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. ENZIME

In conditii de presiune de 1 atm., temperatura relativ joasa si pH bine definit,
reactiile chimice din organism nu se pot realiza la viteze foarte mari decat in prezenta unor
catalizatori foarte eficienti. Acestia sunt produsi chiar de organism, sunt de natura proteica
si se numesc enzime (en zyme = in drojdie).

In ultimii ani s-au identificat si acizi ribonucleici cu functie catalitici, substante
numite ribozime.

Actiunea enzimelor consta in accelerarea reactiei, grabind instalarea starii de
echilibru. Fata de catalizatorii obisnuiti, enzimele au urmatoarele particularitati:

e domeniu moderat de temperatura, pH si presiune (37°C/7,4/1 atm);

e mare specificitate, absenta produsi secundari;

o efect net superior al actiunii catalitice comparativ cu catalizatori artificiali,
efect realizat prin scaderea energiei de activare a reactantilor;

e in reacitii reversibile, catalizeaza desfasurarea reactiei in ambele sensuri, in
functie de concentratia reactantilor si a produsilor de reactie.

1. Caracteristici ale enzimelor
1.1. Localizarea

Enzimele se gasesc in toate celulele organismului. Abundenta lor creste cu nivelul
activitatii biochimice, astfel, in celula pancreatica si hepatica, peste 70% din proteine
exprima activitate enzimatica. Localizarea la nivel celular este neuniforma, distributia
enzimelor depinzand de localizarea cailor metabolice in celula.

Astfel, pentru fiecare organit celular exista enzime caracteristice. De exemplu:
membrana plasmatica - 5’-nucleotidaza, acteilcolinesteraza
citosol - LDH (lactat dehidrogenaza)
peroxizomi - catalaza
reticul endoplasmatic (RE) - glucozo-6-fosfataza
mitocondrie - succinat-dehidrogenaza

ahwb =

In unele cazuri, enzimele se agrega formand proteine multifunctionale ce executa
succesiv. mai multe actiuni catalitice, un exemplu in acest sens fiind piruvat
dehidrogenaza.



1.2. Specificitatea
Una din cele mai caracteristice proprietati ale enzimelor este specificitatea lor, datorita
careia ele actioneaza preferential numai asupra unui substrat sau a unui grup de
substraturi. Specificitatea enzimelor este dubla: specificitate de substrat si specificitate de
actiune. Specificitatea de substrat 1i este imprimata unei enzime de componenta sa
proteica. La enzimele cu structura binara, componenta neproteica (coenzima) determina
specificitatea de actiune.

Specificitatea de actiune sau reactie determina tipul de reactie chimica in care va fi
angajat substratul. De exemplu, un aminoacid poate constitui substrat de reactie pentru
mai multe enzime care catalizeaza reactii diferite, insa specifice, de transformare al
aceluiasi substrat, cu formarea de produsi de reactie diferitj.

Aminoacid + oxidaza = hidroxiacid
Aminoacid + transaminaza = cetoacid
Aminoacid + decarboxilaza = amina

Specificitatea de substrat. Aceasta la randul ei poate fi:
- De grup - enzima manifesta un spectru larg de activitate, actionand asupra unor
substraturi asemanatoare chimic. De ex:

e hexokinaza catalizeaza fosforilarea, in prezenta ATP, a unei serii de hexoze ca
substraturi.

hexokinaza
Hexoza + ATP » hexozofosfat + ADP

e esteraze (hidrolizeaza esterii aceluiasi alcool cu acizi diferitj).
o fosfataze catalizeaza hidroliza esterilor fosforici (esteri ai acidului fosforic cu
diversi alcooli).

- Absoluta — este acea specificitate in care enzima actioneaza strict numai asupra unui
anumit substrat. De ex: ureaza actioneaza numai asupra ureei:
ureaza
ureea+ HOH —» CO;+ NH;

- Stereospecificitatea - enzima actioneaza numai asupra unuia din izomerii unui substrat.
De ex: a-amilaza hidrolizeaza doar legaturile a (1— 4) din amidon si/sau glicogen.

1.3. Structura enzimelor

Este subordonata actiunii catalitice pe care trebuie sa o realizeze. Aceasta actiune
poate fi realizatd cu sau fara ajutorul unor componente neproteice numite cofactori
enzimatici.

Astfel, enzimele se pot clasifica in doua mari grupe:

1. Enzime simple — constituite in intregime din resturi de aminoacizi. Sunt alcatuite
numai din componenta proteica. Aceste enzime catalizeaza in special reactii de liza.
Numarul enzimelor care prin hidroliza elibereaza numai aminoacizi, deci sunt proteine
pure, este relativ redus. De ex. ribonucleaza (care catalizeaza hidroliza acizilor
ribonucleici), chimotripsina si lizozimul.

2. Enzime complexe — constituite din 2 componente:

a. Componenta proteica, numita apoenzima este responsabila de specificitatea

de substrat a enzimei. Apoenzima manifesta proprietatile generale ale
proteinelor, este termolabila si nedializabila. In structura ei este localizat situsul
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catalitic si cel alosteric. Determina legarea substratului la situsul catalitic sau a
efectorului alosteric la situsul alosteric. Formeaza complexe enzima-substrat si
enzima-cofactor. Manifesta grade diferite de afinitate pentru cofactor. Acesta
poate fi legat labil sau foarte strans de apoenzima prin legaturi covalente, fiind
susceptibila de modificari conformationale.

b. Componenta neproteica, numitd cofactor enzimatic, responsabila de
specificitatea de actiune a enzimei este indispensabila pentru manifestarea
activitatii catalitice a enzimei. In functie de natura chimicd si modul de legare,
cofactorii enzimatici se impart in:

e COENZIME - sunt substante neproteice de natura organica cu
masa moleculara mica. Se leaga prin legaturi foarte slabe de
apoenzime, iar separarea lor de enzima nu denatureaza structura
enzimei, dar ii afecteaza activitatea. Sunt in principal derivati ai
vitaminelor hidrosolubile:

Vitamina hidrosolubila Coenzima
Vitamina B4 (tiamina) Tiaminpirofosfatul (TPP)
Vitamina B> (riboflavina) Flavin mononucleotid (FMN)
Flavin adenin dinucleotid (FAD)
Vitamina PP (nicotinamida) Nicotinamidadenindinucleotidul (NAD")
Nicotinamidadenindinucleotid-fosfatul (NADP")
Vitamina Be (piridoxal) Piridoxalfosfatul
Acidul pantotenic Coenzima A
Biotina Biotina
Acidul folic Acidul tetrahidrofolic (FH4) si derivatii sai
Vitamina B+, (cobalamina) Coenzima B2

Sunt atasate labil de enzima, putand fi detasate de aceasta si atasate altor enzime.
Coenzimele au, in general, o afinitate pentru enzime asemanatoare substratului reactiei,
fiind numite, din acest motiv, cosubstrate (al doilea substrat). In cadrul reactiei, ele preiau
si transfera componente ale substratului sau componente proprii.

1. Glucoza + hexokinaza — ATP — glucoza-6-P + hexokinaza — ADP
2. Acid piruvic + lactatdehidrogenazd — NADH(H") — acid lactic
+lactatdehidrogenazd — NAD*

3. Acid succinic + succinatdehidrogenaza — FAD — acid fumaric +
succinatdehidrogenaza — FADH,

e GRUP PROSTETIC — ce cuprinde derivati ai vitaminelor By —
tiamin-pirofosfat, Bs — piridoxal-fosfat, biotina, dar si componente
diferite ca hemul si ionii metalici. Acestea sunt legate covalent la
nivelul centrului catalitic si nu pot fi detasate de enzima decat prin
denaturarea enzimei.

lonii metalici sunt cofactori la 2/3 din enzime si intervin in functia catalitica.
e Participa la legarea substratelor si a cofactorilor enzimatici: Mg2+ - ATP
e Stabilizeaza conformatia activa a enzimei
e Actioneaza ca acizi Lewis sau in cataliza electrofila



Legarea Zn?* creste densitatea electronicd a oxigenului din molecula apei,
activand-o astfel pentru atacul nucleofil la carbonul din COs,.
CO;, + Hy,O < HoCOs5
e Substrat donor de electroni in reactii de oxido-reducere (Fe, Zn, Cu, Mn,
exemplu: Cu** < Cu*).
Cu si Fe pot avea rol specific in activarea oxigenului in structura unor
oxidaze si hidrolaze
lonii metalici
e Potfilegati strans de enzima (asa-numitele metalo-enzime)
e Pot participa la reactie legati labil (chelati) de enzima sau de substratul
acesteia
Legarea ionului metalic este in functie de apoenzima, astfel enzimele ce
catalizeaza acelasi tip de reactie pot avea, in functie de tesutul in care isi desfasoara
actiunea, cofactori metalici diferifj.

1.4. Actiunea enzimelor

a. Legarea substratului

Enzimele actioneaza prin formarea unui complex cu molecula substratului (ES),
micsorand energia de activare necesara convertirii substratului in produs. Pentru o reactie
simpla, cu un singur substrat, se poate scrie reactia:

S-E ll‘t-.l——- ES —Ki, p+E
Majoritatea enzimelor sunt proteine ce poseda la suprafata situsuri specifice de
legare a substratului. Conformatia enzimei creeaza regiuni complementare (marime,
topologie, sarcina electrica) cu substratul asupra caruia actioneaza.
Toleranta acestor situsuri poate fi atdt de mica, incat doar un izomer dintr-o
pereche de diastereoizomeri va fi legat. De exemplu, doar D-aminoacizii vor fi oxidati de
D-aminoacidoxidaza.

b. Mecanismul actiunii catalitice

Pentru a explica legarea substratului de enzima au fost propuse mai multe modele.

Primul a fost propus de Fischer (1895) — modelul cheii si lacatului, care considera
ca intre enzima si substrat existd o complementaritate sterica de cheie - lacat. Acest
model rigid nu poate explica actul catalitic si nici efectele alosterice.

Enzpme

Modelul "lacat-cheie" al interactiunii enzima-substrat



Modelul adaptarii (potrivirii) induse (Koshland, 1968) este modelul acceptat la
ora actuala. Acesta considera existenta in structura enzimei a unor regiuni specifice care
sunt situsuri de legare ale substratului si situsuri active, catalitice, ce transforma substratul
in produs de reactie. Aceste situsuri nu au o orientare preformata, ci interactiunea enzimei
cu substratul induce o modificare a conformatiei enzimei in urma careia are loc o
»armonizare” cu structura substratului. Aceasta armonizare implica si situsurile de legatura
si cele active, ce constituie centrul catalitic. Modificarile conformationale produc actiuni
catalitice (acido-bazice, electrostatice, covalente) asupra legaturilor substratului Tn urma
carora se rup legaturi din molecula substrat, formandu-se legaturi si molecule noi. De
exemplu, enzima hexokinaza are o conformatie ca doua aripi, care in prezenta substratului
(glucoza) se strang ca doua falci in jurul acestuia
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Modelul adaptarii induse

Aminoacizii ce fac parte din situsurile enzimei sunt adaptati tipurilor de actiune
exercitata, astfel:
e in situsurile de legare predomind aminoacizi nepolari (Ala, Val, Leu, Phe), ce
vor forma legaturi hidrofobe cu substratul.
e In situsurile active, catalitice, predomina aminoacizi polari sau ionizabili (Ser,
Cis, Glu, Asp, Lis, His). in general, numarul acestora este foarte mic, 2-5
resturi de aminoacizi. De exemplu, in cazul ribonucleazei, din 124 resturi de
aminoacizi, doar 2, His 12 si His 129, fac parte din centrul catalitic activ.
Ambele tipuri de situsuri constituie centrul catalitic activ ce poate fi definit ca zona
delimitata din enzima ce realizeaza legarea si transformarea substratului. ElI contine
situsuri de legare ce orienteaza stereospecific substratul in scopul obfinerii unei pozitji
optime pentru realizarea actului catalitic si situsuri active catalitice ce desfac legaturile din
molecula substratului si formeaza altele noi.

c. Mecanisme de actiune enzimatica

Pentru ca o reactie chimica sa aiba loc, este necesar ca reactantii sa aiba suficienta
energie pentru a depasi bariera energiei de activare. Reactantii aflati in aceasta postura
constituie un complex numit stare de tranzitie (Ts). Acest complex poate evolua spre
formarea de produsi, sau Tnapoi in stare de reactant.

In reactia catalizatd enzimatic, enzima permite fragmentarea energiei de activare.
S-a constat ca enzima are o afinitate mult mai mare pentru complexul de tranzitie Ts.
Astfel, fractia din molecula substrat ce exista sub forma Ts va fi rapid transformata in
produsi $i apoi, ca urmare a legii echilibrelor chimice, intreaga cantitate de substrat va fi
rapid convertita in produsi.
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Principiul general al catalizei enzimatice.
2. lzoenzime

Sunt forme moleculare multiple, cu structuri diferite, care catalizeaza aceeasi
reactie enzimatica.

2.1. Diferentierea izoenzimelor

Este data de diferentele genetice intre moleculele proteice. Se pot distinge trei
categorii:

e [zoenzime ale caror gene sunt total diferite. Exemplu: malatdehidrogenaza
din citoplasma si din mitocondrie sunt enzime cu structura primara total
diferita.

e [zoenzime ale caror gene sunt duplicate, de tip heteropolimer formate prin
asocieri diferite a doua sau mai multe catene polipeptidice. Exemplu. LDH
(M=132000) este formata din patru catene de 2 tipuri a, B, existand 5
izoenzime: LDH1a4, LDH2a3B, LDH30282, LDH4aB3, LDH5B4.

o Aleloenzime sintetizate de alele ale aceleiasi gene, ce cuprind proteine ce
difera printr-o unitate punctuala (inlocuirea unui aminoacid cu un altul).

Izoenzimele prezinta proprietati fizico-chimice diferite pe baza carora pot fi separate
intre ele:

1. Termostabilitate;

2. pH optim;

3. Constanta Michaelis-Menten;

4. Migrare electroforetica.

2.2. Izoenzime cu aplicatii in clinica

1. Creatinkinaza (CPK) este o enzima dimerica formata din doua tipuri de
subunitati M (tip muscular) si B (tip creier). Se disting astfel 3 izoenzime cu
structura:

a. MM (muschi scheletic) CPK3

b. MB (numai in miocard) CPKj

c. BB (in creier) CPK;
Izoenzimele se separa prin electroforeza si sunt numerotate in ordinea
migrarii la anod.



2. Lactatdehidrogenaza — este o enzima tetramerica formata din doua tipuri de
subunitati H (miocard) si M (muschi). Cele 2 subunitati se pot combina in 5

variante:
a. LDH1 HHHH miocard si hematii
b. LDH2 HHHM leucocite
c. LDH3 HHMM plaméan
d. LDH4 HMMM rinichi, placenta, pancreas
e. LDH5 MMMM ficat si muschi

Dupa un infarct miocardic, CPK; serica creste la 6-18 ore dupa infarct si, de
asemenea, LDH4 si LDH,, avand loc o inversare a raportului de la LDH; > LDH4 la LDH4 >
LDH,. Aceste efecte reprezinta diagnosticul infarctului miocardic in 100% din cazuri.

Cresterea activitatii LDHs este asociata cu o congestie a ficatului.

3. Cinetica reactiilor enzimatice
3.1.Terminologie

Viteza unei reactiii catalizate enzimatic se masoara in ymoli de substrat transformat;
in produs/minut la 25°C si 1 atm si pH optim al enzimei.

Activitatea enzimatica reprezintda numarul de pmoli de substrat transformati in
produs/minut la 25°C si 1 atm si pH optim al enzimei de catre unitatea de volum de
preparat enzimatic (litru) sau cantitatea de enzima

1 unitate standard (internationalda)= 1 umol substrat/minut de activitate enzimatica,
este cantitatea de enzima ce transforma 1 uymol substrat/minut.

Activitatea specifica a unui preparat enzimatic este in functie de numarul de
unitati enzimatice/mg de proteina: ymol min'1/mg proteina.

Constanta catalitica (katal) este egala cu numarul de unitati de activitate/mol de
enzima.

Conform noilor recomandari ale Comisiei de Nomenclatura enzimatica a [UBMBiol
se recomanda o noua masura pentru activitatea enzimatica: katalul.

1 katal = 1 mol substrat/1 secunda.

Existd submultipli: mkat (107 kat), pkat (10°® kat), nkat (10”° kat), pkat (1072 kat)

Viteza maxima (Vmax) este viteza reactiei enzimatice obtinuta in conditii de saturare
a enzimei cu substrat si in conditii optime de pH, temperatura, tarie ionica. Vmax este o
constanta specifica fiecarei enzime.

3.2. Factori implicati in cinetica enzimatica

Viteza unei reactii catalizate enzimatic depinde de factori ca: temperatura, pH,
concentratie de enzima, activatori si inhibitori.

3.2.1. Temperatura

Ca si in cazul reacfjilor necatalizate, cresterea temperaturii creste viteza reacitiilor
catalizate enzimatic. Qqo, coeficientul de temperatura reprezinta factorul de crestere al
vitezei de reactie la cresterea temperaturii cu 10°C, avand in general, valoarea 2.

Cresterea vitezei este limitata de temperatura la care incepe ruperea legaturilor
slabe, hidrofobe si de hidrogen, ce mentin conformatia enzimei si care produce
denaturarea enzimei si pierderea proprietatilor catalitice.

Desi fiecare enzima prezinta o activitate catalitica mare la o anumita temperatura,
aceasta nu este un parametru de referinta, fiind la limita de stabilitate a enzimei. Aceasta

7



nu va putea functiona mult timp la temperatura respectiva fara pierderea progresiva a
activitatii catalitice.

Majoritatea enzimelor din organism au o activitate optima in jurul temperaturii de
37°C, cresterea temperaturii peste aceata valoare ducadnd la pierderea activitatii
enzimatice.

3.2.2. pH

Pentru o enzima cu structura proteica, pH-ul solutiei este responsabil pentru
modificari structurale si ale starii de ionizare a resturilor de aminoacizi ce intra in
constitutia centrului catalitic activ. Ca atare, modificarile de pH vor afecta activitatea
catalitica a enzimei. Din acest motiv, pH-ul fiziologic = 7,4+0,05 este unul din parametrii de
stare ai homeostaziei.

Fiecare enzima prezinta o activitate maxima la o anumita valoare de pH, numit pH
optim de actiune. Cu mici exceptii (pepsina), enzimele au valoarea pH-ului optim cuprinsa
intre 5-9.

3.2.3. Activatori enzimatici

Sunt factori sub actiunea carora creste viteza reactiei catalizate enzimatic.
Deosebim o activare directa si indirecta.

1. Activare directa. Are loc prin actiunea nemijlocita asupra structurii enzimei sau a
legaturii enzima-substrat. Astfel, in cazul enzimelor proteolitice din sucul pancreatic,
acestea sunt sintetizate sub o form& matura, numitd zimogen. in zimogen, centrul catalitic
activ este mascat de un fragment de catend N-terminal. n intestin, acest fragment este
hidrolizat autocatalitic sau sub actiunea tripsinei, proces prin care centrul activ este
demascat si enzima devine activa.

In cazul enzimelor ce leaga substratul prin intermediul unor ioni metalici (Enz-Mg”-
ATP), adaugarea metalului respectiv va creste viteza de reactie. Exemplu: CI" stimuleaza
activitatea amilazei salivare.

2. Activare indirecta. Este numita si antiinhibitie, deoarece factorul activator nu
actioneaza asupra enzimei, ci blocheaza activitatea inhibitorilor enzimei.

Astfel, substantele cu caracter reducator (vitamina C, cisteina, glutationul)
protejeaza gruparile SH de centrul activ al diferitelor enzime, impiedicand inhibitia
acestora prin actiunea agentilor oxidanti. Un alt exemplu il constituie actiunea CN" ce
blocheaza Cu?*, un inhibitor puternic al activitatii ureazei. Actiunea CN" va duce astfel la
cregterea activitatii enzimei.

3.2.4. Inhibitori enzimatici
Sunt factori ce reduc sau anuleaza activitatea catalitica a enzimei. Inhibitorii pot fi
clasificati n:
e Competitivi;
¢ Non-competitivi;
Incompetitivi;
Ireversibili;
Antienzime.

a. Inhibitori competitivi. Sunt substante ce se leaga reversibil la nivelul situsului
activ, catalitic, al enzimei, blocand accesul substratului (concurentd cu substratul). in
general, inhibitorii competitivi au o structura asemanatoare cu substratul, pacalind enzima.

In cazul in care o enzima actioneazid asupra mai multor substante, acestea
actioneaza unul fata de altul ca inhibitori competitivi. Cei mai eficienti inhibitori sunt
analogii starii de tranzitie a reactiei, stiindu-se ca enzima are o eficacitate marita pentru
intermediari de reacfje.
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E+S=——=FES [S]>[I]
E + | =————= El [11>[S]

ElI+S < ES+I
[1 > [S], echilibru deplasat in favoarea El
[S] > [l], echilibru deplasat in favoarea ES.

Deoarece este necesar un exces de S pentru a deplasa echilibrul spre dreapta,
valoarea Ky a reactiei va creste.

reactie inhibata

<|=

reactie neinhibata

/ Vmax 1

I ©

K, Ky

=

=

Exemplu: actiunea acidului malonic asupra succinat dehidrogenazei.
Aplicatii terapeutice: efectul bacteriostatic al sulfamidelor se bazeaza pe competitia
PABA si medicamentul sulfamida in sinteza catalizata enzimatic de acid folic.

HZN@ COOH HZN@ SO,NH,

Acid para - aminobenzoic Sulfanilamida

b. Inhibitori necompetitivi. Sunt substante ce se leaga reversibil de enzima, dar in
alta parte decat centrul activ, deci inhibitorul nu este concurent cu substratul. Legarea
inhibitorului induce efecte alosterice, modificaAnd conformatia enzimei si, implicit, reduce
activitatea catalitica. In acest tip de inhibitie, Ky ramane nemodificat, dar modificarea
structurii enzimei o impiedica sa aiba activitate maxima, deci viteza maxima scade.

E +1 — EI

reactie inhibata

reactie neinhibata

4
KM

Exemple: temperatura — are ca efect denaturarea enzimelor; metalele grele —
blocheaza gruparile SH din conformatia enzimei inhiband activitatea enzimatica.



c. Inhibitori incompetitivi

K, K.,
E+S<——=ES —=E+P

k.,
kis ks

ESI

Inhibitorii se leagad de complexul [ES]. In acest caz, raportul Ky/Vmax va rdmane
neschimbat, obtinandu-se in reprezentarea grafica o dreapta paralela cu cea a reactiei
neinhibate. In acest caz Ky creste.

ES + | — ESI

Efecte egale asupra Ky $i Vimax

reactie inhibata

reactie neinhibata

1 1 [S]

d. Inhibitori ireversibili. Sunt substante ce se fixeaza de enzima prin legaturi
covalente ireversibile. Efectul lor duce la blocarea activitatii enzimei. Inhibitorii se pot lega
fie la nivelul centrului activ, fie in alt loc.

Exemple: compusii cu mercur sau iodoacetatii reactioneaza cu gruparile -SH ale
resturilor de cisteina libere din centrul catalitic activ; dietilpirocarbonatul reactioneaza cu
histidina din centrul activ. Un caz particular este cel al metaloenzimelor, la care blocarea
ionului metalic duce la inhibitia enzimei: de exemplu blocarea Ca® Si Mg2+ cu agentul
chelator EDTA.

e. Inhibitia prin antienzime. Antienzimele sunt substante de natura proteica ce
inhiba specific anumite enzime. De exemplu, in sange exista permanent inhibitori ca a1-
antitripsina sau a1-antitrombina, ce neutralizeaza enzimele respective. Parazitji intestinali,
de exemplu Ascaris Lumbricoides, secreta inhibitori ai tripsinei si chimotripsinei, fapt ce le
permite existenta in intestin.

4. Reglarea activitatii enzimatice

Conditiile schimbatoare ale mediului impun un raspuns permanent de adaptare al
organismului, raspuns materializat prin modificarea metabolismului. Deoarece caile
metabolice sunt succesiuni de reaciii catalizate enzimatic, reglarea activitatii enzimatice
constituie principalul element in modificarile metabolice.

Reglarea actiunii enzimelor se realizeaza prin 2 mecanisme principale:

¢ Modificarea cantitatii de enzima;
¢ Modificarea activitati enzimelor prin modificari alosterice (inhibitori,
activatori) sau modificare covalenta.
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4.1. Reglarea cantitatii de enzima. Este un mecanism primitiv, lent, consumator
de energie si materie. Mecanismul presupune reglarea procesului de sinteza a enzimelor
(transcriptie, traslatie), respectiv de catabolizare a lor si poate fi:

e Inductie a sintezei enzimatice: ca inductor la bacterii functioneaza
substratul, iar la mamifere semnalele hormonale.

e Represie a sintezei enzimatice: ca represor la bacterii functioneaza
produsul reactiei, iar la mamifere semnalele hormonale.

e Catabolismul enzimelor.

4.2. Reglarea activitatii enzimatice. Se realizeaza prin modularea activitatii,
alosteric sau covalent a unei cantitati fixe de enzima.

Reglarea alosterica. Activitatea reglatoare este realizata de substante numite
efectori. Acestia au in general o0 masa mica, nu seamana cu substratul sau produsul de
reactie si se ataseaza de enzima in altd zona decat centrul catalitic activ. Atasarea
efectorului de enzima induce modificari ale conformatiei acesteia, ce cuprind si centrul
catalitic activ, modificand astfel afinitatea enzimei pentru substrat. in functie de efectul
asupra activitatii catalitice, efectorii sunt pozitivi sau negativi. Enzimele reglate in acest fel
se numesc enzime alosterice.

Un exemplu il constituie reglarea alosterica prin produsul unei cai metabolice, care
isi inhiba propria sinteza, inhiband enzima ce catalizeaza etapa limitanta a caii metabolice.

E-=
S1L82<_—>S3 ...... 2 n<_—>P

Cresterea concentratiei lui P peste o anumitd limitd inhiba enzima E
(produsul=efector negativ), iar la scaderea concentratiei P activitatea enzimei revine la
normal. Procesul se numeste feed-back negativ sau retroreglare negativa.

Din punct de vedere cinetic, exista 2 clase de enzime reglate alosteric:

e Enzime din clasa K, la care efectorul alosteric afecteaza resturile de
aminoacizi din situsurile de legatura, in urma caruia se modifica Ky, Vmax
ramanand la aceeasi valoare.

e Enzime din clasa V la care modificarile din situsurile catalitice afecteaza
valoarea lui Vmax, In timp ce Ky ramane nemaodificat.

Efectul alosteric la enzima oligomera ce are un singur tip de monomer este de doua
tipuri:
a) Homotropic — legarea efectorului la o unitate protomerica influenteaza
legarea aceluiasi ligand la ceilal{i monomeri.
b) Heterotropic — cand legarea unui efector influenteaza legarea altui
efector.

Influenta legarii efectorului la un protomer asupra celorlalti protomeri =
cooperativitate si ea produce o curba sigmoida a dependentei vitezei de concentratia
substratului.

Pentru enzime oligomere cu doua tipuri de monomeri, s-a constatat ca acestia sunt:

a) Subunitati reglatoare ce au situsuri alosterice pentru efectori +, efectori -
si legare subunitati catalitice.
b) Subunitati catalitice.
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De exemplu, proteinkinaza A este un tetramer format din doua tipuri de protomeri
2R si 2C. Legarea efectorului pozitiv, AMPc, la subunitatile reglatoare (R) elibereaza
subunitatile catalitice (C) din tetramerul inactiv, enzima devenind activa.

R,C, + 4AMP.=——=2C + R,(4AMP,,)

Reglarea covalenta. Se realizeaza prin atasarea sau detasarea covalenta a unei
grupari din molecula enzimei. Cea mai frecventa modalitate este reglarea prin fosforilare-
defosforilare, in care gruparea atasata-detasata este o grupare fosfat ce formeaza legaturi
esterice cu gruparea OH de la resturile de Ser, Tre, Tyr din constitutia enzimei. Donatorul
de fosfat este ATP, iar enzimele ce realizeaza procesul sunt:

e Kinaze pentru atasarea gruparii fosfat;
e [Fosfataze pentru hidroliza gruparii fosfat.

Mget-AlP Mg2+ -ADP
Kinaza

En2- Ser @-Ser-o-Pof'

Pi H,0

Enzimele reglate prin fosforilare-defosforilare pot fi active sub forma defosforilata
(glicogen-sintetaza, piruvat-dehidrogenaza) sau fosforilata (fosforilaza, triglicerid-lipaza).

Alte modificari covalente reversibile pot consta in atasarea-detasarea unui rest de
AMP (adenilare) sau ADP (ADP-ribozilare).

Exista si modificari covalente, ireversibile, atunci cand molecula enzimei sufera o
hidroliza partiala in urma careia rezulta o modificare a proprietatilor enzimei respective in
procese ca:

e Activarea proteazelor din precursori inactivi (zimogene);
e Activarea proteazelor implicate in coagularea séngelui;
e Activarea proteazelor implicate in apoptoza (moartea celulara programata).

5. Nomenclatura si clasificarea enzimelor

Unele enzime au fost denumite in raport cu functia lor, de ex: lactat dehidrogenaza.

Altele au primit denumirea dupa substratul asupra caruia actioneaza enzima, urmat de
sufixul ,aza”. De exemplu: amilaza (catalizeaza hidroliza amidonului), lipaza (catalizeaza
hidroliza lipidelor), ureaza (catalizeaza hidroliza ureei). Acestea au constituit baza
nomenclaturii functionale.

Unele enzime importante in diagnosticul clinic au primit nume particulare, fara
legatura cu reactia catalizata: tripsina, pepsina, chimotripsina.

In 1961, Uniunea Internationala de Biochimie a introdus nomenclatura si clasificarea
enzimelor. Astfel, numele enzimei este format din numele substratului + numele
cofactorului + numele tipului reactiei + sufixul -azd. De exemplu: L-lactat-NAD"-
oxidoreductaza.

In sistemul de clasificare internationala fiecare enzima este incadrata intr-o clasa si,
in cadrul acesteia, intr-o subclasa. In anumite cazuri exista si sub-subclase.
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Clasele, subclasele, sub-subclasele si enzimele individuale se noteaza in ordinea
mentionata, prin cifre despariite de puncte. Fiecare enzima este codificata printr-un numar
de cod format din 4 cifre si un prefix: EC (enzyme classification) - X1X2X3X4, in care:

e X, reprezinta clasa careia ii apartine enzima. Exista 6 clase:
1. Oxidoreductaze (transfer de electroni, de atomi de hidrogen sau fixare de
oxigen).
2. Transferaze (transfer de atomi sau grupe de atomi, altele decéat cele din clasa
1).
Hidrolaze (scindare de legaturi chimice cu ajutorul apei).
Liaze (scindare de legaturi in alt mod decét hidroliza).
Izomeraze (reactie ce conserva formula bruta a compusului).
Ligaze (formarea de legaturi intre carbon si un nemetal, utilizdnd energia
eliberata de ATP).
e X reprezinta subclasa enzimei, in functie de mecanismul de actiune.
e Xjsreprezinta sub-subclasa enzimei in functie de cofactorul enzimatic.
o X4 reprezintd numar de ordin al enzimelor individuale in sistemul de clasificare.

o0khw

De exemplu, L-lactat-NAD*-dehidrogenaza prezintd numarul de cod EC = 1.1.1.27,
ceea ce arata ca aceasta enzima este o oxidoreductaza (EC 1) si este a 27-a enzima
clasificata in subclasa 1.1.

Aceasta clasificare precizeaza si completeaza nomenclatura functionala. Daca intr-
o0 publicatie se utilizeaza numele functional, acesta va trebui urmat intotdeauna de
numarul din nomenclatura oficiala.

Nomenclatura functionala este inca utilizata si desemneaza o enzima prin nume
substrat + tip reactie + -aza. De exemplu, piruvat-carboxilaza, glucozo-6-fosfat-izomeraza.

In cazul in care enzima utilizeaza 2 substraturi se indica:

e Substratul donor;

e Substratul acceptor;

e Gruparea transferata;

e Tipul reactiei;

e Sufixul -aza.

De exemplu, glutamat piruvat aminotransferaza, ATP-glucoza-fosfotransferaza.

I. Oxidoreductazele — sunt in principal enzime ce catalizeaza reactia de transfer de

electroni sau de hidrogen in cadrul unor reactii de oxido-reducere, fiind numite
dehidrogenaze sau reductaze. O mica parte o constituie oxigenazele, care fixeaza
oxigenul pe substrat pentru a crea functii oxigenate. Existd 5 subclase in functie de
substratul oxidat (-CH, —OH, -CHO, -CH;NH,, - CH2CH;) si de cofactorii enzimatici
(NADP*, FAD sau derivati porfirinici) utilizati in transferul echivalentilor reducatori.
a. Dehidrogenazele sunt enzime care catalizeaza transferul de electroni sau protoni de la
un substrat la altul. Se clasifica in functie de coenzimele implicate (FAD, NAD®, NADP).
Exemplu: Succinat—-FAD—dehidrogenaza catalizeaza dehidrogenarea acidului succinic la
acid fumaric:

N NH
CHZ—COOH / \ CH—COOH \
. — [ !
CH,—COOH N HOOC—CH N
N HN
acid succinic FAD acid fumaric FADH,
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b. Oxidazele sunt enzime care catalizeaza transferul de electroni de la un donor la oxigen
rezultand apa oxigenata. De ex. glucozoxidaza (EC1.1.3.4.) catalizeaza reactia de oxidare
a glucozei la gluconolactona.

glucozoxidaza
Glucoza + O, » gluconolactona + H,O»

c. Oxigenazele sunt enzime care catalizeaza incorporarea oxigenului in substrat.
Dioxigenazele catalizeaza incorporarea O, intr-un singur substrat, iar monooxigenazele
catalizeaza incorporarea unui atom de oxigen, sub forma de hidroxil intr-un substrat.

d. Peroxidazele sunt enzime care catalizeaza descompunerea apei oxigenate conform
reactiei:

peroxidaza
NADPH + H* + H,0, > NADP* + 2H,0

e. Catalaza catalizeaza descompunerea apei oxigenate conform reactiei:

H,0, + H0, 328 _ o 4 210

Il. Transferazele — cuprind enzimele ce catalizeaza transferul unor grupari
functionale de la un donor la un acceptor. Exista mai multe subclase, in functie de tipul
gruparii transferate:

a. Metilaze - transfera radicali metil la diferite subclase acceptor, ca:
homocisteina, colamina, noradrenaling, uracil. Radicalul metil se gaseste sub
forma S-adenozil-metionina.

noradrenalina + S-adenozil-Met — adrenalina + S-adenozil-homocisteina
b. Aminotransferaze (transaminaze) — transfera o grupare amino de la un

aminoacid donor la un a-cetoacid acceptor rezultdnd un nou aminoacid si un
nou cetoacid:

alanin - aminotransferaza

alanina + o - cetoglutarat = piruvat + glutamat

c. Acil-transferaze — transfera radicalii acil (R — CO)

P glicerol-3-fosfat-aciltransferaza

acil-CoA + glicerol-3- = acilglicerol-3-P + CoA

d. Transfer de molecule glucidice transfera un rest glucozil pe un glicogen primer:

) glicogensintetaza

UDP - glucoza + glicogen (n = glicogen (n+1) + UDP

(uridina)
e. Fosfotransferaze (kinaze) — transfera un rest fosfat -PO3s;H, de la o molecula
donor adenozintrifosfati (ATP, UTP, CTP) la o molecula acceptor (glucide,
lipide, creatina, acizi), pe grupari acceptoare alcool sau amino.
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glucoza + ATP hexokinaza = glucoza -6 -P + ADP

lll. Hidrolaze - sunt enzime ce catalizeaza scindarea hidrolitica a moleculelor de substrat
prin clivarea legaturilor dintre un atom de carbon si alti atomi sub actiunea apei, conform
reactiei generale:

RR+HOH «— R-H+R-OH

Nu au coenzime. In functie de natura substratului asupra cdruia actioneaza, existd mai
multe subclase:
a. Hidrolaze de glucide (glicozidaze) — catalizeaza hidroliza legaturilor glicozidice
din oligo si polizaharide. Exemple:

e a-amilaza actioneaza asupra legaturilor glicozidice interne, situate in
pozitiile 1-4 din interiorul catenelor de amidon, cele mai cunoscute sunt
amilaza salivara (ptialina) si amilaza pancreatica;

e B-amilaza catalizeaza scindarea legaturilor 1-4 glicozidice terminale
din molecula amidonului;

e a-(1,6)glicozidaza catalizeaza hidroliza legaturilor 1-6 din amilopectina;

¢ hialuronidaza catalizeaza depolimerizarea acidului hialuronic;

e a-galactozidaza catalizeaza hidroliza lactozei;

¢ invertaza catalizeaza scindarea zaharozei in glucoza si fructoza.

b. Hidrolaze de esteri fosforici — enzime care catalizeaza hidroliza esterilor
acidului fosforic cu formare de alcool si H3PO4

Fosfomonoesteraza

A

R-0O-POsH, + HOH » R -OH + H3POq4
Monoesterii acidului fosforic sunt hidrolizati de catre fosfomonoesteraze, iar
diesterii acidului fosforic de catre fosfodiesteraze.
- fosfomonoesterazele (fosfatazele) sunt de mai multe tipuri, in functie de pH-ul optim de
actiune:
o fosfataza acida actioneaza la pH = 5,0-5,6;
o fosfataza alcalina actioneaza la pH = 8,6-9,4;
e glucozo-6-fosfataza

glucozo -6 - P + H,0 9lucozo -6 -fostataza,_ )05, + p,

- fosfodiesterazele catalizeaza hidroliza legaturilor fosfodiester, de ex:
dezoxiribonucleaza si ribonucleaza.

c. Hidrolaze de lipide (lipaze) — hidrolizeaza triacilglicerolii eliberand succesiv
acizii gragi care esterifica functiile alcoolice ale glicerolului.

d. Hidrolaze de peptide si proteine (peptidaze) — hidrolizeaza legaturi peptidice
din proteine. Exemple: peptidazele din sucurile digestive, din plasma, din
tesutul conjunctiv, catepsine, etc.

e. Hidrolaze de nucleotide, nucleozide si acizi nucleici (nucleaze, nucleotidaze,
nucleozidaze) — hidrolizeaza legaturi N-glicozidice, fosfodiesterice, in urma
carora:

e Acizii nucleici — nucleotide
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e Nucleotide — nucleozide + ATP
¢ Nucleozide — riboza + baza azotata

IV. Liaze (sintaze) — sunt enzime ce catalizeaza scindarea nehidrolitica a unor
legaturi chimice din molecula substratului. In aceasta clasa intra liazele carbon - carbon,
carbon - oxigen, carbon - azot.

a. Decarboxilaze - elimina dioxid de carbon.
b. Aldolaze — scindeaza legatura C3 — C4 din hexoze, de ex. fructozo 1,6 —
bifosfat aldolaza

c. Hidrataze si dehidrataze — fixeaza sau elimina o molecula de apa. Sunt liaze
carbon — oxigen. De ex. fumaraza catalizeaza conversia acidului fumaric in
acid malic.

HOOC - CH = CH - COOH + H,0-FYMaraza _ 460 - CH - CH(OH) - COOH

Alt exemplu este anhidraza carbonica care catalizeaza reactia de mai jos:
H,0 + CO, anhidraza carbonica _ H,CO,

V. lzomeraze — catalizeaza modificari structurale intr-un compus fara a-i modifica
formula moleculara. In functie de tipul de modificari, deosebim:
a. Mutaze — transfer intramolecular al unei grupari chimice:

fosfoglucomutaza

glucozo -6 -P »glucozo -1 -P

b. Epimeraze si racemaze - modificari ale configuratiei atomilor de carbon
asimetrici:

UDP - galactoepimeraza

UDP - galactoza

racemaza
D-acid lactic < » L-acid lactic

= UDP - glucoza

c. Moadificari functionale, de exemplu cetoza < aldoza:

. . triozofosfatizomeraza
gliceraldehida -3 -P < 102 = = dihidroxiacetonfosfat

VI. Ligaze (sintetaze) — catalizeaza formarea de noi legaturi C-C, C-N, C-S, C-0,
O-P, utilizand energia ATP. Ele catalizeaza formarea unor molecule mari prin combinarea
unor molecule mai simple, cu formarea de legaturi covalente.

a. Leqgatura C —C:

piruvat + CO, + ATP, + H,0 piruvatcarboxilaza — oxalacetat + ADP + P,

b. Legatura C —N:
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glutaminsintetaza .
glutamat + NH, + ATP > glutamina + ADP + P,

Il. Utilizari ale enzimelor in medicina

1. Utilizare terapeutica
Enzimele sunt active in conditii fiziologice de pH si temperatura si pot fi astfel

utilizate pentru eliminarea unor substante din organism. Utilizarea lor este limitata de
distrugerea lor rapida in organism. Distrugerea poate fi intarziata astfel:

e Modificare chimica (succinilarea asparaginazei creste existenta acesteia in

organism de la o ora la 17 ore);

e Incorporarea in vezicule artificiale numite lipozomi;

° Tncorporarea in hematii;

e Cuplarea cu polietilenglicol.

Aplicatii terapeutice ale enzimelor:
a) pentru aparatul digestiv:

1. pepsina — in hipo- si anaclorhidrii, dispepsii iatrogene

2. proteaze, lipaze, a-amilaze — in colite, enterocolite, colecistopatii, meteorisme,
dispepsii de fermentatie, de putrefactie

b) medicatie dermatologica si antiinflamatoare:

1. endopeptidaze + hialuronidaza degradeaza tesuturile alterate, existente la
suprafata leziunii; este facilitatda penetratia medicamentelor in profunzimea
tesutului lezat; se asociaza cu antibiotice, corticosteroizi.

2. hialuronidaza + heparina — accelereaza resorbtia solutiilor injectate subcutanat,
intramuscular; resorbtia exudatelor, hematoamelor. NU se injecteza in tesuturi
infectate sau modificate neoplazic.

3. tripsina — favorizeaza vindecarea proceselor supurativ-necrotice, stimuleaza
fagocitoza, inhiba hialuronidaza si penicinilaza, prelungeste efectul antibioticelor,
neutralizeaza toxine bacteriene. Este activatd de Ca®" si inhibata de heparina si
tetracicline. Este indicatda in: procese inflamatorii ale tegumentelor, leziuni
necrotice sau purulente — arsuri, plagi, fracturi deschise, ulcer varicos, fistule,
ulceratiji bucale.

4. chimotripsina (i.m.)— are actiune antiinflamatoare puternica. Se recomanda in
hematoame superficiale si profunde, entorse, edeme dupa fracturi, interventii
chirurgicale

5. colagenaza — indeparteaza colagenul din tesuturile necrozate.

c) medicatie sanguina:

1. streptokinaza este utilizata ca agent anticoagulant in cazul infarctului, ea avand
rolul de activator al plasminei, enzima ce va ataca fibrina, impiedicand formarea
coagulului de sange. Este indicata in infarct acut de miocard, tromboza venoasa
profunda, embolie pulmonara masiva acuta, trombozarea protezelor valvulare
cardiace, ocluzii arteriale.

2. asparaginaza este folosita in terapia leucemiei, deoarece tesuturile tumorale au
asparagina ca necesitate nutritionala. Utilizarea asparaginazei scade nivelul
asparaginei din sange, reducandu-se astfel si viabilitatea tumorii.

in industria farmaceutica, enzimele, imobilizate pe suport in reactoare de sintez3,

functioneaza ca si catalizatori stereospecifici in realizarea unor compusi organici cu

activitate biologica. De exemplu, prin trecerea laptelui printr-un reactor cu B-

galactozidaza, se hidrolizeaza lactoza din lapte, obtinandu-se lapte fara lactoza, aliment
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necesar persoanelor cu intoleranta la lactoza. De asemenea in reactoare cu 11-8—
hidroxilaza si A-1,2 dehidrogenaza, are loc conversia rapida a unui precursor ieftin in
prednisolon, agent medicamentos eficace in restabilirea functiilor organismului

Aplicatii terapeutice ale inhibitorilor enzimatici

Un numar mare de inhibitori enzimatici au fost introdusi in terapie sub forma de
medicamente, unele fiind foarte cunoscute si avand efecte semnificative in abordarea
terapeutica dintr-o gama variata de afectiuni. Cateva asemenea exemple sunt prezentate
in Tab:

Inhibitori enzimatici — substante active din diverse medicamente (denumiri
comerciale)

Inhibitorul Enzima tinta Actiune
Acid a"et.". S?"C”'C Ciclooxigenaza Antiinflamator
(Aspirina)
Penicilina Transpeptidaza bacteriana _ Antimicrobian
B-aminopropionitril Lisinoxidaza In boli colagenice
Captoprll Enzima Qe conversie a Tn HTA
(Lopril) angiotensinei _
Atorvastatine (Tahor) HMG-CoA reductaza In ateroscleroza
Allopurinol : . - o
(Zycloric) Xantin oxidaza In guta
S|IQenaf|I GMP-fosfodiesteraza tip 5 In tulburari de erectie
(Viagra) )
Selegilin Monoamin oxidaza tip B In Parkinson
F!nasterlne Testosteron 5 a-reductaza HlperpIaZ|e_ pr9stat|ca
(Chibroproscar) benigna
Omeprazol H*, K" ATP-aza Ulcer gastroduodenal
(Mopral)
Ibuprofen Prostaglandin sintetaza Procese inflamatorii
Metotrexat Dihidrofolat reductaza Cancer
Orlistat . . o .
(Xenical) Lipaza gastrointestinala Obezitate

Alte exemple de inhibitori enzimatici cu efect nociv asupra organismului uman:
- sarin (gaz de lupta) - inhiba colinesteraraza;
- derivatii organofosforici (insecticide si gaz de lupta) - inhiba acetil colinesteraza.

2. Enzime ca reactivi in analize de laborator clinic

La ora actuala, majoritatea determinarilor de metaboliti organici se efectueaza prin
metode enzimatice ce utilizeaza ca reactivi enzime. Aceste metode sunt mult mai exacte
decat cele chimice, datorita specificitati deosebite a enzimei pentru substratul de
determinat.

Enzimele imobilizate pe suport sunt utilizate in teste screening:
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lucozoxidaza
0, 9 = gluconolactona + H,O,

H,O, + o -tolidina peroxidaza _ complex albastru + H,O

glucoza +

Tehnica ELISA
Este o analizd cu enzime legate de imunoabsorbanti si se utilizeaza pentru

determinarea unor cantitati foarte mici de antigen: 102-10""° molll (hormoni, receptori,
proteine virale, etc.). Reactia este:

Ag + Ac-E — Ag - AcE

AC-E — enzima legata de anticorp;
Ag - antigen de determinat.

Complexul format, Ag-AcE, se separa de restul de Ac-E si se incubeaza cu un

substrat cromogen al enzimei. Intensitatea coloratiei este proportionala cu cantitatea de
antigen.

(b) Sandwich ELISA

—_———————s b

-’

A

L
) £ 1 IE-;E H
waih . ap| wash wash >

Antibody Add antigen Add enryme Add substrate
coated well tobe measured conjugated and measure
secondary antibody color

3. Enzime sintetice

A

C.

Exista trei categorii:

Enzime semisintetice — sunt obtinute prin modificarea chimicd a enzimelor
cunoscute, modificari in urma carora enzimele dobandesc noi proprietati catalitice.
Se utilizeaza in acest scop enzime cu structura primara si spatiala cunoscuta si
usor de obtinut in stare cristalina pura. Exemplu: papaina este o enzima
proteolitica. Fixarea pe cale chimica a unei flavine in cisteina din pozitia 2
anihileaza activitatea proteolitica si dezvolta o activitate oxidoreductazica neintalnita
anterior. O altda metoda este mutageneza controlata prin care se modifica selectiv
un aminoacid.

Enzime sintetice — sunt structuri ciclice a caror structura spatiala este analoga unui
situs enzimatic. Cele mai utilizate sunt polimerii ciclici ai glucozei: ciclodextrinele (a,
B, vy, dupa numarul de resturi glicozilate 6, 7, 8).

Abzime — sunt anticorpi cu functie cataliticd. Sunt utilizati ca haptene ai unei
structuri de tranzifie a substratului. Exemplu: fosfaratul este starea de tranzitie
caracteristica legaturii esterice din lipide. Anticorpii obtinuti se comporta ca niste
lipaze, crescand viteza reactiei de hidroliza de 10°-10° ori. Se obtine, de asemenea,
o stereospecificitate de tip anomeric (metil-benzil-ester).

4. Utilizarea in diagnostic

Majoritatea enzimelor sunt sintetizate si functioneaza intracelular, doar o mica

parte sunt eliberate si functioneaza in mediul extracelular. Acestea din urma sunt de
regula secretate sub o forma inactiva (proenzima), care trebuie activata Tnainte de a
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actiona. Exemple din aceasta a doua categorie sunt enzimele tractului digestiv si cele
implicate Tn coagulare si fibrinoliza. Enzimele care actioneaza intracelular ajung in
circulatie Tn cantitati mici, ca urmare a turnoverului celular normal. Accelerarea
turnoverului celular (procese de crestere, regenerare, neoplazie), cresterea sintezei
intracelulare de enzime (inductie enzimatica) sau leziunile celulare, determina cresterea
activitatii plasmatice a acestor enzime.

Valoarea diagnostica a determinarii activitatii enzimelor in ser (plasma) consta in

capacitatea de a elucida trei probleme majore:

1. Existenta leziunii si extinderea ei - datorita faptului ca raportul activitate
intracelulara: activitate plasmatica este intre 1000:1 si 10000:1 pentru
majoritatea enzimelor cu semnificatie clinica, determinarea activitatii lor in ser
are o mare sensibilitate, detectand chiar leziuni minore.

2. lIdentificarea tesutului (organului) lezat - aceasta este de multe ori o
problema dificila, deoarece putine enzime au specificitate strictd de tesut. In
aceste situatii este utila determinarea izoenzimelor sau a izoformelor si folosirea
unor combinatii de enzime (de ex. cresterea simultana a ALP si GGT sugereaza
o boala hepatica, pe cand cresterea ALP neinsotita de o crestere a GGT
orienteaza spre o afectiune osoasa).

3. Dinamica activitatii enzimelor in evolutia bolii - depinde de timpul de
injumatatire al enzimelor in circulatie, cuprins intre 3 ore (CK) si 170 de ore
(ALP placentara).

Enzime serice de importanta clinica

Enzima Tesut de origine Valoare diagnostica
Fosfataza alcalina Ficat, os, placenta, Afectiuni osoase
(ALP) intestin, rinichi Boli hepato-biliare
Fosfataza acida Prostata, os, Carcinom prostatic
(ACP) eritrocite, trombocite
Alanin Ficat, muschi scheletici, Boli hepatice
aminotransferaza miocard, rinichi
(ALAT)
Aspartat Ficat, miocard, muschi Boli hepatice
aminotransferaza scheletici, rinichi, eritrocite Infarct miocardic
(ASAT) Afectiuni musculare
Amilaza Pancreas, glande salivare Pancreatita acuta
Lipaza Pancreas Pancreatita acuta

Colinesteraza

Ficat

Intoxicatie cu organofosforice
Boli hepatice

Creatin kinaza

Muschi scheletici,

Infarct miocardic

(CK) miocard creier Afectiuni musculare
Gama glutamil Ficat, rinichi, pancreas Colestaza
transferaza Alcoolism
(GGT)
Lactat dehidrogenaza | Ficat, miocard, rinichi, Infarct miocardic
(LDH) muschi scheletici, hematii Hemoliza
Boli hepatice

4.1. Fosfataza alcalina (ALP)

Aceasta este o denumire generica pentru un grup de enzime care catalizeaza
eliberarea fosfatului de pe o serie de substraturi si au activitate maxima la pH alcalin
cuprins intre 9,0-10,5. Substratul natural si rolul in vivo al ALP nu se cunosc. Indivizii cu
deficit ereditar de ALP excretda cantitati mari de fosfoetanolaminad (fosfocolamina),
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sugerand ca acesta ar fi substratul natural. ALP este atasatda membranelor celulare, posibil
indeplinind un rol in transportul transmembranar. In hepatocite se pare ca ALP este
localizata in membrana celulara din vecinatatea canaliculelor biliare si a capilarelor
sinusoide. Este foarte raspandita, activitatea cea mai mare inregistrandu-se in oase
(osteoblaste), ficat, placenta si intestin. ALP este codificata de 4 gene pentru 4 izoenzime:
intestinala, placentara, a celulelor germinative si forma nespecifica. 1zoenzima celulelor
germinative este prezenta in testicule si timus iar cea nespecifica contine enzimele din
ficat, os si rinichi. Izoforma hepatica si cea osoasa difera prin continutul de acid sialic.

La adult, aproximativ jumatate din activitatea serica a ALP este de provenienta
hepatica si cealaltd jumatate de provenienta osoasa. Doar o mica parte are origine
intestinala.

Cresteri fiziologice ale activitatii ALP:

- Pe durata sarcinii, activitatea totala a ALP creste pe seama izoenzimei
placentare.

- Activitatea ALP totale in ser prezinta variatii fiziologice importante legate de
varsta, datorita cresterii activitatii osteoblastice in perioadele de crestere.
Astfel, exista doua varfuri ale activitatii ALP serice: primul in copilarie (aprox.
de 2-3 ori LSN la adult), al doilea la pubertate (péna la de 2 ori LSN). La
persoanele in varsta se observa valori usor mai ridicate la femei.

- In urma unor mese bogate in grasimi pot sa apara cresteri tranzitorii ale ALP
intestinale, de aceea recoltarea probelor de sange pentru determinarea
activitatii ALP se face dimineata, pe nemancate.

Cresteri patologice ale activitatii ALP:
Afectiuni hepato — biliare:

- Colestaza: ca raspuns la obstructia cailor biliare, creste sinteza ALP in
hepatocite, la nivelul membranei adiacente canaliculelor biliare. O parte din
ALP sintetizata trece in circulatie. ALP creste in special in obstructiile
extrahepatice (icter mecanic) atingand pana la 5 ori LSN, fiind insotita de
cresterea altor enzime indicatoare ale colestazei: GGT,
leucinaminopeptidaza (LAP) si 5’-nucleotidaza.

- Afectiuni ale parenchimului hepatic: hepatita, ciroza, carcinom hepatocelular,
tumorile hepatice metastatice. Cresterile sunt mai putin marcate (pana la 3 x
LSN).

Afectiuni osoase:

- Boala Paget (osteitis deformans sau osteodistrofia deformanta progresiva).
Activitatea serica a ALP atinge cele mai mari valori in aceasta afectiune (10-
25xLSN).

- Sarcomul osteogen

- Tumorile osoase metastatice

- Deficit de vitamina D (rahitism, osteomalacie). in osteoporoz& valorile sunt
normale.

- Hiperparatiroidism

- Procesul de vindecare dupa fracturi

Alte afectiuni:
- Infarct intestinal, colita ulceroasa, uler gastric sau duodenal (izoenzima
intestinala).
- Carcinom bronsic: acesta secreta o izoenzima cu caracteristici similare
izoenzimei placentare, numitd izoenzima Regan, sintetizata datorita
derepresiei genei ALP placentare.
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Scaderi ale activitatii ALP apar in:
- Hipofosfatazie (deficit genetic de ALP).

Uneori, determinarea activitafii altor enzime alaturi de ALP poate fi mai utila in
precizarea diagnosticului decat analiza izoenzimelor ALP. Astfel, o crestere a ALP totale
insotita de cresterea concomitenta a GGT, 5-nucleotidazei si LAP exclude practic
afectiunile osoase.

4.2. Fosfataza acida (ACP)

Aceasta denumire se refera la un grup de enzime care au activitate fosfatazica la
un pH mai mic de 7,0. ACP se gaseste in concentratii mari in prostata, osteoclaste,
eritrocite si trombocite. Este prezenta si in splina, ficat, rinichi. Au fost identificate 4 gene
care codifica cel putin 5 izoenzime. Majoritatea ACP prezente in ser provine din
osteoclaste si este legata de procesul de reinnoire a osului, activitatea ei fiind ridicata in
perioadele de crestere. 1zoenzima prezenta in osteoclaste este rezistenta la inhibitia cu
tartrat.

Izoenzima prostatica este inhibata de tartrat dar nu si de formaldehida, fiind utila n
diagnosticul carcinomului de prostata, desi actualmente importanta ei a scazut in
comparatie cu antigenul specific prostatic (PSA), deoarece izoenzima prostatica nu creste
in stadiile incipiente ale bolii. Valori crescute ale activitatii ACP in ser apar cand tumora
prostatica depaseste capsula si in special cAnd apar metastazele osoase. Este utilizata
mai ales in monitorizarea eficacitatii tratamentului in cancerul de prostata.

Determinarea activitatii ACP este utila si Tn diagnosticul bolilor Gaucher si Niemann-
Pick, caracterizate prin tezaurizarea sfingolipidelor in lizozomii macrofagelor SRE, acestea
eliberand cantitati crescute de ACP in circulatie.

Celulele paroase din leucemia omonima prezintda o ACP tartrat-rezistenta, dar
aceasta nu patrunde in plasma, fiind evidentiata doar prin tehnici de citochimie.

ACP este prezenta in cantitati crescute in lichidul seminal, avand utilitate si in
medicina legala.

4.3. Transaminazele:
- Glutamic-piruvic transaminaza (GPT) sau alanin aminotransferaza (ALAT, ALT)
- Glutamic-oxaloacetic transaminaza (GOT) sau aspartat aminotransferaza (ASAT,

AST)

Sunt enzime ce catalizeaza interconversiunea aminoacizilor in a-cetoacizii
corespunzatori prin transferul gruparii amino. Aceste enzime sunt larg raspandite in
tesuturi.

ALAT se gaseste in concentratia cea mai mare in ficat, existand in concentratii mai
reduse si in muschii scheletici, miocard si rinichi.

ASAT se gaseste in concentratii descrescatoare in: miocard, ficat, muschi
scheletici, rinichi si hematii.

ALAT are localizare citoplasmatica, pe cand ASAT are doua izoenzime, una cu
localizare mitocondriald si una citoplasmatica. In leziunile mai usoare, apare in ser
izoenzima citoplasmatica, pe cand cea mitocondriala se gaseste in leziunile severe.
Cresteri fiziologice ale ASAT se intalnesc la nou-nasculti si copii.

Probele hemolizate produc rezultate fals crescute.

Cresteri ale transaminazelor cu semnificatie patologica:

- Bolile hepatice care decurg cu leziuni ale hepatocitelor (sindromul de citoliza
hepatica) se insotesc de cresteri ale activitatii ALAT si ASAT in ser. ALAT este
enzima considerata a avea specificitate mai mare pentru ficat.
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- In hepatita virald acuta activitatea transaminazelor in ser este de reguld de 10-20
de ori LSN cu valori maxime intre zilele 7-12. Ocazional cresterile pot atinge
100xLSN. Uneori aceste cresteri apar inca din perioada prodromala, inainte de
aparitia simptomelor, cum ar fi icterul. Unii clinicieni folosesc raportul ALAT/ASAT
(normal <1) pentru a diferentia afectiunile inflamatorii hepatice, de alte cauze ale
necrozei hepatice. Astfel, in hepatite acest raport este >1 prin cresterea ceva mai
marcata a ALAT (predomina leziunile inflamatorii, cu cresterea permeabilitatii
membranei hepatocitelor si in ser apare ALAT si izoenzima citosolicd a ASAT). in
necrozele toxice raportul devine < 1 (prin eliberarea in circulatie si a izoenzimei
mitocondriale a ASAT). Cresteri foarte mari se intalnesc in intoxicatiile cu solventi
organici (tetraclorura de carbon). Cresteri moderate apar dupa consumul de alcool
(mai ales ASAT) si dupa administrarea unor de medicamente (au fost semnalate
sute de produse farmaceutice care determina cresteri ale transaminazelor serice:
opiacee, neuroleptice, anticonvulsivante, anticoagulante, antibiotice, sulfamide,
salicilati, paracetamol, etc). Valori extrem de ridicate (>10000 Ul/L, ASAT>ALAT) se
intalnesc in sindromul alcool-acetaminofen (paracetamol).

- In hepatita cronica persistentd transaminazele sunt intermitent crescute iar in cea
agresiva valorile sunt ridicate, dar nu ating nivelul din hepatita acuta. La fel ca in
hepatita acuta ALAT>ASAT.

- In ciroze transaminazele pot fi normale sau prezint& doar cresteri usoare in cursul
puseurilor evolutive, datorita reducerii masei de hepatocite.

- In colestaza pot s& aparé cresteri moderate ale transaminazelor.

- Carcinoamele hepatice primare nu determina modificari semnificative, in schimb
metastazele tumorale hepatice pot produce cresteri moderate.

- Determinarea repetata a ASAT este utila in detectarea rejetului dupa transplantul
hepatic.

- Infarctul miocardic acut: activitatea ASAT creste in primele 6-12 ore de la debut,
atinge valorile maxime dupa 20-30 de ore si se normalizeaza dupa 2-6 zile.
Cresterile pot atinge 4-10 ori LSN. ALAT nu creste de regula in IMA. O crestere a
ALAT dupa un IMA sugereaza o insuficienta ventriculara dreapta cu staza hepatica.

- Afectiuni musculare: distrofia musculara progresiva si dermatomiozita produc
cresteri ale ASAT. In traumatisme severe (strivire) valorile ASAT pot atinge 10-
15xLSN.

Cresteri usoare sau moderate ale ASAT mai pot fi intalnite in:
- Embolia pulmonara;
- Pancreatita acuta;
- Gangreng;
- Anemii hemolitice.

4.4. Gamaglutamiltransferaza (GGT, y-GT)

Aceasta enzima catalizeaza transferul gruparii y-glutamil de pe un peptid pe un alt
peptid sau pe un aminoacid. Este prezenta in majoritatea {esuturilor, exceptie facand
muschii scheletici. Concentratiile cele mai ridicate se afla in rinichi iar cantitati importante
se gasesc in ficat si pancreas. Enzima este localizata in cea mai mare parte la nivelul
membranei celulare, jucand un rol in transportul transmembranar al AA. Doar o mica parte
se gaseste in citoplasma.

Cu toate ca cea mai mare cantitate de GGT din organism se afla in rinichi,
activitatea serica este determinata in primul rand de GGT din ficat, fiind crescuta in
afectiunile hepatice. La fel ca si ALP, GGT este situata in hepatocite preponderent in
membrana celulara adiacenta canaliculelor biliare si de aceea, cele mai mari cresteri se
intalnesc in obstructia cailor biliare (5-30xLSN), avand o sensibilitate mai mare decéat ALP
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in evidentierea colestazei. in schimb, GGT nu creste in afectiuni osoase, ajutand la
identificarea originii unor cresteri ale ALP. Cresteri moderate ale GGT apar in toate
formele de hepatita, ciroza si neoplazii hepatice primare si metastatice.

Cauze ale cresterii activitatii serice a GGT

Afectiuni hepato-biliare
e Colestaza
e Ficatul alcoolic

o Hepatite

e Ciroza

¢ Neoplazii
Afectiuni pancreatice

e Pancreatite
¢ Neoplasme
Alcoolism cronic
Medicamente
e Barbiturice (Fenobarbital)
e Anticonvulsivante (Fenitoin)
¢ Antibiotice (Rifampicina)

Alcoolul si unele medicamente determina cresterea activitatii serice a GGT prin
cresterea sintezei hepatice a enzimei (inductie enzimatica). Majoritatea alcoolicilor
prezinta valori crescute ale activitatii serice a GGT si acestea raman crescute 2-3
saptamani dupa Tincetarea consumului. Desi sensibilitatea si specificitatea GGT in
depistarea alcoolismului nu sunt foarte ridicate, testul poate fi util in monitorizarea
consumului de alcool.

4.5. Creatin-kinaza (CK)

Aceasta enzima catalizeaza fosforilarea reversibila a creatinei, cu formarea unui
compus macroergic, creatin-fosfatul. Concentratii mari ale CK se gasesc in muschii
scheletici, miocard si creier. Enzima este un dimer alcatuit din doua tipuri de subunitati
polipeptidice, B si M, fiecare avand masa moleculara de 40000. Din combinarea acestor
subunitati rezulta trei izoenzime: CK-BB (CK1), CK-MB (CK2) si CK-MM (CK3). CK-MM
mai prezinta si trei izoforme descrise anterior.

CK-BB se gaseste in creier, prostata, intestin, plamani, uter, placenta si tiroida, CK
MM se gaseste in muschii scheletici si miocard iar CK-MB se gaseste in proportie mai
mare in miocard (25 - 46%) si mult mai putin Tn muschii scheletici (< 5%). Proportia CK-
MB din muschii scheletici poate sa creasca pana la 15% la atleti in timpul antrenamentelor
sau in unele afectiuni musculare. Tn mod normal izoenzima CK-BB nu traverseaza bariera
hemato-encefalica, nefiind prezenta in ser la subiectii normali. Uneori poate sa apara in
ser, in traumatisme cranio-cerebrale, sindrom Reye (afectiune acuta si severa, de cauza
necunoscuta, intalnita la copii si asociata infectiilor virale, mai ales celor tratate cu
aspirina, caraterizata prin leziuni ale SNC si incarcare grasa a celulelor hepatice si
tubulare renale) sau in unele tumori maligne pulmonare, uterine, ale vezicii urinare,
prostatei, dar nu prezinta o mare importanta diagnostica.

La persoanele sanatoase, 96-100% din activitatea CK total in ser este data de CK-
MM si depinde in primul rand de masa musculara a persoanei. Exercitiile fizice intense,
mai ales la persoane neantrenate, determina cresteri ale CK. Variatiile fiziologice mai sunt
legate de rasa (negrii prezinta valori normale de 2-3x mai ridicate) si de sex (mai mari la
barbati, dar probabil tot in legatura cu masa musculara). Nasterea poate produce cresteri
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moderate ale CK . De asemenea nou-nascutji, in special prematurii, prezinta si ei valori
crescute ale CK.

Cauze ale cresterii activitatii CK in ser
Fiziologice

¢ Nou-nascuti

e Populatie de culoare

¢ Masa musculara marita

e Efort muscular intens

o Nastere
Patologice
Cardiace
e IMA

e Operatii pe cord deschis
e Defibrilare
o Miocardite severe
Musculare
¢ Rabdomioliza
Distrofie musculara
Dermatomiozita, polimiozita
Hiperpirexia maligna
Traumatisme musculare
Interventii chirurgicale
¢ Injectii intramusculare
Altele
e Accidente vasculare cerebrale
Traumatisme cranio-cerebrale
Sindrom Reye
Crize de epilepsie
Delirium tremens
Hipotiroidism
Cancer de prostata, vezica urinara, uter
e Hipotermie
Medicamente
¢ Antifibrinolitice (Acid aminocaproic)
Antifungice (Amfotericina B)
Antidepresive triciclice (Amitriptilina)
Antiulceroase (Carbenoxolone)
B — blocante (Pindolol)
Hipocolesterolemiante: Clofibrate,
inhibitori ai HMG-CoA reductazei
(»statine”: Simvastatin, Lovastatin, etc.)
e Neuroleptice (fenotiazine:
Chlorpromazine)
e Droguri: - Heroina
- Cocaina
- Amfetamina
- Metilen dioximetamfetamina
(MDMA, “Ecstasy”)
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Determinarea activitatii serice a CK este utilizata in primul rand in diagnosticul
infarctului miocardic acut si a unor afectiuni musculare, determinarea izoenzimelor (mai
ales CK-MB) servind diagnosticului diferentjial.

in IMA, CK totala creste dupa 4-8 ore de la debut, atinge activitatea maximéa dup&
18-30 de ore si revine la normal in 3-4 zile. CK-MB creste mai rapid, dupa 3-8 ore de la
debut, cu maximum la 12 - 24 de ore si normalizare dupa 2 - 3 zile.

In afectiunile musculare, activitatea CK este crescuta in traumatisme, rabdomioliza
(poate depasi 200x LSN), distrofii musculare, polimiozita, dermatomiozita, miopatia
alcoolica, dar este de regula normala in miopatii neurogene (poliomielita, nevrite periferice,
afectiuni ale neuronilor motori). in distrofia musculard Duchenne, (boald ereditard cu
transmitere recesiva legata de cromozomul X), activitatea serica a CK incepe sa creasca
inaintea aparitiei semnelor clinice fiind un test foarte util in depistarea bolii. De asemenea,
aproximativ 75% din femeile purtatoare ale genei distrofiei musculare Duchenne prezinta
cresteri ale activitatii serice a CK. O serie de medicamente pot determina cresteri ale CK,
in special pe seama CK-MM.

4.6. Amilaza (Amyl)

Amilaza catalizeaza hidroliza amidonului. Este o enzima cu masa moleculara relativ
mica (55-60000 Da) care provine din pancreas si glandele salivare (o activitate mult mai
redusa exista si In ovare, trompe uterine, intestine, muschi scheletici si plamani).
Izoenzimele pancreatice si salivare sunt codificate de gene inrudite, fiecare prezentand
mai multe variante alelice (6 pancreatice si 12 salivare). Aceste izoenzime pot fi
diferentiate prin metode electroforetice, imunologice sau prin utilizarea unor inhibitori
specifici (o proteina din grau care inhiba izoenzimele extrapancreatice). Datorita marimii
relativ mici a moleculelor, amilaza este filtrata glomerular si apare in urind. Uneori, amilaza
formeaza in ser complexe cu proteine cu masa moleculara mare (de ex. lg), ceea ce
determina reducerea clearance-ului si cresterea activitatii serice a amilazei pana la 6-8x
LSN, fenomen fara conotatii patologice, numit macroamilazemie.

Determinarea activitatii amilazei serice este utilizatd mai ales in diagnosticul
pancreatitei acute, in care amilaza serica incepe sa creasca la 2-12 ore de la debut, atinge
valoarea maxima dupa 24 de ore si revine la normal in 3-5 zile. Cu cat valorile sunt mai
ridicate, cu atat probabilitatea diagnosticului de pancreatita acuta este mai mare (la valori
de peste 10x LSN, diagnosticul este aproape cert). De mentionat ca amilaza serica poate
fi normala in aproape 20% din cazurile de pancreatita acuta. Alte situatii care determina
cresterea activitatii amilazei in ser sunt prezentate mai jos.

Clearance-ul amilazei si activitatea amilazei in urind sunt folosite uneori in
diagnosticul pancreatitei acute. Clearance-ul amilazei se exprima in raport cu clearance-ul
creatininei si se calculeaza dupa formula:

Amilazaurinara  Creatinina serica

- —X — ——x 100
Amilazaserica  Creatinina urinara

Valorile normale ale acestui raport sunt cuprinse intre 1-4%.
In pancreatita acutd, reabsorbtia tubulard a amilazei (si a altor proteine) este

scazuta si clearance-ul este crescut. Dupa unele studii, acesta este un test cu sensibilitate
mai mare decéat amilaza serica.
Cauze ale cresterii activitatii serice a amilazei
Afectiuni pancreatice

e Pancreatita acuta

e Pseudochist pancreatic

e Traumatism al pancreasului

e Carcinom pancreatic
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Afectiuni ale cailor biliare
e Litiaza biliara
e Colecistita acuta
Alte afectiuni abdominale
e Ulcer perforat
¢ Ocluzie intestinala
o Peritonita
e Sarcina ectopica rupta
Cetoacidoza diabetica
Insuficienta renala
Macroamilazemie
Medicamente: opiacee
Afectiuni ale glandelor salivare
¢ Parotidita epidemica
e Obstructia prin calculi a canalului Stensen
Carcinoame bronhopulmonare sau ovariene

4.7. Lipaza

Catalizeaza hidroliza triacilglicerolilor si este prezenta in concentrati mari n
pancreas. Deoarece 20% din pacientii cu pancreatita acuta pot avea amilaza serica
normala, determinarea activitatii lipazei serice se foloseste ca investigatie suplimentara in
aceastd afectiune. in plus, lipaza serica este normal& in afectiunile glandelor salivare si
creste mai rar in afectiuni abdominale cum ar fi ulcerul perforat.

4.8. Colinesteraza

Sub aceasta denumire sunt grupate enzime ce catalizeaza hidroliza esterilor colinei
cu diversi acizi organici. Existd doua tipuri de colinesteraza:

a) Acetilcolinesteraza (colinesteraza | sau colinesteraza ,adevarata”), care
hidrolizeaza acetilcolina gsi se gaseste in terminatiile nervoase, eritrocite, substanta
cenusie a creierului, splina si plamani. Colinesteraza | nu apare in ser.

b) Acilcolinesteraza (colinesteraza Il sau “pseudocolinesteraza”), care
hidrolizeaza acetilcolina, dar si alti esteri ai colinei (butirilcolina, benzoilcolina,
succinilcolina, etc.) si se gaseste in ficat, pancreas, inima si substanta alba a creierului.
Colinesteraza Il de origine hepatica este prezenta in ser.

De (utilitate clinica este mai ales determinarea activitatii colinesterazei serice
(colinesteraza Il), dar si a colinesterazei eritrocitare (colinesteraza 1). O serie de cauze ce
pot produce scaderea activitatii colinesterazei serice sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Gena care controleaza sinteza colinesterazei Il exista in mai mullte variante alelice:
EY, E+® E¢si E/°.

- E4" codifica forma uzuala, fenotipul cel mai raspandit fiind homozigotii E4“ E4" (UU).

- E4+? codifica o colinesteraza atipica, care nu hidrolizeaza majoritatea substraturilor si
este rezistenta la inhibitia cu dibucaina.

- E4 codificd o enzima cu activitate redusi si rezistenta la inhibitia prin fluorura.

- E4® codifica o proteina “silentioasa”, fara activitate colinesterazica.

Utilizarea succinilcolinei (suxametoniu) in anestezie, pentru relaxarea musculaturii
striate, la indivizi cu variante anormale (fenotip AA, AS, FF, FS, SS, AF sau chiar UA)
poate produce o apnee prelungita, deoarece hidroliza succinilcolinei este intarziata sau
chiar absenta. De aceea, la pacieniii la care se intentioneaza administrarea acestui
compus, pe langa determinarea activitatii succinilcolinei, este necesara si testarea
efectului inhibitor al dibucainei si fluorurii.
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Cauzele scaderii activitatii colinesterazei serice

Fiziologice
e Trimestrul Ill de sarcina
e Copii, in primele 6 luni
Patologice
e Anomalii genetice-colinesteraze anormale
¢ Intoxicatia cu insecticide organofosforice (Parathion)-inhiba colinesteraza
¢ Boli hepatice-sinteza redusa
Medicamente (contraceptive orale, IMAQO)

Activitatea colinesterazei eritrocitare este scazutd mai ales in intoxicatiile cu
organofosforice, iar in formele cronice este mai utila decat colinesteraza serica.

4.9. Lactat dehidrogenaza (LD, LDH)

LDH catalizeaza oxidarea reversibila a L-lactatului la piruvat. LDH este foarte
raspandita, fiind prezenta in aproape toate tesuturile, dar mai ales in ficat, miocard, rinichi,
muschi scheletici, eritrocite, plamani, etc.

Este un tetramer alcatuit din doua tipuri de subunitati, H si M. Se cunosc 5
izoenzime: LDH;4 (H4), LDH, (HsM), LDH3 (H2M2), LDH4 (HM3) $I LDH5 (M4)

- LDH; si LDH; predomina in miocard, eritrocite si rinichi.

- LDHs3 se gaseste mai ales in plamani, splina, pancreas si placenta.

- LDH, si LDHs Tsi au originea in ficat si muschii scheletici.

Izoenzimele pot fi separate prin electroforeza (LDH¢ si LDH, migreaza rapid spre
anod iar LDH4 si LDHs migreaza lent) sau diferentiate pe baza unor proprietati fizice (LDH;
e termostabila, LDHs e termolabild), chimice (LDH4 are afinitate mai mare pentru a-
hidroxibutirat, fiind denumita si a-hidroxibutirat dehidrogenaza) sau folosind anticorpi
specifici.

Activitatea serica a LDH (LDH totala) are specificitate redusa si este crescuta intr-o
serie de afectiuni:

- Infarctul miocardic acut: creste mai tarziu decat CK si ASAT si revine la
normal doar dupa 8-14 zile, fiind uneori utila in cazurile care se prezinta la
medic dupa cateva zile (>36 ore) de la episodul dureros (desi actualmente
este preferata determinarea troponinei).

- Infarctul pulmonar: LDH creste in primele 24 de ore, inaintea ASAT.

- Afectiuni hepatice: necroze toxice, hepatite virale, ciroza.

- Anemii: megaloblastice, hemolitice.

- Neoplazii: boala Hodgkin, leucemii, cancere pulmonare, abdominale,
seminoame, teratoame testiculare, etc. LDH se foloseste si pentru a
diferentia o pleurezie neoplazica de alte pleurezii (in cele neoplazice LDH in
lichidul pleural > LDH serica).

- Afectiuni musculare: distrofii musculare, traumatisme.

- Pancreatita acuta.

- Infarct renal.

Cresteri ale activitatii serice a LDH se pot datora si altor cauze:

- exercitii fizice intense.

- nastere.

- hemoliza in vitro.

- afectiuni dermatologice.

- medicamente (B-blocante, cefalosporine, oxaciling, tetracicling, biseptol,
aspiring, etc.).
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De o mai mare utilitate clinica este investigarea izoenzimelor LDH, care poate
furniza unele informatii despre originea leziunilor. Procentajul normal al celor 5 izoenzime
este: LDH4= 17-27%, LDH,= 29-39%, LDH3= 19-27%, LDH4= 8-16% si LDHs= 6-16%. in
diverse afectiuni se produce alterarea acestei distributji in functie de {esutul afectat:

Cresterea LDH, si LDH; (mai ales a LDH4, cu inversarea raportului LDH4 / LDH,)
apare in:
o [MA: izoenzimele “cardiace” incep sa creasca la 8-12 ore de la debut, ating valorile
maxime dupa 48-72 de ore si revin la normal dupa 8-14 zile.
e Anemii megaloblastice.
e Anemii hemolitice.
¢ Infarct renal.

Cresterea LDH; apare in:

¢ Limfoame maligne, leucemii si alte neoplazii, in special in stadile mai avansate
(exceptie face seminomul, in care creste LDH4). De regula nivelul LDH scade in
cazurile tratate cu succes, fiind un indicator al eficacitatii terapiei.

e Infarct pulmonar.

¢ Pneumonie.

e Pancreatita acuta.

Cresterea LDH,4 si LDHj5 (in special a LDH5s) are loc in:

e Afectiuni hepatice.
¢ Traumatisme musculare.
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