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OBIECTIVELE:

Nofiune despre enzime si rolul lor biologic. Asemanarile si
deosebirile dintre actiunea enzimelor si a catalizatorilor
nebiologici.

Natura chimica a enzimelor. Dovezile naturii proteice a
enzimelor.

Structura enzimelor. Centrul activ si centrul alosteric al
enzimelor.

Enzimele simple si conjugate. Notiune de holoenzima,
apoenzima, cofactor, coenzima si grupa prostetica.

Functiile de coenzime ale vitaminelor si microelementelor.
Structura coenzimelor derivate de la vitaminele B1, BZ, B6,
PP, acidului pantotenic, biotinei, acidului folic si rolul lor ca
coenzime.



NOTIUNE DE ENZIMA

1ENZIMA — de la grecescul
“EN ZYME’- in drojdii

0 Enzime — biocatalizatori de natura
proteica

1 Maresc V reactiilor chimice,

termodinamic posibile

1 E- actioneaza strict intr-o anumita consecutivitate si
cu 0 anumita specificitate



ROLUL BIOLOGIC

1 Digestiv (enzimele digestiel)
1 Metabolic

1 MEDICAL
ENZIMODIAGNOSTICUL
ENZIMOTERAPIA
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Natura chimica a E

E- sunt proteine si poseda toate proprietatile
fizico-chimice specifice acestor molecule
(solubilitate, proprietati osmotice, sarcina
electrica neta, denaturare termica)

Dovezile experimentale:
Sunt alcatuite din AA
Prezinta macromolecule

In apa formeaza solutii coloidale cu proprietétile
sale specifice

Prezinta electroliti amfolifj
Se supun denaturarii

Au fost sintetizate in conditii de laborator din AA
(ribonucleaza, lizozima)



Asemainairile E cu
catalizatorii neorganici

catalizeaza numai reactiile posibile din
punct de vedere energetic

nu modifica echilibrul reactiilor reversibile
nu modifica directia reacfiei

nu se consuma in procesul reactiilor.



Deosebirile enzimelor (E)

de catalizatorii neorganici

1. Viteza catalizei enzimatice este cu mult
mai mare decat a celei nebiologice (1 mg
de Fe in componenta catalazei poate
inlocui o tona de Fe metalic).

. E poseda specificitate inalta.

3. E catalizeaza reactiile chimice in condifii
blande (presiunea obisnuita, temperatura
37C, pH aproape neutru).



Deosebirile E de
catalizatorii neorganici

4. E catalizeaza reactiile fara formarea

produselor intermediare — randamentul
este de 100%

5. Activitatea E, de aici si reactiile
enzimatice se regleaza.

6. Viteza reactiilor este direct proportionala
cu cantitatea E.



Structura enzimelor (E)

1 Masa moleculara a E e de mii de ori mai mare
decat masa moleculara a substratului (S)

0 S — sau ligandul, substanta asupra careia
acfioneaza E

1 E actioneaza nu cu toata molecula dar cu un
anumit sector — denumit centrul activ (CA)

0 CA - locul care asigura interactiunea E cu S si
transformarea ulterioara a acestuia in P
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Particularititile CA

este o structura tridimensionala unicala,
formata din radicali ai aminoacizilor
distantati in catena primara proteica;

Poseda grupari functionale active (-OH,
-SH, -NH,, -COOH, etc.)




- Centrul activ Coenzima

NAD+
AA
Arg-109 .
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Particularititile CA

3. Are forma de adancitura sau cavitate

4. Ocupa o parte relativ mica din volumul E
si majoritatea resturilor de AAIn
molecula E nu contacteaza cu S

5. S relativ slab se leaga cu E

6. CA este alcatuit din 2 sectoare:
1 Sectorul de contact (de legare)
1 Sectorul catalitic



Organizarea functionali a
enzimelor

Centrul alosteric
Este centrul reglator
Fixeaza modulatorul alosteric

Aditionarea modulatorului modifica
conformatia enzimei si secundar
activitatea ei

Modulatorul pozitiv — activator
Modulatorul negativ - inhibitor



Reglarea alosterici a

activitatii enzimatice

Substrrat Enzinna NModulator

F X

Complex E-S Produse
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Complex Enzuna-Inlulnton alosteric
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Enzime alosterice

1 Moleculele enzimelor alosterice sunt mai
mari, mai complexe si sunt oligomere
pare

1 Au cinetica lor — viteza reactiilor in
dependenta de c% S are forma
sigmoidala, dar nu hiperbolica, cauzata
de urmarile interactiunii intre protomerii ce
leaga S in mod cooperativ



Reaction velocity, V, —

Substrate concentration, [S] —

Figure 8-14
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company



Structura enzimelor

1 Din punct de vedere structural deosebim:

. E simple — alcatuite numai din AA
(proteazele, lipazele, ribonucleaza)

>, E conjugate - formate din:

a. partea proteica — apoenzima

b. partea neproteica
HOLOENZIMA — partea neproteica
+apoenzima cu activitate catalitica



PARTEA NEPROTEICA AE

1A: Cand componenta neproteica
este un ion metalic — este
denumita cofactor

In calitate de cofactori apar frecvent
cationii unor metale (Fe2+, Mg, Mn
sau Zn, si, foarte rar, unii anioni).



PARTEA NEPROTEICA AE

1B: Cand componenta neproteica
este o0 molecula organica de mici
dimensiuni — este denumita
coenzima



Coenzimele

1 Coenzima strans legata in structura E
— grupare prostetica (FMN; FAD,
biotina, acidul lipoic)

1 Coenzima slab legat, usor disociabila
— cosubstrat (NAD; NADP, coenzima
A)



Rolul metalelor in cataliza

enzimatica

Sunt componente esentiale ale centrului catalitic
(activ);

Participa la legarea S in CA al E si formarea
complexului ES;

Necesare in mentinerea structurii 3D a enzimei;

Participa nemijlocit la cataliza (in reactii de
transfer de electroni)

Participa la reglarea activitatii E

R—CH—CO-NH~CH R, HoC—CO-NH~CHp
w, | coo” v | caa
\Mﬂ 2+ \ CoS -l-

ENZIATA ENZIMA
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lonii de metale —cofactori ai E
Dupa modul de legare si rolul ionului metalic E
sunt:

Metaloenzime care contin in calitate de
cofactori ioni de metale, strans legati de apoE

Exemple:

Citocromi, peroxidaza, catalaza (Fe)
Citocromoxidaza (Cu)

alcoolDH; carboxipeptidaza (Zn)

E metaloactive — a caror activitate creste in
prezenta ionului metalic, care leaga metalul
slab. Metalele sunt fixate de apoenzima prin
legaturi electrostatice la care participa resturile
de AA acizi (Asp, Glu) sau bazici (Arg, Lyz, His)



EXEMPLE DE
METALOENZIME

- Fe-enzime: hem (citocromi, catalaze,
peroxidaze);

- Cu-enzime: citocromoxidaza,
superoxid-dismutaza, tiroxin-hidroxilaza;

- Mn-enzime: peptidaza, arginaza,
izocitrat-dehidrogenaza;

- Co-enzime: cobalamin-enzime;
- Se-enzime: glutationperoxidaza



Coenzimele (CoE)

Sunt parte componenta a centrului activ

Contribuie la stabilizarea conformatiei
enzimei

Contribuie la fixarea substratului
Participa nemijlocit la actul catalitic
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Clasificarea CoE

0 CoE vitaminice
Tiaminice
Flavinice
Nicotinamidice
Piridoxinice
Folice
Cobamidice
Biotinice
lipoice
01 CoE nevitaminice
1. hemurile de diversa natura
2. Nucleotidele
3. Fosfatii monozaharidelor



— A. Water-soluble vitamins |

= Adult daily
requirement

Active form:
coenzyme

Function in
metabolism
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=
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transfer

Activation
of carboxy-
lic acids




Coenzimele tiaminice

Derivatii vitaminei B1 (tiamina)

CoE - TMP, TDP (TPP)cocarboxilaza,

Rolul:

Decarboxilarea oxidativa a piruvatulul

Decarboxilarea oxidativa a a
cetoglutaratului

Reactlii de transcetolare




Vitamin B.,: Tiamina

oo
C—CHz—CHz-O—P—O—P—OH
N 7/

| |
OH OH




Reactia sumari a
decarboxilirii oxidative a

piruvatului cu participarea
TPP (deriv. Vit. B.)

Piruvat dehidrogenaza
O O HSCoA 0O

TR j Y [
HsC—C—C OHm} H;C—C—S—CoA + CO,

Piruvat CoA

NAD® NADH acetil



Coenzimele flavinice
1 Derivati ai vitaminei B2 - riboflavina

structura O
heterociclica

. H3C N
numita X NH
izoaloxazina I;l: /&
N
H3C N N



N S A=

Coenzimele flavinice

CoE- Flavin mononucleotidul (FMN)
Flavinadenindinucleotidul (FAD)

Rolul:

Participa in reactiile de oxido-reducere:
Dezaminarea AA

Degradarea aldehidelor (aldehidDH)
Degradarea purinelor (xantinoxidaza)
Ciclul Krebs (succinatDH)

Oxidarea AG

DOP (dihidrolipoilDH)



Coenzima -
Flavin mononucleotidul (FMN)

OH OH

Coenzim -
Flavin adenin dinucleotidul (FAD)




Coenzimele flavinice

Oxidized' FAD Reduced' FADHZ
+ Z2H® —
/l\ +2e
N
Flavin
R R

FAD + 2H* + 2 e~ = FADH,



H—C — BRI B H—C— BaLtR e




Reactia de dehidrogenare a
succinatului cu participarea FAD -
derivatul vit. B,

COOH COOH
I I
CH2 succinat dehidrogenaza H-C

| ﬁ) II
CH2 C-H

I FAD+ FADH2 I
COOH COOH




Coenzimele
nicotinamidice

1 Sunt derivati ai vitaminei PP

0

Y,
COOH C
“NH;,
N N
Nicotinamida

Acid nicotinic



Coenzimele
nicotinamidice

1 CoE - NAD si NADP

1 Rolul H ILI
0 Participa in reactiile de A, |
oxido-reducere R'

(dehidrogenarea S
—transferul unui hibrid ion
(H+ si 2 e). Alt proton
ramane in solutie H+

NAD+

H H

<

|
H C
N,
ﬁ ¢ K
H° N H
| H

0
H H
H -

OH OH

|
(H20—|P|—O—

f
Ny
!

N /CQ«
7N
09 of H—(I\ TR

I |0
OOHH
H —

OH OH

ok, N

Ny
N

R

NADH+H?



OH OH (PO;H.)

Coenzimele -
nicotinamid adenin dinudleotidul (NAD")
nicotinamid adenin dinudleotid fosfat (NADP?)




Coenzimele nicotinamidice

(a) Oxidized: NAD* Reduced: NADH
H

; g
+
= C—NH, T 2H — C—NH,
J +2e | J
- e o
S N +H*

N” Nicotinamide

Ribose Ribose
340 nm
2P 2P
Adenosine Adenosine

NAD" +2H" + 2 e~ = NADH+H"



Reactia de dehidrogenare a

malatului cu participarea
NAD - derivatul vit. PP

COOH COOH
I I
HC-OH Malat dehidrogenaza (‘=0

I e

CH2 /_\, CH2

I I
COOH NAD+ NADH.H+ COOH



Coenzimele piridoxinice

Derivafi a vitaminel

B6
Co — piridoxalfosfat N T,;HB
| piridoxaminfosfat H—C—H
Rolu PGS
- il gl ST
- 3
Transaminarea AA H )

Decarboxilarea AA
Transsulfurarea



Vitamina 86

O

CH,OH C-H

X—CH,0H HO—" ~X—CH,CH

H3C —\I\\ [i] P HSC ik

CH,—NH,

RGO P OH

1 N
Coenzimele: | CH,0- P OH |

Piridoxal fosfat Piridoxamin fosfatul



Reacitia de transaminare a
aminoacizilor cu participarea PALP
si PAMP - derivatii vit. B,

RI R RI R2
S
(|3H-NH3 ' (|::0<m >(|::o : (‘?H-NH:;
(00" 0o oot 000"

Ammo acid 1 Ceto acid 1 Amino acid 2 Ceto acid 2



ACIDUL PANTOTENIC
(vitamina BS5)

CH; OH
HO —CH,~C— C—C —NH—-CH;~CH,~COOH
CH;H O
2 4 - dihidroxi B- Ala

-3,3 dimetilbutirat



Coenzimele acidului pantotenic:
Coenzima A
*Fosfopantoteina

Rolul metabolic:
Coenzima A - |la activarea acizilor grasi
Fosfopantoteina — la sinteza acizilor grasi
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Coenzima A



Co pantotenice (B5)-

HS-CoA

biosinteza AG

biosinteza Col

sinteza corpilor cetonici
Oxidarea AG

Ciclul Krebs

Sinteza aminolevulinatului
DOP

DO a alfa cetoglutaratului

S e o

H( (HO

(1l
( Y™
) O
rlanine

Pantoinate

Transferul grupelor acil




Co biotinice - vitamina H

O

1l

C

PN

HN” “NH
HC—CH
H.C. _CH — (CHz)s— COOH
S



Co biotinice - vitamina H

0 ROL:

0 Participa in reactiile de carboxilare a
piruvatului, acetil Co A si propionil CoA

1 Gluconeogeneza (| cale —piruvatcarboxilaza)

1 Sinteza AG (formarea lui malonil CoA din acetil
Co A)

1 Oxidarea AG cu numar impar (transformarea
propionil-CoA in succinil CoA)
1 Intervine in catabolismul Leu



Coenzimele folice —
derivat al acidului folic (vitamina Bc sau
vitamina B,)

I
N 5\ CH,A NH CO NH- CH CH,),-COOH
21 '@ i (CHz)-
HN | COOH

\ J . J
Y A .

Acidul folic



Co folice

Jacidul tetrahidrofolic

@ .
W N\ 6 8 10 [ H
T/ | %tl:-—cm-ﬂ C-H-(l)-CHz-CHz-COOH
4
HN— G\ C._\ZCH COOH
N (g),

Acidul tetrahidrofolic



ROLUL THF

0 transportator al unor fragmente cu un atom
de carbon (grupari monocarbonice):

0 -metil (-CH3),

0 -metilen (-CH2-),

0 -metenil (-CH=),

0 -formil (- COH)

0 -oximetil (-CH2-OH)

0 -formimino (-CH=NH)

0 THF participa ca coenzima in reactiile de

biosinteza a serinei, glicinei, metioninei,
timinel, sinteza purinelor.



Co cobamidice - B12
-clancobalamina

Vitamina antipernicioasa pentru om gi
factor de crestere pentru microorganisme

In ficat sunt 3 compusi cobalaminici:
metil-; hidroxo- si
deoxiadenozil-cobalamina

Rolul:

Co pentru unele transmetilaze
(homocisteina — metionina)

Co pentru anumite mutaze (izomeraze)-
metilmalonil Co A---- succinil CoA



HOHLC

Burammn B . (xoSanamuiH)



0 MECANISMUL DE ACTIUNE AL
ENZIMELOR.

0 CLASIFICAREA Si
NOMENCLATURA ENZIMELOR.

0 CINETICA REACTIILOR
ENZIMATICE



OBIECTIVE

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

Specificitatea enzimelor (tipurile, exemple).

Mecanismul de actiune al enzimelor. Centrul activ al enzimelor gi
rolul lui in formarea si transformarea complexelor intermediare dintre
enzima si substrat. Rolul modificarilor conformationale reciproce ale
moleculei enzimei si substratului in procesul de cataliza.

Cinetica enzimatica. Influenta concentratiei enzimei si a substratului,
a pH-ului si a temperaturii asupra activitatii enzimatice. Ecuatia lui
Michaelis-Menten si semnificatia coeficientului Km.

Principiul determinarii activitatii enzimelor. Unitatile de activitate a
enzimelor (unitatea internationala, katalul, activitatea specifica).



CLASIFICAREA
ENZIMELOR




NOMENCLATURA ENZIMELOR

DENUMIREA COMUNA.:

- Numele substratului (S) + sufixul «aza»
(glucozidaza, ureaza, lipaza, nucleaza)

Sau

- denumirea atat a S cat si tipului de reactie la
care acestea participa + «aza»
(lactatdehidrogenaza, alcool dehidrogenaza,
piruvatcarboxilaza)

DENUMIREA SISTEMATICA:

- Denumirea tuturor S + tipul reactiei chimice+
«aza» - D gliceraldehid 3 fosfat NAD
oxidoreductaza
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Clasificarea actuali a
enzimelor

Toate E se impart in:

sapte clase,

clasele in subclase,
subclasele in subsubclase,
numarul sau de ordin.

Ex: LDH -1.1.1.27



Clasificarea actuali a
enzimelor

Ex: LDH -1.1.1.27

Clasa reprezinta tipul de reactie, catalizat de
enzime

Subclasa — precizeaza actiunea E - indica
gruparea sau legatura chimica interesata in
reacfie

Subsubclasa — precizeaza natura acceptorului
care participa la reacli

Numarul sau de ordin - pozitia E in
subsubclasa
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Clasificarea actual: a enzimelor

Oxidoreductaze
Transferaze
Hidrolaze

Liaze

lzomeraze

Ligaze (sintetaze)
Translocaze



Clasificarea enzimelor.

- catalizeaza reactiii de

oxido-reducere; T

S~

-catalizeaza transferuri
grupelor functionale de la un
la altul (metil, amino, acil,);

-catalizeaza scindari de
legaturi covalente cu
aditionarea apei ;

\

-catalizeaza ruperea leg. C-C,
C-S si C-N; fara aditionarea
apei, aditia la legaturi duble
si reactiile inverse.

\

-catalizeaza toate tipurile de
transformari in cadrul uneia
si aceleasi molecula ;

- catalizeaza formarea de legaturi
intre carbon si O, S, N, cuplate cu
hidroliza legaturilor macroergice
(utilizarea ATP).

-

- The enzyme classes
Class Reaction type Important subclasses
O = Reduction equivalent
Jolo} (D)e‘lydrogenase‘sd
; Xidases, peroxidases
1 Oxidoreductases 7 m N . Redkctaias
L] Monooxygenases
Arad B ox Ricg Bred Dioxygenases
) [— Cy-Transferases
) Glycosyltransferases
2 Transferases T D — + Aminotransferases
L ) Phosphotransferases
A-B C A B-C
o} Est;erasas
] Glycosidases
3 Hydrolases 4 &) — “% Peptidases
L L Amidases
A-B H,0 A-H B-OH
C-C-Lyases
o C-0-Lyases
4 Eyases > $ — C-N-Lzases
(“synthases”) - C-S-Lyases
A B A-B
Q Epimerases
—_— cistrans Isomerases
5 Isomerases — Intramolecular
transferases
A Iso-A L
D B x=AGUC XDP C-C-Ligases
: . C-0-Ligases
G ‘ =4 K CNetigses
(“synthetases”) C-S-Ligases
A XTP L ®
A-B




Example
Class (reaction type) Reaction Catalyzed
1. Oxidoreductases  Alcohol dehydrogenase e f“"‘['“ s o]
(EC 1.1.1.1) CH,CH,OH e > CH,—C"
{oxidation with NAD™) ¥ H
Ethanol Acetaldehyde
2. Transferases Hexokinase CH,OH CH,OPO.2-
(EC 2.7.12) TP e J—o_ o
{phosphorylation) Sl s S
QOH
o-Glucose-6-phosphate
3. Hydrolases Carboxypeptidase A l?n 2 'ﬁ' T K2 Ry T’"
(EC 3.4.17.1) ! g g -
1 . =N C——C = N=C— RO G = —N—C—C N —C— 00"
{pepnde tand cleavage) Pld (l { I|J | I — e, [N—¢ COO~ + H.N | COO
H H H H H H H
C-terminus of Shortened C-terminal
polypeptide polypeptide residue
4. Lyases Pyruvate decarboxylase 'ﬁ' -ﬁl
::igc;ll"ll}i);;i’ation} HMOC—C— C'H:~ +: Hi—™" 'If.vii:ﬁi'i + H—C—CH 3
' ' Pyruvate Acetaldehyde
5. Isomerases Maleate isomerase 00C -00C, M
{EC 5.2.1.1) C=C: e C=0r
{cis—trans isomerization) H/ H H’ e
Maleate Fumarate
6. Ligases Pyruvate carboxylase ?l] ATP ADP + F, (ﬁ
:fa?'lfo?cyllalt;on } OC—C—CH, + €0, T » “00C—C—CH,—CQO"
' ' Pyruvate Oxaloacetate



[ clase de Enzime

1. Oxidoreductaze

 catalizeaza reactiii de oxido-reducere

SUBCLASELE:
*Dehidrogenaze
*Reductaze
*Oxidaze,
Peroxidaze,
*Hidroxilaze,



1. Oxidoreductaze

CHs LpDH  §e
HC-OH +NAD" =  C=O +NADH + H'
COoO" CoO
Lactat Piruvat
‘|:°°H NAD* NADH + H* ‘|:°°“
i °
T2
COOH

L-Malat Oxaloacetat



1. Oxidoreductaze

fOOH FAD  FADH, Ny _C0O0H
- ]

CH, ~——————————

| succinat DH HOOC H
COOH

Succinat Fumarat



2. Transferaze

catalizeaza transferuri grupelor functionale de la
un substrat la altul (metil, amino, acil)

SUBCLASELE:

*Aciltransferaze
*Metiltransferaze
*Glicoziltransferaze
aminotransferaze
*Kinaze



2. Transferaze

COOH COOH
CH2 CH2
CHs
CHs CH, AIAT CH,
—p C=0
HC—NH, + C—0 4— + HC—NH,
- GPT COOH
COOH COOH COOH
Ala a- cetoglutarat piruvat Glu

E- alanin. aminotransferaza (AIAT)
Glutamic piruvic transaminaza (GPT)



TRANSFERAZE:

?Hzo"' CH,O(P)

H A O H .arp H 1 O H
OH H = OH H

OH OH ApP OH OH
H OH E- hexokinaza H OH
glucoza glucokinaza

glucozo-6 fosfat



3. Hidrolaze

catalizeaza scindari de legaturi covalente cu
adifionarea apel

SUBCLASELE:
» Esteraze

» Glicozidaze

» Peptidaze

» Fosfataze

* Tiolaze

* Ribonucleaze

‘EXEMPLE: lipaza, proteaza, fosfolipaza, esteraza,
glicozidaza, fosfataza



3. Hidrolaze

CH,OPO3H, CH,OH
O O
OH — e~ ' OH
O OH O OH
OH HZO H3PO s OH
Glucoza -6- fosfat Glucoza
T I
O0—P—0O0—P—0F ¢+ H,0 P, 5 HO—P—OF

| | " | (5.3)
SN XS NS

Pyrophosphate Phosphate



CONH,,
CHa
lyll 3
CH—-NH,
COOH

GIln

3. Hidrolaze

HZO NH,

AN

E - glutaminaza

COOH

GH»
CH-NH,,
COOH

Glu



4. Liaze

catalizeaza ruperea leg. C-C, C-S si C-N; fara
aditfionarea  apei, adifia la legaturi duble si
reactiile inverse.

-SUBCLASELE:

* Decarboxilaze
» Aldolaze

* Hidrataze

* Dehidrataze



4. Liaze

CH piruval
| 3 decarboxilaza O

C=0 CH—C
| / § S ¢

COOH CO, acetfaldehida

piruvat



4. Liaze

N—-CH,-CH-COOCH N -CH-CH
ﬁ \> NH i > {4 \> |
N 2 NH NH->
His CcO
Histamina

E- Histidin-
decarboxilaza



4. Liaze

(EOOH H20 (%OOH

E-H \ - HO-C-H
He <N . CH

I E-fumaraza .

COOH COOH

Fumarat malat



5. I1zomeraze

catalizeaza toate tipurile de transformari in cadrul
uneia si aceleiasi molecula

SUBCLASELE:

« Racemaze
« Epimeraze
* Izomeraze
* Mutaze



CcoO®@
® |
H,N clz H

CH,

[-Alanine

S.

Izomeraze

Alanine
racemase

>~
7

<

Cco0®

| @
H—C —NH,

CH,

D-Alanine



5. 1zomeraze

SCH,0P04%
5CH20P033‘
s/H/ HO
H 4
OH H
—— FroP

E - Gl 6 P 1zomeraza

1CH,OH

2

OH



5. lzomeraze

4 1CH20H
1C I

H=C—0H " 2| |
3C|;|-b(:)|:>032— E- triozofostatizomeraza SCHZOPO3 i

dihidroxiaceton

oliceraldehid o
2 3-fostat

3-fosfat



6. Ligaze (sintetaze)

catalizeaza formarea de legaturi intre carbon si O, S,
N, cuplate cu hidroliza legaturilor macroergice
(utlllzarea ATP).

SUBCLASELE:

*Sintetaze
Carboxilaze



6. Ligaze (sintetaze)

cooH (NH; CONH,
(::Hz 1 (;HZ

iy 3 _ﬁ ¥ 2

¥ on 2 ate Loon 2
COOH ADP+Pi

Glu E - glutamin Gin

sintetaza



6. Ligaze (sintetaze)

COOH COOH
I I
c=0 + CO, C=0
I I
i CH, ATP ADP o
iruvat
H,PO, COOH

Oxaloacetat



7. Translocaze (2018)

Catalizeaza transferul ionilor sau moleculelor prin
membrane sau separarea lor in (interiorul; intre)

membrane.

Ex.: H'-transportatorul ATP-aza sau ATP sintaza
JADP +P. +H' <ATP+H,0+H"

side 1

side 2

ADP + phosphate + H'

4H'

'
ATP + H)O

4H'

Intermembrane space
B G M M 0

AL G 2 A
TPt tntalte

Inmner
mitochondrial
membrane

vvvvvvvvvv




Specificitatea

- este capacitatea unel enzime de a selecta dintr-un
numar mare de S unul particular,

-este condifionata de complimentaritatea
conformaftionala si electrostatica intre CAal E si S.




Deci fiecare E catalizeaza un anumit tip de
reactii sau transformarea unui anumit S

Asp-189 Substrate (-X-Arg-Y-) Ser-189 Substrate (-X-Phe-Y-)

Ser-195

1] Trypsin (3.4.21.4 ') [2]] Chymotrypsin (3.4.21.1)
7

-X=-Y-Arg (Lys)- —X=Y-Tyr (Trp, Phe, Leu)!Z—




SPECIFICITATEA

De reactie
De substrat:
A.Absoluta
B. Relativa

C. stereospecificitate



Specificitatea:

1. Specificitatea de reactie:

enzimele catalizeaza un anumit tip de
reactie ce sta la baza clasificarii lor: o
reactie redox, un transfer a unei grupe
functionale, formarea unei legaturi, etc.



2. Specificitatea de substrat a
enzimelor

l. Specificitatea absoluta de substrat —
enzima catalizeaza transformarea
doara unui singur substrat
(ureaza, arginaza, carbanhidraza)

H2N-C-NH2+ HZO —r 2NH:-5I-(;O2
(”) UREAZA



Specificitatea de substrat
a enzimelor

Il. Specificitatea relativa de substrat —

enzima catalizeaza transformarea
unei grup numeros de substante cu
diferita structura chimica in acelasi
mod

Ex. citocromul P 450 — hidrolizeaza
cateva mii de substante



Specificitatea de substrat
a enzimelor

0 specificitate relativa de substrat -
asigura transformarea unui grup de
substante inrudite chimic si se
intalneste in diferite ipostaze:



Specificitatea relativa de
substrat a enzimelor

Specificitatea absoluta de grup —

E catalizeaza transformarea unui grup de
substrate analogice structural (ADH - unui
grup de alcooli monohidroxilici, recunoscind

gruparea OH

H
I
R-CH2-OH + NAD+ >R-C=0 + NADH.H+

Alcool dehidrogenaza




Specificitatea relativa de
substrat a enzimelor

Specificitatea relativa de grup —

enzima catalizeaza transformarea unei
anumite grupe sau legaturi chimice din
diverse substante chimice

Ex. pepsina hidrolizeaza legaturile peptidice
formate de gruparile carboxilice ale
aminoacizilor aromatici — Phe, Tyr si Trp



Specificitatea relativa de
grupa

PEPSINAT TRIPSINA| CHIMOTRIPSINA' ELASTAZA




Specificitate
stereochimicia

1 E catalizeaza transformarea numai a unuia
din stereoizomerii posibili (D sau L; sau
numai a izomerului cis- sau trans-).

1 Ex: Amilaza scindeaza legaturile a 1-4
glucozidice din amidon sau glicogen si nu
influenteaza asupra legaturilor 3 din
celuloza.



Specificitate stereochimicia

Hexokinaza — specificitate la D- glucoza
Oxidazele — specificitate la L-AA
Fumaraza — specificitate la izomerii trans-cis



TMECANISMUL DE
ACTIUNE AL ENZIMELOR



Mecanismul de actiune al E

1 Pentru decurgerea unei reaciii este
necesar ca molecula de S si E sa
contacteze intre ele, pentru aceasta e
necesar de constientizarea unei notiuni ca:

1 Energia de activare — este energia
necesara tuturor moleculelor unui mol de
S, care la o anumita t pot sa atinga starea
de tranzifie (corespunzatoare apixului
barierii energetice) (KJ/mol; kcal/mol)



Mecanismul de acfiune al E

1 E - micsoreaza energia de activare
ale reactiilor chimice.

1 Cu cat mai mult scade energie de
activare, cu atat mai eficient actioneaza
catalizatorul, si cu atat mai mult se
accelereaza reacitia.



Energie

S+E~ES—> E+P

Energia de activare a reactiei necatalizate

S S\ 4 ereeesaivareareaciicoinate

W\

Progresul reactiel

Enzimele reduc energia de activare fara sa afecteze energia libera a
reactiei (AG). Astfel, enzimele cresc viteza de reactie.




(a) Without enzyme

. A 4 @ @ @9

lactose glucose + galactose

| activation energy
" without enzyme

] net energy released
- from splitting of
J lactose

(b) With enzyme

M
lactose

& ©

glucose + galactose

____________________________________ } activation energy
with enzyme

} net energy released



Etapele actiunii
enzimatice

E+S<——>ES<——>ES*<——>EP<——>E+P

| et. Ly 1l et. )

Il et.

| et. — formarea complexului enzima-substrat (E-S)

Il et. — cataliza — transformarea S in produsul reactiei
(P) de catre enzima

lll et. - eliberarea P de la E



Mecanismul de actiune al enzimelor

Prima etapa:

Difuzia S spre E si legarea cu CA al E -
formarea complexului ES

de scurta durata

. depinde de concentratia substratului si de
viteza lui de difuzie spre centrul activ al
enzimel.

Ry pud ‘—’ g0+
E] IS EIS ES* EP o



Mecanismul de actiune al
E

2. Transformarea complexului primar ES Tn unul sau
citeva complexe activate - ES*, ES™” (este cea
mai lenta). Are loc dereglarea legaturilor S,
ruperea lor sau formarea noilor legaturi in urma
interactiunii grupelor catalitice ale E.

3. Despartirea produselor reactiei de CA al E si

difuzia lor in mediul ambiant (complexul EP

disociaza in E si P).
1) g -

: s . 3 - I :,_-" b ‘ :.-' _ | ..-' E .." ' i
E S ES ES* EP E P




Ipoteza “lacit-cheie” (Fischer) si
“coincidenta fortati” (Koshland)

0 Modelul clasic (Emil Fischer) considera ca
potrivirea S cu CA al E este analog cu
potrivirea “lacat-cheie”. Acest model

presupune o rigiditate a structurii enzimei in
zona CA.

0 modelul Koshland, numit “centrul activ

indus”- potrivire indusa , presupune ca CA

nu este rigid, ca forma acestuia se modifica
in momentul legarii S.




Teoria “cheile-lacit” -
Fisher

P

K,'



Teoria “coincidentel
induse” - Koshland

&
_®




Conceptul clasic “lacit-
cheie

‘ﬁ & ‘+§m
E+S ES E p P,

b

E+S-- ES- E+P

il



Conceptul coencidentei
inductive
“coincidenta foriata”

(Kochland)

@

b

il



Mecanismul de actiune al E

La nivel molecular actiunea E poate fi lamurita prin
urmatoarele efecte:

Efectul de orientare a substratelor (CA al E fixeaza S sile
orienteaza intr-un mod convenabil pentru actiunea gr.
catalitice)

Efectul de deformare a S (dupa unirea in CA molecula S se
intinde, se deformeaza —favorizand scindarea ei)

Cataliza acido-bazica (in procesul fixarii S in CA asupra lui
actioneaza grupele electrofile ale sectorului catalitic, are loc
redistribuirea densitatii electronice in S si ruperea legaturilor
din S

Cataliza covalenta — formarea legaturilor covalente intre CA
si S, complexul ES e foarte instabil, usor disociaza eliberand P
reactiel



PROPRIETATILE
ENZIMELOR




10.

Obiectivele:

Cinetica enzimatica. Influenta concentratiei enzimei si a substratului, a pH-ului
si a temperaturii asupra activitatii enzimatice.

Principiul determinarii activitatii enzimelor. Unitatile de activitate a enzimelor.

Inhibitia activitatii enzimelor (specifica si nespecifica, reversibila si ireversibila,
competitiva, necompetitiva si noncompetitiva).

Reglarea activitatii enzimelor (proteoliza partiala, reglarea alosterica,
autostructurarea cuaternara, reglarea covalenta).

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

|zoenzimele — particularitatile structurale si functionale, valoarea lor
biomedicala.

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

Metodele de obiinere si purificare a enzimelor. Cromatografia de afinitate.

Utilizarea enzimelor in practica medicala. intrebuintarea enzimelor imobilizate
in medicina.



CINETICA ENZIMATICA

- Studiaza viteza reactiel
enzimatice, luand in consideratie
factorii  fizico-chimici ce o
influenteaza



VITEZA REACTIEI ENZIMATICE

1 reprezinta numarul moleculelor de substrat
transformate in produs final pe unitatea de
timp (de regula - pmoli de produs format
pe minut)



Factorii care influentiazi viteza
reactiei enzimatice

1 Concentratia S
1 Concentratia E
1 Temperatura

1 pH



Influenta [S] asupta vitezei
reactiei enzimatice

1 Grafic se reprezinta sub forma
de o curba de tip hiperbolic.

1 in perioada initiala a reactiei V
creste pe masura ce creste
[S].

1 La un moment dat cind CA al
E se ocupa de S —V nu mai

creste. Ea ramine constanta si
corespunde V max a reactiei.

1 In cazul E alosterice — curba
reprezinta un aspect sigmoid

WV max

_____________________________
-
-

[S]



VITEZA DE REACTIE

Influenta [S] asupta vitezei

reactiei enzimatice

CONCENTRATIA SUBSTRATULUI

1 Analiza curbei

arata 3 zone:

(1P

Zona “a’-v
creste
proportional cu

[s]

Zona “b” —
cresterea v cu [s]
nu este
proportionala

(1P

Zona “c” — este
atins Vmax la [s]
infinita



1 Aceasta curba este numita curba lui
Michaelis-Menten si se exprima prin ecuatia:
[S]
Vo=Vmax X
Km +[3]

unde:

Vo - V reacfiei initiale

Vmax- viteza max

Km-constanta lui Michaelis Menten

[S]-C% S

Aceasta ecuatie descrie modul in care viteza
reactiei variaza in functie de [S]



K
o
-85
A

Leonor Mllchaells
1875-1949

Maud Menten
1879-1960



Semnificatia lui Km si
V max

Km-constanta lui Michaelis Menten
- este acea concentratie de S pentru care
V de reactie este jumatate din Vmax.

Km reflecta afinitatea E pentru S si anume
cu cat Km este mai mica cu atit afinitatea
este mal mare si invers.

V max- reflecta capacitatea catalitica
maxima a E



Ecuatia lui Lineweawer-
Burk:

1 Din curba lui
Michaelis Menten nu
poate fi determinata V

max (deoarece nu se
pot atinge c% infinite | ] K
ale substratului). — m

1 Se procedeaza la VvV, V IS] V

linearizarea ecuatiel,

obtinindu-se ecuatia
lui Lineweawer- Burk:




Diagrama lui Lineweawer- Burk:

Y
i R [S] Michaelis-Menten Equation
Kot [S]

_Kq+ [8]

max [S]

Voux [8]

1 SIope=Km/Ilm“

+
y Intercept = 1/0,
Vou [S] Yo =

Lineweaver-Burk Plot




Influenta [E] asupta vitezei reactiei

1 in conditii standard 2 mol de E intr-o anumita
perioada de timp vor transforma de 2 ori mai
multe molecule de S decat 1 mol de E (relatie
direct proportionala).

VYV max

[E]



Influenta t° asupta vitezei
reactiei

Maximum
enzyme
activity

Reaction rate ’

Optimum Denaturation
temperature' 4
| | W | |

10 20 30 40 50 60

Temperature (C°)

Timberlake, General, Organic, and Blological Chemistry. Copyright @ Pearson Education Inc., publishing as Benjamin Cummings



Termolabilitatea (t°)

1 Unele E a
microorganismelor
termofile sunt active la t ,’
de BOOC . NH3+ COO- N "’./ Denaturarea
1 Latjoase E se s 0s @acﬁvé
inactiveaza (exceptii: S [ actvioes
catalaza: activitate max la 3~ e

. temperaturii /

e
~

t=0 °C)

NH3;+’

0.2 !COO-
E
0.0 denaturata

10 20 30 40 50

o

Temperatura (=)



Influenta pH asupta vitezeli

reactiei
Fiecare E are pH
optim proprlu Optimal
(manifesta activitate $ .
max). :
Maijoritatea E celulare &

au pH-ul optim- 6-8
(7,4)

exceptii: hidrolazele
acide lizozomale pH=
S;

MAO din membrana
MC externa pH= 10.




]

Actiunea pH asupra activitatil

enzimatice
La E digestive pH
optim este cel al
Z(e:g |u ur!g | lor de Pepsin Calfuy Tk
Pepsina—pH 1,5- £
2, :
Amilaza 3
pancreatica - pH :
7,2,
Tripsina - pH g
7,8-8,0 8 2 4 6 8 10




Actiunea pH asupra
activititfii enzimatice

Enzyme Activity and pH
Example Example
Pepsin Salivary Amylase
Level (stomach) (Mouth)
of
Enzyme
Activity




Actiunea pH asupra activititii
enzimatice

pH Optlm e dependent Proportion BH®| | Proportion A©
de: |

. gradul de ionizare a
grupelor functionale,

 afinitatii E fata de S,
. stabilitatii E.




Actiunea pH asupra activititil

enzimatice

Centrul activ al
enzimelor contine
grupe ionizabile,
acide sau bazice, deci
modificarea pH-ului
are ca efect
modificarea gradului
de disociere si,
implicit, modificarea
vitezel de reactie.

Proportion BH®| | Proportion A©

Activity




Influenta efectorilor enzimatici

0 Efectorii enzimatici sunt substante cu structuri
chimice variate care aduse in mediul de reactie
pot influenta activitatea enzimei care catalizeaza
reactia

1 Efectorii enzimatici pot fi activatori sau
inhibitori.



Inhibitorii enzimatici

0 Inhibitorii enzimatici sunt compusi care influenteaza
negativ activitatea enzimelor pe care o pot anula definitiv
sau temporar

Ei pot afecta situsul catalitic al enzimei sau orice alta
regiune a moleculei, astfel influentand Ilegarea
substratului de enzima

Actiunea inhibitorilor enzimatici este importanta pentru
controlul proceselor biochimice, pentru a intelege
mecanismele de actiune a unor medicamente, droguri,
otravuri, pentru a urmari etape dintr-un proces metabolic.



Inhibitia enzimatica
1 Deosebim:

1. Inhibifie nespecifica (T, pH, agentii
denaturarii )

2. Inhibitie specifica

1 Inhibitia poate fi reversibila si ireversibila.

0 Inhibiitie reversibila - inhibitori se fixeaza
slab, necovalent de E

0 Inhibiitie ireversibila - | covalent se fixeaza
de E cu formarea EIl nedisociabil.



EXEMPLE DE INHIBITORI
IREVERSIBILI

0 Compusii organofosforici (Diizopropilfluorfosfatul)
(toxina neuroparalitica) se fixeaza de OH-Ser in
CA a acetilcolinesterazei (scindeaza acetilcolina)
cu formarea E neactive.

In rezultat se mentine efectul acetilcolinei in.
permangnta ce duce la paralici muscular si
moarte.lnlaturat prin adaugarea reactivatorului.

1 ionii metalelor grele (Hg, Pb) inhiba gruparea SH
a multor E;

1 acidul iodacetic- inhiba ribonucleaza



Inhibitie ireversibila

CH3
CH
<
o)
F
W
Ser  + oF % —
(o)
CH;
Acetylcholin- DIPF
esterase

Figure 8-23
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

CH;
CH;

Inactivated
enzyme

+ F~ + H*



INHIBITIE IREVERSIBILA

CH; CHsj; CHs; CHj;
T N
('ZH CllH
P ¢
(E}CH,-OH + F-P-0 ——(E)CH,-O-P=0 +HF
! |
Chimotripsina O O
| I
CH CH
ARG 277
CH; CHs; CHs; CHs;
Diizopropil- Diizopropil-
florfosfat florfosfat

Chimotripsina

Exemple:
Diizopropilfluorfosfatul se fixeaza de OH-serinei in CA a proteinazelor



INHIBITIE IREVERSIBILA

O O
CH-SH + I-CH,-C{_ — CH,- S-CH,-C? + HI
(:)' 2 Gy <:>‘ 2 "Gy

Enzima

lodacetat
E)chr-si + ci-Hg{Oy-cooH — (E)8-Hg<O)-COOH + H
Enzima Paraclor-

hidrargiubenzoic



Tipuri de inhibitie
revesibila

1 Deosebim:

1. Inhibitie competitiva

2. Inhibitie necompetitiva (noncompetitiva)
3. Inhibitie uncompetetiva

4. Inhibitie alosterica




Inhibitia competitiva

1 | se aseamana dupa structura cu S.
1 Apare o competifie dintre | si S pentru CA.
1 Nu e posibil simultan fixarea S si a | in CA.

1 E va fixa pe acel competitor care se afla
intr-o concentratie mai mare.

1 E+l ---- EI

1 Este o inhibitie reversibila- | poate fi inlaturat
Cu adaugarea in exes a S.



Inhibitia competitiva

E+S ——— ES — E+P
+

| O,

NG



Inhibitia competitiva

1 Viteza de reactie atinge Vmax ca si cum | nu ar fi
prezent, daca se mareste suficient de mult [S]

1 nu modifica V max,
1 dar creste mult Km, micsorand afinitatea E pentru

v 1/v

...........
av®
"
-*
-
-

IS] “I/Km -1/Kmi 1/[S]



Exemple de | competitivi:

1 inhibitia SDH cu malonat (SDH -oxideaza
succinatul in fumarat). Malonatul inhiba
aceasta E datorita asemanarii cu S.



Exemple de | competitivi:

1 Sulfamidele —substituie acidul
p-amino-benzoic din a. folic, indispensabill
pentru cresterea microorganismelor,
impedicand dezvoltarea lor
(antibacteriana)

H,oN @COQH HoN @802NH -R



Exemple de | competitivi:

1 Sulfamidele —substituie acidul
p-amino-benzoic din a. folic, indispensabill
pentru cresterea microorganismelor,
impedicand dezvoltarea lor
(antibacteriana)

H,oN @COQH HoN @802NH -R



Exemple de | competitivi:

0 Alopurinol — administrat &n 7
tratamentul gutei HN/XK "\
1 analog structural al K\ /[ >
hipoxantinei — inhiba S
xantinoxidaza si impedica Hypoxanthine
transformarea hipoxantinei in -
xantina si in acid uric.
Hipoxantina si xantina (sunt HN)J\
mai solubile) nu se depun in | \N
tesuturi si sunt excretate ca K N/
produsi finali ai purinelor. " L
Allopurinol




Exemple de | competitivi:

05 fluoruracilul -
Inhibitorul timidilat

sintazel O
1 Metotrexatul - inhibitorul HN/U\/F

dihidrofolatreductazei |
—Astfel se inhiba OA\ P
sinteza ADN (utilizate e
pentru a diminua rata Sﬂo:lmcn
de crestere a celulelor

canceroase)




Inhibitia necompetitiva

0 Inhibitorul nu se aseamana ca structura cu S

11 siS se leaga simultan cu E dar locusurile sint
diferite (I nu se leaga in CA)

1 Acest tip de inhibitie nu se inlatura prin exces
de substrat.

1 | necompetitivi scad V max dar nu afecteaza
Km



Inhibitie necompetitiva
Mixed inhibition

E+S =—/—— ES —>E+P

I C}) @
o= (}




Inhibitie necompetitiva

1 In cazul inhibitiei necompetitive, | chiar daca nu
se leaga la centru activ al E actioneaza asupra
acesteia deformand-o incat nu mai poate forma
cES la viteza normala,

1 1ar cES format nu se mai descompune cu viteza
normala pt a forma P



Inhibitia necompetitiva

IN

Vimax fpeoereed

Vian2

Venaxi/2 lk,

hn Sl UK U}



Tipuri de inhibitori necompetitivi:

cianurile, CO se fixeazda cu Fe 3+ din
citocromoxidaza ---se intrerupe LR

iInhibitori ai grupelor -SH libere ale enzimei: acid
lod acetic, p-clormercuribenzoat;

metale grele: argint, mercur, plumb, ce
actioneaza la nivelul grupelor -SH ale enzimei;

agenti de chelatare: EDTA.



Inhibitia necompetitiva

1| poate fi inlaturat de substante care il
leaga — numite reactivatori



TABEL COMPARATIV
INHIBITORI REVERSIBILI

Inhibitor competitiv

Inhibitor necompetitiv

-are analogie structurala cu susbtratul

-nu are analogie structurala cu substratul

-se leaga in acelasi loc cu substratul
(competitioneaza pentru centrul activ)

-se leaga In alt loc decat substratul (nu
competitioneaza pentru centrul activ)

- scade afinitatea substratului pentru enzima
(creste KM)

- 1a concentratii mari ale substratului se
inlatura inhibitia (Vmax = constant)

- nu modifica afinitatea substratului pentru
enzima (KM = constant)

- 1a concentratii mari ale substratului nu se
inlatura inhibitia (Vmax scade)

Ex. Acizi dicarboxilic pentru SDH

(acidul malonic inhiba CK)

Sulfonamida pentru FH2-sintetaza

(Ab -blocheaza sinteza de acid folic necesar
bacterii)

Metotrexat pentru FH2 reductaza
(citestatic- inhiba sinteza de ADN)

Ex. Ioni ai metalelor grele (Agt, Hgt)
(se leaga de gruparile —SH din afara

centrului activ al enzimelor- otrivire)




Efectul inhibitorilor asupra
vitezel de reactie

Noncompetitive
Inhibition

Competitive
Inhibition

Competitive
inhibition

Vmax

172 ¥V max|
P2 N e Noncompetitive

inhibition




Inhibitia uncompetetiva -

1 E+S----ES +|-----ESI s

0 I se combina cu complexul ES E“_L’E;ﬂ'_“"
formand un complex ESI ce nu Sl >
poate genera P dorit 1:: " Noinhibitor

1 Reducerea [ES] creste afinitatea §
aparenta € E pt S : ="

0 Inhibitorii uncompetitivi scad =10k [=5K
Km st Vmax 0

\ [Substrate] —
K, for uninhibited enzyme
Ky for[1] = K;

Figure 8-18
Biochemistry, Sixth Edition
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Inhibitia uncompetetiva -

Uncompetitive inhibition
E+S

ES —> E+P

S.Q @9




Inhibitia uncompetitiva
Lineweawer- Burk

+ Unncompetitive
inhibitor

-

e S
No inhibitor

present
1/V

0 1/15]

Figure 8-21
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Alte tipuri de inhibitie

0 inhibitia prin modificarea covalenta a
moleculel E - prin fosforilare pe baza
ATP-ulul.

1 Unele E fosforilate pierd activitatea de
exemplu enzima glicogensintaza

0 Inhibitia prin exces de S —in CA se
fixeaza simultan surplus de S — ce nu
poate fi transformat. Este o inhibitie
reversibila — inlaturarea S



REGLAREA ACTIVITATI
ENZIMELOR



Mecanismele de activare
aE

Sunt : 1. nespecifice: temperatura , iradierea
2. specifice
1 Se activeaza la:

. majorarea concentratiei S cind este
insuficient

2. majorarea cantitatii E
3. Introducerea Co cind sunt insuficiente
4. Introducerea ionilor metalelor Fe, Cu



I. REGLAREA CANTITATIVA

Functie de dinamica SINTEZA/DEGRADARE

Ks
Aminoacizi = = Proteine (enzime)

T
Kd

1 Enzime inductibile Ks > Kd
1 Enzime represibile Kd > Ks

1 Enzime constitutive Ks = Kd



II. REGLAREA CALITATIVA

Mecanismele de activare a E

1 Deosebim urmatoarele tipuri de reglare a
activitatii enzimatice:
1. Reglare covalenta - proteoliza limitata

2. Reglare covalenta — fosforilare/
defosforilare

3. Autostructurarea cuaternara
4. Alosterica



II. REGLAREA CALITATIVA

I[I.1.Reglarea alosterica
(necovalenta)



Enzime alosterice. Efectori
alosterici

Sunt proteine oligomere alcatuite din mai multe subunitati
identice sau diferite, in numar par

Reactiile catalizate sunt endergonice si ireversibile;
imprima sensul unic al cailor metabolice din care fac
parte

Intervin in prima etapa a unui lant de reactii, asigurand
controlul intensitatii procesului si ireversibilitatea lui

Fiecare monomer poseda un centru activ; fixarea S pe
una din subunitati influienteaza legarea lui pe celelalte
prin fenomenul de cooperativitate



Enzime alosterice. Efectori
alosterici

Pe langa centri activii, monomerii prezinta si centri
alosterici de care se vor lega efectorii alosterici

Efectorii alosterici sunt compusi cu masa moleculara
mica, fara analogie cu S si care activeaza reactiile
enzimatice (efectori pozitivi) sau le inhiba (efectori
negativi)

Efectorii alosterici sunt prezenti la locul de actiune al E
variind doar concentratia lor

E alosterice sunt inhibate de produsul de reactie prin
retroinhibitie sau inhibitie feedback



II. REGLAREA CALITATIVA

11.1.Reglarea alosterica de tip

heterotrop

Negative allosteric control
Substrate

Active site ;
’ 'ﬁ “

Substrate cannot

. / enter

Negative
allosteric
regulator

Allosteric
site

Positive allosteric control

Unavailable Substrate
~/ active site ~ can enter

Positive
allosteric |
regulator

Copyright © 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.




Cinetica enzimelor alosterice (,, ne-Michaeliene™)

Dependenta sigmoidala a V in functie de [S]

Enzimele alosterice, spre deosebire
de enzimele Michaeliene au multiple
subunitati si multiple centre active

Legarea substratului poate fi cooperativa

Reaction velocity, V, —

Substrate concentration, [S] —



Tipuri de reglare alosterica

in functie de pozitia relativa a efectorului fata
de E in calea metabolica:

-feedback si feedforward-
-pozitiva (activare) si negativa (inhibitie)-

feedforward

Feedback |oop

Feedback |oop



Reglarea activitatii enzimatice

Negative feedback on
succinate dehydrogenase

0
¢

HyC "OH

HiC.. . OH Simple competitive inhibition
|l

i Reglarea alosterica prin feedback [EEmE—
negativ




Retroinhibitie

A-B-€C-D-P

E1 E2 Es Eu
T




Reglarea activitatii enzimatice

Positive feedforward on
pyruvate kinase

3 )

Allosteric activation

Reglare allosterica prin feed back
pozitiv




Reglarea covalenti -
Proteolizi limitata

1 Unele enzime (proteine) se sintetizeaza in forma
neactiva de precursor — proenzime (zimogeni)
Exemplu:

1) enzimele digestiei: pepsinogenul,
chimotripsinogenul, tripsinogenul, proelastaza,

procarboxipeptidaza - scindeaza proteinele in
stomac si duoden.

2) coagularea singelui e determinata de cascada de
reactii cu activitate proteolitica;



Proteolizi limitata

1 -este scindarea unul sector al catenel
In rezultatul careia E se
restructureaza si se formeaza CA.

H+
Pepsinogen ------ —pepsina
-42AA



Importanta biologici a
prezentei formelor neactive

0 Zimogenii sunt produse la locurile de sinteza
(mucoasa gastrica pentru pepsinogen,
pancreasul pentru toate celelalte), activarile se
produc la locul de actiune (stomac, intestin
subtire)

1. Protejaza de proteoliza proteinele celulelor
producatoare de E.

2. Este o forma de rezerva a E, care rapid pot fi
activate si intervin in reacfie.



Reglarea covalenta -

fosforilare-defosforilare
0 unele E sunt active in forma fosforilata, iar
altele in forma defosforilata.
EX.:

glicogen fosforilaza — activa in forma
fosforilata;

glicogen sintaza — este activa in forma
defosforilata



Reglarea covalenti -
fosforilare-defosforilare

1 Readctiile de fosforilare sunt catalizate de kinaze
specifice.

1 E-OH + ATP -—------ — E-O-P +ADP
1 Defosforilarea are loc sub actiunea fosfotazei
specifice

E-OP +H20------- — E-OH +H3PO4

E- kinaza
Ser-OH S5a7vp 2ADP
= = Coe—" [ T e
Ser-OH > Pi 2H20 \

E- fosfotaza

-




Autostructurarea cuaternarai

1 Este caracteristica E ce poseda structura
cuaternara

1 Fiecare protomer in parte nu e activ

1 La asamblarea lor — se modifica conformatia
flecarui protomer si corespunzator se modifica si
conformatia CA, devenind astfel favorabil pentru
fixarea si transformarea S

0 Ex: proteinkinaza A




Rreglarea alosterica

loglulatoozitiyy

A

CA




1zoenzimele- izoE

forme moleculare multiple ale E, ce catalizeaza
aceeasi reactie chimica, dar difera prin structura,
proprietati fizice, chimice si cinetice

Diferite forme de izoE se pot gasi:

impreuna (LDH din ficat);

in tesuturi diferite (fosfotaza acida in prostata si
hematii);

sau in diferite compartimente ale aceleiasi celule
(MDH MC si Cit)



A

I1zoE diferi intre ele prin:

sarcina electrica (ce permite separarea
lor prin electroforeza);

V max de cataliza,
sensibilitatea fata de modulatorii allos;
pH-optim de actiune;

termolabilitate, au afinitate diferita fata de
S.



STRUCTURA IZ0E

Sunt E oligomere, cu structura cuaternara,
alcatuite din cel putin 2 protomeri diferiti

1 Ex. LDH (lactat — piruvat)

1 Prezinta un tetramer, alcatuit din 2 tipuri de
subunitati (H — inima; M- muschi) in
diferite raporturi; codificate de gene
diferite.

7 HHHH - inima; HHHM;HHMM; HMMM;
MMMM — muschi




— B. Isoenzymes

Lactate dehydrogenase M

RYLMGERLGVHPLSCHGWVLGEHGDSSVPVWSGMNVAGCSLKTLHPDLGTD..
1. Gene

RYLMAEKLG | HPSSCHGW | LGEHGDSSVAVWSGV NVAGVSLQELNPEMGTD..
Lactate dehydrogenase H

(YD
LDHT  (Hyg) Skeletal muscle
LDH2  (MqH3) % Liver

LDH3  (M,H>) %
LDH4  (M3H;) 3
Cardiac muscle

LDH5 (M)
4 .. LDH5 LDH4 LDH3 LDH2 LDH1

2. Forms 3. Separation by gel electrophoresis

Brain




Izoformele lactat dehidrogenazei (LDH)

a0 O O O .3

_DH-1 (4H) - in inima

_DH-2 (3H1M) - in sistemul reticuloendotelial
_DH-3 (2H2M) - in plamani

_DH-4 (1H3M) - in rinichi

_DH-5 (4M) - in ficat si muschiul striat

(H este tipul de monomer intalnit in inima, iar M este monomerul caracteristic

izoenzimei hepatice si musculare)

Rol in diagnosticul medical

-~ Indicand distrugeri celulare



ROLUL izoenzimelor

1. in controlul metabolic ( faciliteaza adaptarea
metabolismului in diferite {esuturi.)

EX: in miocard predomina H4 (inhibata de piruvat) -
orienteaza oxidarea piruvatului pe cale aeroba.

M4 este activata de catre piruvat si orienteaza
transformarea piruvatului pe cale anaeroba spre lactat.

In diagnosticul unelor stari patologice (variatia diferitor
forme de izoE)



O N = O O

LDH

Norma- 100-190U/L

Cresterea de LDH 1 si LDH2:
infarctul miocardic

anemia hemolitica/ megaloblastica

LDHS5 crescut - afectiuni hepatice,
necroza hepatica



Exemple de izoenzime:

1. Creatinfosfokinaza -2 tipuri de monomeri:
M-Muscle si B —brain

>. LDH

3. MDH

4. Aldolaza

5. Fosfataza alcalina

6. Fosfataza acida




Creatinfosfokinaza (CPK)

CPK - M Muschi | voi o distrofii
2 scheltic
CPK — MB MU§<_:h| Mlocar_dlop
cardiac atii
. Ischemii
CPK-B Creier
2 cerebrale




CK

AST

1 I 1
1 2 3

Days following




Table 21.4 Serum Enzymes Used in
Diagnosis of Tissue Damage

Condition Diagnostic Enzymes
Elevated

Heart attack, or liver disease Lactate dehydrogenase (LDH)

(cirrhosis, hepatitis) Aspartate transaminase (AST)

Heart attack Creatine kinase (CK)

Hepatitis Alanine transaminase (ALT)

Liver (carcinoma) or bone Alkaline phosphatase (ALP)

disease (rickets)

Pancreatic disease Amylase, cholinesterase

lipase (LPS)

Prostate carcinoma Acid phosphatase (ACP)

Timberlake, General, Organic, and Biclogical Chemistry. Copyright & Pearson Education Inc., publishing s Benjamin Cummings



Sistemele
polienzimatice

Fiecare celula a organismului contine
setul sau specific de E.

Unele se gasesc in toate celulele, altele
sunt prezente doar in anumite celule
sau anumite compartimente celulare.

Functia fiecarei E, nu este izolata, ci
strins legata de functia altor enzime.

Astiel din E aparte se formeaza sisteme
polienzimatice sau conveliere.



Tipurile de organizare a
sistemelor polienzimatice

Se cunosc urmatoarele tipuri de
organizare a sistemelor
polienzimatice:

1. - functionala,
2. - structural-functionala
3. - mixta.



Organizarea functionala

1 enzimele sunt asociate in sistemul polienzimatic
cu ajutorul metabolitilor, care difuzeaza de la o
enzima la alta.

1 produsul reactiei primei E serveste drept S
pentru E urmatoare etc.

1 Ex.: glicoliza. Toate enzimele participante Ia
glicoliza sunt in stare solubila, legatura se face

doar prin intermediarii metabolici.
0 El E2 E3 E4



Organizarea
structural-functionala

1 E sunt fixate prin legaturi slabe pe o proteina
“centrala”, care poate fi chiar una din E.

1 Proteina centrala dispune de un “brat” care
fixeaza S siil duce la E1, care 1l transforma in
P1;

1 P1devine S2, bratul il preia si il duce la E2, care
il transforma in P2.

1 Avantajul este ca bratul duce de fiecare data S Ia
E corespunzatoare, potrivindu-l cu mare
exactitate pe CA, ceea ce asigura in ansamblu o
viteza mai mare decit cea corespunzatoare
acfiunii E neasociate.



Organizarea
structural-functionala

1 Ex.- complexul polienzimatic
piruvatdehidrogenazic, constituit din 3 E
si 5 Co

1 sintetaza acizilor grasi constituita din 7 E
legate structural de PPA, care in ansamblu
indeplinesc functia de sinteza a AG.

1 E se pot aranja in lant, fixindu-se de MB.
Ex.enzimele LR, care participa la transferul
de H+ si e.



Tipul mixt de organizare

1 reprezinta o imbinare a ambelor tipuri de
organizare, adica o parte din sistemul
polienzimatic are organizare structurala, iar
cealalta parte - organizare functionala.

1 EXx.- ciclul Krebs, unde o parte din enzime
sunt asociate in complex structural
(complexul 2-oxoglutaratdehidrogenazic),
iar alta parte se leaga functional prin
metabolifii de legatura.



Unititile de masurare a activititii E

1 Ul — cantitatea de E care catalizeaza
transformarea unui pmol de S intr-un minut in

conditii standard

2. 1 Cat (catal) — cantitatea de E care catalizeaza
transformarea unui mol de S intr-o secunda in

conditii standard(1U.1.=16,67 nkat)
Conditiile standard - pHul ~7,0; t = 25°C;
p=1atm;
C substratelor —1 M.



01lcat=6 107 Ul
01Ul=16.67 -10-9 cat



Unititile de masurare a activititii E

1 Activitatea specifica — reprezinta
numarul de unitati enzimatice per mg
de protein-enzima

1 AS= Nr Ul/mg proteina
1 Este expresia puritatii unei enzime



A

Metodele de separare si
purificare ale E

Dializa

Salifiere

Cromatografie

Gel-filtrare

Electroforez:a
Cea mail eficienta -
cromatografia de afinitate



Metodele de determinare a
activititil E
Viteza reactiei este proportionala
cu
1. Viteza consumului substratului
Viteza formarii produsului
Viteza transformarii coenzimei

Cantitatea substantei respective
se determina colorimetric.



Deosebirea privind componenta
enzimatici a organelor si tesuturilor.
Enzimele organospecifice.

— sunt localizate intracelular:
in citoplasma (LDH, aldolaza),
in MC * glutamatdehidrogenaza),
in lizosomi (B-glucoronidaza, fosfataza alcalina).
Acestea E in norma in plasma se gasesc in c% foarte
mici.
La afectiunile celulare activitatea acestor E in plasma
este brusc marita.



INFARCTUL MIOCARDIC







Utilizarea E in practica
medicali

Preparatele farmaceutice contemporane sunt
asociate si contin ca regula urmatoarele enzime:

0 tripsina,
chimotripsina,
lipaza,
amilaza,
pancreatina,
bromelaina,
papaina,
rutina (vit. P).

O O OO O O O 3



Utilizarea E in practica medicala

AN e

Efectele
exercitate de preparatele enzimatice

De substitutie (E digestive)
Fibrinolitica si trombolitica
Antiedematica

Analgezica
Antiinflamatoare
Imunomodulatoare



Terapia cu enzime

Enzimele sunt agenti terapeutici unici ce produc efecte
importante si specifice.

Motivele care au limitat folosirea larga a enzimelor ca medicatie
e:

- distributie redusa in organism, dependenta de dimensiuni,
sarcina si de fenomenele de glicozilare (prin glicozilare
proteinele sunt recunoscute de receptori si fixate in anumite
locuri

- posibilitate mica de dirijare extrahepatica, ficatul avind tendinta
de a capta si retine proteinele straine;

- inactivarea lor sub actiunea proteazelor digestive in cazul
administrarii orale, iar proteazele tisulare le scurteaza de
asemeni actiunea;

- potentialul lor antigenic, anticorpii formati pot genera reactii de
hipersensibilizare adesea grave si pot inactiva enzima.



Tehnici propuse pentru optimizarea
proprietitilor terapeutice ale

enzimelor.

- prin N-acilare a fost crescuta semiviata asparaginazei,
folosita in leucemie

- metode de obtinere a enzimelor imobilizate.

De ex. prin reticularea enzimei, ce conduce la agregate
insolubile, prin adsorbtie pe pollmerl sintetici ori prin
atasare covalenta sau prin incorporare intr-un gel in
cursul pollmerlzaru

0 Aceste preparate castiga rezistenta la enzimele
proteolitice si sunt mai putin imunoactive dar pot fi
alterate proprietatile farmacocinetice.

0 Asemenea avantaje au dovedit conjugatii cu
polietilenglicol (PEG) ai arginazei, ai
glutaminasparaginazei sau ribonucleaza, enzime cu efect
antitumoral.



Tehnici propuse pentru optimizarea
proprietitilor terapeutice ale
enzimelor.

0 Incapsularea enzimelor in lipozomi -
microsfere cu membrana bistratificata
lipido- proteica, in hematii umane sau In
alti transportori celulari.

1 Noile forme obtinute prezinta un potential
de {intire tisulara.

1 De ex. in cazul unor boli genetice cauzate
de deficitul unor enzime lizozomale se
Impune o terape de substitutie, enzima
trebuind tintiti direct in lizozomi.



