RASPUNSURI LA INTREBARI
CAPITOLUL I
Structura si functiile proteinelor. Enzimele

TEMA 1

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

L&) CH—CH—COOH Alanina (Ala) —acid
| o, - aminopropionic
NH,
CH, — CH — COOH Fenila‘laninﬁ (Phe) —acid
o—amino—
NH, B -fenilpropionic
N . CH, CH COOH Histidina (His) —acid
| | o—amino—
L | B-imidazolilpropionic
NH NH;
o T CH — COOH Triptofan (Trp) — acid
J | o—amino—
NH s B-indolilpropionic
2
CH,- CH-COOH Serina (Ser) — acid
| | o—amino—
OH NH, B-hidroxipropionic
H CH,—CH—COOH Tirozina (Tyr) —acid
‘ p-hidroxifenilalanina
NH,
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CH,— CH — COCH Cisteina (Cys) — acid ot—amino—
| | [-tiopropionic

SH  NH,
b)
CH,— CH,— CH — COOH Treonina (Thr) — acid g—amino—
[ [ B-hidroxibutiric
OH NH

2
CH,— S— CH,— CH,— CH — COOH
l
NH, Metiona (Met) — acid o—amino—
S-metiltiobutiric
c)
CH,— CH,— CH,— CH— COOH Arginina (Arg) - acid o—amino—
| | B-guanidinovalerianic
NH NH,
|
CH==NH

l
NH,

CH,— CH,— CH— CH— COOH Izoleucina (1le) - acid o--amino—
| | B-metilvalerianic

CH, NH,
CH,— CH— CH— COOH Valina (Val) - acid a—aminoizo-
| | valerianic
CH, NH,

CH,— CH — CH,— CH — COOH Leucina (Leu) - acid a—aminoizo-
| I capronic
CH, NH

2
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2. a)alanina, valind, leucind, izoleucind, fenilalanina, triptofan, metionina
siprolind

U—COOH

NH Prolina (Pro)
b) serind, treonina, tirozind, cisteina, asparagina, glutamina si glicocol.
CH,— COOH

I
NH,
HN— C — CH,— CH— COOH

I !
(0] NH Asparagina (Asn)

2

Glicocol (Gly)

HN— C — CH,— CH,— CH— COOH

| |
O NH Glutamini (Gln)

2
¢) HOOC — CH,— CH — COOH
|
NH, Acid aspartic (Asp)
HOOC — CH,— CH,— CH — COOH
l
NH, Acid glutamic (Glu)
d) Histidina, arginina si lizina:
CH,~CH. —CH —CH,~— CH+—COOH
| |
NH NH, Lizina (Lys)

2
3.
H2N—CH—CO —NH—CH—CO —NH —(le—COOH
I

H2 CH:2 CH:
N
L -

NH

Histidil - fenilalanil - cisteina
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Acest tripeptid va da urmitoarele reactii de culoare:

1. Reactia biuretului (prezenta legaturilor peptidice -NH-CO-);
2. Reactia cu ninhidrina (prezenta resturilor de o - aminoacizi);
3. Reactia xantoproteici (prezenta fenilalaninei);

4. Reactia Fol (prezenta cisteinei).

HoN - ClH 5 CO[‘ ‘j_ CO-NH- (le _COOH
e (CH):

]\|IH
([3 = NH
NH,

Tirozil - prolil - arginina

Reactiile pozitive de culoare ale acestui tripeptid sunt:

1. Reactia biuretului (indica prezenta legaturilor peptidice);

2. Reactia xantoproteica (indica prezenta tirozinei);

3. Reactia cu ninhidrina.

4. {,N—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH— CH—COOH

| | L
CH, CH
NH NH CH,

é—CH

3

OH

Triptofil - lizil - tirozil - metionina
(Trp - Lys - Tyr - Met)

5. Conform regulilor matematicii, numéarul de izomeri va fi: 1x2x3 =6.
6. Compusul nu este un peptid, deoarece el da reactia biuretica negativa
ceea ce indicd absenta legaturilor peptidice. Din cauzd ca compusul
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reactioneaza cu ninhidrina, formind un complex de culoare albastra - violeta,
el prezintd un o-aminoacid sau o amina.

7. Reactia lui Fol indica prezenta in proteine a aminoacizilor ce contin
sulf legat slab - cisteina si cistina. Insa si alti compusi organici si anorganici
ai sulfului, de exemplu tiolii, prezenti in lichidul biologic dau reactia Fol
pozitiva, deci apare un precipitat negru de sulfura de plumb.

8. Reactia cu ninhidrina este o reactia caracteristicd de culoare a o-
aminoacizilor (coloratie albastra - violeta) si deci reactia pozitiva indica
prezenta aminoacizilor liberi in solutie.

9. Hidroliza completa a proteinei duce la scindarea hidrofilica a tuturor
legaturilor peptidice. De aceea sfirsitul hidrolizei se poate stabili cu ajutorul
reactiei biuretului care in acest caz va fi negativi (coloratie albastra), dar nu
pozitiva (coloratie violetd), ca in cazul hidrolizei incomplete.

10.

a) HN* — CH— CO— NH — CH— CO— NH — CH — COO"
1 | 1
CH, CH, CH,

| |
OH SH

Functia alcool din serind nu poseda proprietiti acido - bazice, iar functia
tioalcool din cisteina este acid foarte slab si se ionizeaza intr-o masura
neglijabila. Gruparile care determina pH-ul mediului sunt gruparile -NH,*
si -COO. In apd pura gruparea -NH," doneaza mai multi protoni decit
accepta ionul -COO- din care cauzi solutia apoasa a acestui tripeptid
este slab acida si punctul izoelectric (pl) este situat intr-un mediu slab acid
(pI<7).

b) Lizina, arginina si histidina sunt aminoacizi bazici datorita prezentei
in radicalii lor a functiei aminice (in lizind), a gruparii guanidinice (in argininad)
si a nucleului heterociclic al imidazolului (in histidind). Deci, in tripeptidul
dat predomina gruparile bazice si la dizolvarea lui in apa formeaza o solutie
slab alcalina. Punctul izoelectric (pl) este situat intr-un mediu slab alcalin
(pl =7-10).
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H3sN_CH —CO —NH i([‘H —CO—NH—CH—COO
|
(CH2)3 ¥ CH2= (CH2

| NH |
NH U | NH3

(|3=NH2 NH
NH2

¢) H,N'—CH— CO— NH— CH— CO—NH— CH— COOr
I | |

CH, CH, CH,
I ! |
CH, SH COOr
I
CcoOr

in acest tripeptid predomina grupirile acide ale aminoacizilor dicarboxilici
(aspartic si glutamic). Solutia apoasa este puternic acida si punctul izoelectric
este situat intr-un mediu puternic acid.

11. In solutii aminoacizii se afla in stare ionizata (ion amfoter, anion sau
cation) care depinde de pH-ul solutiei.

Spre catod vor migra urmatorii aminoacizi: lizina si arginina, deoarece ei
sunt aminoacizi diaminomonocarboxilici si in solutie se gasesc sub forma de
cationi:

CH U, o] e G e G =L OL)
|, s
NH, NH,
Spre anod va migra acidul glutamic, deoarece el este un aminoacid
monoaminodicarboxilic si in solutie se afla in forma anionica:
“DEE—CH ~~CH — CH—C00"
5
NH,
Aminoacizii glicina, alanina i valina sunt aminoacizi monoaminocarboxilici,
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si deci, in solutie se afld sub formi de ioni amfoteri. Punctul izoelectric al
acestor aminoacizi este cca 6,0 si deci la electroforeza ei nu se deplaseaza
nici spre catod, nici spre anod, ci rimin la locul de start.

12. Punctul izoelectric al histidinei este pI = 7,58.

+
NH CH, H—COO
i .
NH NH;
La pH =4,0

CHZ ——CH —COO 4 —
] + H
NH3
CH, —CH — COOH

: NH;

Histidina se afla sub formé de cation si va migra spre catod.
LapH=12,0

CH>—CH —COO

CH:-—CH —COO NI
| HOI—™ ) |
0 L NH2

NH3 NH

Histidina se afla sub forma de anion si va migra spre anod.

13. Intr-un astfel de tripeptid predomind aminoacizi diaminomono-
carboxilici. Deci, el poseda sarcina electrica pozitiva din care cauza punctul
izoelectric se afla intr-un mediu alcalin:

CH,—(CHy); —OO—NH—(l:H—oo—NH—(le—COO'

L CH, ciy,
| » NH,
P
NH,

Arg - Ala - Lyz
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14. intr-un astfel de tripeptid predomini aminoacizi monoamino-
dicarboxilici. Deci el poseda sarcin electrica negativa din care cauza punctul
izoelectric se afla intr -un mediu acid.

HN*— CH— CO—NH —CH— CO—NH— CH—COO0"
| | |

CH, CH, CH,
(le SIH (liOO'
Coo

Glu - Cys - Asp

TEMA 2

Structura chimica si rolul biologic al proteinelor

1. Factorii determinanti ai structurii tertiare a unei proteine sunt
interactiunile necovalente intre radicali (R), puntile de hidrogen, legaturile
ionice, interactiunile hidrofobe. Resturile de cistienil formeaza legéturi
covalente disulfurice -S-S- care leaga covalent regiuni mai departate ale
lanturilor polipeptidice.

2. a) Metodele de separare si purificare ale proteinelor (salifierea,
precipitarea cu etanol, cromatografia, electroforeza, gel - filtrarea, cristalizarea
etc.) pentru obtinerea proteinei individuale.

b) Hidroliza completi a proteinei obtinute, hidroliza acida, alcalini sau
enzimatica, i obtinerea hidrolizatului de proteina care prezinta un amestec
de aminoacizi constituenti ai proteinei.

¢) Pentru identificarea aminoacizilor din hidrolizat sunt utilizate reactiile
de culoare ale aminoacizilor, metodele cromatografice (cromatografia de
schimb ionic, cromatografia de repartitie etc. ).

3. a) Metoda Sanger

Rg R2

O:N F+H2N—CH—CO—NH-CH—--'HF

NO;
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2,4 - Dinitrofluorbenzen

R[ ll{2
|
O:N QW —CH —CO —NH —CH — —>
NO,

Dinitrofenilproteind
R;
O;N NH —CH —COOH +Aminoacizi liberi
N,O
Dinitrofenilaminoacid
Metoda Edman
| "
CH—N=C=§ + HN—CH—CO-—NH—CH®»=~=—3
Fenilizotiocianat
I ’
CH,—N—C—HN—CH— CO—NH—CH-~<==—)
|l
H S
Derivat feniltiohidantonic al proteinei
R2
CéHs—N —— C =§ |
| | + N,H —CH --.
/C N
o Sca” proteina n-1
|
R,
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Derivat feniltiohidantonic al aminoacidului N - terminal.

b)

1. Hidrazinoliza:

Proteind + nH,N-NH, = nH,N — CH — CO — NH — NH, + aminoacidul
C-terminal |

R

2. Reducere cu LiBH, - aminoacidul C-terminal se transforma in
aminoalcoolul corespunzitor.

3. Prin utilizarea carboxipeptidazelor.

¢) Hidroliza partiald enzimatica a proteinei cu ajutorul tripsinei si
chimotripsinei. Se obtin doua seturi de fragmente peptidice.

Separarea fragmentelor peptidice, determinarea compozitiei in aminoacizi
si determinarea secventei aminoacizilor prin metoda Edman. Compararea
secventelor aminoacidice ale celor doua seturi de fragmente peptidice si
stabilirea secventei aminoacidice a proteinei.

TEMA 3

Proprietitile fizico-chimice ale proteinelor. Metodele de
separare, purificare §i determinare a proteinelor

1. Moleculele de proteina au dimensiuni ce corespund particulelor coloidale
din care cauza proteinele formeaza solutii coloidale. Prezenta proteinei poate
fi dovedita prin efectuarea reactiilor de culoare specifice pentru proteine si
aminoacizi (reactia biuretului, cu ninhidrina, xantoproteica §.a.) .

2. Intr-un mediu pronuntat acid sau alcalin proteinele au o incarciturd
neta pozitiva sau negativa ceea ce impiedica agregarea si, deci, precipitarea
moleculelor de proteind din solutie.

- +
NH; NH; ) NH,
< t R 40H ——RE
COOH Co0 Co0

3. Toxinele sunt proteine termolabile de aceea se denatureaza la
prelucrarea termica si isi pierd activitatea biologica, inclusiv toxicitatea.

4. In stabilitatea moleculelor de proteina in solutie apoasa intervin doi
factori: apa de hidratare din molecula de proteina si sarcina electrica pe
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care 0 posedd proteina. Indepirtarea acestor factori duce la agregarea si
precipitarea proteinei din solutie. Addugarea etanolului la o solutie proteica
apoasa creste forta de atractie dintre sarcinile de semn opus scézind astfel
gradul de ionizare al grupelor R ale proteinei.

5. Deoarece solubilitatea minima a proteinei se afld la pH - 9,1 care
corespunde punctului izoelectric pl al proteinei, aceasta valoare a pH - lui
indica ca in proteina predomina aminoacizi diaminomonocarboxilici - lizina,
arginina.

+
> 1\9‘13 NH,
RZNH; +OH ——RZNH;, + HO
COOH \COO-

Se prepard un sistem tampon pH-ul caruia corespunde punctului izoelectric
al proteinei. in acest sistem tampon se introduce amestecul de proteine.
Proteina cu pl egal cu pH-ul sistemului tampon se va precipita deoarece la
acest pH moleculele de proteina nu au incarcatura electrica i deci nu exista
respingere electrostatica intre moleculele de proteina vecine, care tind sa se
aglomereze si sa se precipite. Celelalte proteine cu valori de pl izoelectric
deasupra sau dedesubtul pH-lui sistemului tampon, ramin in solutie intrucit
ele au o sarcini electricd netd de acelagi semn. Acest procedeu de separare
a proteinelor dintr-un amestec de proteine poartd denumirea de precipitare
izoelectrica.

6. a) Hidroliza proteinei prezinta procesul de scindare a legaturilor peptidice
-CO-NH- prin aditionarea elementelor apei. Hidroliza proteinei poate fi
efectuatd prin fierbere cu un exces de acid clorhidric concentrat, prin fierbere
cu solutii concentrate de NaOH sau pe cale enzimatica cu ajutorul pepsinei,
tripsinei etc. In caz de hidroliza dispar nu numai nivelurile superioare de
structurd secundard, tertiara §i cuaternard ci §i structura primara ceea ce
duce la formarea unui amestec de aminoacizi din care este constituitd
proteina. Hidroliza proteinelor este un proces ireversibil.

b) Salifierea proteinelor este precipitarea proteinelor din solutie cu ajutorul
concentratiilor mari de saruri. Sulfatul de amoniu este preferat pentru salifierea
proteinelor. Unul dintre factorii care intervin in salifiere este indepartarea
apei de hidratare din molecula proteinei de cétre concentratia mare de sare,
ceea ce duce la scdderea solubilititii acesteia.
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Salifierea este un procedeu important pentru separarea amestecurilor de
proteine, deoarece fiecare proteina raspunde diferit la concentratia sarurilor
neutre (de exemplu, albuminele se precipita prin adaugare de solutie saturata
de (NH,),SO,, iar globulinele - solutie semisaturata de sulfat de amoniu).
Proteinele precipitate prin salifiere isi pastreaza conformatia lor nativa si pot
fi dizolvate din nou.

c) Modificarea conformatiei native a unei proteine poartd denumirea de
denaturare, iar agentii care o provoaca sunt agenti denaturanti. in cursul
denaturarii unei proteine legaturile peptidice nu sunt rupte, deci structura
primard ramine intactd, spre deosebire de legaturile slabe necovalente care
determina structurile de ordin superior ale unei proteine — secundara, tertiara,
cuaternara.

Caracteristica cea mai semnificativa a denaturarii este faptul ca proteina
isi pierde activitatea sa biologicd specifica. Denaturarea este ireversibila,
insa in unele cazuri molecula denaturata proteica revine spontan la forma
sa nativa, proces numit renaturare. Agentii denaturanti sunt temperaturile
de 60-70 C°, radiatiile, pH -urile extreme, ureea, guanidina eic.

7. a) Solventii organici actioneaza asupra interactiunilor hidrofobe din
conformatia nativa a proteinei. Totusi la temperaturi joase etanolul si acetona
nu poseda actiune denaturanta.

b) Acizii si bazele destabilizeaza structura proteinelor actionind asupra
legiturilor electrostatice si schimbind raporturile de vecinatate intre sarcinile
+ si - de pe suprafata moleculei.

¢) Ureea si guanidina formeaza cu proteina numeroase legaturi de
hidrogen dezorganizind astfel structura ei. Insd actiunea acestor agenti este
usor reversibilda — dupd indepartarea ureei sau a guanidinei legéturile de
hidrogen se reconstituie in cuprinsul moleculei proteice in acelasi numar si in
aceleasi pozitii ca in proteina nativa.

8. Majoritatea proteinelor au punctul izoelectric intr-un mediu slab acid,
deoarece in ele predomina grupdrile carboxil libere:

+ +
NH; . NH;

R & oo + H ———=R&COO
CoO" COOH

168



I S

Protaminele si histonele sunt proteine bazice cu continut inalt de acizi
diaminocarboxilici - lizina §i arginina, din aceasta cauza punctul lor izoelectric
se gaseste intr-un mediu slab alcalin:

ﬁHg N_'I__ll
RéﬁH +OH —— RENH: +H,0
COO" CoO

0. a) La pH - 4,0 histonele au sarcina neta pozitiva si deci se afla sub
formi cationica, directia de migrare - spre catod.

b) pH - 9,5 corespunde punctului izoelectric si histonele nu migreaza nici
spre catod, nici spre anod.

10. Proteinele prezinta coloizi liofili, si deci pot forma geluri. Particulele
coloidale de proteind interactioneaza intre ele si apare o structura reticulara
interna din care cauza viscozitatea solutiei creste. Formarea de gel se observa
la coagularea singelui (formarea retelei de fibrina).

Formarea gelului depinde de: 1. Concentratia solutiei.

2. Temperatura.
3. Concentratia ionilor de hidrogen.
4. Prezenta electrolitilor.

Formarea gelurilor se produce la cresterea concentratiei solutiei, la
scdderea temperaturii, in punctul izoelectric se observa o vitezd maxima de
formare a gelului. lonul SO,* faciliteaza transformarea solului in gel.

11. Xerogelul prezinta gel secat, deci gelul lipsit de lichid. Ca exemplu de
xerogeluri poate servi cauciucul, celuloza, gelatina uscata si alte proteine
(albumina s.a.).

12. Secarea liofila a solutiilor coloidale consta in indepartarea lichidului
(apei) din solutia coloidala si obtinerea xerogelului. Procedeul se efectueaza
in vid. Xerogelurile obtinute se pastreaza un timp mai indelungat ceea ce
prezintd importanta practica in industria de preparare a medicamentelor de
origine proteica.

13. Proteinele globulare in solutie pot fi usor separate de substantele cu
masa moleculara mica prin dializa si ultrafiltrare. Pentru aceasta se utilizeaza
o membrani semipermeabild (celofanul sau alte materiale sintetice) care
retine moleculele de proteina si lasa sa treacd moleculele mici solubile, asa
ca glucoza sau sulfatul de amoniu, si moleculele de apa. In dializa indepartarea
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substantelor cu masa moleculard mica se efectueaza prin inlocuirea de citeva
ori a fazei apoase exterioare cu apa distilata, iar in ultrafiltrare se utilizeaza
presiunea sau forta centrifuga.

14. Daca se considera ca fiecarei molecule de proteina ii revine un atom
de fier, atunci masa moleculara minima a proteinei se calculeaza din raportul:

0,34%  mvimmimimirmmii 56 56%100
100% =<« -voccacaana X X = 70:32_ =17.000Da

15. Daca proteina contine un singur rest de triptofan, atunci masa
moleculara a proteinei se calculeaza din raportul:

0 o o o o e e e e - o
0.6% 204 = 204100 _ ., 000pa

16. Alcoolul etilic si iodul fac parte din remediile antiseptice - preparate
care au o actiune puternica antimicrobiana. Aceste substante prezinta agenti
denaturanti si deci provoaca denaturarea proteinelor bacteriilor din care
cauza etanolul si iodul poseda actiune bacteriostatica si bactericida.
Antisepticele sunt utilizate in practica chirurgicala la dezinfectarea miinilor
chirurgului si cimpului de operatie, in tratamentul plagilor, in tratamentul bolilor
purulente ale pielii i mucoaselor.

17. Sarurile metalelor grele sunt agenti precipitanti, deci conduc la
sedimentarea proteinelor din solutie.

Proteina denaturata fixeaza ionii mineralelor grele si antreneaza dupa
sine in precipitat ionii metalelor grele. Aceasta circumstanta este folosita in
practica medicala: in intoxicatiile cu saruri ale metalelor grele, de exemplu,
cu substrat coroziv. Bolnavului i se administreaza in calitate de antidot mari
cantitati de albus de ou sau lapte. Proteinele formeaza in stomac cu sarurile
metalelor grele precipitate insolubile, astfel fiind curmata absorbtia ionilor
toxici de metal.
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TEMA 4

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

1. In experiente este utilizatd amilaza salivara care scindeaza amidonul
pe cale hidrolitica.

Toate enzimele sunt de natura proteica. Natura proteica a amilazei este
dovedita prin faptul ca daca asupra amilazei actionam cu o enzimi proteolitica,
de exemplu cu pepsina, atunci se produce hidroliza amilazei si enzima isi
pierde capacitatea de a scinda amidonul.

Atit amilaza cit si acidul sulfuric (catalizator nebiologic) pot scinda
amidonul, Diferenta de actiune constd in aceea cd amilaza hidrolizeaza
amidonul in conditii blinde (t = 37C?), pe cind acidul sulfuric scindeaza
amidonul la fierbere.

2. In organismele animale vitaminele nu reprezinta materiale structurale
de felul proteinelor, glucidelor, lipidelor si nu au valoare energetica, dar
indeplinesc roluri functionale importante. Majoritatea vitaminelor sunt
constituenti coenzimatici, participind la multiple si variate reactii metabolice.
Carenta de vitamine in ratia alimentard duce la stari patologice specifice
numite hipo- si avitaminoze.

De exemplu, vitamina B, (tiamina) din alimente este supusa fosforilarii
cu ATP in celulele diverselor organe si tesuturi cu formare de coenzima
tiaminpirofosfat care participa in reactia de decarboxilare oxidativa a
O-cetoacizilor (piruvat, O-cetoglutarat) si in reactia de transcetolare. Deci,
in carenta de vitamina B, in organism se acumuleaza acidul piruvic ceea
ce atrage o serie de manifestiri patologice: crampe musculare, fenomene
toxice pentru sistemul nervos, modificari cardiace, iritabilitate, edeme
etc.

3. Exista doud coenzime B -metilcobalamina si 5'-dezoxiade-
nozilcobalamina.

Metilcobalamina functioneaza ca transportor al grupei metil de la N-
metiltetra-hidrofolat la homocisteina care prin metilare se transforma in
metionind.
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SH CH
| CH,—H, folat — H, folat |

CH2 — S
| Homocisteinmetiltransferaza [
CH, CH,
l l
CH <~NH, CH2
! |
COOH CH— NH2
5
COOH
Homocisteind Metionini

Dezoxiadenozilcobalamina participa in reactia de transformare a L-metil-
malonil-CoA in succinil-CoA:

CH3 COOH
| I
H—C—COOH —— - CH2
[ Mutaza |
C=0 Cl—l2
I |
S—CoA C=0
J
S— CoA
Metilmalonil-CoA Succinil - CoA

4. Centrul activ al enzimei nu poate fi separat, deoarece in centrele
active ale enzimelor s-au evidentiat grupari chimice de tip carboxil, amino,
hidroxil i tio care apartin resturilor de aminoacizi situati in diferite pozitii in
lantul polipeptidic al proteinei - enzima. Astfel, in centrul activ al chimotripsinei
s-au identificat gruparea OH a serinei din pozitia 195, gruparea carboxil a
acidului aspartic din pozitia 102 si nucleul imidazolic al histidinei din pozitia
57. Ele sunt apropiate in spatiu ca urmare a conformatiei spatiale a
chimotripsinei.

5.Centrul activ al enzimelor de natura exclusiv proteici este constituit in
intregime din proteine si include urmatorii aminoacizi impreuna cu grupérile
lor functionale: serina, cisteina, histidina, tirozina, lizina s.a. In situsul activ al
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enzimelor de naturd heteroproteicd constituite din doud componente,
coenzima si apoenzima, se gasesc atit resturile de aminoacizi, cit si coenzima.

6. Unele enzime in afara de centrul activ, care indeplineste rol catalitic si
de fixare a substratului, mai contin si alt centru spatial, numit centru alosteric la
care se fixeaza nu substratul, ci alti compusi, denumiti modulatori alosterici.
Modulatorii schimba activitatea enzimei in directia cresterii activitatii (activatori
alosterici). Astfel de enzime poarta denumirea de enzime alosterice, iar reglarea
activitatii lor - reglare alosterica. S-a stabilit ca produsul final al unei cai
metobolice de biosinteza este inhibitorul alosteric al enzimei care catalizeaza
prima din sirul reactiilor implicate in biosinteza. Acest tip de inhibitie se numeste
inhibitie prin produs final, inhibitie de tip feedback sau retroinhibitie.

7. Toate trei enzime fac parte din clasa hidrolazelor care catalizeaza
reactii de tipul: R-R* + HOH = R-H + R*-OH. o-amilaza (EC 3.2.1.1.)
face parte din subclasa hidrolazelor care actioneazd asupra compusilor
glucozidici (hidrolaze glicozidice).

Pepsina (EC 3.4.4.1.) face parte din subclasa hidrolazelor care actioneaza
asupra legaturilor peptidice ( hidrolaze peptidice ).

Lipaza (EC 3.1.1.3.) face parte din subclasa hidrolazelor care actioneaza
asupra esterilor carboxilici si hidrolizeaza triacilglicerolii.

8. 1. Oxidoreductaze.

2. Transferaze.
3. Hidrolaze.
4. Liaze.

5. Izomeraze.
6. Ligaze.

TEMA §

Influenta factorilor de mediu asupra activititii enzimatice,
Determinarea activititii enzimatice. Efectorii enzimatici

1. Specificitatea de substrat a enzimelor de naturd heteroproteica
depinde de apoenzima, deoarece un numar relativ restrins de cofactori, in
special coenzimele in asociere cu diferite apoenzime, dau nastere unui
numir foarte mare de heteroenzime, exista citeva sute de dehidrogenaze
a caror coenzimai este nicotinamidadenindinucleotidul (NAD"); pirido-
xalfosfatul joaca rol de coenzima in reactiile de transaminare a aminoacizilor,
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in reactiile de decarboxilare a aminoacizilor, participd la procesul de
transsulfurare, este parte integrald a glicogenfosforilazei.

2. Determinarea izoenzimelor lactatdehidrogenazei (LDH) in serul sanguin
prezinté valoare diagnostica specifica. Astfel, cresterile de LDH, si LDH,
cu LDH, mai mare decit LDH, sunt specifice pentru infarctul miocardic
(miocardul este organ cu fosforilare oxidativa intensa), iar cresterile de LDH,
$i LDH, cu LDH, mai mare ca LDH, sunt caracteristice pentru anemia
megaloblastcd, anemia pernicioasa, stari hemolitice. LDH, este crescut in
necroza hepatica si uneori in procesele neoplazice.

Izoenzima fosfatazei acide tartrico-sensibila creste in carcinomul de
prostatd metastazat.

In infarctul miocardic paralel cu cresterea creatinfosfokinazei (CPK) se
produc cresteri ale izoenzimei CPK/MB (forma MB fiind de provenienta
strict miocardica). Investigarea izoenzimelor fosfatazei alcaline (hepatobiliara,
osoasa si intestinald) permite localizarea leziunii care determina cresterea.
Astfel, fosfataza alcalind osoasd are valori ridicate in rahitism, boala
Paget, hiperparatiroidism, osteosarcoame, metastaze osteoblastice. Fosfotaza
alcalina hepatobiliara creste in colectaza intra- §i extrahepatica.

3. Exista mai multe modalitati de activare a enzimelor:

a) Activarea prin ioni. Unii ioni metalici (Mg*" , Mn*", Zn**, Co*") si unii
anioni (Cl) actioneaza drept activatori specifici pentru anumite enzime;

b) Activarea prin transformarea proenzimei in enzima, spre exemplu,
enterodicinaza, indeparteaza din tripsinogen (proenzima inactiva) un
hexapeptid terminal si il transforma in tripsina (enzima activa);

¢) Activare prin interventie asupra subunitatilor enzimatice. Protein-
kinazele sunt constituite din doua tipuri de subunitati: R-reglatoare si C-
catalitice. AMP-c se combina cu subunitétile reglatoare si le detaseaza de
subunititile catalitice a caror centre active devin astfel accesibile substratelor

R,C, + AMPc = R(AMPc), +2C
enzima inactivda enzima activa

d) Activare alosterica. Spre exemplu, fosfofructokinaza - enzima glicolitica
care catalizeaza reactia fructozo-6-fosfat = fructozo-1,6-difosfat este o
enzima alosterici activata de ADP si inhibata de ATP;

e) Activarea enzimelor prin procesele de fosforilare-defosfarilare. Unele
enzime sunt active in forma fosforilata (de exemplu, glicogenfosforilaza),
altele in forma defosforilata (de exemplu, glicogensintetaza).
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Inhibitia enzimelor

Inhibitia enzimelor poate fi reversibila si ireversibil. In inhibitia ireversibila
legatura enzima - inhibitor este covalenta, iar in cea reversibila este slaba.

Inhibitia reversibila este de citeva tipuri:

a) Inhibitia competitiva. In acest caz inhibitorul este analogul structural si
se afla in competitie pentru centrul activ al enzimei. Reactiile sunt
urmatoarele:

ES—=> E+P
S+/
E
\ -+l
El

b) Inhibitia necompetitiva. in acest caz inhibitorul, structura caruia difera
de regula destul de mult de structura substratului, se leaga in alt loc decit
centrul activ al enzimei. Inhibitorul se combinid nu numai cu enzima, formind
complexul EI, ci si cu ES;

c) Inhibitie alosterica. Spre exemplu, in calea de biosinteza a colesterolului
enzima alosterica [3 -hidroxi-B-metilglutaril - CoA - reductaza este inhibata
de produsul final al acestei cai - colesterolul.

d) Inhibitie prin exces de substrat. in afara de complexul activ ES se
poate forma si un complex cuprinzind mai multe substrate - ESS, care este
inactiv sau foarte putin activ.

e) Inhibitie prin produsi de reactie. Daca produsul de reactie enzimatica
se acumuleaza, el tinde sa-si frineze propria-i formare. Astfel, glucoza este
inhibitorul glucozo - 6 - fosfatazei care catalizeaza reactia:

glucozo - 6- fosfat + H,O 2 glucoza + H,PO,

4. a) Influenta temperaturii asupra activititii enzimatice s-a demonstrat
astfel: la temperatura optima (38°C) amilaza salivara scindeazd amidonul
(produsele de hidrolizd a amidonului nu dau reactie de culoare pozitiva cu
iodul), pe cind saliva fiartd (s-a produs denaturarea amilazei) nu scindeaza
amidonul si reactia cu iodul este pozitiva, deci apare culoare albastra.

Influenta pH-lui asupra activitatii amilazei salivare s-a demonstrat prin
urmatoarea experienta: se prepara un sir de solutii tampon cu diverse valori
ale pH-ului care include si pH-ul optim (6,8) al amilazei salivare. La solutiile
tampon se adauga saliva ce contine amilaza si substratul ei — amidonul.

175



Dupa adaugarea iodului se noteaza eprubeta unde a avut loc cea mai eficienta
scindare a amidonului (cea mai deschisa culoare). pH-ul acestei eprubete
corespunde pH-lui optim al amilazei.

b) Specificitatea de actiune a amilazei se datoreaza faptului ci ea actioneaza
asupra amidonului ( produsii lui de hidroliza - maltoza si glucoza - dau reactia
Haines pozitiva), si nu actioneaza asupra zaharozei care da reactia Haines
negativa - coloratie albastra.

¢) Inhibifia competitiva s-a demonstrat prin actiunea acidului malonic asupra
activitatii succinatdehidrogenazei care catalizeaza reactia de oxidare a
succinatului in fumarat. Malonatul este inhibitorul competitiv al succinat-
dehidrogenazei. Proba de experienta include succinatdehidrogenaza, succinatul,
acceptorul de hidrogen (2,6- diclorfenol-indofenol) si are loc decolorarea solutiei.
Pe cind in proba, in care pe lingé reactivii sus-numiti se adauga si malonat,
lichidul nu se decoloreaza, deoarece oxidarea succinatului nu are loc din cauza
inhibitiei succinatdehidrogenazei de catre malonat.

5. O metoda curenta de fractionare a proteinelor este cromatografia de
afinitate. Daca o proteina este susceptibila sd se combine specific cu un
anumit compus, acesta se fixeaza prin covalenta pe un suport pulverulent
inert i se umple cu el o coloani de cromatografie. Aplicind pe coloana
astfel pregitita amestecul proteic, va fi retinutd numai proteina care se
combina specific cu compusul. Separarea din amestec a proteinei se face
cu un eluart potrivit.

6. In patologie mai des se observi cresterea activitatii enzimelor in serul
sanguin, decit scaderea activitatii enzimelor plasmatice nefunctionale.
Cresterea se explica fie prin modificari de permiabilitate ale membranelor
celulare, fie prin disfunctii masive ale celulelor producatoare (de exemplu,
ale celulelor hepatice in hepatite si ciroze, a celor din muschiul cardiac in
infarctul de miocard etc.). De aceea dozarea activitatii lor in ser este extrem
de utila medicilor in precizarea diagnosticului i in urmarirea evolutiei bolii.
De exemplu, dupa infarctul de miocard creste activitatea serica a
creatinfosfokinazei (CPK), aspartataminotransferazei (AST) si lactatde-
hidrogenezei (LDH). Cea mai rapida crestere se semnaleaza in cazul CPK,
cea mai lenta la LDH.

7. Pancreatina contine urmatoarele enzime: lipaza, fosfolipaza, coleste-
rolesteraza, amilaza, tripsina, chimotripsina, elastaza, carboxipeptidaza.
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