag concluzii.

Experienta 3. Actiunea pH-ului asupra activitatii succinatdehidro-
genazei.

Mod de lucru: in 3 eprubete de centrifugat se introduc cite 1 ml solutie
tampon fosfat cu pH 5,5; pH 7,4 si pH 9,18; 0,1 ml solutii de acid succinic,
EDTA, azid de sodiu si apa distilatd. La probe se adaugéa cite 0,5 ml de
suspensie de mitocondrii, obtinuta din tesutul cercetat, si probele se incubeaza
latemperatura camerei timp de 5 minute pentru inhibarea citocromoxidazei
cu azid de sodiu. Reactia se declanseaza prin adaugarea a 0,1 ml solutie de
ferocianurd de potasiu. Probele se incubeazd 10-15 minute la temperatura
de 37°C.

Dupa incubare, reactia este stopata prin cufundarea probelor in gheata si
adaugarea a cite 2 ml acid tricloracetic de 20%. in probele de control, care
contin toate componentele amestecului de incubare, acidul tricloracetic se
adauga Tnaintea suspensiei de mitocondrii. Tn asa fel, succinatdehidrogenaza
in probele de control din momentul Tnceperii incubarii este complet denaturata
si reducerea specificd a ferocianurii de catre succinat nu are loc.

Dupa stoparea reactiei si racire, probele se centrifugheazd la 2000 turatii
pe minut timp de 15 minute pentru sedimentarea completa a proteinelor
niitocondriale denaturate. Probele se fotometreaza la spectrofotometru
(lungimea de unda 420 nm) contra probei de control.

Activitatea enzimei se determina conform curbei de calibrare.

n baza rezultatelor obtinute se construieste graficul de calibrare a
dependentei activitatii succinatdehidrogenazei de pH-ul mediului.



Teme pentru autopregatire

1. Proprietatile generale ale enzimelor (termolabilitatea, specificitatea),
actiunea pH-ului asupra activitatii enzimatice.

2. Activarea si inhibarea enzimelor:

a) mecanismele de activare (proteoliza partiald, activarea alosterica,
autostructurarea cuaternara, fosforilarea si defosforilarea, reactivarea).

b) mecanismele de inhibitie (specificd si nespecifica, reversibild si
ireversibild, alosterica si competitiva).

3. Organizarea enzimelor Tn celuld (ansamblurile enzimatice,
compartimentalizarea). Reglarea activitatii enzimatice in celuld. Importanta
principiului de retroinhibitie.

4. Deosebirile in componenta enzimatica a organelor si tesuturilor. Enzimele
organospecifice. Modificarea activitdtii enzimatice Tn diferite afectiuni
(enzimodiagnosticul).

5. Metodele de obtinere si purificare ale enzimelor. Cromatografia de
afinitate.

6. Utilizarea enzimelor Tn practica medicald. Tntrebuintarea enzimelor
imobilizate Tn medicina.

7. Unitatile de activitate ale enzimelor.

8. Metodele de determinare a activitatii enzimelor.

Tntrebdri pentru autocontrol si situatie de problema

1. Cum putem demonstra ca specificitatea enzimelor este determinata
de partea proteica (apoenzima)? Exemplificati rdspunsul.

2. Cum se explica varietatea spectrelor izoenzimatice ale diferitelor
organe?

3. Numiti cdile si tipurile de activare si inhibare ale enzimelor.

4. Cu care experienta si pe exemplul carei enzime a fost demonstrata la
lucrarile practice; a) actiunea temperaturii si pH-ului asupra activitatii
enzimatice; b) specificitatea actiunii enzimatice; c) inhibitia competitiva
(concurenta)? Principiul acestor lucréri, reactiile si metabolitii, dupa care se
apreciaza actiunea enzimelor.



5. Care din metodele de separare si purificare ale enzimelor este mai
rapidd, monoetapicd si mai economicd? Denumirea si principiul acestei
metode.

6. nceconstd importanta clinicd a determindrii activitatii enzimelor n
lichidele biologice? in patologie are loc reducerea sau sporirea activitatii
enzimelor? Motivati raspunsul.

7.Tn pancreas se sintetizeaza enzime care participa la procesul de digestie.
Prin metoda de uscare liofild si triturare ulterioard se obtine preparatul
pancreatina. Cum vom proceda pentru identificarea enzimelor care se contin
in acest preparat?



CAPITOLUL 1

Nucleotidele. Structura si biosintcza acizilor nucleici.
Sinteza proteinelor sireglarea ei. Biosinteza anticorpilor

Acizii nucleici sunt produsi de policondensare ale mononucleotidelor, deci
sunt polinucleotide. Mononucleotidele, unitatile structurale fundamentale ale
acizilor nucleici, sunt constituite din: a) o baza azotata purinica sau pirimidinica;
b) o pentoza (riboza sau dezoxiriboza); c) rest de acid fosforic. Bazele
purinice sau pirimidinice sunt legate covalent printr-o legaturd - N-glicozidica
cu atomul de carbon 1'al pentozei. Compusii rezultati se numesc nucleozide.
Cele mai multe au fosfatul legat printr-o legatura esterica cu gruparea 5'-
hidroxil din molecula pentozei.

In functie de componentele structurale, deosebim: acizi ribonucleici (ARN),
si acid dezoxiribonucleic (ADN).

Ribonucleotidele, unitatile monomere ale ARN, contin ca pirimidine
citozina si uracilul, ca purine - adenina si guanina, iar ca pentoza - riboza.
Structura generala a ribonucleotidelor se prezinta Tn felul urmator:

-0 *PO3H2

rest de
acid fosforic

Unitatile monomere ale ADN, dezoxiribonucleotidele, contin ca pirimidine
citozina si timina, ca purine-adenina si guanina. Pentozd este reprezentata
de dezoxiriboza. Structura generald a dezoxiribonucleotidelor se prezinta
astfel:

i2—o0 —PO3H2

rest de acid
fosforic



Mononucleolidele se pot lega prin punti fosfodiesterice Tntre gruparea 5'-
hidroxil a unui mononucleotid si gruparea 3'- hidroxil a mononucleotidului
Tnvecinat. Astfel se formeaza lanturi polinucleotidice macromoleculare. Prin
legdturi macroergice mononucleotidele pot lega inca unul sau doua resturi
de acid fosforic, rezultind nucleozid 5'-difosfati si nucleotid 5'-trifosfati,
compusi cu rol esential Tn celuld. De exemplu, este bine cunoscut rolul de
rezervor general de energie Tn procesele metabolice a ATP, care
inmagazineazd energia eliberata la etapele catabolice exogene si o furnizeaza
in fazele anabolice endogene.

Unii nucleozid difosfati, asa ca UDP si CDP, functioneazd drept activatori
ai anumitor precursori metabolici. De exemplu, glucoza poate participa la
biosinteza glicogenului numai dupad activare la UDP-glucoza. Colina intervine
in procesul de biosinteza a fosfatidil-colinei dupa activarea la CDP-colina.

Moleculele acidului dezoxiribonucleic au drept unitdti structurale
dezoxiribonucleotidele dAMP, dGMP, TMP si dCMP. Cea mai mare parte
din ADN este localizat in nucleu, in cromozomi, unde indeplineste functia de
depozitare si transmite a informatiei genetice din generatie Tn generatie. ADN
are masa moleculara mare, de ordinul 6 - 14x106. Structura primara a ADN
este imprimatd de succesiunea nucleotidelor in catena polinucleotidica.
Structura secundara a ADN a fost descoperita de Watson si Crick, care au
demonstrat ca ADN are o structura bicatenara, cele doua catene poli-
nucleotidice fiind legate prin puntile de hidrogen dintre bazele complimentare:
adenina - timina (A-T) si guanina - citozina (G-C).

ARN este constituit din ribonucleotidele: AMP, GMP, CMP, si UMP.
ARN si Tn majoritatea cazurilor este monocatenar. Se disting trei tipuri de
ARN:

1 ARN mesager (ARNm)

2. ARN de transfer (ARNt)

3. ARN ribozomal (ARNT)

n conservarea si transmiterea informatiei genetice sunt implicate 3
procese:

1 Replicarea sau biosinteza ADN. Replicarea ADN implica
participarea unui complex niultienzimatic, denumit ADN replicaza (ADN
polimeraze I, Il, 1ll, ADN ligaze si alte enzime), ADN parental, care serveste
ca matritd pentru biosinteza catenelor noi complimentare de ADN, 4 tipuri
de dezoxiribonucleozidtrifosfati TI P, dCTP, dATP, dGTP, ioni de magneziu



si alti factori, ceea ce duce la biosinteza de noi molecule de ADN identice
cu molecula initiala.

2. Transcrierea mesajului genetic de la ADN la ARN, sau biosinteza
ARN. Sinteza ARN necesita matrita de ADN si se desfdsoara in sensul
5'—3'. Este necesara si prezenta celor 4 tipuri de ribonucleotrifosfati (ATP,
GTP, CTP, UTP), ionilor de Mg2tsi Mn2+si ARN-polimerazei.

In procesul transcrierii mesajului genetic, ARN se sintetizeaza sub forma
unui precursor care cuprinde Tn molecula sa, pe linga fragmentele purtatoare
de informatie (exoni), si fragmente care nu au rol informational (introni). in
cadrul unui proces de maturare, din molecula ARN se Tndeparteaza intronii,
iar exonii se leaga Tntre ei si se formeaza ARN-biologic activ.

3. Transferarea mesajului genetic codificatin ARN la moleculele proteice
in cadrul biosintezei specifice a proteinelor structurale si functionale. Tn sinteza
proteinelor se pot distinge 5 etape importante:

a) Activarea aminoacizilor care necesitd urmatorii componenti: ATP,
aminoacizi, ARNt, aminoacil-ARNt-sintetaza si Mg2*,

b) Initierea biosintezei lantului polipeptidic. Componentii necesari in
aceasta etapa sunt: aminoacil-ARNt-initiator, ARNm cu codonul de initiere
GTP si Mg2+factorii de initiere si subunitati ribozomale30ssi 50s.

c) Elongarea lantului polipeptidic suscita aminoacil-ARNt specificat de
codon, Mg2+ GTP, factori de elongare si peptidiltransferaza.

d) Terminarea lantului polipeptidic. Aceastd etapa necesitd codonii de
terminare de ARNm si factorii de eliberare a polipeptidului.

e) Asamblarea proteinelor. Foldingul.

Reglarea sintezei proteinelor, respectiv a enzimelor, se face prin control
genetic (teorie elaboratd de Jacob si Monod). Numeroase antibiotice
influenteaza la diverse nivele procesul de biosinteza proteica.

Mutatiile reprezintd modificari ale structurii ADN. Mutatiile punctiforme
pot avea loc prin Tnlocuirea, pierderea sau introducerea unei perechi de nucle-
otide in molecula de ADN. Mutatiile pot avea loc spontan sau sub influenta
unor agenti mutageni fizici (radiatii Roentgen, UV, etc.), chimici si biologici.
Mutatiile constituie sursa primordiald a variabilitatii organismelor vii. insa
ele pot duce si la maladii ereditare, datorate unor defecu enzimatice
congenitale.



Ingineria genetica reprezinta un ansamblu de metode si tehnologii efectuate
in vitro cu gene in scopul transferdrii informatiei genetice de la o specie la
alta, urmarindu-se realizarea unor obiective bine determinate.

TEMA 6
Nucleotidele si structura covalentda a acizilor nucleici

Experienta 1. lzolarea simultand a ADN-ului si ARN-ului.

Se cunosc mai multe procedee de izolare a ARN-lui din celule si tesuturi,
variind gradul lor de complexitate. Numeroase companii ofera substante,
reagenti, solutii pentru izolarea “nedureroasa” a ARN-ului din diferite surse
biologice. A fost propusa o metoda pentru recuperarea simultana a ARN-
ului, ADN-ului si proteinelor din aceeasi sursa biologicd. Aceastd metoda
nu necesita echipament special si are la baza fractionarea selectiva a ARN-
ului si ADN-ulul prin adaptarea pH-ului fenolomogenatului. ARN-ul este
recoltat in faza apoasa prin extragerea probei la pH acid, iar ADN-ul Tn
interfaza si faza organicda. Dupa transferarea fazei apoase intr-un tub nou,
ADN-ul se extrage din interfaza si faza organica prin stabilirea unui pH
alcalin. Aceastd reactie este cunoscutad sub denumirea de extragere inversa.
Cercetatorul poate schimba pH acid al fenolomogenatului prin adaugarea
de acetat de sodiu, pH = 4,9, sau prin simpla extragere a SDS/EDTA lizat
(pH = 8,7) cu un volum egal de fenol:cloroform:alcool izoamilic (25:24:1),
pH-ul total fiind aproximativ egal cu 7,6.

Celulele pot fi distruse direct Tn tesut, sau dupd recoltare. Celulele se
disperseaza cu precautie Tnaintea distrugerii. ADN-ul genomic trebuie sa fie
purificat, deoarece fortele moleculare mari vor denatura ADN-ul intr-un timp
foarte scurt. Fractionarea fragmentelor poate fi foarte joasa.

Mod de lucru.

1. Preparati solutie de fenol : cloroform : alcool izoamilic, saturind n
prealabil fenolul de 2-3 ori cu apa.

2. Pentru recoltarea tesuturilor indepartati cresterea medie prin aspiratie
si spalati stratul mediu de 2 ori cu 5 ml de PBS rece (pentru prepararea | |
de PBS se iau 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KC1, 1,44 g de Na2H P04, 0,24 g de
KH,P04). Vasele pentru recoltare se tin la rece. Tndepartati prin aspiratie
cit mai mult PBS.



Optional', prepararea celulelor pentru lizare prin rdcirea lor directd pe
gheata timp de 30 min.

Nota: racirea reagentilor si celulelor pe gheatd este 0 metoda excelenta
de a controla activitatea RNA-azelor. Responsabilitatea cercetatorului este
de a determina daca o incubatie timp de 30 min pe gheatd Tnainte de liza
influenteaza biochimia celulara.

3. Addugati 2 ml dc reactiv de lizare rece (10 mM EDTA, pH=8,0; 0,5%
SDS) la 100 mm de tesut recoltat (4-5x106 celule). inclinati atent vasul
pentru a observa liza celulelor. Incubati continutul vasului pe gheata timp de
3 min. Produsul de liza se poate trece pentru incubare in alt vas. O agitare
usoara este binevenitd. Nu utilizati o cantitate de lizat pentru mai mult de 2
vase de 100 mm de tesut recoltat. Celulele care au fost recoltate din tesut
trebuie lizate, utilizind 200 de y1de lizat pentru 10(celule.

Pentru tesut, se taie tesut proaspat izolat (pind la 100 nig) pe gheata.
Pentru flecare mg de tesut se adaugd 250pl (10 mM EDTA, pH=8,0; 0,5%
SDS) lizat si se omogeneazd usor la temperatura camerei. Nu utilizati la
omogenizare un politron, caci va cauza replicarea inacceptabild a ADN-ului
genomic.

4. Transferati omogenatu! intr-un tub cu 15 ml de polipropilend rdcita n
prealabil pe gheata.

Nota: datoritda consistentei viscoase a cromatinei eliberate, recoltatorul
steril este folosit pentru obtinerea cantitativd a omogenatului.

Optional. Recoltarea celulelor lizate prin transferul din vas in vas, poate
fi substituita prin spalarea fiecarui vas cu 2 ml solutie de 10 mM EDTA, 100
mM de acetat de Na, pH=4,9, sau pastrarea omogenatului mai concentrat
cu 1ml de solutie de 10 mM EDTA, 0,15 M de acetat de Na la pH 4,9.

4. Adaugati un volum egal de tampon organic rece, preparat in prealabil.
Verificati compatibilitatea tubului de la centrifuga cu fenol si cloroform.

5. Amestecati atent tuburile rotindu-le atent de citeva ori. Nu le agitati!
Recolta va fi mai bund atunci cand va fi mentinutd mereu pe gheatd si nu se
va agita.

6. Probele se centrifugheaza pentru a separa materialul apos de cel or-
ganic.

Atentie! Nu depasiti viteza rotatiilor recomandata sau forta g maxi-
ma recomandata pentru orice tub folosit Tn experienta.



Extragerea ARN-ului

7. Colectati stratul apos si transferati-l Tntr-un tub nou, racit in prealabil.
Aveti grija sa nu intrerupeti interfaza proteinelor. Extragerea ARN-ului se
face din interfaza (sau faza organica) si poate fi amTnatd pina la Tndeplinirea
tuturor cerintelor pentru extragerea ARN-ului, tinind tuburile pe gheata.

8.Addugati in eprubetd un volum egal de amestec organic proaspat descris
anterior.

9. Centrifugati eprubeta. Transferati stratul luchid format Tntr-un tub
nou.

10. Adaugati 500 ul de 1 M de Tris-Cl rece, pH=8,0 si 200 ul dc 5 M de
NaCl pentru fiecare 4 ml de ARN ce contine material apos. Amestecati atent.
Adaugati apoi 12 ml (sau 2,5 volume) de etanol de 95% rece si amestecati.
Pastrati continutul eprubetei pentru cel putin 1ora la temperatura de 20°C.

11. Colectati ARN-ul precipitat prin centrifugare la 10000g timp de 10
min. Este recomandata centrifugarea la4°C. Filtrati si separati supernatantul.

12. Spélati corpii celulari de 2-3 ori cu etanol 70%. Centrifugati din nou
pentru a separa precipitatul. Filtrati si separati supernatantul.

13. Ldsati proba sa se usuce. La dorinta, se poate spala cu etanol de
95%, ceea ce va accelera uscarea.

14. Dizolvati corpii celulari de ARN Tn 200 de ul de TE tampon rece (10
mM Tris-clor, pH=8,0,1mM EDTA). Incubati continutul eprubetei pe gheata
timp de 1lora, apoi transferati-l intr-un tub de centrifugare. O alta cantitate
de TE tampon se foloseste la spalarea tubului de centrifugare si se adauga
la prima solutie.

15. Addugati 6 yl de 5 M NaCl si 0,98 ml de etanol rece pentru fiecare
300 |zl de solutie de ARN. Incubati continutul pe gheatd timp de 5-10 min.
Solutia se va tulbura ca urmare a formarii precipitatului de ARN. Proba se
va pastra fard a scurge etanolul la- 80°C sau va fi procesata imediat.

16. Colectati ARN precipitat la centrifugare Tntr-o microcentrifuga timp
de 10 min la 2-4 °C. Filtrati supernatantul si uscati-1 pentru a Tnlatura excesul
de etanol (14).

17. Resuspendati corpii celulari ai ARN-ului Tn volumul minim al solutiei-
tampon (DEPC-tratatd cu apd, de exemplu) si lasati-i 15 min pe gheatd
pentru a redizolva proba. Tn dependenta de gradul de uscare a probei, poate
fi necesard o incubatie mai de lungd durata pentru a redizolva complet proba.



18. Calculati concentratia ARN-ului, pastrati probele hidrataie in solutiile
adecvate la - 80°C.

Extragerea ADN-ului

19. Folositi tuburile cu material organic din punctul (6). Tndepéartati orice
material apos. Daca doriti, Tnlaturati si o mica cantitate de interfaza pentru
a facilita inlaturarea oricarei urme de ARN. Aceasta de obicei nu e necesar,
deoarece ARN rezidual va fi hidrolizat in urmatoarele etape. De altfel,
ADN-ul purificat poate fi incubat cu ARN-aze pentru a Tnldtura toate
urmele de ARN.

20. La materialul organic/interfaza ramas adaugati un volum egal de 1M
de Tris baza. Solutia se va aduce laun pH-ul de 10,5. Amestecati atent fara
a agita.

Nota: aceastda etapa se numeste extragere inversa; crearea unui mediu
puternic alcalin va aduce ADN-ul in faza apoasa.

21. Se centrifugheaza probele la 2000 g timp de 15 min la 4°C, dacé e
posibil, pentru a separa materialul apos de cel organic. Transferati atent
faza apoasa intr-un alt tub.

Atentie! Nu depasiti viteza rotatiilor recomandata sau forta g
maxima recomandata pentru orice tub folosit Tn experienta.

22. Repetati extragerea, dar nu amestecati cele 2 faze apoase.
Pdstrati-le in tuburi de centrifugare separate.

23. La fiecare Tris:ADN probda apoasa, adaugati un volum egal de
cloroform:alcool izoamilic (24:1). Amestecati bine si centrifugati. La
centrifugare se separda fazele (cloroformul Tn absenta fenolului se
sedimenteaza repede). Treceti faza apoasa intr-un alt tub.

24. Precipitati ADN-ul cu 0,1 volum de 3 M de acetat de Na, pH=7,0 si
2,5 volume de etanol 95%. Amestecati bine.

Nota: adaugarea etanolului va cauza precipitarea imediata a materialului
genomic. ADN-ul precipitat poate fi colectat prin centrifugarea la viteza
mica (500g) timp de 2-3 min. De altfel, ADN-ul genomic poaie fi pescuitdin
solutia de etanol, utilizind pipeta Pasteur astfel Tneit lipirea ADN-ului de
sticla sa fie minima.

25.Transferati ADN-ul precipitat intr-un tub de microcentrifuga nou.
Spalati ADN-ul cu 500 tii solutie de etanol de 70% pentru a inlatura excesul



de sare. Dizolvati ADN-ul precipitat Tntr-o solutie-tampon adecvata (TE
bufer, pH=8,0) si determinati concentratia de ADN.

Nota: Purificarea ARN-ului din celulele tesutului se poate face prin mai
multe metode. Majoritatea lor se bazeaza pe sodiumdodecilsulfat (SDS) (1)
sau guanidiumtiocianat (2,3), care lizeaza simultan celulele si inactiveaza
ribonucleazele endogene. Tn aceste procedee ARN este separat din ADN-ul
celular si proteine prin centrifugare.

Experienta 2. Hidroliza nucleoproteidelor din drojdii si reactiile
calitative pentru componentele nucleoproteidelor.

Drojdia de bere este foarte bogatd Tn nucleoproteide. Pentru studierea
compozitiei chimice a acestora se realizeaza hidroliza acida a drojdiilor. Prin
reactii specifice se identificd produsele de hidroliza - poiipetidele, bazele
purinice, glucidele si acidul fosforic.

Mod de lucru. ntr-un balon Kjeldahl cu capacitatea de 100 ml se introduc
2,5 g de drojdii, se adauga 20 ml solutie de acid sulfuric de 10%. Balonul se
astupad cu un dop prevazut cu un tub lung de sticla ce indeplineste rolul de
refrigent cu curent de aer. Hidroliza drojdiei se efectueaza la Tncalzire timp
de 60 min. Dupa racire intr-un curent de apa de robinet, hidrolizatul se
filtreaz& si este utilizat pentru reactiile calitative ale componentelor
nucleoproteidelor.

Reactia biuretului (identificarea polipeptidelor)

La 5 picéturi de hidrolizat se adaugd 10 picdturi solutie de hidroxid de
sodiu de 10% si 2 picaturi solutie de sulfat de cupru de 1%. Eprubeta se
agitd; apare o coloratie roza, roz-violeta.

Reactia de argint (identificarea bazelor purinice)

La 10 picdturi de hidrolizat se adauga picatura cu picaturd solutie
concentratd de NH,(circa 10 picaturi) si 10 picdturi de solutie amoniacala
de nitrat de argint de 2%. Dupd 3-5 minute se formeaza un precipitat brun
deschis de saruri de Ag ale bazelor purinice.

Reactia Moliscb (identificarea pentozelor)

La 10 picaturi de hidrolizat se adauga 3 picaturi solutie alcoolica de timol



de 1%. Continutul se agitd si se adauga cu precautie pe peretii eprubetei 20-
30 picaturi de acid sulfuric concentrat. La fundul eprubetei se formeaza un
produs de condensare a furfurolului cu timolul de culoare rosie (sub influenta
acidului sulfuric concentratriboza pierde 3 molecule de apa, transformindu-se

n furfural).
Reactia molibdenica (identificarea aciduluifosforic)

La 10 picaturi de hidrolizat se adauga 20 picaturi de reactiv molibdenic.
Amestecul fiind Tncalzit imediat pe o baie de apa timp de citeva minute, se
coloreaza in galben deschis. Dupa racirea solutiei intr-un curent de apa rece,
apare un precipitat cristalin galben-deschis de fosfomolibdat de amoniu.

Reactia difenil-aminica (identificarea ribozei si dezoxiribozei)

Difenilamina reactioneaza cu dezoxiriboza dind o coloratie albastrd, iar
cu riboza- verde. La 5 picaturi de hidrolizat se adauga 20 picaturi solutie de
difenilamina de 1%. Continutul eprubetei se fierbe timp de 15 minute pe o
baie de apa. Se observa culoarea aparuta si se trag concluzii.

Teme pentru autopregatire

1. Principiul reactiei de identificare a componentelor nucleopreoteidelor.

2. Tipurile de acizi nucleici, functiile si repartizarea lorin celula.

3. Constituientii acizilor nucleici: bazele azotate, pentozele, acidul fosforic.

4. Nucleozidele si nucleotidele 3', 5'- cAMP.

5. Structura primara, secundara si tertiara a acidului dezoxiribonucleic.
Cromatina. Nucleosomul.

6. Structura acizilor ribonucleici (ARNt, ARNm, ARNr).

7. Denaturarea si hibridizarea acizilor nucleici.

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Scrieti formula generald a nucleotidelor.
2. Scrieti formula ATP.

3. Scrieti formula cAMP.

4. Scrieti formula dezoxiguanilatului.

5. Scrieti formula timidilatului.

6. Scrieti formula adenozinei.



7. Scrieti formula uridilatului.

8. Scrieti formula citidilatului.

9. Scrieti formula GDP.

10. Scrieti formula tetradezoxiribonucleotidului 5'-ATGC 3'.

11. Scrieti formula tetraribonucleotidului 5'-UGCA- 3.

12. Ce deosebire exista Tn structura dinucleotidelor ce se Tntfinesc Tn acizii
nucleici si structura dinucleotidelor care prezintd coenzimele dehidrogenazelor?

13. Numiti toate tipurile de legaturi ce exista in structura acizilor nucleici.

14. Combinatia din imaginea alaturata prezinta:

a) Uracil;

b) Uridina; (0]

a) cele 2 lanturi nucleotidice sunt O CH2-OH
paralele;

b) adenina unei catene se imperecheaza
cu citozina celeilaltei catene, iar guaninacu
timina; OH OH

c) bazele hodrofobe sunt aranjate n
interiorul spiralei, iar scheletele hidrofile - Tn afara ei;

d) o spird include cca 10 perechi de nucleotide;

e) ambele lanturi de ADN sunt identice Tn ceea ce priveste succesiunea
bazelor azotate si compozitia nucleotidica.

16. Calculati cifra medie a perechilor de nucleotide ce revin unui micron
al spiralei duble de ADN.

17. ADN-ul bacteriofagului M [3are urmatoarea compozitie nucleotidica
A-23%; T-36; G-21%; C-20%. Ce indica aceste cifre?

18. Calculati numarul perechilor de nucleotide ce se contin ntr-un milion
de daltoni din masa spiralei duble de ADN.

19. inpreparatele de ADN, separate din 2 specii de bacterii neidentificate,
continutul de adenina constituie 32% si 17%. Care este ponderea de guanina,
timina si citozina Tn aceste 2 preparate? Una din aceste bacterii a fost izolata
dintr-un izvor hidrotermal (64°C). Care ADN apartine bacteriei termofile?



TEMA 7

Genele: reparatia, mutatiile si clonarea. Replicarea (biosinteza
acizilor dezoxiribonucleici)

Experienta 1. ldentificarea ADN-ului.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe proprietatea dezoxiribozei
din componenta ADN de a da cu reactivul difenilaminic o coloratie albastra.
Intensitatea culorii este direct proportionald cu cantitatea de ADN.

Mod de lucru. in eprubeta de cercetat se pun cu pipeta 1ml de hidrolizat
de drojdie obtinut in lucrarea precedentd si 2 ml de reactiv dik'mlaminic. Tn
eprubeta martor se iau 1ml de apd distilatad si 2 ml de reactiv difenilaminic.
Probele se introduc Tntr-o baie de apa la 100°C timp de 10 min. Dupa racire
se efectueazd colorimetrarea probei de analizat la FEC, contra probei de
control (filtrul de lumind rosie si cuva de 5 mm grosime). Continutul de
ADN 1in proba de cercetat se determina dupa curba etalon.

Teme pentru autopregatire

1. Structura genelor: dimensiunile lor, intronii si exonii, genele structurale
si reglatoare.

2. Codul genetic si proprietatile lui.

3. Mutatiile moleculare: prin substitutie, suprimare si insertiile de nucle-
otide. Rolul mutatiilor

4. Replicarea ADN-ului - mecanismul, substratele, matricea, enzimele
si factorii proteici, etapele biosintezei ADN. Telomeraza. Rolul si structura.

5. Reparatia ADN-ului.

Tntrebari pentru autocontrol

1. Tintocmiti lista precursorilor si enzimelor necesare sintezei lanturilor
principale si Tntirziate in procesul de replicare a ADN-ului.

2. Care va fi compozitia nucleotidica a lantului ADN sintetizat de ADN-
polimeraza pe matricea care prezintd molecula inelard monocatenard de
ADN al fagului 0174 cu urmé&toarea compozitie nucleotidica G- 24,1%;
C- 18,5 %; A-24,6 %; T-32,8%.

3. Scrieti compozitia nucleotidica a ADN-ului sintetizat de ADN -
polimeraza in sistemul format din amestecul de inele (+) si (-) de ADN ale
fagului 0174.



4. Exactitatea replicarii ADN-ului:
a) care factori asigura exactitatea replicarii lantului principal de ADN?
b) lantul ntirziat se sintetizeaza cu aceeasi exactitate ca si lantul principal?

TEMA 8
Transcriptia. Sinteza anticorpilor

Experienta 1. Determinarea ARN-ului.

Principiul metodei se bazeaza pe reactia de culoare a reactivului orcinic
cu riboza (solutia se coloreaza in verde). Intensitatea coloratiei este direct
proportionala cu concentratia ribozei Tn solutia de analizat si se determina
prin fotocolorimetrare.

Mod de lucru. Tn 2 eprubete se pun cu pipeta cite 1 ml de reactiv
orcinic. in prima eprubeta se adauga 1ml de hidrolizat de drojdie (proba de
analizat), iar in a doua - Tmi de apa distilata (proba martor). Continutul lor
se incélzeste pe o baie de apa la 100°C timp de 20 min. Dupd racirea probelor
ntr-unjet de apa de robinet se determina extinctia probei de analizat la FEC
contra probei de control, folosindu-se cuva de 5 mm si filtrul de lumina rosie.

Dupa curba etalon se calculeaza continutul de ARN in proba de analizat
utilizind valoarea E, gdsita la fotocolorimetrare.

Teme pentru autopregatire

1. Transcriptia sau biosinteza ARN-ului: matricea, substratele, enzimele,
mecanismul.

2. Biosinteza ARN pe matrice de ADN.

3. Modificarileposttranscriptionale(processing).

4. Dogma centrald a genericii moleculare. Conceptia: o gend - un
polipeptid.

5. Inhibitorii sintezei acizilor nucleici.

6. Ingineria genetica si semnificatia ei practica. Sinteza anticorpilor.

7. Transcriptia inversa.

intrebari pentru autocontrol

1. Care sunt deosebirile de actiune a ARN polimerazei si polinucleotid-
fosforilazei?
2. Lantul (+) singular de ADN (A- 21%; G- 29%; T 21% si C-29%) este



replicat de ADN- polimerazédcu formarea lantului (-) complementar. ADN-ul
rezultat bicatenareste apoi utilizat ca matritd pentru ARN-polimeraza, care
transcrie lantul (-). Scrieti compozitia nucleotidica a ARN sintetizat.

3. ADN-ul bacteriofagului ©174 este constituit din 5386 de nucleotide;
aceasta cantitate de nucleotide este insuficientd pentru codificarea celor 9
proteine sintetizate de acest virus. Explicati acest fenomen.

TEMA 9

Sinteza proteinelor si reglarea ei

Experienta 1. Determinarea proteinelor. Metoda biuretica
(Constructia curbei etalon).

Principiul metodei. Proteinele, Tn mediul alcalin si Tn prezenta sulfatului
de Cu, formeaza un complex de culoare rosie-purpurie (reactia biuretului).
Intensitatea coloratiei este direct proportionald cu concentratia proteinei in
solutie.

Mod de lucru. Tn 3 eprubete se pune cu pipeta cite 1ml solutie standard
de proteind Tn care concentratia proteinei este respectiv de 0,5; 1 si 1,5%
(probele etalon). Aceste probe servesc pentru construirea curbei-etalon. Tn
eprubeta a4-a se ia 1ml de solutie de proteina in care concentratia proteinei
trebuie sa se cunoasca (proba de analizat).

1 Tn toate eprubetele se adauga cite 4 ml de reactiv biuretic. Continutul
eprubetelor se agitd si se lasa Tn repaos la temperatura camerei timp de 20
de minute pentru dezvoltarea coloratiei. Probele sunt citite la FEC,
folosindu-se cuva de 10 mm grosime si filtrul care corespunde lungimii de
unda 540 nm (filtrul verde). Reactivul biuretic este folosit ca proba-martor
sau de control.

2. Construirea curbei-etalon se realizeaza in modul urmator: pe ordonata
sunt Tnscrise valorile extinctiei E, iar pe abscisd - concentratia Tn ordine
crescinda a probeior-etalon. Unind punctele corespunzatoare tuturor probelor
se obtine o linie dreaptd care si se numeste curba-etalon.

3. Calcularea cantitdtii de proteind In proba de analizat se face dupd
curba-etalon, deoarece se cunoaste extinctia acestei probe din punctul nr.2.

Experienta 2. Determinarea proteinelor totale din serul sanguin
prin metoda biuretica.



Mod de lucru. La 0,1 ml de ser sanguin se adauga 5 ml de reactiv
biuretic, evitindu-se agitarea intensa si formarea de emulsii. Dupa 30 min
proba se citeste la FEC, folosindu-se cuva de 1cm si lungimea de unda 540-
560 nm (filtrul verde). Ca martor (solutie de comparare) se foloseste reactivul
biuretic. Calculul se realizeazd dupa curba-etalon.

Valoarea diagnosticad. Tn serul sanguin, cantitatea de proteine totale Tn
norma variaza Tntre 6,5 si 8,5 gr/l 00 ml sau 65-85 gr/l. Proteinele din serul
sanguin scad pina la4-5 gr/l (hipoproteinemie) in nefroze, inanitie, ciroze, la
pierderea proteinei Tn urma hemoragiilor si formdrii exsudatelor.
Hiperproteinemia se poate intilni lapacientii cu mielom, diabet insipid, vomitari
frecvente, diaree, in cazurile de deshidratare a organismului.

Experienta 3. ldentificarea aciduluifenilpiruvic din urina.

Principiul reactiei. Acidul fenilpiruvic formeaza cu Fe3'o combinatie
complexa, colorata in verde-albastru.

Mod de lucru. La 2 ml de urind se adauga 8-10 picaturi de triclorura de
Fe de 10%. Dupa 30-60 sec, urina se va colora in verde-albastru daca ea
contine acidul fenilpiruvic.

Valoarea diagnostica. Prezenta acidului fenilpiruvic Tn urina indica la
copii maladia congenitald - oligofrenia fenilpiruvica; Tn singe este ridicata
concentratia de fenilalanind.

Teme pentru autopregatire

1 Ribozomii - sediul sintezei proteinelor, structura lor.

2. Biosinteza proteinelor. Etapele:

a) Activarea aminoacizilor;

b) Initierea sintezei lantului polipeptidic;

c) Elongarea lantului polipeptidic;

d) Terminarea sintezei proteinei;

e) Modificarile posttranslationare ale proteinelor. Asamblarea proteinelor-
foldingul.

3. Reglarea biosintezei proteinelor. Inductia si represia enzimelor.

4. Inhibitorii sintezei proteice.

5. Polimorfismul proteinelor (variantele hemoglobinei, enzimelor, grupelor
sanguine).

6. Bolile ereditare si diagnosticul lor biochimic.



intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. ADN setului haploid de cromozomi ai celulei omului este alcatuit din
2,3x 104 perechi de nucleotide. Calculati numaml de proteine codificate de aceasta
cantitate de ADN. Tntr-adevar Tn organismul uman se sintetizeaza aceasta
cantitate de proteine?

2. Metionind are un singur codon. Acesta codifica atit restul de initiere
cit si resturile interne de metionina in polipeptidele sintetizate de E. coli.
Explicati acest fenomen.

3. Pornind de la succesiunea aminoacizilor din proteina, putem prezice
succesiunea nucleotidelor din unicul ARNm care codificd aceasta proteina?

4. Calculati lungimea medie (in /1) si masa medie (in Da) a genelor care
codifica:

a) ARNt (90 mononucleotide);

b) ribonucleaza (124 resturi de aminoacizi);

¢) Miozina (1800 resturi de aminoacizi).

5. ARNt-cis este convertit in ARNt-ala. t-ARN-ala rezultat este utilizat
Tn sistemul de sinteza al proteinei unde poli-UG serveste ca matrice. Ce
polipeptida se sintetizeaza?

6. Calculati cheltuielile energetice (sub forma de legaturi fosfat-
macroergice) necesare la sinteza lantului 8 al hemoglobinei (constituit din
146 resturi de aminoacizi).

7. Scrieti toate secventele posibile al ARNm capabile sa codifice tripeptidul
Leu-Met-Tir.

8. Enzima constituitd din 192 resturi de aminoacizi este codificatd de o
gend ce contine 1440 perechi de baze. Explicati legdtura reciprocd dintre
aceste doud cifre.

9. Preziceti succesiunea aminoacizilor Tn polipeptidele sintetizate In
ribozomi dupa unnatoarele matrici:

a). GGUCAGUCGCUCCUGAUU;

b). UUGGAUGCGCCAUAAUUUGCU;

c). AUGGACGAA.

10. Care din substitutiile aminoacizilor enumerate maijos, aparute in urma
mutatiilor punctiforme, se Tmpaca cu codul genetic? Dacd unele sunt

Leu; 3. Ala-Tre; 4. Pro-Ser; 5. Liz-Ala; 6. His-Glu.



11 Pe unadin catenele ADN-ului se inregisrteaza urmatoarea succesiune
anucleotidelor:

Aceastd succesiune este descifratd Tn directia 5' —» 3'. Scrieti:

a) Succesiunea bazelor in catena complementara in directia 5' —» 3/,

b) Succesiunea bazelor din ARNm;

c) Succesiunea aminoacizilor din lantul polipeptidic.

12. Comparati lungimea genei cu lungimea lantului polipeptidic codificat
de aceastd gend daca proteina este constituita din 150 resturi de aminoacizi
si se gaseste sub forma de a-spirala.

13. in timpul translatiei ARNm urmétorii aminoacizi se includ direct in
lantul polipeptidic: a) asparagina; b)4-hidroxiprolina; c) parahidroxifenilalanina;
d) homoserina; e) fosfoserina.

14. Care din urmatoarele poliribonucleotide sintetice pot fi utilizate la
sinteza polipeptidului.......... -lle-Tir-lle-Tir-............

a) poli-(AUUA);

b) poli-(AUAU);

c) poli-(UAU);

d) poli-(AUA);

e) poli-(UA).

TEMA 10

Colocviu la temele:
Proteine. Enzime. Acizi nucleici



CAPITOLUL 11l

Metabolismul general. Bioenergetica.
Oxidarea biologica. Lantul respirator si fosforilarca oxidativa

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

Metabolismul indeplineste urmatoarele functii: a) aprovizionareacelulelor cu
energie chimica, eliberata in umia scindarii substantelor nutritive; b) transformarea
moleculelor substantelor nutritive in blocuri de constructie, utilizate de celula la
sintezamacromoleculelor proprii; ¢) sinteza si degradarea biomoleculelor necesare
pentru Tndeplinirea unor functii specifice in celulad (pigmenti, hormoni, coenzime,
mediatori etc.).

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

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

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

Ansamblul sistemelor redox (enzimelor care participd la transferul
echivalentilor reducatori - protonii de hidrogen sau electronii de lacoenzimele
reduse pTna la oxigen) poartda denumirea de lant respirator.

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



TEMA 11

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

Experienta 1. Determinarea activitatii dehidrogenazelor ciclului Krebs
(izocitrat, a-cetoglutarat si succinatdehidrogenaielor) inficat prin metoda
neotetrazolica.

Principiul metodei. Dehidrogenazeleciclului acizilor tricarboxilici catalizeaza
reactiile de oxidare a substratelor respective prin dehidrogenare. Tn calitate de
acceptor de hidrogen se foloseste neotetrazolul care redueindu-se se transforma
in formazon colorat Tn roz. Dupad intensitatea culorii se determind activitatea
enzimelor.

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

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

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

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

Teme pentru autopregatire

1. Notiuni generale de metabolism. Cataboiismul si anabolismul. Caile
metabolice centrale, ciclice si specifice.
2. Metabolismul intermediar. Metodele de studiere.



3. Notiuni de energie libera standard. Compusi macroergici - structura chimica
si rolul lor. Ciclul ATP-ului.

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

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

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

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

Situatii de problema

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

2. Enumerati componentele complexului piruvatdehidrogenazic. Scrieti
formulele vitaminelor care intrd Th componenta acestui complex. Ardtati
schematic procesul de formare a acetil-CoA.

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

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

5. Tinind cont de faptul cd in organismul omului matur n fiece zi se
formeaz& o cantitate mare de ATP, structura, compozitia si masa corpului nu
se modifica evident in acest timp. Cum se poate explica aceasta?

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

7. Oxalilacetatul se formeaza in ultima etapa acidului Krebs:

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

b) Cum se completeaza rezervele de OA?

8. ATP sintetizat in mitocondrii trebuie utilizat in celula?

a) Cum ATP pardseste mitocondriile?

b) Cum se completeaza rezervele de ADP si de fosfat anorganic?



TEMA 12
Oxidarea biologica. Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

Experienta 1. Reactia calitativa de determinare a activitatii catalazeL

Principiul metodei. Catalaza face parte din clasa oxidoreductazelor.
Ea se contine n toate tesuturile si lichidele biologice. Intr-o cantitate mai
mare catalaza se ntilneste in eritrocite si ficat. La oxidarea unor substante se
formeaza peroxid de hidrogen, substantd toxica care se poate acumula in or-
ganism. Rolul biologic al catalazei constd in descompunerea peroxidului de
hidrogen n oxigen si apd: 2H202 — 2HZD +02

catalaz3

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

Mod de lucru. Activitatea catalazei singelui. In doua eprubete se iau
cite Iml H,0, se adauga 2 picaturi de singe. O probad se fierbe pentru
inactivarea enzimei. Dupa rdcire in ambele eprubete se adauga cite 5-10
picaturi solutie de H,0,de3% si continutul eprubetelor se agitd. in eprubeta
de experienta se observa degajarea bulelor de oxigen.

Experienta 2. Determinarea cantitativa a catalazei in singe.

Principiul metodei. Aceastd metodd se bazeazad pe determinarea cantitatii
de H20 2descompusa de enzima intr-o perioada anumita de timp dupa
urméatoarea ecuatie:
2KMn04+5HD2 + 4 HS04 -> 2 KHS04+ 2 MnS04+ 8HD +502

Activitatea catalazei se exprima prin numarul de catalaza si indicele de
catalaza. Numarul de catalaza este cantitatea de peroxid de hidrogen, in
mg, descompusa de 1 ml de singe. Despre cantitatea de H,0, descompusa se
judeca dupa diferenta cantitatii de KM n04utilizat latitrare pina si dupa actiunea
catalazei.

Mod de lucru. Singele diluat (1:1000) se agitd. Tn doud baloane se iau
cite 1 ml singe, 7 ml apa distilata, in proba de experienta se adauga 2 ml
H,02de 1%, Tn cea de control - 5 ml solutie de H,S04de 10%. ih mediul
acid (proba de control) actiunea enzimei se stopeaza, deoarece ea este activa la
pH = 7,4. Baloanele se lasa pentru 30 minute la temperatura camerei. Apoi
n proba de experienta se adauga 5 ml solutie de H,S04de 10%, iar in cea
de control - 2 ml solutie de 11,0,de 1%. Continutul fiecarei probe se titreaza
cu solutie de KM n04de 0,1 N pind laculoarea roza. Se calculeaza unitatea



catalazei (UC) dupd formula: UC = (A - B) x 1,7, unde: A - cantitatea
de solutie de KMn04de 0,IN consumata la titrarea probei de control
(ml); B - cantitatea de permanganat cheltuita la titrarea probei de
experientd. O cantitate mai mare va merge la titrarea probei de control,
unde catalaza nu actioneaza. Diferenta capdtatd o Tnmultim la 1,7 si
obtinem indicele de catalaza pentru singele studiat. in norma aceastd
unitate este egald cu 10-15 unitati (vezi nota).

Nota: 1mol/l HD ,este de 17 g;
1ml 0,1N solutie contine 1,7 mmol/l (1,7 mg) H,0, si 1ml 0,1 KMn04
este echivalent cu 1mIO.IN H,0,.

Importanta clinico-diagnosticd. Determinarea activitatii catalazei
stngelui are importanta pentru diagnosticul cancerului, anemiei, tuberculozei.
In cazul acestor boli, concentratia catalazei Tn singe se reduce.

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

Principiul metodei. O pe-
reche de electrozi (anod si catod)
acoperiti cu o peliculade polietilenad
se introduc n vasul cu suspensie
mitocondriala studiatd. Oxigenul
absorbit poate difuza prin peliculd
ajungind laelectrozi. Alte substante
din suspensie nu pot trece prin
membrana polietilenica. intre
electrozi se mentine o tensiune
constanta egala cu 0,65 V. La
reducereaelectroliticda oxigenului
pe catod, intre electrozi se creeaza
un curent proportional continutului
de oxigen din amestecul reactio-
nar. Intensitatea curentului se n-

registreaza automat.
Absorbtia mitocondriala a oxigenului
determinata cu ajutorul electrodului
de oxigen.



Mod de lucru. intr-un vas se iau 3,7 ml amestec, care contine 20 mmol
solutie tampon tris-HCI, 80 mmol KCI si 5 mmol MgClI, pH - 7,4. La intervalele
de timp indicate Tn imaginea de la p. 63, Tn vas se adauga reactivele enumerate
maijos in urmatoarea ordine:

A - Tnceputul inscrierii. Tn punctele notate au fost efectuate urmétoarele
suplimente:

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

C - 0,1 ml solutie ce contine 0,5 ml de glutamat si 0,1 ml de malatcu pH = 7,4;

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

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

F- 0,05 ml solutie dinitrofenol 10 mmol.

Amestecul se pune la incubare (t = 30°C); toti reactantiiau fost saturati cu
aer. In imaginea de la p. 63 sunt indicaterezultatele experientei obtinute la
studierea respiratiei niitocondriale prin metoda polarografica (cu ajutorul
electrodului de oxigen).

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

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

Nota: Tintr-un litru de solutie apoasd saturatd cu aer la 30°C se contin
0,235 mM oxigen.

Experienta 4. Fosfo- Glutamat addugat  a-oxoglutamat
rilarea oxidativa (sinteza
ATP).

Principiul  metodei. SuccinﬂCoA
Energia eliberata Tn procesul Oxaloacetat Aspartat

oxidarii substratelor (succinat,
izocitrat, malat) este utilizatd Succinat
partial la esterificarea fosfa-

. ; i Malat -«
tului anorganic la sinteza ATP
(ADP + Pi -> ATP ). Sursa Ma'at*\a",;r Fumarat
enzimelor este suspensia de Malatul addugat

mitocondrii. Scaderea continu-

tului de fosfat (utilizat ia sinteza Schema oxidarii substratelor (la exp. 4).



NTP) in proba de experienta se determina dupa molibdatul de amoniu si
acidul ascorbic fata de proba de control (culoarea albastra este mai putin
intensd in proba de experienta).

Mod de lucru.

Proba de experienta. n eprubetd se ia 1 ml amestec de incubare (solutie
tampon de fosfati cu pH = 7,4, zaharoza, MgCIl2 KCI), 0,02 ml ADP, 0,5 ml
solutie de substrat respectiv (la indicatia profesorului) si 0,5 ml suspensie de
mitocondrii. Proba se lasa pentru 25 minute la temperatura camerei, apoi in
eprubetd se introduce 1 ml solutie acid tricloracetic (10%). Continutul
eprubetei se titreaza.

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

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

Teme pentru autopregatire

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

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

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

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

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

6. Mitocondriile, structura si permeabilitatea selectivd a membranelor
pentru diferiti compusi. Sisteniele-naveta de transport al echivalentilor dc
reducere.



7. Ipotezele principale cu privire laprocesele de fosforilare oxidativa. Ipoteza
lui Mitchell.

8. Oxidarea microzomald, rolul citocromului P40 17n reactiile de oxido-
reducere.

9. Vitaminele si rolul lorin procesele de oxidare biologica.

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

ntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

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

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

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

4. Addugarea oligomicinei la mitocondrii, care respirad pe succinat, duce
la Tntreruperea transportului de electroni si a formarii de ATP. Addugarea
ulterioaraadinitrofenolului sau a ionilorde Ca'\conduc lareinceperea imediatd
a transportului de electroni in lantul respirator fard generarea concomitenta
de ATP. Care proces inhibad oligomicina?

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

6. Tn ce stare (redusa sau oxidata) se vor afla transportorii lantului respirator
laaddugarea Tn suspensia de mitocondrii a antimicinei A si oxidului de carbon
COo?

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

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



9. Care este valoarea coeficientului P/O la oxidarea maiatului,
succinatului si aizocitratului? Scrieti reactiile respective.

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

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

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

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

14. Care este variatia energiei libere standard la transportul a 2e de la
NAD la0 21n calorii saujouli?

15. Ce se Intimpla cu energia electronilor in procesul de migrare al lorin
lantul respirator al mitocondriilor? Cita energie se consuma in celule lasinteza
unui mol de ATP?

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

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

1. Care este structura produsului intermediar acumulat?

2. De ce el se acumuleaza?

3. De ce se ntrerupe consumarea oxigenului?

4. in ce mod se poate Tnldtura aceasta inhibitie? Explicati.

18. La mé&surarea cantitdtii de oxigen folosite de mitocondriile muschilor
porumbelului s-a observat un caz surprinzator: cantitatea de oxigen consumata
a fost de 7 ori mai mare decit cea necesarda pentru oxidarea completa a
oxalilacetatului sau maiatului pind laCO, si 11,0.



1 De ce addugarea OA sau maiatului mareste consumul de 0 2 folosit?

2. De ce cantitatea de O, absorbit depaseste de multe ori cantitatea de
O, necesard pentru oxidarea completd a OA si maiatului addugat?

19. Ce proprietati trebuie s& posede membrana intemé&a mitocondriilor pentru
a asigura procesele de fosforilare oxidativa?

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

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

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



CAPITOLUL IV
Chimia si metabolismul glucidelor

Glucidele sunt compusi polihidroxicarbonilici (aldoze si cetoze) si se impart
in monozaharide, oligozaharide si polizaharide. Glucide cu importanta biologica
deosebitd sunt riboza, dezoxiriboza, glucoza, galactoza, manoza, lactoza, zaharoza,
glicogenul s.a.. in organism ele indeplinesc functii variate: energetica, structurald
etc.

Glucidele alimentare (glicogenul, amidonul, zaharoza, maltoza, lactoza) sunt
hidrolizate sub actiunea enzimelor respective (a-amilaza, zaharaza, lactaza
si maltaza) pina la monozaharide, care strabatind peretii intestinului subtire,
nimeresc in sange. Acesta le transporta spre ficat, unde sunt depozitate
temporar sub forma de glicogen. Ulterior, Tn functie de solicitare, sunt
transportate pe cale sanguina in celulele diferitelor organe si tesuturi.

n celule, glucidele pot suferi diferite transformari: a)catabolice si b) anabolice.
Principalele cdi de catabolizarea glucidelorin organismul vietuitoarelor superioare
si inferioare sunt glicoliza, fermentatiile, degradarea aeroba si degradarea pe
calea pentozofosfata.

Glicolizaanaeroba este procesul prin care o molecula de glucoza se transforma
anaerob in doua molecule de acid lactic. Procesul include 11 etape catalizate
de enzimele glicolitice corespunzatoare in urma carora se elibereaza 196,46
kJ, cantitate suficienta pentru sinteza a doi moli de ATP.

Unele microorganisme au capacitatea de a transforma glucoza n etanol cu
eliberare de bioxid de carbon. Procesul se numestefermentatie alcoolica si
pina la stadiul de formare de acid piruvic se aseamana cu glicoliza. La inceput
acidul piruvic este decarboxilat, iar acetaldehida rezultata este redusad pana la
alcool etilic.

Degradarea aerobd a glucozei decurge ca faza anaeroba si fermentatia
alcoolica pina la stadiul de acid piruvic care se decarboxileaza oxidativ. Din
reactie rezultd acetil - CoA, care intrda in ciclul citratului. Din degradarea
aeroba a unei molecule de glucoza rezultd 38 molecule de ATP ceea ce
corespunde la 1111,8 kJ.

Importanta caii pentozofostat consta in faptul ca diversi produsi de reactie
sau intermediarii ciclului pentozofosfat sunt implicati in procese de biosinteza
a unor compusi de importanta biologica majora. Astfel, NADPH, este



furnizorul de hidrogen in procesele de biosinteza a acizilor grasi, a compusilor
steroizi etc. Pentozele sunt implicate Th biosinteza mononucleotidelor si respectiv
aacizilornucleici, coenzimelor.

Anabolismul glucidic include biosinteza glucozei si biosinteza oligo- si
polizaharidelor. Gluconeogeneza este procesul de biosinteza a glucozei
din compusi neglucidici, cum sunt aminoacizii, lactatul, piruvatul,
intermediarii ciclului acizilor tricarboxilici si decurge prin simpla inversare
areactiilor glicolitice. Deseori glucoza se formeaza din celelalte hexoze prin
procesul de interconversie. Desfasurarea normalda a metabolismului
glucidic este controlata atit la nivel molecular prin intermediul enzimelor
reglatoare, cit si la nivel superior de factorii de reglare cum sunt hormonii,
sistemul nervos etc.

Starea de echilibru a metabolismului glucidic este indicata de concentratia
glucozei in singe (glicemie). Tn conditii fiziologice ea este cuprinsa intre 3,33 -
5,55 mM/1.

Tulburarile metabolismului glucidic se pot manifesta prin hiperglicemii
sau prin hipoglicemii. in patologia metabolismului glucidic sunt Intilnite si
bolile de depozitare a glicogenului, numiteglicogenoze.

TEMA 13

Chimia si digestia glucidelor. Metabolismul glicogenului (sinteza,
mobilizarea, reglarea). Reactii de identificare a monozelor in
lichidele si preparatele biologice

Experienta 1. Reactia Trommer.

Principiul reactiei. Monozaharidele in mediu alcalin reduc hidroxidul
de cupru Cu(OH)2cu formare de oxid cupros Cu, care se depune sub
forma de precipitat rosu-caramiziu.

Mecanismul reactiei este urmatorul:

CuS04+ 2 NaOH = Na2S04+ Cu(OH)2(de culoare albastra)

Glucoza + 2Cu(OH)2 = Acid gluconic + apa + 2CuOH (de culoare
galbenad).

2CuOH = apd + Cu (rosu-caramiziu).

Reactia Trommer poate fi mascata Tn cazul prezentei unui exces de
Cu(OH),, deoarece intimpul incélzirii acesta pierde o moleculd de apa, trecind
in oxid de cupru de culoare neagra: Cu(OH)2—CuO + HLO



Mod de lucru. Tn patru eprubete numerotate se introduc cu pipeta
cite Tmi din solutiile de glucoza, zaharoza, amidon si urina patologica,
addiigindu-se apoi hidroxid de sodiu de 10%. Se adauga solutie de sulfat
de cupru de 2% pina la aparitia unei suspensii de hidroxid de cupru de
culoare albastra.

Partea superioara a eprubetei, pina la care a ajuns nivelul solutiei, este apoi
Tncalzita cu grija. Apare o culoare galbena care laTncélzirea de mai departe a
continutului eprubetei trece in rosu-caramiziu, dovedind prezenta zaharurilor
reducatoare in solutia analizatd. Comparati rezultatele reactiei de culoare
obtinute si explicati prezenta sau absenta precipitatului rosu-caramiziu.

Experienta 2. Reactia Fehling.

Principiul reactiei zaharurilor reducdtoare cu licoarea Fehling este acelasi
ca cel descris mai sus pentru reactia Trommer.

Licoarea Fehling este o solutie Tn compozitia careia intra sulfatul de cupru,
hidroxidul de sodiu si tartratul dublu de sodiu si potasiu in proportii determinate.
Tartratul dublu de sodiu si potasiu mentine hidroxidul de cupru in solutie. De
aceea la fierberea licorii Fehling nu se poate observa aparitia oxidului de cupru
de culoare neagra.

Mod de lucru. in patru eprubete numerotate se pun cu pipeta cite 1ml din
solutiile de glucoza, zaharoza, amidon si urina patologica, adaugindu-se in toate
cite Iml de licoare Fehling. Continutul eprubetelor se Tncalzeste pina la fierbere.
Se noteaza si se explica rezultatele reactiei cu licoarea Fehling.

Experienta 3. Reactia Nylander.

Principiul reactiei. in prezenta unui zahar reducator, sarea de bismut la
cald este redusa pina la bismut metalic de culoare neagra.

Mod de lucru. intr-o eprubeta se pune cu pipeta 1ml solutie de glucoza si
se adauga 1ml solutie Nylander si 2 ml de apa distilata. Amestecul se Tncadlzeste
pina lafierbere. La inceputul fierberii apare un precipitat brun, care trece repede
n negru.

Experienta 4. Reactia Seliwanoff.

Principiul reactiei. Cetozele (fructoza), prin incélzire in prezenta acidului
clorhidric si a rezorcinei, coloreaza solutia in rosu-visiniu sau n rosu. Fructoza
prin Tncalzire in mediu puternic acid pierde trei molecule de apd,
transformindu-se Tn oximetUfurfurOl. Acesta reactioneaza cu rezorcina
formind un compus coloratin rosu-visiniu sau rosu.



Mod de lucru. in doua eprubete se pun cu pipeta Iml solutie Seliwanoff
lacare in prima eprubeta se adauga 2-3 picaturi solutie de fructoza, iarin a
doua - 2-3 picéturi solutie de glucoza. Eprubetele se Tncdlzesc. Se noteaza si
se explica rezultatele reactiilor.

Experienta 5. Digestia glucidelor n tractul gastrointestinal.

Experienta se realizeazd conform schemei de mai jos. Se noteaza coloratia
in fiecare eprubeta si se explica rezultatele reactiei cu licoarea Fehling luind in
considerare actiunea enzimelor ce se contin Tn sucul gastric, salivd, pancreatinei
asupraamidonului si zaharozei.

Experienta 6. Hidroliza amidonului Tn mediu acid.

Principiul reactiei. Amidonul nu poseda proprietdti reducatoare, Tnsa
la fierbere cu HC1 concentratel se scindeaza cu formarea lainceputa dextrinelor
(produse intermediare), apoi a maltozei si Tn sfirsit a glucozei, care poseda
proprietati redox.

Mod de lucru. intr-o eprubeta se introduc 3-4 ml solutie de amidon de
1 % si citeva picaturi de HC1 concentrat. Continutul eprubetei se agita si se
fierbe. Dupa 1-2 minute de la Tnceputul fierberii se iau 5-10 picdturi de
hidrolizat intr-o eprubetd, unde din timp se introduc 5 ml H,0 si apoi 2
picaturi solutie Lugol (f in KI). Apare o culoare violeta ce indica prezenta
I,dextrine - amilodextrine. Eprubeta cu amidon si acid se Tncalzeste in
continuare si peste 1-2 min repetam proba cu iodul - apare o culoare
rosie-brund, ce indica prezenta eritrodextrinelor. Peste 2-3 min se repeta
reactia cu iodul - apare o coloratie galbena (culoarea iodului Tn apa),
caracteristica pentru acrodextrine. Amidonul se hidrolizeazd mai departe
pina la maltoza si glucoza, reactia cu iodul este negativa. Continutul
eprubetei se coloreaza in galben, ceea ce indica sfirsitul hidrolizei.

Hidrolizatul obtinut se neutralizeaza cu 2-3 picaturi de NaOH de 10 % pina
lamediu bazic (dupa hirtia de turnesol), se adauga licoarea Fehling (in raport
de: 5 picaturi de hidrolizat la 15 picaturi de licoarea Fehling) si se incdlzeste
pind la fierbere. Apare un sediment galben de CuOH, care trece Tn rosu-
caramiziu (Cu,0). Aceasta ne dovedeste prezenta glucozei care poseda
proprietati reducatoare.



Licoa-

No Ami- Zahzil- Sa!i- Suc_ Pan_- ) Baie rea Cu-

dlo don roza va gastric  creatina de Fehlin loa-

(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) apa rea
1 1,0 - 1,0 - : 1,0
2 1,0 - : 1,0 - 1,0
3 1,0 - - - 1,0 1,0
4 1,0 1,0 - - 37°C 1,0
5 1,0 - 1,0 - 10 1,0
6 - 1,0 - - 1,0 min 1,0

Experienta 7. Determinarea activitatii a-amilazei salivare. Metoda
Volghemut.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe determinarea cantitatii
minime de amilaza care degradeaza complet amidonul addugat. Activitatea
a-amilazei salivare se exprima Tn mililitri de solutie de amidon de 0,1%,
care sunt descompusi de 1ml saliva nediluata Tn decurs de 30 min la 38°C.
Tn saliva activitatea amilazei variaza intre 160 si 320. Aceastd metoda
este utilizata pe larg la dozarea activitatii amilazei Tn urind si singe.

Mod de lucru. Tn sase eprubete numerotate se pun cu pipeta cite 1 ml de
apa. Tn prima eprubeta se adauga 1 ml de saliva diluata de 10 ori. Continutul
primei eprubete se agita tragind si dind drumul lichidului din pipeta. Se iau cu
pipeta 1 ml amestec si se trece Tn eprubetd a doua. Continutul acestei eprubete
se agitd si 1 ml de amestec se trece Tn a treia. Acest procedeu se repetd pina
la ultima eprubetd, din care 1 ml de amestec se varsa. in toate eprubetele se
adaugad cite 2 m 1solutie de amidon de 0,1%, eprubetele se agitd si se instaleaza
in baia de apa la 38°C pentru 30 minute. Dupd incubare, eprubetele se rdcesc
ntr-un suvoi de apd de robinet si se adauga n fiecare cite o picatura solutie de
iod de 0,1% si se agitd. Se noteaza coloratia amestecului din fiecare eprubeta.

Calculul. Se noteaza eprubetd Tn care s-a produs hidroliza completd a
amidonului de cdtre cantitatea minima de ainilazda. Dupa cantitatea de saliva
nediluata din aceastd eprubeta se face calculul activitatii amilazei salivare
conform urmadtoarelor proportii. A ml saliva diluatd scindeaza 2 ml solutie de
amidon de 0,1%, iar 1 ml de saliva nediluata scindeaza X ml solutie de amidon
de 0,1%. Dilutia salivei este urmatoarea: prima eprubetd - 1:20, eprubetd a
doua - 1:40, eprubetd a treia - 1:80 etc.



1 Rolul biologic al glucidelor. Clasificarea glucidelor.

2. Monozaharidele. Clasificarea lor. Importanta si structura celor mai
importante trioze, pentoze si hexoze.

3. Structura glucozei (formula deschisa, proectia Haworth, conformatia
scaun). D-si L-glucoza, anomerii si epimerii glucozei.

4. Reactiile chimice importante ale monozaharidelor (formarea O- si N-
glicozodelor, derivatilor fosforilati, aminoglucidelor, acizilor aldonici si uronici).

5. Structura si proprietatile dizaharidelor (maltozei, lactozei si zaharozei).

6. Structura si proprietatile polizaharidelor (amidonului, glicogenului si
celulozei).

7. Digestia si absorbtia glucidelor n tractul gastrointestinal.

8. Metabolismul glicogenului (sinteza, mobilizarea, reglarea).

9. Principiul reactiilor de identificare a monozaharidelor n lichidele
biologice.

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Zaharoza nu se prezintd sub doud forme anomere. De ce?

2. Care este singura deosebire de structurd dintre amidon si celuloz&?
Cum se rasfringe aceasta deosebire asupra proprietatilor acestor polizaha-
ride?

3. Mai jos sunt date formulele a doud substante. Care din afirmatiile

enumerate suntjuste si care nu?

H
CH20H —
C=0
OH OH
ch?2 o- p=o
OH OH
A B

a) A este un alcool primar, iar B - alcool secundar;
b) A este o cetonad, iar B - 0 aldehida;
c) A si B sunt enantiomeri;



d) A si B nu sunt enantiomeri, ci ambele sunt optic active;

e) A si B sunt fosfotrioze.

4, Rumegatoarele utilizeaza celuloza ca hrana, iar majoritatea mamiferelor
nu o pot utiliza. Explicati de ce.

TEMA 14

Glicoliza. Reglarea. Soarta piruvatului in diferite conditii.
Fermentatia alcoolica. Gluconeogencza: mecanismul, reglarea

Experienta 1. Utilizareafosforuluianorganic inprocesul defermentatie
alcoolica.

Principiul reactiei. Dacd in proba luatd pina la inceperea fermentatiei si
in trei probe luate dupa Tnceperea fermentatiei se efectueaza reactia
molibdenica de identificare a acidului fosforic, atunci se observa ca intensitatea
culorii albastre descreste de la prima proba spre ultima. Aceasta are loc din
cauza cd fosfatul anorganic este folosit permanent n procesul de fermentatie
alcoolicd la formarea 1,3 - difosfogliceratului si cantitatea lui in mediu se reduce
treptat.

Mod de lucru. in 4 eprubete numerotate se pune cu pipeta cite 1 ml
solutie de acid tricloracetic de 10%. Se mdrunteste 1g drojdii de bere
uscatd cu un 1g glucoza sau zaharoz&, 5 ml solutie de fosfati si se agita. 1
ml de amestec se trece Th prima eprubetd. Eprubeta cu restul amestecului
se pune intr-o baie de apa la t = 37°C. Dupa 30, 60 si 90 minute de la
Tnceputul fermentatiei se iau cite 1 ml de amestec si se trec in eprubetele cu
acid tricloracetic (probele 2,3 si 4). Amestecul din fiecare proba se filtreaza
si Tn filtratele obtinute se identificd fosforul anorganic. Pentru aceasta
din fiecare proba se iau cite 0,5 ml Filtrat neproteic intr-o eprubeta
numerotatd, la care se adauga cite 0,5 ml solutie de acid ascorbic. Apoi
se adauga 8 ml apa distilata, se agita si se lasa in repaus timp de 15 minute
latemperatura camerei. Se compara intensitatea coloratiei albastre in toate
probele si se explica rezultatele obtinute.

Experienta 2. Determinarea activitatiifructozo-l,6-difosfata/dolazei din
serul sanguin.

Principiul metodei. Fructozo-1,6-difosfataldolaza catalizeazd reactia
de scindare a fructozo-1,6-difosfatului (FDP) in doud fosfotrioze -



dihidroxiacetonfosfat si gliceraldehida-3-fosfat, care formeaza cu 2,4-
dinitrofenilhidrazinao hidrazona, colorata in mediu alcalin Tn violet. Intensitatea
coloratiei este direct proportionala cu activitatea enzimei in esantionul analizat.

Mod de lucru. Tn doud eprubete (proba de cercetat si proba de con-
trol) se pun cu pipeta cite 0,1 ml ser sangvin. in proba de cercetat se
adaugd 0,2 ml amestec nr. 2 (contine hidrocarbonat de sodiu, hidrazinsulfat,
acid monoiodacetic, FDP si apd), iar in proba de control - 0,175 ml de
amestec nr. | (contine aceleasi componente in afard de FDP). Ambele
eprubete se introduc intr-o baie de apa pentru o ora lat = 37°C. Dupa
incubare, Tn proba de control se adauga cite 0,3 ml solutie de acid
tricloracetic de 10% si 0,6 ml solutie de hidroxid de sodiu de 3%. Probele
se lasa Tn repaus timp de 10 minute latemperatura camerei. Apoi se adauga
cite 0,6 ml solutie de 2,4-dinitrofenilhidrazind si din nou se lasd in repaus
timp de 10 minute. Dupa aceasta in flecare eprubeta se introduc cite 4,2 ml
solutie de hidroxid de sodiu de 3% si probele se citesc imediat la
fotocolorimetru contra apei (cuva - 5 nm, filtrul de lumina verde ). Din
indicatia probei de analizat se scade indicatia probei de control. Activitatea
fructozo-l,6-difosfataldolazei se exprima Tn unitdti conventionale, care
prezintad valoarea extinctiei multiplicata cu 100. in conditii normale, activitatea
aldolazei constituie 3-8 unitati.

Valoarea diagnostica. Cresterea activitatii aldolazei din serul sanguin se
observa in distrofia musculard, hepatitele toxice si infectioase, pancreatita acutd,
infarctul miocardic.

Teme pentru autopregatire

1 Glicoliza. Treptele enzimatice ale glicolizei aerobe si anaerobe.

2. Reglareaglicolizei.

3. Bilantul energetic al degradarii anaerobe si aerobe a glucozei. Soarta
piruvatului.

4. Fermentatia alcoolica.

5. Sistemele naveta pentru transferarea NAD 11 din citozol Tn mitocondrii.

6. Gluconeogeneza (mecanismul, reglarea).

7. Procesul de sintezd si reglare a lactozci.



1 Scrieti reactiile glicolizei anaerobe n care se formeazd ATP prin fosforilare
la nivel de substrat.

2. Numiti enzimele glicolizei care se referd laoxido-reductaze, transferaze si
liaze.

3. Scrieti reactiile de transfomare ulterioara a piruvatului.

4. Scrieti reactii le degradarii glucozei incepind cu dihidroxiacetonfosfatul si
terminind cu 1,3-difosfoglicerat. Care este soarta hidrogenului scindat in conditiile
aerobe si anaerobe de degradare a glucozei?

5. Cite molecule de ATP se genereaza prin fosforilare la nivel de substrat
la degradarea completa aeroba a unei molecule de glucoza?

6. Scrieti reactiile sistemelor naveta glicerolfosfat si malat.

7. Cite molecule de ATP se genereaza la oxidarea completa pind la CO,
si HD a unei molecule de lactat?

8. Care este soarta acidului lactic?

9. Scrieti reactiile de obtinere a alcoolului etilic din lactat.

10. Calculati numarul de molecule de ATP si CO, care se elibereaza la
fermentatia alcoolicd a zaharozei.

11. Gluconeogeneza. Reactiile ireversibile ale glicolizei si inversarea lor in
cazul gluconeogenezei.

12. Cum influenteazda majorarea concentratiei de ATP si AMP asupra
activitatii fosfofructokinazei?

13. in bazareactii lorenzimatice cunoscute, indicati caredin substantele numite
sunt formatoare de glicogen: a) succinat; b) glicerol; c) acetil-CoA; d) piruvat;
e) butirat?

14. Tn ce punct se produce reglarea sintezei glicogenului?

15. Reiesind din procesul de sintezd a glicogenului, determinati numarul
de molecule de ATP care se consuma la transformarea glucozo-6-
fosfatului in glicogen. Cite procente constituie acest numar din numarul
maxim de molecule de ATP formate la degradarea completa a glucozo-6-
fosfatului?



TEMA 15

Calea pentozofosfat de degradare a glucozei. Includerea altor
monozaharide (fructoza, galactoza) Tn secventa glicolitica.
Reglarea si patologia metabolismului glucidic. Diabetul zaharat.
Insulina si mecanismele ei de actiune.
Reglarea nivelului de glucoza Tn singe

Experienta 1. Determinarea piruvatului in urina.

Principiul metodei. Piruvatul in mediul alcalin reactioneazd cu 2,4-
dinitrofenilhidrazina acidului piruvic de culoare galbend-oranj. Intensitatea
coloratiei este direct proportionald cu concentratia de acid piruvic si se determina
pe cale colorimetrica.

Mod de lucru. In prima eprubeta (proba de analizat) se pune cu pipeta
1 ml de urind, iar in a doua (proba de control) - 1 ml de apa. Apoi Tn ambele
eprubete se adauga cite 1 ml solutie alcoolicd de hidroxid de potasiu de
2,5%, se agitd un minut, dupad ce se adaugd cite 0,5 ml solutie de 2,4-
dinitrofenilhidrazind de 0,1%. Continutul eprubetei din nou se agita si se
lasa in repaus timp de 15 minute la temperatura camerei. Se determina
valoarea E a probei de analizat la FEC contra probei de control (cuva - 5
mm, filtrul de lumina albastra). Continutul de acid piruvic in proba de analizat
se determina cu ajutorul curbei-etalon.

Valoarea diagnostica. Zilnic cu urina seexcreta 113,7-283,9 mM (10-
25 mg) de acid piruvic. Continutul acidului piruvic creste in singe si in urind
in insuficientd de tiamind Tn organism, in diabetul zaharat, in hiperfunctia
sistemului hipofizo-suprarenal, Tn cazurile de administrare a unor
medicamente - adrenalinei, stricninei, camforului.

Experienta 2. Determinarea glucozei in singe. Metoda o-toluidinica.

Principiul metodei. La fierberea glucozei cu o-toluidina (metilanilind)
in solutia de acid acetic se formeaza un complex de culoare verde. Intensitatea
coloratiei este direct proportionala cu cantitatea de glucoza si se determina prin
fotocolorimetrare.

Mod de lucru. Tn doud eprubete de centrifugare se pun cu pipeta cite
0,9 ml solutie de acid tricloracetic de 3%. Tn prima eprubeta (proba de anal izat)
se adauga 0,1 ml singe sau ser sanguin, iar in a doua (proba standard) - 0,1
ml solutie standard de glucoza (5 mM/I). Continutul eprubetelor se agita si se
centrifugheaza la 3000 rotatii/minut in decurs de 10 minute. Supematantul



este decantat. Pentru determinarea glucozei se iau cite 0,5 ini supernatant
din fiecare eprubeta, se introduc in eprubete uscate obisnuite si se adauga
cite 4,5 ml reactiv o-toluidinic. Eprubetele se introduc Tntr-o baie de apa clocotinda
exact pentru 8 minute, dupa ce se racesc intr-un jet de apa de robinet.
Probele sunt citite la fotocolorimetru contra apei (cuva - 10 mm; filtrul de
luminarosie).

Calculul se efectueaza dupa formula:

an unde: C an-concentratia glucozei Tn proba de analizat;
fan_C E ¢ ¢- concentratia de glucoza in proba standard (5 mM / 2);
E s ’ E3-densitatea opticd a probei de analizat;
EM densitatea optica a probei standard.

hi norma cantitatea de glucoza din singe detenninata prin metoda o-toluidinica
variaza Tntre 3,33 - 5,55 mM/'l.

Valoarea diagnostica. Hiperglicemia se intfllneste la pacientii cu diabet
zaharat, pancreatitd acuta, in cazurile de excitatie a sistemului nervos cen-
tral, in hiperfunctia hipofizei, glandelor suprarenale si tiroidei.

Hipoglicemia se intTIneste in hipofunctia glandelor endocrine enumerate
mai sus, n hiperfunctia insulelor Langerhans, la supradozarea insulinei, in
bolile de rinichi cind este dereglat procesul de reabsorbtie al glucozei.

Experienta 3. Determinarea continutului de glucoza in lichidele
biologice (ser, urind, etc). Metoda enzimatica.

Principiul metodei. Glucoza este oxidata enzimatic de catre glucozo-
oxidaza pana laacid gluconic. Din reactie rezulta peroxid de hidrogen, care
oxideaza o-dianisidina pana la un complex colorat in galben-brun. Intensitatea
coloratiei este proportionalda cu concentratia glucozei si se masoara
fotocolorimetric.

Glucoza + apda + O, — acid gluconic + H,0,
o-Dianisidind + H,02—» complex colorat + H,0
Mod de lucru. Dozarea propriu-zisa se efectueaza conform tabelului:

Reactivi ( ml) Proba (Ai) Etalon (A2) Control
Ser 0,01 - -
Sol. de glucoza - 0,01 -
Apa distilata - - 0,01

Reactiv glucozic 3,00 3,00 3,00



Eprubetele se agitd, apoi se introduc Tn baia de apa (37°C) pentru 30 minute
(sau se lasa la temperatura camerei timp de o ord). Dupa expirarea timpului se
masoara densitatea optica a probei A:si a probei etalon A, fatd de control
(filtrul de lumina verde, cuvade 10 mm).

Calculul:Glucoza (mM/1) = 10 x A2ZAr

Valorile normale: 3,3 - 5,5 mmol/1.

Teme pentru autopregatire

1. Calea pentozofosfat de degradare a glucozei.

2. Antrenareaaltor glucide, in afara de glucoza, in reactia glicolitica (fructoza,
galactoza, manoza).

3. Reglarea metabolismului glucidic lanivelul celulei, organelor si intregului
organism.

4. Investigatia functiei glicoreglatoare a organismului (hipergliceinie provocata,
hiperglicemia provocatd dubla si proba functionald cu galactoza).

5. Perturbarile metabolismului glucidelor: a) hiperglicemia, hipoglicemia si
glucozuria; b) diabetul zaharat: dereglarile metabolismului glucidic, lipidic, proteic
si hidrosalin. Mecanismul de actiune al insulinei; c) bolile moleculare legate de
tulburdrile metabolismului glucidic (galactozemia, fructozuria, intoleranta
lactozei, glicogenozele si aglicogenozele); d)deneglarea metabolismului glucidic
n starile hipoxice.

6. Diabetul zaharat. Insulina - structura si mecanismele de actiune.

7. Reglarea nivelului de glucoza in singe.

intrebari pentru autocontrol si situatii de problem&

1 Scrieti ecuatia stoichiometricd pentru sinteza ribozo-5-fostatului din glucozo-
6-fosfat fara generarea simultana de NADPH.

2. Scrieti ecuatia stoichiometrica de sintezd a NADPH din glucozo-6-fosfat
fara generarea simultana de pentoze.

3. Glucoza marcata cu C ¥4 la atomul C6a fost adaugata la o solutie, care
contine enzimele si cofactorii cdii pentozofosfat. Care este soarta izotopului
radioactiv?

4. Care reactie a ciclului Krebs este analoagé cu reactia de decarboxilare
afosfogluconatului?

5. Care produse se acumuleaza in singe si tesuturi in insuficienta de



galactokinazasi galactozo-I-tosfaturidiltransferaza in cele doua tablouri clinice
de galactozemie?

6. Mecanismul de actiune al insulinei (indicati raspunsul corect): a) stimuleaza
procesul de transport activ al glucozei si aminoacizilor Tn tesuturi; b) exercitd
actiune activatoare asupra sintetazei acizilor grasi; c) inhibd enzimele
gluconeogenezei; d) intensificd glicogenolizain ficat; ) intensifica lipoliza.

7. Care din enzimele enumerate mai jos sunt activate sau inhibate de
insulind: a) hexokinaza; b) glucokinaza; c) fosfofructokinaza; d)
glicogensintetaza; e) glicogenfosforilaza; f) piruvatcarboxilaza.

8. Actiunea caroradintre hormonii enumerati este indreptata spre cresterea
continutului de glucoza in singe: a) glucagonului; b) insulinei; ¢) adrenalinei;
d) adrenocorticotropinei; e) hidrocortizonului?

9. Pentru boala ereditara de depozitare a glicogenului —afectiunea von
Hirke - este caracteristic: a) continut redus de glucoza in singe dupa 6 ore de
inanitie; b) depozitare exagerata de glicogen n ficat; c) activitate naltd a
glucozo-6-fosfatazei hepatice; d) cresterea nivelului de acid lactic in singe;
e)hipolipimie.

TEMA 16

Colocviu la temele:
Metabolismul general. Chimia si metabolismul glucidelor



CAPITOLUL V
Chimia si metabolismul lipidelor

Se numesc lipide substantele organice insolubile sau putin solubile in
apa, dar solubile in solventi nepolari: eter, cloroform, benzen etc. Acest
grup include numeroase si variate substante cu functii importante in organismul
viu, inclusiv in cel uman. Ele sunt elemente structurale ale membranelor
biologice si determina permeabilitatea lor, contribuie la comunicarea si
adeziunea intercelulard, participd la generarea si transmiterea impulsului
nervos. Acilgliceridele tesutului adipos reprezinta forma majora de depozitare
a combustibilului biologic. La degradarea unui gram de lipide se obtin 9,3
kcal (mai mult decit la oxidarea unei cantitdti echivalente de glucide sau
regleazd procesele metabolice si fiziologice. Datorita proprietatilor sale fizico-
chimice, lipidele asigura hidro-, termo- si electroprotectia organismelor vii.

Lipidele se clasificain dependenta de structura chimica, proprietatile fizico-
chimice si rolul lor. Dupa structurd, deosebim monomeri lipidici (aldehide,
cetone, alcooli, aminoalcooli superiori, izoprenoizi si derivatii lor, acizi grasi)
si lipide policomponente, care la rindul lor se divid Tn simple si compuse.
Lipidele policomponente simple sunt esterii alcoolilor si acizilor grasi (cerurile,
acilgliceridele). In componenta celor compuse distingem si alte substante:
acid fosforic (fosfogliceridele), sfingozina (sfingolipide), mono- si oligozaharide
(glicolipide).

n organism lipidele se gasesc in trei forme: a) lipidele structurale sau
protoplasmatice care sunt parti componente ale membranelor biologice; b)
lipidele de rezerva depozitate Tn tesutul adipos si care constituie o importanta
sursa energetica; c) lipidele plasmatice - forma de transport a lipidelor.

Necesarul zilnic de lipide este Tn medie de 80 g, incluzind grasimi atit de
origine animala, cat si vegetala. Lipidele alimentare sunt sursa vitaminelor
liposolubile (A, D, E, K) si a acizilor grasi indispensabili - linolic si lino-
lenic.

Digestia si absorbtia lipidelor alimentare este un proces complex, ce
decurge in intestinul subtire si care necesita prezenta bilei, sucului pancre-
atic si aenzimelor lipolitice. Acizii biliari, compusii majori ai bilei, contribuie



laemulsionarea lipideloralimentare, activizarea enzimelor lipolitice si absorbtia
produselor finale ale digestiei. Bicarbonatii sucului pancreatic creaza pH-ul
optim enzimelor lipolitice. Principalele enzime lipolitice sunt lipaza,
fosfolipazele, colesterolesteraza, sfingomielinaza si ceramidaza. Produsele
finale ale digestiei lipidelor alimentare sunt absorbite prin difuzie simpla si
difuzie sau pinocitoza micelara.

Din substantele, ce se absorb din lumenul intestinului Tn enterocite, se
resintetizeaza lipide specifice organismului omului, transportate spre alte
tesuturi si organe ce le utilizeaza.

Metabolismul intermediar al lipidelor include un numar considerabil de
cdi catabolice si anabolice. Degradarea lipidelor policomponente consta in
formarea unei cantitdti semnificative de acizi grasi, B-oxidarea lorare loc in
matricea mitocondriald si duce la formarea acetil-CoA, FADIf si NADH*H\
Oxidarea lor ulterioara in ciclul Krebs si lantul respirator este cuplata cu
degajarea energiei si biosinteza ATP-ului. Numarul moleculelor de ATP
sintetizate este proportional lungimii catenei hidrocarbonice a acidului gras
si este semnificativ mai mare decit in cazul oxidarii monozaharidelor sau
aminoacizilor.

Biosinteza majoritatii claselor de lipide necesita formarea n prealabil a
acizilor grasi. Eaare locin citozol din acetil-CoA cu participareaNADPHTP.
Sursele de NADPHH' sunt ciclul pentuzofosfatilor de oxidare a glucozei
si sistemul naveta citrat de transfer a acetil-CoA. Acetil-CoA si NADPH*H'
sunt de asemenea necesare pentru biosinteza colesterolului si derivatilor lui
(acizilor biliari, vitaminei D, hormonilor steroizi). in conditii fiziologice o
cantitate neinsemnata de acetil-CoA este folosita in ficat pentru biosinteza
corpilor cetonici - acetonei, acizilor acetoacetic si a-hidroxibutiric, concentratia
sanguind a carora este mica si constantd. Daca se acumuleaza cantitati
importante de acetil-CoA, se intensifica biosinteza corpilor cetonici si ca
urmare creste concentratia lor sanguina (cetonemie). De asemenea, ei incep
sa se elimine cu urina (cetonurie).

Dereglarile metabolismului lipidic se manifesta prin modificari cantitative
si calitative ale lipidelor sanguine-hiperlipemii sau ale tesuturilor- lipidoze
tisulare. Deosebim hiperlipemii ereditare sau primare si secundare, ce insotesc
alte afectiuni (diabetul zaharat, alcoolismul etc.). Cele mai frecvent intilnite
lipidoze tisulare sunt obezitatea, ateroscleroza si litiaza biliara.



TEMA 17

Lipidele - clasificarea, structura, proprietatile fizico-chimice,
rolul biologic

Experienta 1. Determinarea continutului lipidelor totale in serul
sanguin.

Lipidele totale includ: triacilglicerolii, acizii grasi liberi, fosfolipidele,
colesterolul, lipoproteidele.

a) Cu reactivul fosfovanilinic.

Principiul metodei. Lipidele serului sanguin sunt hidrolizate cu ajutorul
acidului sulfuric concentrat. Produsii degradarii lipidelor interactioneaza cu
reactivul fosfovanilinic, constituit din vanilina si acid fosforic, formind un
compus de culoare rosie. Intensitatea coloratiei este direct proportionala cu
cantitatea lipidelor din serul sanguin.

Mod de lucru. Determinarea lipidelor se efectueaza conform tabelului:

Reactivi Proba Etalon Solutia d.e
comparatie
Ser sanguin (ml) 0,02 - -
Solutie etalon (ml) - 0,02 -
H2SO4concentrat (m 1) 1,50 1,50 1,50
Hidrolizat (ml) 0,1 0,1 0,1
Reactiv fosfovanilinic (ml) 1,50 1,50 1,50

Eprubetele se fierb 15 minute in baiade apain clocot (are loc hidroliza lipidelor),
ulterior se racesc. Tn trei eprubete uscate se trec cite 0,1 ml liidrolizat si se
adauga cite 1,5 ml reactiv fosfovanilinic (vezi tabelul). Continutul eprubetelor se
amesteca si peste 40-50 minute se mdsoara densitatea optica a probei si etalonului
fatd de solutia de comparare (FEC, filtrul de lumina verde, cuva de 10 mm).

Continutul lipidelor X (g/l) se determina dupa formula: X= A/B 8§,

unde: A - densitatea opticad a probei;
B - densitatea opticd a etalonului;
8- concentratia lipidelor in etalon (g/l).

Reactiv fosfovanilinic (acid fosforic 11,8 M, vanilina 13 mM).

Prepararea reactivului fosfovanilinic: se dizolva 0,495 vanilind n
50 ml de apd, se adauga 170 ml acid fosforic (d = 1,7) si se completeaza la
250 ml cu apa. Se amesteca hine.



b) Prin metoda nefelometrica.

Principiul metodei. Lipidele extrase cu amestec etanol-eter (3:1)
interactioneaza cu acidul sulfuric si formeaza o emulsie, densitatea optica a
cdreia este proportionalda cantitatii lipidelor si se masoara fotoelectro-
colorimertric (nefelometric).

Mod de lucru. Tn eprubeta se introduc 0,2 ml ser sanguin si 3,8 ml
amestec etanol-eter. Eprubeta se agitd, se introduce Tn baia de apa la
temperatura de 50-70°C si se lasa pina continutul ei Tncepe sa fiarbd. Dupa
racire solutia se filtreaza in eprubete cotate (4 ml). Volumul filtratului se
completeaza cu amestec etanol-eter pind la 4 ml. in altd eprubetd se trec
2 ml de extract obtinut (corespunde la 0,1 ml ser sanguin) si se adaugad 10 ml
solutie de acid sulfuric de 1%. Proba se introduce in baia de apd in clocot
pentru 1 minut, apoi se raceste si peste o ord se masoara densitatea optica la
FEC (filtrul de lumina rosie, cuva de 10 mm) fatd de solutia martor (2 ml
amestec etanol-eter si 10 ml solutie acid sulfuric de 1%).

Calculul se efectueaza dupa curba-etalon.

Valorile normale constituie 4-8 g/l.

Importanta clinica. Continutul lipidelor in serul sanguin se majoreaza
(hiperlipemie) Tn diabet zaharat, nefroze, ciroza biliara, obezitate, ateroscleroza
etc. Hiperlipemie fiziologica se constata peste 1-4 ore dupd luarea mesei
(hiperlipemie postprandiald).

Experienta 2. Determinarea continutului triacilglicerolilor in serul
sanguin.

Principiul metodei. Triacilglicerolii, saponifieindu-se cu KOH, elibereaza
glicerolul, care este oxidat pina la formaldehidd. Aceasta interactioneaza cu
acetilacetona, formind un compus de culoare verde-galbena. Intensitatea
coloratiei este proportionala cantitatii TAG si se masoara fotoelectrocolo-
rimetric.

Mod de lucru. Experienta se efectueaza conform schemei n eprubetele
de centrifugare.

Reactivi (ml) Proba (ml) Etalon (ml) Martor (ml)
Apa distilata . . 0,1
Solutie etalon - 0,1 -

Ser sanguin 0,1 -

Izopropanol 4,0 4,0 4,0



Eprubetele se agita si Tn fiecare se introduce cu o linguritd gradata cite 0,4
mg de absorbant. Eprubetele se agita timp de 10-15 minute si se centrifugheaza
5 minute la 3000 turatii/minut. Tn alte eprubete uscate se introduc:

Supernatant (ml) 2,0 2,0 2,0
Solutie de KOH (ml) 0,5 0,5 0,5

Eprubetele se agita, apoi se inchid cu dopuri si se incubeaza 10 minute n
baia de apd la 60°C. Dupa incubare, eprubetele se racesc si Tn fiecare se
adaugé cite 0,5 ml solutie oxidantd. Solutiile se amestecd si se lasd 10
minute latemperatura camerei. Ulterior, in fiecare eprubetd se adauga cite
0,5 ml solutie de acetilacetonad, continutul se amesteca si eprubetele se pun
la incubare in baia de apa pe 30 minute la 60°C. Dupa rdcire, se masoara
densitatea optica a probei de experientad si probei etalon fatd de martor in
cuve de 10 mm (filtrul de lumina violetd).

Calcularea continutului de triacilgliceroli se face dupa formula:

C6= -EZ*—C unde Ci( = 3,39 mM/1.
E.

Valorile normale constituie 0,4-1,86 mM/1.

Importanta clinicd. Continutul triacilglicerolilor in serul sanguin se
mareste Tn diabetul zaharat, nefroze, hipotiroidism, afectiuni hepatice.
Scaderea continutului se constata Tn hipertiroidism.

Notd: in fiecare grupa se vor efectua cite 2 probe etalon si martor.

Teme pentru autopregatire

1. Functiile biologice ale lipidelor.

2. Clasificarea lipidelor(structurald, functionald, dupa proprietatile fizico-
chimice).

3. Lipidele de rezerva. Reprezentantii, structura, proprietdtile fizico-
chimice, rolul biologic.

4. Lipidele protoplasmatice- fosfogliceridele, sfingolipidele, glicolipidele,
colesterolul - structura, proprietdtile fizico-chimice, rolul biologic.

5. Lipidele sanguine. Lipoproteideie plasmei. Tipurile, compozitiachimica
(lipidele si apoproteidele), rolul biologic.

6. Eicosanoizii-prostaglandinele, leucotrienele, tromboxanii-structura
si rolul biologic.



7. Vitaminele liposolubile-A,D,E, K -structura si rolul biologic.
8. Membranele biologice.
» Functiile.
e Structura-modelul S.G.Sanger si G.L.Nicolson.
» Proprietatile fundamentale-fluiditatea, motilitatea, permeabilitatea
selectiva, asimetria, autoasamblarea si autorepararea.
» Diversitatea si specificitatea structurilor si functiilor diferitor mem-
brane biologice.

Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Care acizi grasi se intilnesc cel mai frecvent in tesutul adipos uman?
Scrieti structura lor. Carei clase de acizi grasi apartine fiecare? Ce proprietati
fizico-chimice poseda? Ce proprietati confera lipidelor din componenta carora
fac parte?

2. Cantitatea caror lipide - de rezerva sau protoplasmatice: a) variaza
n limite mari; b) este practic constantd in organismul uman? Explicati,
de ce.

3. De ce lipidele sunt sursa energetica principald in organismul omului?

4. Scrieti formulele urmatoarelor lipide si indicati grupele hidrofobe si
hidrofile din componenta lor. Care din ele poseda sarcind?

a) Fosfatidilcolinele;

b) Fosfatidiletanolaminele;

c) Fosfatidilserinele;

d) Sfingomielinele;

e) Cerebrozidele;

t) Gangliozidele;

g) Colesterolul.

5. intre lipidele si proteinele membranelor biologice se formeaza
preponderent legaturi:

a) hidrofobe; b) de hidrogen; c) covalente; d) ionice; e) eterice si
esterice.

6. Membranele caror organite celulare sunt formate dintr-un singur strat
de lipide? Cum se reflectd aceasta particularitate structuralda asupra
proprietatilor lor?

7. Care sunt deosebirile dintre membranele citoplasmatice ale unei celule
normale si ale unei celule canceroase?



TEMA 18

Digestia si absorbtia lipidelor in tractul gastrointestinal.
Catabolismul tisular al lipidelor

Experienta 1. Actiunea fosfolipazelor pancreatice.

Principiul metodei. Fosfolipazele pancreatice scindeaza fosfolipideie
alimentare pind la acizi grasi, glicerol, acid fosforic si substante azotate.
Actiunea lor poate fi apreciatd dupd aparitia acidului fosforic liber ce se
identifica prin reactia molibdenicd (acidul fosforic laincalzirea cu molibdatul
de amoniu formeaza precipitatul galben de fosfomolibdat de amoniu).

Mod de lucru. in doud eprubete se introduc cite 5 picaturi de suspensie
de galbenus de ou. in prima se adauga 2 picaturi de solutie de pancreatina,
iar in a doua (martor) - 2 picaturi de apa. Eprubetele se incubeaza la 38°C
timp de 30 minute. Dupd incubare, Tn ambele eprubete se introduc cite 5
picaturi de reactiv molibdenic. Eprubetele se incdlzesc la flacard, dupa ce se
racesc. Observam aparitia precipitatului de culoare galbena.

Experienta 2. Actiunea bilei asupra activitatii lipazei.

Principiul metodei. Viteza actiunii lipazei poate fl apreciatd dupa
cantitatea acizilor grasi ce se formeaza la hidroliza lipidelor laptelui sub
influenta acestei enzime. Cantitatea acizilor grasi se detenu ind prin titrare
cu bazd in prezenta fenolftaleinei. Bila activizeaza lipaza pancreatica si
hidroliza grasimii se accelereaza. Activitatea lipazei se exprimd in ml solutie
de NaOH 0,05N consumate la titrare si poate fi reprezentata grafic, notind
pe ordonata cantitatea de NaOH (ml) consumat, iar pe abcisa - timpul (min).

Mod de lucru. in doua baloane se iau cite 100 ml lapte si cite 10 ml
solutie de pancreatina de 5%. in primul balon se adauga 10 ml bila, iar Tn
al doilea - 10 ml apa. Continutul se amesteca. Din fiecare balon se trec in
eprubete cite un ml de amestec si se adaugd 1-2 picaturi de fenolftaleind de
0,5%. Continutul eprubetelor se titreaza cu solutie de NaOH de 0,05 N pind
la aparitia culorii roze. Baloanele cu amestecurile ramase se pun n baia de
apa la 38°C.

Titrarea se va repeta de 4-5 ori cu interval de 10 minute, folosindu-se
esantioane noi de amestecuri din ambele baloane.

Nota: Fiecare grupa foloseste aceleasi 2 baloane cu amestecuri initiale.

Experienta 3. ldentificarea acizilor biliari. Reactia Petencofer.



Principiul reactiei. La interactiunea acizilor biliari cu oximetilfurfurolul
(derivat din zaharoza sub actiunea acidului sulfuric concentrat) se formeaza
un complex de culoare rosie-violeta.

Mod de lucru. intr-o eprubetd uscata se introduc 2 picaturi de bild si 2
picaturi de zaharoza de 20%. Continutul eprubetei se agitd. Se adauga 5-6
picdturi de acid sulfuric concentrat. Peste 2-3 minute continutul eprubetei se
coloreazad in rosu-violet.

Teme pentru autopregatire

1. Importanta lipidelorin alimentatie.

2. Digestia si absorbtia lipidelorin tractul gastrointestinal.

3. Acizii biliari - clasificarea, structura, functiile. Metabolismul acizilor
biliari (notiuni generale).

4. Resinteza lipidelor Tn enterocite. Soarta lipidelor resintetizate.
Metabolismul LPP.

5. Catabolismul triacilglicerolilor - reactiile partiale, enzimele, reglarea.

6. Oxidarea glicerolului-reactiile partiale, enzimele, coenzimele, reglarea,
randamentul energetic al oxidarii anaerobe si aerobe.

7. Oxidarea acizilor grasi:

* saturati cu numar par de atomi de carbon;

e nesaturati cu numar par de atomi de carbon;

e saturati cu numar impar de atomi de carbon;

* in peroxizomi.

Reactiile partiale, enzimele, coenzimele, reglarea, randamentul ener-
getic.

8. Oxidarea fosfo-, sfingo- si glicolipidelor.

9. Metabolismul corpilor cetonici. Cdile biosintezei si utilizarii lor-
reactiiie partiale, enzimele, coenzimele, reglarea. Rolul biologic al corpilor
cetonici.

fntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Comparati numarul moleculelor de ATP ce se formeazd la oxidarea
completd (pind la CO, si apd) a unei molecule de acid capronic si a unei
molecule de glucoza. Ce concluzie puteti trage?

2. Primele trei reactii ale ciclului B-oxidarii acizilor grasi amintesc o
succesiune de reactii ale ciclului Krebs. Scrieti ambele succesiuni.



3. Cite molecule de ATP se formeaza la oxidarea completd (pina laCO,
si apd) a unei molecule de palmitooleomargarianat (C16 C|g30 C,7)?
Explicati.

4. Cite molecule de AI'P se formeaza la oxidarea completa (pina la CO,
si apd) a unei molecule de acid a-hidroxibutiric?

5. Scrieti reactia stoichiometrica a transformarii glicerolului Tn acid piruvic.
Ce enzime sunt necesare, cu exceptia celor glicolitice?

6. Cum se reflecta lipsa glucidelor n ratia alimentard asupra utulizarii
lipidelorin calitate de sursa energetica?

7. Numiti si scrieti structura acizilor grasi indispensabili. Care sunt
principalele surse alimentare de acizi grasi indispensabili?

8. Presupunem ca o mutatie Tn promotor induce sinteza proteinkinazei

AMPc dependente Tn adipocite. Cum se va modifica metabolismul lipidelor
n ele?

9. Chilomicronii se formeaza:

a) in duoden si contin lipide legate covalent de proteine;

b) in celule hepatice specializate si contin colesterol si proteine;

c) in singe din LPP circulante si contin cca 60% trigliceride;

d) in celulele epiteliului intestinului si contin cca 85% trigliceride.
10. Care din afirmatiile de maijos nu caracterizeaza lipoproteinlipaza?

a) este localizata Tn membrana celulelor endoteliale;

b) poseda activitate fosfolipazica;

c) este activata de fosfolipide si apolipoproteina C-1I;

d) hidrolizeaza restul acidului gras din pozitia 11a glicerolului;

e) lipseste sau cantitatea ei este micsoratd in hiperlipidemia de tip .

TEMA 19
Biosinteza lipidelor
Experienta 1. Dozarea colesterolului in serul sanguin.

a) Cu anhidrida acetica.

Principiul reactiei. Colesterolul reactioneaza cu anhidrida aceticda n
prezenta acidului sulfuric concentrat (amestecul se numeste reactivul nr. 1),
rezultind o coloratie verde.

Mod de lucru, Intr-o eprubeta uscatd se introduc 0,1 ml ser sanguin.
Cu un cilindru uscat se masoara 2,1 ml reactiv nr. 1si repede (foarte



atent) se toarnd in eprubeta cu ser. Continutul eprubetei se agita {atent!) de
10-15 ori si se lasa latemperatura camerei 20 minute pana la aparitia culorii
verzi. Dupa incubare, solutia se fotocolorimetreaza in cuve uscate (5 mm)
fatd de apd (filtrul rosu).

Notd: 1. Calculul se efectueaza dupa curba etalon.

2. Experienta se va efectua numai in prezenta profesorului.

Valorile normale: 2,97-8,97 mM/1

b) Cu clorura de fier.

Principiul metodei. Metoda se bazeazd pe reactia Salkowski.
Colesterolul interactionind cu clorura de fier in mediul acid da o coloratie
rosie-purpurie.

Mod de lucru. Experienta se efectueaza conform schemei.

Reactivi (m 1) Proba Standard Etalon
Ser sanguin 0,1
Standard de colesterol - 0,1
Solutie acetica de clorurd fierica 4.0 4,0

Amestecul se agitd si se lasa la temperatura camerei timp de 30 minute.
Supernatantul se transfera in eprubete obisnuite :

Supernatant (ml) 3,0 3,0
Sol.acetica de clorurd de fier - . 3,0
H2504 (conc.) 2,0 2,0 2,0

Formula de calcul: C (mg/lOOmlI) =, — x250.
Earchd

Valorile normale: 200-260 mg/100ml.

Importanta clinica. Majorarea continutului de colesterol n serul sanguin
(hipercolisterolemia) se constata Tn ateroscleroza, diabet zaharat, nefroze,
nefrite, icter obturativ etc. Scaderea continutului (hipocolesterolemia) are
loc in anemii, tuberculoza, inanitie, hipertiroidism, icter hepatic etc.

Experienta 2. Identificarea vitaminelor liposolubile in lichidele
biologice.

a) Vitamina A.

Principiul reactiei. Vitamina A d& cu acidul tricloracetic o coloratie
galbend care vireaza in albastru.



Mod dc lucru. intr-o eprubeta se iau 0,5 ml solutie uleioasa de vitamina
A si 1 ml solutie TCA de 30%. Apare o culoare galbena care vireaza in
albastru.

b)Vitamina D.

Principiul reactiei. Vitamina D formeaza cu acidul tricloracetic o culoare
rosie ce vireaza in albastru-deschis (reactia Rosenheim).

Mod de lucru. intr-o eprubeta se ia 1 ml solutie de vitamina D si 1 ml
'TCA de 10%. Apare o culoare rosie, ce vireaza in albastru.

Principiul reactiei. Vitamina E este oxidata de acidul azotic, rezultind
un compus cu structurd parachinonica de culoare rosie (vezi schema reactiei
de mai sus).

Mod de lucru. intr-o eprubeta se ia 1 ml solutie uleioasa de vitamina
E si 7-8 picaturi de HNOr Amestecul se Tncadlzeste cu atentie pe baia de
apd 1-2 minute. Apare o culoare rosie.

Importanta clinico-diagnostica. Practic nu se Intilnesc hipervitaminoze
A, Dsau E. Hipovitaminoza A se manifestd lanivelul ochilor prin nictalopie
si heteralopie; xeroftalmie si keratomalacie; la nivelul pielii prin hiperkeratoza
si frenodermie; la nivelul aparatului genital si de reproducere prin atrofia
organelor si sterilitate. Hipovitaminoza D provoaca la copii rahitismul si la
maturi osteomalacie. Hipovitaminoza E determina amplificarea patologicd a
proceselor de oxidare a lipidelor.

Teme pentru autopregatire

1. Biosinteza acizilor grasi:
« saturati cu numar par de atomi de carbon;
e nesaturati cu numar par de atomi de carbon;
 saturati cu numar impar de atomi de carbon.
Enzimele, coenzimele, reglarea.



2. Biosinteza acilgliceridelor: substantele initiale, enzimele si coenzimele,
reglarea.

3. Biosinteza fosfogliceridelor: substratele, reactiile partiale ale cdilor I si
Il; enzimele si coenzimele, reglarea. Substantele lipotrope, rolul lor.

4. Biosinteza sfingo- si giicolipidelor: precursorii, reactiile principale,
enzimele, reglarea.

5. Metabolismul colesterolului. Biosinteza colesterolului - substratele,
etapele, reactiile partiale ale primei etape (pina laacidul mevalonic), enzimele,
coenzimele, reglarea. Cadile de utilizare si eliminare a colesterolului.

6. Metabolismul eicosanoizilor. Cdile ciclooxigenazica si lipooxigenazica
de biosintez& a acestora. Inactivarea.

7. Metabolismul vitaminelor liposolubile: sursele alimentare, necesitétile
diurne, transformarile in organism.

Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Comparati urmatoarele trasaturi ale oxidéarii si biosintezei acizilor grasi:
a) localizarea procesului;
b) transportul resturilor “aci!” prin membrana mitocondrialg;
¢) agentii oxidanti si reducatori;
d) organizarea complexelor polienzimatice.

2. Indicati principalele doud procese ce furnizeazda NADPH H+necesar
pentru biosinteza acizilor grasi. Scrieti reactiile in care nemijlocit se formeaza
NADPHH™*.

3. Scrieti succesiunea reactiilor formarii acidului arahidonic Tn organism.
Care este rolul biologic al acestui acid?

4. De ce etanolul se poate transforma in lipide, iar in glucide - nu? Sinteza
caror lipide este stimulata in cazul consumului abuziv de etanol? Scrieti sche-
matic reactiile transformarii etanolului Tn acizi grasi.

5. Care sunt deosebirile metabolismului colesterolului la vegetarieni si la
persoanele ce consumd si produse de origine animald? Care sunt cauzele
acestor deosebiri?

6. Colesterolul este precursorul urmadtoarelor substante:

a) acidului chenodezoxicolic;

b) 1,25-dixidroxicolecalciferolului;
c) testosteronului;

d) acidului glicocolic;



e)colecistokininei.
7 .1,25-dixidroxicolecalciferolul sefonrteaza:
a) in piele din 7-dihidrocolesterol sub actiunea razelor UV;
b) in ficat din colecalciferol;
c¢) inrinichi din 25-hidroxicolecalciferol;
d) Tn intestin din vit.D;
e) nu se sintetizeaza Tn organismele mamiferelor.
8. Numiti substanta activatd in cazul biosintezei:
a) fosfatidilserinelordin serina;
b) fosfatidiletanolaniinelordin etanolamina;
c) ceramidelordin sfingozina;
d) sfingomielinelor din ceramide;
e) cerebrozidelor din ceramide.
9. Care din acizii grasi enumerati mai jos sunt precursori ai
prostaglandinelorin organismul uman:
a) acidul linoleic;
b) acidul linolenic;
c) acidul A5,8,11-eicozotrienoic;
d) acidul A8,11,14-eicozotrienoic.

TEMA 20

Reglarea si patologia metabolismului lipidtc

Experienta 1. Determinarea continutului total defosfolipide Tn serul
sanguin.

Principiul metodei. Fosfolipidele serului se precipitd cu acidul
tricloracetic. In precipitatul obtinut se determina fotocolorimetric continutul
fosforului. inmultind cantitatea fosfatului lipidic cu 25 se calculeaza cantitatea
totala de fosfolipide.

Mod de lucru. Tntr-o eprubetd conicad (proba experimentald) se introduc
3 ml apa distilatd si 0,2 ml ser sanguin. Se adaugdfoarte atent cu picatura
3 ml solutie de acid tricloracetic de 10 %, agitind permanent eprubetd. Peste
2 minute solutia se centrifugheaza 2 minute 1a 3000 turatii/min. Supematantul
se varsa, eprubetd se intoarce cu fundul in sus pe o hirtie de filtru pTna se va
scurge tot lichidul. Marginea eprubetei se usuca cu hirtie de filtru.



La sediment se adauga 1 ml solutie HC104de 42% si citeva margele de
sticla pentru fierberea uniforma. Eprubeta se pune pe baia de apa in clocot
pe 20 -30 minute, apoi se raceste si se adauga 5 ml apa.

Proba standard. intr-o eprubeta obisnuita se introduc 0,8 ml solutie de
HC104 de 42% si 2 ml solutie standard de fosfat. Volumul eprubetei se
completeaza cu apa pina la 5 ml.

Proba martor. intr-o eprubetd obisnuitd se introduc 0,8 ml solutie de
HC104de 42% si 5,2 ml de apa.

In fiecare eprubetd (de experientd, standard si martor) se introduc cite 1
ml solutie de acid ascorbic de 1%. Volumul fiecdrei solutii se completeaza
pina la 10 ml cu apa distilata. Continutul eprubetelor se agita.

Peste 5 minute probele de experienta si standard se fotocolorimetreaza
fata de martor (filtrul de lumina rosie, cuvele de 10 mm).

Nota: Tn fiecare grupa se vor efectua cite 2 probe martor.

Calculul se efectueaza dupa formula:

Fosfatul lipidic ;.100.= ,
Est ¢0,2 Esi.
unde: 0,02 - cantitatea fosforului continut in 2 ml de solutie standard.
0,2 - cantitatea serului Tn proba de experienta.

Pentru a reprezenta continutul fosfatului lipidic Tn unitati SI (mM/I)
rezultatul se inmulteste cu coeficientul 0,32.

Valorile normale: 1,97 - 4,68 mM/I (6,1-15,5 mg %).

Continutul fosfolipidelor sanguine poate fi determinat Tnmultind
cantitatea fosfatului lipidic cu 25. Cantitatea lor normald constituie 1,35-
3,62 g/l (152-362 mg%).

Importanta clinica. Majorarea continutului de fosfolipide in serul sanguin
se constatd in diabetul zaharat, nefroze, nefrite cronice, colestaza etc. in
ateroscleroza, anemii, distrofii alimentare cantitatea lor scade.

Experienta 2. ldentificarea corpilor cetonici,

Principiul metodei. Acetona si acidul acetolacetic, interactionind n
mediul bazic cu nitroprusiatul de sodiu, coloreaza solutia in rosu-portocaliu.

Mod dc lucru. intr-o eprubetd uscata se introduc cite 2 picaturi de
urina, solutie de NaOH de 10% si solutie de nitroprusiat de sodiu de 10%.
Continutul eprubetei se coloreaza in rosu-portocaliu.



Experienta 3. Determinarea continutului de R-Hpoproieide in serul
sanguin.

Principiul metodei, B-lipoproteidele, interactionind cu heparina, formeaza
un complex ce se precipita sub influenta clorurii de calciu. Cantitatea
(intensitatea) precipitatului format este direct proportionald cu continutul
lipoproteidelor.

Mod de lucru. Tintr-o eprubetd se introduc 2 ml solutie de clorurd de
calciu de 0,27% si 0,2 ml ser sanguin. Continutul eprubetei se agita si se
masoara densitatea optica a solutiei experimentale (E,) fatd de solutia de
CaCl2(cuva- 5 mm, filtrul de lumina rosie). Solutia din cuva se toarna din
nou in eprubeta si se adauga 0,04 ml solutie de heparina de 1%. Continutul
eprubetei se agita si exact peste 4 minute se determina densitatea optica a
solutiei in conditiile descrise anterior(E?2).

Formula de calcul: X (g/l) = (E2- E,) ¢ 100, unde 100 - coeficient
standard empiric.

Valorile normale: 3,0 - 4,4 g/l (300-450 mg%).

Importanta clinicd. Majorarea continutului de B-lipoproteide Tn serul
sanguin se constata in aterosclerozd, icter mecanic, afectiuni hepatice, diabet
zaharat, obezitate etc. Scdderea continutului se Tntilneste foarte rar (de
exemplu, in plasmocitom).

Teme pentru autopregatire

1. Reglarea metabolismului lipidelor la nivelul celulei.

2. Reglarea neurohormonala a metabolismului lipidelor. Rolul lipotropinelor,
ACTH, hormonilor tiroizi, insulinei, glucagonului, glucocorticoizilor si
catecolaminelor.

3. Relatiile reciproce dintre metabolismul energetic, glucidic si lipidic.

4. Dereglarile digestiei si absorbtiei lipidelor. Steatoreea pancreatica,
hepatica si intestinala.

5. Dislipidemiile:

a) hipolipoproteinemiile familiale - afectiunea Tangier, a- si B-
lipoproteinemia familiala;

b) hiperlipoproteinemiile primare si familiale;

¢) hiperlipoproteinemiile secundare (dobindite) - Tn diabet zaharat,
alcoolism, afectiuni ale glandelor endocrine.



Cauze, mecanismele dereglarii metabolismului lipidelor, manifestarile
biochimice.

6. Lipidozele tisulare:

a) ereditare - Neimann-Pick, Tay-Sachs, Krabbe, Gaucher, Farber,
leucodistrofia metacromaticd, gangliozidoza GM,;

b) dobindite-obezitate, ateroscleroza, alcoolism.

Cauze, mecanismele dereglarii metabolismului lipidelor, manifestarile
biochimice.

7. A-, hipo- si hipervitaminozele A, D, E, K - cauze, manifestari
metabolice.

8. Rolul eicosanoizilor in procesele inflamatorii, reactiile alergice,
dereglarile fluiditatii sanguine.

Tntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. in afectiunile pancreasului Tnsotite de insuficienta functionala:

a) scade digestia lipidelordin cauza micsorarii pH-ului continutului duode-
nal;

b) scade absorbtia lipidelordin cauza cresterii pH-ului continutului duode-
nal;

¢) scade digestia si absorbtia lipidelor din cauza micsorarii secretiei
enzimelor lipolitice;

d) scade absorbtia vitaminelor grupei B;

e) se dezvolta steatoree pancreatica.

2. Toate afirmatiile de mai jos referitoare la hiperlipidemia de tipul 11 A
(hipercolesterolemia familiald) sunt corecte cu exceptia:

a) nivelul LDL este crescut;

b) este conditionata de carenta LDL-receptorilor in tesuturile
extrahepatice;

c) este dereglata biosinteza extrahepatica a colesterolului;

d) constituie un risc sporit de afectare a arterelor coronariene;

e) este o afectiune rard, transmisa autosomal-recesiv.

3. Indicati enzima carentiald si compusul ce se acumulea/a n fiecare
afectiune:



a) Neimann-Pick,(ex.)\ galactozidaza 4 gangliozidul GM*

b) Tay-Sachs, \ galactocerebrozidaza / sfingomieline
c) Krabbe, \ glucozidaza | sulfatide
d) Gaucher, \ sfmgomielinaza /  gangliozidul GM,
e) Leucodistrofia \ /

metacromatica, \ sulfatidaza / glucocerebrozide
OGangliozidozaGMj hexozaminidaza A’ galactocerebrozide

4. Indicati succesiunea dereglarilor metabolismului lipidelorin organismul
alcoolicilor ce determind aparitia steatozei hepatice.

5. Ceclasa de lipoproteide plasmatice constituie factorul de risc “pozitiv”
n aterosclerozd? Numiti enzim& cu rolul central Tn metabolismul acestor
lipoproteide plasmatice. Scrieti reactia catalizatd de ea.

6. Cum pot fi deosebite dupa hemoragiile cutanate hipovitaminozele K si
C? Care sunt mecanismele aparitiei lor Tntr-un caz si in altul?



CAPITOLUL VI
Metabolismul proteinelor si nucleotidelor

Pentru a se putea include Tn metabolismul general, proteinele alimentare
trebuie sa fie supuse proceselor de digestie si de absorbtie.

Digestia proteinelor alimentare are loc la diferite nivele ale tractului gas-
trointestinal sub actiunea enzimelor proteolitice: pepsinei, tripsinei,
chimotripsinei, carboxipeptidazelor, aminopeptidazelor si dipeptidazelor. in
urma actiunii exercitate de cdtre exo- si endopeptidaze, macromoleculele
proteinelor alimentare sunt scindate pina la aminoacizi.

Absorbtia proteinelor are loc sub forma aminoacizilor corespunzatori
sau eventual sub forma de dipeptide sau peptide cu masa moleculara mica.
Pe cale portald, aminoacizii ajung la ficat de unde pe cale sanguina sunt
repartizati in diferite organe si tesuturi. Transportul aminoacizilor prin mem-
brane este un proces activ.

Metabolismul intermediar al aminoacizilor se realizeaza prin mecanisme
generale de degradare si biosinteza, comune tuturor aminoacizilor, dar si pe
cdi particulare, proprii fiecarui aminoacid Tn parte. Principalele mecanisme
generale de degradare a aminoacizilor sunt dezaminarea, transaminarea si
decarboxilarea.

Dezaminarea conduce la eliberarea amoniacului. in organismele animale
se Tntflneste practic numai dezaminarea oxidativd, care conduce la formarea
unui cetoacid. Tn tesuturi se desfdsoard cu mare intensitate dezaminarea
oxidativad a acidului glutamic sub actiunea catalitica a glutamatdehidrogenazei,
enzima care are drept cofactor NAD. Acidul glutamic poate regenera prin
dezaminare oxidativa acidul a-cetoglutaric, care devine apt sa accepte
gruparile amino de la majoritatea aminoacizilor. Din aceasta cauza acidul
glutamic este colectorul universal al gruparilor amino.

Acidul piruvic sau acidul oxalilacetic, pecum si alti a-cetoacizi, pot
functionadrept acceptori de grupdri amino atunci cind se transforma in alanina
si respectiv Tn acid aspartic. Acest proces poartd denumirea de transaminare.
Reactiile de transaminare sunt catalizate de enzime specifice cum sunt
aspartataminotransferaza (AST) si alaninaminotransferaza (ALT). Ele au
dreptcoenzima piridoxalfosfatul.



Decarboxilarca are loc sub actiunea aminoaciddecarboxilazelor, a caror
coenzima este tot piridoxalfosfatul. Decarboxilarea este mai putin o cale de
degradare a aminoacizilor si mai mult o cale de biosinteza a unor amine cu
actiune biologica marcata, denumite si amine biogene, asa ca histamina,
triptamina, serotonina, tiramina etc.

Deci, din dezaminarea directa sau din transaminarea cuplatd rezulta
amoniac si un cetoacid. Cetoacizii rezultati pot lua cai variate de transformare:
a) pot fi antrenati Tn procese de aminare, ajungindu-se la biosinteza de
aminoacizi; b) se pot transforma n intermediarii ciclului Krebs si, deci, pot fi
oxidati pina la C02si HD.

Amoniacul, provenitdin metabolismul aminoacizilor, este convertitintr-un
compus putin toxic, glutamina care reprezintd forma sa de transport.

Din amoniacul provenit din aminoacizi si glutamina, si din dioxid de car-
bon in ficat, printr-un proces care decurge in mai multe etape, se sintetizeaza
ureea (ciclul Krebs - Henseleit).

Numerosi aminoacizi prezinta si cai particulare de metabolizare cind se
fonneaza intermediari, dotati ei Tnsisi cu remarcabild activitate biologica.

n cadrul metabolismului intermediar, sub actiunea nucleazelor, acizii
nucleici sunt degradati pind la mononucleotide. Tn continuare nucleotidele
purinice sunt hidrolizate pina la eliberarea acidului fosforic, a pentozei,
adeninei sau guaninei. La om produsul final de catabolism al bazelor
purinice este acidul uric. Perturbari ale catabolismului purinic, Tnsotit de
cresterea concentratiei acidului uric sanguin, se Tntilnesc in boala numita
guta.

Bazele pirimidinice sunt catabolizate prin mecanisme specifice, for-
mindu-se NH3 C 02si R-aminoacizi, care la rindul lor se supun degradarii.

Biosinteza nucleotidelor purinice are loc pomindu-se de la precursori simpli:
glutamina, acidul aspartic, glicocolul, dioxidul de carbon, gruparile formil,
ribozo-5-fosfat. Precursorii biosintezei nucleotidelor pirimidinice sunt
carbamoilfosfatul, acidul aspartic si 5-fosforibozil-1-pirofosfatul.



TEMA 21

Metabolismul proteinelor simple. Digestia si absorbtia
proteinelor. Putrefactia proteinelor in intestin

Experienta 1. Determinarea aciditatii sucului gastric.

Principiul metodei. Aciditatea totald a sucului gastric este constituita
din MCI liber, MCI fixat, fosfati acizi si acizi organici (ultimele doud componente
pot fi asociate sub termenul de alte substante acidoreagente). HCI total este
suma HCI liber si HCI fixat. Alte substante acidoreagente constituie diferenta
dintre aciditatea totala si HCI total.

Aciditatea sucului gastric se determina prin metoda titrat ii cu baza si se
masoara Tn cantitatea de ml solutie de NaOH de 0,1 N consumata la neutra-
lizarea a 1000 ml de suc gastric Tn prezenta indicatorilor: la determinarea
aciditatii totale-fenolftaleinei, HCI liber-dimetilaminoazobenzenului, HCI
fixat- hidrogensulfonatalizarinei de sodiu.

in norma la adult aciditatea totald constituie 40-60 unitati de titrare; HCI
liber-20-40 ; HCI fixat - 10-12; celelalte substante acidoreagente - 2-5.

Mod de lucru:

1. Determinarea HCI liber.

Tntr-un balon de titrare se iau 5 ml suc gastric, se adauga o picatura
solutie de dimetilaminoazobenzen de 0,5% si se titreaz& din biureta cu solutie
de NaOH de 0,1 N pTna la aparitia culorii oranj. Se face calculul.

2. Determinarea aciditatii totale.

intr-un balon de titrare se iau 5 ml de suc gastric, se adauga o picatura
solutie de fenolftaleind de 0,5% si se titreaza din biureta cu solutie de NaOH
de 0,1 N pina la aparitia culorii roz. Se face calculul.

3. Determinarea tuturor tipurilor de aciditate intr-o singura portie
de suc gastric (Metoda Mihaelis).

intr-un balon de titrare se iau 5 ml de suc gastric, se adauga o picatura
solutie de fenolftaleina de 0,5% si o picatura solutie de dimetilaminoazo-
benzen de 0,5%. Se noteaza nivelul bazei Tn biureta si se titreaza, agitind
permanent. Se noteaza nivelul bazei latrecerea culorii rosii initiale in portocalie
(punctul A care corespunde HCI liber), nivelul bazei la aparitia culorii galben-
deschisd (punctul B, care serveste ladeterminarea HCI total) si nivelul bazei
la aparitia culorii roz (punctul C, care corespunde aciditatii totale). in punctele



B si C nivelurile bazei sunt citite de la nivelul initial. Se face calculul tuturor
tipurilor de aciditate tinind cont de faptul cd media aritmetica a punctelor B
si C corespunde HC1 total.

Importanta diagnostica. in afectiunile stomacului, aciditatea poate fi
nuld (suc anacid), ridicatd (suc hiperacid), scazuta (suc hipoacid). Sucul
hiperacid se constata Tn boala ulceroasa a stomacului si gastrita hiperacidé;
sucul hipoacid - Tn gastrita hipoacidd sau cancerul stomacal; sucul anacid
(absenta deplina a HC1 si scaderea considerabila a aciditdtii totale) - in
cancerul stomacal, gastrita cronicd, anemia pernicioasa.

Experienta 2. Problema de analiza a sucului gastric.

Fiecare student primeste o proba de suc gastric si determina n ea toate
tipurile de aciditate (vezi experienta 1); trage o concluzie cu privire ladevierea
aciditatii si indica patologia Tn care se intTllneste aceasta deviere.

Experienta 3. Componentele patologice ale sucului gastric si
identificarea lor.

ntr-o serie de afectiuni, in sucul gastric pot aparea componente patologice
asaca singele (din cauza ulceratiei peretilor stomacului), pigmentii biliari (ca
urmare a antiperistaltismului), acidul lactic si alti acizi organici - acetic, butiric
(in aclorhidrie in stomac decurg procesele de fermentatie).

1. ldentificarea acidului lactic (reactia Uffelmann).

Principiul reactiei. Acidul lactic, Tn prezenta fenolatului de fier (reactivul
Uffelmann), formeaza lactatul de fier de culoare verde-galbuie.

Mod de lucru. 5 picaturi de suc gastric se adauga la reactivul
Uffelmann (20 picaturi solutie fenol de 1% + 2 picdturi solutie de triclorura
de fier de 1%). in prezenta acidului lactic culoarea violeta a lichidului
trece In verde-galbuie.

Reactivul Uffelmann (fenolatul de fier - (C6HX ) 3Fe).

Preparare. La 20 picaturi de solutie de fenol de 1% se adauga 2 picaturi
de solutie de clorurd de fier de 1%. Amestecul se coloreaza in violet.

2. ldentificarea singelui (reactia benzidinica).

Principiul reactiei. Proba benzidinica se bazeaza pe oxidarea benzidinei
de cdtre oxigenul atomar, format la descompunerea peroxidului de hidrogen
de catre hemoglobina, care exercitd actiune peroxidazica.

Mod de lucru. La 5 picéturi solutie de benzidind de 1% se adaugd 5



picaturi solutie de HD, de 3% si 5 picaturi de suc gastric. Aparitia unei
coloratii albastre indica prezenta singelui si reactia este considerata pozitiva.

Teme pentru autopregatire

1. Valoarea biologica a proteinelor. Bilantul azotat. Necesarul de proteina
Tn alimentatie. Starea dinamica a proteinelor.

2. Digestia proteinelor in stomac si intestin. Secretia HCI si reglarea ei
(H\ K+ATP-aza).

3. Endo- si exopeptidazele, specificitatea de actiune a proteinazelor.

4. Proenzimele proteinazelor si mecanismul convertirii lorin enzime ac-
tive.

5. Reglarea secretiei sucului gastric, pancreatic si intestinal.

6. Absorbtia aminoacizilor in intestin. Fondul metabolic comun al
aminoacizilor.

7. Putrefactia aminoacizilor in intestin.

8. Alimentatia proteica parenterald.

9. Compozitia sucului gastric si modificdrile lui Tn patologie.

10. Principiul determindrii tuturor tipurilor de aciditate a sucului gastric si
identificarii componentelor patologice ale sucului gastric.

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. in ce consta specificitatea de actiune a urmatoarelor proteaze: a) trip-
sinei; b) chimotripsinei; c) pepsinei; d) carboxipeptidazei; €) aminopeptidazei.

2. Care dintre proteinele alimentare enumerate mai jos au valoare
biologica redusa: a) cazeina; b) ovalbumina; c) zeina; d) glutelina; ) gliadina?

3. Care dintre aminoacizii enumerati sunt aminoacizi neesentiali: a)
fenilalanina; b) triptofanul; ¢) lizina; d) acidul glutamic; e) alanina?

4. Care dintre enzimele proteolitice enumerate se contin in sucul pancre-
atic: a) chimotripsina; b) renina; ¢) aminopeptidaza; d) carboxipeptidaza; e)
elastaza?

5. Tripsina participa la activarea: a) tripsinogenului; b) pepsinogenului;
c¢) chimotripsinogenului; d) procarboxipeptidazelor; e) enterokinazei?

6. Selectati afirmatiile juste. Putrefactia proteinelor: a) decurge in ficat;
b) duce la formarea produsilor toxici; c¢) ficatul contine enzima UDP-
glucuroniltranferaza; d) ficatul nu contine enzima arilsulfotransferaza;
e) acizii conjugati netoxici se excreta cu masele fecale.



7. Suferindul a fost internat Tn legdturd cu dureri n regiunea abdomenului.
Investigatiile biochimice au aratat continut mérit de indican in singe si urind.
Scrieti reactiile de sinteza a indicanului. Ce indica cresterea continutului de
indican? De ce acest indice poate determina tactica chirurgului?

8. Proteina a fost expediata la laborator ca obiect de studiu al valorii ei
biologice in alimentatie. Prin ce metode de investigatie poate fi rezolvata
aceasta problema?

TEMA 22

Metabolismul intermediar al aminoacizilor in tesuturi.
Produsele finale ale metabolismului azotat.

Experienta 1. Determinarea activitatii aminotransferazelor.

Aminotransferazele catalizeaza reactiile de transformare - transferul
reversibil al gruparii amino de la aminoacid la cetoacid. Cea mai mare
importanta prezintd determinarea activitdtii aspartataminotransferazei (AST)
si alaninaminotransferazei (ALT). Aceste enzime poseda activitate catalitica
mare si sunt larg raspindite in diverse organe si tesuturi.

AST catalizeaza reactia:

Acidul aspartic + acidul a-cetoglutaric — acidul glutamic + acidul
oxalilacetic.

ALT catalizeaza reactia:

Alanina + acidul a-cetoglutaric —» acidul glutamic + acidul piruvic.

Principiul metodei. Sub actiunea ALT si AST se formeaza
corespunzéator acidul oxalilacetic si acidul piruvic. Acidul oxalilacetic este
capabil sa se transforme in acid piruvic. La addaugarea 2,4-dinitrofe-
nilhidrazinei acide, procesul enzimatic este anihilat si se formeaza
dinitrofenilhidrazona acidului piruvic, care in mediu alcalin d& o coloratie
rosie-brund, intensitatea careia este direct proportionald cu cantitatea de
acid piruvic rezultat.

Activitatea aminotransferazelor se exprima prin niM de acid piruvic for-
mat de 1 litru ser sanguin la incubarea in termostat timp de o ora la
temperatura de 37°C. Tn serul sanguin Tn norma activitatea AST constituie
0,1 - 0,45 mM piruvat/l ser/ora, iar activitatea AIT -0,1 - 0,68.

Mod de lucru. in doud eprubete (proba experimentald si proba de con-
trol) se introduc cite 0,5 ml solutie amestec de substraturi (alanina si



a-cetoglutarat). Eprubetele se introduc pentru 5 minute in baia de apa la
temperatura de 37°C. Apoi in eprubeta experimentald se adauga 0,1 ml ser
sanguin, iar Tn cea de control - 0,1 ml apd si 0,5 ml solutie de 2,4-
dinitrofenilhidrazind. Ambele eprubete se introduc pentru 30 minute Tn baia
de apa la temperatura de 37°C.

Dupa 30 minute, eprubetele se scot din baia de apa si in cea experimentald
se adauga 0,5 ml solutie 2,4-dinitrofenilhidrazinda. Ambele eprubete se lasa
la temperatura camerei pentru 20 minute. Apoi in ele se introduc cite 5 ml
solutie de NaOH de 0,4 N, continutul se agita cu grija; se lasa pentru 10
minute la temperatura camerei dupa ce se colorimetreaza la fotoelectro-
colorimetru, folosindu-se cuva de 10 mm grosime si filtrul de lumina verde
(500-560 nm). Fotocolorimetrarea se efectueaza contra probei de control.
Calculul se face dupa curba etalon.

Valoarea diagnostica

1. Determinarea activitdtii aminotransferazelor are 0 mare importanta in
diagnosticul afectiunilor cordului. In 95%cazuri de infarct miocardic, activi-
tatea AST creste. Cresterea activitatii apare peste 4-6 ore, manifestindu-se
clar peste 24-36 ore. Dupa 3-7 zile activitatea atinge valori normale.

2. Determinarea activitatii aminotransferazelor prezinta un mare interes
clinic In diagnosticul diferential al bolilor de ficat. Activitatea ambelor
transaminaze, indeosebi a ALT, creste Tn hepatita infectioasd. Cresterea
activitatii ALT in perioada de incubare si in formele anicterice ale hepatitei
infectioase prezinta importanta pentru diagnostic. in hepatopatie toxica si
acutizarea hepatitei cronice se observa cifre crescute ale activitatii ALT.
Ciroza ficatului nu este insotitd de hiperenzimie pronuntatd. La bolnavul
cu icter mecanic, activitatea aminotransferazelor este normald sau putin
marita.

Experienta 2. Determinarea ureei in urina.

Ureea este amida completd a acidului carbonic sintetizata n ficat. Zilnic
cu urina se excreta 20-35 g sau 333-585 mM de uree.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe facultatea ureei de a forma
cu p-dimetilbenzaldehida in mediu acid o combinatie complexa de culoare
galbend. Intensitatea culorii este direct proportionald cu concentratia ureei
in urind.



Mod de lucru. Se pune cu pipeta Tntr-o eprubetd 0,2 ml urind si 1,2 ml
solutie p-dimetilaminobenzaldehidd de 2%. Continutul se agitd, iar dupa 15
minute proba se fotocolorimetreaza in cuva de 3 mm grosime si filtrul de
lumina albastra contra apei distilate. Cantitatea de uree din urina este
calculata dupa curba etalon.

Valoarea diagnostica. Cantitatea ureei In urind creste in anemia perni-
cioasd, febra, degradarea intensa a proteinelor in organism. Continutul ureei
in urind scade Tn nefritd, acidoza, icter parenchiinatos, ciroza ficatului, uremie.

Teme pentru autopregatire

1 Soarta aminoacizilor absorbiti. Transportul aminoacizilor in celule.

2. Metabolizarea NH2grupelor:

a) Dezaminarea aminoacizilor. Tipurile. Glutamatdehidrogenaza.

b)Transaminarea aminoacizilor. Aminotransferazele si importanta clinica
a determindrii activitatii transaminazelor.

c) Dezaminarea indirecta a aminoacizilor.

3. Decarboxilarea aminoacizilor. Influenta aminelor biogene asupra
functiilor fiziologice ale organismului. Detoxifierea aminelor biogene.

4. Metabolizarea a-cetoacizilor rezultati din aminoacizi.

5. Detoxicarea amoniacului: sinteza glutaminei, carbamoilfosfatului,
aminarea reductiva a a-cetoglutaratului.

6. Biosinteza ureei. Importanta clinica a determinarii ureei n singe si Tn
urina.

7. Biosinteza aminoacizilor neesentiali in organismul animal.

8. Principiul determindrii activitatii transam inazelor serului sanguin si ureei
in urina.

Tntrebari pentru autocontrol

1 Scheletele de carbon ale cdaror aminoacizi intra in ciclul Krebs prin
intermediul: a) acetil-CoA; b) a-cetoglutaratului; ¢) succinatului; d) fumara-
tului; e) oxalilacetatului.

2. Ce (X-cetoacizi se formeaza latransaminarea urmatorilor aminoacizi:
a) alanina; b) glutamat; c) aspartat; d) leucina; e) fenilalanina; f) tirozina?

3. Cdile metabolismului amoniacului: a) sinteza glutaminei; b) sinteza
aminoacizilor; c) sinteza carbamoilfosfatului; d) sinteza ureei; e) excretia
lui cu urina.



4. Scrieti ecuatiile reactiilor de sinteza a alaninei, aspartatului si
glutamatului.

5. Scrieti ecuatiile reactiilor de sinteza a glutaminei si asparaginei.

6. Din ce se sintetizeaza pralina, tirozina, cisteina, glicina, serina?

7. Soarta acidului glutamic: a) se decarboxileaza; b) se supune
transaminarii; c) se oxideaza; d) se carboxileaza; e) se transforma in
glutamina.

8. Acidul aspartic: a) se supune transaminarii; b) formeaza asparagina;
c) participa la sinteza nucleotidelor pirimidinice; d) este implicat Tn sinteza
ureei; e) se supune dezamindrii oxidative directe.

9. Transaminaza hepatica catalizeaza urmétoarele reactii: a) dezaminarea
oxidativa a glutamatului; b) transferul gruparii fosfat de la piridoxalfosfat la
piridoxaming; c) transferul gruparii amino de la glutamat la piridoxalfosfat;
d) transferul gruparii amino de la piridoxamina la piruvat.

10. In ciclul sintezei ureei, enzima ornitintranscarbamoilaza participa la:
a) sinteza omitinei din citrulind; b) sinteza ureei din arginind; c) sinteza citrulinei
din orniting; d) transaminarea omitinei; e) hidroliza ornitinei.

11. Hipertransaminazemia se observa in: a) infarctul plaminului; b)
infarctul miocardic; c) hepatite; d) colecistite; e) traume vaste ale muschilor.

12. Aminele biogene: a) se formeaza in urma actiunii aminotransferazelor
asupra aminoacizilor; b) acumularea lor in organism nu provoaca tulburari
ale functiilor organismului; c) histamina poseda un spectru Tngust de actiune;
d) serotonina are actiune vasoconstrictoare; e) administrarea acidului
y- aminobutiric duce la excitatia scoartei cerebrale.

TEMA 23
Particularitatile metabolismului unor aminoacizi

Experienta 1. Determinarea ureei din serul sanguin prin metoda
colorimetrica.

Principiul metodei. Ureea reactioneaza cu diacetilmonooxima 1in
prezenta tiosemicarbazidei si sarurilor de fier ntr-un mediu acid laincalzire
cu formarea unui complex de culoare rosie. Intensitatea coloratiei este di-
rect proportionald cu continutul de uree din serul sangiun si se masoara
colorimetric.

Mod de lucru. Pentru precipitarea proteinelor, intr-o eprubeta de



centrifigat se introduc 0,8 ml apa, 0,2 ml sersi 1ml solutie de acid tricloracetic
de 10%. Continutul se agitd. Concomitent Tntr-o eprubetd obisnuita se prepara
proba martor, care contine Tn loc de ser solutie standardd de uree. Dupa 15
minute proba de cercetat este centrifugatd la 1500 rotatii/minut timp de 10
minute. Apoi Tntr-o eprubeta se iau 0,5 ml supernatant, iar in alta - 0,5 ml
solutie de uree, iarin atreia (proba de control)-0,5 ml apd distilata. Tn toate
trei eprubete se adauga cite 5 ml agent colorant si se agitd. Probele se
incdlzesc Tntr-o baie de apa in clocot timp de 20 minute, iar apoi sunt racite
in curent de apa timp de 2-3 minute.

Probele de analizat si proba martor sunt citite la fotocolorimetru contra
probei de control, folosindu-se cuva de 10 mm si filtrul de lumind verde.

Calculnlseefectueazd dupd formula:

Ecer«100

unde: X - concentratia ureei iTn mg/100 ml;
Ecer - extinctia probei de cercetat;
Es|-extinctia probei standard (probei martor);
100 - concentratia ureei in solutia standard de uree (100 mg/lOOml).
Cantitatea ureei creste in nefritd, tuberculoza renald, starea febrila,
septicemie.

Experienta 2. Determinarea creatininei in urind (metoda Folin).

Creatinina, anhidrida creatinei, este 0 componentd normald a urinei. n
urina din 24 de ore se gasesc 8,8-17,7 mM de creatinind (1,0-2,0g) la barbati
si 7,1-15,9 mM (0,8-1,8 g )- la femei. Creatina se contine Tn muschi, unde
formeaza creatinfosfat, care la degradare se transforma in fosfat si creatinina.
in urina normald a pacientilor adulti, creatina este absenta. Tnsa urina copiilor
si adolescentilor intotdeauna contine creatina.

Principiul metodei se bazeazd pe reactia Jaffe. Creatinina Tn mediu
alcalin reactioneaza cu acidul picric cu formare de compusi colorati;
intensitatea culorii rosie-portocalie este direct proportionala cu concentratia
creatininei din urind si se mdsoara colorimetric.

Mod de lucru. intr-un cilindru cotat de 10 ml se pun cu pipeta 0,1 ml
uring, 0,1 ml hidroxid de sodiu de 10% si 0,15 ml solutie saturata de acid



picric. Proba de control se realizeaza ca si proba de analizat cu exceptia ca
in locul urinei se iau 0,1ml apa distilata.

Probele se agita si se lasa pentru 5 minute. Nivelul lichidului din cilindru
se aduce pind lasemn (10 ml) cu apad distilatd. Fotocolorimetrarea probei de
cercetat se face contra probei de control, folosindu-se cuva de 3 mm grosime
si filtrul de lumina verde.

Calcwululseefectueaza dupa curba etalon, determinind cantitatea de
creatinind Tn 0,1 ml urind. Apoi se calculeaza cantitatea de creatinina n
urina de 24 ore.

Valoarea diagnostica. Hipercreatininuria se intilneste in consum excesiv
de alimente bogate in proteine, dupd efort muscular sustinut, in atrofia
musculard, in starea febrild, Tn sindromul de compresiune.

Hipocreatininuria se intflneste in nefrita cronica asociata cu uremie, boala
polichistica arinichiului, leucoza.

Experienta 3. Dozarea acidului uric Tn urina.

Acidul uric este produsul final al metabolismului bazelor purinice. In urina
de 24 ore se contin intre 1,6 si 3,54 mM (270-600 mg).

Principiul metodei. Acidul uric reduce reactivul fosfowolframic la
albastru de fosfowolframat. Intensitatea coloratiei este direct proportionald
cu cantitatea de acid uric. Cantitatea de albastru de fosfowolframat se
determind prin titrare cu fericianura de potasiu, care oxideaza albastru de
fosfowolframat si coloratia albastra dispare.

Mod de lucru. La 1,5 ml urina se adauga 1ml solutie carbonat de sodiu
de 20% si 1 ml reactiv fosfowolframic. Continutul probei se agita si se titreaza
cu solutie de fericianurd de potasiu de 0,01 N pTnd la disparitia coloratiei
albastre.

Calculul se efectueazd dupa formula:

0.8ab
X = e mg/24 ore,

unde: 0,8 - cantitatea, Tn mg, de acid uric, care corespunde unui ml de
fericianurd de potasiu;
a - cantitatea de fericianura de potasiu care s-a consumat la titrare,
in ml;
b - diureza nictemerala, in ml.



Valoarea diagnostica. Hipouricuria se intTlneste n nefritd, insuficienta
renald; hiperuricuria - in leucemie granulocitard, in degradarea intensa a
nucleoproteidelor, gutd, consumul de alimente bogate Tn purine.

Experienta 4. ldentificarea acidului homogentizinic in urina.

Principiul metodei. Acidul homogentizinic, interactionind cu reactivul
molibdenic, formeazd un complex colorat Tn albastru.

Mod de lucru. Se iau doua eprubete. In prima se introduc 2 picaturi
de urind colectata de la un om sanatos, iar in a doua - 2 picaturi de urina
colectata de la un om bolnav de alcaptonurie. Tn fiecare eprubetd se mai
adauga cite 10 picaturi de apad, 4 picaturi solutie de fosfat de potasiu de
10 %, 4 picaturi de reactiv molibdenic. Continutul eprubetelor se agitd,
in eprubeta cu urina patologicd solutia se coloreaza Tn albastru.

Importanta clinico-diagnostica. Acidul homogentizinic se determina
in urind in alcaptonurie.

Teme pentru autopregatire

1. Metabolismul fenilalaninei, tirozinei si triptofanului. Rolul acestor
aminoacizi n sinteza altor compusi.

2. Metionina. S-Adenozilmetionina. Rolul acestui aminoacid Tn organism.
Sinteza creatinei.

3. Acidul tetrahidrofolic. Rolul lui in sinteza serinei, metioninei, glicinei,
timinei.

4. Metabolismul glicinei, serinei si cisteinei.

5. Metabolismul aminoacizilor dicarboxilici.

6. Glutamina si rolul ei Tn organism; glutaminaza rinichilor.

7. Patologia metabolismului proteic. Tulburdrile congenitale ale
metabolismului aminoacizilor.

intrebari pentru autocontrol

1. Amoniacul se formeaza Tn urma dezaminarii: a) aminoacizilor; b)
glutamatului; c) glutaminei; d) bazelor azotate; e) noradrenalinei.

2. Glicina participa la sinteza: a) serinei; b) creatinei; ¢) nucleotidelor
purinice; d) hemului; e) combinatiilor conjugate.

3. Serina este folositd de organism la formarea: a) fosfatidilserinei;
b) etanolaminei; c) piruvatului; d) glicinei; e) fosfoproteidelor.



4. Cisteina formeaza: a) cistina; b) glutation; c) piruvat: d) cisteamina;
e) acid cisteinic.

5. S-Adenozilmetionina este utilizatd la sinteza: a) fosfatidilcolinei; b)crea-
tinei; ¢) timinei; d) adrenalinei; ) N-metilnicotinamidei.

6. Glutamina ia parte la sinteza: a) nucleotidelor purinice; b) nucleotideior
pirimidinice; ¢) aminozahanirilor; d) NAD-ului; e) carbamoilfosfatului.

7. Din tirozind se formeaza: a) serotonina; b) tiroxina; c) catecolaminele;
d) melanina; e) fenilalanina.

8. Laom seintllnesc umiatoarele tulburari congenitale ale metabolismului
proteic: a) fenilcetonuria; b) albinismul; c) alcaptonuria; d) boala siropului de
artar; e) afectiunea Hartnup.

9. Scrieti ecuatia stoichiometrica pentru sinteza glucozei din aspartat.

10. Scrieti ecuatia stoichiometrica a transformarii aspartatului n
oxaloacetat prin fumarat.

11. Scrieti ecuatia stoichiometricd pentru sinteza alaninei din glucoza.

12. in timpul contractiilor musculare are loc scdderea concentratiei
creatinfosfatului fard schimbarea concentratiei ATP-ului. Explicati de ce.

TEMA 24

Metabolismul nucleotidelor. Chimia si metabolismul
cromoproteidelor

Experienta 1. ldentificarea pigmentUor sanguini n lichidele
biologice (proba cu benziciina).

Pigmentul sanguin se poate elimina cu urina sub forma de :

- hemoglobina continuta Tn structura eritrocitului - hematurie;
- hemoglobina liberd - hemoglobimtrie.

n primul caz in sediment se depisteaza structuri hematice.

Principiul general al metodelor chimice pentru recunoasterea singelui
se bazeazd pe activitatea peroxidazicd a hemoglobinei. Sub actiunea
pigmentului sanguin, apa oxigenatd este descompusa punind in libertate
oxigen atomar activ capabil sd oxideze anumite substante, care Tsi modifica
culoarea.

Experienta 2. Determinarea bilirubinei in serul sanguin [metoda
Jendrassik).



Principiul metodei. Bilirubina cu diazoreactivul, Tn prezenta cofeinei,
formeaza un compus complex colorat in rosu-purpuriu.

Mod de lucru. in trei eprubete (control, bilirubina totald, bilirubina
conjugata) se introduc reactivii (in ml) conform tabelului de maijos.

Numarul eprubetei | 1 1]

Reactivul BiIir}Jbina 5;:;35;:: Proba de
totala (ml) (directa) nil control (ml)
Ser sanguin 0,5 0,5 0,5
Reactiv cofeinic 1,75 - 1,75
Solutie NaCl de 0,9% . 1,75 0,25
Diazoreactiv 0,25 0,25 -

Pentru dezvoltarea coloratiei si determinarea bilirubinei totale, prima
eprubeta se lasa Tn repaus si se colorimetreaza. Pentru determinarea bilirubinei
conjugate (eprubeta II), colorimetrarea se face peste 5-10 minute. La
fotocolorimetrare se va folosi filtru de lumind verde, cuva de 5 mm fatd de
control.

Calcwulwnlse face dupad curba etalon.

Pentru determinarea bilirubinei neconjugate (indirecte, libere), din
bilirubina totala se scade bilirubina conjugata (directd).

Valorile normale: bilirubina totala-8,55-20,52 mM/I (0,5-1,2 mg/l1 00);
bilirubinei libere (indirecte) 7i revin 75% din bilirubina totala.

Valorile medii ale diferitelor fractii de bilirubina: bilirubina totala -
11,1 mM/I (0,65 mg/100 ml); bilirubina conjugata (directd) - 2,6 mM
(0,15 mg/1 00 ml); bilirubina liberd (indirectd)-8,6 mM/I (0,5 mg/100 ml).

Experienta 3. Proba cu timol (Huergo-Popper).

Principiul metodei. La reactia serului sanguin cu solutie tampon timol-
veronal apare o opalescenta ca rezultat al formarii complexului lipid-globulinic.

Mod de lucru. La 6 nil de solutie tampon timol-veronal se adauga 0,1
ml de ser sanguin. Dupa 30 minute se determind extinctia la FEC la lungimea
undei de lumind 630-690 nm; filtrul de lumina rosie, contra solutiei tampon
timol-veronal.



Calculul se face dupd curba etalon.

Valorile normale: 0-4 unitati de opalescenta.

Importanta clinico-diagnostica. Proba cu timol pozitiva (valoarea
mai mare de 4 unitati) indica cresterea continutului de globuline. Se observa
in boala Botkin (90-100 cazuri), hepatopatii toxice, ciroza hepatica,
colagenoze s. a. Tn icterul mecanic fara complicatii, cu hepatita
parenchimatoasa, proba este negativa.

Teme pentru autopregatire

1. Digestia si absorbtia acizilor nucleici.

2. Degradarea nucleotidelor purinice si pirimidinice in tesuturi. Guta.

3. Biosinteza nucleotidelor purinice, reglarea.

4. Biosinteza nucleotidelor pirimidinice, reglarea.

5. Structura chimica si rolul biological cromoproteidelor.

6. Digestia si absorbtia cromoproteidelor. Principiul reactiilor de
identificare a hemoragiilor oculte din tractul digestiv, urina.

7. Catabolismul hemoglobinei in tesuturi. Legatura dintre pigmentii
sanguini, biliari, urinari si ai maselor fecale. Importanta determinarii lor in
diagnosticul si diferentierea icterelor.

8. Metabolismul fierului in organism.

9. Biosinteza hemului. Reglarea procesului.

Tntreb&ri pentru autocontrol si situatii de problema

1. Drept sursa de sinteza de novo a nucleotidelor purinice servesc: a)
glutamina; b) glicina; c) aspartatul; d) formiatul; e) oxidul de carbon.

2. Cum decurge sinteza nucleotidelor purinice din produse gata?

3. Fluoruracilul se transforma in celuld in fluordezoxiuridilat, care prezintd
inhibitorul viguros al timidilatsintetazei. De ce fluoruracilul inhiba cresterea
celulelor canceroase, care se divizeaza rapid la animalele experimentale?

4. Tn chimioterapia tumorilor este larg utilizat preparatul medicamentos
metotrexatul. Care este mecanismul lui de actiune?

5. Azaserina este un inhibitor puternic al enzimei amidotransferaza, care
in procesul de sintezd al nucleotidelor purinice catalizeaza transportul gruparii
amino de laglutamina la acceptorul corespunzator. Daca celulele sunt tratate
cu azaserind, ce produs intermediar al biosintezei nucleotidelor purinice se
acumuleaza?



6. Scrieti ecuatia stoichiometrica pentru sintezadTMP din dUMP, cuplata
cu transformarea serinei in glicina.

7. Prin care produse intermediare are loc includerea azotului liber in
biosinteza hemului?

8. Masa moleculard a proteinelor este mult mai mare decit masa
moleculara a substantelor organice. Se stie ca in componenta hemoglobinei
intrd 0,34% fler. Calculati masa moleculara minima a hemoglobinei.
Experientele moderne au ardtat cd masa moleculard a hemoglobinei este
egala cu 645000. Calculati citi atomi de fier contine o moleculd de
hemoglobina.

9. Bolnavul este icteric, masele fecale si urina au o culoarea intens
oranj. Bilirubina sericd este majoratd si se identificd prin reactie indirecta.
Stabiliti diagnosticul prezumtiv. Motivati raspunsul.

TEMA 25

Colocviu la temele:
Metabolismul lipidelor, proteinelor, nucleotidelor si
cromoproteidelor



CAPITOLUL VII
Hormonii

Hormonii sunt substante chimice elaborate de celule specializate care
pe calea sanguind ajung la organele sensibile (tesuturi tintd), unde exercita
actiuni reglatoare asupra proceselor metabolice. Celulele specializate in
elaborarea hormonilor sunt grupate n unitdti anatomice distincte-glandele
endocrine.

Clasificarea hormonilor

Structural se disting trei grupe principale de hormoni:

1. Hormonii peptidici (hormonii hipofizari, paratiroidieni, pancreatici). Sunt
un grup heterogen ca structura, cuprinzind de la mici peptide cu citiva
aminoacizi (nonapeptide - hormonii neurohipofizari) pind la macroproteine
(hormonul de crestere are 191 de aminoacizi).

2. Hormonii derivati din aminoacizi. Sunt substante monoaminice. Tirozina
sta laoriginea producerii diferentiate a adrenalinei, noradrenalinei, dopaminei
si a hormonilor tiroidieni.

3. Hormonii steroizi. Sunt derivati ai colesterolului. Din acest grup fac
parte hormonii sexuali si cei elaborati de cortexul suprarenal.

Activitatea sistemului endocrin este reglatd la nivelul de producere al
hormonului si la nivelul de receptor specific tisular.

Reglarea la nivelul de producere se efectueaza prin mecanismul feed-
back (retrocontrol), bioritm si influentd neurogena.

Reglarea secretiei prin  mecanismul feedback reprezinta modalitatea
prin care produsii hormonali Tsi moduleaza propria sinteza si secretie, actionind
asupra structurilor implicate in producerea lor. Rata secretiei hormonilor
periferici regleaza functional etajul superior de control (hipotalamo-hipofizar)
sub aspectul sintezei si secretiei hormonilor hipofizari dupa modelul retro-
controlului (“feedback™) cu efect secretor pozitiv (in cazul scdderii nivelului
seric al hormonului) sau cu efect secretor negativ (Tn cazul cresterii nivelului
seric al aceluiasi hormon). Bioritmurile hormonale suntinndscute, dar suferd
o sincronizare sub influenta factorilor de mediu. Bioritmurile sunt ultradiene
(periodicitate de minute - ore: secretia pulsatild a gonadotropinelor), circadiene
(periodicitate de 24 ore: secretia cortizolica).



Reglarea neurogena este asiguratd de “traductori neuroendocrini”
(hipotaiamus, medulosuprarenald, glanda pineala, pancreas). Se asigurd o
reglare Tn cascadd, centrii superiori de control folosind cantitdti mult mai
mici decit cele ce reprezinta raspunsul periferic al glandelor tinta.

Reglarea la nivel tisular se efectueaza prin modificarea sensibilitatii
receptorilorin sens negativ (reductiv) sau pozitiv (amplificat). Este vorba de
down regulation si respectiv up regulation.

Transportul. Hormonii hidrofili (peptidici, catecolaminele) circuld sub
forma liberd. Exceptie fac somatomedinele, corticoliberina si hormonul de
crestere. Hormonii hidrofobi (tiroidieni, steroizi) circuld preponderent legati
de proteine, numite proteine de transport (albuminele, prealbuminele,
transcortina, globulina tiroxinoliantd).

Hormonii si indeplinesc rolul lormetabolic Tn mod diferentiat, Tn functie
de structura lor: peptidele si catecolam inele activeaza enzime preformate;
steroizii si hormonii tiroidieni stimuleaza sinteza proteica. Activitatea lor se
desfasoara gratie receptorilor membranari (pentru hormonii peptidici si
catecolam ine), respectiv receptorilor celulari (pentru hormonii steroizi si
hormonii tiroidieni).

Receptorii membranari raspund la impactul hormonal prin tranzitii
conformationale care sunt preluate si transmise unor sisteme intermediare
intracelulare. Semnalul primar extracelular mesager-prim - hormonul - se
transforma Tntr-un raspuns intracelular prin intermediul mesagerului secund -
AMP ciclic, Ca2 inozitol, oxidul de azot. Varietatea de efecte intracelulare
determinate de diversi hormoni se datoreaza multiplicitatii moleculare a adenii-
ciclazelor, a sistemului alosteric de kinaze care fosforileaza proteine specifice,
comutindu-le in forme catalitic active. Proteinele prin fosforilare suferd tranzitii
conformationale care altereaza functii specifice.

Reglarea hormonald se realizeaza prin modificari ale activitdtii catalitice
a enzimelor celulare preexistente sau prin variatii ale sintezei de proteine
enzimatice, sau poate fi si alterarea permeabilitatii membranelor celulare
pentru unii ioni sau metaboliti. Astfel, se prezintd mecanismul general de
actiune al hormonilor ce nu patrund in celula.

Moleculele steroizilor de dimensiuni mici si cu polaritate redusa strabat
membranele celulare si in citozol interactioneazad cu receptorii celulari.
Complexul receptor-steroid patrunde Tn nucleu si este fixat de anumite structuri



nucleare. La acest nivel se controleaza sinteza de ARN mesager (creste
concentratia, durata vietii biologice sau creste eficienta de utilizare a ARN-
ului mesager).

Dozarea hormonilor se poate face prin metode biologice, chimice,
imunologice. Dozarea biologica este foarte sensibild, dar nespecifica, deoarece
aceleasi efecte tisulare sunt reproduse si de alte molecule. Metodele chimice
traditionale sunt putin sensibile pentru concentratia lacare hormonii existd in
singe si Tsi exercita rolul fiziologic. Metodele modeme de imunodozare, tehnici
foarte sensibile si specifice sunt: radioimunodozarea (RIA, Benson &Yel-
low, premiul Nobel 1977), metoda imunometrica (IRMA) cu anticorpi
monoclonali multipli (are sensibilitate si specificitate maxima).

Principiul RIA constd in marcarea hormonului cu un izotop si competitia
pentru anticorpul specific intre hormonul marcat si cel nemarcat. Determinind
cu un autogammaspectrometru emisia radioactiva a hormonului marcat liber
in raport cu hormonul marcat legat (separarea lor se face prin precipitare cu
al 2-lea anticorp - antigamaglobulind), se traseaza o curba standard fata de
care se calculeaza concentratia hormonului din proba biologica. RIA necesita
cantitdti mici (0,3 mL lichid biologic) pentru o determinare, fiind o0 metoda
sensibild si specifica.

TEMA 26

Hormonii. Rolul biologic. Clasificarea, mecanismele de actiune.
Mecanismele umorale de reglare a metabolismului. Hormonii
hipofizei, hipotalamusului, glandei paratiroide

Experienta 1. Dozareafosforului anorganic din serul sanguin.

Principiul metodei. lonul P043 formeaza cu molibdatul de amoniu n
solutie acida fosfomolibdatul de amoniu care fiind tratat cu acid ascorbic
formeaza un complex de culoare albastra. Intensitatea culorii este
proportionald cu cantitatea de fosfor din proba de cercetat.

Mod de lucru. intr-o eprubeta de centrifuga se iau cu pipeta 1 ml de ser
sangvin, 4 ml de apa distilatd si 5 ml solutie de acid tricloracetic de 10%.
Dupa 10 minute proba se centrifugheaza. La 5 ml centrifugat se adauga 1
ml solutie de molibdat de amoniu ce contine acid sulfuric, 0,2 ml solutie de
acid ascorbic de 1% preparata in solutie de HCI de 0,1N si 1,8 ml de apa



distilata. Dupa 20 minute de repaus latemperatura camerei, se citeste extinctia
probei la fotocoiorimetru. Citirile se fac in cuva de Icm la filtrul de lumina
rosu contra probei de control.

Proba de control se face la fel ca si cea de experientd, numai ca in loc
de centrifugat se iau 2,5 ml solutie de acid tricloracetic de 10% si 2,5 ml apa
distilata.

Valoarea extinctiei probei experimentale este raportatd la curba etalon.

Valorile normate ale fosforului anorganic sunt 0,58-0,84 mM/I (1,8-
2,6 mg/100 ml).

Valoarea diagnostica. Fosforul mineral sanguin scade Tn hiperpara-
tiroidism si creste n insuficienta renald, hipoparatiroidism, acromegalie, diabet,
spasmofilie.

Teme pentru autopregatire

1. Notiuni despre hormoni. Proprietatile generale si rolul hormonilor in
organism.

2. Clasificarea hormonilor.

3. Sinteza, transportul, stocarea si metabolizarea hormonilor:

a)polipeptidici;

b) steroizi;
c¢) catecolaminelor;
d) tiroidieni.

4. Mecanismele de reglare a sintezei, excretiei si actiunii hormonilor:

a) conceptul sistemelor de reglare prin feed-back;

b) bioritmuri hormonale.

5. Structura receptorilor membranari si nucleari. Interactiunile dintre
hormon si receptor.

6. Mecanismele de actiune ale hormonilor:

a) mecanismul membrano-intracelular. Rolul mesagerilor secunzi:
AMPciclic, GMPciclic, ionii de calciu, diacilglicerolul si inozitoltrifosfatul,
oxidul de azot;

b) mecanismul citozolic.

7. Hormonii hipotalamusului: liberinele si statinele. Reglarea secretiei lor.

8.Hormonii adenohipofizari:

a) peptide derivate din pro-opiomelanocorting;



b) grupa hormonilor somatotropi;

c) grupa hormonilor glicoproteici.

Natura chimicd, mecanismul de actiune, efectul biologic, reglarea secretiei
si dereglarea ei. Utilizarea practica.

9. Hormonii neurohipofizari: vazopresina (hormonul antidiuretic) si
oxitocina. Mecanismul de actiune, efectele biologice. Diabetul insipid.

10. Hormonii glandei paratiroide: structura, reglarea si efectele biologice.
Rolul 1,25(0OH),Dv Dereglarile functiilor glandelor paratiroide.

intrebari pentru autocontrol si situatii dc problema

1. La baza mecanismului de actiune a hormonilor stau proprietdtile lor
flzico-chimice. Elucidati mecanismul de actiune asupra celulelor tintd a
hormonilor: somatotrop, adrenalinei si estradiolului.

2. De ce administrarea cofeinei si teofilinei mareste concentratia de
Y.,5“ AMPc?

3. Depinde oare cantitatea de 3,5-AMPc in celulad de proteina fixatoare
de calciu - calmodulina?

4. Care sunt cauzele poliuriei in diabetul zaharat si nezaharat? Explicati
mecanismele aparitiei si indicati tratamentul necesar.

5. De ce endorfinele se considera ca opiu propriu al organismului? Tn ce
constau perspectivele folosirii lor?

6. Care este legatura vitaminei D cu hormonii reglatori ai metabolismului
calciului si fosforului in organism?

7. Mecanismul de actiune al calcitoninei:

a) stimuleaza sau inhiba secretia ionilor de calciu Tn oase;

b) méareste sau micsoreaza concentratia ionilor de calciu Tn singe;

c) regleaza mentinerea fosforului si calciului prin intermediul rinichilor.

8. Actiunea cdrora din hormonii enumerati mai jos este mediatd de
3, 5-AMPc:

a) corticotropina;

b) adrenaling;

c) insulina,

d) vasopresina;

e)tiroxina.



TEMA 27

Hormonii pancreasului si glandei tiroide. Structura, biosinteza,
rolul metabolic si reglarea secretiei lor

Experienta 1. Dozarea calciului din serul sanguin.

Principiul metodei constd in titrarea directd a ionilor de calciu Tn mediul
alcalin cu sarea de sodiu a acidului etilendiamintetraacetic (EDTA) n
prezenta murexidului, utilizat ca indicator.

Mod de lucru. 2 ml de ser sangvin diluati cu 50 ml de apa distilatd in
balon de 250 ml, se titreaza cu EDTA n/l 00 pTna la virajul violet. Paralel se
titreaza si o proba in alb, folosind apd in loc de ser.

Formula de calcul: calciu, mg% = Nx50x0,2 mg, unde:

N =n,- Qjin(- ml EDTA folosita latitrarea probei; n,-m| EDTA folosita
la titrarea probei in alb. Prin metoda de mai sus se determina calciul total.

Valorile normale: 8-11mg/100 ml ( 2,0-2,75 mM/I).

Valoarea diagnostica. Valorile crescute se intilnesc in hipervitaminoza
D, hiperparatiroidism, reumatism etc. Valorile scazute se Tntflnesc Tn rahitism,
tetanie, nefroze.

Experienta 2. ldentificarea tiroxinei.

Principiul metodei. La scindarea tiroxinei se formeaza iodurdde potasiu,
din care se elimina iodul liber, care unindu-se cu amidonul, dd o coloratie albastra.

KI + KIO, + 6HCL -» 3I12+ 6KC1 +3HD

12+ amidon — coloratie albastra

Mod de lucru. intr-o eprubetd obisnuitda se introduc 20 picaturi de
hidrolizat (ce contine tiroxinad) la care se adaugd Iml de H>S04de 10%, 3
picdturi de amidon de 1% si 7 picaturi de iodura de potasiu.

Experienta 3. Studierea compozitiei chimice a insulinei. Din punct
de vedere chimic, insulina este un polipeptid format din 51 resturi de
aminoacizi, legati Tntre ei sub forma a doua lanturi prin doua punti disulfidice.

a)Reactia biuretica.

Principiul metodei. Legaturile peptidice ale proteinelor in mediu alcalin
reactioneaza cu CuS04 formind compusi colorati in rosu-violet.

Mod de lucru. La 10 picaturi solutie de insulina se adauga 5 picaturi
solutie de NaOH de 10% si 2 picaturi de sulfat de cupru de 1%. Eprubeta se
agita. Apare culoarea violeta.



b) Identificarea sulfului (reactia Fol).

Principiul metodei. Ladegradarea proteinelor si peptidelor sub actiunea
hidroxidului de sodiu, din gruparile sulfhidril se elibereaza sulful sub forma
de sulfurd de sodiu care, reactionind cu plumbitul de sodiu, formeaza
precipitatul de sulfura de plumb de culoare bruna.

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de insulind se adauga 5 picaturi
solutie de reactiv Fol. Dupa 1- 2 minute de fierbere apare un precipitat
brun, format din sulfurd de plumb.

Teme pentru autopregatire

1. Hormonii glandei tiroide. Biosinteza si secretia hormonilor tiroidieni.

2. Transportul si metabolismul hormonilorglandei tiroide.

3. Reglarea functiei tiroidiene. Actiunea hormonilor tiroidieni. Consecin-
tele metabolice ale actiunilor celulare ale hormonilor tiroidieni.

4. Dereglarile functiei glandei tiroide si metodele de tratament (hiper- si
hipotiroidia).

5. Hormonii pancreasului. Structura, biosinteza si reglarea secretiei
hormonilor pancreatici.

6. Transportul si inactivarea insulinei. Formele de insulind Tn sTnge.

7. Mecanismele de actiune si efectele metabolice ale insulinei si
glucagonului.

8.Sinteza in laboratora insulinei. Preparatele farmaceutice si folosirea lor.

intrebdri pentru autocontrol si situatii de problema

1.7n ce constda importanta biologica a sintezei hormonilor sub forma de
prohormoni si preprohormoni?

2. Cum se poate explica faptul cd la incubarea tesuturilor ficatului cu
tiroxina intensitatea respiratiei si termogeneza creste, dar concentratia de
ATP nu se modifica?

3. Functia somatostatinei secretatd de hipotalamus si glanda pancreatica.
Se poate folosi acest hormon Tn tratamentul unor forme de diabet zaharat?

4.7n caz de hiperinsulinism se pot intilni dereglari ale sistemului nervos.
Explicati mecanismul aparitiei lor.

5. Care este geneza cetonemiei, cetonuriei, hiperglicemiei si glucozuriei
in caz de diabet zaharat?



6. Launul din doi bolnavi cu insuficientd hipofizara se observa debilitate
mintald. Care sunt cauzele patologiei?

TEMA 28

Hormonii suprarenalei. Structura, rolul metabolic, biosinteza si
reglarea secretiei lor. Hormonii sexuali. Hormonoizii

Experienta 1. Reactiile de identificare a adrenalinei.

a) Reactia cu clorura de fier.

Principiul metodei. La interactiunea adrenalinei cu clorura de fier (111)
apare culoarea verde. Aceastd reactie este caracteristicd pentru inelul
pirocatehinic din componenta adrenalinei si noradrenalinei.

Mod de lucru. intr-o eprubetd se iau 10 picaturi solutie de adrenalina
de 0,1% si se adauga o picdturd solutie de clorurd de fierde 1%. La addugarea
atrei pucaturi de solutie de hidroxid de sodiu de 10%, se observa o coloratie
rosie-visinie.

b) Diazoreactia. La interactiunea adrenalinei cu diazoreactivul, solutia
se coloreaza in rosu ca urmare a formarii unei combinatii de tipul azoco-
lorantilor.

Mod de lucru. La 6 picaturi solutie de acid sulfanilic de 0,5% se adauga
6 picaturi solutie de nitrit de sodiu de 0,5%. La diazoreactivul obtinut se
adauga 10 picaturi solutie de adrenalind de 0, 1% si trei picaturi solutie de
hidroxid de sodiu de 10%. Lichidul se coloreaza in rosu.

Experienta 2. Reactia de identificare a 17-cetosteroizilor in urina.

Principiul metodei. 17-cetosteroizii Tn mediul alcalin reactioneaza cu
m-dinitrobenzenul cu formare de produse de condensare de culoare roz-
violeta.

Mod de lucru. ldentificarea 17-cetosteroizilor se face numaiineprubete
si pipete uscate.

La 20 picaturi de urina se adauga 30 picdturi solutie alcoolica de m-dini-
trobenzen de 2%. Eprubeta se agita si se adauga 6 picaturi solutie de hidroxid
de sodiu de 30%. Apare o coloratie roz-violeta.

Teme pentru autopregatire

1 Hormonii medulosuprarenali (adrenalina si noradrenalina). Biosinteza,
secretia si metabolizarea lor.



2. Mecanismul de actiune si efectele fiziologice ale catecolaminelor.
Feocromocitomul.

3. Hormonii corticosuprarenali: cortizolul si aldosteronul. Structura si
etapele biosintezei de glucocorticoizi si mineralocorticoizi.

4. Transportul Tn plasma, metabolismul si excretia hormonilor steroizi
corticosuprarenali.

5. Reglarea secretiei de glucocorticoizi si mineralocorticoizi.

6. Mecanismul general de actiune a steroizilor corticosuprarenali.

7. Actiunile biologice ale glucocorticoizilor. Rolul adaptiv Tn stres.

8. Efectele hormonilor mineralocorticoizi.

9. Tulburarile secretiei hormonilor corticosuprarenali (boala Addison;
sindromul suprarenometabolic; boala Cohn).

10. Hormonii sexuali masculini. Structura, transportul plasmatic si
metabolismul testosteronului.

11. Mecanismul de actiune si efectele fiziologice ale androgeniior.

12. Controlul hipotalamo- hipofizar al secretiei de androgeni testiculari.

13. Hormonii sexuali feminini. Secretia hormonal& a ovarului, transportul
plasmatic si metabolismul estrogenilor si progesteronului.

14. Controlul hormonal al functiei ovariene.

15. Actiunile estrogenilor si progesteronului.

16. Steroizii anabolizanti ca preparate farmaceutice active.

ntrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1.7n caz de stres adrenalina stimuleaza scindarea glicogenului Tn ficat si
in muschi. Produsul final de scindare in ficat este glucoza, iar Tn muschii
scheletici glicogenul se include n glicoliza. De ce produsele finale de scindare
aglicogenului in aceste douad tesuturi sunt diferite?

2. Care sunt principiile si mecanismul de dezvoltare a diabetului steroid?

3. Toxina holerica provoaca pierderi de apa si ioni de Na*. Cum toxina
actioneaza asupra concentratiei de 3',5-AMPc in celulele intestinului? Tactica
de tratament.

4. Explicati aparitia hiperpigmentatiei tegumentelorin boala Addison.

5. in practica oncologica, ca tratament suplimentar, se recomanda
prescrierea hormonilor sexuali de sex opus. Explicati principiile biochimice
ale acestui tratament.



CAPITOLUL VIII
Biochimia singelui

Singele reprezintd 5-7,5% din greutatea corpului si alcdtuieste laadult un
volum total de 4,5-5,0 litri, adicd 65-76,7ml/kilocorp. STngele este un tesut
lichid alcatuit din elemente figurate (eritrocite, leucocite, trombocite)
suspendate Tn plasma (vezi schema de mai jos).

Plasma (de la gr. plasma - formatie) este o solutie apoasa de proteide si
saruri minerale, tamponatd la pH=7,35. Ea reprezintd 55% din sTngele total
si diferd din punct de vedere fizico-chimic de acesta.

Hematiile (eritrocitele) reprezinta 44% din singele total, restul 1% - celelalte
elemente figurate ale singelui.

~uEritrocite b 4,0 x1012-5,Ix10121
Elemente figurate —2.Leucocite f 3,7jc102—4,7.x10221

45% \ 4,0x109 9xI109/1
4 Trombocite 180x109- 320x109I1
Singe Proteice
A Apa Substante anorganice 4
Plasma 91-95% " INeproteice
55% \ e Azotate
Rezidiu ~.Substante organice Glucide
5-8% \ Neazotate Ml~.Lipide
Biocatalizatori j*Metaboliti

Partea lichidad a stngelui, care ramine dupd indepartarea cheagului (format
din celulele sanguine si fibrinogen), se numeste ser. Serul contine macromo-
lecule coloidale, in care predomina proteinele de tip albuminic, separate cu
lichide si glucide, precum si molecule mici, organice si minerale. Spre deosebire
de plasmd, serul nu contine fibrinogen. Pentru obtinerea plasmei, singele se
recolteaza cu anticoagulant si apoi se centrifiigeaza, ea constituind supernatantul.
Deci, plasma reprezinta ser + fibrinogen si alti factori de coagulare.

Singele, impreuna cu sistemul nervos, asigura legdtura dintre toate organele
organismului. Astfel, orice modificare a compozitiei singelui semnaleaza o
tulburare a starii fiziologice normale, deci, o stare patologica. De aceea analiza
de laborator a singelui are o deosebitda semnificatie pentru diagnosticul bolii.



Pentru analizele de laborator se poate folosi singele total, plasma sau
serul dupa felul analizelor solicitate de catre medicul clinician.

TEMA 29

Biochimia singelui. Metabolismul elementelor figurate
ale singelui

Experienta 1. Determinarea cantitativd a ionilor de magneziu in
eritrocite.

Principiul metodei. lonul de magneziu Tn mediu bazic formeaza cu
colorantul organic galbenul de titan, un complex colorat Tn rosu. Intensitatea
culorii este direct proportionalda cu concentratia ionilor de magneziu.
Determinarea magneziului se realizeaza dupa separarea plasmei sanguine
de eritrocite prin centrifugare (3000 rotatii/minut, 30 minute).

Mod de lucru. Se iau 0,5 ml eritrocite si se adaugd 2,5 ml apéd distilata.
Dupa hemoliza eritrocitelor, se adaugd 1,0 ml de H,S04, 1,0 ml wolframatacid
de sodiu de 10%. Se amestecd intens si peste 15 minute se filtreaza. Tntr-o
eprubeta de centrifugat se iau 2,5 ml de filtrat, se adauga 1picaturd de rosu
de metilen si se neutralizeaz& cu NaOH de 0,2N pind la aparitia culorii galbene.
Apoi se adauga 1,0 mlhidroxilamina de 2%, 1,0 ml galben de titan de 0,075%
si 2,0 ml NaOH. Volumul reactivilor se completeaza pind la 10 ml prin adaugare
de apéa distilatd. Se mdsoard extinctia la colorimetru la lungimea de unda
500-560nm (filtrul de lumina verde) in cuve de 10 mm contra probei de
control.

Proba de control se face la fel ca si proba de cercetat, numai cd in loc de
filtrat se ia apd distilata.

Valoarea extinctiei probei de cercetat este raportata la curba etalon.

Valorile normale: barbati 1,95 + 0,19 mMZI

femei 2,03 + 0,21 mMZI|

Valoarea diagnostica. Valori scazute se Tntiinesc in varsaturi incoercibile
si diaree accentuata, aldosteronism primitiv, ciroze hepatice, coma diabetica,
tetanie, rahitism infantil, epilepsie, pancreatitd acutd, mixedem.

Valori crescute se ntiinesc Tn insuficienta renald acuta si cronicd, boala
Addison, hipertiroidism.



Experienta 2. Determinarea glutationului redus.

Principiul metodei. Glutationul interactioneaza cu nitroprusiatul de sodiu,
formand un complex colorat in rosu-violet. Intensitatea coloratiei este direct
proportionala cu cantitatea de grupe tiol-reactive, din care in filtratul aproteic
predomina glutationul.

Mod de lucru. 0,5 ml de masa eritrocitara se tritureaza cu 5,0 ml de
acid sulfosalicilic si se toarna intr-un cilindru gradat. In mojar se mai adauga
5,0 ml de acid sulfosalicilic, se tritureaza si se toarna in cilindru. Volumul
lichidului este completat cu acid sulfosalicilic ptna la 15 mi si se incubeaza
timp de 15 minute. Amestecul se filtreaza, se iau 3,0 ml de filtrat intr-o
eprubetd care se pune in baia de apa la 10°C. Se adaugd 2,0 ml amestec de
K,C03NaCN si 2,0 ml de nitroprusiat de sodiu. Exact peste 2 minute se
determina densitatea optica a solutiei la 526 nm fata de control. Controlul
contine: 3,0 ml acid sulfosalicilic, 2,0 ml K,C03NaCN si 2,0 ml nitroprusiat
de sodiu.

Cantitatea glutationului se determin& conform curbei etalon si se exprima
n grame la gram de proteine sau hemoglobina (Hb).

Valorile normale: 0,002-0,003 g/g Hb.

Teme pentru autopregatire

1. Functiile fiziologice ale singelui.

2. Componenta chimicd a singelui (notiuni generale).

3. Compozitia chimica a eritrocitelor: hemoglobina, enzimele, compo-
nentele organice nehemoglobinice si componentele minerale.

4. Metabolismul eritrocitului matur, caracteristicele particulare:

a) glicoliza si ciclul fosfogliceratului. Reglarea acestor cdi metabolice.
Semnificatia biologica a 2,3-difosfogliceratului;

b) calea ciclului pentozofosfat;

c) particularitatile metabolismului energetic. Sinteza ATP;

d) utilizarea 0 2in eritrocite.

5. Compozitia chimica si particularitdtile metabolice ale populatiei
leucocitare din singele periferic. Afectiunile ereditare ale leucocitului.

6.Compozitiachimica, particularitatile metabolice si functiile trombocitelor.
Patologia biochimica a trombocitului.



1. in singele conservat, concentratia ATP se micsoreaza dupa prima
saptamina. Explicati mecanismele biochimice ce duc ladim inuarea nivelului
ATP-lui in singele conservat.

2. Unul din produsii finali ai ciclului pentozofosfatilor este NADPH. Ce
importantd are acest produs pentru biologia eritrocitului?

3. Functia principald a granulocitului neutrofil este apdrarea organismului
de infectii prin fagocitozd. Fagocitoza este un proces complex constituit din
trei etape: leucotaxia, fagocitoza propriu-zisa si bactericidia. Care sunt
mecanismele biochimice ale bactericidiei?

4. Tn trombocite continutul de ATP este de 150 de ori mai mare decit In
eritrocite. De ce? Explicati.

TEMA 30

Biochimia singelui. Componenta chimicd a plasmei sanguine.
lonograma. Echilibrul acido-bazic

Experienta 1. Determinarea concentratiei de proteina totalda in
plasma (serul) sanguina prin metoda refractometrica (vezi tema nr. 3,
exp. 5).

Experienta 2. Determinarea azotului rezidual din serul sanguin cu
hipobromit (metoda Rappoport-Eihorn).

Principiul metodei. Proteinele din serul sanguin sunt sedimentate.
Compusii azotati din filtratul aproteic sunt tratati cu solutie bazicd de
hipobromit, excesul caruia se determina prin titrare iodometrica.

Mod de lucru. intr-o eprubetd se indroduc 1ml de apéa distilatd, 0,1
ml ser sanguin si 4 ml de agent de precipitare (reactivul nr. 1), se amesteca
si peste 15 minute se Filtreaza printr-un filtru umectat in prealabil cu apa.

Tntr-un paharel sau balonas se iau 4 ml de filtrat, se adauga 5 ml solutie
de lucru de hipobromit, continutul se agita si se lasd in repaus timp de 1-2
minute. Se adauga 0,2 ml solutie de KJ de 10%, 3ml solutie de HCI de 18%.
Continutul se agita si se titreaza cu solutie de tiosulfat de sodiu de 0,005N
pTna la culoarea slab galbena. Se adauga 2-3 picdturi de solutie de amidon
de 0,25% si se continua titrarea pind la decolorarea solutiei.

Paralel cu proba de cercetat se efectueaza proba de control, care contine



4 ml agent de precipitare, 5ml hipobromit, 0,2 ml solutie de KJ de 10%, 3 ml
solutie de HCI de 18%. Proba de control se titreaza ca si proba de analizat.

Pentru determinarea continutului de azot rezidual, diferenta, Tn ml, de
tiosulfat consumat la titrarea probei de control (C) si celei de analizai (A) se
multiplica cu coeficientul 21,42. Rezultatul se obtine in mM/1:

(C —A) + 21,42 = azot rezidual (mM/1)

Valoarea normala a azotului rezidual al singelui este de 14,28-28,56 mM/1
(20-40 mg/100 ml).

Importanta clinico-diagnosticd. Azotemia (cresterea azotului rezidual
sanguin) poate fi relativd, cand este conditionata de deshidratare, si absoluta,
fiind generatd de retentia reziduurilor azotate (tulburarea functiei excretoare
a rinichiului) sau in urma formarii lor intense (catabolismul proteic sporit in
tuberculozad, ciroza hepaticd, pneumonie francd, boli infectioase insotite de
febra etc.) Micsorarea continutului de azot rezidual Tn singe se observa in
carenta proteica.

Teme pentru autopregatire

1. Compozitia singelui. Substantele proteice azotate ale plasmei san-
guine:

a) Proteinele plasmatice. Albuminele, globulinele (fibrinogenul, transferina,
ceruloplasmina, haptoglobinele, imunoglobulinele, glico- si lipoproteidele etc).
Rolul, metodele de dozare si separare a proteinelor. Variatiile fractiilor proteice
n patologie.

b) Enzimele plasmatice. Clasificarea functionald. Mecanismul discnzimiei
plasmatice. Principalele enzime plasmatice cu valoare diagnostica.

c) Peptidele sanguine de valoare biologica (angiotensinele si kininele).

2. Compusii neproteici azotati ai plasmei sanguine. Azotul rezidual, fractiile
lui Tn norma si patologie.

3. Compusii organici neazotati ai plasmei sangvine. Importanta detenninarii
lor.

4. Componentii plasmatici minerali. Rolul lor. lonograma singelui.

5. Sistemele sangvine tampon. Notiuni generale de echilibru acido-bazic
(EAB), acidoze si alcaloze. Principalii indici ai EAB.



1. Explicati si motivati mecanismul aparitiei edematiei in urmétoarele boli:
a) glomerulonefrita; b) inanitie; c) afectiuni hepatice.

2. Cum se va modifica valoarea si fractiile azotului rezidual (ncproteic)
din serul sanguin Tn urmaétoarele afectiuni: a) glomerulonefritd; b) coma
hepatica. Motivati raspunsul.

3. Motivati scopul de prescriere a interferonului bolnavilor si persoanelor
sanatoase.

4. Explicati si motivati directia modificarii rezervei alcaline a singelui
in urmatoarele stari ale echilibrului acido-bazic: a) acidoza respiratorie;
b) acidoza metabolica; c) alcaloza respiratorie; d) alcaloza metabolica.

5. La internarea bolnavului D, rezultatele investigatiilor biochimice indica
cresterea activitatii plasmatice a urmatoarelor enzime: fosfataza alcalina,
leucinaminopeptidaza, y- glutamiltransferaza. La ce clasa se referd aceste
enzime conform clasificatiei functionale a enzimelor plasmatice? Despre
afectarea carui sistem ne vorbesc rezultatele investigatiilor biochimice?
Motivati raspunsul.

6. In urma examenului clinic la bolnavul A s-a presupus o afectare a
muschilor scheletici (distroffa musculard). Ce explordri enzimatice ati
recomanda pentru confirmarea diagnosticului? Cum se vor modifica valorile
normale ale activitatii enzimelor respective? Indicati clasa fermentilor
respectivi conform clasificarii contemporane a enzimelor.

7.Cum se vor modifica fractiile proteice sanguine Tn ciroza hepatica si in
sindromul nefrotic? Motivati raspunsul.

8. Ceintelegeti prin notiunea de proteinele fazei acute? Enumerati aceste
proteine. Cum se modificd spectrul fractiilor proteice din singe Tn aceasta
faza a procesului inflamator?

TEMA 31

Mecanismele biochimice ale transportului si schimbului de gaze Tn
singe. Hemostaza. Reglarea starii fluide a singelui

Experienta 1. Determinarea activitatii protrombinice (indicelui
protrombinic) a plasmei sanguine.
Principiul metodei. In exces de tromboplastind si continut optimal de



Ca2+ timpul de formare a cheagului in plasma depinde de activitatea factorilor
complexului protrombinic Il, IX, X. Pe aceastd baza, Tn amestecul de reactie
se introduce tromboplastina tisularda si CaCl,. Ca sursa de factori ai
complexului protrombinic serveste plasma cercetatd. Daca in plasma
activitatea unuia sau a mai multor factori ai complexului protrombinic este
redusa, atunci timpul formarii cheagului este mai mare. Timpul de formare a
cheagului creste in prezenta anticoagulantilor (in special a heparinei) sau la
reducerea continutului de fibrinogen Tn plasma.

Mod dc lucru. Tntr-o eprubetd cu pereti subtiri se iau 0,2 ml solutie de
CaCf de 0,05M si 0,1 ml suspensie de tromboplastind. Amestecul se
incubeazd in baia de apd latemperatura de 37°C timp de 30 secunde. Apoi
in eprubetd se introduc 0,1 ml de plasma cercetata si se porneste
cronometrul. Dupa fiecare 12-15 secunde, eprubeta se inclind la 45*si se
fixeazd timpul aparitiei fibrelor sau cheagului de fibrina (timpul
protrombinic). Analiza se repetd nu mai putin de doud ori. Diferenta de
timp Tn analizele paralele trebuie s& difere nu mai mult de o secunda.

Rezultatul se exprima sub forma de activitate protrombinica (indice
protrombinic) a plasmei (APP):

APP=— 100%,
B

unde: A-timpul protrombinic al plasmei sanguine a omului sanatos;
B - timpul protrombinic al plasmei sanguine cercetate.

Pentru determinarea timpului protrombinic, in fiecare zi se utilizeaza o
serie noud de tromboplastind a omului sdndtos, timpul protrombinic al cédreia
este indicat pe eticheta flaconului. Daca activitatea tromboplastinei este redusa
(timpul protrombinic este marit de doua ori), se foloseste suspensia de
tromboplastina de 2%.

Valoarea normald. Activitatea medie a protrombinei plasmatice a omului
sandatos este de 80-100%.

Experienta 2. Determinarea timpului de recalcificare a plasmei
sanguine.

Principiul metodei. Determinarea timpului de recalcificare a plasmei
sanguine la addugarea unei cantitdti optime de CaCl2



Mod dc lucru. Intr-o eprubetd, instalatd Tntr-un pahar cu pereti
transparenti, ce contine apd cu temperatura de 37°C, se introduc 0,2 ml
solutie de CaCl, de 0,25M si 0,1 ml solutie de NaCl de 0,85%.

Peste 60 secunde, Tn eprubeta se adauga 0,1 ml plasma si se porneste
cronometrul. Se determina timpul de coagulare a plasmei. Analiza se repeta
de 2-3 ori.

Valoarea normala. Plasma omului sanatos, la addugarea unei cantitati
optime de CaCl,, se coaguleaza timp de 60-120 secunde.

Importanta clinico-diagnostica. Micsorarea timpului de recalcificare
a plasmei sanguine indica precoagularea sanguina, marirea lui - hipocoagu-
larea lui.

Experienta 3. Determinarea timpului trombinic al plasmei sanguine.

Principiul metodei. Se determina timpul trombinic de coagulare al plasmei
sanguine laaddugarea trombinei cu activitate standard (15-18 sec). Trombina
transforma fibrinogenul in fibrina fara participarea altor factori de coagulare.

Mod de lucru. intr-o eprubetad se iau 0,2 ml plasma si se introduce in
baia de apa la 37°C. Peste 60 secunde se adauga 0,2 ml tromboplastina si
imediat se cronometreaza timpul. Se determina timpul de coagulare a plasmei.
Analiza se repetd de 2-3 ori.

Valorile normale: 15-18 secunde.

Importanta clinico-diagnostica. Cresterea timpului trombinic se observa
in caz de afibrinogenemie, hipoflbrinogenemie, disfibrinogenemie, Tn sindromul
de coagulare intravasculara diseminata, fibrinoliza acuta, in afectiunile grave
ale ficatului, in prezenta inhibitorilor trombinei in singe.

Experienta 4. Metoda Rutberg de determinare a fibrinogenului.

Principiul metodei. La interactiunea fibrinogenului cu CacCl, are loc
coagularea cu retractia fibrinei.

Mod de lucru. intr-o eprubetd conica se ia 1 ml de plasma transparenta
si se adaugd 0,1 ml solutie de CaCl, de 5%, se agita. Peste 7-15 min, fibrina
formata se infdsoara pe o bagheta de sticla si se scoate din eprubeta. Fibrina
se ia de pe bagheta de sticld si se usucd cu ajutorul hirtiei de filtru pind cind
aceasta ramine uscatd. Fibrina uscatd se cintareste.

Valorile normale: 9-15 mg (2-4 g/l sau 5,9-11,7 mM/1).



Nota. Pentru plasma umand, coeficientul de recalcificare este 0,222 in
g/l sau 0,293 in mM/I.

Importanta clinico-diagnostica. Micsorarea cantitdtii de fibrinogen se
observa in caz de afibrinogenemie, hipofibrinogenemie, disfibrinogenemie,
in afectiunile grave ale ficatului, Tn sindromul de coagulare intravasculara
diseminata, fibrinoliza acuta.

Madrirea concentratiei de fibrinogen Tn plasma se observa in infectii, Tn
procesele inflamatorii acute, tromboze, tromboembolii, Tn timpul graviditatii,
dupa traume, nastere, operatii.

Experienta 5. Proba cu etanol. Prin aceastd metoda se pot determina
derivatii fibrinogenului: fibrinasolubild, fibrin-nionomerii.

Principiul metodei. La interactiunea fibrin-monomerilor cu fibrinogenul
si fibrina are loc eliberarea fibrin-monomerilor, care se polimerizeaza fonnind
gel. Se urmareste aparitia gelului dupa adaugarea solutiei de etanol de 50%.

Mod de lucru. intr-o eprubetd se iau 0,15 ml solutie etanol de 50% si
0,5 ml plasma. Eprubeta se agita si se lasa la temperatura camerei. Daca
peste 1-10 minute Tn eprubetd se formeaza un gel, testul este pozitiv.
Aparitia unei tulburdri sau a unor fulgi, grauncioare se considera drept
proba negativa.

Importanta clinico-diagnosticd. Testul pozitiv este un criteriu di-
agnostic de laborator important pentru sindromul de coagulare
intravasculara diseminatd sau tromboza masiva, insotitd de activarea
sistemului fibrinolitic.

Teme pentru autopregatire

1. Hemoglobina - model ideal de proteina alostericd. Oxigenarea -
deoxigenarea hemoglobinei. Modificarile conformationale ale hemoglobinei
in aceste procese. Curba de oxigenare. Efectul Bohr.

2. Transportul O, si CO, de catre singe. Mecanismul biochimic. Impor-
tanta hemoglobinei Tn aceste procese si in mentinerea constantd a pH-ului
sangvin.

3. Notiune de hipoxemie si hipoxie. Cauzele aparitiei lor. Hemoglo-
binopatiile.

4. Hemostaza. Rolul trombocitelor, substantelor biologic active,



vitaminei K, ATP-ului, ADP-ului, prostaglandinelor, kininelor, kalicreinelor
conform mecanismelor de desfdsurare a hemostazei in urmatorii timpi:

a) timpul parietal - caracteristica generalg;

b) timpul plasmatic - factorii principali ai coagularii, mecanismele intrinsec
si extrinsec de coagulare a singelui;

c) timpul fibrinolitic- sistemul anticoagulant, fibrinoliza.

5. Reglarea starii fluide a singelui.

6. Indicii fundamentali de definire a fazelor coagularii. Coagulograma.

7. Coagulopatiile. Notiuni generale. Exemple.

Tntrebdri pentru autocontrol si situatii de problema

1. Cresterea afinitatii hemoglobinei pentru oxigen este exprimata prin:
a) cresterea P50, b) scaderea P53 ¢) P nu se modifica.

2. Specificati ce modificari se produc pe parcursul fixarii oxigenului
de hemoglobina:

a) pierderea unor aminoacizi;

b) ruperea unor punti saline;

c) acumulare de apa;

d) ruperea unor punti saline si pierderea 2,3-DFG;

e) acumulare de 2,3-DFG si ruperea de punti saline;

f) formarea de punti saline.

3. Specificati care este caracteristica “buzunarului hemic” al globinei,
care asigura protectia impotriva oxidarii ireversibile a fierului din hemoglobina:
a) caracterul hidrofob al aminoacizilor care tapeteaza acest buzunar;
b) caracterul hidrofil al aminoacizilor care tapeteaza acest buzunar;

¢) dimensiunea mica;

d) prezenta histidinelor proximala si distala (E?si Eg).

4. Bolnavul a fost tratat timp Tndelungat de o boald infectioasa intestinala.
Laincizie ocazionald adegetului s-a observathemoragie prelungita. Prezumtia
cauzei hemoragiei. Motivati rdspunsul.

5. Se va deregla coagularea singelui si din ce cauza in urmatoarele stari:

a) icter parenchimatos;

b) ciroza hepatica;

c) hipovitaminoza K.



Motivati raspunsul.

6. Din ce considerente pentru hemostaza se efectueaza transfuzia de
singe sau de plasma nativa? Motivati raspunsul.

7. Cum se vor modifica indicii coagulogramei sangvine in hipo- si
hipercoagulare comparativ cu valorile normale. Construiti un tabel.

TEMA 32

Colocviu la temele:
Hormonii. Singele

TEMA 33
Biochimia tesuturilor si umorilor

a)Metabolismul mineral (apa si sarurile minerale)

Componenta fluidica a organismului este prezentata prin apa si saruri
minerale. Ultimele se gdsesc Tn starea ionicd cu realizarea unui echilibru
Tntre anioni si cationi.

Apa formeazd 50 - 70% din greutatea corporald si intrd Tn componenta
tuturor celulelor. Eaindeplineste diferite functii:

- rol structural;

- mediul reactiilor biologice;

- intervine prin H +si OH'in reactii de tamponare, hidroliza si cataliza;

- formeaza solutii adevarate si coloidale;

- favorizeaza disocierea electrolitica a substantelor;

- participa la reactii de hidratare si oxidare;

- intervine in procesul de termoreglare, avind o cdldurd termica mare.

Deosebim apa extracelulard (20 - 25% din greutatea corporald), ce
contine cantitati mari de ioni de Na+ CI', HCO03 si apa intracelulara
(50% din greutatea corporald), ce contine o cantitate mare de ioni de K/

Mentinerea volumului de HD la un nivel constant este asiguratd de mai
multi factori:

- sistemul nervos contribuie la mentinerea echilibrului hidric;

- apa se integreaza prin senzatia de sete;

- ficatul intervine la mentinerea echilibrului prin proteinele sintetizate;



-glandele endocrine regleaza metabolismul hidro-mineral prin hormonii:
vazopresind, aldosteron, hormoni tiroidieni, insuling;

-apa se elimind prin rinichi, plamini si respiratie.

Substantele minerale dizolvate Tn plasma sunt n starea ionica, anioni si
cationi, concentratia cdrora Th norma este egald.

Sodiul (Na ), avind o concentratie majora in organism, participa lareglarea
presiunii osmotice si echilibrului acido-bazic. Intre concentratia intra- si
extracelulara a ionului Na' exista un echilibru, ce se realizeaza printr-un
mecanism de transport activ la nivelul membranelor celulare, asa-numita
pompade electroliti.

Potasiu! (K ) - cationul spatiilor intracelulare. Tn celula K+este legat de
proteina, de glicogen, de resturi de fosfat. Hipopotasiemia poate duce la
paralizia muschilor intestinali, a membrelor si a muschiul ui cardiac.

Calciul (Car ) se intilneste Tn organism 7n trei forme:

- ionizat sau difuzabil - singura forma functional activa;

-neionizat-reprezintd complecsi solubili si difuzabili (citratul, chelatii,
etc.);

-calciu nedifuzabil, legat de proteina (in special dealbumine).

Calciul are un rol plastic (intrd Tn componenta oaselor) si un rol dinamic
(sub forma de ioni de Ca2+participa la numeroase mecanisme vitale).

Magneziul (Mg2') este un macroelement al organismului. Functiile sale
principale sunt:

- participa la procesul de crestere;

- activator In procesele ce necesita ATP;

-asigurd permeabilitatea celularg;

-joacd un rol important in structurasi functiile mitocondriilor si ribozomilor.

Din grupul oligoelementelor mai fac parte fierul, cuprul, nichelul,
cobaltul s. a.

Fierul se gaseste Tn organism sub diferite forme: legat de porfirina,
depozitat sub forma de feritind. transferina si fier feric. EI indeplineste rol
structural (hemoglobina, mioglobina, hemenzimele) si dinamic, functional
(schimburile energetice ale metabolismului celular).

Din anioni cei mai raspinditi sunt fosforul, clorul, carbonatul.

Fosforul este prezent sub forma de:

- acid fosforic sau sdrurile lui;

-monoesteri ai acidului fosforic;



-esteri ai acizilor organici;

-polimeri ai acidului metafosforic.

Rolul fosforului in organism este variat:

- structural;

- functional - prin participarea la metabolismul intermediar al glucidelor,
lipidelor, proteinelor;

- energetic (ATP, fosfocreatina);

- component al coezimelor (NAD+ TPP, PAP etc.).

Clorul (CI):

- regleaza presiunea osmotica;

- sub forma de HCI asigura pH-ul pentru activitatea peptidazelor gastrice.

Absorbtia clorului se realizeaza in tractul degestiv printr-un mecanism
de schimb cu ionul bicarbonat. in organism se contine sub forma de clorurd
de sodiu.

Experienta 1. Determinarea ionilor de clor in lichidele biologice
(ser, urind) prin titrare mercurimetrica in prezenta difenilcarbazonului
ca indicator.

Principiul metodei. lonii de clor se titreaza cu nitratul de mercur in
punctul echivalent. Excesul de nitrat formeaza cu difenilcarbazonul un com-
plex de culoare albastra-liliachie.

Mod de lucru. Intr-un pdhar mic sau o eprubetd se iau cu pipeta 1,8 inl
de apa distilatd, se adaugd 0,2 ml lichid biologic cercetat si 4 picaturi solutie
de difenilcarbazon. Amestecul se titreaza cu nitrat de mercur din microbiureta
pind la aparitia coloratiei albastre-liliachii.

Pentru standardizarea solutiei de nitrat de mercur, la2 ml de solutie stan-
dard de clorurd de sodiu de 0,0IN se adauga 4 picaturi de solutie de
difenilcarbazon si se titreaza ca si proba de cercetat.

Calculul se face dupa formula:

0,02xAx5000 ,
= B --------- mM/l, unde:

0,02 - numérul de mM de clor in ml solutie standard de clorura de sodiu;

A - cantitatea de nitrat de mercur, in ml, consumata la titrarea probei de
cercetat;

B - cantitatea de nitrat de mercur, in ml, consumata la titrarea solutiei
standard de clorura de sodiu;



5000 - recalculare laun litru de lichid biologic.

Valori normale: serul sanguin - 96-108 mM/1 sau 340-390 mg/100 ml;
urina- 170-210 mM/1 sau 600-740 mg/100 ml.

Valoarea diagnostica. Hipercloremia se intflneste Tn deshidratare (care
nu e legata de diaree sau varsaturd), afectiuni ale rinichilor, decompensare a
inimii, in administrarea unei cantitati mari de cloruri cu alimentele.
Hipocloremia se Tntflneste Tn diaree, varsaturd, stenoza pilorica, unele boli
infectioase si alte stari patologice.

Experienta 2. Dozarea calciului Tn serul sanguin (prin reactia de
culoare cu murexid in prezenta glicerolului).

Principiul metodei. Murexidul cu calciul in mediu alcalin formeaza un
complex colorat, stabilitatea caruia se mareste in prezenta glicerolului.

Mod de lucru. in eprubetd se iau 0,3 ml ap&, 0,1 ml ser si 3 ml reactiv
murexid-glicerol. Continutul eprubetei se agita si peste 5 min se fotometreaza
la FEC (cuva - lcm, filtrul de lumina verde), fata de proba de control care
spre deosebire de cea experimentald, nu contine ser (Tn fiecare grupa se vor
efectua 1-2 probe de control).

Calculul se face dupd curba etalon.

Prepararea reactivului murexidgliceric 20 mg de murexid se dizolva
n 10 ml solutie de K.OH (4N). La 1 ml de solutie capatatd se adauga 10 ml
apa distilata si 10 ml de glicerol. Continutul eprubetei se agita.

b) Biochiniia biogenezei urinei. Componentele patologice al
urinei.

Rinichiul este un organ cu important rol homeostatic. El mentine constanta
compozitia si volumul lichidului extracelular. Functia principald a rinichilor
este producerea urinei prin care se regleaza tranzitul hidric, se elimina
produsele finale ale metabolismului, substantele Tn exces si cele strdine ca
atare sau produsele lor detoxificate.

Functia homostatica a rinichiului se realizeaza prin urmatoarele cai:

a) reglarea volumului si osmolaritatii fluidelor organice prin procesele
selective de resorbtie sau secretie a ionilor si apei;

b) reglarea echilibrului acido-bazic Tn cooperare cu pldminii si cu diferite
sisteme tampon din spatiul extracelular;



c) eliminarea produselor finale solubile si insolubile ale metabolismului
(uree, aminoacizi liberi, acid uric, creatina, creatinind, bilirubina conjugata,
electroliti etc.), precum si a substantelor straine metabolizate Tn organism;

d) participarea la unele procese metabolice de biosinteza si reglare:
biosinteza, reglarea si secretia unor hormoni asa ca renina, eritropoietina,
hidroxilarea vitaminei D si formarea formei active (1,25-dihidroxi-
calciferolul).

Formarea urinei se realizeaza in trei etape: filtrare glomerulard, resorbtie
tubulara si secretie tubuiard. Lezarea structurii anatomice a rinichilor in diferite
maladii provoaca si modificarea functiei lor.

Cunoasterea compozitiei chimice a urinei are o importanta deosebitd Tn
diagnosticarea tulburarilor diferitelor organe si procese metabolice, precum
si arinichilor.

Datele calitative pe care le pune la dispozitie analiza urinei, aldturi de
datele clinice pe care le obtinem printr-un examen al bolnavului, asigura
stabilirea unui diagnostic corect al unei maladii renale sau a unor maladii ce
afecteaza alte organe.

Prin vasele renale timp de 24 ore trec cca 1000 1de singe si se filtreaza
180 1de urinaprimara. Dar numai aproximativ 1% din ea se transforma in
urina, cealaltd parte, impreund cu substantele dizolvate in ea, se reabsorb n
tubii proximali ai rinichiului. Timp de 24 ore se formeaza in medie la femei
1200 ml, iar la barbati 1500 ml de urin& secundara.

Tn urina diurnd se contin Tn medie 40 g de substante organice si 20 g de
substante anorganice. La analiza urinei trebuie cercetate proprietdtile ei
fizico-chimice: densitatea, culoarea, transparenta, mirosul, cantitatea
(diureza), componentele organice si anorganice.

Cantitatea de urind eliminatd poate fi mai mica (oliguria), sau mai mare
decit valorile normale (poliuria); poate avea loc si anuria- incetarea definitiva
aelimindrii de urina.

Culoarea urinei normale, de obicei, este galbend cu diferite nuante-de
la galben-palid pand ia galben-rosu. Aceasta depinde de continutul in urina
al unor pigmenti, in special, urocromul (de culoare rosie palidd). La folosirea
in alimentatie a unor legume (sfecla rosie), administrarea unor medicamente
(amidopirind, antipirind) culoarea urinei este roza-rosiatica. Daca Tn urina se
contin pigmenti sanguini, ea se coloreaza in roz sau brun; in prezenta



pigmentilor biliari - verde sau galbend-brund; culoarea neagra - n
alcaptonurie (determinatd de prezenta pigmentilor, derivati ai acidului
homogentizinic).

Prezenta in urind a singelui, puroiului, proteinelor conditioneaza aparitia
unei opalescente si tulbureli si indica procese patologice in rinichi si cdile
urinare.

Experienta 1. Masurarea densitatii urinei.

Principiul metodei. Tn normd, densitatea urinei masurata latemperatura
de 15°C variaza in limitele 1,010- 1,025. Densitatea depinde de cantitatea
de substante dizolvate cu cantitatea de urind eliminata (corelatie invers
proportionald). Aceasta corelatie dintre densitatea si cantitatea de urind nu
se observa in diabetul zaharat, cind si cantitatea, si densitatea sunt marite.
Densitatea urinei se modifica n diferite patologii; in diabetul nezaharat se
observd scdderea bruscd a ei.

Densitatea urinei se determind cu ajutorul areometrelor speciale -
urometrelor. Se cunosc doud tipuri de urometre: pentru urind de densitate
mica si normald (cu gradatii 1,000- 1,030) si pentru urina de densitate mare
(cu gradatii 1,030 - 1,060).

Mod de lucru. Tntr-un cilindru suficient de larg, pentru a asigura plongarea
uromelrului, se toarnd urina astfel Tneft sd nu se facd spumé&. Dacé ea totusi
s-a format, se Tnlaturd cu ajutorul hartiei de filtru. in cilindru se introduce
urometrui si dupad citeva basculari se citeste indicatia lui. Citirea se face pe
linia scarii urometrului care corespunde meniscului dejos al lichidului. Citirea
nu trebuie sa se faca atunci, cind urometrui este lipit de peretii interiori ai
cilindrului.

Experienta 2. Determinarea aciditatii (oH-ului) urinei.

Aciditatea urinei este determinatd de substantele cu caracter acid (in
special fosfatul monosodic NaH,P04), disociate complet in urind. Pentru
determinarea aciditatii urinei se foloseste metoda colorimetrica.

Mod de lucru. Tn mijlocul fisiei de hirtie indicator Rifan se aplicd 1-2
picaturi de urina cercetatd. Comparind culoarea hirtiei cu scara de culori
etalon se determina valorile pH-ului urinei.



Experienta 3. Determinarea unor componenti normali si patologici
ai urinei prin metoda expres cu benzi-test.

Cu ajutorul benzilor-test combinate (imbibate cu indicatori si reactivi)
este posibild determinarea in urind a sase indici importanti: pH-ul, concentratia
de proteine, glucoza, corpi cetonici, urobilinogen si singe.

Mod dc lucru. Se foloseste urina centrifugata si bine amestecata. Toata
fisia-test se introduce in vasul cu urind timp de o secunda. Excesul de urina
se Tnlatura de pe fisie, aplicind-o de peretii vasului. Dupa 30-60 secunde
culorile care apar se compara cu scara etalon. Culorile aparute numai la
marginile benzii sau peste 2 minute nu prezintd importantd diagnostica. Cu
benzile-test se examineaza urina proaspata sau pastratd nu mai mult de 4
ore la temperatura camerei.

Proteinele. Tn caz de proteinuric are loc modificarea culorii benzii-test
de lagalben laverde (0,3,1,0,5,0 g/l); proteinuria este considerata patologica
dacd continutul de proteina este mai mare de 0,25 g/l.

Glucoza. n caz de reactie pozitiva, culoarea se modifica de la oranj la
brun dupa 60 secunde (5,55, 16,65,55, r5 mM/I). Culoarea se modifica si la
0 concentratie mica de glucoza (2,2 mM/I).

Corpii cetonici. In caz de reactie pozitivd, culoarea se modifica de la
roza spre violeta (+, + +, + + +)s Sensibilitatea benzii-test fata de acidul
acetilacetic este mai mare decit fatd de acetona, iar laacidul B-hidroxibutiric
in general nu reactioneaza.

Limitele de sensibilitate: pentru acidul acetilacetic - 100 mg/l, pentru
acetond mai sus de 400 mg/I.

Urobilinogenul. Tn caz de reactie pozitiva, culoarea se modifica de la
roza spre rosie (limita de sensibilitate este de 4 mg/l).

Singele. Pentru eritrocite si hemoglobina se foloseste o scard speciala
de comparare. Eritrocitele libere se evidentiaza sub forma de puncte sepa-
rate sau aglomeratii de culoare verde pe fond galben (5-10, 50, 250 eritro-
cite/JLtl). Culoarea verde uniforma indicd hemoglobina liberd sau eritrocitele
hemolizate, sau mioglobina (50-200 eritrocite/fil). Tn caz de continut redus
de singe Tn urind sau cind benzile sunt mai mult timp tinute Tn urind, reactia
poate sa apard deja dupa 1-2 minute.

Sursa de erori. Rezultate gresite pot fi obtinute in caz cind bolnavul



primeste cantitati mari de vitamina C, unele medicamente cu proprietati
oxidoreducatoare.

Experienta 4. ldentificarea indicanului.

Principiul reactiei. Indicanul se transforma Tn indoxil dupa hidroliza
prealabild a legaturii esterice prin actiunea unui acid mineral puternic si
oxidarea ulterioara a indoxilului cu triclorura de fier cu formarea unui compus
colorat.

Mod de lucru. La 4 ml de urind se adauga 0,4 ml de solutie de acetat de
plumb pentru precipitarea pigmentilor biliari, sarurilor si a altor substante
care Tmpiedica decurgerea reactiei. Continutul se filtreaza.

La 1-2 ml de filtrat se adauga un volum egal de reactiv Obermeyer, 1,0 ml
de cloroform; continutul se amestecd atent. Daca stratul de cloroform (de la
fundul eprubetei) se coloreaza in albastru sau rosu, el se aspira si se transfera
n altd eprubetd Tn care se adauga citeva picaturi de tiosulfat de sodiu. In caz
de reactie pozitivd, culoarea stratului de cloroform nu dispare la adaugarea
tiosulfatului de sodiu. Tn norma reactia este negativd. Prezenta Tn proba a
urotropinei impiedica identificarea indicanului.

Importanta clinico-diagnostica. Indicanul este sarea de potasiu sau
sodiu a acidului indoxilsulfuric. Tn urina oamenilor sanatosi este prezenta in
cantitati infime, care nu pot fi identificate cu metode obisnuite. Cantitati mai
mari de indican se contin Tn urina animalelor erbivore si laoameni in caz de
putrefactie intensd a proteinelor in intestin ca urmare a prezentei unei cantitati
mari de bacterii de putrefactie - in constipatie, ocluzie intestinala.

Experienta 5. Identificarea mucopolizaharidelor (glicozamingli-
canilor).

in urinadiurna a omului sanatos se contin 2,7-7,5 mg de mucopolizaharide
(in special condroitinsulfatii A si C). in gargoilism si boala Gunter se observa
cresterea elimindrii mucopolizaharidelor cu urina (mucopolizahariduria)-
pTna la 30-80 mg/24 ore.

Principiul probei Berri-Spinanger. La interactiunea albastrului de
toluidind cu mucopolizaharidele Tn mediu acid se obtine o culoare rosie
(metacromazia).

Mod de lucru. Pe o banda de hirtie de filtru, la distanta de 1cm se
aplica cu micropipeta 0,005, 0,01 si 0,025 ml de urinad. Fisia se usuca la



temperatura camerei si dupa aceasta se introduce in solutie de albastru de
toluidina de 0,04% timp de un minut.

Banda se scoate din solutie si se spala in solutie de acid acetic de 10%.
Daca concentratia de mucopolizaharide in urina este mai mare de 10 mg/dl,
pe unele pete de urind se obtine o culoare rosie.

La nou-nascuti, Tn primele doua saptamini de viata, reactia este negativa;
reactia pozitiva pronuntata este caracteristica pentru gargoilism.

c¢) Biochimia ficatului

in organismul omului si al animalelor, ficatul reprezintd unul din cele mai
importante organe. Tn decursul evolutiei lumii vii, ficatul a dobindit diferite
functii biochimice, devenind locul unde se produc majoritatea proceselor
metabolice. De aceea el este considerat laboratorul biochimic al organismului
animal.

Perturbarea metabolismului atrage dupa sine modificarea functiilor si a
structurilor ficatului si a organismului Tn Tntregime.

Laom greutatea ficatului reprezinta in medie 1/40 din masa organismului,
ceea ce constituie aproximativ 1500 g.

Functiile ficatului:

a) elibereaza in mod continuu Tn stnge substante nutritive chiar si atunci
cind organismul nu primeste alimente (scindeaza glicogenul cu eliberare de
glucoza, oxideaza acizi grasi si formeaza corpi cetonici);

b) depoziteaza surplusul de substante hranitoare si vitamine;

¢) intretine unitatea contradictorie dintre sinteza si catabolism;

d) intervine activ Tn homeostaza mediului intern;

e) sintetizeaza ureea,;

f) secreta bila, necesard digestiei (activarii lipazei) si absorbtiei acizilor
grasi. Tn componenta bilei sunt eliminate diferite substante din organism
(bilirubina, colesterolul s. a.).

g) indeplineste functia de detoxicare a organismului.

Ficatul participa la:

1. Metabolismul glucidelor - elibereazd glucoza in singe (mobilizarea
glicogenului), reduce hiperglicemia(sinteza glicogenului), reglind astfel nivelul
de glucoza; transforma galactoza si fructoza Tn glucoza; asigura reactiile de
gluconeogenezd - sinteza de glucoza si glicogen pe seama unor substante
neglucidice (acidul lactic, acidul piruvic, aminoacizii glucoformatori).

2. Metabolismul lipidelor. Ficatul este organul principal de sintezd a lipidelor



din glucide, a fosfolipidelor si lipoproteidelor; corpi lor cetonici si colesterolului
din acetil-CoA.

3. Metabolismul proteic. Ficatul retine o mare parte a aminoacizilor
absorbiti din intestin si sintetizeazd proteine specifice dupd necesitatile
organismului. Cele mai importante proteine plasmatice se formeaza in ficat.
Astfel, din ficat trece in plasma fibrinogenul, protrombina, proaccelerina,
proconvertina, fractiile a- si B-globulinice si albuminele. Tn organismul uman
ficatul este sediul celor mai active procese de dezaminare a aminoacizilor.
La mamifere ficatul este locul principal al ureogenezei. Amoniacul rezultat
prin dezaminare intrd in ciclul omitinic si se sintetizeaz3 ureea.

4. Rolul protector al ficatului prin care se asigurd detoxicarea toxinelor
endo- si exogene si inactivarea hormonilor si substantelor biogene. Aceste
substante in organism sunt supuse unor transformari care duc la formarea
de compusi mai putin toxici, mai solubili, mult mai difuzibili si, astfel, mai usor
excretabili. Ficatul pune in functie o serie de procese fizico-chimice, cum
sunt reactiile de oxidare, reducere, metilare, acetilare, conjugare s. a. Dupa
S. Ham (1983), In ficat au loc circa 500 de reactii.

in diferite afectiuni, Tnsotite de leziuni ale ficatului, se modifica starea
functionald a acestui organ, spectrul enziinatic si al metabolitilor in singe
ceea ce faciliteaza diagnosticul.

Experienta t. Determinarea activitatii pseudocolinesterazei in serul
sanguin.

Principiul metodei. Pseudocolinesteraza hidrolizeaza acetil-colinclorura,
formind acidul acetic si colina. Acidul acetic modificd pH-ul solutiei tampon,
fapt determinat colorimetric dupd schimbarea culorii indicatorului.

Mod de lucru. in eprubetd se introduc 5 ml solutie tampon de veronal,
0,2 ml apé distilata si 0,1 ml ser. Amestecul se incubeaza 5 minute la 37°C.
Se adauga 0,2 ml solutie de prozerind, apoi se masoara densitatea optica a
solutiei la FEC Tn cuve de 5 mm, filtrul de lumind verde, fatd de martor.
Martorul se prepard ca si solutia experimentald, cu exceptia ca solutia de
prozerind se adauga concomitent cu acetilcolinclorura.

Calcului Din extinctia martorului se scade extinctia experientei si dupa
valoarea obtinutd, conform curbei de calibrare, se determina activitatea
pseudocolinesterazei.

Valorile normale: 160-340 pM/ord ml.



Importanta clinico-diagnostica. Pseudocolinestraza este o enzima
secretoare hepaticd, ce releva capacitatea biosinteticd a hepatocitelor.
Activitatea ei se micsoreaza n toate afectiunile hepatice, gradul diminuarii
corelind cu gradul afectarii organismului si volumul tesutului deteriorat.

Experienta 2. Determinarea ceruloplasminei Tn serul sanguin.

Principiul metodei. Ceruloplasmina oxideaza p-fenilendiaminclorura,
ceea ce poate fi determinat fotocolorimetric.

Mod de lucru. in doua eprubete se introduc cite 0,1 ml ser, 1 ml
p-fenilendiaminclorurd si 2 ml solutie tampon acetat. Tn eprubeta martor
se introduce imediat 1 ml de azidura de sodiu. Eprubetele se agita si se
incubeazd 60 minute la 37°C. Dupa incubare, in eprubeta experimentald
se adauga 1ml de azidura de sodiu. Se agita ambele eprubete si continutul
lor se aduce pina la 10 ml cu solutie de NaCl de 3%. Probele imediat se
colorimetreazd, experienta fatd de martor, in cuve de 10 mm, filtrul de
lumin& verde.

Calculul: Ccerulop. = E 100 (unitati conventionale).

Valorile normale: 24,6-26 UC.

Importanta clinico-diagnostica. Ceruloplasmina este o proteina
hepatospecifica cu functii duale: peroxidazica si transportator de Cu2+
Cantitatea ei este drastic micsorata sau ea lipseste totalmente, de exemplu
in afectiunea Wilson (ereditard). Cantitatea ceruloplasminei creste semni-
ficativ in melanom si schizofrenie.

Teme pentru autopregatire

1 Apa:

- proprietatile fizico-chimice;

- ionizarea si produsul ionic al apei;

- rolul apei Tn organism;

- repartitia apei in organism;

- necesarul zilnic, pierderile si excesul de ap4;
- apa endogeng;

- patologia: bilantul pozitiv si negativ;

- sindroame clinice: poliuria, oligouria, nicturia, anuria.
2. Sarurile (elementele minerale):

- rolul metabolic (generalitati);



- macroelemente: sodiu, potasiu, calciu, clor, magneziu, fosfor, fier,
sulf etc.

- rolul metabolic;

- presiunea osmotica: solutii izo-, hiper-, hipotonice, ionograma;

- microelemente: cupru, mangan, zinc, cobalt, molibden, seleniu, iod etc.;

- rolul n reactiile metabolice.

3. Reglarea metabolismului hidro-salin:

- sistemul neurohormonal (vasopresina, aldosleronul);

- sistemul renina-angiotensina.

4. Mecanismul formarii urinei. Notiune despre clearance.

5. Componentii normali si patologici ai urinei. Mecanismul formarii si
importanta clinico-diagnostica a identificarii si determinarii lor.

6. Rolul ficatului in integrarea metabolismului proteic, glucidic, lipidic.

7. Rolul ficatului in dezintoxicare:

- faza reactiilor de oxido-reducere: caracteristica, importanta lantului
microsomial de oxidare;

- faza reactiilor de conjugare: principalii agenti si enzime conjugate, reactiile.

Tntrebdri pentru autocontrol si situatii de problema

1. Ce proteine plasmatice se sintetizeaza integral in ficat - albuminele,
a-, B- sauy- globulinele? Care sunt consecintele diminuarii biosintezei lor?

2. De ce ureogeneza este un proces specific hepatic?

3. Care este legatura nemijlocita dintre ciclul pentozofosfatilor si:
a) procesele de dezintoxicare hepatica; b) biosinteza lipidelor in ficat?

TEMA 34
Biochimia tesutului conjunctiv si 0sos

Tesutul conjunctiv este cel mai raspindit din organism, foi mind carcasa
de sprijin si invelisul exterior al corpului. Componenta obligatorie a tuturor
tesuturilor alcatuieste, impreuna cu singele, mediul internai oiganismului.

Functiile tesutului conjunctiv:

1. De sprijin (oasele, muschii, tendoanele, pielea, alte sisteme care
formeaza carcasa organismului si asigura locomotia).

2. Trofica (vasele asigura trofica).

3. De depozitare (lipide, pigmenti, apd, etc.)



4. De protectie (pielea, invelisurile seroase, capsulele - toate sunt bariere
Tmpotriva raspindirii infectiilor).

5. Reparativa (adaptarea plastica). Acest tesut padstreaza capacitatea
de proliferare, astfel completindu-se defectele apdrute (cicatrizarea).

6. De lubrefiere si amortizare a socurilor mecanice, asigurind elasticitatea
tesuturilor si organelor.

7. Adezivitatea celulara.

8. Influenteaza forma, proliferarea, migrarea si dezvoltarea celulelor Tn
cadrul evolutiei celulare.

Compozitia chimica si structura.

Tesutul conjunctiv este alcatuit din mai multe componente:

1 Anumite tipuri de celule: fibroblasti (predomina in fibrele de legaturd),
condroblasti (care formeaza cartilajele), osteoblasti (care intrd Tn structura
oaselor), plasmocite, macrofagi, etc.

2. Matricea extracelulard (intercelulard), reprezentata prin proteine
fibrilare incluse ntr-un gel polizaharidic hidratat. Proteinele si polizaharidele
interactioneaza formind structuri tridimensionale (proteoglicani).

Matricea intercelulard este constituitd din fibre, spatiile dintre care sunt
completate cu substanta bazald, alcdtuitd din complexe proteoglucidice.

Componenta fibrilard este reprezentata prin fibre de colagen (care pre-
dominad) si elastind, precum si de alte proteine (fibronectina, laminina, etc.).

Asadar, matricea intercelulara prezintd douda componente:

1 Componenta proteica, reprezentata prin fibre de colagen (proteina
principald) si Tn mai mica masura de elastina.

- Colagenul, cea mai raspinditd proteina din organism, constituie 25-30%
din totalitatea proteinelor corpului. Aceasta proteina nu se dizolva in apa,
poseda elasticitate redusd, conferd rezistenta la tractiuni, functia principald
fiind pastrarea integritatii structurii tesuturilor. Spre deosebire de alte proteine,
in colagen se constatd un continut mare de glicind, prolina, hidroxiprolina si
hidroxilizina.

Hidroxilizina si hidroxiprolind formeazd legaturi de hidrogen intre
lanturile peptidice, stabilizind astfel molecula.

Hidroxilarea prolinei este catalizatd de catre o hidroxilaza cu participarea
vitaninei C. Tn scorbut se sintetizeaza un colagen instabil. In consecinta,
paradontiul si vasele sangvine devin fragile, apar hemoragii petesiale,
stomatite, ulceratii cu toate consecintele acestora.



2. Componentaglucidica. Gelul polizaharidic din matricea extracelular:
este constituit din glicozaminoglicani (denumirea mai veche mucopolizaharide
acide). Glicozaminoglicanii atribuie acestui tesut maleabilitate, elasticitate si
viscozitate Tnaltd. Ei se aflda in complexe cu proteinele, formind proteoglicani
(mucoproteide), al caror continut glucidic este de cca 90-95%. Functia
principalda a proteoglicanilor este cea de control a deplasarii apei si a
electrolitilorextracelulari.

Caracteristica generala a glicozaminoglicanilor

1. Sunt polianioni care contin grupe acide si de aceea fixeaza cationii
(Na+ K', Ca+).

2. Datorita caracterului hidrofil tind sa formeze agregate.

3. Regleaza permeabilitatea.

4. Asigura elasticitate si stabilitate fatd de compresii.

5. Interactioneaza specific cu colagenul, elastina, fibronectina, laminina
si alte proteine din matrice.

6. Contribuie la turgescenta.

7. Tnlesnesc migrarea celulara.

8. Au rol anticoagulant (heparina).

Natura chimica. Glicozaminoglicanii sunt polimeri liniari alcatuiti din
unitati dizaharidice repetabile ce contin o hexozamind (glucozo-sau
galactozamina) si un acid hexuronic (glucuronic, galacturonic, iduronic). in
majoritatea cazurilor, toate unitatile dizaharidice contin gruparea sulfat, legata
covalet.

Principalii reprezentanti: cheratonsulfatii, acidul hialuronic, condroitin-
sulfatii, dermatansulfatul, heparina, heparansulfatul.

Proteoglicanii (mucoproteide), continind condroitinsulfat, se asociaza prin
intermediul unor proteine de legaturd cu acidul hialuronic formand agregate
supramoleculare de dimensiuni foarte mari (cu masa molecularad de ordinul
sutelor de milioane).

Colagenozele sunt afectiuni ale tesutului conjunctiv caracterizate prin
modificdri calitative si cantitative ale colagenului.

Din acest grup de boli fac parte:

1. Lupusul eritematos.

2. Osteoartrita.



3. Artrita reumatismala.

4. Unele afectiuni ereditare.

Tn unele colagenoze defectele metabolice sunt elucidate. De exemplu, in
poliartrita reumatoida s-a constatat o activitate anormal de mare a enzimelor
proteolitice lizozomale. Ca urmare, proteinele tesutului conjunctiv (in special
colagenul) sunt degradate hidrolitic. Numarul fibrelor de colagen din tesutul
respectiv se reduce si in locul lor apar infiltrate inflamatorii. Tn aceasta boala
sunt degradate partial si macromoleculele de acid hialuronic din lichidul
sinovial.

Tn colagenozele ereditare suntimplicate defecte enzimatice care conduc
la fragilitatea si hiperextensibilitatea unui numar mare de tesuturi. Printre
aceste defecte enzimatice mai frecvente sunt deficientele de lizin hidroxilaza,
procolagen-N-peptidaza, procolagen-C-peptidaza. Asemenea deficiente
enzimatice, impreuna cu tulburarile metabolismului cuprului, se Tntilnesc in
sindromul Ehlers-Dantos si Menkes. Lipsa oricarei enzime necesare sintezei
de procolagen si modificarile ce au loc dupa eliberarea lui din celuld, reprezinta
cauze potentiale pentru aparitia unei boli ereditare.

Colagenozele determinate genetic nu sunt provocate intotdeauna de lipsa
enzimelor implicate Tn metabolismul colagenului. De exemplu, in sindromul
Morfan lanturile a, sunt mai lungi si lipsite de functionalitate, ceea ce duce
la stabilirea unor legaturi anormal Tncrucisate.

in maladia numitd osteogenesis imperfecta se constatd o
dezorganizare totala a tesutului conjuctiv din tendoane, ligamente, aparatul
digestiv, schelet si sclerd. in cazul acestei afectiuni, in fibroblasti se
sintetizeaza un colagen anormal ale cdrui molecule cuprind trei lanturi
polipeptidice identice de tip a. Aceste lanturi polipeptidice Tnlocuiesc
colagenul normal, constituit dintr-un lant de tip a : si doua lanturi de tip a,.
Aceasta diferenta structurala are multiple repercusiuni defavorabile care
se manifesta la nivelul organelor mentionate: sclera este albastrd, auzul
redus, oasele se deformeaza si se fractureazd usor etc.

Existd, de esemenea, modificari calitative dobindite insotite de
schimbari calitative ale componentelor tesutului conjuctiv. De exemplu, in
scorbut, diabet zaharat, hiperparatiroidism etc., au loc de asemenea modificari
in biosinteza si degradarea componentelor tesutului conjuctiv (colagen,
elasting, proteoglicani).



n scorbut are loc un deficit de prolilhidroxilazd din cauza insuficientei
vitaminei C care o activeaza. Ca urmare, prolinda nu se hidroxileaza in
hidroxiproling, lizinaTn hidroxilizina si astfel intreaga structura a colagenului
se altereaza (se formeazd un colagen instabil, flax); paradontiul este instabil
si de aceea dintii cad, iar mucoasa cavitatii bucale prezinta ulceratii. Din
cauza deteriordrii membranei bazale, capilarele devin permeabile, fragile,
apar hemoragii petesiale pe piele si organe, uneori hemoragiile sunt masive.

n caz de diabet zaharat se remarca o ingrosare a tesutului conjuctiv din
peretii vaselor sangvine ale retinei si ale altor tesuturi. Aceste modificari pot
conduce la scdderea vederii si chiar la orbire.

Unele tulburdri renale pot fi atribuite Tngrosarii tesutului conjuctiv la nivelul
glomerulului.

Mucopolizaharidozele. Din acest grup fac parte afectiunile determi-
nate de defecte genetice ale enzimelor ce scindeaza componenta glucidica
a tesutului conjunctiv. Aceste defecte suntinsotite de depozitarea Tn cantitati
mari Tn tesuturi si organe a glicozaminoglicanilor si excretia excesivd a lor cu
urina.

Acumularea acestor substante in diferite tesuturi antreneaza multiple si
variate modificari tisulare: schimbari Tn structura scheletului, intirzieri Tn
dezvoltarea organelor, acuitate auditiva scazutd sau chiar surditate, retard
mintal, tulburdri cardio-pulmonare, hepatosplenomegalie, cataracta, atrofia
nervului optic, reducerea tonusului muscular etc.

Deregldrile descrise pot fi mai mult sau mai putin pronuntate, in
dependenta de tipul afectiunii.

in urind este majorata excretia dermatan- si keratansulfatilor, a
condroitinsulfatului, cifrele atingind valori de 100-200 mg in 24 de ore, in loc
de cca 15 mg, ca la persoanele sandatoase.

Actualmente sunt descrise 7 tipuri clinico-biochimice de mucopo-
lizaharidoze, Tn dependenta de enzima deficitara si de acumularea
glicozaminoglicanilorin tesutul conjunctiv.

Tesutul 0sos prezintd una din varietdtile tesutului conjunctiv cu
componentd chimicd complexa si proprietdti mecanice caracteristice
(rezistenta mecanica mare si elasticitate redusa).

Tn afard de elemente celulare (osteoblaste, osteoclaste etc.) n tesutul
0sos se disting trei componente structurale: componenta minerala



predominanta (constituie 70% din greutatea osului; matricea organica - cca
20% si apa - 2- 10%).

Componentii minerali (95%) sunt reprezentati de calciu, fosfati si carbonati
(fosfatul tricalcic, carbonatul de calciu) care sunt asociati in apatite
microcristaline cu formula [Ca(Ca,(P04)2222X n care “X” reprezinta
anioni (C03,HO\F ), cind “X” este HO combinatia se numeste hidroxiapatita
CaloPO4)EOH)2

Substanta minerald a osului se modifica Tn tot cursul vietii.

Substantele organice alcatuiesc matricea osului, numita osteoid,
reprezentata in principal prin colagen aflat sub forma de fibre rezultate din
agregarea fibrilelor cu structurd periodica.

in afara de colagen, Tn osteoid au fost identificate si alte proteine printre
care si osteocalcina, bogatda Tn acid carboxiglutamic, proteina osoasa
morfogenetica cu capacitate de a induce diferentierea Tn cartilaj a celulelor
tesutului conjunctiv din maduva osoasa, etc.

Matricea organicd a osului mai contine proteoglicani (cca4%), care includ
glicozaminoglicani prezenti si in tesutul conjunctiv. Proteoglicanii inconjoara
fibrele de colagen stabilind legdturi ionice cu acestea, iar pe complexul astfel
format sunt ancorate cristale constituite din substanta minerala.

Procolagenul solubil, cit si proteoglicanii matricei osoase, sunt sintetizati
de catre osteoblaste. Aceste celule mai contin glicogen si enzimele de
degradare a acestuia, fosfataza alcalina si ARN, participant la sinteza
proteinelor.

Osteoclastele contin enzime, Tn special pe cele cu activitate proteolitica
intensa (contribuie la resorbtia osului).

Datorita functiilor opuse ale acestor doua tipuri de celule (osteoblaste
si osteoclaste), osul se afla intr-o permanenta distrugere si refacere, adica
intr-o refnnoire permanenta.

Mineralizarea osului presupune desfdsurarea simultana a cresterii
concentratiei ionilor fosfatici (HP042) si de calciu (Ca2h, precum si realizarea
unui pH bazic. Procesul are loc in regiuni speciale, situate intre fibrele de
colagen, numite centre de cristalizare. Factorul determinant este aranjarea
reciproca a moleculelor de tropocolagen Tnvecinate in asa mod ca fiecare
molecula este deplasata de cea aldturata cu un sfert din lungimea ei, fapt ce
1i confera fibrei un aspect striat.



Tn asemenea zone proteoglicanii degradeaza, eliberind Ca2+ osteoblastele
elimina fosfataza alcalina, care va scinda esterii fosforici (de exemplu
glicerofosfatul), sporind astfel concentratia fosfatului. lonii HP04 si Ca2+
sunt fixati pe matricea osului, ulterior ei interactioneaza cu formarea de
CaHPO,.

In mediul alcalin (alcalinizarea mediului se datoreaza hormonilor steroizi
care inhiba glicoliza si deci reduc continutul piruvatului si lactatului), fosfatul
monoacid de calciu trece in fosfat neutru tricalcic - Ca,(P04),, care prin
inglobare de alti ioni formeaz& cristale de hidroxil apatitd. Crescind,
cristalele dislocuiesc proteoglicanii si apa. Osul mineralizat practic este
lipsit de apa.

Formarea si dislocarea osului sunt asigurate de diferite mecanisme
reglatorii:

- parathormonul (actiune osteolitica);

- tiroxina (favorizeaza osiflcarea epifizelor oaselor lungi);

- calcitonina (intensifica fixarea calciului in oase);

- somatotropina (favorizeaza biosinteza colagenului si a proteoglicanilor;
sporeste osificarea);

- estrogenii (intervin favorabil in formarea oaselor lungi).

Evident, cd hiper- sau hiposecretia oricaruia din acesti hormoni va antrena
tulburarea proceselor de formare sau dislocare osoasa.

La reglarea metabolismului tesutului osos contribuie de asemenea diferite
vitamine: D, A, K, C.

Experienta 1. Determinarea continutului total de prolina si
hidroxiprolina in urina.

Principiul metodei. Prolina este oxidata Tn oxiprolina cu peroxidul de
plumb. Oxiprolind formatd, condensindu-se cu p-dimetilaminobenzaldehida
formeaza un produs de culoare portocalie. Intensitatea culorii este direct
proportionald cu cantitatea sumara de prolind si hidroxiprolina.

Mod dc lucru. in eprubeta se iau 2,5 ml urind (in care prolina a fost
oxidatd Tn oxiprolind), 2,5 ml apd, 0,5 ml solutie p-dimetilbenzaldehidd de 5%
si 1 ml solutie de HC1 de 2N.

Eprubeta se incélzeste Tn baia clocotinda timp de 1minut, apoi se raceste
si peste 5-10 minute se masoard densitatea optica a probei de cercetat la
FEC (filtrul de lumina verde, cuva- 10 mm) fata de control, care se efectueaza



identic ca proba de experientd, numai c&d Tn loc de urina in eprubeta se intro-
duce apa.

Nota. in fiecare grupa se vor efectua 1-2 probe de control.

Calculul se efectueaza dupa curba etalon.

Importanta clinico-diagnostica. Continutul prolinei si hidroxiprolinei
creste in reumatism, pneumonii, fracturi, procese distructive etc.

Experienta 2. Determinarea activitatii fosfatazei alcaline.

Principiul metodei. Sub influenta fosfatazei alcaline, 3-glicerofosfatul
scindeaza fosfatul anorganic a carui cantitate este direct proportionala cu
activitatea enzimei. Cantitatea fosforului este determinata colorimetric cu
ajutorul molibdatului de amoniu Tn prezenta acidului ascorbic. Produsul reactiei
(albastru de molibden) coloreaza solutia Tn albastru. Intensitatea culorii este
direct proportionald cu cantitatea fosfatului, si deci cu activitatea enzimei.

Mod de lucru. in doud eprubete (de experienta si de control) se introduc
cite 0,1 ml ser sanguin (sau salivd) si cite 1 ml solutie de R-glicerofosfat
(pH = 9,0). in eprubetd de control suplimentar se mai introduc 0,9 mi
solutie de acid tricloracetic de 10%. Ambele eprubete se introduc in baia
de apa pe o orad (37°C). Apoi in eprubeta de experienta se introduc 0,8 ml
solutie de acid tricloracetic de 10%. Continutul eprubetelor se filtreaza in
alte doud cilindre sau eprubete cu volumul de 10 ml (respectiv de control si
de experientd). Precipitatul ramas pe filtru se spala cu 1 ml apa; volumul
solutiilor din eprubete se completeaza cu apa pind la 5 ml si apoi se determina
continutul fosfatului anorganic in proba de experienta si cea de control. Pentru
aceasta, in fiecare eprubetd se introduc cite 1 ml reactiv molibdenic si cite
0,5 ml solutie de acid ascorbic de 0,5%. Volumul ambelor eprubete se
completeaza cu apa pina la 10 ml.

Peste 5 minute se masoara densitatea optica a probelor fata de apa (cuva
de 10 mm, filtrul de lumina rosie).

Calculul se efectueaza dupa curba etalon. Diferenta dintre continutul
fosforului in proba de experienta si cea de control exprima activitatea enzimei
(in mg/1 00 ml ser sau saliva).

Valorile normale: 2-4 mg % (la virstnici) si 5-15 (la copii).

Importanta clinica. Activitatea fosfatazei alcaline este crescuta in
rahitism, afectiuni hepatice, colestaza, ciroza hepatica.



Experienta 3. Determinarea activitatii fosfatazei acide.

Principiul metodei si modul de lucru sunt identice cu cele ale fosfatazei
alcaline cu exceptia ca pentru determinarea fosfatazei acide se foloseste
solutie de R-glicerofosfat cu pH = 4,8.

Fosfataza acida se contine Tn diferite ograne si tesuturi (rinichi, oase,
ficat, celulele singelui, prostatd). Deosebit de bogat Tn aceasta enzima este
tesutul prostatei, unde activitatea este de 100 ori mai mare decit in alte
tesuturi. Activitatea fractiei prostatice aacestei enzime este specific inhibata
de tartrat, ionii de fluorsi fler.

Importanta clinicd. Determinarea activitdtii fosfatazei acide se
efectueazad in scop de diagnostic a carcinomului prostatei, precum si in cazul
metastazelor acestuia in oase. in afectiunile tesutului osos (osteodistrofii),
este sporita activitatea fosfatazei alcaline, iar In cazul metastazelor
carcinomului prostatei Tn oase sporeste activitatea ambelor enzime.

Experienta 4. Determinarea activitatii fosfatazei alcaline (metoda

cu dinitrofenilfosfat).
Principiul metodei. Fosfataza alcalinad scindeaza 4-dinitrofenolfosfatul

cu formare de 4-dinitrofenol si fosfat. Activitatea enzimei este exprimata
prin cantitatea 4-dinitrofenolului eliberat, determinata colorimetric.
Determinarea se efectueaza dupa tabelul de mai jos:

Solutia Solutia
Reactivii eiL()ek)r?e?]ié de Etalonul de
(Tn ml) A control An control
' az2 A4
Solutie tampon 1,00 1,00 1,00 1,00
Ser 0,02 -
Reactivul 3 - - 0,02 .
- - 0,02

Apa -

Eprubetele se agita, se pun la incubare (5 minute la37°C), apoi in fiecare
eprubetd se introduc cite 0,3 ml de substrat si din nou se pun la incubare pe
10 minute (30°C).

Solutie inhibitor (ml) 0,50 0,50 0,50 0,50

Ser (ml) - 0,20 - -



Eprubetele se agitd si peste 30 de minute se mdsoard densitatea optica a
probei de experienta (A;) si a solutiei de control (A,) fata de apa, calculind
diferenta (A™Aj). Apoi se mdsoara densitatea opticd a etalonului (A3 si a
solutiei de control (A4). Se calculeaza diferenta (A3A4).

Calibrarea. Se calculeaza factorul de calibrare (F,) pentru fotometrui
respectiv (cuva -0,5 cm, filtrul de lumina violetd).

F2= 4/(A3A%

Calculul activitatii enzimatice se efectueazd conform ecuatiei:

f2+ (A,-A2

Valorile normale:

la barbati - 0,63-1,60 mcat/1 la 30°C; 0,90-2,29 mcat/l la 37°C;

la femei - 0,52 -1,47 mcat/1 la 30°C; 0,47-2,10 mcat/l la 37°C.

Experienta 5. ldentificarea mucopolizaharidelor (glicozaminogli-
canilor’) Tn urina.

in urina diurnd a omului sanatos se contin 2,7-7,5 mg de mucopolizaharide
(Tn special condroitinsulfatii A si C). in gargoilism si boala Gunder se observa
cresterea eliminarii mucopolizaharidelorcu urina (mucopolizaharida)-pina
la 30-80 mg/24 ore.

Principiul probei Berri-Spinanger. La interactiunea albastrului de
toluidind cu mucopolizaharidele in mediu acid se obtine o culoare rosie
(metacromazia).

Mod de lucru. Pe o banda de hirtie de filtru la distanta de 1cm cu
micropipeta se aplica 0,005,0,01 si 0,025 ml urind, fisia se usuca la temperatura
camerei dupa care se introduce Tn solutie de albastru de toluidind 0,04%
timp de un minut.

Banda se scoate din solutie si se spala in solutie de acid acetic de 10%.
Dacd concentratia de mucopolizaharide in urina este mai mare de 10 mg/dl,
pe unele pete de urina se obtine o culoare rosie.

La nou-ndscuti pind la virstade 2 saptdmini reactia este negativa. Reactia
pozitivd accentuata este caracteristica pentru gargoilism.

Experienta 6. Determinarea acizilor sialici in serul sanguin dupa
reactia cu reactivul acetat-sulfuric (reactia Gess).

Principiul metodei. Laaddugarea la serul sanguin a acidului tricloracetic
si Tncélzire are loc o hidroliza fina a glicoproteidelor insotitad de scindarea



acizilor siaiici (acidul neuraminic si derivatii lui acetilati), care laincalzire in
prezenta reactivului acetat-sulfuric dau compusi colorati.

Mod de lucru. intr-o eprubetd de centrifuga se introduce 1 ml ser si
agitind atent eprubeta se adauga 1ml solutie de acid tricloracetic de 10%.
Eprubeta se introduce Tn baia de apd Tn clocot exact pe 5 minute. Se agita
pentru a desprinde precipitatul de peretii eprubetei si se centrifugheaza 5
minute la 1000-1200 rotatii/minut.

La 0,4 ml de centrifugat se adauga 5 ml de reactiv acetat-sulfuric si
exact pe 30 minute din nou se introduce Tn baia de apa clocotinda. Apare
o coloratie rosie-violetd sau brun-roza. Lichidul se raceste intr-un curent
de apa de robinet si se colorimetreaza la FEC (filtrul de lumina verde,
cuva de 1cm) fatd de control. Reactivul acetat-sulfuric serveste drept
control.

Calculul se face dupa curba etalon.

Valorile normale. Concentratia acizilor siaiici Tn serul sanguin Tn unitati
“S1” este 620-730 mg/l de acid acetilneuraminic.

Importanta clinico-diagnostica. Acizii siaiici se scindeaza usor din
moleculele glicoproteidelor prin actiunea enzimelor microbiene si celulelor,
care se distrug.

Continutul de acizi siaiici este marit in maladii infectioase, boli insotite
de modificari distructive, cind are loc tulburarea metabolismului tisular
insotit de depolimerizarea si scindarea glicoproteidelor (tuberculoza, in-
farct miocardic, colagenoze, maladii canceroase s.a.). Continutul redus
de acizi siaiici se observa in anemia pernicioasa si alte stari patologice.

Teme pentru autopregatire

I. Tesutul conjunctiv (notiuni generale):

- functiile;

- componenta chimica: compusii proteici si glucidici;

- biosinteza si degradarea colagenului;

- proteoglicanii, biosinteza si degradarea lor;

- patochimia tesutului conjunctiv: colagenozele si inucopolizaharidele
(afectiune de depozitare), perspective de diagnostic si tratament.

Il. Tesutul osos:

- componenta chimicd: compusii organici si minerali;



- particularitatile structurale ale tesutului 0sos;

- formarea osului;

- reglarea mineralizarii: factorii care influenteaz& metabolismul tesutului
osos (vitaminele D, C, parathormonul, calcitonina).

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Tn laborator a fost prezentatd o proteina in scopul identificarii acesteia.
Prin analiza cromatografica s-a stabilit componenta aminoacidica a acesteia:

A) glicina - cca 30%;

B) prolind si hidroxiprolind-25% ;

C) alanina - 10%;

D) tirozind, triptofanul si tioaminoacizii - continut redus.

Concluzie: proteina prezentata este...

2. Laun pacient adult s-au constatat urmatoarele modificari:

A) Tn 24 ore cu urina se excreta 200 mg hidroxiproling;

B) continutul fosfatului in singe este redus;

C) continutul calciului in sTnge este marit;

D) osteoporoza.

Concluzie: asemenea modificdri pot fi intflnite Tn...

3. Clinic la pacient s-au constatat:

A) sclera de culoare albastra;

B) auzul redus;

C) oasele deformate, fragile.

Analiza colagenului din tendoane, ligamente etc. a aratat, cd molecula
acestui colagen este constituitd din trei lanturi polipeptidice identice de tip a.
De ce afectiune sufera pacientul?

4. Clinic la pacient s-au constatat:

A) cataracta;

B) dereglari cardio-puimonare;

C) pierderea auzului;

D) intirzierea in dezvoltarea mintald;

E) cu urina se excreta cantitati considerabile de dermatan- si heparan-
sulfat.

Ce presupuneri pot fi facute referitor la afectiunea de care sufera
pacientul?



5. Clinic la pacient s-au constatat:

A) modificdri scheletice marcate;

B) intirziere mintald absents;

C) Tngrosarea aortei;

D) hepatosplenomegalie moderata;

E) afectarea usoard a auzului;

F) opacitatea intirziatd a corneei;

G) cu urina se excreta cantitati considerabile de keratansulfat.
De ce afectiune suferd pacientul?



RASPUNSURI LA TINTREBARI

CAPITOLUL 1

Structura si functiile proteinelor. Enzimele

TEMA 1

Introducere. Importanta biochimiei pentru medicina.
Aminoacizii. Reactiile de culoare ale aminoacizilor si proteinelor

l.a CH,— CH— COOH
NH,
CH2 mCH -
nh?2
N -CH2 —CH
NH nh?2
-ch 2- CH
J
NH,
CH,- CH-COOH
OH NH,
Hi CHi— CH — COOH

COOH

-COOH

COOH

Alanina (Ala) - acid
a -aminopropionic

Fenilalanina (Phe) - acid
a-amino-
R -fenilpropionic

Histidina (His) - acid
a-amino-
R-imidazolilpropionic

Triptofan (Trp) - acid
a-amino-
B-indolilpropionic

Serina (Ser) - acid
a-amino-
B-hidroxipropionic

Tirozina (Tyr) - acid
p-hidroxifenilalanina



CH,— CH — COOH Cisteina (Cys) - acid a-amino-
| | R-tiopropionic

SH nh2
b)
CH3— CH,— CH — COOH Treonina (Tlir) - acid a-amino-
| | B-hidroxibutiric
OH NH,

CH3— S— CH,— CH,— CH - COOH

Metiona (Met) - acid a-amino-
S-metiltiobutiric
c)
CH— CH,— CH,— CH— COOH Arginina (Arg) - acid a-amino-
| | B-guanidinovalerianic
NH NH2

CH = NH

CH3— CH,— CH— CH— COOH Ilzoleucina (lle) - acid a-amino-
| | R-metilvalerianic
CH, NH2

CH,— CH— CH— COOH Valina(Val) - acid ot-aminoizo-
valerianic
CH3 NH,

CH— CH— CH,— CH — COOH Leucina(Leu) - acid a-aminoizo-
capronic
CH3 NH,



2. a) alanina, valina, leucind, izoleucina, fenilalanina, triptofan, metionina
siprolina

I_I ~COOH
NH

b) serind, treoninad, tirozind, cisteind, asparagind, glutamina si glicocol.
CH2— COOH

Prolina (Pro)

NH, Glicocol (Gly)
HN— C— CH,— CH— COOH

Il " I
o) NH, Asparagind (Asn)

HN— C— CH2— CH,— CH— COOH

@) NH, Glutamina (Gin)
c¢) HOOC — CH,— CH — COOH

|
NH, Acid aspartic (Asp)

HOOC — CH2— CH2— CH — COOH

NH, Acid glutamic (Glu)
CH2— CH2— CH2— CH2— CH— COOH
| ‘ ‘ "o

NH, NH, Lizina (Lys)
3.
H2N—QH— CO —NH—CH—CO —NH—CH-COOH
'H 2 cH. ch.
n r :
NH n SH

Histidil - fenilalanil - cisteina
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Acest tripeptid va da urmatoarele reactii de culoare:

1. Reactia biuretului (prezenta legaturilor peptidice -NH-CO-);
2. Reactia cu ninhidrina (prezenta resturilor de a - aminoacizi);
3. Reactia xantoproteicad (prezenta fenilalaninei);

4. Reactia Fol (prezenta cisteinei).

HN-CH-CO  co.NH- CH-COOH

U

C = NH

NH2

Tirozil - prolil - arginind

Reactiile pozitive de culoare ale acestui tripeptid sunt:

1. Reactia biuretului (indica prezenta legaturilor peptidice);

2. Reactia xantoproteica (indicd prezenta tirozinei);

3. Reactia cu ninhidrina.

4. it N —CN—CO—NH—CH—CO—NH—CcH—CO—NH— CH— COOH

OH

Triptofil - lizil - tirozil - metionind
(Trp - Lys - Tyr - Met)

5. Conform regulilor matematicii, numarul de izomeri va fi: 1x2x3 = 6.
6. Compusul nu este un peptid, deoarece el da reactia biuretica negativa
ceea ce indica absenta legaturilor peptidice. Din cauza ca compusul



reactioneaza cu ninhidrina, formind un complex de culoare albastra - violeta,
el prezintda un a-aminoacid sau 0 amina.

7. Reactia lui Fol indicd prezenta in proteine a aminoacizilor ce contin
sulf legat slab - cisteina si cistina. Insa si alti compusi organici si anorganici
ai sulfului, de exemplu tiolii, prezenti in lichidul biologic dau reactia Fol
pozitiva, deci apare un precipitat negru de sulfura de plumb.

8. Reactia cu ninhidrind este o reactia caracteristica de culoare a a-
aminoacizilor (coloratie albastrda - violetd) si deci reactia pozitiva indica
prezenta aminoacizilor liberi in solutie.

9. Hidroliza completa a proteinei duce la scindarea hidrofilica a tuturor
legaturilor peptidice. De aceea sfirsitul hidrolizei se poate stabili cu ajutorul
reactiei biuretului care Tn acest caz va fi negativa (coloratie albastra), dar nu
pozitiva (coloratie violetd), cain cazul hidrolizei incomplete.

10.

a) HN+— CH— CO— NH— CH— CO— NH — CH — COO0"

| I |
CH 3 CH 2 CH 2

I I
OH SH

Functia alcool din serind nu poseda proprietati acido - bazice, iar functia
tioalcool din cisteina este acid foarte slab si se ionizeaza intr-o masura
neglijabild. Gruparile care determina pH-ul mediului sunt grupérile -NH 3+
si -COO". In apa purd gruparea -NH} doneazd mai multi protoni decit
acceptd ionul -COO' din care cauza solutia apoasa a acestui tripeptid
este slab acida si punctul izoelectric (pl) este situat intr-un mediu slab acid
(pl<7).

b) Lizina, arginina si histidina sunt aminoacizi bazici datorita prezentei
in radicalii lorafunctiei aminice(in lizind), agruparii guanidinice(in arginina)
si a nucleului heterociclic al imidazolului (in histidind). Deci, in tripeptidul
dat predomina gruparile bazice si ladizolvarea lui in apa formeaza o solutie
slab alcalina. Punctul izoelectric (pl) este situat Tntr-un mediu slab alcalin
(pi = 7-10).



H3N—CH—CO —NH —CH—CO -NH — CH— coo"
I I I
(CHT)3 + CH2 (CH2)4

4

NH NH NH3
I

| -

C= NH2 NH

NH 2

¢) HN+— CH— CO— NH— CH- CO— NH— CH— COO
| | |

CH?2 CH, CH,
I I |
CH?2 SH COO
|

{0]0)

Tn acest tripeptid predomina gruparile acide ale aminoacizilor dicarboxilici
(aspartic si glutamic). Solutia apoasa este puternic acida si punctul izoelectric
este situat intr-un mediu puternic acid.

11.  in solutii aminoacizii se afla Tn stare ionizatd (ion amfoter, anion s
cation) care depinde de pH-ul solutiei.

Spre catod vor migra urmatorii aminoacizi: lizina si arginina, deoarece ei
suntaminoacizi diaminomonocarboxilici si n solutie se gasesc sub forma de
cationi:

CH,— CH2— CH,— CH2— CH— CO0O
I+ L
NH, NH3

Spre anod va migra acidul glutamic, deoarece el este un aminoacid

monoaminodicarboxilic si Tn solutie se afla in forma anionica:
-00C— CH,— CH2— CH— COO

Aminoaciziiglicina, alaninasi valina suntaminoacizi monoam inocarboxilici,



si deci, Tn solutie se afld sub form& de ioni amfoteri. Punctul izoelectric al
acestor aminoacizi este cca 6,0 si deci la electroforeza ei nu se deplaseaza
nici spre catod, nici spre anod, ci ramfin la locul de start.

12. Punctul izoelectric al histidinei este pl = 7,58.

N = p— +-C#2 —CH — coo"

.. i+
LI'NH” NH3
LapH=4,0
+
NH ------- r—CH2 — CH — COO' +
I+ + H
NH NH3

NH r—CH2 — CH — COOH
1+
NH NH,

Histidina se afla sub forma de cation si va migra spre catod.
LapH=12,0

NIHE-CH2cHEH cHCYL 0 0" - N_ N-eH3j- cH coo
M D I- +OH-------- » L U NH2
NH NH3 NH

Histidina se afla sub fonnd de anion si va migra spre anod.

13. Tntr-un astfel de tripeptid predomina aminoacizi diaminomono-
carboxilici. Deci, el poseda sarcina electrica pozitiva din care cauza punctul
izoelectric se afla intr-un mediu alcalin:

CH2— (CHi),— cCO0— NU—cH—co— NH— cH— coo0
éH, ¢H).
3 (I 24

I+ NH,

Arg - Ala - Lyz



14.  intr-un astfel de tripeptid predomind aminoacizi monoamino:
dicarboxilici. Deci el poseda sarcina electrica negativa din care cauza punctul
izoelectric se afld Tntr -un mediu acid.

HN+— CH— c0O— NH— CH— c0O— NH— CH — COO-
| | |
CH2 CH2 CH2

I I I

CH?2 SH COO-
I

COO-

Glu - Cys - Asp

TEMA 2
Structura chimica si rolul biologic al proteinelor

1. Factorii determinanti ai structurii tertiare a unei proteine sunt
interactiunile necovalente intre radicali (R), puntile de hidrogen, legaturile
ionice, interactiunile hidrofobe. Resturile de cistienil formeazd legaturi
covalente disulfurice -S-S- care leaga covalent regiuni mai departate ale
lanturilor polipeptidice.

2. a) Metodele de separare si purificare ale proteinelor (salifierea,
precipitarea cu etanol, cromatografia, electroforeza, gel - filtrarea, cristalizarea
etc.) pentru obtinerea proteinei individuale.

b) Hidroliza completad a proteinei obtinute, hidroliza acida, alcalina sau
enzimaticd, si obtinerea hidrolizatului de proteind care prezintd un amestec
de aminoacizi constituenti ai proteinei.

¢) Pentru identificarea aminoacizilor din hidrolizat sunt utilizate reactiile
de culoare ale aminoacizilor, metodele cromatografice (cromatografia de
schimb ionic, cromatografia de repartitie etc.).

3. a) Metoda Sanger
Ri R2



2,4 - Dinitrofluorbenzen

R, R2
[ =\ |
ON —d/I—NH —CH —CO — NH — CH
AN 02

Dinitrofenilproteina
R

0Ol — " n— NH — CH — COOH +Aminoacizi liberi

n 2o

Dinitrofenilaminoacid
Metoda Edman
R,

CBi5— N=C=S + HN— CH— CO— NH— CH--mmmmv

Fenilizotiocianat

R, R2

CeH5— N— C— HN— CH— CO— NH— CH - >

I I

H S
Derivat feniltiohidantonic al proteinei

R2
C6H3— N --------- CcC=S5S I
[ + n2h — CH —
C NH 2
O™ XCH~™ proteinan-I



Derivat feniltiohidantonic al aminoacidului N - terminal.

b)

1. Hidrazinoliza:

Proteind + nH2N-NH, NHN - CH- CO- NH- NH2+ aminoacidul
C-terminal

R

2. Reducere cu LiBH, - aminoacidul C-terminal se transforma in
aminoalcoolul corespunzator.

3. Prin utilizarea carboxipeptidazelor.

c) Hidroliza partiald enzimaticd a proteinei cu ajutorul tripsinei si
chimotripsinei. Se obtin doua seturi de fragmente peptidice.

Separarea fragmentelor peptidice, determinarea compozitiei Tn aminoacizi
si determinarea secventei aminoacizilor prin metoda Edman. Compararea
secventelor aminoacidice ale celor doua seturi de fragmente peptidice si
stabilirea secventei aminoacidice a proteinei.

TEMA 3

Proprietdtile fizico-chimice ale proteinelor. Metodele de
separare, purificare si determinare a proteinelor

1. Moleculele de proteina au dimensiuni ce corespund particulelor coloidale
din care cauza proteinele formeaza solutii coloidale. Prezenta proteinei poate
fi doveditd prin efectuarea reactiilor de culoare specifice pentru proteine si
aminoacizi (reactia biuretului, cu ninhidrina, xantoproteicd s.a.).

2. Intr-un mediu pronuntat acid sau alcalin proteinele au o incarcatura
netd pozitivd sau negativa ceea ce impiedicd agregarea si, deci, precipitarea
moleculelor de proteind din solutie.

NH, + NH, - n NH2
R " + H R~ + OH e »RC
A"COOH N COO! ACOO'

3. Toxinele sunt proteine termolabile de aceea se denatureaza la
prelucrareatermica si si pierd activitatea biologica, inclusiv toxicitatea.

4. in stabilitatea moleculelor de proteina in solutie apoasa intervin doi
factori: apa de hidratare din molecula de proteina si sarcina electricd pe



care o posedad proteina. indepdartarea acestor factori duce la agregarea si
precipitarea proteinei din solutie. Addugarea etanolului la o solutie proteicd
apoasa creste forta de atractie dintre sarcinile de semn opus scdzind astfel
gradul de ionizare al grupelor R ale proteinei.

5. Deoarece solubilitatea minima a proteinei se afla la pH - 9,1 care
corespunde punctului izoelectric pl al proteinei, aceasta valoare a pH - lui
indica ca in proteind predomina aminoacizi diaminomonocarboxilici - lizina,
arginina.

NH3 nh?2
R — NH3 + OH~ R — r*H3 + ho?2
"COOH ACOO

Se prepara un sistem tampon pH-ul caruia corespunde punctului izoelectric
al proteinei. Tn acest sistem tampon se introduce amestecul de proteine.
Proteina cu pl egal cu pH-ul sistemului tampon se va precipita deoarece la
acest pH moleculele de proteina nu au Tncarcatura electrica si deci nu exista
respingere electrostaticd intre moleculele de proteina vecine, care tind sd se
aglomereze si sa se precipite. Celelalte proteine cu valori de pl izoelectric
deasupra sau dedesubtul pH-lui sistemului tampon, rdmin Tn solutie Tntrucit
ele au o sarcina electrica netd de acelasi semn. Acest procedeu de separare
a proteinelor dintr-un amestec de proteine poarta denumirea de precipitare
izoelectrica.

6. a) Hidroliza proteinei prezintd procesul de scindare a legdturilor peptidice
-CO-NH- prin aditionarea elementelor apei. Hidroliza proteinei poate fi
efectuatd prin fierbere cu un exces de acid clorhidric concentrat, prin fierbere
cu solutii concentrate de NaOH sau pe cale enzimatica cu ajutorul pepsinei,
tripsinei etc. in caz de hidroliza dispar nu numai nivelurile superioare de
structura secundard, tertiara si cuaternard ci si structura primara ceea ce
duce la formarea unui amestec de aminoacizi din care este constituita
proteina. Hidroliza proteinelor este un proces ireversibil.

b)  Salifiereaproteinelor este precipitarea proteinelor din solutie cu ajutorul
concentratiilor mari de saruri. Sulfatul de amoniu este preferat pentru salifierea
proteinelor. Unul dintre factorii care intervin Tn salifiere este indepdrtarea
apei de hidratare din molecula proteinei de catre concentratia mare de sare,
ceea ce duce la scaderea solubilitatii acesteia.



Salifierea este un procedeu important pentru separarea amestecurilor de
proteine, deoarece fiecare proteina raspunde diferit la concentratia sarurilor
neutre (de exemplu, album inele se precipita prin adaugare de solutie saturata
de (NH4),S04 iar globulinele - solutie semisaturata de sulfat de amoniu).
Proteinele precipitate prin salifiere Tsi pastreaza conformatia lor nativa si pot
fi dizolvate din nou.

c) Modificarea conformatiei native a unei proteine poartd denumirea de
denaturare, iar agentii care o provoaca sunt agenti denaturanti. in cursul
denaturdrii unei proteine legaturile peptidice nu sunt rupte, deci structura
primard rdmTne intactd, spre deosebire de legaturile slabe necovalente care
determind structurile de ordin superior ale unei proteine - secundara, tertiara,
cuaternara.

Caracteristica cea mai semnificativa a denaturarii este faptul ca proteina
si pierde activitatea sa biologicd specificd. Denaturarea este ireversibild,
Tnsa in unele cazuri molecula denaturata proteica revine spontan la forma
sa nativa, proces numit renaturare. Agentii denaturanti sunt temperaturile
de 60-70 C°. radiatiile, pH -urile extreme, ureea, guanidina eic.

7. a) Solventii organici actioneaza asupra interactiunilor hidrofobe din
conformatia nativd a proteinei. Totusi latemperaturijoase etanolul si acetona
nu poseda actiune denaturanta

b) Acizii si bazele destabilizeaza structura proteinelor actionind asupra
legaturilorelectrostatice si schimbind raporturile de vecinatate intre sarcinile
+ si - de pe suprafata moleculei.

c) Ureea si guanidina formeazd cu proteina numeroase legdturi de
hidrogen dezorganizind astfel structura ei. Tnsa actiunea acestor agenti este
usor reversibild - dupd Tndepdartarea ureei sau a guanidinei legdturile de
hidrogen se reconstituie in cuprinsul moleculei proteice in acelasi numar si in
aceleasi pozitii ca in proteina nativa.

8. Majoritatea proteinelor au punctul izoelectric Tntr-un mediu slab acid,
deoarece n ele predomina grupdrile carboxil libere:

NHj + NH3

R <*-COOQ' + H - » r *"-coo
cocr COOH



Protaminele si histonele sunt proteine bazice cu continut Tnalt de acizi
diaminocarboxilici - lizina si arginina, din aceastd cauza punctul lor izoelectric
se gaseste Tntr-un mediu slab alcalin:

MNH, NH2
r" NH3 +OH"-—mm > +H2
COo0" CcCoo"

9. a) La pH - 4,0 histonele au sarcina neta pozitiva si deci se afla sub
forma cationicad, directia de migrare - spre catod.

b) pH - 9,5 corespunde punctului izoelectric si histonele nu migreaza
spre catod, nici spre anod.

10. Proteinele prezinta coloizi liofili, si deci pot forma geluri. Particulele
coloidale de proteind interactioneaza intre ele si apare o structura reticularad
internd din care cauza viscozitatea solutiei creste. Formarea de gel se observa
la coagularea singelui (formarea retelei de fibrind).

Formarea gelului depinde de: 1. Concentratia solutiei.

2. Temperatura.
3. Concentratia ionilor de hidrogen.
4. Prezenta electrolitilor.

Formarea gelurilor se produce la cresterea concentratiei solutiei, la
scaderea temperaturii, in punctul izoelectric se observa o viteza maxima de
formare a gelului. lonul S04 faciliteaza transformarea solului Tn gel.

11. Xerogelul prezinta gel secat, deci gelul lipsit de lichid. Ca exemplu de
xerogeluri poate servi cauciucul, celuloza, gelatina uscata si alte proteine
(albumina s.a.).

12. Secarea liofild a solutiilor coloidale constd Tn indepdrtarea lichidului
(apei) din solutia coloidal3 si obtinerea xerogelului. Procedeul se efectueaza
n vid. Xerogelurile obtinute se pastreaza un timp mai Tndelungat ceea ce
prezintd importantd practicd in industria de preparare a medicamentelor de
origine proteica.

13. Proteinele globulare Tn solutie pot fi usor separate de substantele cu
masa moleculard mica prin dializa si ultrafiitrare. Pentru aceasta se utilizeaza
o membrand semipermeabild (celofanul sau alte materiale sintetice) care
retine moleculele de proteina si lasa sa treaca moleculele mici solubile, asa
ca glucoza sau sulfatul de amoniu, si moleculele de apa. In dializa indepartarea

nici



substantelor cu masa moleculard mica se efectueaza prin inlocuirea de citeva
ori a fazei apoase exterioare cu apa distilata, iar in ultrafiltrare se utilizeaza
presiunea sau forta centrifuga.

14. Daca se considera ca fiecarei molecule de proteinad i revine un atom
de fier, atunci masa molecularda minima a proteinei se calculeaza din raportul:

034% ..o, 56 _ 56x100
1000 s X x~“034% ~17000Da

15. Daca proteina contine un singur rest de triptofan, atunci masa
moleculard a proteinei se calculeaza din raportul:

0,6% woovvverrrreeenen ---204 204x100
ot 9 X= gy = 34.000Da

16. Alcoolul etilic si iodul fac parte din remediile antiseptice - preparate
care au o actiune puternicd antimicrobiand. Aceste substante prezinta agenti
denaturanti si deci provoaca denaturarea proteinelor bacteriilor din care
cauzd etanolul si iodul posedd actiune bacteriostatica si bactericida.
Antisepticele sunt utilizate in practica chirurgicalad ladezinfectarea mTinilor
chirurgului si cimpului de operatie, Tn tratamentul plagilor, Tn tratamentul bolilor
purulente ale pielii si mucoaselor.

17. Sarurile metalelor grele sunt agenti precipitanti, deci conduc la
sedimentarea proteinelor din solutie.

Proteina denaturatd fixeazad ionii mineralelor grele si antreneaza dupa
sine Tn precipitat ionii metalelor grele. Aceastd circumstantd este folosita in
practica medicald: Tn intoxicatiile cu sdruri ale metalelor grele, de exemplu,
cu substrat coroziv. Bolnavului ise administreaza in calitate de antidot mari
cantitdti de albug de ou sau lapte. Proteinele formeaz& Tn stomac cu sarurile
metalelor grele precipitate insolubile, astfel fiind curmata absorbtia ionilor
toxici de metal.



TEMA 4

Natura chimica si structura enzimelor. Mecanismul actiunii
enzimatice. Clasificarea enzimelor. Vitaminele Tn calitate
de coenzime

1.7n experiente este utilizatd amilaza salivard care scindeaza amidonul
pecalehidrolitica.

Toate enzimele sunt de natura proteicd. Natura proteicd a amilazei este
doveditd prin faptul ca daca asupra amilazei actiondm cu o enzima proteolitica,
de exemplu cu pepsina, atunci se produce hidroliza amilazei si enzima Tsi
pierde capacitatea de a scinda amidonul.

Atit amilaza cit si acidul sulfuric (catalizator nebiologic) pot scinda
amidonul. Diferenta de actiune consta in aceea ca amilaza hidrolizeaza
amidonul Tn conditii blinde (t = 37C°), pe cind acidul sulfuric scindeaza
amidonul la fierbere.

2.7n organismele animale vitaminele nu reprezinta materiale structurale
de felul proteinelor, glucidelor, lipidelor si nu au valoare energetica, dar
Tndeplinesc roluri functionale importante. Majoritatea vitaminelor sunt
constituenti coenzimatici, participind la multiple si variate reactii metabolice.
Carenta de vitamine in ratia alimentard duce la stari patologice specifice
numite liipo- si avitaminoze.

De exemplu, vitamina B, (tiamina) din alimente este supusa fosforilarii
cu ATP in celulele diverselor organe si tesuturi cu formare de coenzima
tiaminpirofosfat care participa Tn reactia de decarboxilare oxidativa a
a-cetoacizilor(piruvat, a-cetoglutarat) si in reactia de transcetolare. Deci,
in carenta de vitamind B! in organism se acumuleazd acidul piruvic ceea
ce atrage o serie de manifestdri patologice: crampe musculare, fenomene
toxice pentru sistemul nervos, modificdri cardiace, iritabilitate, edeme
etc.

3. Exista doua coenzime BI12metilcobalamina si 5'-dezoxiade-
nozilcobalamina.

Metilcobalamina functioneaza ca transportor al grupei metil de la N-
metiltetra-hidrofolat la homocisteind care prin metilare se transforma in
metionina.



SH CHs3
ICH — H4 folat -> H4 folat |

CH2 » S
Homocisteinmetiltransferaza
CH2 CH2
CH-nh2 ch2
| ¢ |
COOH CH — NH,
|
COOH
Hornocisteina Metionina

Dezoxiadenozilcobalamina participd Tn reactia de transformare a L-metil-
malonil-CoA Tinsuccinil-CoA:

CHS3 COOH
H— C— COOH----m- » CH,
Mutaza
cC=0 CH2
| |
S— CoA cC=0
|
S— CoA
Metilmalonil-CoA Succinil-CoA

4. Centrul activ al enzimei nu poate fi separat, deoarece in centrele
active ale enzimelor s-au evidentiat grupari chimice de tip carboxil, amino,
hidroxil si tio care apartin resturilor de aminoacizi situati Tn diferite pozitii in
lantul polipeptidic al proteinei - enzima. Astfel, in centrul activ al chimotripsinei
s-au identificat gruparea OH a serinei din pozitia 195, gruparea carboxil a
acidului aspartic din pozitia 102 si nucleul imidazolic al histidinei din pozitia
57. Ele sunt apropiate in spatiu ca urmare a conformatiei spatiale a
chimotripsinei.

5.Centrul activ al enzimelor de natura exclusiv proteica este constituit in
Tntregime din proteine si include urmatorii aminoacizi Tmpreuna cu gruparile
lor functionale: serina, cisteina, histidina, tirozina, lizina s.a. Tn situsul activ al



enzimelor de naturd heteroproteicd constituite din doua componente,
coenzima si apoenzima, se gasesc atit resturile de aminoacizi, cit si coenzima.

6. Unele enzime in afara de centrul activ, care Tndeplineste rol catalitic si
de fixare a substratului, mai contin si alt centru spatial, numit centru alosteric la
care se fixeaza nu substratul, ci alti compusi, denumiti modulatori alosterici.
Modulatorii schimbd activitatea enzimei Tn directia cresterii activitatii (activatori
alosterici). Astfel de enzime poartda denumirea de enzime alosterice, iar reglarea
activitdtii lor - reglare alostericd. S-a stabilit ca produsul final al unei cai
metobolice de biosinteza este inhibitorul alosteric al enzimei care catalizeaza
primadin sirul reactiilor implicate Tn biosinteza. Acesttip de inhibitie se numeste
inhibitie prin produs final, inhibitie de tip feedback sau retroinhibitie.

7. Toate trei enzime fac parte din clasa hidrolazelor care catalizeaza
reactii de tipul: R-R* + HOH = R-H + R*-OH. a-amilaza (EC 3.2.1.1))
face parte din subclasa hidrolazelor care actioneaza asupra compusilor
glucozidici (hidrolaze glicozidice).

Pepsina (EC 3.4.4.1.) face parte din subclasa hidrolazelor care actioneaza
asupra legaturilor peptidice ( hidrolaze peptidice).

Lipaza (EC 3.1.1.3.) face parte din subclasa hidrolazelor care actioneaza
asupra esterilorcarboxilici si hidrolizeazatriacilglicerolii.

8. 1. Oxidoreductaze.

. Transferaze.
. Hidrolaze.
Liaze.

. lzomeraze.
. Ligaze.

o U~ WN R

TEMA 5

Influenta factorilor de mediu asupra activitatii enzimatice.
Determinarea activitatii enzimatice. Efectorii enzimatici

1. Specificitatea de substrat a enzimelor de naturd heteroproteicd
depinde de apoenzima, deoarece un numar relativ restrins de cofactori, in
special coenzimele Tn asociere cu diferite apoenzime, dau nastere unui
numar foarte mare de heteroenzime, exista citeva sute de dehidrogenaze
a caror coenzima este nicotinamidadenindinucleotidul (NAD+; pirido-
xalfosfatul joaca rol de coenzima Tn reactiile de transaminare a aminoacizilor,



in reactiile de decarboxilare a aminoacizilor, participd la procesul de
transsulfurare, este parte integrald a glicogenfosforilazei.

2. Determinarea izoenzimelor lactatdehidrogenazei (LDH) Tn serul sanguin
prezintd valoare diagnostica specifica. Astfel, cresterile de LDH, si LDH,
cu LDH, mai mare decit LDH2sunt specifice pentru infarctul miocardic
(miocardul este organ cu fosforilare oxidativa intensa), iarcresterile de LDH,
si LDH, cu LDH, mai mare ca LDH, sunt caracteristice pentru anemia
megaloblastca. anemia pernicioasa, stari hemolitice. LDHSeste crescut in
necroza hepatica si uneori in procesele neoplazice.

Izoenzima fosfatazei acide tartrico-sensibild creste in carcinomul de
prostatd metastazat.

In infarctul miocardic paralel cu cresterea creatinfosfokinazei (CPK) se
produc cresteri ale izoenzimei CPK/MB (forma MB fiind de provenientd
strict miocardicd). Investigarea izoenzimelor fosfatazei alcaline (hepatobiliara,
osoasa si intestinald) permite localizarea leziunii care determina cresterea.
Astfel, fosfataza alcalind osoasa are valori ridicate Tn rahitism, boala
Paget, hiperparatiroidism, osteosarcoame, metastaze osteoblastice. Fosfotaza
alcalind hepatobiliara creste Tn colectaza intra- si extrahepatica.

3. Exista mai multe modalitdti de activare a enzimelor:

a) Activarea prin ioni. Unii ioni metalici (Mg2+, Mn2+ Zn2+, C02*) si unii
anioni (CI") actioneaza drept activatori specifici pentru anumite enzime;

b) Activarea prin transformarea proenzimei in enzimé, spre exemplu,
enterodicinaza, Tindepdrteaza din tripsinogen (proenzimad inactivad) un
hexapeptid terminal si il transforma in tripsina (enzima activa);

c) Activare prin interventie asupra subunitdtilor enzimatice. Protein-
kinazele sunt constituite din doud tipuri de subunitati: R-reglatoare si C-
catalitice. AMP-c se combina cu subunitdtile reglatoare si le detaseaza de
subunitatile catalitice a caror centre active devin astfel accesibile substratelor

RX2 + AMPc = R,(AMPc)4 +2C
enzima inactiva enzima activa
d) Activare alosterica. Spre exemplu, fosfofructokinaza - enzima glicolitica
care catalizeaza reactia fructozo-6-fosfat fructozo-l,6-difosfat este o

enzima alosterica activatd de ADP si inhibatda de ATP;

e) Activarea enzimelor prin procesele de fosforilare-defosforilare. Unele
enzime sunt active in forma fosforilata (de exemplu, glicogenfosforilaza),
altele in formd defosforilatd (de exemplu, glicogensintetaza).



Inhibitia enzimelor

Inhibitiaenzimelor poate fi reversibila si ireversibild. in inhibitia ireversibila
legdtura enzima - inhibitor este covalenta, iar in cea reversibila este slaba.

Inhibitia reversibild este de citeva tipuri:

a) Inhibitia competitiva. in acest caz inhibitorul este analogul structural si
se afla in competitie pentru centrul activ al enzimei. Reactiile sunt
urmatoarele:

ES-~> E+P
S+/
E
\+1
El

b) Inhibitia necompetitiva. in acestcaz inhibitorul, structura caruia difera
de regula destul de mult de structura substratului, se leaga Tn alt loc decit
centrul activ al enzimei. Inhibitorul se combina nu numai cu enzima, formind
complexul El, ci si cu ES;

¢) Inhibitie alostericd. Spre exemplu, in calea de biosinteza a colesterolului
enzima alosterica B -hidroxi-B-metilglutaril - CoA - reductaza este inhibata
de produsul final al acestei cai - colesterolul.

d) Inhibitie prin exces de substrat. in afard de complexul activ ES se
poate forma si un complex cuprinzind mai multe substrate - ESS, care este
inactiv sau foarte putin activ.

e) Inhibitie prin produsi de reactie. Daca produsul de reactie enzimatica
se acumuleaza, el tinde sa-si frineze propria-i formare. Astfel, glucoza este
inhibitorul glucozo - 6 - fosfatazei care catalizeaza reactia:

glucozo - 6- fosfat + H,0 glucoza + H3PO4

4, a) Influenta temperaturii asupra activitatii enzimatice s-a demonstrat
astfel: la temperatura optima (38°C) amilaza salivard scindeaza amidonul
(produsele de hidroliza a amidonului nu dau reactie de culoare pozitiva cu
iodul), pe cind saliva fiarta (s-a produs denaturarea amilazei) nu scindeaza
amidonul si reactia cu iodul este pozitivd, deci apare culoare albastra.

Influenta pH-lui asupra activitatii amilazei salivare s-a demonstrat prin
urmatoarea experienta: se prepard un sir de solutii tampon cu diverse valori
ale pH-ului care include si pH-ul optim (6,8) al amilazei salivare. La solutiile
tampon se adauga saliva ce contine amilaza si substratul ei - amidonul.



Dupd addugarea iodului se noteazd eprubeta unde a avut loc cea mai eficienta
scindare a amidonului (cea mai deschisa culoare). pH-ul acestei eprubete
corespunde pH-lui optim al amilazei.

b) Specificitatea de actiune a am ilazei se datoreaza faptului ca ea actioneaza
asupraamidonului ( produsii lui de hidroliza - maltoza si glucoza - dau reactia
Haines pozitivd), si nu actioneaza asupra zaharozei care d& reactia Haines
negativa - coloratie albastra.

¢) Inhibitia competitiva s-a demonstrat prin actiunea acidului malonic asupra
activitatii succinatdehidrogenazei care catalizeaza reactia de oxidare a
succinatului in funiarat. Malonatul este inhibitorul competitiv al succinat-
dehidrogenazei. Proba de experienta include succinatdehidrogenaza, succinatul,
acceptorul de hidrogen (2,6- diclorfenol-indofenol) si are loc decolorarea solutiei.
Pe cind in proba, in care pe lingd reactivii sus-nuiniti se adaugd si malonat,
lichidul nu se decoloreazd, deoarece oxidarea succinatului nu are loc din cauza
inhibitiei succinatdehidrogenazei de catre malonat.

5. O metoda curentd de fractionare a proteinelor este cromatografia de
afinitate. Dacd o proteind este susceptibild sa se combine specific cu un
anumit compus, acesta se fixeaza prin covalenta pe un suport pulverulent
inert si se umple cu el o coloana de cromatografie. Aplicind pe coloana
astfel pregatita amestecul proteic, va fi retinutd numai proteina care se
combina specific cu compusul. Separarea din amestec a proteinei se face
cu un eluart potrivit.

6.1n patologie mai des se observa cresterea activitatii enzimelor Tn serul
sanguin, decit scaderea activitdtii enzimelor plasmatice nefunctionale.
Cresterea se explica fie prin modificari de permiabilitate ale membranelor
celulare, fie prin disfunctii masive ale celulelor producatoare (de exemplu,
ale celulelor hepatice In hepatite si ciroze, a celor din muschiul cardiac in
infarctul de miocard etc.). De aceea dozarea activitatii lor in ser este extrem
de utila medicilor in precizarea diagnosticului si in urmarirea evolutiei bolii.
De exemplu, dupa infarctul de miocard creste activitatea serica a
creatinfosfokinazei (CPK), aspartataminotransferazei (AST) si lactatde-
hidrogenezei (LDH). Cea mai rapida crestere se semnaleaza in cazul CPK,
cea mai lentd la LDH.

7. Pancreatina contine urmatoarele enzime: lipaza, fosfolipaza, coleste-
rolesteraza, amilaza, tripsina, chimotripsina, elastaza, carboxipeptidaza.



CAPITOLUL 11
Nucleotidelc. Structura si biosinteza acizilor nucleici.
Sinteza proteinelor si reglarea ei. Biosinteza anticorpilor
TEMA 6

Nucleotidelc si structura covalenta a acizilor nucleici

OH Bara purinica sau
pirimidinica

Nucleotidul dat prezinta un ribonucleotid, deoarece componentul glucidic
este riboza. in dezoxiribonucleotide gruparea OH din pozitia 2 este
subsituitd cu H.

2. NH2

CH2-0.

AMQ’HcicIic sau 315 - AMP ciclic



dGMP sau dezoxiguanilat

OH TMP sau acidul dezoxitimidilic

Adenozina



UMP sau acidul uridilic
OH

OH

CMP sau acidul citidilic

OH OH

|
CH2 0 —jp— O—?.-O H

0 0

GDP sau guanozindifosfat
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12. Structura NAD +- ului

a) sunt legate prin 2
resturi de fosfat Tn NAD,
comparativ cu 1din cele
din acizii nucleici.

b) Legatura este 5’- 5’
in NAD si 3' - 5" n acizii
nucleici.

¢) Contine o vitamina
(PP) iIn NAD si 2 baze
azotate n acizii nucleici.

13. Tn structura acizilor nucleici exista urmatoarele tipuri de legaturi:

1) legaturile B-N-glicozidice dintre bazele azotate si pentoze cu formare
de nucleozide;

2) legaturile esterice dintre nucleozide si acidul fosforic cu formare de
nucleotide;

3) legéaturile 3 ,5 -fosfodiesterice dintre nucleotide cu formare de
polinucleotide;

4) interactiunile hidrofobe intre bazele azotate aranjate una peste alta la
o distantd de 0,34 nm Tn molecula de ADN;

5) legaturile de hidrogen dintre bazele azotate ale celor doud lanturi de
ADN; doudintre adenind si timina si trei Tntre guanina si citozina. Legaturile
de hidrogen apar si In ADN insad in el se face Tmperecherea adenind-uracil.

14. Combinatia datd prezintd nucleozidul uridina.

15. a) Cele doua lanturi polinucleotidice de ADN sunt antiparalele.

b) Adenina se imperecheaza cu timina, iar guanina - cu citozina.

c) Bazele purinice si pirimidinice se afld la interiorul helixului, iar
dezoxiribozele, legate prin puntile fosfodiesterice Tn exteriorul duplexului de
ADN.

d) Pasul helixului este de 3,4 nm si pe aceasta distanta se afld 10 nucle-
otide, deci 10 perechi de baze (0,34 nm la o baza).



e) Lanturile polinucleotidice ale duplexului de ADN sunt complementare,
Tnsa ele nu sunt identice nici prin secventa bazelor, nici prin compozitia
nucleotidica.

16. Un micron este egal cu 1000 nm. Deoarece o baza ocupad o distanta
egald cu 0,34 nm, reiese ca un micron include cca 3 000 nucleotide (103.0,34).

17. Deoarece compozitia nucleotidicd a ADN-lui bacteriofagului M Bnu
se supune legitatii lui Chargaff(cota molara a adeninei nu este egald cu cota
molard a timinei si cota molard a guaninei nu este egald cu cota molard a
citozinei), reiese ca acest ADN nu este bicatenar, ci monocatenar.

18. Tntrucit masa moleculard a fiecarei perechi de nucleotide este egala
aproximativ cu 650 daltoni, intr-un milion de daltoni se vor contine circa
1540 perechi de nucleotide (106:650).

19. Daca admitem cd ambii ADN sunt bicatenari, atunci un ADN contine
32% adenina, 32% timina, 18% citozind si 18% guanina, iar celalalt—7%
adenind, 17% timind, 33% citozina si 33% guanind. ADN-ul care contine
33% G si 33% C apartine bacteriei termofile Tntrucit acest ADN este mai
stabil la incalzire. Perechile G-C poseda trei legaturi de hidrogen din care
cauza sunt mai stabile decit perechile A-T legate numai prin doua legaturi
de hidrogen.

TEMA 7

Genele: reparatia, mutatiile si clonarea. Replicarea (biosinteza
acizilor dezoxiribonucleici)

1. in procesul de replicare a ADN-ului participa:

a. Catena lider.

Precursorii: dATP, dGTP, dCTP, TTP, ATP, GTP, CTP, UTP.

Enzimele: ADN-giraza, helicaza, proteinele ce se fixeaza la ADN, ADN-
polimeraza 111, I, pirofosfataza, primaza, ADN-ligaza.

Cofactorii: Zn2t, Mg2+

b. Catena intirziata.

Precursorii: ATP, GTP, CTP, UTP, dATP, dGTP, dCTP, TTP.

Enzimele: ADN-giraza, helicaza, proteinele ce se fixeazd la ADN,
primaza, ADN-polimeraza Ill, ADN-polimeraza |, ADN-ligaza, pirofosfataza.

Cofactorii: Zn2t, Mg2+, NAD*.

2. Reiesind din principiul Tmperecherii complementare, compozitia



nucleotidicd a lantului de ADN sintetizat va fi : A = 32,8% . T = 24,6%,
G = 18,5%, C = 24,1%.

3. Compozitia nucleotidica a ADN-ului fagului ¢0174 constituitdin inelele
(+) $*(-) se prezinta astfel:

G=241 -5 18,5 =21,3%

C=—5—4:11-213%
2

A=246+328_297%

2
t _32'8+24,6_2 %
2
4. a) Factorii ce asigura exactitatea replicarii ADN-ului sunt:
1 .Fidelitatea Tmperecherii Watson - Crick Tntre catena parentala si caten

fiica (nou sintetizata);

2. Corectia erorilor cu ajutorul activitdtii 3’-exonucleazice si de corectie
a ADN -polimerazei Isi HI. Daca se produce insertia unui nucleotid incorect,
atunci ADN - polimeraza depisteazd, Tndeparteaza nucleotidul incorect si
include nucleotidul corect.

b) Da, lantul intirziat se sintetizeaza cu aceiasi exactitate ca si lantul
conducator.

TEMA 8
Transcriptia. Sinteza anticorpilor

1 ARN-polimeraza ADN-dependenia participa la biosinteza ARN-ului
pe matritd de ADN (transcriere) si necesitd prezenta ADN matrita a celor
patru ribonucleozidtrifosfati (ATP, GTP, CTP, UTP), ionilor de magneziu.

ARN - polimeraza contine zinc si construieste o catend de ARN
complementara cu catena ADN-sens pentru o anumita gend in directia
5 >3

Polinucleozidfosforilaza participa la sinteza polimerilor similari acizilor
ribonucleici cu secventda nucleotidica nespecifica. Enzima nu necesita



prezenta matritei, ci a celor patru ribonucleoziddifosfati (ADP, GDP, CDP,
UDP) sau numai a unuia din ei, si prezenta ionilor de magneziu. Compozitia
nucleotidicd a polimerului rezultat depinde de raportul ribonucleoziddifbsfatilor
din mediu. Rolul polinucleotidfosforilazei constda mai degraba in degradarea
ARN-ului, decftin sinteza ARN-lui.

ADN ADN ARN
monocatenar bicatenar

(+) (+) ()

A - 21% A -21% T -21% A-21%
G- 29% G -29% C- 29% G- 29%

T 21% — -——- » T 21% A-21% - »U - 21%
C- 29% C- 29% G- 29% C- 29%

3. Sanger si colaboratorii au comparat secventa nucleotidicd a

cromozomului hx 174 cu secventa aminoacizilor celor 9 proteine codificate
de genele & x 174 si s-a observat ca In ADN-ul bacteriofagului ¢ x 174
exista gene suprapuse sau gene in interiorul altor gene care compenseaza
complet insuficienta de nucleotide in ADN-ul ¢ x 174 pentru codificarea
tuturor aminoacizilor ce se contin Tn cele 9 proteine.

TEMA 9

Sinteza proteinelor si reglarea ei

1. Daca proteina medie este constituitd aproximativ din 330 resturi de
aminoacizi, atunci gena care codifica aceasta proteina include cca 10*
perechi de nucleotide, Tntrucit fiecare aminoacid este codificat de un trip-
let de nucleotide. ADN setului haploid al cromozomilor celulei umane poate
deci codifica

2,3x109
----- i = 2,3 milioane de proteine.

103
insa o parte de ADN nu intrda in compozitia genelor structurale, ci
formeaza intronii si genele reglatoare din care cauzd numarul de proteine
este cu mult mai mic de 2,3 milioane si prin evaluare aproximativa este
egalad cu 50 - 200 de mii de diferite proteine.
2. Exista doua tipuri de ARN( specifice pentru metionina - ARNtVEI
ARN, hM .



Ambele tipuri de ARN(pot lega metionina Tn reactia de activare, insa
metionina fixeaza gruparea formil si devine aminoacid de initiere numai in
compozitia metionil - ARNQ Mt Celdlalt tip de ARN(- metionil - ARN"6-
este utilizat pentru insertia metioninei in portiunile interne ale lantului
polipeptidic.
3. Deoarece acelasi aminoacid poate fi codificat de mai multi codoni
(codul genetic este degenerat), nu se poate stabili secventa nucleotidica a
unicului ARNmcare codifica aceasta proteind, folosind tabelul codului ge-
netic.
4. Masa medie a unei perechi de nucleotide este egala cu 650, perechea
de nucleotide in duplexul de ADN ocupa o distantd egald cu 0,34 nm.
a) ARN((90 nucleotide);
90 x 0,34 =30,6 nm
90x650= 58,500 daltoni

b) Ribonucleaza (124 resturi de aminoacizi)
124 x 3 X0,34 = 126,48 nm
124x3x650= 241,800 daltoni

c) Miozina ( 1800 resturi de aminoacizi)
1800 X3 X0,34 = 1836 nm
1800 X3 X650 = 3510000 daltoni

5. ARN UGU GUG UGU GUG

polipeptid Ala- Val - Ala- Val-

Nu se sintetizeaza polipeptidul Cys- Val - Cys - Val - (codonul UGU
specifica includerea cistcinei Tn polipeptid) intrucit in sistemul de sintezd a
fost utilizat Ala - ARNtobtinut din ARN,-Cys. Cu alte cuvinte caracterul
interactiunii aminoacil - ARNfcu ARNmeste determinat de natura ARN( si
nu de aminoacidul fixat la ARN((codonul ARNmrecunoaste codonul ARN,,
dar nu aminoacidul).

6. a. Activarea aminoacizilor.

Pentru activarea fiecdarui aminoacid se cheltuiesc doua legaturi
macroergice ale ATP-lui: 146 x 2 = 292 legaturi

b. Elongarea lantului polipeptidic.

Formarea unei legaturi peptidice necesita hidroliza a doua molecule de
GTP la GDP (doud legaturi macroergice ) - 145 x 2 = 290 legaturi.

¢c. Formarea complexului de initiere 70 S.



Acestproces necesita energie rezultata din hidroliza unui GTP (o legaturd).
in total: 292 + 290 + 1= 583 legaturi macroergice.

7.1) UUA AUG UAU 7) UUA AUG UAC
2) UUG AUG UAU 8) UUG AUG UAC
3) CUU AUG UAU 9) CUU AUG UAC
4) CUC AUG UAU 10) CUC AUG UAC
5) CUA AUG UAU 11)CUAAUG UAC
6) CUG AUG UAU 12) CUG AUG UAC

8. Gena structurald care codificd aceastd enzima este constituita din 192
X3 =576 perechi de nucleotide. Restul perechilor de nucleotide ale genei
apartin intronilor (fragmente noninformationale ale genei) sau genei reglatoare
si genei operatoare.

9. a) GGU CAG UCG CUC CuUG AUU

Gly - Gin - Ser- Leu- Leu- lle
b) UUG GAU GCG CCA UAA UUU GCU
Leu - Asp - Ala- Pro - stop
c) AUG GAC GAA
Met - Asp - Glu — eucariote
FormilMet - Asp - Glu — procariote

10.1.Leu —Phe 2. lle — Leu
UUA UUU AUU CUU
UuG uUucC AUC CUC
cuu AUA CUA
cucC
Substitutia Leu <--—-->Phe Substitutia lle <----> Leu
e posibila e posibild
3. Ala- Thr 4. Pro — Ser
GCU AcCU CCU uUcu
GCC AcCC CCC UcCcC
GCA ACA CCA UCA
GCG ACG CCG UCG
Substitutia Ala - Thr Substitutia Pro - Ser
e posibila. e posibila.
5. Lys- Ala 6. His - Glu

AAG GCC CAU GAA



AAG GCC CAC GAG

GCA

GCG

Substitutia Lys - Ala Substitutia His - Glu
nu e posibila. nu e posibila.

1 .a) (5’) ATC GTC GAC GAT GAT CAT CGG CTA CTC GA (3)

Directia 3 ->5'TAG CAG CTG CTA CTA GTA GCC GAT GAG CT

Directia 5 -»3'TCG AGT AGC CGA TGA TCA TCG TCG ACG AT

b) Directia 3'—5'AGC UCA UCG GCU ACU AGU AGC AGC
UGC UA

Directia 5' ->3'AUC GUC GAC GAU GAU CAU CGG CUA cuUC
GA

c) lle- Vval - Asp - Asp - Asp - His- Arg-Leu - Leu.

12. Lungimea proteinei (a - spirald liniarad) va fi: 150 x 0, 15 nm = 22,5
nm, unde 0,15 nm este distanta ocupata de un rest de aminoacid in a - helix.

Lungimea genei ce codifica aceastd proteina va fi : 150 x 3 x 0,34 = 153 nm.

13. In timpul translatiei, Tn lantul polipeptidic se incorporeaza direct
urmatorii aminoacizi: asparagina si p - hidroxifenilalanina (tirozina), Tntrucit
acesti doi aminoacizi poseda cod genetic. 4-Hidroxiprolina si fosfoserina
apar in lantul polipeptidic Tn urma modificarilor de posttraducere, ca urmare
se include prolina care sufera hidroxilare cu formare de 4-hidroxiprolind, iar
fosfoserina apare in urma fosforildrii serinei.
14a) AUU AAU UAA UUA

lle - Asn - stop
by AUA UAU AUA UAU
lle - Tyr - lle - Tyr

c) UAU UAU UAU UAU
Tyr - Tyr - Tyr - Tyr

d) AUA - AUA - AUA - AUA
lle - lle - 1le - e

e) UAU AUA UAU AUA
Tyr - lle - Tyr - lle



CAPITOLUL Il

Metabolismul general. Bioenergetica. Oxidarca biologica.
Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

TEMA 11

Notiuni generale despre metabolism. Caile generale de
scindare ale proteinelor, glucidelor si lipidelor. Notiuni de
bioenergetica. Oxidarea piruvatului si ciclul Krebs
1. Sediul ciclului Krebs mitocondrial.
Enzima Reactia Tipul de reactie

Citratsintetaza Acetil-CoA+Oxaloacetat + H,0 < = > Condensare
Citrat + HS-CoA

Aconitaza Citrat <= > cis - Aconitat< => «  Dehidratare si
Izocitrat hidratare

\) Izocitratdehid- Izocitrat + NAD' <=> a-cetoglutarat Decarboxilare
rogenaza + NADH + H CO, sioxidare

Complexul a-Cetoglutarat + NAD *+HS-CoA<=> Decarboxilare

a-cetoglutarat- Succinil-CoA +C02+ NADH + H si oxidare
dehidrogenaza

Succinil-CoA- Succinil - CoA + Pi +GDP <=> Fosforilare la
sintetaza Succinat + GTP + HS-CoA nivel de
substrat
Succinat- Succinat+FAD <=> Oxidare
dehidrogenaza Fumarat + FADH,
Fumaraza Fumarat + 11,0 <=> Malat Hidratare
Malatdehidro- Malat + NAD+<=> Oxaloacetat + Oxidare
genaza + NADH + H+

2. CH3CO-COOH + HS-CoA +NAD'->CH3CO0O-S-CoA + CO: +NADH+H*
Piruvat Acetil-CoA
Piruvatul se supune decarboxilarii oxidative. Procesul este catalizat de
complexul piruvatdehidrogenaza. Complexul este constituit din 3enzime si 5
cofactori: piruvatdehidrogenaza (decarboxilantd), dihidrolipoiltransacetilaza,
dihidrolipoildehidrogenaza, Tn afara de cofactorii stoichiometrici HS-CoA si



NAD+la reactie mai participa cofactorii tiaminpirofosfat (TTP), lipoamida
si FAD".
a) In componenta HS-CoA intrad acidul pantotenic:
CH, OH O H
r I I I
HO- CH-C- CH-C-N-CH,- CH,-COOH
I I
CH, H
Acidul pantotenic R-alanina

b) Vitamina PP este constituentul NAD +ului

-co—nh?2

Nicotinamida
c) Tiaminpirofosfatul este forma coenzimaticd a vitaminei B, (tiaminei).

NH2
N' -CH2N + -ch3 CI? 0
Il
H: -CH2—CH20- P-O-P-OH
N | |
OH  OH

d) in componenta FAD-ului intra vitamina B,( riboflavina ).

OH OH bH
H2—(:,LH—JCH—ICH—CH20H

Hec .4 g L

e) Acidul lipoic se leaga covalent cu restul de lizina din dihidroli-
poiltransacetilaza.



s— s

3. Ciclul acizilor tricarboxilici functioneazd numai in conditii aerobe,
deoarece desfdsurarea lui normald necesita NAD+si FAD+ Acesti trans-
portatori de electroni regenereaza latransferul electronilorNADH si FADH,
la O, pe calea lantului respirator, care este cuplat cu formarea concomitenta
de ATP (fosforilare oxidativa).

4. ATP+ H,0 <=> ADP + Pi

AG° = - 7,3 kcal /mol, unde AG°® este energia liberd standard de hidroliza
a ATP-ului.

Fiecare moleculd de ATP este hidrolizata si din nou regenerata de 2,5 mii
de ori in 24 de ore, deci durata vietii moleculei de AP este mai putin de un
minut.

5.1n 24 ore omul consuma cca 600 | (~27 moli) de oxigen. Majoritatea
covirsitoare a oxigenului (-90%) se reduce pina la apa cu participarea
lantului respirator. Daca se considera ca Tn mitocondrii se reduc 25 moli
de oxigen (50 moli de oxigen atomar), iar citul P/O = 2,5, atunci in
mitocondriile organismului se sintetizeaza zilnic 50 x 2,5 =125 moli de
ATP, adicd cca 62 kg de ATP. Fireste aceeasi cantitate de ATP este
hidrolizatd zilnic: aceasta cantitate nu caracterizeazd masa totald de ATP
din organism, ci viteza ciclului ATP-ADP.

6. Ciclul Krebs este o cale amfibolicd care functioneazd nu numai in
catabolism (oxidarea acetil-CoA ce provine din degradarea aminoacizilor,
acizilor grasi si glucidelor), ci si in generarea de precursori ori pentru cdile
anabolice. Intermediarii ciclului Krebs servesc ca precursori ai aminoacizilor:
oxalilacetatul este convertit in aspartat, iara-cetoglutarat - in glutamat. Citratul
poate fi indepartat din ciclu pentru a servi ca precursor al acetil-CoA
extramitocondriale pentru sinteza de acizi grasi in reactia catalizata de ATP-
citratliaza. Succinil-CoA poate fi Tndepartata din ciclu pentru biosinteza
hemului. Viteza de functionare a ciclului Krebs este bine racordatd la
necesitatea celulelor in ATP.



1. Un punct important de reglare a ciclului Krebs este formarea ireversibild
a acetil-CoA din piruvat. Activitatea complexului piruvatdchidrogenaza este
controlata:

a) prin inhibitie de catre produsii de reactie - CH3CO-SCoA, NADH;

b) dupa principiul de retroinhibitie - ATP inhibd complexul piruvatdehi-
drogenazic;

c) prin modificarea covalenta a complexului dchidrogenazic fosforilarea
determina diminuarea activitatii lui, iar defosforilarea - cresterea activitatii
(kinaza (K) si fosfataza (F)).

2. O reactie importantad de reglare a ciclului este sinteza citratului din
oxalilacetat si acetil-CoA. ATP-ul este inhibitorul alosteric al citratsintezei.

3. Alta reactie aflatd sub reglaj este reactia catalizatd de izocitratdehidro-
genaza care necesitd ADP ca modulator alosteric stimulator, dar care este
inhibatd de ATP sau NADH.

4. A treia reactie reglatoare a ciclului Krebs este reactia catalizata de
complexul a - cetoglutarat dehidrogenazad, inhibat de produsii de reactie,
deci de NADH si succinil-CoA.

7. Nu este posibild, deoarece reactia de decarboxilare a piruvatului
este ireversivila. Compusii intermediari ai ciclului acizilor tricarboxilici sunt
folositi ca precursori Tn procesele de biosintezd. Oxaloacetatul serveste ca
precursor Tn sinteza aspartatului si Tn procesul de gluconeogeneza.Compusii
intermediari utilizati sunt refumizati prin reactii anaplerotice dintre care
cea mai importanta este carboxilarea piruvatului la oxalilacetat pe contul
ATP-ului.

CH,- C- COOH + C02+ ATP -> HOOC-CH2C-COOH + ADP+Pi
piruvat
O carboxilaza )

8. Trecerea ATP si ADP prin membrana internd mitocondriala este un
proces cuplat: ADP patrunde Tn matricea mitocondrialda numai cu conditia
iesirii ATP-ului din matrice si invers. Aceasta difuziune de schimb este
mediatd de transportorul ATP-ADP-translocaza - un dimer constituit din
subunitdti identice - si este inhibata puternic si specific de glucozida vegetald
atractilozida si de antibioticul acid bongkrecic.

Transportorul de fosfat favorizeazad un schimb de ioni H2P04 si OH :



Membrana mitocondriald interna

*
HO'-*
H2PO4
ADP
ATP D
TEMA 12

Oxidarea biologicd. Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

1 Componentele lantului respirator care participa Tn fluxul transportului
de electroni de la substrate organice la oxigen sunt:

-Dehidrogenazele NAD+- dependente;

-Dehidrogenazele FMN - si FAD - dependente;

-Proteinele cu fier-sulf;

-Ubichinona sau coenzima Q;

-Citocromii si NADP*,

NAD+contine nicotinamida (vitamina PP), FMN si FAD-riboflavina
(vitamina B2).

Coenzima Q are urmatoarea structura:
OH

CH3

Forma oxidata Forma redusa

0
ch3-c-oh + 'CONH, /1 vV CONH,
= > CH3 [ J .
alcooldehidrogenaza’ H
64 NV N
[

Etanol NAD+ Acetaldehida RNADH



Reactiile de dehidrogenare implica transferul reversibil a doi echivalenti
reducadtori de la substrat sub forma unui ion de hidrurd (H ) la pozitia 4 a
inelului nicotinamidic, celalalt hidrogen este eliminat de pe substrat ca ion
liber H\

3. Rotenona (substantd extrem de toxica extrasa din plante si utilizata
ca insecticid) si amitalul (medicament din clasa barbituricelor) blocheaza
transportul de electroni pe portiunea dintre NADH si ubichinona (complexul
NADH-CoQ-reductaza) si astfel Tmpiedicda generarea gradientului de
protoni Tn primul punct de fosforilare oxidativa. Restabilirea fluxului de
electroni si sintezei de ATP se poate efectua prin addugare de succinat la
mitocondrii, deoarece inhibitorii indicati nu influenteaz& asupra oxidarii
succinatului, Tntrucit electronii acestui substrat se includ n lantul respirator
prin intermediul FAD-Iui la nivelul CoQ, deci dupa locul de blocare de
cétre rotenond si amital.

4. 2,4-Dinitrofenolul este un agent de decuplare a fosforilarii oxidative,
n prezenta lui transferul de electroni de la NADH la 0 2decurge normal
Tnsa nu are loc formarea ATP-lui de catre ATP-sintetaza mitocondriala,
Tntructt dispare forta protonmotricd care asigurd transportul protonilor prin
membrana mitocondriald interna.

Antibioticul oligomicina face parte din clasa inhibitorilor fosforilarii
oxidative. El inhiba ATP-sintetaza, deci, impiedica atit stimularea consumului
de oxigen de catre ADP, cit si fosforilarea ADP la ATP si nu inhiba direct
nici unul dintre transportatorii de electroni ai lantului respirator.

5. Restabilirea transportului de electroni si sintezei de ATP se poate
efectua prin adaugarea la mitocondrii a unui substrat de oxidare, care evita
includerea electronilor in lantul respirator la nivelul CoQ prin intermediul
FAD-lui, deci a unui substrat de oxidare care include electronii la nivelul
NADMui (de exemplu, malat, izocitrat, glutamat, 3-hidroacil-CoA, piruvat
sau exces de succinat).

Pentru restabilirea numai a transportului de electroni la mitocondrii se
adauga unul din substratele sus-mentionate si un agent decuplat, de exemplu
2,4-dinitrofenol care permite transportul electronilor, dar blocheaza
fosforilarea ADP la ATP.

6. Antimicina A (antibiotic toxic sintetizat de o tulpina de Streptomyces)
blocheaza transportul electronilorin lantul respirator la nivelul complexului



I11, deci blocheazd transportul electronilor de la ubichinond lacitocromul c.
Astfel, transportorii de electroni pina la blocaj se vor gasi in forma redusa -
NADH, FMN.H,, FAD.H,, CoQ.H,, cyt.b Fe2 iar transportorii de dupa
blocaj - cyt.c,, cyt.c si cyt.aa™ - in forma oxidata. Oxidul de carbon inhiba
citocromul aa?(citocromoxidaza sau complexul 1V). Astfel, toti transportorii
de electroni inclusiv si citocromii c, si ¢ se vor gasi Tn forma redusa.

7. 2,4-Dinitrofenolul, tiroxina si acizii grasi prezintd agenti decuplanti ai
fosforilarii oxidative. Decuplarea fosforilarii oxidative poate fi utilda din punct
de vedere biologic. Decuplarea prezinta o cale de generare a caldurii pentru
mentinerea temperaturii corpului laanimalele Tn hibernare, la unele animale
nou-nascute si la mamiferele adaptate la frig. Gradsimea brund foarte bogata
n mitocondrii este specializatd in acest proces de termogeneza. Rolul de
decuplanti in grasimea bruna iljoaca acizii grasi, eliberarea carora este reglata
de catre noradrenalind.

8. Sarurile acidului cianhidric (cianurile) blocheza procesul de reducere a
oxigenului catalizat de citocromoxidaza, deoarece sunt inhibitorii puternici ai
citocromoxidazei.

9. a) COOH COOH P/O = 3; P/O prezinta

[ | raportul dintre cantitatea
CH-OH NADANADH+H" C =0 de fosfat anorganic care

Malatdehidrogenaza a fost legat de ADP si

CH, CH, cea de oxigen consumat

|

COOH COOH

Malat Oxalilacetat
NADH + H++ 1/20, + 3Pi + SADP ->NADf+ 3 ATP + 4H,0
b) COOH COOH

I I

CHOH NADANADH+H» c=0

I Izocitratdehidrogenaza I +C02 P/0=3
H-C- COOH CH2

I

CH2 CH2

I I

COOH COOH

Izocitrat a - cetoglutarat



c) COOH COOH
| I
CH2 FAD* -4 FAD H, CH

Succinatdehidrogenaza I
CH2 HC
| m I
COOH COOH
Succinat Fumarat

FAD.H2 + 1/202+ 2Pi + 2ADP = FAD + 2ATP + 3HD

10. Piruvat -» acetil-CoA -> ciclul Krebs -» lantul respirator

Reactia catalizata de:

Piruvatdehidrogenaza

Izocitratdehidrogenaza
a-cetoglutaratdehidro-
genaza
Succinattiokinaza

Succinatdehidrogenaza
Malatdehidrogenaza

Numarul
11.

Substratele de oxidare

Izocitrat
a-cetoglutarat
Succinil-SCoA

Succinat
Malat

Numarul de NADH si
fad.h?2

NADH

NADH
NADH

Fosforilare la nivel de
substrat
FAD.H2
NADH

4 NADH + FAD.H2

Coeficientul P/O

3
3
Fosforilare la nivel de
substrat
2
3

Numarul total de ATP = 12ATP

Numarul de
ATP

3ATP

3ATP
3ATP

1ATP

2ATP
3ATP

15ATP

Numarul de
ATP
3ATP
3ATP
1ATP

2ATP
3ATP



12. Calea lunga:

Glutamat ATP ATP

Izocitrat —» NAD -» FMN, FeS —CoQ -» 2cit b, FeS, 2citc,, ->
S ATP

Malat ' —>2cit ¢ -» citaa3-» 1/20 2

Se formeaza 3ATP, produsul final - HD

Calea medie: ATP ATP

Succinat -> FAD -> CoQ -> 2cit b, FeS, 2cit cx ->2citc -» 2citaa3 L, 02

Acid gras-CoA

Se formeaza 2ATP, produsul final - H,0

Calea scurta:

Glucoza -» FMN -> O,

T

Acid gras-CoA -» FAD

ATP-ul nu se formeaza, produsul final - HD 2 care la actiunea catalazei
se scindeaza in apa si oxigen.

13. Omul adult cu greutatea de 70 kg consuma zilnic cca 2000 kcal. Tntrucit
eficacitatea transformarii energiei continute in produsele alimentare Tn energia
chimica a ATP-ului constituie 50%, rezulta ca 1000 kcal se obtin pe seama
hidrolizei ATP -ului. Pentru a obtine aceasta cantitate de energie sunt necesare
n conditii standarde 1000:7,3 = 137 moli de ATP sau cca 62 kg de ATP (1 mol
de ATP constituie 507 g).

14. Modificarea energiei libere standard se calculeaza dupa ecuatia:

AG° = - nF AE'o, unde: n - numdrul de electroni transferati;
F - constanta Faraday (23062 cal/V);
AEQ- diferenta dintre potentialele redox
ale cuplului donor de electroni si acceptor
de electroni.

Cind o pereche de echivalenti reducatori este transferata de la NADH

(Eo=-0,32 V) la oxigenul molecular (£d =+ 0,82 V)
AG° = -2 23062 [0,82 - (- 0,322 )] = - 527000 cal mol &=
=-52,7kcal.mol 1= -238,48 kJ/mol

15. Pi + ADP <> ATP + HD ; AG® =+ 7,3 kcal/mol

n timpul migrarii unei perechi de electroni de la NADH la oxigenul



molecular o parte din energia electronilor este Tnmagazinatd in legdturile
macroenergice ale ATP - ului.
Ecuatia sumara a fosforilarii oxidative poate fi scrisa astfel:
NADH + H+ +3ADP + 3Pi + 20, = NAD++ 4H,0 + 3ATP
Aceasta ecuatie poate fi scindatd in doud ecuatii:

2H* + 1/2 0,-> H,0 (reactie exergonicd); AG° = - 52,7 kcal/mol
3ADP + 3Pi -> 3ATP + 3H,0 (reactie endergonica);
AG°=3 x 7,3 =21,9 kcal/mol

Deci, randamentul fosforilarii oxidative va fi: 21,9x100 _~

52,7
16. a) COOH COOH
| + FADf-»FAD.H, |
CH, Succinatdehidrogenazd CH
. Il
CH, H
I I
COOH COOH
Succinat Fumarat
b) Succinil -CoA + Pi + GDP ----------- » Succinat + GTP + HS-CoA
GTP + ADP » GDP + ATI’

Formarea de ATP prin fosforilarea ADP-ului cu un fosfat organic poarta
numele de fosforilare la nivel de substrat pentru a nu fi confundata cu
fosforilarea oxidativa legata de lantul respirator.

17. Malonatul este inhibitorul competitiv al succinatdehidrogenazei,
deoarece este analogul structural al succinatului:

a) Succinat + FAD+ » Fumarat + FADH,

succinatdehidrogenaza

Reactia este blocata si se acumuleaza succinatul.

b) Succinatul se acumuleaza din cauza inhibitiei competitive a succinatde-
hidrogenazei (structura succinatului - vezi problema 16.).

¢) Consumul de oxigen se Tntrerupe, deoarece se blocheaza ciclul Krebs
care este furnizor de hidrogen sub for.-nd de NADH si FAD H, pentru
lantul respirator;




d) Inhibitia succinatdehidrogenazei poate fi inldturata prin addugarea
substratului succinatdehidrogenazei (succinat) sau altei substante de oxidare
a ciclului Krebs (malat, izocitrat, a - eetoglutarat).

18. a) Consumul de oxigen serveste ca masurd a activitdtii primelor
doua etape ale respiratiei celulare - glicolizei si ciclului acizilor tricarboxilici.
Adaugarea oxalilacetatului sau malatului stimuleaza respiratia.

b)  Oxalilacetatul (sau malatul) addugat indeplineste rolul de catalizatorii!
ciclul Krebs, fiindca in ultima etapa a ciclului el regenereaza.

19. Fosforilarea oxidativad necesita:

1. Integritatea membranei interne mitocondriale. Deteriorarea membranei
(rupturi, fisuri) determind disfunctia dintre respiratie si sinteza de ATP
(transportul de electroni decurge normal dar nu are loc sinteza de ATP).

2. Membrana mitocondriald internd este impermeabild pentru ionii Hf,
OH', K', CI'. Daca membrana devine permiabila pentru acesti ioni, atunci
fosforilarea oxidativa nu are loc (agentii decuplanti maresc considerabil
permeabilitatea membranei interne pentru ionii H+si este anulat gradientul
de protoni ai membranei interne).

20.1. Energia eliberatd 1n reactiile de oxidare din lantul respirator al
mitocondriilor tesutului adipos brun se degaja in mediu sub forma de caldura
pentru mentinerea temperaturii corpului ia nou-nascuti.

2. Mecanismele care explica micsorarea citului P/O:

« decuplarea fosforilarii oxidative;

e consum ridicat de ATP;

» mai putin de 3 locuri de fosforilare.



CAPITOLUL 1V

Chimia si metabolismul glucidclor
TEMA 13

Chimia si digestia glucidelor. Metabolismul glicogenului (sinteza,
mobilizarea, reglarea). Reactii de identificare a monozelor in
lichidele si preparatele biologice

1. Anomerii indicd configuratia sterica a hidroxilului seniiacetalic sau
glicozidic si sunt denumiti anomerul GCsi anomerul B:

CH20H
H
OH
a - glucopiranoza B - glucopiranoza

Zaharoza (a-glucopiranozid-R-fructofuranozid) are urmatoarea formula:
CH20H

CH20H

La formarea legaturilor glicozidice 1,2 participa cele doua grupari
glicozidice din glucozd si fructozd, din care cauza zaharoza nu prezintd
fenomenul de anomerie.

2. Celoluza este constituita din resturi de D-glucoza reunite prin legaturi



(1->4) O-glicozidice, Tn aceasta privinta celuloza se aseamana cu amiloza si
segmentele liniare ale glicogenului. Insa intre aceste polizaharide exista o
diferentd foarte importanta: Tn celuloza legaturile 1->4 au configuratia B, iar
in amiloz&d, amilopectind si glicogen - configuratia a (I-»4). Legaturile
glicogenului si amidonului sunt usor hidrolizate de catre a-amilaza, iar
legaturile B (1—4) din molecula celulozei nu sunt scindate de cdtre a-ami-
laza (specificitate stereochimica a amilazei).

Datorita particularitdtilor geometrice ale legaturilora (1->4), segmentele
liniare din moleculele de glicogen si amidon tind sa formeze conformatie in
forma de helix ce contribuie la formarea de granule compacte. Tn ce priveste
celuloza, din cauza configuratiei B a legaturilor glicozidice lanturile
polizaharidice ale celulozei suntintinse si formeaza fibrile lungi insolubile.

3. A si B sunt fosfotrioze si anume A este dihidroxiacetonfosfatul, iar
B - gliceraldehid-3-fosfatul. A este o cetotrioza fosforilata, iar B - o
aldotrioza fosforilatd si fac parte din clasa monozaharidelor care sunt
alcooli-aldehide (aldoze) sau alcooli-cetone (cetoze), deci monozaharidele
sunt combinatii cu functii mixte.

Ambele substante nu sunt enantiomeri intrucit enantiomerii prezinta cei
doi izomeri optici - dextrogir (+) si levogir (-) ai unei substante. Posedd
activitate optica numai gliceraldehid-3-fosfatul Tntrucit el contine un atom de
carbon asimetric.

4. Celuloza nu poate servi ca hrand pentru majoritatea organismelor
superioare Tntrucit Tn tractul lor digestiv lipseste enzima celulaza, capabild sd
hidrolizeze celuloza. Celuloza este sintetizatd de unele microorganisme.
Printre vertebrate numai bovinele si alte rumegéatoare (oile, caprile s.a.) pot
utiliza celuloza in calitate de substantd nutritiva Tntrucit microorganismele
rumenului secreta celulaza, care scindeaza celuloza pina la D-glucoza din
care se formeaza acizi grasi, C02si CH4.



TEMA 14

Glicoliza. Reglarea. Soarta piruvatului Tn diferite conditii.
Fermentatia alcoolica. Gluconeogeneza: mecanismul, reglarea

1
0 OH
/
C-0 -p o COOH
I
H-C-OH OH OH ADP ATP H- C-OH OH
I / | /
CH,-O-P=o0 CH2 O-P =0
Fosfogliceratkinaza
OH OH
,3 -difosfoglicerat 3 - fosfoglicerat
COOH OH COOCH COOH
1 / ADP ATP 1 1
c-0~ =0 C-OH -» c=o0
I \ I 1
CH2 OH Piruvatkinaza CH2 CH3
Fosfoenolpiruvat Enolpiruvat Piruvat

2. Clasa de enzime
Oxidoreductaze

Liaze
Transferaze

3. a) Glicoliza anaeroba

Enzimele glicolitice
Lactatdehidrogenaza
Gliceraldehid-3-fosfat-
dehidrogenaza
(NAD+ dependenta)
Fructozodifosfataldolaza
Glucokinaza
Hexokinaza
Fosfofructokinaza
Fosfogliceratkinaza
Piruvatkinaza



CH, NADH + H+ NAD" CH,

| vy |
cC=0 Lactatdehidrogenaza H —C—OH
| |
COOH COOCH
Piruvat Lactat

b) Glicoliza aeroba.

CH3
| HSCO0A+ NAD+ O
c=0 I
X— «> CH3C~ S- CoA —>ciclul Krebs -» lantul respirator
COOH 4 Acetil - CoA
Piruvat

Complexul piruvatdehidrogenazic C02+ NADH + H+

c) Fermentatia alcoolica. 0
CO, 11 NADH +H NAD
CH3C-COOH___ A ' CH3C AN — 4. CH,-CH,-OH
piruvatde- H Alcooldehidro- Etanol
O carboxilaza  Acetaldehida genaza
Piruvat
d) Gluconeogeneza.
ATP ADP + Pi
CH3C-COOH + C02YVY, A HOOC-CH~C-COOH
Piruvatcarboxilaza
0 0
Piruvat Oxaloacetat
CH2
GTP GDP+ C02
n N ' HOOC-C-O ~POH2 ... -> Glucoza

Fosfoenolpiruvat
Fosfoenolpiruvatcarboxikinaza

e) Participa la procesele de transaminare.



CH3-C-COOH + HOOC-CH2-CH2-CH-COOH

Alaninaminotransferaza
0 NH2 (ALT)
Pimvat Glutamat
NH, 0
2 e 2
Alanina a - Cetoglutarat
4,
- CH—O0
Crz-ou PNAD +NADH+ H+? /OH
c=o OH HC—OH §. -0~P=0
C*H—0-p Tgoz iz aza(‘,IHJ—OAD 0 gliceraldehid-3 CH—OH oH
' I = fosfatdehidrogenaza /0
OH CH2 O P= O

1,3 - D|fosfogI|cerat

Se formeazd NADH + H+1n conditii anaerobe NADH este utilizat pentru
reducerea piruvatului la lactat, iar in conditii aerobe echivalentii reducatori
din NADH parcurg lantul respirator si se combina cu oxigenul.

5. Reactia Numarul de ATP
2 1,3-Difosfoglicerat -> 2 «3-Fosfoglicerat 2 ATP
2 «Fosfoenolpiruvat -> 2 mPiruvat 2 ATP
2 ¢ Succinil-CoA -> 2 «Succinat 2 ATP
Total -> 6 ATP
6.
% NACHW NAD* AHO-E*-‘:’H
CH.OPO, le_erolfoifm CH,OPOj"
DHAP ‘“Z;{i;%‘i?c"f A Gliccrol
3-fosfat

—~ > Lwtul <fe tranefrr am

Lo v
O‘iH FADHj  FAD CHjOH
c'o

2

p SML. hoc.
CMjOPOj oH Y 7, 'ASp J
DHAP mitocorvdrmli .
SN » celoglohvret
MIM

Transferul bidirectional “malat-aspartat”

Mecanismul naveta glicerolfosfat



7. Lactat

-------- » NADH + H+-----»3 ATP

Piruvat

CO,+ NADH + H#---mmmr »3 ATP

Acetil-CoA
i

Ciclul Krebs cuplat cu lantul respirator -» 12 ATP (C02+ H,0)
Total - 18 ATP

8. Gluconeogeneza

CH3CH-COOH—=CH3C-COOH —» Fosfoenolpiruvat—» Glucoza
I Il

OH 0
Lactat Piruvat
Acetil-CoA —» Ciclul Krebs si lantul
+ CO., + NADH + H + respirator (C02+H2)
9.
NADH+ H+ NAD+
CH3CH-COOHAMACH3C-COOH-"CH3CH n CH3CH20OH
I Il -co2
OH 0 0
Lactat Piruvat Acetaldehida Etanol

10. Zaharoza este constituita din glucoza si fructoza. Se stie ca
beneficiul energetic net al degradarii glicolitice este de doua molecule de
ATP per molecula de glucoza. Doua molecule de ATP se formeaza si la
degradarea fructozei. Deci, beneficiul net pentru zaharoza este de 4
molecule de ATP.



Ecuatia sumara a fermentatiei alcoolice este:

C6H,,06-> 2 CHj-CHj-OH + 2 C02

Glucoza Etanol

Reiese c& zaharoza, fiind o dizaharidd, formeazd Tn urma fermentatiei
alcoolice 4 molecule de dioxid de carbon.

11 Lantul de reactii ale cdii gluconeogenetice incepe cu acidul piruvic, care
parcurgind Tn sens invers secventa Emden - Meyerhof, da nastere la glucoza.

Ecuatia sumaraa sintezei unei molecule de glucoza din acidpiruvic:
2CH—C-COOH +BATP+2NADU + 2H+ 611,0-> C_H_.0+2NA D~+6ADP + 6Pi

0
Aceasta reactie arata ca in procesul de gluconeogeneza se consuma
sase legaturi macroergice.

Inversarea reactiilor ireversibile ale glicolizei anaerobe.

1 +CO,; ATP ADP GTP GDP; CO,
X N
CH,-CO-COOH COOH-CH2CO-COOH CH,=C-0O0~pod.
Pirwat  Piruvatcarboxilaza Fosfoenolpiruvat- |

carboxilaza COOH
Fosfoenolpiruvat
Pi
2. Fructozo-1,6-bifosfat Fructozo-6-fosfat
Fructozodi fosfataza

H.,0 Pi

3. Glucozo-6-fosfat * Glucoza
Glucozo-6-fosfataza

12. Fructozo-6-fosfat

ATP A H3PO4

Fosfofructokinaza Fructozo- 1,6-difosfataza

ADPI1 +H20
Fructozo-1,6-difosfat



Fosfofructokinaza este o enzimad alosterica sensibild lagradul de Tncarcare
a sistemului ADP-ATP, activatda de ADP si inhibata de ATP.
Fructozo-1,6-difosfataza este 0 enzima-cheie in metabolismul glicogenului;
este activata de ATP si inhibatd de ADP.
13. Glucoza -» Glicogen
T
DihidroxiacetonfosfatGlicerol
T
Fosfoenolpiruvat
I
Oxaloacetat <- Intermediarii ciclului Krebs

Lactat -» Piruvat«- Aminoacizi ( alanina s.a.)
i
Acetil - CoA

Calea gluconeogeneticd este in principiu o inversare a secventei glicolitice.
Din schema se observa ca substantele glucoformatoare vor fi succinatul
(intermediar al ciclului Krebs, care se include in lantul gluconeogenetic la
nivelul oxalil - acetatului), glicerolul (la nivelul dihidroxiacetonfosfatului) si
piruvatului.

Butiratul este un acid gras care la oxidare formeaza acetil-CoA, Tnsa
acetil-CoA nu poate fi convertitd in piruvat, din care cauza acetil-CoA si
butiratul nu sunt substante glucoformatoare.

14. Punctul de control principal al glicogenogenezei este glicogensintetaza,
enzima responsabild de formarea legéturilor a-( 1->4) glicozidice. Aceasta
enzima, ca si glicogenfosforilaza, exista Tntr-o forma fosforilatda si una
nefosforilatd, dar activitatea ei variaza invers activitatii fosforilazei. Sintetaza
fosforilata este inactiva, pe cind forma defosforilata este cea activa catalitic
(vezi schema din manualul “Biochimie”, autor Leonid L1sii, Chisindau 1999,
pag. 177).

Prin acest mecanism acelasi stimul, care declanseaza eliberarea de
adrenalind si de glucagon prin cresterea concentratiei AMP-ciclic, determina
atit inhibarea glicogensintetazei, cit si activarea glicogenfosforilazei.

15. La transformarea unui mol de glucozo - 6 - fosfat in glicogen se
consuma un mol de ATP; aceasta constituie 2,6 % din cantitatea totala de
ATP care se formeazad la degradarea completd a glucozo-6-fosfatului (39
moli de ATP), deci eficienta conservarii energiei constituie 97,4 %.



Calea pentozofosfat de degradare a glucozei. Includerea altor
monozaharide (fructoza, galactoza) in secventa glicolitica.
Reglarea si patologia metabolismului glucidic. Diabetul zaharat.
Insulina si mecanismele ei de actiune. Reglarea nivelului de
glucozad Tn singe

1. 5 Glucozo - 6 - fosfat + 5 ATP -» 6 Ribozo - 5-fosfat + 5 ADP

Glucozo-6-fosfatul se transforma in fructozo-6-fosfat + H' si gliceraldehid-
3-fosfat pe calea glicolitica. Apoi doud molecule de fructozo-6 P si 0 molecula
de gliceraldehid-3-P se transformd sub actiunea transaldolazei si
trailscetolazein trei molecule de ribozo-5-P .

2. Glucozo-6-fosfat + 12 NADP+ + 7 HD ->6 CO,» 12 NADPH +
+12 H++ P,

Astfel, glucozo-6-P poate fi oxidat complet pina la CO, cu generarea

concomitentda dc NADPH.
3.

0]

I
C

CH—OH NADP+ NADPH+H+ CH—OH

HO—H O + H20
Hel—oH

HC HC

Glucozo-6-P 6-fosfogluconolactona



COOH

[
HC—OH NADp+ nADPH#H+ ~Hz— OH

HO—eHV , N N C=0

He—oH c°2 ni-oH
H(I:—eH H(I:—OH
WEH20£ ?) KcH20 A p)
6-fosfogluconat ribulozo-5-fosfat
(fH2 OH
cC=0
HO—€H

Din etapa oxidativa a caii pentozofosfat se observa ca izotopul radioactiv
C Ude laatomul C-6 al glucozei apare Tn pentozofosfati.

4.  Reactiaciclului Krebs, analoaga cu reactia oxidarii 6-fosfogluconatului,
este reactia de oxidare a acidului izocitric laacid a- cetoglutaric.



COOH COOH
| |

H-C-OH NAD+ NADH +H+ C =0
H-C-COOH [Il-l, + CoO,
Izocitratdehidrogenaza
CH2 CH2
I I
COOH COOH

5. Metabolismul galactozei include transformarea ei in glucoza si este

constituit din urmatoarele etape:
Galactokinaza

Galactoza + ATP » Galactozo-1-fosfat + ADP

Galactozo-1-fosfat + UDP-glucoza —Glucozo-1 -fosfat + UDP-
galactoza, enzima galactozo- 1-fosfat uridiltransferaza.

Epimeraza

UDP-gaiactozd < ====== > UDP-glucoza.

Boalad ereditara grava si destul de raspinditd, galactozemia se caracte-
rizeaza prin acumularea galactozei si a galactozo-1-fosfatului Tn celule si in
lichidele din organism, determinind leziuni nervoase, hepatice, cataracta.
Defectul metabolic este situat la nivelul enzimei galactozo-1-fos-
faturidiltransferaza. Alt tip de galactozemie este determinat de insuficienta
de galactokinaza, astfel fiind blocata conversia galactozei Tn glucoza.

6. Mecanismul de actiune al insulinei:

1. Stimuleaza procesul de transport activ al glucozei si aminoacizilor In
tesuturile dependente de insuling;

2. Exercitd actiune activatoare asupra sintetazei acizilor grasi;

3. Inhiba enzimele gluconeogenezei.

7. De catre insulina sunt activate urmatoarele enzime: hexokinaza,
glucokinaza, fosfofructokinaza, glicogensintetaza. Sunt inhibate urméatoarele
enzime: glicogenfosforilaza, piruvatcarboxilaza.

8. Actiune hiperglicemianta poseda urmatorii hormoni: giucagonul,
adrenalina, adrenocorticotropina si hidrocortizonul.

9. Eroarea genetica la bolnavii cu afectiunea von Gierke consta in sinteza
defectuoasa a glucozo-6-fosfatazei. Absenta acestei enzime conduce la:

1)hipoglicemie;

2) acumularea in ficat si in rinichi a unor cantitati excesive de ¢

3) cresterea nivelului de acid lactic Tn sTnge.




Chimia si metabolismul lipidelor

TEMA 17
Lipidele - clasificarea, structura, proprietatile fizico-chimice,
roiul biologic

1.a) oleic > palmitic > linoleic > palmitoleic > stearic.

b) acidul palmitic si stearic - acizii grasi saturati, acizii oleic si
palmitoleic - acizi grasi monoenici, acidul linoleic - acid gras polienic;

c) latemperatura corpului, acizii grasi saturati suntin stare solida, iar cei
nesaturati - lichidd; pot forma esteri (acil si fosfogliceride) si amide
(sfingolipide).

d) deoarece predomina cantitativ acizii grasi nesaturati, lipidele policoni-
ponente Tn tesutul adipos sunt in stare lichida.

2.1n organismul uman cantitatea lipidelor protoplasmatice este aproape
constanta, deoarece ele formeaza membranele biologice, numarul cdrora
este practic invariabil. Cantitatea lipidelor de rezerva, concentrate in tesutul
adipos (98%), variaza foarte mult in dependentd de modul de alimentare,
necesitatile energetice ale individului si starea organismului.

3. La scindarea Ig de lipide se elimind 9,3 kcal, iar a 1g de glucide sau
proteine-4,1 kcal.

4. La a), b), c) grupele hidrofobe sunt reprezentate de resturile acizilor
grasi, iar cele hidrofile de fosfocolina, fosfoetanolamind si fosfoserina. La
d), e) si 0 sunt hidrofobe restul acidului gras si catena hidrocarburica a
sfingozinei, iar hidrofile - fosfocolind si restul glucidic. La h) - inelul
ciclopentan-perhidrofenantrenului este hidrifob, iar grupa -OH la C3-
hidrofild. Sarcina poseda a), b), d).

5. a).

6.a) membranele lizozomilor; b) sunt foarte sensibile la stresurile oxida-
tive, structurasi functiile fiind afectate mai usor decit ale membranelor clasice,
formate din straturi duble de lipide.

7. Membranele celulelor canceroase sunt niai lichide decit ale celulelor
normale.



Digestia si absorbtia lipidelor in tractul gastrointestinal.
Catabolismul tisular al lipidelor

1. La oxidarea acidului capronic (C=6) se formeaza 45 mol de ATP, iara
glucozei (C=6) 36 sau 38 mol de ATP.

2. Sunt analoage urmatoarele succesiuni: a) b-oxidarea - reactiile
catalizate de acil-CoA-dehidrogenaza —enoil-CoA-hidrataza -» B-hidroxiacil-
CoA-dehidrogenaza; b) ciclul Krebs - reactiile catalizate de succinat-
dehidrogenaza —» fumarat hidrataza —malat dehidrogenaza.

3. Palmitooleomargarianatul este un triacilglicerid ce se scindeaza pana
la glicerol, acid palmitic (C16), acid oleic (Clg|dsA9) si acid margarianic
(C|7). Oxidarea completd a glicerolului furnizeaza 22 ATP-uri; a acidului
palmitic -130 ATP-uri; a acidului oleic—145 ATP-uri, a acidului margarianic
- 124 ATP-uri. In total rezultd 421 molecule de ATP.

4. R-hidroxibutirat
i + 3ATP
succinil-CoA__  acetoacetat
succinat__) i
acetoacetil-CoA
I
acetil-CoA + 2x12 ATP
|
H,0 + CO, 27 ATP

5. a) glicerol + 2NAD*+ ADP + H3 04-> piruvat + ATP + 2NADH +
+H++H,0

b) glicerolkinaza; glicerolfosfat dehidrogenaza.

6. Insuficienta glucidelor incetineste ciclul Krebs, deci oxidarea lipidelor
va fi incompletd, acumulindu-se cantitati mari de acetil-CoA. Cantitatea de
ATP formata se va micsora semnificativ.

7. a) acidul linolic (C)82cisA9, A1) si acidul linoleic (C|8ccjsA9, A2 A1).

b) uleiurile vegetale.

8. Creste degradarea triacilgliceridelor.

9. d).

10. d).



Biosinteza lipidelor

1.

Oxidarea acizilor grasi Biosinteza acizilor grasi
a) matricea mitocondriala; a) citoplasma;
b) sistemul naveta camitinic; b) sistemul naveta citrat;
c) FAD+ NAD+ c) NADPH;
d) functional. d) functional-structural.

2.a) ciclul pentozofosfatilor - » reactiile catalizate de giucozo-6 fosfat —
->dehidrogenaza si 6-fosfogluconat dehidrogenaza;

b) sistemul naveta citrat -» reactia catalizatd de malic-enzima.

3.a) vezi L.LTsai “Biochimie”, pag. 241.

b) precursorul eicosanoizilor.

4. a) Produsul intermediar al oxidarii etanolului Tn organismul omului este
acetil-CoA, precursorul biosintezei acizilor grasi. Totodata, decarboxilarea
oxidativa a piruvatului este ireversibila, deci din acetil-CoA nu se formeaza
substrate gluconeogenetice.

b) Este acceleratd biosinteza TAG.
c) etanol -» aldehida acetica -» acetil-CoA -> acizi grasi —TAG.

5. Deoarece colesterolul alimentar este un reglator importantal biosintezei
colesterolului, aportul extern limiteaza sinteza endogena. Deci, la vegetarieni
se sintetizeaza in organism mai mult colesterol decat la persoanele ce
consuma si produse de origine animala.

6.a), b), c), d).

7. ¢).

8.a)CDP-diacilgliceridul;

b) CDP-etanolamina;

c) acil-CoA;

d) CDP-colina;

e) UDP-glucoza sau UDP-galactoza.

9. a), b),d).



Reglarea si patologia metabolismului lipidic

1. a), c),e).
2. e).
3. a)Neimann-Pick -» sfingomielinaza -> sfingomieline.
b) Tay-Sachs hexozaminidaza A -» gangliozidul GM,.
c) Krable -» galactocerebrozidaza -> galactocerebrozide.
d) Gaucher -> glucozidaza -» glucocerebrozide.
e) Leucodistrofia metacromatica -> sulfatidaza -> sulfatide.
0 Gangliozidoza GM, galactozidaza-» gangliozidul GMr
4,
etanol
1
oxidare
|
*se acumuleaza.

NADHH+ acetil-CoA
i 1
Se inhiba procesele oxidative se accelereaza biosinteza
(glicoliza, R-oxidarea acizilor grasi, acizilor grasi si a TAG.
decarboxilarea oxidativd a piruvatului,
ciclul Krebs).
steatozd hepaticd hiperlipeniie

5. a) lipoproteinele cu densitate mare (HDL, a-lipoproteidele).
b) lecitin-colesterol-acil-transferaza (LCAT).

CH2-0-CO-R| CH20-CO-Ri
i H-0-CO-Rt + colesterol-——”~ CH-OH + colesterida
| + 3 | +
CH20-P0-0-CH2 CH2N(CH33 CH20-P0-0- CH2 CH2N(CH}j)3
OH OH
6. Hemoragiile ce apar in hipovitaminozele K sunt neregulate si abundente.

Ele sunt conditionate de dereglarile biosintezei factorilor coagularii I, V, VII
si X n ficat. In hipovitaminoza C hemoragiile sunt punctiforme si apar din
cauza cresterii permeabilitdtii capilarelor, conditionatd de dereglarea
biosintezei colagenului (hidroxilarea prolinei si lizinei).



Metabolismul proteinelor si nucleotidelor

TEMA 21

Metabolismul proteinelor simple. Digestia si absorbtia
proteinelor. Putrefactia proteinelor Tn intestin

1 Tripsina prezinta specificitate pentru legaturile peptidice Tn care sunt
implicate gruparile carboxil ale aminoacizilor bazici - lizinei si argininei.
Actiunea hidrolitica a chimotripsinei se manifesta indeosebi asupra legaturilor
peptidice Tn care sunt implicate gruparile carboxil ale fenilalaninei, tirozinei
sau triptofanului.

Pepsina prezintd specificitate pentru legaturile peptidice, formate de
grupérile aminice ale fenilalaninei, tirozinei si triptofanului.

Carboxipeptidaza A poseda specificitate pentru aminoacizii C-terminali
aromatici si pentru aminoacizii C-terminali bazici. Aminopeptidaza scindeaza
hidrolitic aminoacizii N-terminali.

2. Proteinele de origine animald (cazeina laptelui, ovalbumina din oud) au
valoare biologica Tnaltd, deoarece ele contin toti cei 20 de aminoacizi in
proportii apropiate de compozitia in aminoacizi a proteinelor tisulare.

Proteinele vegetale (zeina din porumb, glutenina si gliadina din griu) au
valoare biologica mult mai redusa decit cele animale, intrucit Tn ele lipsesc
unul sau citiva aminoacizi esentiali (de exemplu, proteinele porumbului contin
putina lizina).

3. In componenta proteinelor intra 20 de aminoacizi diferiti. Sinteza tuturor
acestor biomolecule poate fi efectuatd numai de catre plante si de unele
specii de microorganisme. Omul si alte animale pe parcursul evolutiei au
pierdut capacitatea de a sintetiza opt aminoacizi pe care nu ii pot obtine decit
prin aport exogen. Acestea sunt aminoacizii esentiali (sau indispensabili):
valina, leucina, izoleucina, lizina, metionina, treonina, fenilalanina si triptofanul.
Doi aminoacizi, histidina si arginina, sunt indispensabili pentru organismele in
crestere si sunt numiti aminoacizi semiesentiali. Ceilalti 10 aminoacizi: alanina,
glicina, serina,tirozina, cisteina, prolina, aspartatui, asparagina, glutamatul si
glutamina pot fi obtinuti prin sinteza si deci sunt aminoacizi neesentiali
(dispensabili).



4. Tripsina, chimotripsina, elastaza si carboxipeptidaza. Aminopeptidaza
este elaboratd de intestin, iar renina (sau lab-fermentul) - de stomac si
actiunea ei consta in coagularea laptelui.

5. Tripsina participd la activarea urmdtoarelor proenzime: chimotrip-
sinogenului, proelastazei si procarboxipeptidazei.

6. Putrefactia proteinelor prezinta procesul de degradare a aminoacizilor
sub influenta enzimelor microorganismelor din intestinul gros. in urma
putrefactiei se formeaza produsi toxici (de exemplu, din tirozinad se formeaza
crezol si fenol, din triptofan - scatol si indol).

Detoxifiereaacestor prodisi are loc in ficat prin procesul de conjugare cu
acidul sulfuric (forma activa-3’-fosfoadenozin-5’-fosfosulfat) si cu acidul
glucuronic (forma activad - acidul UDP-glucuronic) in prezenta enzimelor
specifice arilsulfotransferazei si respectiv UDP-glucuroniltransferazei si in
rezultat se formeaza acizi conjugati netoxici (de exemplu, fenolsulfat, Tn
doxilsulfat, etc.) care sunt excretati din organism cu urina.

CH2- CH— COOH CH3

NH NH

Triptofan Scatol

=OH (il
+ HO—S-O-PAP

Tndoi Indoxil 0



3,'5-Adenozildifosfat

Indoxisulfat

7. Indicanul prezintd sarea de potasiu a indoxilsulfatului. Cresterea
concentratiei de indican Tn stnge si urind indica o intensificare a procesului
de putrefactie aaminoacizilor in intestin, fenomen Tntilnit in ocluzia intestinala.

8. Valoarea biologica a proteinei este determinatd de componenta
aminoacidica. Pentru aceasta, proteina este supusd hidrolizei, apoi se
determind compozitia aminoacidd a proteinei si se compara cu standardul -
proteind obtinuta din lapte sau oud.

TEMA 22

Metabolismul intermediar al aminoacizilor Tn («suturi.
Produsele finale ale metabolismului azotat

1.a) Ala, Thr, Gly, Ser, Cys
i
Piruvat
I
Acetil-CoA -> ciclul Krebs
7
Acetoacetil- CoA
7
Phe, Tyr, Leu, Lys, Trp
b) Arg, His, Gin, Pro -> Glu -> a- cetoglutarat -> ciclul Krebs
c) Met, Val, lle -> succinil - CoA -> ciclul Krebs
d) Phe, Tyr -> fumarat -> ciclul Krebs
e) Asp, Asn -> oxaloacetat -> ciclul Krerbs
2.a) piruvat; b) a -cetoglutarat; c¢) oxaloacetat; d) a-cetoglutarat; e) fe-
nilpiruvat; f) hidroxifenilpiruvat.
3.



COOH CO—nh2
|
ch2 . «
, Glutaminsintetaza
H ATP +NH4+ e > + ADP + Pi +H+
1
CH—nh?2 CH—nh?2
1 1
COOH COOH
Glu Gin
b)
COOH COOH COOH
1
GH3 ., Nms CH2 nadph+h nadp CHE R
. A\ i
CH2 LO* rHn . CH2 + B >
1 1 CcC=0
cC=0 C=NH CH—nh21
1 1 COOH
COOH COOH COOH
a- cetoglutarat a- iminoglutarat glutamat a-cetoacidul
respectiv
COOH
1
CH, R
L o <"H2 + CH—nh2
aminotninsferaza | |
c=0 COOH
|
COOH

a- cetoglutarat aminoacidul corespunzator



c) OH

HCO,- + NH,+ + 2ATP -> H,N-C- O-P =0 + 2ADP + Pi
Il \
0] OH
carbamoilfosfat

d) Carbamoilfosfatul se include in ciclul ureogenetic si deci amoniacul
care se formeaza la dezaminarea aminoacizilor se transforma in ficat in
uree.

e) in rinichi glutamina este scindata de catre glutaminaza:

Glutamina + apa = Glutamat + NH4+(sdruri de amoniu excretate cu urina)

4. Sinteza alaninei:

COOH COOH

| |

CH2 ?HZ

CH3

T A GH2

| — - ch-nh?2
CH— NH2 | cl: 0

| COOH COOH COOH
COOH

Glu Piruvat a- Cetoglutarat Alanina

Sinteza aspartatului

COOH COOH

| COOH L COOH
CHp | : I

) CH?2 AST . CH2 N CH2
I 2

| J: - (*h —nh 2
CH—nh?2 €=0
COOH

| COOH COOH
COOH
Glu Oxaloacetat a- Cetoglutarat Aspartat



Sinteza glutamatului:
NHj + a- Cetoglutarat + NADPH + HI'*  Glutamat + NADP" + HD
Glutamat + NH4+ ATP  ADP + Pi + Glutamina + H +

5.
CI:OOH ICO -nh2
CH? + ch2
I + NH4 + ATP I + AMP + Ppi + H+
CH- NH2 CH- nh2
COOH COOH

Asp Asn

6.a) +

NADPH + H ’ NADP
Giutamat ~ _b=====" A, glutamatsemialdehida cHzo >

NADPH + H f NADP +
-» Pirolin - 5 - carboxilat — — »p Prolind
b)
+ NADPH+ H+

+ NADP+ + H90

lenilalaiiinmonooxidaza

CH—CH—-COOH CH2—CH—COOH
"H 2 ISTH2
Phe Tyr

c) Cisteind se sintetizeazd din metionind si serina.
Metionina -> Hornocisteina;
"CH,
Hornocisteinda + Serind -> Cistationina;
Cistationind + H2 -> Cisteina + Homoserina.



d)

CH2Z—oH COOH
CH—WHTr +fh4 < + NN —CH2—fh4+ H20
COOH tetrahidrofolat AN — metilentetrahidrofolat
Ser Gly
e) CH2-0 -P 0 3H, +
- " "NAD NADH +H+
ch- oh
COOH

3 - fosfoglicerat

CH2—0O—PO0O3H2
Glutamat a -cetoglutarat

COOH
3 - fosfopiruvat

CH2—0O—PO03H2 CH2—OH
---------- >ch-nh?2 H2° J ' ch-nh?2
iooH 4 N COOH
3 - fosfoserina Serina
7.a) COOH
COOH
CH2
| c°2 N alw?
| 2 schi2
ch- nh2 F| 2
| ych2—nh?2
COOH

Glu Y- aminobutirat



b)

COOH %OOH
CH?2 CH2
ALT CH3
_ —nh
CH—NH3A ° C=0
LooH COOH
U h “cooh
Glu Piruvat a-cetoglutarat Ala
c)
COOH COOH COOH
2 NAD NADH+ H+ CH?2 ?HZ
(U +HOFj CH2
-NH3
CH—NH?2 C=NH co
CMOOH OOH tOOH
Glu a- iminoglutarat a- cetoglutarat
d)
COOH COOH
<I'H—COOH
+co”
“ " Vit K qmz
CH—NH2 CH—NH,
i00H LooH

Glu y- Carboxiglutamat



e)

COOH CO—NH.
CH2 ATP ADP+Pi
CH~?
mH70 I
CH—NH2 CH—nh?2
COOH ICOOH
Glu Gin
8. a)
("OOH OOH
CH2 COOH H2
(*:h-nh2 +
AST CH2
io ia2 U -CH—nh?2
| I
COOH COOH COOH
a- cetoglutarat Asp Glu
b)
COOH COOH
ATP  AMP +PPi
CH—NH2 H—nh?2
th2
K |_gle] é
COOH O—nh2
Asp Asn

COOH

"
|
CH2

COOH

Oxaloacetat

c) Aspartatul participa atit lasinteza nucleotidelor purinice, cit si la sinteza
de novo a nucleotidelor pirimidinice. N-1 din nucleul purinic provine din
aspartat, aspartatul este sursa N-1 si a atomilor de carbon ( C4, C5 C6) din

nucleul pirimidinic.

Aspartatul este implicat in sinteza ureei si anume in reactia de transformare
a citrulinei Tn acidul argininosuccinic.



NH COOH
CH2—NH—C =0

COOH
I ATP AMP+PPIi

¢ h2n-cJh
H-NH2 CH—h2
Oooh iooH iooH
Citrulina Asp Acid argininosuccinic

e) Aspartatul nu se supune dezaminarii oxidative directe, dar dezaminarii
indirecte sau procesului de transdezaminare, deci la Tnceput Asp se supune
transaminarii si glutamatul obtinut este supus dezaminarii directe.

9. a) Dezaminarea oxidativa a glutamatului este efectuata de enzima
glutamatdehidrogenaza.

b) Transaminaza hepatica catalizeaza reactia de transfer a gruparii amino
de la un cx-aminoacid la un a-cetoacid, dar nu transferul gruparii amino- de
laun aminoacid (alanina) laaltaminoacid (lizina).

c) Transaminazele sunt piridoxalfosfat dependente. Coenzima preia
gruparea aminica de la donator (aminoacid), transformindu-se in
piridoxaminfosfat, pe care o cedeazd apoi cetoacidului acceptor.

d) si e) Piridoxalfosfatul intrd Tn reactie cu glutamatul si ca urmare glutamatul
se transforma Tn a-cetoglutarat, iar piridoxalfosfatul in piridoxaminfosfat. Apoi
piridoxaminfosfatul cedeaza gruparea amino- piruvatului si ca urmare se rege-
nereaza piridoxalfosfatul, iar piruvatul se transforma tn alanina.

10. Tn ciclul ureogenetic enzima omitintranscarbamoilaza participa la
sinteza citrulinei din omitina si carbamilfosfat:

NH2 NH2
C=0
NH
Pi  (<yH2)3
COOH

Carbamilfosfat Omitina Citrulind



11. Cresterea activitatii transaminazelor din serul sanguin se observa in
infarctul miocardic, hepatite si traume vaste ale muschilor.

12.a) Aminele biogene se formeazad in urma decarboxilarii aminoacizilor
sub influenta decarboxilazelor aminoacizilor care utilizeaza drept coenzima
piridoxalfosfatul.

b) Aminele biogene sunt substante farmacologic active care exercita
influentd variatd asupra functiilor fiziologice ale organismului.

c) Histamina - produsul decarboxil&rii histidinei - poseda diverse actiuni
biologice (actiune vasodilatatoare, creste influxul de leucocite in focarul
inflamator, participa la secretia continutului de HC1 in stomac, joaca rol im-
portantin fenomenele de sensibilizare si desensibilizare ale organismului).

d) Serotonina - produsul decarboxilarii 5-hidroxitriptofanului - in afara de
actiune vasoconstrictoare este implicat in dezvoltarea alergiei, toxicozei
gravidelor, sindromului carcinoid, diatezelor hemoragice. Serotonina este un
mediator al proceselor nervoase din SNC.

e) Acidul gama-aminobutiric poseda actiune inhibitorie asupra activitatii SNC.

TEMA 23
Particularitatile metabolismului unor aminoacizi

1 .Amoniacul se formeaza la:
a) dezaminarea indirecta a aminoacizilor:
aspartat + a-cetoglutarat < = > oxaloacetat + glutamat
glutamat----------- iminoglutarat ---------------m-m-o- p. a-i

NAD NADH +H+ H2°

b) dezaminarea oxidativa a glutamatului:
glutamat ----------- fe- iminoglutarat-——- >e a-cetoglutarat

NAPD ___NANH +H+  H2° NH3

¢) dezaminarea giutaminei:
glutaminaza
glutamind >- glutamat



d) dezaminarea bazelor purinice si pirimidinice:

citozina uracil
H,0 NH3
adenina
HoO NH3

e) Noradrenalina — Normetanefrina'y

mandelic.

2.
CH2- nh2

n\n1l-ch2-fh4+ho

COOH

Glicina
b)
NH2

C=NH

I
NH

|
(CH2)3
CH—nh2 + ch2nh?2
HOOH

Glicina

‘ooh
Arginina
NH2
i=NH
|
NH S -Adenozilmetioninad
CH,

|
COOH
Glicociamina

hipoxantina

NH,
S Acidul 3-metoxi-4-hidroxi-

CH20H

CH-NH2+FH4
|

COOH
Serind
NH2 NH,
NH (CIZHQB
NH CH—NH2
d:H, OOH
COOH

Guanidil-acetat  Ornitina

nh?2
i - NH

-» S-Adenozilhomocisteind + N —CH?
u

COOH
Creatina



¢) Glicina este sursa atomilor N? C4si C5ale inelului purinic.

d)
?OOH COOH COOH
I I
c|:H2 CH2 CH2
CH2—NH2 HSCoA |
Chiz + o CH?2 co2 L,
I
C=0 Gl?c(i)ngH R-aminolevulinat-C =0 cC=0
sintetaza | |
S—CoA CH—NH?2 ch2—nh2
iooH
Acidul a-amino- 8-aminolevulinat
B-cetoadipic
CH2—NH2
-HSCoA

Acidul benzoic
3-a)
CH2—0—CO-R,

CH—O —CO—R2 se" na

I
CH2—O-CDP

CDP- diglicerat

b)
CH2— OH
CH—nh?2
I
COOH
Serina

(sau fosfatidilserind) ->

Benzoil-CoA + Glicina

CO—NH—CH2-COOH
Acidul hipuric

CHz-0-CO-R,

Cr P CH—o0 —CO—R2

H2- O- PO - O- CH2- CH - COOH
I

OH NH,

Fosfatidilserina

Co2
H2N—CH2-C H2-O H

Etanolamind
('sau fosfatidiletanolamind)



CH%—@H

CH3 CH3 CH3
serindehidrataza
CH—NH, clh-nhz ~*c|::NH »i- O
I
COOH Hoo COOH COOH NH3COOH
Serina Piruvat
d)
CIH22—OH
CH-NH T~ > GH2NHY
I 5 10 . + H20
COOH FH. N, N-rnetllen-FHJCOOH
Serina Glicina
©) ADP
ATP OH
N\
Proteina - Ser- OH Proteinda- Ser- O- P=0
|
OH
Proteina Fosfoproteida
4. a)
CH2—SH HS—CH2 CH2—S — S—CH2
! l - 2HH
CH—h2 + CH-—h2 zit CH—mh2 + CH—h2
| | | | 2
COOH COOH COOH COOH
Cisteina Cistina
b) Glutationul (G - SH) prezinta tripeptidul Y-glutamil-cisteinil-glicina.
c)
CH2—SH CH2 CH, CH3
cisteindisulfhidraza Il I
CiH—NHZ C NH2; C=NH cC=0
COOH HS COOH COOH hf£T nh3cooh
Cisteina Piruvat



d) CH —SH
COn

c,iH—NH, HS-CH2—CH2— NH2
COOH
Cisteina Cisteamina
e) CH2— SH CH,—SO,H
[0.] | - co, N2 s°h
CH—NH2- CH—nh2 -
| | ch”~nh?2
COOH COOH
Cisteina Acidul cisteinic Taurina

5. S-Adenozilmetionina (SAM) este forma activa a metioninei si se obtine
din metionina si ATP; participa la diverse reactii de metilare.
a) Transformarea fosfatidiletanolaminelor in fosfatidilcoline (lecitine):

CH2—0—CO-IR, 3 SAM CH2—-0—CO-R,
U —— n [ + ~NSAHP
GH—0—C0—r2 CH- O- CO™K3
CH2—0—PO O CH2—CH2—NH3+ CH2—0 —P0O—0 —ch 2—c h 2—N+£cfl3
CH,
OH OH
Fosfatidiletanolamina Fosfatidilcolind

b) guanidilacetat + s-adenozilmetionind -> creatind + s-adenozilho-
mocisteina (SANC).

c) La sinteza timinei (mai exact adTMP ) participd N5NIO-CH,-FHt.
dUMP + N5NIO .metilentetrahidrofolat -> dTMP + dihidrofolat

d) OH

+ SAHC

th2—nh 2 \2—NH—CH3

Noradrenalind Adrenalina



e)

CO —NH2 co—nh?2
+SAM 4 / + SAHC
N
CH3
Nicotinamida N-metilnicotinainida

6. Glutamina transformindu-se Tn acid glutaminic, cedeaza prin deza-
minare gruparea - NH2, utilizata la sinteza nucleotidelor purinice si piri-
midinice, la sinteza carbanioilfosfatului, la sinteza NAD-ului si amino-

zaharidelor.

7. Tirozina serveste ca precursor in sinteza hormonilor tiroidieni (tiroxinei
si triiodtironinei), catecolaminelor (noradrenalina si adrenalina) si
pigmentului melanina. Serotonina este produsul decarboxilarii 5-
hidroxitriptofanului, fenilalanina este un aminoacid esential din care se
formeaza la hidroxilare tirozina.

8. Defecte Tn metabolismul unor aminoacizi si consecintele acestora:

Denumirea afectiunii

Fenilcetonuria

Alcaptonuria

Albinismul

Boala urinei cu miros de artar

Cauze siforma (le manifestare

Absenta fenilalaninhidroxilazei.
Fenilalanina ->Fenilpiruvat si Fenillactat,
produsi toxici pentru creier.

Intitzierea dezvoltarii mintale.

Absenta homogentizatoxidazei. Homogen-
tizatul se elimina prin urind si in contact cu
aerul formeaza un pigment negru
Lipsatirozinazei - enzima ce initiazd oxida-
reatirozinei pentru formarea melaninei.
Parul si pielea nu sunt colorate.

Absentaa-cetoaciddehidrogenazei, leucina,
izoleucina si valina se elimind prin urind
aldturi de cetoacizii corespunzatori (care
dau mirosul caracteristic).



Boala Hartnup Absorbtie defectuoasé a triptofanului.
Cantitati mari de triptofan sunt expuse ac-
tiunei florei microbiene ceea ce duce la for-
marea si excretia de compusi indolici (indo-
lilacetat, indican).

9. 2Aspartat + 2 a-cetoglutarat + 2 GTP+2ATP + 4AHD+2NADH +2H'->
Glucoza + 2glutamat + 2CO, + 2ADP + 2GDP + 2NAD++ 4H,P04
10. Aspartat + CO, + NH4+ 3ATP + 3H,0 -> Oxaloacetat + uree +
+2ADP + 1AMP + 4H3 04+ NADH + H~
11. Glucoza + 2glutamat + 2ADP + AMP + 411,P04 + NAD+ ->
->2Alanina + 2 a-cetoglutarat + 2ATP + 2NADH + 2H++ 2H,0.
12. Nivelul constant de ATP este mentinut datorita reformarii ATP-ului
prin reactia catalizatd de CPK:
ADP + creatin-fosfat ---------------m--—- » ATP + creatina.
Creatininfosfokinaza

TEMA 24

Metabolismul nucleotidelor. Chimia si metabolismul
cromoproteidelor

1. CO2 Glicind

Jsi N -metenil - tetrahidrofolat

2.

a) condensarea bazei purinice cu PRPP;
PRPP->PP

_ PRPP->P i
Adenina AMP

Adeninfosforiboziltransferaza



PI\PP PPi
Guanind——= - » GMP
Guaninfosforiboziltransferaza
b) Incorporarea purinei Tn nucleotid in doud etape:

1. Riboza 1-P + adenina -» adenozina + P;

ATP ADP
2. Adenozina ——% ~ » AMP
adenozinkinaza

timidilatsintetaza
dUMP » dTMP *« ADN
N5N'"-metilen-FH4> H2folat-5-fluordezoxiuridilatul este analogul struc-
tural al acidului timidilic.

5-Fluor-dUMP inhibd timidilatsintetaza si astfel blocheaza sinteza
ADN-ului.

4, NADPH+H' NADP' NADPH +H+ NADP4

F oo A — » FH, " —
Acid folie Folatreductaza dihidrofolat dihidrofolatreductazatetrahidrofolat
--------- > NSN]OmetiIen-FHZl

Metotrexatul (10-metilaminopterina) este analogul structural al acidului
folie si inhiba dihidrofolatreductaza. Inhibitia dihidrofolatreductazei nu
permite formarea tetrahidrofolatului si, deci, si a N5N10- metilen-FH4
necesar in sinteza dTMP. Tntrucit sinteza ADN-ului este limitatd de
deficitul de dTMP scade sinteza de ADN, diviziunea celulara si cresterea
tesuturilor.




5. Azaserina este un inhibitor al enzimelor care participa la transferul
gruparii amido- de la glutamina la un oarecare acceptor.

fosforibozilpirofosfat n 1 rop o0-—-P
OH sintetaza g,

5-P-ribozil-1-pirofosfat

p—o —H2C 0 nh2

->IMPAL-—— » GMP

fosforibozilpirofosfat

glutamilamidotransferaza
OH OH

5-fosforibozil-§, I-amina

Deoarece azaserina inhiba fosforibozilpirofosfatglutamilamidotransferaza,
in celule se acumuleazd 5-fosforibozil-1-pirofosfatul.

6. dUMP + serina + NADPH + H" -> dTMP + glicina + NADP +
H20

7.N, »>NH4—>Glutamat—» Serina —Glicina —»b-Aminolevulinat —»
—>Porfobilinogen -» Hem.

8.a) 16400 g/mol;

a) In molecula de hemoglobina se contin 4 atomi de fier.

9. La bolnav se poate presupune icterul hemolitic Tn baza nivelului Tnalt
de bilirubind indirectd Tn singe si cresterii continutului de pigmenti biliari Tn
fecale si urina.



Hormonii
TEMA 26

Hormonii. Rolul biologic. Clasificarea, mecanismele de actiune.
Mecanismele umorale de reglare a metabolismului.
Hormonii hipofizei, hipotalamusului, glandei paratiroide

1. Steroizii si iodtironinele au moleculd mica si polaritate redusa si, deci,
sunt liposolubili. Ei strabat liber membrana celulara si in citozol interactioneaza
cu proteine specifice (receptori intracelulari). Complexul hormon - receptor
patrunde in nucleu si este fixat la sitisuri acceptoare din cromatina nucleara.
Rezulta transcrierea ADN-lui si sinteza de ARN mesager care are ca efect
sinteza unor proteine specifice ce vor da raspunsul celular la mesajul adus
de hormon.

Hormonii hidrosolubili (peptidici, catecolaminele) nu patrund in celule, ei
interactionind cu receptorii membranari. Complexul hormon- receptor prin
intermediul proteinelor G modificd activitatea enzimelor membranare -
adenilatciclazei, fosfolipazei C - si concentratia ionilor de Ca2+in citozol
ceea ce duce la formarea mesagerilor secunzi - AMP - ciclic, Ca2*
diacilglicerol, inozitolfosfati etc. Mesagerul hormonal secund transforma
semnalul primar extracelular Tntr-un raspuns intracelular.

2. Fosfodiesteraza descompune AMP ciclic: AMPc + H ,0 -———-- >AMP

Activitatea ei este stimulatd de diversi factori: de ionii de calciu,
prostaglandine, insulind. Din contra, steroizii, hormonii tiroidieni si
metilxantinele (cofeina, teofilina) scad activitatea enzimei, prelungind durata
de actiune a AMP - ciclic.

3. Reactia adenilatciclazei determina o acumulare de PPi si datoritd
afinitdtii sale pentru Ca2+are loc un influx de Ca2*din spatiul extracelular.
Cresterea concentratiei de Caz+citozolic inhibad adenilatciclaza si activeaza
fosfodiesteraza. Prin reducerea activitdtii adenilatciclazei scade concentratia
PP(si influxul de ioni Ca2+se opreste.

Rolul reglator al calciului este mediat de o proteind, numita calmodulina,
care leaga ionii de calciu, formind complexul activ Ca2+- calmodulina. Acesta



regleaza activitatea unor proteinkinaze, activeazd pompa de calciu, regleaza
contractia muschilor netezi si a microfilamentelor din celule nemusculare,
interfereaza cu celelalte sisteme mesageriale prin reglarea adenilatciclazei,
guanilatciclazei, fosfodiesterazei.

Interactiunile dintre calmodulind si calciu, si Ca2d - calmodulina si
proteind sunt usor reversibile. Laincetarea stimuldrii celulare, concentratia
intracelulara a calciului scade, calmodulina elibereaza ionii de Ca2+si suferd
tranzitia spre conformatia inactiva, desprinzindu-se de pe proteina.

4. Diabetul insipid se manifesta clinic prin poliurie hipoosmolara (densitate
< 1005, osmolaritate < 280 mOsm/1) si polidipsie compensatoare (prin
stimularea centrului setei).

Lezarea sistemului supraoptic (traumatisme craniene, tumori, infectii)
si scaderea secretiei de vasopresina sau de hormon antidiuretic (ADH)
determina diabetul insipid.

Tesuturile tinta ale vasopresinei sunt tubii renali la nivelul carora creste
permeabilitatea pentru apa, determinind conservarea apei si eliminarea unei
urine hiperosmotice.

In diabetul zaharat cauzat de factori fiziopatologici ce determina
hipofunctia insulinica, scade utilizarea glucozei si creste gluconeogeneza
hepaticd. Aceasta duce la hiperglicemie si laglucozurie care si determind o
diureza osmoticd, deci poliuria.

Diabet zaharat de tip I : Tratament - insulind + dieta

Diabet zaharat de tip Il: Tratament - regim alimentar + antidiabetice
orale.

5. Doud proprietati caracterizeazd endorfinele sau peptidele opioide
endogene: capacitatea de a se lega de receptorii pentru morfinda din
membranele celulare din tesutul cerebral si capacitatea de a produce efecte
biologice asemé&ndtoare actiunilor farmacologice ale morfinei, indeosebi
efectul analgezic.

Endorfinele sunt de naturd peptidica si se formeaza din - lipotropina,
care are o origine comuna cu ACTH-ul intr-un precursor prezent in lobul
anterior al hipofizei, denumit propiomelanocortina.



Proopiomelanocortina
I
ACTH + B- lipotropind
(1-39) (42- 134)
i i
a-MSH a - lipotropina + § - endorfina

(1-13) (42-101) (104- 134)
| i
R-MSH g-endorfina
(84- 101) (104- 118)
4
a - endorfind
(104- 117)

6. Homeostazia Ca extracelular este asigurata de hormonii paratiroidian,
calcitonind si 1,25 - dihidroxicolicalciferol (1,25 (OH), - D}.

piele,
Colesterol —7 - Dihidrocolesterol—>Vitamina D3------------------- >
ficat,
25-hidroxilazé ¢ piroxicolicalciferol
droxicolicalciferol.

Calcitriolul poseda ca si PTH efect hipercalcemiant prin inducerea sintezei
unei proteine de legare a calciului din intestin, unde faciliteaza absorbtia cal-
ciului si a fosfatului.

7. Calcitonina are actiune hipocalcemiantda. La nivelul osului intervine
prin blocarea resorbtiei osoase, prin inhibitia sintezei de 1,25 - dihidroxico-
licalciferol, diminueazd absorbtia intestinald de calciu. La concentratii mai
mari creste eliminarea renald de Ca" si Mg . Calcitonina favorizeaza
translocarea fosfatului din lichidul extracelularin fluidul periostal si in celulele
0soase.

8. 37"-AMPc este mediatorul urmatorilor hormoni: corticotropinei,
adrenalinei, insulinei si vasopresinei.



TEMA 27

Hormonii pancreasului si glandei tiroide. Structura, biosinteza,
rolul metabolic si reglarea secretiei lor

1. Preproinsulina
polipeptida (23AA)
Proinsulina
«J7peptida C
Insulina

Datoritd succesiunii de semnalizare, proiunsulina sintetizata din
preproinsulind ajunge la locul de destinatie in celuld si, anume, Tn granulele
secretoare. Proinsulina se acumuleaza Tn granule pina cind celula primeste
semnal despre necesitatea secretiei de insulind. in acest moment proinsulina
se transformd in insulind activa sub actiunea peptidazelor specifice care
inlatura peptidul C.

2.7n doze mari, farmacologice, hormonii tiroidieni accelereaza arderile
tisulare, creste consumul de oxigen, viteza metrabolismului bazai, diminueaza
depozitele de rezerve energetice glucidice si lipidice; catabolismul proteic se
intensifica (bilant azotat negativ).

Actiunea catabolica, calorigena reflecta rolul reglator al hormonilor
tiroidieni asupra proceselor mobilizatoare de energie din organism.
Accelerarea oxidarilor celulare poate sa rezulte prin:

cresterea sintezei de Na7K.+ATP-aza (pompa de sodiu este consumatorul
principal de ATP),

cresterea raportului ADP/ATP mitocondrial (ADP stimuleaza fosforilarea
oxidativa si cresterea consumului de oxigen),

diminuarea gradului de cuplare a fosforilarii oxidative,

cresterea numarului de mitocondrii si a dimensiunilor membranelor
mitocondriale interne.

3. Somatostatina, sau factorul inhibitor al eliberarii hormonului de crestere,
este un oligopeptid ce cuprinde 14 resturi aminoacidice. Se sintetizeaza Tn
hipotalamus si este denumita astfel datorita capacitatii sale de a inhiba
eliberarea hormonului somatotrop din hipofiza anterioard; ea inhiba de
asemenea si eliberarea de tireotropind de catre TRH.

Somatostatina se sintetizeaza si n celulele D ale tesutului insular din



pancreas precum si Tn celulele D ale tractului digestiv. Ea exercitd efecte
inhibitoare marcate asupra secretiei de insulind, glucagon, gastrind, secreting,
colecistokinaza.

Somatostatina este utilizatd Tn tratamentul unor forme de diabet zaharat.

4. Creierul si sistemul nervos periferic utilizeaza ca substrat energetic
aproape in exclusivitate glucoza. Manifestarile clinice ale hiperinsulinismului
suntatribuite hipoglicemiei (< 50 mg/dl dozare plasmatica). Simptomatologia
caracteristica hipoglicemiei apare in conditiile unei scaderi bruste a glucozei
din stnge si include urmatoarele tulburdri nervoase: astenie, depresii, convulsii,
parestezii, tulburari de echilibru, tulburdri psihotice, coma.

5. Diabetul zaharat este rezultatul hipofunctiei pancreatice (deficit de
insulind) sau diminuadrii raspunsului la insulind al celulelor tintd (lipsa
receptorilor insulinici).

Utilizarea defectuoasa a glucozei de catre tesuturile periferice (muschi
si tesut adipos) determind aparitia Tn diabetul zaharat a hiperglicemiei si
glucozuriei. Hiperglicemia primard, prin scaderea transportului
transmembranarde glucoza in tesuturile insulino-sensibile, este amplificatd
ulterior prin gluconeogeneza hepaticd din aminoacizi si glicerol.

Hipoinsulinismul perturbd intr-o masura considerabild metabolismul lip-
idic. Este intensificata lipoliza Tn tesutul adipos cu cresterea consecutiva a
concentratiei plasmatice a acizilor grasi liberi si a glicerolului. Glicerolul este
utilizat in ficat ca substrat gluconeogenetic (hiperglicemie). Acizii grasi la
nivelul ficatului sunt partial reincorporati in trigliceride exportate spre
tesuturile periferice ca lipoprotcide cu densitate foarte mica (hiperlipemie
cu hiperlipoproteinemie), alta fractiune din acizii grasi suferd - oxidare cu
productie de acetil - CoA. Excesul de acetil-CoA este dirijat spre cetogeneza
(hipercetonemie, cetonurie) si spre sintezd de colesterol (hipercoleste-
rolemie).

6. Insuficienta hipofizara in copilarie, cu afectarea preponderentd a
celulelor ce secretd somatotropina, determina Tncetinirea cresterii - nanism
hipofizar. Pentru nanismul hipofizar este caracteristicd dezvoltarea
proportionald a corpului, activitatea psihica fiind normald. Hipofunctia
tiroidiand severa instalata in perioada prenatald sau imediat dupa nastere
determind tulburari de crestere si dezvoltare neproportionald a corpului (na-
nism hipotiroidian), diminuarea functiilor neuropsihice (cretinism).



TEMA 28
Hormonii suprarenalei. Structura, rolul metabolic, biosinteza
si reglarea secretiei lor. Hormonii sexuali. Hormonoizii

]. Glucozo-6-fosfatul sufera transformari diferite in ficat si in muschi. Tn
ficat glucozo-6-fosfatul poate urma doua cai principale:

a) este hidrolizat pana la glucoza si acid fosforic sub actiunea glucozo-
6 -fosfatazei hepatice, ficatul este organul principal care trimite glucoza in
stnge;

b) este degradat prin secventa glicoliticd si ciclul acizilor tricarboxilici
in vederea mobilizérii de energie. Tntrucit ficatul dispune si de alte sub-
strate energetice, glucozo-6-fosfatul este utilizat intr-o proportie redusa
pentru a furniza energie, cea mai mare cantitate servind la homeostazia
glicemica.

Tesutul muscular nu este echipat cu glucozo-6-fosfataza si nu poate forma
glucoza libera. Tn muschi unica modalitate de utilizare a glucozo-6-fosfatului
este degradarea sa pind la acid piruvic sau acid lactic, care in continuare se
oxideazd pTnd la C 02si apa.

2. Hipercorticismul, dupa natura defectului metabolic sau a zonei corticale
afectate, se manifesta print-o secretie crescutd de glucocorticoizi, de
mineralocorticoizi sau de androgeni.

Hipercorticolemia se datoreaza fie unei tumori (adenom, calcinom)
suprarenale, fie unei suprasolicitari adrenocorticotrope a corticalei (sindrom
sau boala Cushing). Boala se caracterizeaza prin catabolism proteic excesiv,
lipoliza cu depuneri patologice, hiperglicemie (diabet zaharat steroid).
Asocierea hipercorticolemiei cu hipersecretie de aldosterona completeaza
tabloul clinic cu retentie de sare, de apa, hipertensiune arteriala.

Glucocorticoizii stimuleaza gluconeogeneza hepatica din aminoacizii
glucoformatori (produc hiperglicemie), maresc depozitarea glicogenului in
ficat, stimuleazd degradarea proteinelor si faciliteaza patrunderea
aminoacizilor Tn hepatocit, mobilizeaza lipidele si favorizeazd depunerile
patologice de grasimi (ceafa, fatda, abdomen).

3. Mecanismul de actiune al toxinei holerice consta Tn faptul ca ea
activeaza pompa de sodiu din celulele mucoasei intestinale ceea ce
determina pierderi masive de ioni de Na si de apd. Toxina holerica



inactiveaza GTP-aza intrinseca a subunitatii as, proteina G, raminind Tn
stare activd (as - GTP), activeazd adenilatciclaza. Productia de
AMPciclic este continud. AMPciclic activeaza pompa de Na care elimind
ionii de Na si apa.

4. Hiperpigmentatia progresiva a tegumentelor si mucoaselor in boala
Adison se explica prin deficitul cortizolic, ce are ca urmare hipersecretia
continud de ACTH, din care se sintetizeazd hormonul a melanocitostimulator
(a MSH).

5. in practica oncologica, ca tratament suplimentar, se recomanda
prescrierea hormonilor, deoarece hormonii sexuali inhiba secretia hormonilor
de sex opus.



Biochiniia singclui
TEMA 29

Biochiniia stngclui.
Metabolismul elementelor figurate ale singelui

1. in eritrocite, nivelul ridicat al ATP-ului este mentinut prin 2 mecanisme:

a) fosforilarea la nivel substrat glicolitica;

b) prin reactie adenilatkinazica reversibila.

Refacerea rezervei de ATP este Tnsotitda de formarea stoichiometrica
de AMP, care declanseaza dezaminarea nucleozidelor la hipoxantind. Dupa
prima saptamina de pastrare a singelui conservat are loc echilibrarea celor
doua sisteme, din acest motiv nivelul ATP-ului descreste.

2. NADP-ul din ciclul pentozofosfatilor conditioneaza nivelul optim al
glutationului redus si in parte reducerea methemoglobinei.

3. Trasaturile principale ale bactericidiei sunt:

a) cresterea consumului de oxigen;

b) stimularea suntului pentozofosfatilor;

c) producerea de apd oxigenata, de anioni superoxid si in mai mica masura
'O, (singlet).

Consumul de oxigen crescut si producerea de 11,0, ar proveni din oxidarea
NADH, generat in glicoliza anaerobd si al NADPH format n suntul
pentozofosfat:

a) NADH + H*+ 02-> NAD*+ H,02

NADH-oxidaza

NADPH + H++ 02 -> NADP + HD 2

NADPH-oxidaza

b) Legatura dintre aceste doua sisteme se stabileste prin activarea
transhidrogenazei:

NAD' + NADPH -> NADH + NADP

transhidrogenaza

c) Corelarea cu activitatea enzimelor implicate Tn sistemul glutation oxidat-

glutation redus:



2HA + 2GSH -» 2H,0 + G-S-S-G
glutationperoxidaza

d) Producerea de 11,0:

O; +2H2D ->2H [ sau

0202+ 2H+-> HD2+ 02

4, Tn biologia trombocitului existda un singur moment in care el este angajat
intr-o mare cheltuiald de energie: metamorfoza viscoasa si retractia cheagului.

TEMA 30

Biociiitniu sTngelui. Componenta chimicd a plasmei sanguine,
lonograma. Echilibrul acido-bazic

1. Albuminile constituie 55-60% (35-45 g/l) din totalitatea proteinelor
plasmatice. Ele se sintetizeazd in ficat. Una din functiile principale ale
albumineloreste mentinerea presiunii coloidosmotice a plasmei. Micsorarea
concentratiei proteinelor plasmatice (sub 30 g/l) contribuie la modificarea
presiunii oncotice si la deplasarea apei din compartimentul intra- in cel ex-
travascular si respectiv, laaparitia edemelor. Scaderea marcatd a albuminelor
plasmatice in patologiile mentionate este cauzata de:

a) insuficienta functionald a ficatului in cazul cirozelor hepatice;

b) insuficienta alimentard in inanitie;

c) din cauza pierderii aloum inelor cu urina in glomerulonefrita.

2. Azotul neproteic din singe reprezintd azotul din compusii: uree, acid
uric, creatinind, creatind, aminoacizi, purine, nucleotide, amoniac, bilirubina,
glutation, indican etc. Valorile normale ale azotului neproteic sunt 14,28-
28,56 mM/1. in glomerulonefrita, din cauza diminuarii functiei excretoare a
rinichilor, va creste concentratia creatininei si, in special, a ureei in singe.
Aceste modificari duc la aparitia azotemiei prin retentie. in coma hepatica si
in starile terminale ale cirozelor hepatice apare hiperamoniemia ca urmare a
insuficientei hepatice, si dezvoltarii unei circulatii colaterale prin care singele
portal ocoleste ficatul.

3. Interferonul este o proteina specifica, produsa de celulele organismului
infectat de un virus. Interferonul actioneazd asupra ADN-polimerazei virale
sau induce sinteza unei proteine antivirale, care devine agentul inhibitor al
Tnmultirii diferitor feluri de virusuri. Prin urmare, interferonul previne inmultirea
virusurilor, darnu distruge virusurile deja prezente in organism.



4. Bicarbonatii plasmei sangvine poartd denumirea de rezerva alcalina.
La pH-ul sangvin egal cu 7,4 raportul HCO,/1 I,CO, constituie 20:1. Acest
raport este mentinut prin mecanismele fizico-chimice (celelalte sisteme tam-
pon) si fiziologice (in special de pulmoni si rinichi).

in acidozele respiratorii (careapardin cauza unor tulburari ale ventilatiei
pulmonare) creste concentratia sangvina de acid carbonic (hipercapnie) si
evident se va produce si o crestere a rezervei alcaline pentru mentinerea
constantd a raportului HCO,YH,CO, si a pH-ului sangvin.

Tn acidozele metabolice (produse de acumularea Tn singe a acizilor
nevolatili - lactat, piruvat, acetoacetat eic.) oricare ar fi acidul, el descompune
bicarbonatii si rezerva alcalind scade.

Alcalozele respiratorii sunt caracterizate prin scaderea primara a H,CO.
din cauza eliminarii excesive de CO,. Prin urmare, rezerva alcalina se
micsoreaza.

Alcalozele metabolice se caracterizeaza prin exces de aicali si rezulta fie
prin raport exagerat de substante alcaline, fie consecutiv, prin pierderi urinare
a unor electroliti. Deci, Tn alcalozele metabolice rezerva alcalina creste.

5. Conform clasificatiei functionale a enzimelor plasmatice, fosfataza
alcalind, Icucinaminopeptidaza si y-glutamiltransferaza fac parte din enzimele
excretorii. Investigatiile biochimice indica afectarea sistemului hepatobiliar.

6. Principalele investigatii enzimatice cu valoare diagnosticd pentru
muschiul scheletic sunt:

1) fructozo-l,6-difosfataldolaza-din clasa liazelor;

2) izoenzimele lactatdehidrogenazei - din clasa oxidoreductazelor;

3) izoenzimele creatinfosfokinazei - din clasa transferazelor.

in afectarea muschiului scheletic creste activitatea fructozo-1,6-
difosfataldolazei, LDH. (in special) si creatinfosfokinazei MM.

7. In ficat se sintetizeaza toate albuminele, a-globulinele 75-80%, B-
globulinele - 50%. Tn cazul cirozelor, capacitatea functionala a ficatului
diminueaza si respectiv se modifica spectrul fractiilor proteice sangvine.
Fractiile albuminelor, a*globulinelorse micsoreaza, y-globulinelor- cresc si
contopesc cu fractia B-globulinelor.

n sindromul nefrotic cresterea permeabilitidtii membranei glomerulare
duce latrecerea in urind a unei cantitati importante de proteine. Organismul
pierde peste 6 g de proteine in 24 ore. Din aceste considerente se modifica



fractiile proteice Tn singe: albuminelea,- si y-globulinelese micsoreaza, a,-
globulunele cresc, p-globulinele-in limitele normei.

8. Procesul inflamator include:

a) reactia locald a tesutului care este determinata de eliberarea media-
torilor inflamatiei (histaminei, serotoninei, chininelor), enziinelor lizosomale
si prostaglandinelor;

b) reactia intregului organism care se exprima nu numai prin dureri, febra,
leucocitoza, ci si prin cresterea considerabila a glicoproteidelor Tn plasma
sanguina.

Aceste glicoproteide poarta denumirea de “proteinele fazei acute”.
Unele din ele se gdsesc in plasma in cantitati infime, iar altele absenteaza
in conditii fiziologice, dar se sintetizeaza si apar in plasma in caz de
inflamatie.

Din proteinele fazei acute fac parte: proteina C reactiva, haptoglobina,
R~transferina, a,-antitripsina, ceruloplasmina, componentele C}si C4ale
complementului.

Spectrul fractiilor proteice din stnge Tn fazd acuta a procesului inflamator
indica: o™- si oc,-globulinele.

TEMA 31

Mecanismele biochimice ale transportului si schimbului de gaze in
singe. Hemostaza. Reglarea starii fluide a singelui

1 «b)

2.d)

3. a), ¢), d).

4. Vitamina K este sintetizata Tn organismul uman de catre bacteriile
intestinale. Ea este implicatd Tn biositeza protrombinei (factorul I1) si a altor
factori de coagulare (7,9,10). Toti acesti factori ai coagularii sunt sintetizati
n ficat. Vitamina K indeplineste rolul de cofactor al y-glutamilcarboxilazei
care catalizeaza reactia de y-carboxilare a resurselor de acid glutamic din
moleculele factorilor de coagulare sus-numiti. La tratarea indelungatd a bolii
infectioasecu antibiotice, flora microbiana intestinala este suprimatd, si deci,
se va dezvolta o deficienta de vitamina K in organism, ceea ce )oate duce la
hemoragie.



5. Deficitul de vitamina K produce hipoprotrombineinie, ceea ce conduce
la prelungirea timpului de coagulare si aparitia hemoragilor.

in afectiunile severe ale parenchimului hepatic (icter parenchimatos,
ciroze etc.) este alteratd sinteza factorilor complexului protrombinic si de
asemenea apar hemoragiile.

Vitamina K din alimentele ingerate este absorbitd la nivelul jejunului si
acest proces depinde de absorbtia normald a grasimilor care, la rindul ei,
este asociatd cu disfunctia pancreaticd, obstructii biliare, atrofierea mucoasei
intestinale sau altor diverse cauze de steatoree.

6. Transfuzia de singe sau plasma nativa este efcctuata in scop hemostatic
Tntrucit singele sau plasma nativa contin toti factorii plasmatici de coagulare
sangvina. Stngele integru mai contine si factorii trombocitari, care declanseaza
hemostaza gratie careia se opresc hemoragiile determinate de lezarea vaselor
mijlocii si mici.

7.
Nr. Indicii Valorile Hipocoagularea Hipercoagularea
d/o normale P g Ipercoaguia
1. Indicele 80-100
protrombinic (%) 1 T

2. Timpul de recal-
cifiere a plasmei

(sec) 60-120 T
3. Timpul protrom-

binic (sec) 15-18 T 4
4, Fibrinogenul (g/l) 2-4 4 T
5. Timpul fibrino-

litic (min) 183-263 4 T



TEMA 33
Biochimia tesuturilor si umorilor

1 Integral in ficat se sintetizeazd albuminele. Diminuarea cantitatii lor
duce lamicsorarea presiunii oncotice sanguine, extravazarea apei si aparitia
edemelor.

2. Ureogeneza este un proces specific hepatic, deoarece doua reactii ale
ciclului sunt catalizate deenzimele hepatospecifice, omitincarbamil transferaza
si arginaza.

3. Ciclul pentozofosfatilor furnizeazd NADPH H+ul necesar oxidarii
microsomiale a substantelor nocive si reactiilor de reducere la biosinteza
acizilor grasi si colesterolului.

TEMA 34
Biochimia tesutului conjunctiv si 0so0s

1. Colagen.

2. Hiperparatiroidism.

3. Osteogenezis imperfecta.

4. MPS Il, Hunter, enzimad deficitard, induronatsulfataza.

5. MPS IV, Morquio, enzimad deficitarda, N-acetilgalactozamin-6-sulfataza.



VALORI NORMALE

I. Calciu (Ca) - masa atomica: 40,08

ser

urind

adulti total
ionic
nou-nascuti total
1-7 zile ionic
sugari total
copii mici total
copii de scoald total
ionic
adulti
sugari

2. Clor (Cl)-masa atomicd: 35,453

ser, plasma

elemente figurate

urind

adulti
nou-nascuti
sugari

copii mici
copii de scoald
adulti

copii

adulti
nou-nascuti
2-6 luni
6-12 luni
1-2 ani

Raportul Cl globular/Cl plasmatic = 0,5 - 0,52
3. Cupru (Cu) - masa atomica: 63,546

2,25-2,75 mM/I
1,07-1,58 niM/I
1,87-3,48 mM/I
1,43-1,53 mM/I
2,25 mM/I

2,25 mM/I
2,25-2,75 mM/I
1,06-1,44 mM/I
2,5-7,6 mM/d
2,75-3,4 mM/d

95-111 mM/I
95- 100 mM/I
54-109 mM/I
97-109 mM/I
92-107 mM/I
48-54 mMI/I
50-55 mM/I
120-250 mM/d
0,3- 1,4mM/d
3,0-14,0 mM/d
3,0-30,0 mM/d
14,0-40,0 mM/d

ser adulti barbati 1 - 22jiM/I
femei 13,4-24,3 uM/1
gravide 31,5uM/1
copii nou-nascuti 2,4-7,9 yM/1
0-6 luni pina la 11,0uM/1
6 luni - 5 ani 4,2-24,1 (am1
5-17 ani pina 1a25,8|iM/I
urinad adulti 0,27-0,79 yM/d
copii 0,24-1,27 pM/d

Organismul adultului contine cca 100-500 mgCu. Necesarul zilnicede2-5 mgC

247



ser adulti barbati
femei
copii nou-nascuti
2 luni -1 an
pina la 14 ani
urind
5. Fosfor (P)- masaatomica: 30,9738
ser adulti
sugari
copii
urind adulii

nou-ndscut (aldptat normal)
nou-nascut (aldptat cu lapte de vacd)

copii 4-8 ani
9-12 ani
6. Potasiu (K) - masa atomica: 39,098
ser adulti
sugari
copii mici

copii de scoala
elemente sanguine adulti

urind adulti
copii 0-6 luni
7-12 luni
1-3ani
4-6ani
7. Sodiu (Na) - masa atomica: 22,9898
ser adulti
nou-nascuti
copii mici

copii de scoald
elemente sanguine adulti
urind adulti
nou-nascuti
pina la 6 luni
6-12 luni
1-7 ani
7- l4ani

16,1-21,1 pM/1
14,3-21,5 yw/l
193 - 27,9 pM/I
8,2-17,4 pM/I
15,2- 26,0 juMl
17,9]iM/d

0,65-1,61 niM/1
1,3--2,3mM/I

11- 1,8mM/I
22,6-48,43 mM/d
cca 1,29 mM/d

cca 9,69 mM/d
19,37-25,83 mM/d
25,83-32,29 mM/d

3,8-4,7 mM/l
41-5,4mM/I
4,2-5,1 mM/I
3,8-5,0 mM/I
6,0-18,0 mm/I
25-100 mM/d
0-25,0 mM/d
15-40,0 mM/d
20-50, OmMm/d
20-60,0 mM/d

134-148 mM/I
134-142 mM/I
132-144 mM/I
134-147 mM/I
cca 70,0 mM/I
120-220 mM/d
0-10,0 mM/d
0- 20,0 mM/d
10-30,0 mM/d
20 60,0 mM/d
60-120,0 mM/d



ser adulti

barbati
femei
nou-nascufi
copii pina la 6 ani
6 - 12 ani
12-20 ani
copii de scoald
adulti
singe integral
eritrocite barbati
femei
urind
9. Acetona - masa moleculard: 58,0806
ser
urina

10. Acid acetoacetic - masa moleculard: 102.09
ser adulti
plasma nou-nascuti (I-2zile)
4-10 zile
11 Acid N-acetilneuraminic-masa moleculara: 309,28
ser

plasma

suc gastric

12. Acid a - hidroxibutiric - masa moleculara: 104,164
singe adulti (nealimentati)
plasméa adulti (nealimentati)

nou-nascuti (nealimentati)

13. Acid lactic - masa moleculara: 90,079

singe adulti
venos nou-nascuti (singe ombilical)
singe adulti
arterial nou-nascuti (singe ombilical)

14. Acid piruvic - masa moleculara: 88,0635
singe adulti

0,78- 1,19 mM/I
0,68-0,93 mM/I
0,65-0,98 mM/I
0,44 - 0,96 mM/I
0,82 0,06 mM/I
0,68-0,88 mM/I
0,68-0,88 mM/I
0,27-0,37 mM/I
1,52-1,93 mM/I
2,39-2,67 mM/I
1,95+0,19 mM/I
2,03x0,21 mMm/I
2,1-6,2 mM/d

28-88pM/I
0-861 yM/d

16-43 (iM/I
249 + 106 |gM/1
161 + 131 ym/1

1,80-2,35 mM/I
2,0+ 0,12 mM/I
cca 0,24 niM/Il

56-164LM
20-92L4M
470+411LM

0,63-2,2 mM/I

3,72%0,73 mM/I
0,33-0,78 mM/I
0,65-4,00 mM/I



nou-nascuti 70- 120[iM/I
copii (2-13 ani) 56-96L1.M/1
ser adulti 21-73UM/1
urina adulti barbati cca 0,11 mM/d
femei cca 0,13 mM/d
15. Acid uric - masa moleculara: 168,112
ser adulti barbati 155-420UM/1
femei 119-375UM/1
nou-nascuti 240-360 mM/I
a pubertate 140-320 [iM/I
urind adulti (alimentatie sdracd in purine) 1,48-4,46 mM/d
adulti (alimentatie bogata in purine) pinala 11,9 mM/d
copii 0,12-0,18mMVkgcorp/d
16. Albumine - masa moleculara cca 69000
ser adulti 500-725 (IM/1
copii pind la 14 ani 497-811 uM/1
17. Proteinele totale
ser adulti 65-85 g/l
nou-nascuti 48-73 g/l
copii pind la 3 ani 54 -87 g/l
peste 3 ani 60-80 g/l
18. Proteine - fractiuni electroforetice
ser albumine 58-66%
a, - globuline 3-5%
a 2- globuline 5-9%
R - globuline 6-14%
Y- globuline 10-24%
globuline totale 34-42%
(separarea pe hirtie si acetat de celuloza standard)
Raportul A/G=1,0-1,5
19. Azot - masa moleculara: 14,0067
Azot total stnge 2,14-2,93 M/l
ser 0,86-1,08 M/l
eritrocite 4,1-4,4 MN
Azot neproteic  singe barbati 14,4-25,0 mM/I
(restant) femei 13,0-24,2 mM/I
nou-nascufi 171 -27,9 mM/I
Azotaminoacid singe 1,43-3,07 mM/I

Azot total urind

0,73 - 1,45 M/d



20. Amoniac - masa moleculara: 17,0306
plasma

urind

saliva

suc gastric

21. Bilirubina - masa moleculara: 584,678
ser adulti

22. Coagularea
Fibrinogenul
Protrombina

totala
directa

Timpul de recalcifiere plasmatic (Howell)

Timpul de protrombina (Quick)
Indicele de protrombina

23. Colesterol - masa moleculara: 386,667

barbati

0- 14ani

ser adulti
nou-nascuti
24.  Corpi cetonici
singe adulii
25. Creatina - masa moleculara: 131,1
ser adulti
femei
copii
urina adulti barbati
femei
copii 6-11 ani
6-12 luni
26. Creatinind - masa moleculara: 113,1199
ser adulti
nou-nascuti
copii 1-6 ani
urina adulti barbati
femei
nou-nascufi
copii 1-6 ani

27. pH singe actual (38°C) 7,35 - 7,43

17-58L1M/1

35-50 mM/d
1,2-5,9 mM/I
0,3-2,4 mMm/I

8,55- 20,52 uM/1
pina la cca 4,28 (iM/1

200 -400 mg/dl
10-15 mg/dI

60 -120 secunde
12-15 secunde
80-120%

2,6-6,5 mM/I
1,3-3,1 mM/I
100-602 |[iM/I

22,9-45,7 mM/I
22,9-76,2 mM/I

17-82 mM/I
0,08-1,45 mM/kg/d
0,14-2,06 mM/kg/d
0,02-0,06 mM/kg/d
0,04 - 0,16 mM/kg/d

35,4-106 mM/I
80-180 mM/I

30-150 mM/I

0,077-0,217 mM/kg/d
0,065-0,189 mM/kg/d
0,09-0,14 mM/kg/d
0,06-0,19 mM/kg/d



28. Bicarbonat standard - masa moleculara: 61,017

ser, plasma adulti
Baze tampon adulti
singe venos barbati
Baze exces femei
singe capilar

29. Aldolaza (fruclozo-1,6-difosfat. EC 4.1.2.13)
ser

30. a-amilaza (EC 3.2.1.1)
ser adulti

urind
suc pancreatic
31. Creatinkinaza (MB)

plasma adulti

32. Fosfataza alcalina (EC 3.1.3.1.)

ser adulti

copii 2 - 15 ani
33. Fosfataza acida (EC 3.1.2.)
ser adulti

copii

Fosfataza acida

prostaticd adulti
34. Lactatdehidrogenaza (EC 1.1.127))
ser adulti

35. Aspartataminotransferaza (EC 2.6.1.1.)
ser

22-30 mM/I
40-50 mM/I

-2 pina la+ 2 mM/I
-2,8 la+3 mM/I
-3,3 la+1,2 mM/I

0,5-3,1 (UN)
8,3-51,7 (nkat/1)

16-32 (U/W) ml Wohlgemuth

55- 109(mkat/l)
16-64 (U/W) ml
55-219(mKkat/l)
256-2048 UW/mI

0-23 nkat/1
0-1,4 U/

20-48 U/l
333-800 nkat/1
0,5-1,3 mM/ord/1
38- 138U/I
633-2300 nkat/1

4.8-13.5 U/l
80-225 nkat/1
0,05-0,13 mM/ord/1
7.8-21,2 U/l
130-353 nkat/1

pina la 62 nkat/1

pind la 3334 nkat/1
pind 1[a200 mU/minut/m|
0,8 -4,0 mM/ora/1

pina la 16 U/l
267 nkat/1
0,1 -0,45 mM/ord/1



ser

37. Acetilcolinesteraza

ser

38. Fosfolipide

ser adulti
nou-nascuti
copii mici

39. Glucoza - masa moleculard: 180,1589

singe venos adulti
ser, plasma nou-nascuti

copii

pind la 12 U/I
pind la200nkat/I
0,10 -0,68 mM/ord/1

160 - 340 mM/ora/l

1,94-3.23 mM/I
0,5-1,0 mM/I
1,0-2,3 mM/I

3,33 - 5,55 mM/I (metoda cu
o-toluidina)
2,50 - 5,23 mM/I (metoda cu
o-toluidina)
4,16-5,27 mM/I (metodacu
o-toluidina)

40. Hemoglobind-masa moleculara: 644,58 (Hb/4 = 161,145)

singe adulti

nou-nascuti
sugari
copii mici

41. Lipide (totale)

ser

Lipoproteide
Prebeta-lipoproteide
Beta-lipoproteide
Alfa-lipoproteide

42. Suc gastric

Secretia bazala mi/h
Secretia post ml/h
Excitatie histaminica ml/h

barbati

femei

0,85-1,006
1,006-1,063
1,063-1,21

13-17 g/dl
8,07-10,55 mM/I
11-15 g/dl
6,83-9,31 mM/I
16-20 g/dl

9,92 -12,41 mM/I
10-15 g/dl

6,21- 9,30 mM/I
11-14 g/dl
6,83-8,69 mM!/I

400-800 mg/dI
350-750 mg/dl
60-160 mg/dl
360-640 mg/dl
80-400 mg/dl

40-80

180-250



pH adulti 1,1-2,5
nou-nascuti 2,5-7,0
6 luni 1,5-3,4
7-12 luni 1,5-2,2
1-15 ani 1,4-2,0
Aciditatea totald 40-60mM/I
HCI liber 20-40 mM/I
HCI legat 8-16mM/I
Debitul acid 1,0-4,0 rnM H+/h
43. Trigliceride-masa moleculara (trioleina): 885,445
ser, plasma adulti 0,85-1,97 mM/I
44. Uree - masa moleculara: 60,0558
singe, ser adulti 2,50-8,33 mM/I
plasma sugari 1,67-4,16 mM/I
copii mici 2,50-5,83 mM/I
urind adulti 220-609 mM/d
copii pina la o luna 2,5-17 mM/d
6-12 iuni 33-67 mM/d
1-2 ani 67-133 mM/d
4-8 ani 133-200 mM/d
8-18 ani 200-333 mM/d
45. Indicanul
Urina adulii 46,0-56,4 mM/d

Corelatia dintre culoarea luminii absorbite si substanta

Lungimea de unda a Culoarea luminii

luminii absorbite, nm absorbite
400-435 Violeta
435-480 Albastra
480-490 Verde - Albastru
490-500 Albastru - Verde
500-560 Verde
560-580 Galben - Verde
580-595 Galbena
595-605 Oranj
605-750 Rosie

Culoarea substantei

Galbena-Verde

Galbena
Oranj
Rosie

Purpurie

Violeta

Albastra

Verde - Albastru
Albastru - Verde
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