EXPRIMAREA ACTIVITATII ENZIMATICE

Pentru aexprima activitatea enzimei sunt necesari urmatorii factori: ecuatia sumara a
reactiei; metoda de analiza; cofactorii enzimei, ionii sau coenzimele ei; valoarea constanta
dupd Michaelis; pH si T°C optime.

In practica biochimica curenti sunt importante variatiile de activitate, si nu activitatea
absoluta. Se 1a 0 anumita unitate arbitrara, care serveste drept referinta.

- Unitatea Internationala (U.1.) e acea activitate enzimatica ce asigurd conversia
a 1 umol de substrat intr-un minut in conditii standardizate de pH, T° C (25-30). Cofactorii
si alte conditii optime asigurd actiunea enzimelor.

- Katalul (kat) constituie activitatea care asigura transformarea unui mol de substrat
intr-o secunda (1mkat =60 U.I),(1 U.L. = 16,67 nkat).

Se mai utilizeaza:

- activitatea specifica—numarul de U.L. cu referinta la Img proteind;

- activitatea moleculard - numarul de molecule de substrat transformate de catre o
moleculd de enzimad intr-o secunda — numarul turnover ( carbanhidraza - 36
milioane pe minut, catalaza - 40.000.000/sec.);

- activitatea oxidoreductazelor cu coenzima NAD" sau NADP* se exprima prin
cresterea sau descresterea extinctiei la 340 nm (absorb numai formele reduse). Ca
unitate serveste cresterea sau scaderea cu 0,001 a extinctiel intr-un minut.

La reactiile fermentative ale metabolismuluiiau parte enzimele care se leaga cu
moleculele diferitelor substraturi. Exemplu:

E
Glucoza + ATP —™ Glucozo-6-P + ADP (E - hexokinaza)

Reactiile cu participarea a 2 si mai multe substraturi includ transferul atomilor sau
grupelor functionale de la un substrat la altul. Atare reactii decurg in doud moduri.

Primul tip de reactii — reactii de substitutie unitara: 2 substraturi A si B se leaga
specific sau sporadic cu enzima, rezultind formarea complexului EAB cu scindarea lui in
Csi D (fig.1.23); al doilea tip de reactii — reactii ce decurg conform mecanismului
substitutiei duble (de tipul «ping-pong»). In astfel de reactii CA al enzimei in fiece
moment leaga un substrat.

Figura 1.23. Reactii de substitutie unitardi

Aditionarea primului substrat e insotita de transferul grupei functionale pe enzima si
numai dupa eliminarea produsuhii format din primul substrat poate s aditioneze la enzima
sial doilea substrat, dupi care sa receptioneze grupa functionala:

AX+B —» A+BX(fig.1.24).
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E = el e E =

Figura 1.24. Reactii de substitutie dubli

Am accentuat ca en21ma accelereazi viteza reactiilor catalizate de 10® - 10% ori.
UreazalapH=81T=20 c mareste viteza reactiel de 10 ori.

Care este mecanismul ce atribuie enzimelor o activitate intensa in conditii atit
de subtile?

Sunt antrenati 4 factori decisivi:

1. Apropierea si orientarea substratului de grupa catalitica. Legatura chimica
explorata a substratului se aflda nu numai foarte aproape, dar si direct orientata fatd de
grupele catalitice. In consecintd, probabilitatea ci complexul ES va atinge starea de
tranzitie se amplifica.

2. Tensionarea §i deformarea sunt intr-o concordanta indusa: alipirea substratului
produce modificari conformationale in molecula enzimei, tensionind structura CA,
concomitent deformindu-se si substratul legat, ceea ce favorizeaza atingerea stam de
tranzitic a complexului ES. Apare
concordanta indusa, adica modificari
in structura tertiara §i cuaternara a
moleculei enzimatice.

3. Cataliza generala acido-
bazica. In CA al enzimei
conlucreaza grupe specifice ale
resturilor de aminoacizi, servind
drept donatori sau acceptori de
protoni. Grupele acide §i bazice
reprezinta catalizatori

efectivi ai multor substante o || s | s e ;IH _ -
organice dinsolutiileapoase CO0; —SH; —OH; 3> [ j
(fig.1.25). NH

4.Cataliza covalenta. Enzimele reactioneaza cu substraturile, formind compusi ES
nestabili legati covalent, care 1n reactiile ulterioare formeazad produsul reactiei mult
mai rapid decit In reactiile necatalizate. Compusul covalent e nestabil sise hidrolizeaza
mult mai rapid decitR.

RX + E~OH —= R—OH + EX == EX + HOH — E—OH + HX
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Enzimele stimuleaza diferite procese metabolice in celule, fiind organizate in sisteme
(sau complexe) multienzimatice, in care enzimele activeaza coordonat. Ele genereaza
reactii succesive ale unei anumite céi metabolice. Produsul primei reactii din astfel de
sisteme devine substrat pentru cealaltd enzima.

Sistemele multienzimatice pot include 15 §1 mai multe enzime, care activeaza
intr-o anumita succesiune. In fiecare sistem exista un ferment cu rol de dirijor, care
determina viteza tuturor reactiilor catalitice din lant, fiindca catalizeaza stadiul-limita,
adica reactia cea mai lenta, ce determina viteza procesului in intregime. Enzimele de
acest tip indeplinesc nu numai functia catalitica, dar si cea de modificator al propriei
activitati ( |} ), ca respondente la diferite semnale. Ca rezultat, fiecare reactie metabolica
isi schimbi viteza, fapt ce conduce la adaptiri rapide. In conditiile noi apare o adaptare
imediatd, de avarie. In aceasti categorie logic se include transformarea enzimei neactive
in activa, sub influenta factorilor atit specifici, cit $1 nespecifici.

In majoritatea sistemelor multienzimatice fermentul-dirijor catalizeaza prima
reactie din lantul lor consecutiv. Cantitatea suficienta de ceilalti fermenti determina
activitatea catalitica intensiva, indeplinind indicatiile dirijorului si intensificindu-gi activitatea
la cresterea cantitatii de substrat.

Enzimele, activitatea carora se gaseste sub influenta unor semnale molecu-
lare, sunt numite enzime reglatoare. EXista 2 clase de astfel de enzime: una —
alosteric reglate (Allo stereos - alt loc) de modulatori ce se fixeaza necovalent, si a
doua — enzime ce se regleaza prin modificari covalente.

ENZIMELE ALOSTERICE. Ele poseda cu totul alt sau alte centre decit cel
activ, 1n care sunt fixati liganzii. Ce le este caracteristic acestor enzime?

1. Poseda, ca si toate enzimele, centru catalitic, unde se fixeaza si se modifica sub-
stratul, dar mai poseda un alt centru care are o pozitie spatiala pentru fixarea
metabolitului reglator, numit efector sau modulator. Acest centru ¢ specific pentru
fiecare modulator.

2. Moleculele enzimelor alosterice sunt
mai mari, mai complexe si primordial Mioglobina
oligomere pare. B

3. Aucinetica lor — viteza reactiilor, in / v
dependenta de concentratia substratului, are =
forma sigmoidala, dar nu hiperbolica,
cauzatd de urmadrile interactiunii intre
protomeri ce leagd substratul in mod
cooperativ (exemplu — mioglobina si # F
hemoglobina — fig.1.26). /

Exista 2 tipuri de enzime alosterice: - tori

a) homotrope in care modulatorul si 0 0 20 3 4 50
substratul constituie aceeasi substanta. 133 267 339 5384 667kPs
Acumularea substratului activeaza viteza Figura 1.26. Curbele de oxigenare ale
reactiel catalizate de aceasta enzima: SR (L), (F SemAgoba Y

Saturarea cu O,
&
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Hexokinaza

Glucoza+ ATP — G-6-P+ADP
(de altfel, ca sialcoolul ce activeaza enzima ce 1l
scindeaza - alcooldehidrogenaza);

b) heterotrope — enzimele sunt reglate de
modulatori care diferd dupa structurd de |
substrat, multi dintre ei avind actiune antipoda.
La fixarea modulatorului, enzimele alosterice isi
modifica conformatia. Modulatorii accelereaza
sau inhiba utilizarea substratului de enzima

respectiva (fig.1.27).
Unele sisteme enzimatice

manifestéopaﬂi- Figura 1.27. Influenta modulatorilor
pozitivi (+) §i negativi (-} asupra cineticii

cularitate deosebita: produsul final al sistemului yeacriitor catatizate de enzimele alosterice
Inactiveaza enzima — un rezultat al activitatii mai
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Figura 1.28. Inhibitia de tipul feed
back. Conversia L-treonineiin -
izoleucind catalizati de o succesiune
de enzime. Treonindehidrataza E,
este inhibata de produsul final

productive a sistemelor multienzimatice, decit e necesar
celulei. Acest produs final actioneaza ca un inhibitor specific
al primei enzime i, ca rezultat, viteza sistemului se echili-
breaza in corespundere cu cerintele celulei - retroinhibi-
tie sau inhibitie prin produs final, inhibitie de tip feed back.
Transformarile L-treonina —= L-izoleucina necesita
5 enzime. Prima enzima e treonindehidrataza, inactivata
de izoleucina, modulator ce se fixeazad in CA. Este un
exemplu clasic de reglare necovalenta i e reprodus in
fig.1.28.

Se inregistreaza enzime reglatoare, la baza activarii

carora se atestd modificari covalente ale moleculei:
E

Glicogen +P — Glicogen , + Glucozo-1-P

Enzima fosforilaza A (forma activa constituie un
dimer compus din 2 protomeri identici, fiecare avind
rest specific de serind, fosforilat pe grupa OH) catalizeaza
reactia. Fosfataza fosforilazei catalizeaza hidroliza legaturii
P cuserinasi transfera F «A» in F «B» mai putin
activa. Kinaza fosforilazei catalizeaza transferul grupei P
de la ATP la OH serinei $1 reactiveaza activitatca enzimei
(“B” — "A”)(fig.1.29).

Trecerea dintr-o forma in alta e insotita de modificari ale
structurii cuaterare ce atinge centrul activ, regleaza activitatea
enzimel. Asocierea protomerilor “Bactiveaza “A”.

Reactiile catalizate de enzimele alosterice sunt
ireversibile, au AG - negativa. Exista si alte modificari
covalente ale enzimelor — metilarea resturilor de ami-
noacizi, aditionarea adenmilatului etc.(fig.1.30).
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Launele enzime foarte complexe activitatea ou on
poate fi reglatd atit covalent, cit si necovalent. cH, CH,

O categorie de enzime sunt sintetizate in forma '
neactiva de precursor, care se activeaza la o
proteoliza limitata (proenzimele). Exemplu:

| Fosforilaza B

1)enzimele digestiei ce scindeaza proteinele y1P,  ZATP _
in stomac si duoden - pepsinogenul, chimotripsi- Fosfataza ff%:}gi?iazei
nogenul, tripsinogenul, proelastaza, procarboxi ostiaclacei N2H0 24pP«
peptidaza; v

2) coagularea singelui e determinata de @ o
avalansa de reactii cu actiune proteolitica; N A

3) hormonii proteici (insulina);

4) proteinele fibrilare (colagenul).

Exista o grupd de proteine-enzime, stareaactivda iy
a carora e conditionata de impachetarea spontana 25;‘)::.‘!:__'3?‘;? S:g;f ‘g’;;f:ﬁ}’:‘i’; tﬁi‘t’f‘"’
a moleculelor cu formarea unei structuri =
tridimensionale caracteristice enzimei date (lizozim).

/ Fosforilaza A

Modificirile covalente Resturile de aminoacizi accep-
- p— (ﬁ tati in modificirile covalente
E A-L.. Enz— P— O "
Fosforilarea - [ Tyr, Ser, Thr, His
(0]
ATP PPi |C|J
Enz Enz—P—0=CHs o Adenina Tyr
Adenilarea .
) H H
H H
UTP PPi 1C|]l OH OH
Enz ;L)- Enz—P—0—CH, O Uracilul Ty
Uridil )
ridilarea ) _
H H
OH OH
NAD  Nicotinamida ﬁ) |C1)
Enz ;1—»- Enz (6] CHy—=0—P—0—P—0—CH; & Adenina
ADP-ribozilarea T R -
H H H H
. S-adenozil S-adenozil Arg, Gln, Cys
Metilarea metionina homocisteina
Enz / - Enz_ CH3 Glu

Figura 1.30. Exemple de modificiri covalente ale diferitelor enzime
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In 1922 Al. Fleming descopera, intr-un mod deosebit,
lizozimul, iar in 1929 tot dinsul descopera si penicilina.

Mecanismul interactiunii alosterice

In 1965 savantii J. Monod, J. Wyman, J. Changeux au
propus unmodel fin si clar al interactiunilor alostericc (MWC)
— modelul simetric sau “concentrat”, avind urmatoa-
rele caracteristici cardinale (fig.1.31):

1. enzima alosterica este compusa din 2 subunitati identice,
simetrice, cu un centru activ, centrele fiind echivalente;

2. enzima (oligomerul) poate exista in doua stari: T-
tensionata (constrinsa), cu afinitate mica de substrat, s1 R-
relaxata, cu o afinitate mare de substrat;

3. conformatia fiecarui monomer este constrinsa de
asocierea cu ceilalti monomerti;

4. formele T si R pot trece din una in alta si se afla in
echilibuT == R;

5. pentru acest model se face o exceptie: intrua pastra
simetria dimerului, ambele subunitati trebuie s adere la
aceeasi conformatie.

In lipsa substratului, toate moleculele se afla in forma T
(la 10* molecule — o molecula poate capata formaR).

Prezenta substratului modifica conformatia, ducind la
aparitia formei R. Cind substratul se leagd cu centrul activ,
celalalt la fel trebuie s se afle in R - stare. Trecerea de la
T la Rsiviceversa se produce coordonat. La aditionarea
substratului partea moleculard a enzimei in starea R
progreseaza si fixarea substratului devine cooperativa. La o
saturatie completa toate moleculele enzimei se fixeaza in R
stare.

Inhibitorul se leaga cu forma T, activatorul —cu forma R,
astfel efectele homotrope devin pozitive, iar cele heterotrope
— pozitive sau negative (fig.1.32).

D.Koshland, G.Nemethy si D.Filmer (KNF) propun
modelul secvential, mai clasic (fig.1.33). Baza lui constituie
trei postulate:

1. fiecare monomer poate exista in una din conforma-
title posibile - T sau R;

Figura 1.31. Modelul
simetric de fixare cooperativa
a substratului

Inhibiﬁr alosteric

FormaT

Activator alosteric

.

Forma-

Figura 1.32. Inhibitorul alosteric
stabilizeaza  forma T, pe cind
activatorul respectiv— forma R

2. fixarea substratului modifica forma doar a unei subunitati, cealalta nu sufera modificari

vadite;

3. modificirile conformationale determinate de substrat la o subunitate pot mar sau
micsora afinitatea la substrat a celorlalte subunitati. Fixarea este cooperativa.

Deosebirile intre modele: cel simetric nu presupune echilibru intre formele R si T'in
lipsa substratului, dardin contra, fixarea substratului induce trecerea T —= R.

T



in acest model esentiala este simetria monomerilor. K P

Modelul secvential denota ca trecerea de la T la R in diferite
subunitati are loc coordonat si intr-o anumita succesiune. Un rol j
primordial are forma hibrid RT. Monomerii interactioneaza cu TT
conditia prezentei formei conformationale diferite. In ultimul model /‘El;s
(secvential) efectul substantelor homotrope poate fi pozitiv si
negativ. Fixarea de enzima a doud molecule de substrat depinde "
efectiv de natura modificarilor structurale, determinate de fixarea 5
primei molecule de substrat.

Recent se considera cd aceste modele reprezinta doua cazuri TR
aparte de interactiune. In realitate ea e mult mai complexa, de- /H’*S
pendentd de particularitatile structurii cuaternare, tertiare etc.

E stabilit ca sub actiunea guanidinhidroclorurei (G,HCI) sau a
ureei inactivatia unor enzime are loc la concentratii relativ mici ale
agentilor denaturanti, in care nu se observa modificari globale in
conformatia moleculei. Studiile recente confirma ca pierderea RR
activititii fermentative e determinata de micgorarea interactiuniiin pigura 1.33. Modelul
molecule ce are, drept consecinta, cresterea mobilitatii partiiei secvential de fixare
lduntrice. Si denaturarea termica prezinta date ca pentru un sir de E;ﬂ‘::ﬁ;?”w " e
enzime inactivarea este antecedenta modificarilor conformatiei,
care este indusa de T inalta. Pierderea activitatii enzimatice in
acest caz nu e provocata de efectul inhibitorilor. Posibil ca enzimele oligomere (creatin
kinaza), disociind la monomeri, ar putea sa se inactiveze in lipsa vadita a desfasurarii
moleculei enzimatice. Observatiile denota ca disocierea creatin kinazei are loc la
concentratii ale agentului denaturant, cu mult mai majore decit ale celor ce provoaca
inactivarea enzimei. '

Studiile actuale demonstreaza ca micgorarea activitafii enzimatice in conditii de
concentratii relativ mici ale agentilor denaturanti sunt cauzate nu de efectul lor inhibitor
sau de disociatia enzimelor oligomere, dar de dependenta de perturbarea conformatiei
centrului activ.

Datele experimentale elucideaza ca centrele active ale majoritatii enzimelor sunt situate
in regiuni ale moleculei mult mai mobile (intre domenii) si deci sunt mult mai sensibile la
actiunea agentilor denaturanti sau a factorilor fizici. In conformitate cu ipoteza “potrivirii
induse” alui D.Koshland, in fiecare faza a ciclului catalitic regiunea centrului activ capata
o conformatie specifica fazei. Activarea enzimei este rezultatul coaptarii CA a conformatiei,
perfecte, ce determina efectul catalitic maxim. Dar in caz de sporire a activitatii enzimatice
laincalzire si proteoliza, are loc trecerea dintr-o conformatie compacta si stabila in alta
relativ mai deschisa §i structuratd mai fin. La proteoliza limitata activarea zimogenului e
cauzata nu de coaptarca CA a conformatiei perfecte cu modificari fine in trecerea de la
conformatia zimogenului la cea necesara pentru cataliza, dar de majorarea mobilitatii
moleculei proteice in regiunea CA. Anume flexibilitatea, dar nu structura bine formata
a centrului activ, e responsabila pentru functia catalitica.

-
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INHIBITIA ACTIVITATII ENZIMELOR

Activitatea enzimatica poate fi inhibata de molecule mici specifice, precum si de ioni,
in ansamblu prezentind un mecanism de control. Distingem inhibitie specifica si
nespecifica. Inhibitia sta la baza actiunii substantelor medicamentoase, a agentilor
toxici §i poate fi reversibila §iireversibila.

La inhibitia ireversibila inhibitorul se fixeaza sau se leaga covalent atit de profund
de enzimd, incit disocierea are loc foarte lent. in acest tip de inhibitie se formeaza un
complex enzima-inhibitor stabil, nedisociabil: E+1 —= El (reactie ireversibila).

Inhibitia ireversibila prezinta urmatoarele caracteristici:

1. Inhibitia se accentueaza progresiv, pind la inlaturarea completa a activititii enzimatice
sinu poate f1 anulata prin indepartarea inhibitorului.

2. Se datoreaza unor modificari covalente si permanente ale gruparilor functionale
necesare catalizei, transformind enzimele in molecule inactive.

3. Lainceput, acest tip de inhibitie este incompletd, dar creste pe durata timpului, pe
masura ce apar modificrile chimice respective.

Aproape toti inhibitorii ireversibili sunt substante toxice, fiind numite si «otravuri
enzimatice». Amintim in acest sens acidul iodacetic, DIPFP, metalele grele, compusii
arsenici, etc. Acestia interactioneaza cu radicalii aminoacizilor din centrul activ al enzimei,
esentiali pentru structura §i functia acestuia.

Exemple: Diizopropilfluor fosfatul (toxina neuroparaliticd) se fixeaza de grupa OH
aserinei in CA al acetil colinesterazei cu formarea enzimei neactive:

H,C—CH—CH, ' H;C—CH—CHj
0 0
F—%--o + E—CH,0H — E—CH2—0—|P:0 + HF
0 0
H3C—C|H“CH3 H,C—CH—CH,

lodacetamida se fixeaza de cisteina din centrul activ al enzimelor:;

0 O
Paraclormercur benzoatul de asemena leaga grupele SH din centrul activ:

COOH COOH
/_\ /

s \\a
€ )] + BemysE — L\ J] + ma
e s

HeCl Hg--S—-CH2~E
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Ca surse nedietare de cianide poate fi nitroprusidul de sodiu (agent hipotensiv),
succinonitrilul (agent antidepresant), acrilonitrilul, cit si fumul de tigard. Expozitia
cronica se manifesta prin demielinizare, leziuni ale nervului optic, ataxia si depresia functiei
glandei tirode. Intoxicatia acuta cu clanide necesita un tratament rapid. Baza biochimica
a tratamentului efectiv constd in crearea unui complex nontoxic al fiero-porfirinei.
Administrind nitritii (NaNO, - intravenos, amilnitrita - inhalatie) convertim portiunea de
hemoglobina normala in methemoglobina (Fe**). Ultima e capabila sa fixeza complexul
CN-citocromoxidazic eliberind citocromoxidaza si generind cianmethemoglobina.
Methemoglobina este reintoarsa in proces gratie activitatii rodanazei (tiosulfat-cianid
sulftransferaza) eritrocitare, care va transforma tiosulfatul in tiocianat.

CH, = CHCN Oxihemoglobina [Hb,0,(Fe**) ]

Acrilonitrilul
Nitritii (NO>)
Na,Fe(CN)s—NO

Nitroprusidul de sodiu e

Methemoglobina [ MetHbOH(Fe**) ]

NCCH,CH,CN ) %
Succinonitrilul [Clt-aaB (Fe™) CN:I
[Cit.aas (Fe™)]
Cianmethemoglobina
Tiosulfat (32032)—
Rodanaza

Sulfit (SO3 )

Methemoglobina + Tiocianat (SCN )

La o inhibitie reversibild echilibrul dintre enzime si inhibitori se instaleaza repe-
de. Inhibitia revesibila prezinta urmatoarele caracteristici:

. Intre enzimi si inhibitor se formeaza un complex EI, E+1 == EI (reactie
reversibild). Reactia fiind reversibild, inhibitia poate fi inlaturata prin deplasarea echilibrului
spre stinga, cu regenerarea enzimei.

2. Se poate defini §i o constantd de disociere a inhibitiei complexului EI:

E+1 == EI
__[E]I[T]
STEIT

3. Inhibitia reversibild poate fi competitivd, uncompetitiva §i necompetitiva.
La inhibitia competitiva inhibitorul se fixeaza de centrul activ al enzimei, ca
urmare a afinitatii structurii cu substratul, concurind cu el si impiedicind fixarea lui.
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Nueposibila fixarea simultana
asubstratului i inhibitorului. Enzima
va fixa acel competitor care se
acumuleaza intr-o concentratie mai
mare. Inhibitia competitiva diminu-
eaza viteza catalizei, micsorind
cotamoleculelor de enzima fixatoa-
re ale substratului.

Se poate prevedea efectul unor
inhibitori pentru o enzima data,
utilizind ecuatia Lineweaver-Burk
- 0 forma invers reciproca a ecuatiei

-1/K,,

I / Pan_ta BRIV .

A\ /\_1 NH'ITIX
N |

1/[S]

Figura 1.34. Reprezentarea grafica a ecuatiei
Lineweaver-Burk

Michaelis-Menten. Grafic este reprezentata infig.1.34.

IV, =1V, x K,J[S]+1/V__

In cazul inhibitiei competitive:

tinde spre zero, iar ecuatia devine:

(fig.1.35asib).

\Y%
Analizind aceastd ecuatie se constata ca daca concentratia S creste foarte mult, 1/[S]
L
=
In inhibitia competitivd, unde are loc interactiunea de tipul E+1 == EL K,
creste, V__ ramine nemodificatd, panta curbei L - B variaza la intersepta constanta

Kv 1 [1] 1
Vimax [S] (L Ki)Jr Vinax

1

V[I’BX

Prin urmare, in cazul inhibitiei
competitive viteza de reactie poate
atinge Vmax, ca i cum inhibitorul nu
ar fi prezent, dacd se mareste
suficient de mult concentratia

substratului.

Inhibitorii competitivi insd maresc
considerabil panta curbei K., scazind
afinitatea enzimei pentru substrat.

Vv
Vigggle- s=s s sdndnnsnaaiins o iy oo
ol
Vlm)( g
2 i 1 : “|~ o 1
1 1 1
1 1 ]
]
1 1 I
1 ]
- | [S]
Kma Kpp  Kwe

Figura 1.35a. Curba Michaelis-Menten in absenta si

prezenta inhibitorilor compefitivi.

a) fara inhibitor; b) cu cantitati mici de inhibitor; c)

cu cantitafi mari de inhibitor

Exemplu:
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enzimei pentru substrat.
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O structura similara o au acizii malonic, oxalic, malic, care pot servi drept inhibitori
competitiviai SDH.

HOOC—CH,—COOH HOOC—COOH HOOC —(;H—-CHz —COCH

Acid malonic Acid oxalic OH Acid malic

Inhibitorul nu se scindeaza fermentativ. O particularitate esentiald consta in faptul ca
efectul se inlatura la cresterea concentratiei de substrat (succinat). Acest principiu sta
la baza tratamentului intoxicatiilor cu etilenglicol (CH, OH),, component al antigelului.
Produsul oxidarii, (COOH),, este toxic si apare ca rezultat al actiunii alcool
- dehidrogenazei (ADH). Cristalele de oxalati usor se precipita, dereglind functiile rinichilor.
Administrarea etanolului in doze aproape toxice inhiba reactia de oxidare si
etilenglicolul se elimina din organism fard consecinte grave.

CH;OH (metanol) (CH,OH), (etilenglicol)
Etanol @ l ADH 4—m]§ttﬁ;(i)rlazol el ADH
HCHO (formaldehida) R -
el CH,OHC __ (glicoaldehida)
H
HCOOH (acid formic) l

CH,OH—COOH (acid glicolic)

HOC— COOH (acid glioxilic)
CO,

HCOOH (acid formic) (COOH), (acid oxalic)
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Acelasi mecanism sta la baza tratarii intoxicarilor cu metanol. Produsul oxidarii este
acidul formic (HCOOH). Foarte sensibile la intoxicatii cu metanol sunt celulele retinei
ochiului, sistemului nervos central (depresie). O terapie intirziata include hemodializa si
administrarea bicarbonatilor exogeni.

O categorie importanta de inhibitori competitivi sunt sulfamidele i derivatii respectivi.
Actiunea antibacteriana a sulfamidelor consta in substituirea acidului p-aminobenzoic
(PAB) din acidul folic, indispensabil pentru cresterea microorganismelor, impiedicind
dezvoltarea lor. Metabolismul in organismul gazdei nu este afectat deoarece acidul folic
este asigurat de aport alimentar. Eficacitatea sulfamidelor e dependenta de cantitatile
administrate.

La o inhibitie necompetitivd, dar reversibila, inhibitorul si substratul se leaga si-
multan cu enzima, dar locusurile sunt diferite. Actiunea inhibitorului consta in
micsorarea numarului turnover al enzimei, dar nu si a numarului de molecule de sub-
strat. Marirea concentratiei de substrat nu micsoreaza inhibitia.

Inhibitia necompetitiva prezinta urmatoarele caracteristici:

1. Intre inhibitor si substrat nu se realizeazi o competitie pentru a se lega de enzima.

2. Inhibitorul nu prezinta asemandri structurale cu substratul.

3. Inhibitorul se leaga de enzima in alt loc decit centrul activ.

4. Inhibitorii necompetitiviscad V__, darnu afecteaza K.

Deoarece inhibitorii se leaga de enzima in alt loc decit centrul activ, este posibila
formarea complexului ES, cit 51 a complexului ESI. Deoarece complexul ESI nu se poate
scinda pentru a forma produsul de reactie, la o viteza de formare a complexului ES mai
mare decit a complexului ESI, reactia este incetinita, dar nu oprita.

La o inhibitie necompetitiva (noncompetitiva) de tipul

E+1 == EI si

Es+] === B5l

K|, nuse modificd, V__descreste, iar panta si intersepta variaza (fig.1.36a s b).

Seobservaca 1/V  creste, deci in inhibitia necompetitiva V__ scade.

Practic, In cazul inhibitiel
necompetitive inhibitorul, chiar
daca nu se leaga de centrul activ Vimax
al enzimei, actioneaza asupra
acesteia deformind-o, astfel incit
eanu mai poate forma complexul ~_Ymax
ES la viteza normali pe de o E
parte, iar pe de altd parte
complexul ES format nu se mai

descompune cu viteza normala 151

pentru a forma produsul de

reactie. Este evident ¢i in acest Figura 1.36a. Curba Michaelis-Menten in absenta si
R e 5 prezenta inhibitorilor necompetitivi.

caz inhibitia nu poate fi inldturatd a) fard inhibitor; b) cu inhibitor necompetitiv

prin madirirea concentratiei

substratulul.
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Figura 1.36b. Inhibitia noncompetitivi

Ceimai vaditi inhibitori de acest tip in celulele vii sunt produsele intermediare ale
metabolismului, care se fixeaza reversibil cu locusurile specifice pe suprafata unor
enzime reglatoare, modificind activitatea lor.

Tata citeva exemple:

1. Cel mai comun tip de inhibitie necompetitiva este produs de agentii chimici care se
pot combina cu unele grupari functionale ale enzimei; acestea, chiar daca nu fac parte din
centrul activ al enzimei, sunt esentiale pentru mentinerea structurii tridimensionale §i, prin
urmare, pentru activitatea cataliticd a acesteia.

Spre exemplu, ionii metalelor grele (Hg*, Ag*, Pb?), unele substante organice ca
acidul 1odacetic, PCMB, DTNB etc. sunt inhibitori necompetitivi pentru numeroase
enzime.

2. Unele enzime metaloactive sunt inhibate necompetitiv de agenti capabili sa lege
aceste metale, precum este EDTA care complexeaza ionii Mg**, Ca**, Mn*'.

3. Inhibitori necompetitivi sunt $i CN" 5i CO pentru citocromi, substante care intervin
in ultimul segment al lantului respirator mitocondrial.

Inhibitia uncompetitiva (incompetitiva) prezinta urmatoarele caracteristici:

1. Inhibitorul nu se combina cu enzima libera si nu afecteaza relatia ei cu substratul.

2. Inhibitorul se combina cu complexul ES, formind un complex ESI ce nu poate
genera produsul dorit.

3. Se intilneste rar in reactiile cu un substrat, dar este frecventa in reactiile cu doud sau
mai multe substraturi.

Deci, la 0 inhibitie incompetitiva panta este constantd, intersepta variazd, K, iV,
se micsoreaza (fig.1.37asib).

Reprezentarea grafica a ecuatiei Lineweaver-Burk in diferite cazuri de inhibitie este
redatd in fig.1.38.

max
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Figura 1.37b. Inhibitia incompetitivi

Activitatea enzimatica poate fiinhi-
bata la interactiunea diferitor subunitati
ale enzimelor oligomere - inhibitia alos-
terica.

Izoenzimele. Se atesta enzime ce
exista in forme moleculare multiple, la
aceeasi specie, in acelasi tesut si chiar
in aceleasi celuld. Catalizeaza aceeasi
reactie, dar se deosebesc dupa proprie-
tatile cinetice, dupa aminoacizi ca com-
ponenta sisuccesiune. Atare forme mul-
tiple se numesc izoenzime.

E studiatd mai detaliat LDH - lactat
dehidrogenaza ce catalizeaza transfor-
marea lactatului in piruvat. Fiecare izo-
enzima e compusa din 4 lanturi polipep-

Ky [S]

Figura 1.37a. Curba Michaelis-Menten in absenta i
prezenta inhibitorilor incompetitivi.
a) fara inhibitor; b) cu inhibitor incompetitiv

b)

a) - cu inhibitor;
b) - fara inhibitor

1/[S]

1/[S]

1/Km a) - competitiva; b) - incompetitiva;
¢) - nontcompetitiva; d) - fard inhibitor.

Figura 1.38. Reprezentarea graficd a ecuatiei
Lineweaver-Burk in diferite cazuri de inhibitie
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tidice cu masa moleculara aproximativ egald cu 33500 Da, care contin doud tipuri de
lanturi polipeptidice in diferite raporturi: A(M) si B(H), codificate de gene diferite.
Enzima ce contine H, se localizeaza in inima - LDH, iar cea compusa din M, - in
muschi - LDH,. Izoenzimele diferd atitdupa V__ siK|, pentru substratul lor, cit §i dupa
sensibilitatea la modulatori alosterici (fig. 1.39-1.40). E bine cunoscuta §1 creatin kinaza
care are 3 izoenzime (M, B, MB) la asocierea a2 lanturi polipeptidice.

o { [ | | | |®

;
Originea LD, LD, LD, LD, LD,
M, M,H M,H, MH, H

4

Figura 1.39. Repartizarea electroforeticd a izoenzimelor lactat dehidrogenazei

Figura 1.40. Subunititile componente ale izoenzimei lactat dehidrogenazei

Care-s factorii ce determind prezenta izoenzimelor? Acestia sunt:

1. Particularitatile metabolice ale diferitelor organe.

2. Localizarea si rolul metabolic al enzimei anumite in celulele aceleiasi specii -
(mitocondrii sau citozol-malat dehidrogenaza-MDH).

3. Procesul de evoluare si diferentiere a tesutului omului matur din formele initial-
embrionare (LDH ficatului laembrion are o anumita caracteristica, ce se schimba o
data cu evolutia organului; scindarea glucozei la tumori e catalizatd de aceleasi enzime,
propriisi embrionului). _

4. Sensibilitatea la modulatorii alosterici care permit o reglare find a reactiilor
metabolice.

5. Rezultatul mutatiilor ce modifica activitatea cataliticd a enzimelor $1 cauzeaza
maladii genetice, dar nu intotdeauna. Se pot observa si fenomene opuse - adaptarea la
factorii nocivi.

Enzimele din celule se pot afla si in stare libera (in citozol), se pot fixa de structuri
supramoleculare (in matricea mitocondriala); se organizeaza in complexe multienzimati-
ce sau asociate, indeosebi cele ce contin mai multe subunitati (fosforilaza). Unor enzime
le este caracteristica o localizare dubla: in citozol s1 in mitocondrii (MDH).

Existd enzime atagate la membrane (membrana citoplasmica - adenilatciclaza);
mitocondriile inzestrate cu doud membrane se caracterizeza printr-o distributic complexa
aenzimelor.

Complexele enzimatice sunt fixate de diferite structuri. P. Srere (1985) propune termenul
metabolon care reprezintaun complex enzimatic supramolecular ce catalizeazi consecutiv
fazele unei cai metabolice si elementele structurale ale celulei. Adica notiunea include si
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substructura celulard in care este absorbit complexul. Exemplu: enzimele glicolitice cu proteina
respectivd in membrana eritrocitului; complexul PDH cu elementele structurale ale
membranei interne mitocondriale; sintetaza acizilor grasi etc. Dimensiunile metabolonilor
oscileaza vadit (2-5 mln kDa) cu diametrul particulelor 20-50 nm. Enzimele ciclului Krebs
la fel reprezinta o organizare de enzime de tipul metabolonului. Este evident ca enzimele in
celule agregheaza in complexe si structuri bine determinate. Interactioneaza cu formarea
asocierilor de grad Inalt, asigurind integritatea celulei.

CLASIFICAREA ENZIMELOR

Principiul cardinal ce sta la baza clasificérii si denumirii enzimelor e determinat de tipul
reactiei catalizate si mecanismul ei. Criteriile acestei sistematizari constau in urmatoarele:

1. Reactiile si enzimele respective sunt aranjate in sase clase, in fiecare clasa se
diferentiaza citeva subclase (de la4 la 13).

2. Denumirea enzimei e compusi din dou pirti: prima - de numirea substratului (sau
a substraturilor), a doua— tipul reactiei catalizate si se finalizeaza cu -aza.

3. Fiecare ferment are codul sdu dupa clasificarea data: prima cifra reprezinti clasa
de reactii, a doua — subclasa, si a treia — subsubclasa (acceptorul), ultima cifra indica
numérul de ordine.

Enzimele, in afara de denumirea lor sistemica, mai poseda si o denumire triviala. Mai
Jos sunt redate cele 6 clase de enzime si unele exemple.

1. Oxidoreductazele
Enzimele date catalizeaza reactiile de oxidoreducere, transferul electronilor cu
participarea a doud substraturi: Sy + Sp'====So + Sy Sunt catalizate reactiile cu
participarea grupelor: CH-OH (1), C-OH, C=0 (2), CH-CH (3), CH-NH, (4) si CH-
NH- (5).
Unele exemple de subclase:
1.1. Enzimele ce actioneaza asupra grupei CH-OH ca donatoare.
1.1.1.1. Alcool: NAD" - oxidoreductaza (alcool dehidrogenaza)
Alcool + NAD* —= Aldehida sau Cetond + NADH + H*
1.2. Enzimele ce actioneaza asupra grupelor C-OH sau C=0 ca donatoare.
1.2.1.12. D-gliceraldehid-3-fosfat: NAD" - oxidoreductaza (gliceraldehid-
fosfat dehidrogenaza)
D-GA-3-P +P, + NAD* == D-1,3-difosfoglicerat + NADH +H*
1.3. Enzimele ce actioneaza asupra grupei CH-CH ca donatoare.
1.3.1.3.4,5-dihidrocortizon: NADP* - oxidoreductaza (cortizon reductaza).
4,5-dihidrocortizon + NADP* —= Cortizon + NADPH + H*
1.4. Enzimele ce actioneaza asupra grupei CH-NH, ca donatoare.
1.4.1.3. L-glutamat: NAD(P)*- oxidoreductaza (dezaminaza). Denumirea
triviala - glutamat dehidrogenaza. Forma NAD(P)* confirma ca acceptori
de electroni pot fi atit NAD", cit si NADP",
L-glutamat + H,0 + NAD(P)" —= «-Cetoglutarat+NH,"+
+ NAD(P)H + H'
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1.5. Enzimele ce actioneaza asupra grupei C-NH ca donatoare.
1.5.1.3. 5,6,7,8-tetrahidrofolat: NAD(P)" - oxidoreductaza (tetrahidrofolat
dehidrogenaza).
5,6,7,8-THF + NAD(P)* == 7,8-DHF + NAD(P)H +H"*
1.6. Enzimele ce actioneaza asupra grupelor NADH sau NADPH ca donatoare.
1.6.4.2. NAD(P)H: glutation-oxidoreductaza (glutation reductaza).
NAD(P)H +H*+GSSG == NAD(P)" +2GSH
1.8. Enzimele ce actioneaza asupra grupelor ce contin sulf ca donator.
1.8.4.1. Glutation: homocistin-oxidoreductaza (glutation-homocistin
transhidrogenaza).
2GSH +Homocistin == GSSG +2Homocistein.
1.11. Enzimele ce actioneaza asupra H,O, ca acceptor.
1.11.1.6. H,0,: H,0, - oxidoreductaza (catalaza).
HO, + HO == 0, +2H0
1.11.1.7. Donator: H,O, - oxidoreductaza (peroxidaza).
Donator + H/O, =— D, +2H,0
1.99. Alte enzime ce utilizeazi O, ca oxidant - lipooxigenaza, homogentizat oxigenaza
ete:

2. Transferazele sunt enzime ce catalizeaza transferul grupelor functionale (G) (diferite
de atomul de hidrogen) de la un substrat laaltul: S-G + S'=—=S§'-G + S.
Catalizeaza aceste enzime transferul grupelor: monocarbonice(1), cetonice sau
aldehidice (2), acil (3), glicozil (4), azotice (6), ce contin fosfor (7) si sulf (8). Unele
exemple:
2.1. Transferul grupelor monocarbonice.
2.1.2.1. L-serina: tetrahidrofolat- 1 0-oximetiltransferaza (serin-oximetil-
transferaza).
L-serina + THF —= Glicina+ 10-oximetil-THF
2.2. Transferul grupelor aldehidice i cetonice.
2.2.1.1. D-sedoheptulozo-7-fosfat: D-gliceraldehid-3-fosfat-glicolaldehid
transferaza (transcetolaza).
D-sedoheptulozo-7-P + D-GA-3-P == D-R-5-P +D-X-5-P
2.2.1.2. D-sedoheptulozo-7-fosfat: D-gliceraldehid-3-fosfat-dioxiaceton
transferaza (transaldolaza).
D-sedoheptulozo-7-P + D-GA-3-P —= D-E-4-P + D-F-6-P
2.3. Transferul grupelor acil.
2.3.1.6. Acetil-CoA: cholin-o-acetil-transferaza (cholin-acetil-transferaza)
Acetil-CoA +Cholina == CoA +o-Acetil-cholina.
2.6. Transferul grupelor azotice.
2.6.1.1. L-aspartat: 2-cetoglutarat-aminotransferaza (aspartat-aminotrans-
feraza)
L-aspartat + 2-cetoglutarat === Oxaloacetat + L-glutamat
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2.7. Transferul grupelor ce contin fosfor:
a) ca acceptor serveste grupa alcoolica:
2.7.1.1. ATP: D-hexozo-6-fosfat transferaza (hexokinaza).
ATP +D-hexoza == ADP + D-hexozo-6-P
2.7.1.11. ATP: D-fructozo-6-fosfat-1-fosfotransferaza (fosfofructokinaza)
ATP +D-F-6-P == ADP + D-F-1,6-diP
2.7.1.40. ATP: piruvat-fosfotransferaza (piruvatkinaza)
ATP +Piruvat == ADP + Fosfoenolpiruvat
b) ca acceptor serveste grupa fosfat:
2.7.4.3. ATP: AMP-fosfotransferaza (adenilatkinaza):
ATP + AMP == ADP + ADP
2.8. Transferul grupelor ce contin sulf.
2.8.2.1. 3'-fosfoadenilil-sulfat: fenol-sulfotransferaza (aril-sulfotransferaza)
3'-PAS +Fenol == Adenozin-3',5'-diP + Aril-sulfo-eter.

3. Hidrolazele catalizeaza reactiile de hidroliza, cu utilizarea moleculelor de apa.
3.1. Actioneaza asupra legaturilor esterice.
3.1.1.3. Hidrolaza esterilor glicerolului (lipaza).
Trigliceraldehida + H,O —» Digliceraldehida + Acid gras.
3.2. Actioneaza asupra compusilor glicozilici.
3.2.1.1. o-1,4-glucan-4-glucano-hidrolaza (c-amilaza)
Hidrolizeaza legaturile 1-4 in polizaharide.
3.3. Actioneaza asupra legaturilor eterice.
3.3.1.1. S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza (adenozil-homocisteinaza)
S-adenozil-L-homocisteina +H,0 —= Adenozina +1.-homocisteina
3.4. Actioneaza asupra legaturilor peptidice.
3.4.1.2. Amiopeptidaza. Hidrolizeaza di- si tripeptidele, scindind restul
N-terminal.
3.4.4.1. Pepsina. Hidrolizeaza peptidele prin grupele aminice ale aminoacizilor
aromatici sau ale acizilor dicarboxilici.
3.5. Actioneaza asupra legaturilor C-N.
3.5.1.2. L-glutamin-amidohidrolaza (glutaminaza)
L-glutamma +H,0 —»= L-glutamat + NH*
3.5.1.5. Carbamid-amidohidrolaza (urcaza)
Ureea + H,O —= CO, +2NH,
3.6. Actioneaza asupra legaturilor anhidrice.
3.6.1.8. ATP - pirofosfohidrolaza (ATP-aza)
ATP + HO — AMP + PP
4. Liazele catalizeaza aditia la legaturile duble si reactiile inverse.
4.1. C-C liazele
4.1.1.1. Carboxiliaza 2-cetoacizilor (piruvat decarboxilaza)
2-cetoacid —= Aldehidd + CO,
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4.1.2. Aldehid-liazele.
4.1.2.7. Cetozo-1-fosfat-aldehid-liaza (aldolaza).
Cetozo-1-P —= DHOAP + Aldehida
4.1.3. Liazele cetoacizilor.
4.1.3.7. Citrat-oxaloacetat-liaza (CoA acetilatd) (Citrat-sintaza sau citrat
-enzima de condensare)
Citrat + CoA —= Acetil-CoA + Oxaloacetat
4.2. C-0 liazele.
4.2.1.2. L-malat-hidro-liaza (fumaraza)
L-malat — Fumarat + H,O
4.2.1.3. Citrat-hidro-liaza (aconitaza).
Citrat —= cis-aconitat + H,O

5. Izomerazele determina transferul grupelor in interiorul moleculei, cu formarea
izomerilor.
5.1. Racemazele si epimerazele.
5.1.1.1. Alanin racemaza.
L-alanina —» D-alanina.
5.1.3.2. UDP-glucozo-4-epimeraza.
UDP-glucoza == UDP-galactoza.
5.3. Oxidoreductazele intramoleculare.
5.3.1.1. D-gliceraldehid-3-fosfat-cetoizomeraza (triozofosfat-izomeraza)
D-GA-3-P == DHOAP
5.4. Transferazele intramoleculare.
5.4.2.1. D-fosfoglicerat-2,3-fosfomutaza (fosfogliceratfosfo mutaza)
1-3-P-D-glicerat —= 2-3-P-D-glicerat.

6. Ligazele catalizeaza reactiile, formind legaturile covalente cu utilizarea ATP.
6.1. Formarea legéturilor C-O.
6.2. Formarea legaturilor C-S.
6.2.1.1. Acetat: CoA-ligaza (ATP) (acetil-CoA-sintetaza)
ATP + Acetat + CoA —= AMP + PP + Acctil-CoA
6.3. Formarea legaturilor C-N.
6.3.2.3. y-L-glutamil-L-cistein: glicin-ligaza (ATP)(glutation-sintetaza)
ATP + y-L-glutamil-L-cistein + L-glicina —» ADP+ P.+GSH
6.4. Formarea legaturilor C-C.
6.4.1.1. Piruvat: CO.- ligaza (ATP) (piruvat-carboxilaza).
ATP + CO, + Piruvat —= ADP + P, + Oxaloacetat.
6.4.1.2. Acetil-CoA: CO,-ligaza (ADP) (Acetil-CoA-carboxilaza).
ATP + Acetil-CoA + CO, —= ADP + P. + Malonil-CoA.
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COENZIMELE

Drept constituenti coenzimatici servesc vitaminele. Ele nu reprezintd materie
structurald (de felul proteinelor, glucidelor, lipidelor), nu au valoare energetica, dar participa
la multiple si variate reactii metabolice. Pentru indeplinirea acestor roluri functionale
organismul are nevoie de cantitdti mici de vitamine. Animalele superioare si omul au
pierdut capacitatea de a sintetiza vitamina, si continutul ei in ratia alimentara e obligatorie.

Vitamina B,. Drept coenzima serveste forma ei activa — tiamin pirofosfatul.

NH,
i
N“ S—CH,—N CH, 0 0
I | ; { ‘[CH —CH —O—lf|’—0——|l|’-—OH
a et uklg 2
H,C N S l |

Tiamin pirofosfat (vit. By) v W

Participd la reactii enzimatice de transfer al unei unitati de aldehida activa (in reactia
. de decarboxilare oxidativd a o-cetoacizilor - piruvat, o-cetoglutarat), in reactia de
. transcetolare a metabolismului glucidic; se include in alte complexe multienzimatice.

In ciclul tiazolic, datorita ionizirii azotului (N*), carbonul C, devine carbanion i
declangeaza un atac nucleofil asupra C, din molecula acidului piruvic. Ca urmare, se
formeaza un compus de aditie, care apoi se decarboxileaza, rezultind hidroxietil TPP.
Ulterior, acesta elimina acetaldehida si regenereaza TPP.

R, R

CH, c i H3C N
1\ } C =L —*= HOOC~ c J—RZ —

COOH
Rl }‘F]
) CH

3C N CH3 N~——r—CH; =
s I \ & =0
-CO, K_S/"—Rz I|_I

La insuficienta de vitamina B, suferd dereglari sistemul nervos central, sistemul
rdiovascular, tractul gastrointestinal, drept consecinté a deficitului de energie, prin
fectarea degradarii glucozei.
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Vitamina B, — riboflavina— e componenta coenzimelor flavinice.

Centrul activ al enzimelor contine unele metale, de aici i denumirea enzimelor
respective — metaloflavoproteine. FAD si FMN sunt coenzime implicate in procesele
de oxidoreducere. Enzimele respective se numesc flavoenzime sau flavoproteine. in
cadrul reactiilor de oxido-reducere, concomitent, ciclul izoaloxazinic suferd reduceri
reversibile prin fixarea laazotul N(1,10)a 2 atomi de hidrogen preluati de la substrat
— substratul se oxideazi, iar flavinele se reduc — FMNH, sau FADH,. Acestsistem
FAD - FADH, sau FMN - FMNH, dispune de un potential electric standard.

i
H;C . \N,é—o
i,
H(|ZOH
H(|ZOH

HCOH
(|31-120 —P0O,—0—P0O, —Riboza— Adenina
FMN

L SIS =4
FAD
Vitamina PP — niacina, niacinamida, B_. Se include in structura a doud coenzime
nicotinamidice, care participd la reactiile de oxidoreducere — NAD* si NADP'. Ambele
contribuie la dehidrogenarea substraturilor — transferul unui hidrid-ion —H™ (H" s 2¢),
alt proton se permuta in solutie (H"). Legatura cu componentii proteici este slaba (enzimele
NAD'* dependente participé la procesele catabolice, cele NADP* dependente anabolice).

i | COOH = | CONH,
[ _
N N

Acid nicotinic Nicotmamida (NA)
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o—CH, O o~—LHs O
H H H H
p=p—pH H o=p—0H H
5 OH OH NH, s OH OH NH,
" 7 z |
0=P—0 Z | 0=P—0 4
N N/) N N/)
O—CH, .0 0—(‘31-1 o)
H H
N1 i
e
OH OH OH O—PO;
NAD* NADP"

Structura NAD" 5i NADP*

2.
OH OH OH O—PO;
NADH NADPH

Structura NADH si NADPH
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Vitamina B, — piridoxina. Drept coenzima servesc formele active— piridoxalfosfat
st piridoxaminfosfat.

H,0H oH H,—NH,

2- 2
HO—7Z CH,OH HO—7Z | CH,0PO3 110—# CH,OPO;
HiaC— HAC%y HyC—
N N N

Piridoxina Piridoxalfosfat Piridoxaminofosfat

Enzimele B, dependente iau parte la:

1) procesele de transaminare, transformind un aminoacid in cetoacid si, viceversa,
servind ca coenzima in aminotransferaze (mecanismul “ping-pong”) prin formarea
de baze Schiff intermediare;

2) reactiille de decarboxilare a aminoacizilor, aplicindu-se acelasi
mecanism;

3) procesul de transsulfurare a unor aminoacizi;

4) determinarea activitdtii glicogen fosforilazei (degradarea glicogenului).

Vitamina B,— acidul pantotenic — componenta CoA. Conlucreazila transferul gru-
pelor acil, datorita gruputui reactiv SHcu formarea tioesterilor.

A
HOOC —CH,—CH,—N —c|: ~CH-—~C~CH,—OH
ol -:
O OH CH,
S —— SR ¥ A
B-alanina Acidul pantoic
Acid pantotenic
P A
?—CHQ"CHQ—*N*—E*?H"?"CHQ“?
0 OH CHy pep_
o C I" 9 NH,
CH
[ 0 N— SN
i P
SH ] AN
O#CHQ/O
<u H
H H
F
Coenzima A OH O—PO;
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Vitamina H — biotina — serveste drept coenzima a carboxilazelor ce leagéd CO,
si-l transferd la substraturi. CO, se activeazi, unindu-se cu biotina si utilizind ATP.

(HZO —E CO —E
()C_Hz)«t T \ app+pi ( CH2)4
S :
N /
H
o C AN
Biotina Carboxibiotina ~O

Vitamina Bc - acidul folic. Vitamina Bc in organism se reduce, formind fermentativ
acidul tetrahidrofolic (FH,) ce serveste drept coenzimd (5,6,7,8), transferind de la o
molecula la alta gruparile atomilor de carbon in cadrul diverselor reactii fermentative.

: (EOOH
(,HZ-'I—NH CO -—NH —CH Acid
H NJ\/%L j i ((/I‘Iz)g glutamic
Ptcrldma Amd p-aminobenzogc COOH

Acid folic (vitamina Bc)
Grupdrile atomilor de carbon care sunt transferate de catre acidul folic:
—CH; —~CHy—~ —CH=—COH,—~CH=NH, —CH-0H

Vitamina C — acidul ascorbic (organismul uman nu e apt sa-1 sintetizeze).

Vitamina C joacd un rol esential la:

1. Reactii de hidroxilare, cu implicarea O..

2. Hidroxilarea poate avea loc si in baza reducerii formei oxidative (pe seama
acidului dehidroascorbic).

Triptofanul —» S-hidroxitriptofan.

3. Diverse reactii de oxidoreducere, n care functioneaza cuplat cu glutationul sau
coenzimele NAD' si FAD - dependente.

4. Drept cofactor activator al anumitelor enzime (degradarea oxidativa a tirozinei,
formarea adrenalineli, etc).

(|) OH OH OH
C—C=C—CH—CH—CH,O0H
il

Acid ascorbic ( vitamina C )
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Vitamina B ,— ciancobalamina — poseda o structura complicatd, depistata in
1957. Gruparea CN din coenzima este substituitd prin adenozil. Serveste drept co-
enzima pentru unele transmetilaze si anumite mutaze (izomeraze):

1. La transformarea homocisteinei in metionina, se utilizeazd FH, ca donator de
CH,, dar enzima acceptd metil-cobalamina drept coenzima.

2. La transformarea metilmalonil CoA 1n succinil CoA (restructurarea scheletului de
atomi de C), drept coenzima serveste 5S-dezoxiadenozil cobalamina.

Structura 5-dezoxiadenozil cobalamina H

Vitaminele liposolubile:

Vitamina K serveste drept cofactor al sistemului enzimatic (carboxilaza), ce exercita
carboxilarea acidului glutamic in gama-carboxiglutamic cu asocieri de oxigen. Acest
acid se contine in protrombina (10 resturi de acid) ce poate chelata calciul.

Se presupune ca ea participa 0
activ la fosforilarea oxidativa,
filndca sub actiunea antivitamine- CH, CH,
lor K acest proces se decupleaza.

Vitamina K e necesara pentru (CH,—CH=C—CHp)n—H

coagulare (vezi capitolul .
respectiv). 0 Vitamina K,
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Vitamina A — retinolul — este un derivat poliizoprenoidic, care contine nucleul
ciclohexenului st mai multe unitati izoprenice.

Retinolul (retinalul) este un component al rodopsinei din bastonasele retinei (opsina
si 11-cis-retinal).

H;C_CH; CHs (|:H3
CH=CH—C=CH—CH=CH— C=CH—CH,0H

‘LCH3

Retinol (vitamina A)

La absorbtia de catre rodopsind a cuantumurilor de lumina are loc descompunerea
ei in opsina si trans-retinal, care vor izomera incis sub influenta enzimei specifice —
retinol izomeraza. Acidul retinoic participd la transportul prin stratul bilipidic al
oligozaharidelor incorporate in glicoproteine (gratie modificarilor cis-trans.)

Vitamina E este un antioxidant. Ea protejeaza celulele de diversi oxidanti toxici,
exclude oxidarea vit.A, a acizilor grasi esentiali. Conlucreaza cu selenul in procesele
antioxidante si previne, de altfel, actiunea distructiva a peroxizilor.

CH,

HO (|3H3
H3C_ CH2 (CHz_ CHZ_ CH_ CH2)3‘ - H
0" cu,
3 Vitamma E

Pentru functionarea normald a organismului sunt necesare si unele microelemente
in cantitati mici (miligrame). Ele functioneaza drept cofactori sau grupe prostetice.
Rolul pe care-1 comporta:

1. Au functie cataliticd vizavide o anumita reactie chimica, viteza careia se amplificd
in prezenta proteinei fermentative (Fe, Cu).

2. Tonul poate forma simultan un complex cu substratul i centrul activ al enzimei g1,
atasindu-se, trec in forma activa, modificind conformatia.

3. Laun stadiu anumit al ciclului catalitic, ionul de metal joaca rolul de acceptor al
electronilor —sunt antrenate metaloenzimele.

4. Tonii stabilizeaza structura enzimelor.

Exemple de diverse enzime ce contin metale:

Fe: Citocromoxidaza, catalaza, peroxidaza, proteinele fiero-sulfidice (nu contin hem,
ci un numar par de Fe §i S intr-o forma labila).
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Cu: Liziloxidaza si citocromoxidaza, conlucrind la impachetarea colagenului i
elastinel.

Zn: Enzimele NAD" dependente, alcool dehidrogenaza, RNA s1 DNA polimeraze-
le, carbanhidraza, carboxipeptidazele.

Intre Zn?* si Cu?* sunt sesizabile fenomenele de antagonism, la fel ca si intre Mg si
Ca*.

Ingrisamintele minerale contin sulfat de amoniu, care surcleseaza seleniul necesar
pentru activitatea glutation peroxidazei (scindérii H,0,). Organismul uman, pentru
functionarea lut normala mai necesitd: nichel —ureaza; crom — pentru asimilarea
glucozei de catre tesuturi; plumb — pentru procesul de calcifiere a scheletului;
cobalt — intrd in componenta vit. B ,; molibden — in structura xantin oxidazei.

Metaloproteinazele reprezinta o grupd importanta de enzime care comportd o
activitate majord in celulele tumorale, activitate ce coreleaza cu procesul invaziv si
metastazic. Toate au structura asemanatoare, dar difera dupa tipul de proteina ce
scindeaza. Exemplu: scindarea colagenului (1V) din membrana bazala.

Metaloproteinazele se sintetizeaza in forma neactiva determinata de o secventa foarte
conservatoare de 9 aminoacizi. La acest capat se afla cisteina foarte reactibila, care
leagd metalul in centrul activ al enzimei si “blocheaza scindarea”, adica capacitatea de
a scinda proteinele - tinta.

Ce initiaza scindarea acestui peptid, transformind MP in forma activa?

S-a stabilit ca forma activa a metaloproteazelor nu actioneaza in prezenta inhibito-
rului tisular al proteazei (TIMP) — o familie de proteine ce regleaza cresterea
tesutului. Celulatumorilor la fel le sintetizeaza, activitatea fermentativa fiind determinata
de echilibrul actiunii pozitive si negative a proteinelor reglatoare. TIMP sunt
supresori ai metastazei, depistindu-se deja gena absenta sau inactiva din tumorile
maligne. Proteina — produsul ei — lipseste in celulele cancerigene.

Celulele ce nu metastazeaza, contin cantitdti mari de proteina nm 23 ( nonmetastazic),
corelind cu trecerea celulelor de la stare normald la tumoare, cu capacitate de
invaziune. Determinarea proteinei joacd un rol important in diagnosticul, pronosticul
si tratamentul bolnavului (cancer mamar).

Cum inhiba proteina procesul metastazic al celulelor?

Proteina activa nm 23 favorizeaza aditia grupelor fosfat la moleculele proteice,
modificind transferul semnalelor ce influenteaza cresterea celulelor.

Pe parcursul a milioane de ani de evolutie proteina data nu s-a modificat, i practic
ramine intacta atit la om, cit si la @wd. La ultima e absolut necesara pentru dezvoltarea
normald a organelor ce se diferentiaza din epiderma embrionului - creterul, ochii, aripile,
picioarele, organele genitale. Se poate de presupus, dupd analogie, ca si la om proteina
joaca un rol determinant in organizarea si comunicarea intercelulara. Reglarea aberanta
anm 23 conduce, In consecintd, la o stare celulara nestabild, ce stimuleaza comportari
autonome ale celulelor cancerigene si metastazarea lor.

Modificérile comunicatiei intercelulare, prin intermediul preparatelor sintetice, precum
st modificdrile fluxului de ioni de calciu in celule pot bloca metastazele celulelor
C'dI]CGl“lgBllC.
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