Metabolismul nucleotidelor

Digestia si absorbtia nucleotidelor

Aciziinucleici, RNA si DNA nutritionali sunt
supusi modificarilor in tractul gastro-intestinal.
Ribonucleazele si dezoxiribo-nucleazele
secretate de pancreas vor scinda
polinucleotidele pina la oligonucleotide.
Fosfodiesterazele pancreatice vor conduce la
formarea 3'- si 5'-mononucleotide. In
continuare, nucleotidazele vor hidroliza
fosfatul, generind nucleozide. Ultimele pot fi
absorbite in celulele intestinale sau scindate de
nucleozidaze 1a bazele respective. Purinele si
pirimidinele alimentare nu sunt utilizate in sinteza
acizilor nucleici tisulari. Purinele in celulele
mucoasei intestinale sunt transformate in acid
uric, eliminat apoi din circulatie prin urina. in
metabolizarea bazelor purinice e implicata §i
flora intestinala. Pirimidinele, riboza
(dezoxiriboza) si o parte din purine patrund in
circulatia sanguina (fig.6.29).

Metabolismul general al organismului
trebuie sa asigure existenta unui fond, elucidind
cantitatea gi varietatea de nucleotide necesare
pentru participarea la procesele esentiale. Acest
fond se realizeaza prin: sinteza de novo,
interconversia mucleotidelor, conversia partiala
aribonucleotidelor in dezoxiribonucleotide.

Biosinteza de novo a nucleotidelor
purinice
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Figura 6.29. Digestia si absorbtia
nucleotidelor

Inelul purinic are ca precursori mai multe substante (fig 6.30).
Utilizarea de precursori, marcati cu "N si “C a stabilit originea fiecarui atom din
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Figura 6.30. Sursa de atomi pentru inelul purinic
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acest nucleu. Prima reactie consta
in activarea ribozil-5-fosfatului cu
ATP catalizata de PRPP sintetaza.
Produsul format 5-PR - ¢, - 1-PPi
este un compus-cheie in metabolis-

metenil-FEL, mul nucleotidelor, fiind precursor sl

la sinteza triptofanului si histidinei
(fig. 6.31).

Etapa-cheie in sinteza decurge in
stadiul urmator, finalizind cu
formarea 5-fosforibozil-aminei.
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Figura 6.31. Sinteza PRPP si reglarea enzimei

Enzima, amidofosforibozil-transferaza este al 2-lea punct de control al secventei. Forta
motrice a procesului este hidroliza pirofosfatului. Glutamin amidotransferaza poate fi
inhibata de analogii structurali ai glutaminei ca: azaserina §i acivicina, ultima este un
agent chemoterapeutic in tratamentul cancerului (fig.6.32).

Urmeaza condensarea glicinei (ATP), metenil-FH,, glutaminei (ATP), ATP, CO,,
aspartatul (ATP), formil-FH,, cu sinteza acidului inozinic sau mozmmonofosfat
Sinteza necesita 6 P, ionide Mg2+ K*, secventa este exergonicisi ireversibila (fig.6.32).
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Procesul de sinteza este modificat de actiunea unor preparate medicamentoase cum sunt
analogii acidului p-aminobenzoic (APAB) si acidului folic. Sulfonamidele, analogi dupa
structurd cu APAB, competitiv inhiba sinteza de acid folic la bacterii. Intrucit sinteza
purineiol; necesita FH, in calitate de coenzima, preparatele date reduc aceasta cale in
bacterii. In corpul omenesc acidul folic nu se sintetizeaza i, deci, este nevoie de sursa
externa. De aceea, sulfonamidele, nu impiedica sinteza purinelor la om.

Metotrexatul si compusii analogi inhiba reactia de reducere a dihidrofolatului in
tetrafolat (vezi fig.6.32, etapele I). Ele limiteaza cantitatea de FH, necesar sintezei purinelor
si, astfel, diminueaza replicarea DNA in celulele mamiferelor. Acesti compusi sunt utilizati
in terapia cancerului care se dezvolta rapid, insa sunt toxici pentru toate celulele care
divizeaza. Analogii structurali ai purinelor (acicloguanozina-aciclovir) sunt folositi in
tratamentul infectiilor herpetice. Acesti antimetaboliti sunt fosforilati de enzimele celulare
sau virale, rezultind derivati activi, care blocheaza specific DNA-polimerazele virale.

IMP este, mai departe, convertit in AMP st GMP conform schemei din figura 6.33.
Consumarea diferitor surse de energie ofera posibilitatea controlului reciproc al sintezei
nucleotidelor cu adenina g1 guanina.
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Reutilizarea purinelor

La hidroliza acizilor nucleici, nucleozidelor se formeaza baze purinice libere, care
pot fi utilizate pentru sintezi. impreuni cu cele sintetizate de novo, alcituiesc un fond
metabolic comun accesibil tuturor celulelor. Sinteza din produse finite (reincorporarea,
reutilizarea) este mai eficace, mai ieftind pentru celule, mai ales in celulele cu o mare
viteza de crestere, de regenerare (embrionul, tumorile, reproducerea). La prima etapa
are loc condensarea bazei purinice cu PRPP si crearea directa a ribonucleotidului,
reactie catalizatd de fosforibozil transferaze. Exista o enzima specifica pentru adenind
(APRT) —adenin-fosforibozil transferaza si alta pentru guanina si hipoxantind (HGPRT-
hipoxantin-guanin-fosforibozil transferaza).

Adenina + PRPP —= Adenilat +PP,
Hipoxantind + PRPP - Inozinat+ PP,
Guanind+ PRPP —» Guanilat+PP,

O transformare la care sunt supuse purinele libere sau derivatii lor este dezamina-
rea, prin care o functie NH, este inlocuitd cu una oxigenatd. Reactia poate avea loc la
nivel de nucleotid, nucleozid sau baza purinicd. Dezaminarea AMP la IMP, sub actiu-
nea AMP dezaminazei, este calea cea mai probabila de metabolizare a AMP.

Guanin dezaminaza (guanaza) transforma guanina — xantind, i inozina —»
hipoxantind. La mamifere lipseste enzima care transforma adenina in hipoxantina.
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Nucleozidele sunt scindate la baze printr-o reactie fosforolitica, catalizata de o
nucleozid fosforilaza (E, ), cu formarea R-1-P care poate fi izomerizat sub actiunea
fosforibozil mutazei (Ez) in R-5-P, substrat pentru sinteza PRPP.

®— .¥4-=-7r».+ R i e

Degradarea nucleotidelor pina la produsele finale este redata in figura 6.35.

Acidul uric se formeaza din hipoxantina si din xantina prin oxidare, cu participarea
xantin oxidazei. Enzima e o flavoproteida dimera, ce contine molibden si Fe™.

Pasdrilesi reptilele elimind acid uric, pastrind apa in organism, deoarece cristalele
lui se elimind cu o minima cantitate de apa. Ureea leaga cantitati mari de apa. Aceste
specii ce elimina acidul uric sunt numite uricotelice fata de ureotelice (elimina uree).
Degradarea ulterioard a acidului uric este redata in fig.6.36.

Acidul uric este un compus greu solubil in apa, pe cind monouratul de sodiu este
ceva mai solubil. Pe masura ce procesul de acidifiere a urinei progreseaza, uratul trece in
aciduric. Laun pH=5,75 uratul si acidul uric coexista in cantitati egale, iar lapH <5
predomini acidul uric mai putin solubil. in 24 ore excretia constituie 400-600 mg.

Acidul uric este o substanta usor oxidabild §i, prin capacitatea sa de a capta radicali
liben, este un factor protector contra agresiunii oxidante continuie la care sunt expuse
majoritatea tesuturilor organismului.

Patologia metabolismului purinelor

Sunt depistate unele patologii in catabolismul nucleotidelor.

Deficitul adenozil deaminazei cauzeaza imunodeficienta severa si combinata, ce
. conduce la disfunctia T §i B-celulelor, cresterea enorma de dATP in eritrocite, ce este

inhibitorul ribonucleozid reductazei si, respectiv, inhiba sinteza DNA. Copiii cu acest
deficit, de obicei, decedeaza pina la doi ani.

O alta patologie este deficitul de purin nucleozid fosforilaza ce duce la disfunctia
celulelor T fara efect vadit asupra functiei celulelor B. Scade sinteza de acid uric combinata
cu cresterea nucleozidelor si nucleotidelor purinice. dGTP este nucleotidul major care se
acumuleaza in eritrocite. El stimuleaza reducerea ADP la dADP care este convertit in
dATP — inhibitor al ribonucleotid reductazei. De asemenea, dGTP inhiba reducerea
UDP si CDP.

Guta este patologie ce se caracterizeaza prin hiperuricemie. Guta primara este o
forma a bolii care apare in rezultatul unei erori inndscute a metabolismului. Hiperuricemia
secundara poate fi cauzata de alte maladii, cum ar fi cancerul, insuficienta renala cronica,
stari hipercatabolice, traumatisme, radio-sau chimioterapie, infectii cronice, acidoza
metabolica.
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Figura 6.36. Catabolismul nucleotidelor purinice: formarea acidului uric i degradarea ulterioari

Hiperuricemia — cauza gutei, maladie manifestatd clinic prin dureri artritice
episodice sau cronice, nefrolitiaza §1 depozite de acid uric in tesuturile moi. Cregterea
concentratiei uratului in singe si in lichidele interstitiale, depasirea pragului de solubilitate
determina precipitarea uratului monosodic, apoi declansarea reactiei inflamatorii de
cristale de urat, cu formarea calculilor la nivel renal. Suferd mai des barbatii. Mecanis-
mele sunt complexe — este remarcatd o diminuare a activitatii hipoxantin - guanin -
fosforibozil transferazei — enzima ce catalizeaza sinteza IMP i GMP din produse
derezervi. In consecinti, are loc sporirea cantititii de PRPP. La bolnavi se observa si
o activizare sustinuta a PRPP-sintetazei, data fiind dereglarea ei alosterica. Se mareste
continutul PRPP. Se instaleaza §i o deficientd de G-6-fosfatazda, ce impiedica
eliberarea glucozei si G-6-P, pompata pe calea pentozo-fosfatilor cu producerea, in
exces, a ribozo-5-P, materie prima pentru sinteza PRPP.

Hiperuricemiile sunt corectate prin administrarea de alopurinol—analog al
hipoxantinei. Alopurinolul, fiind substrat pentru xantin oxidaza, conduce la formarea
aloxantinei care devine inhibitorul enzimei, fixat rigid in centrul ei activ, unde molibdenul
ramine +4 si nu se reoxideaza pina la+6, ca in ciclul catalitic normal. Hipoxantina si
xantina sunt secretate drept cataboliti finali ai purinelor i, fiind mai solubile, nu se
depun 1n tesuturi.
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Efectul inhibitor al alopurinolului e dependent si de reactia cu 0

PRPP. O data cu sinteza ribonucleotidelor, se micsoreaza )1
concentratia PRPP ce limiteaza sinteza purinelor de novo. HN ‘ NN

Alopurinolribonucleotidul format stopeaza transformarea PRPP L\ /
in fosforibozilamini, sub actiunea amido-PR-transferazei. In final, N~ "NH
concentratia acidului uric scade complet — formarea calculilor se e
stopeaza.

Lipsa completa a hipoxantin-guanin-fosforibozil transferazei (HGPRT) are
consecinte nefaste pentru functionarea organismului — se pierde capacitatea de reuti-
lizare a bazelor purinice. Ca urmare, creste concentratia PRPP i ritmul sintezei de novo
(fig 6.37).
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Figura 6.37. Ciile de sintezd a nucleotidelor purinice

Gena defecta e situatd pe cromozomul X si deficitul se manifesta numai la barbati.
Cresterea concentratiei de acid uric initial conduce la formarea calculilor — sindromul
Lesch-Nyhan, la care copiiiau tendinta de a-si distruge corpul, suferd de insufucientd
mintala, convulsii. Creierul, posibil, e foarte dependent de sinteza purinelor din pro-
dusele finite. In conditii normale, activitatea HGPRT in creier este mai intensi, pe cind
activitatea amidotransferazei e mai redusi. In organismul acestor bolnavi alopurinolul nu
se transforma in ribonucleotid i nu micsoreaza concentratiade PRPP. Sinteza de novo
nu e inhibata. Concentratia acidului uric efectiv scade dupa alopurinol. Toate acestea
confirma: calea de sinteza a nucleotidelor din produse finite nu e un lux pentru orga-
nism, dar o necesitate deocamdata putin identificata.
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Metabolismul nucleotidelor pirimidinice

Bazele pirimidinice sunt sintetizate din precursori simpli, aminoacizi i CO,. Aici
primordial se formeaza inelul, apoi aditia fosforibozilului, cu crearea pirimidin-nucleotidei.
Donator e acelagi compus PRPP. Biosinteza de novo este inhibata atit de nucleotide
pirimidinice, cit si de cele purinice. La pirimidine functioneaza mecanisme eficiente de
reutilizare anucleozidelor, dar nu a bazelor.

Biosinteza de novo

Primul metabolit — carbamoil-fosfatul — este comun §i pentru ureogeneza ce se
sintetizeaza in mitocondrii, in cazul pirimidinelor — in citozol. Enzimele utilizeaza surse
diferite de azot - NH,— ureogeneza si glutamina— in pirimidinogeneza. Enzimele sunt
distincte (2-carbamoil-fosfat sintetaze). Consecutivitatea reactiilor e reprodusa in fig.
6.38.

Reactia-cheie e catalizatd de aspartat transcarbamoilaza cu sinteza N-carbamoil-
aspartat, apoi are loc ciclizarea lui, cu eliminarea H,O. Enzima dihidroorotaza catalizeaza
formarea acidului dihidroorotic, dupa care dehidrogenaza NADd formeaza acidul
orotic. Transferul restului P-ribozil de la PRPP, gratie unei transferaze succedata de
decarboxilarea acidului orotidilic, finalizeaza ciclul de reactii, formindu-se UMP.

Enzimele 1-3 s 5-6 au o localizare citozolica §i numai E, —mitocondriald. Enzimele
citozolice formeaza 2 complexe multienzimatice. Primul complex duce la sinteza (1-3)
acidului dihidroorotic, care difuzeaza in mitocondrii, unde este dehidrogenatde E,
(pe membrana internd), apoi produsul trece in citozol, unde este supus actiunii complexului
multienzimatic urmator (5-6). Enzimele in complexe se sintetizeaza in cantitati echimolare.
La deficientd de OMP-decarboxilaza si orotat-fosfo-ribozil transferaza, care prezinta
domenii separate ale aceluiasi polipeptid, apare orotataciduria. Boala debuteaza timpuriu
s1se caracterizeaza prin cresterea anormala, anemie megaloblastica si excretie excesiva
de orotat in urina. Dieta bogata in uridind amelioreaza anemia gi diminueaza eliminarea
orotatului. Administrarea uridinei, a citidinei care sunt convertite in derivatii respectivi
rela diviziunea celulara si amelioreaza situatia. UTP sintetizat stopeaza sinteza acidului
orotic (efect inhibitor asupra carbomoil-fosfat sintetazei).

Dela UMP, prin fosforilare, se obtin celelalte nucleotide pirimidinice gratie enzime-
lor E, -nucleozidmonofosfo kinaza si E, -nucleoziddifosfo kinaza:

ATP ADP ATP ?DP
CTP se obtine din UTP conform reactiei:
UTP + Glutamina + ATP+H,0 —s CTP + Glutamat + ADP + P+ 2H"
Enzima ce catalizeaza aceastd reactie e CTP-sintetaza.
Sinteza dezoxiribonucleotidelor are loc prin reducerea ribonucleotidelorla 2'a
difosfatilor. Electronii sunt transferati pe substrat prin SH grupe. Tioredoxina reprezinta
o proteind micd. Enzima - tioredoxin reductaza - ¢ o flavoproteina ce reduce tioredoxina.

Enzima — ribonucleotid reductaza, pentru activitate, necesita vit. B , vit. B,, Mg**
(fig.6.39).
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dNDP

Figura 6.39. Reducerea ribonucleotidelor in dezoxiribonucleotide

Ea consta din doua subunitatiR siR :R are locusuride fixare a substraturilor
ribonucleice, efectorilor alosterici, contine grupe SH, donatori de electroni la reduce-
rea restului ribozil; R, e o proteina ce contine Fe si S, participind la formarea unui radical
liber al restului de tirozina, functioneaza in ansamblu. Reglarea enzimei e redati in fig.

6.40.

In structura DNA e prezenta si
timina, analog metilat al uracilului.
Cum se sintetizeazd acest
dezoxiribonucleotid?

Se metileaza dezoxiribonucleozid
monofosfatul (dAUMP). Enzima e
timidilat sintazd. Donator de CH,
serveste tetrahidrofolatul sinu S-
adenozil metionina. -N°, N'°- meti-
len-FH,, cedind grupa CH,, se oxi-
deaza la dihidrofolat - FH..
pierzind H, necesari pentru formarea
grupei CH,.

Regenerarea FH, are loc sub
actiunea enzimei dihidrofolat reduc-
tazei, utilizind NADPH (fig. 6.41).

Efectorii alosterici
Locusul pentru

iy , ATP, dATP,
substraturi N . / dGTP, TTP

specifice % :
Locusu\ihdc . . ATP,
e TN

K

o
Figura 6.40. Structura gi reglarea ribonucleotid reductazei
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@‘O 0.0 Fluoruracilul @'OCH 1)

Timidilat sintaza

NADP *

ﬁ Metotrexatul

J\ coo’
[
5. s
0 COO CH,

N” “CH,

10| I gl
N C—NH—CH—CH,

Figura 6.41. Sinteza TMP
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esuturile in diviziune, unde are loc o sinteza rapida de TMP, sunt foarte sensibile la
inhibitia dihidrofolat reductazei. De aceea, in chimioterapia cancerului ca factor de
nhibitie poate fi folositd si timidilat sintaza. Fluoruracilul (analog al uracilului) ireversibil
mhiba timidilat sintaza, formind legaturi covalente intre componentii reactivi §i enzi-
ma.

Aminopterina, ametopterina (metotrexatul) sunt analogi ai acidului folic,
inhibitori competitivi ai dihidrofolat reductazei. impiedica diviziunea celulard si 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina. Un analog structural al nucleotidelor pirimidice este
azidotimidina (AZT), utilizata in tratamentul infectiilor cu virusul imunodeficientei
umane.

Reglarea metabolismului pirimidinic

Reglarea este find, alosterica. dJATP inhiba reducerea sa si stimuleaza reducerea
pirimidinelor — dUDP, dCDP. TTP frineaza reducerea pirimidinelor si stimuleaza
reducerea purinelor.

Reglarea biosintezei poate fi redata in felul urmator:

E
CO+ 2ATP + Gl —5L Carbamoil fosfat = Carbamoil aspartat —— UMP—=UTP

O UMP @®GTP ¢
©Glutamina @®ATP ETP
@ pRPP (P Aspartat

Aspartat transcarbamoilaza (ATS-E,) reprezintd o enzima compusa din doud
subunitati — catalitica i reglatoare. Activarea ATS de catre ATP are in consecinta: 1)
echilibrarea vitezei de sinteza a nucleotidelor purinice §i pirimidinice; 2) semnaleaza
prezenta ATP-lui in concentratii suficiente ca substrat pentru sinteza pirimidin
nucleotidelor (UMP si carbamoil fosfatului). Sistemul de reglare e destul de complicat,
dar asigura sinteza unor cantitati echilibrate ale tuturor celor 4 dezoxiribonucleotide.
Evident cé ribonucleotid reductaza poseda stari conformationale cu diferite proprietati
catalitice.

Reutilizarea si catabolismul nucleotidelor pirimidinice

Fondul metabolic al acestor compusi include compusi sintetizati de novo si cei
eliberati din acizii nucleici celulari. Ca gi in cazul purinelor, acizii nucleici exogeni nu
contribuie la formarea acestui fond. in metabolismul pirimidinelor au loc reactii
similare cu cele descrise la purine.

H0.- R Pirgs 1P
Nucleotid —\‘@fi- Nucleozid &Tz,i» Baza pmimidinica
Nucleozidele pirimidinice sunt reciclate dupa fosforilare

ATP ADP

Nucleozid %\’%— Nucleotid

O kinaza accepta ca substrat uridina i citidina, iar alta— timidina. La purine aceasta
cale metabolica este de mica importantd, insasi adenozina fiind fosforilatd in ATP.
Bazele pirimidinice nu sunt reutilizate, ci degradate in compusi cu moleculd mica (fig
6.42). B-alanina si acidul S-amino-izobutiric sunt excretati sau catabolizati in caile
respective.
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Figura 6.42. Catabolismul pirimidinelor
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Metabolismul cromoproteidelor

Structura hemoglobinei. Reprezinta proteine complexe, avind ca constituenti o
proteind simpla §i un component neproteic — ionii metalici ai unor heterocicluri
diverse, dintre care cei mai importanti sunt hemul — hemoproteidele cu derivatii sai:
hemoglobina (Hb), mioglobina, sistemul citocromic, catalaza, peroxidaza $i
eritrocruorinele — proteine situate in singele si tesuturile unor nevertebrate. O proteina
fieroporfirinica este §i triptofan pirolaza.

O etapa semnificativa a evolutiei a fost trecerea de la existenta anaeroba la cea
aeroba, cu surse bogate de energie. In prezenta 0,,1a scindarea glucozei, se formeaza
de 18 ori mai multa energie decit 1n lipsa acesteia. Evolutiv, s-au format doud mecanisme
ce asigura aprovizionarea permanentd a celulelor cu cantitati suficiente de O,. Un
mecanism primordial care asigurd celulele cu O,, este circulatia sanguina. Daca n-ar
existaacest sistem, organismele aerobe n-ar depasi 1 mm, fiindca difuzia O, la distante
mari s-ar produce foarte incet si n-ar satisface cerintele celulelor. Un alt mecanism
adaptiv este aparifia, in timpul evolutiei, a unor molecule transmitatoare de oxigen,
care permit ocolirea limitei cauzate de solubilitatea micd a O, in apa. Drept transportator
serveste hemo- §i mioglobina. Datoritd Hb, creste capacitatea singelui de a transporta
0,dela5mL1a250 mL O, la un litru de singe.

Hemoglobina participd la transportul CO, si a H*, totodatd mentinind echilibrul
acido-bazic. Mioglobina muschilor are functie de depozitare a O, si faciliteaza trans-
portul lui in acest tesut. Capacitatea dati este determinatd de prezenta unei grupe
prostetice numita hem, care explica culoarea rosie a acestor proteine. Hemul e compus
dintr-o parte organica si atomul de fier. Complexul organic contine protoporfina formata
dinpatru grupe pirol legate prin punti metinice (—CH=), formind un inel tetrapirolic.
Acest inel atageaza patru grupe CH,, doud grupe vinil (—CH=CH,) si doud catene
propionice (—CH,—CH,—COOH). Eventual, sunt posibile 15 variante de aranjare
in spatiu a acestor substituenti. Sistemele biologice contin numai un izomer — proto-
porfirina IX (fig. 6.43). In centrul acestui inel atomul de Fe e atasat cu patru atomi de
azot. Fierul formeaza inca doua legaturi coordonatoare (V si VI) cu azotul din histidina
V (directd), cu un rest de histidini proximala si VI (indirectd) — histidina distala.
Atomul de Fe in hem poate exista in fieroforma (F**) si fieriforma (F**) sau
methemoglobind. De mentionat ca numai fieroforma poate aditiona O,.

g B: A T
= CH
HC CH HC N

ik ] NH " -
M l \ Nﬂl__I M M_,J{N I*Ec----N \ M
P P / | \ —V
BRI =l e LS
HC CH H CH
p ll I] i p ] ] %5
Protoporfirina IX Hemul (Fe-protoporfirma IX)

Figura 6.43. Structura protoporfirinei i a hemului (M-mefil, P-propionil, V-vinil)
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E stabilita structura tridimensi-
onald a mioglobinei (J.Kendrew),
precum si a hemoglobinei
(M.Perutz). Molecula mioglobinei
are o structuri foarte compacti. In
mteriorul ei de fapt nu exista cavitati,
in schimb contine un singur lant po-
lipeptidic, 75% al céruia include
o-spirala cu 8 segmente de baza
rasucite spre dreapta.

Intre segmentele spiralate se
intercaleaza 5 segmente nespiralate
sicite unul se posteaza la capetele
terminale. Se observa foarte bine
partea exterioara §i cea interioa-
ra a moleculei. Ultima e formata
aproape complet din resturi de
aminoacizi nepolari; exista numai 2
resturi de aminoacizi polari — 2 his-

Figura 6.44. Structura mioglobinei

tidine, ce se localizeaza in centrul activ si indeplinesc un rol primordial in activitatea
functionald. Grupa hemului e localizatd in adincitura moleculei de mioglobind. Locusul
de fixare a oxigenului in mioglobina e indicatin fig. 6.44.

Val E11

Figura 6.45. Modelul situsulurtte
oxigenului in hemul mioglobinei

fixare a

Phe CD1

~ Inlegatura sase coordona-
toare din fierthemoglobina se
afla apa, in dezoxihemoglo-
bind — e libera, in oxihemo-
globind e ocupata de oxigen.
In procesul oxigendrii atomul
de fier se apropie de planul
hemului la O,ZA. Hemul nu
e o structura rigida. Aceasta
deplasare joaca rolul-cheie in
activitatea hemoglobinei. Lo-
cusul de fixare a hemului are
o structura tridimensionala
(fig. 6.45).

Daci oxigenul se leaga de
hem, atunci care-1 rolul
componentei proteice in
fixarea si transportul
oxigenului? Experientele au
demonstrat ca in mioglobina
se creeaza un microspatiu al



grupei prostetice, datorita careia hemul capata proprietati deosebite. E o legitate
generald ca functia grupei prostetice sa fie dependenta de anturajul peptidic. Acelasi
hem e caracteristic si citocromului C, dar el indeplineste alta functie— cea a transferului
de electroni, pe cind in enzima — catalaza, ii revine o altd functie.

Care este rolul acestei histidine distale?

Hemul are o afinitate mare la oxidul de carbon, fixarea lui e de 25000 ori mai mare
decit a oxigenului, pe cind in molecula hemoglobinei afinitatea e numai de 200 ori.
Proteinele inhiba acest proces. Cum anume? (fig 6.46).

l l
N C N——0C
l Il I I
HC. _CH HC_ _CH
Y )
H His E4 H
Il 0
oo o
A i B | c |
W R m—— S NS -
N N N
HC/ \CH / ‘\ / \
L \\ // \\ //
N—C N—'—(F
I | His Fg

Figura 6.46. Baza structurali a afinitatii Hb i Mb la CO

Analiza RS si spectroscopia infrarogie a complexului CO §1 O, au confirmat ca
fieroporfirinele au o afinitate mare la CO. In acest complex atomii de Fe-C sunt situati
pe un plan drept (A). In complex cu mioglobina osia CO se giseste sub un unghi citre
legdtura Fe-C, cauzata de prezenta histidinei distale (B). Osia O, se plaseazi sub unghi
catre Fe-O si in oxiHb (C). De aceea, sub influenta proteinei, CO se si situeaza sub un
unghi, dar nu pe plan drept. O astfel de geometrie, determinatd de globin, slabeste
interactiunea hemului cu CO si, simultan, creeaza conditii optime pentru fixarea O,

Micsorarea afinitatii la CO are o insemnatate primordiald pentru decurgerea diver-
selor procese biologice, deoarece CO e o primejdie potentiala. CO, la scindarea
hemului, formeaza o cantitate ce blocheaza aproximativ 1% de locusuri de fixarea O, in
mio- §1 hemoglobind. E un nivel neinsemnat, dar daca afinitatea va fi atit de mare la
fel ca in fieroporfirinele libere, CO format endogen ar provoca o intoxicatie serioasa.
Natura a solutionat problema in aga mod, incit in procesul evolutiei au aparut prote'mele
hemocomponente care, datorita unor factori sterici, slabesc fixarea CO, nusiaO,.

insusi hemul are un efect decisiv asupra structurii mioglobinei, mioglobina ﬁmd
mult mai compactd decitapomioglobina— proteina fard hem.

Hemoglobina e compusa din patru lanturi polipeptidice unite intr-o conformatie prin
legdturi necovalente, are patru locusuri de fixare a oxigenului (fig. 6.47).
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2 £ Se disting mai multe tipuri de Hb:
" Hb A — hemoglobina de bazi a omului
matur compusa din 2 lanturi ousi 2 - o .

Hb A, — aproximativ2% (portiunea
minord) cu subunitatile sale oS,

Hb P — participa la diferite etape ale
dezvoltarii embrionare — o€,

Hb F —a.y, reprezinta hemoglobina
fetala.

Prin urmare, pentru toate tipurile o, cate-
na e identica si contine 141 resturi de ami-
noacizi, pe cind catenele 3, S, v, € — 146,
cu o secventd aproape similara.

Figura 6.47. Modelul hemoglobinei:
catene @ §i B, H - hemul

Molecula hemoglobinei e aproape sfe- Val-1 o,
rica, cudiametrul 55A. Catenele formea-  Arg-141 a = P
za un tetraedru, unde fiecare o contac- < ) RN,

teaza cuambele 3, pe cind contactul dintre
o sau 3 este relativ redus (fig. 6.48). —

Structurile spatiale ale mioglobinei, ale s
o si B catene de hemoglobini au mari
afinitati, posedind acelasi rol biologic.
Sensul configuratiei consta in crearea unui
microspatiu in jurul hemului, care va
determina reversibilitatea fixrii oxigenu-
hui. Figura 6.48. Contactele intre catenele o sif8
La descifrarea secventei de in molecula hemoglobinei, H - hemul
aminoacizi, la mai mult de 20 de specii de
animale s-au constatat deosebiri semnificative. in 9 pozitii aceste secvente contin aceiagi
aminoacizi la toate speciile — aminoacizi invarianti-conservativi, care au o impor-
tantd majord pentru functionarea hemoglobinei — locusurile de fixare a O., stabilizarea
moleculei etc. .

E caracteristicd si pastrarea intactd a caracterului nepolar al partii interioare a
moleculei ( cu modificari in aminoacizii nepolari). Aceastd structurd nepolara stabilizea-
za structura spatiala. Pe suprafata moleculei aminoacizii suntextrem de variati.

Hemoglobina. Functiile.

1. E o proteina alosterica, pe care oxigenul se fixeazi cooperativ, adici aditionarea
oxigenului lahemoglobind méreste gradul de fixare a celorlalte molecule de oxigen.

2. Afinitatea hemoglobinei la oxigen e dependenti de valorile pH si CO..

3. Afinitatea la oxigen este reglatd de compusi fosfati organici — 2,3-difosfoglicerat.

Saturatia hemoglobinei cu oxigene dependentd de presiunea partiald a oxigenului
$1se exprima prin curba disociatiei oxigenului. Curbele pentru mioglobini si hemoglobina
sunt prezentate in figura 6.49.
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50 tori
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Figura 6.49, Curbele de disociatie a
oxigenului in hemoglobina §i mioglobind

Mioglobina are o afinitate mai mare. Afinitatea se
caracterizeaza prin marimea P_ - egald cu presiunea
partiald a O, la saturarea a 50% din locusurile de
fixare (Y =0,5). Pentru Mb P, = 1tor, pentru Hb =
26tor1 (1tor=1mmHg).

Curba disociatiei are pentru Mb forma hiperbo-
licd, pentru Hb — sigmoidala si corespunde rolului
fiziologic al celor doud globine. La nivel molecular
forma sigmoidald demonstreaza ca fixarea O, de Hb
este cooperativa. Acest efect de fixare permite ac-
celerarea eliberarii O, in tesut.

Deplasarea mediului interior spre acid depla-
seaza, larindul ei, curba disociatiei spre dreapta, adica
afinitatea la O, scade, eliberindu-se mai usor O,.
Sporirea concentratiei de CO, are acelasi efect,
adica majorarea CO, si a H" in capilarele tesu-
turilor cu un nivel metabolic activ favorizeaza elimi-
narea O, din oxihemoglobin (efectul lui Bohr) (fig.
6.50).

In capilarele pulmonare, insa, concentratia ma-
Jord a O, favorizeaza eliberarea CO, si H" din he-
moglobina (efectul Haldane John) (fig.6.51).

Afinitatea O, lahemoglobina din eritrocite € mult
mai mica decit la hemoglobina din solutie. In 1967 s-
a stabilit influenta asupra afinitatii O, laHb a 2,3-
ifosfo-gliceratului (BPG). In eritrocite se afld in ace-

1 (fig. 6.52).
Care-i mecanismul?
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Figura 6.50. Influenta pH asupra
afinitatii hemoglobinei la oxigen

/ HbO,+ Hti- Coz‘\

In tesuturi cu
metabolism
activ

H+
\’. Hb + 0, /
CO,

in alveolele
pulmonului

[e¢
Figura 6.51. Efectul Haldane John

Saturatia (Y)
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Figura 6.52. Influenta BPG asupra
afinitatii Hb la oxigen

si concentratie molari ca si in hemoglobina. In lipsa BPG P, pentruHbede 1 tor, ca
1 lamioglobina, in prezenta BPG P, = 26 tori. BPG reduce afinitatea la O, de 26

Aditioneaza la dezoxihemoglobind, dar nu la oxihemoglobind, fiindcé fixarea O, sia
PG simultand, sunt procese contrare. Care-1rolul BPG?



)P\
N
HN cCoO” O
g [ \> | |
NZ N HC—O—P=0

O' -
HO —,HC O MG 70
0O—P=0

Inozina OH OH BPG

i J . s e Saturatia (¥) eat iy
Acum citiva ani, nu era clar din ce cauza in singele Eritrocitele fatului

conservat in mediu citrat-dextroza afinitateala O, creste
si P, devine 16 (in loc de 26). S-a stabilit cd acest
fenomen e indispensabil de micsorarea concentratiei
de BPG de 1a 4,4 1a 0,5 mmol - timp de 10 zile.
Fenomenul are un rol decisiv: in patul sanguin eritroci-
tele fara BPG 1si restabilesc pe jumatate continutul timp
de 24 ore— termen defavorabil pentru bolnavii aflati in
stare grava. Adaosul BPG nu mareste concentratia lui
in eritrocite, cauza fiind sarcina electrica mare. Astfel, _P%

compusul nu penetreazi membrana celulard. in ase- oo W 3‘_] o
menea cazuri se poate evita sciderea BPG, adau- | gura 0.33. Curbele afiniiayii

e i : s e . eritrocitelor mamei §i fitului la O,
gind inozina. Moleculele et, fard sarcina, patrund in

itrocitele
mamei

0,5

eritrocite si, printr-o serie de reactii, se transforma in \C/N
BPG. In hipoxii (emfizem sau adaptare la inaltimi i CH His Fg
mari) creste mult nivelul BPG, care constituie un meca- B
nism de adaptare.

Hemoglobina F are o afinitate mare 1a O,, ceea ce I b Planul
creeazi conditii optime pentru transportul O, din singele @ porfirinei

mamelt in singele fatului (fig. 6.53). Aceasta Hb fixeaza

[ =i -
“slab BPG. Analiza RS a oxi- i dezoxiHb a demonstrat \ n+02

diferentierea semnificativa dupa structura lor cuater- C—N
nard. Ca rezultat atagarii O,, perechea de subunitati /l \

o-f isi schimbd pozitia fata de alta pereche cu 15°. Exista HC\ /CH
doua tipuri de contacte — o -, si o, -B,. Modificari N
structurale serioase sunt proprii celui de-al doilea tip,

care se gaseste in genele inrudite i e constituit din ami- i @ ——
noacizi similari la toate vertebratele. Interactiunea hem-

hem e scazuta la mutatiile ce intra in acest contact. ~0

In dezoxihemoglobini atomul de Fe iese din planul
hemului cu 0,6A ca rezultat al respingerii sterice ce apa- b =
re intre histidina proximala si atomii de Nai inelului Figura 6.54. Modificérile poifiei Fe
. s P in dezoxihemoglobind
porfirinic (fig. 6.54).
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T-forma R-forma

Figura 6.55. Transformdrile conformationale ale hemului la oxigenare

La oxigenare, Fe se deplaseazi in planul porfirinei, formind legaturi cu O,, si are loc
transformarea structurii cuaternare din forma T in R (fig. 6.55). Rolul primordial il
joacd catena laterald a histidinei proximale, pe care o atrage dupd ea deplasarea
atomului de Fe (fig.1.12). Hemul si histidina proximala contacteaza cu catenele laterale
ale 15 aminoacizi i de aceea la oxigenare structura se modifica spre forma R. Modifi-
carile structurale din interiorul unei subunitati conduce, insa, la schimbart structurale in
regiunea contactelor celorlalte subunitati si ale intregii molecule (fig 6.56).

Dezoxihemoglobina are o structurd rigida amplificata de 8 legaturi saline intre cele
4 subunitati (fig. 6.57). Fixarea O, poate avea loc numai atunci cind ruperea unor
legaturi va permite atomului de Fe sa se deplaseze in planul hemului. Cite legaturi
trebuie s se rupa pentru a aditiona o molecula de O,? Depinde de clasare —1-4.
Pentru fixarea primei molecule de O, e necesara desfacerea mai multor legaturi, com-
parativ cu fixarea celorlalte. Aditionarea a doua - trei molecule ocupa o pozitie interme-
diara intre 1 si 4.

i B, sp is i
COo0
HEl, FGl  HC3 .~ b,
= Arg*. A Sp.-—-_ oy LYS*J"“ &
COO1mnn|ln:l‘t‘ﬁl‘nn-uul_l_!l-l|||-|;:|-1‘|rrhtu‘1|_|_|‘|-|nll|l|uill||||||r|||||l||||nnll|n; NH3 al
HC3 HY9 "een T i
S Lys* Oy sl Sy | 00 «
NH ||1HI’l,lﬂHHIll!lIIIIl|lIIlillIIIIIIiIIIII'H" LR R R RN RN NN RA AT AN
Yo /gj\ H9 HC3 :
o His* Asp” B, |
Ccoo NH; B|
HC3 FGlI
Figura 6.56. Schematic sunt
redate modificarile in structura Figura 6.57. Legaturile transversale intre subunititi in
cuaternard a Hb la oxigenare dezoxihemoglobind
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O molecula de BPG se fixeaza cu un
tetramer de globulina. Locusul de fixare
e format din resturile cu sarcind pozitiva
ale catenelor f (lizing, histidind) (fig.6.58,
fig. 6.59). El e conglomeratul alcétuit din 6
grupe cu sarcina (+) ale 3 catenei. O fixa-
re mai slaba a BPG cu hemoglobina fatu-
lui se datoreaza prezentei serinei in loc de
histidina.

La oxigenare, BPG se detaseaza din ca-
uza cavitatii centrale prea mici pentru el. D
BPG micsoreazi afinitateala O,, formind Locul de fixare a BPG
legituri incrucisate cu B—catené, astfel sta- Figura 6.58. Fixarea BPG in molecula dezoxiHb
bilizind structura cuaternard a Hb (T). Cu
alte cuvinte, se creeaza legaturi auxiliare
saline ce trebuie rupte si, in final, afini-
tatea Hb la O,, in procesul aditiei BPG, se
reduce.

La organismele aerobe, la 0 molecula de
O, utilizata se formeaza 0,8 mol CO,.
Majoritatea lui este transportati prin singe
sub forma de bicarbonati, ce se formeaza
in eritrocite sub actiunea carbanhidrazei.

CO, + H,O —= HCO, + H*

O parte din CO, este transportata de
hemoglobina in forma de carbonat, aditio-

, Figura 6.59. Interactiunea BPG cu trei grupe
nindu-se la grupa NH, ale celor patru incircate pozitiv in P catene

catene.

R—NH, +CO, — R—NHCOO +H*

Aceste legaturi saline stabilizeaza forma T, de aceea aditia CO, micsoreaza afinitatea
hemoglobinei la oxigen.

Hemoglobina fixeaza la o molecula eliberatd de CO, aproximativ 0,5 molecule de
H'. Unde anume se fixeazd H'? La moleculele de histidina care au o afinitate mare
la H* in ambele  catene. Hidrogenul, la fel ca BPG, micsoreaza afinitatea la 0,
stabilizind T forma de hemoglobina.

Patologia moleculari a hemoglobinei

Spre deosebire de Hb-A (Hb omului adult), existasi Hb patologice. La anemia
falciforma se inregistreaza Hb-S — primul exemplu de boald moleculara descris. Hb-
S se caracterizeaza prin prezenta in 3 caten (in pozitia 6, la capatul N terminal), in locul
acidului glitamic, a valinei, la care se diminueaza solubilitatea hemoglobinei dezoxige-
nate. Solubilitatea Hb S oxigenate nu se modifica. Aceasta schimbare conduce la apa-
ritia unui fragment capabil de agregare. Dupa eliberarea O,, are loc o transformare
conformational, cu aparitia la suprafatd a acestor zone ce conduc la agregarea mole-
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culelor de Hb, la care se formeaza agregate mari, lungi, simultan deformind eritrocitul,
care capati o forma drepanocitara. Cinetica formarii fibrelor de dezoxihemoglobina
are o importanta primordiala, caci de ea depinde configuratia adevarata a eritrocitului
care trece prin capilare (timp de 1 secunda). Procesul depinde de concentratia Hb-
S. Scidderea concentratiei de 2 ori (la heterozigote) micsoreaza viteza de formare a
fibrelor de 1000 ori. Organismele hetero- sunt rezistente la malarie, nu atesti anemie
drepanocitard — caz tipic de polimorfism balansat adaptabil.

Sunt remarcate mai mult de 100 de Hb defectate, fara influenta sau cu efect nociv.

Se diferentiaza citeva tipuri de anomalii ale Hb:

a) substituirile in partea exterioard a moleculei de Hb, practic, sunt benigne, cu
exceptia Hb S;

b) se modifici centrul activ. in Hb M histidina proximali sau distald e substituiti cu
tirozina ce conduce la stabilizarea formei oxidate (fieri) — complex al tirozinei cu Fe.
Substituirea se poate produce in o §i [ catene. Au fost depistate toate cele 4 variante
mutante. Hb cu 2 hemuri in fieriforma — Hb M (methemoglobind) —se atesta la hetero-
zigote; lahomozigote conduce la un sfirsit letal;

¢) modificiri in structura tertiari. In cazul dat formarea conformatiei normale a
moleculelor nu are loc si astfel de tipuri de hemoglobina nu sunt stabile (glicina e substi-
tuitd cu arginina). Sunt inregistrate Hb incapabile sa retind hemul datorita modifi-
carilor conformationale;
mfg{?;gfgj;ﬁgﬂg;‘;gg CHz—COO™  ~00C—CH,—CH,—( ~ CoA
regiunea contactelor, cecace NHj Glicina
cauzeaza pler‘dcriza PIOPEE b {5 R
etatilor alosterice insotitd de  sintaza
tulburdri ale afinitatii fata de O,.

Modificérile in regiunea |:_OOC —CH,—CH,—C—CH _Cooil
contactului a,, B, conduc la I
cooperativitate joasa, concomi- 0
tent sporind afinitatea la O,.

Contactele intre subunitatile de CO,

acelasi tip sunt polare, iar intre ﬁ H,
subunitatile de tip diferit— mai |

intense si nepolare. Se atestd '00C—CH,;—CH,—C—CH,

citeva cazuri: 8 - amino levulinat g

1) substituirea aspartatului
in [ catend cu asparagina  s-amino kevulinat |
micsoreaza P_ de1a 26 1a 15 g
tori (Hb-Kempsey),

2) substituirc_:ain o catf-:na'l ~00C—CHj3; - CHy— CHy =000
aspartatului cu treonina H.N—CH i ' ]
mireste afinitatea la P, egald ¥ ' ™N"" Pporfobilinogen

: H
cu 70 tori (Hb-Kansas). Figura 6.60. Sinteza porfobilinogenului

|
Succinil-CoA (0]

Condensarea moleculelor 2
----- ) Plumb

2H,0
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Sinteza hemului

Experimentele cu adminis-
trarea atomilor marcati, efec-
tuate de David Shemin cu
colaboratorii, au demonstrat ca
precursorul hemului se
formeaza prin condensarea
glicinei cu succinatul activ la
sinteza amino-levulinatului.
Reactia este catalizata de d —
amino-levulinat sintaza (E )
dependenta de vit.B .

Amino levulinat sintaza este
0 enzima mitocondriala regla-
toare. Viteza de reactie creste
in lipsa hemului. Apoi2 mole-
cule de d-amino-levulinat se
condenseaza, cu formarea por-
fobilinogenului. E o reactie ca-
talizatd de o dehidrataza (E,).
Enzima este localizata in citozol,
contine Zn si este inhibata de
ionii de plumb.

In consecintd, 4 molecule
de porfobilinogen se conden-
seaza, formind un tetrapirol,
care, dezaminindu-se, se ci-
clizeaza producind uroporfiri-
nogenul. Prin decarboxilare
sioxidar succesive, se produ-
ce protoporfirina IX. O hemo-
sintetaza, enzimd mitocondri-
ala, introduce fierul; enzima
contine grupa SH. Pentru sin-
teza hemului sunt necesari gi
urmatorii compusi: acidul tetra-
hidrofolic, vit. B ,, Cu™" (fig.
6.60 si fig. 6.61).

Fierul este transferat de o
transferina Fe**, ce reprezin-
td o proteina. O alta proteina il
depoziteaza in tesut sub forma
de feritina. Cavitatea interioari

uroporfirinogen 11
- cosintaza ,

- decarboxilaza .
coproporfirinogen

‘00C—CH3 T CH,—CH,—COO
Jf Porfobilinogen

H,N—H; (condensare a 4 molecule)

Cosintetaza 1/

(uroporfirinogen sintaza) 4 NH,

A

| I] :
H2CI CH2

- T
H,C ii ii

Uroporﬁrinogen

oxidaza lﬁj
HC =CH

Al s

Protoporfirina IX

Fierochelataza l’lQFe )

2H*
s
HC CH
—A ] N)L M
| e l
i 4 v

Y

Hem

P-

Figura 6.61. Formarea hemului.
V - vinil, M - metil, P - propionil
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a acestei proteine poate fixa pina la 4500 fierioni. In organism se contin aproximativ
4,5-5,0 g de Fe; pe contul Hb = 60-70%; mioglobinei = 3,5-5,0%; feritinei =20%;
transferinei = 0,18%, fierului functional din tesuturi i revine 5%.

Fireste, fierul cromoproteidelor alimentare nu se utilizeaza pentru sinteza fieropro-
teidelor din organism, deoarece hemul se oxideaza in hematina care nu se absoarbe
in intestin. Acestpigment se elimind prin masele fecale.

Drept sursa de fier pentru scopuri sintetice servesc alimentele si, de asemenea, fierul
ce se elibereazi la degradarea eritrocitelor. In procesul sintezei cele trei enzime enume-
rate seregleaza prin retroinhibitie de hem.

Degradarea hemului

Eritrocitele vietuiesc aproape 120 de zile. Zilnic se degradeaza si se sintetizeaza in
organism 6-7 grame hemoglobina. Celulele vechi sunt eliminate din sistemul circulant si
scindate in splina de celulele sistemului macrofagal. La prima etapa hemoglobina eliberata
prin liza hematiilor imbatrinite formeaza cu haptoglobina un complex Hb- haptoglobina
(ultima e o o,-glicoproteina serica).

Complexul este supus oxidarii enzimatice microzomale, cu formarea unor compusi
intermediari ca coleglobina, verdoglobina, care apoi pierd globina, transformindu-se in
hem. Globina se hidrolizeaza pina la aminoacizi, iar fierul din hem este fixat de transferina
plasmei, apoi poate fi depozitat in ficat sau reciclat.

Reactia de degradare a hemului consta in scindarea puntii metenilice o, cu deschiderea
ciclului tetrapirolic (fig.6.62). Reactia e catalizatd de hemooxigenaza numita i o -
metinil-oxigenaza, care are doua particularitati:

a) se prezinta drept o monooxigenaza solicitantd a O, si NADPH;

b) carbonul puntii metenilice se elimina sub forma de CO. Participa, in calitate de
cofactori, vitamina C, Fe?*. Asta e unica reactie in organism unde se elibereaza CO.

Ulterior, puntea metenilica centrala in biliverdina se reduce sub actiunea biliverdin
reductazei, utilizind NADPH, cu formarea bilirubinei. Biliverdin reductaza este prezenta
in numeroase tesuturi, dar prioritar in ficat. In mod normal, bila contine numai urme de
biliverdina, dar gratie culorii sale intense, ea imprima bilei o culoare verzuie. Bilirubina
libera in exces este un decuplant al fosforilarii oxidative, ce duce la inhibarea sintezei de
ATP.

Bilirubina, in complex cu albumina sericd, e denumita bilirubind libera indirecta, cu
o cota de 75% din toata cantitatea (2,5 - 12mg/L, 8,7-20,5 um/mol), fiind transferata
apoi in ficat. Bilirubina indirecta este toxica, nu trece prin filtrul renal §i nu se elimina prin
bila. Bilirubina libera este solubild in solventi organici $i numai apoi da reactie cu
diazoreactivul (reactie indirecta). Aici, in ficat, se modifica in forma mai solubila, con-
Jugata cu acidul glucuronic, ce aditioneaza la catenele propionice. Sub forma de
diglucuronid este excretata prin bila — bilirubina directa (fig. 6.62).

Un rol important in procesul de eliminare a bilirubinei la nivelul celulei hepatice fi
revine proteinei transportatoare — /igandina (masa moleculard aproximativ 44000 Da),
ce reprezinta aproximativ 6% din totalul proteinelor hepatice.

In intestine, sub actiunea enzimelor bacteriene, ce scindeaza acidul glucuronic, fiind
redusa (bilirubina) prin mezobilirubin la mezobilirubinogen. Aproximativ 4 mg e cantita-
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teadiurna de urobilinogen si aproximativ 300 mg
e ceade stercobilinogen.

Bilirubina fiind redusa (2 vinil —s= 2 etil 512
metin —= 2 metilen), va fi transformata in
urobilinogen care, prin reducerea legaturilor duble
din nucleele terminale, se va transforma in
stercobilinogen. In continuare, dehidrogenarea
acestor compusi la nivelul puntii y-metinice rezulta
urobilina si stercobilina — principalii pigmenti ai
materialelor fecale.

O mica parte din bilirubina, urobilinogen si
stercobilinogen se reabsoarbe din intestin in
circulatia portala, ajungind la ficat, de unde sunt
reexcretati prin bild — ciclul entero-hepatic al
pigmentilor biliari. Cantitati mici se elimina prin
urind, excretia urinara a acestor compusi —
urobilinogen, stercobilinogen — creste in
insuficienta hepatica.

Sunt atestate citeva tulburari genetice ale me-
tabolismului porfirinelor, ce se caracterizeaza
prin excretia crescuta de porfirine §i precursori ai
acestora.

1. Porfiria intermitenta acutd.Sunt afectate
celulele ficatului, reducindu-se activitatea
uroporfirinogen sintazei §i, compensator,
amplificata de y-amino levulinat sintaza, creste
concentratia amino levulinatului si a porfobilino-
genului in ficat, eliminindu-se prin urind, ceea ce
cauzeaza dereglari neurologice, dereglari
intermitente in abdomen.

2. Porfiria eritropoetica congenitala. E
diminuata de activitatea enzimelor (cosintaza,
izomeraza), provocind acumularea uroporfirinei,
coproporfirinei. Eritrocitele se distrug prematur.

Verdoglobina

Bilirubin diglucuronid

]
.,_\- o
S

Bila

Figura 6.62. Formarea bilirubinei

Urina e de culoare rosie, dintii —roza, pielea— sensibila la lumina.

3. Sunt studiate §i porfirinele hepatice primare — “porfiria cutanea tarda” — ce
se caracterizeaza prin hipersinteza si eliminare urinaré de uro- si coproporfirina I. Pacientii
sunt fotosensibili — cauza e deficienta de uropofirinogen decarboxilaza.

4. La deficienta coproporfirinogen oxidazei (coproporfiria ereditard), se acumuleaza
si se elimina prin urini coproporfirinogen Il si alte intermediate — porfobilinogen, ac.6-
amino levulinic. Manifestarile clinice sunt asemanatoare cu cele din porfiria acuta

intermitenta.
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5. Lainsuficienta ALA — dehidratazei $i a fierochelatazei, se acamuleaza in urina
coproporfirina ITI si acidul 8-amino levulinic. Deficitul fierochelatazei in tesuturi duce la
protoporfirie — eritrocitele, plasma, fecalele contin cantitatii mari de protoporfirina IX.
Bolnavii sunt fotosensibili, au ciroza §i urticarie prin expunere la soare.

Cregterea activitatii amino levulinat sintazei duce la porfirie toxicd — prin urind se
elimina ac. amino levulinic §i porfobilinogen, coproporfirina ITI. Organismul reactioneaza
vadit la droguri, inclusiv la alcool.

6. Hepatitele si cirozele se caracterizeaza prin coproporfirinii secundare cuizomeri
de tip I; intoxicatiile alcoolice si ciroza etilicad — prin izomeri de tip III.



Rolul ficatului in metabolism

Ficatul are un rol metabolic multiphu. In conditii normale siin situatii patologice, el
constituie “laboratorul central al organismului”. In ficat, spre deosebire de orice alt
organ, interdependenta metabolismelor hidratilor de carbon, ale grasimilor, proteinelor
constituie o conditie indispensabila a diversitatii sale functionale. Fondul metabolic
intracelular este extrem de larg implicat in activitatea specifica a celulei hepatice, care are
o mare capacitate anabolica si o caracteristica energetica deosebita.

Hepatocitele sunt detaliat studiate datorita disponibilitatii lor mari (chiar i la om),
precum si simplitatii de obtinere a elementelor ultrastructurale (nuclee, mitocondrii etc.).

Prin cele 2 tipuri de celule parenchimatoase si ale sistemului reticulo-histocitar
(macrofagal), ficatul exercita functii complexe ce pot fi grupate in trei categorii mari:
participarea la procesele metabolice, secretia bilei i dezintoxicarea.

Materia obtinutd prin vena portd, intrind in contact cu celulele hepatice (in functie
de natura celulelor hepatice), este supusa unor prelucrari adecvate. Substantele inerte
siparticulele cu dimensiuni mai mari se fixeaza in celulele Kupffer. Componentele chimice
sunt metabolizate la nivelul celulelor parenchimatoase.

Metabolismul glucidic (fig.6.63).

Echilibrul dinamic la asigurarea Gligogen
glucozei sanguine e realizat atit prin f
depozitarea acesteia in forma de
glicogen (fosforilare determinata de
glucokinaza, enzima adaptiva), cit si
de mobilizarea ei din aceste rezerve.
Exista glicogen liber usor extractibil
s1 desmoglicogen greu extractibil.
Depunerea lui ca rezerva si depletiunea

Glucoza

Glicoliz

Nucleotide

rezervelor din ficat par a fi in raport cu
cresterea sau micgorarea greutatii
moleculare a polizaharidului, decit cu
modificarile numarului de molecule.
Moleculele de dimensiuni diferite ale
glicogenului nu participa lametabolism
inmod identic.

S-astabilit ca Incorporarea glucozei
se realizeaza indeosebi in moleculele
de glicogen cu greutate moleculara

Trigliceride,
fosfolipide

Ribozq;J

5-fosfat

Piruvat

Aciz

i
i Colesterol l
EJuﬂmetil-CoA

Ciclul
mica. Ficatul este: Kreb
—singurul organ ce utilizeaza pentru & Ha
sinteza glicogenului, in afari de glu- COq Fosforilarea oxidativi

coza, s1 alte hexoze, fructoza, manoza,
galactoza;

Figura 6.63. Metabolizarea glucozo -6- fosfat in ficat

—unicul organ ce asigura sinteza glicogenlui pornita de la acidul lactic, glicerol sau
de la alti metaboliti intermediari proveniti din lipide sau proteine (gluconeogeneza),
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— in el degradarea glucozei, preponderent de la 50% la 75%, are loc pe calea
suntarii hexozo-monofosfatilor, cu sinteza simultana a NADPH si pentozelor;

—in ficat se sintetizeaza heparina. La metabolismul glicoproteinelor sunt implicate
enzimele N-acetil-glucozoamin si N-acetil-galactozoamin kinaza.

Metabolismul lipidic (fig.6.64)

Are locrealizarea urmétoarelor procese:

— preluarea lipidelor alimentare, in
special a TAG (chilomicronii), a acizilor
grasi, cu un numar mediu de atomi de carbon
in catena;

— captarea acizilor grasi proveniti din
lipidele tesutului adipos si transportati prin

Lipoproteinele

plasmei

Acizi grasi
sanguini

intermediul albuminei serice spre ficat; Hormonii Acizii
— sinteza acizilor grasi, cu formareade S0z QA NADH
TAG, pe care hepatocitul i incorporeaza in Colesterol
pre-f lipoproteine; Corpii

i : 5 : cetil - Codommmmly .. 0 .
— remanierea metabolica a acizilor grasi,

elongarea lantului de carbon (C,,),

desaturarea acidului linolenic in acid ADF4+E; ATP
arahidonic; acidului oleic — in eicosatrienoic; ich
peroxidarea acizilor polinesaturati formati; Krebs ke

— catabolismul acizilor grasi prin -
oxidare, proces ce solicitd prezenta carni-
tinei,a CoA sintetizat din acidul pantotenic Figura 6.64. Metabolismul acizilor gragi in ficat
s1 aminoacizi cu sulf;

— formarea corpilor cetonici la B—oxidare, reprezentind substraturi cu valori energetice
mari utilizati extrahepatic (rinichi, miocard);

—implicareain ciclul glucozei a acizilor grasi; importanta biologica consta in faptul
ca excesul de glucozi favorizeaza sinteza TAG si inhiba eliberarea acizilor grasi, iar in
lipsa glucozei fenomenul se declangeaza invers;

— toate organele suntapte de a sintetiza fosfatidele proprii, insd numai ficatul le
poate remite plasmei. Asadar, fosfatidele plasmatice sunt de origine hepatica. Biosinteza
lor presupune etape anterioare la care se produc componentele structurale ale acestor
molecule complexe, in final — cu participarea derivatilor citidinfosfatului;

— lautilizarea metabolica a glicerolului rolul principal consta in posedarea unei glicerol
kinaze active;

—1in biosinteza, esterificarea si transformarea colestrerolului in acizi biliari 2/3 din
colesterol este de naturd endogena si 1/3 e esterificatd sub actiunea lecitin-colesterol-
acil transferazei.

Metabolismul proteic

Contributia ficatului la acest metabolism este de cea mai mare importanta si se
exercita in doua directii decisive pentru organism.

. Op  HO
COy Fosforilarea oxidativi
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Metabolismul aminoacizilor (fig. 6.65).
Se produce degradarea acestora, Proteinelgficatului

- il s Nucleotide, :
concomitent cu reutilizarea si integrarea hormoni, PI"‘el‘Lfl‘i‘ﬂc Proteinele
SIEE tisu]arc’

amoniacului in uree §i glutamina (prin ~ gporfiine
glutamin sintetaza, care constituie si '
mecanismul principal de neutralizare a
NH, la nivelul creierului). Etapa hepatica ‘
specifici constiin transformarea omitinei ~ Slicogen
o e e : SR —
in citruling, pe cind modificarea in omitind T
potential se realizeaza si la nivelul L‘P
rinichilor. intermediate CK

Unii aminoacizi au o utilizare Lipide )

. g . i

metabolica specifica: incorporarea glico- :
colului, transr_net_ﬁm_’ea metlopmel, t ceﬁ‘ g Pk
desulfurarea cisteinei, transaminarea Acizi grasi
tirozinei, oxidarea acidului homogentizic,
formarea acidului urocanic, degradarea Glicogen
kinureninei. Acidul cisteic este
transformat in taurind (sub influenta
aminoacid decarboxilazei). Aminoacizii
glucoformatori sunt utilizati, dupa COp
dezaminare, in gluconeogeneza.

Metabolismul proteinelor

Ficatul sintetizeaza, pe linga proteinele structurale proprii, o buna parte din proteinele
plasmatice, o parte din factorii proteici ai coagularii, imunoglobulinele. Aici e i sediul
principal al catabolismului pirimidinelor, degradarea nucleoproteinelor pina la acidul uric,
sub actiunea xantin oxidazei (de altfel, are loc i metabolismul porfirinelor, cu sinteza si
degradarea lor pina la producerea bilirubinei). Nivelul bilirubinei totale e de 17 pumol/L,
85% din care fiind de origine eritrocitara (hemoglobina).

Functia de dezintoxicare

Se exercitd in douda moduri ce se pot asocia $i completa reciproc: reducerea
toxicitatii §1 marirea capacitatii de eliminare a produsului prinurina sau bila. In esenta
sa, mecanismele maresc polaritatea substantelor, transformindu-le din compusi liposolubili
in componente cu un grad mai inalt de hidrosolubilitate. Aceste procese au citeva
proprietati: nu sunt selective sau dirijate de o finalitate prestabilita si exclusiva (nu sunt
in mod obligatoriu “‘detoxifiante”). O buna parte din enzimele implicate activ la neutralizarea
substantelor straine au o specificitate neinsemnata fata de substrat (enzimele normale).
Majoritatea medicamentelor si substantelor striine (xenobioticele), insa, sunt metabolizate
de enzime microzomale, mai putin numeroase $i nespecifice. Sistemul este unic i universal,
cu implicarea oxidazelor ce poseda functii mixte. Normal, ele sunt in stare inactiva si
pot fiinduse sub actiunea substantelor straine. O substanta devine inactiva prin implicarea
mai multor mecanisme concurente, cu preponderenta unuia sau altuia.

iruvat,

Fosforilarea oxidativa
Figura 6.65. Metabolismul aminoacizilor in ficat
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Dezintoxicarea se realizeaza prin 4 tipuri de reactii chimice: oxidare, reducere,
hidroliza, condensare (sinteza). Ele se desfasoara in 2 faze:

I) faza proceselor de oxido-reducere si hidroliza, finalizata prin hidroxilarea
substratului;

IT) faza de conjugare (sinteza).

Faza I. E determinata de activitatea sistemului monooxidazic microzomal. Enzimele
la aceasta faza utilizeaza lantul de transport electronic microzomal, alcatuiesc un
sistem monooxidazic cunoscut sub denumirea de oxigenaze cu functit mixte microzomale;
se mai numesc si hidroxilaze microzomale, datorit hidroxilarii finale a substratului.

Sistemul are urmatoarele componente:

a) Citocromul P, actioneaza in forma oxidata si se cupleazi la substratul pe care
il va oxida, parcurgind etape de evolutii conformationale ale hemoproteinei oxidate;

— NADPH citocrom C reductaza, flavin-enzima, participanta la oxidarea NADPH,;

—NADPH citocrom P, reductazi, donator de electroni, care asigura reducerea
citocromului P, oxidat;

— citocromul B, si NADH (donator al doilea de electroni).

b) Fosfatidil-cholina din componenta membranei microzomale este esentiala pentru
transferul de electroni de la NADPH citocrom C reductaza la citocromul P, (necesara
pentru fixarea substratului si a inductiei citocromului P, ), elementul principal
constituindu-l citocromul P

450°
Ciclul de reactii la care participa citocromul P,  este urmatorul (fig.6.66):

Complex citocrom P,

substrat Reductaza

Citocrom P,

(spin scﬁzutj)u ;

Complex citocrom P,
oxidat-substrat

+ H*
Ry - OH'
H- O- C-R
i Complex Complex citocrom P,
Rj redus-substrat
+0,
e

Figura 6.66. Ciclul reactiilor in care activeazd citocromul P,
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1) legarea substratului la citocromul P, ,cu substituirea conformatiei hemopro-
teinei i transformarea ei din starea de “spin” scazut in cea de “spin” inalt;

2) reducerea Fe citocromic prin transferul de e"de la NADPH- reductaza;

3) activarea O,, cu formarea unui complex oxigen activ pina la anion superoxid;

4) transferul atomului de oxigen, cu hidroxilarea substratului i eliberarea citocromului
P, la“spin” scazut.

Principalele reactii enzimatice ale fazei I sunt:

a) oxidarea: 1) hidroxilarea alifatica, aromatica, hidroxilarea mixta; 2) O- si N-
dezalchilarea; 3) N-oxidarea; 4) dezaminarea oxidativa; 5) alte forme de oxidare;

b) reducerea,

¢) hidroliza.

Faza Il. Mecanismul general al conjugdrii consta din reactii endergonice (cu utilizarea
ATP dreptsursa de energie). Spre deosebire de reactiile fazei I legate de specie,
cele din faza Il sunt filogenetic diferite: la om are loc conjugarea cu acid glucuronic,
glicocol, glutamina.

Ambele faze sunt proprii membranei microzomale, iar in partea interioara e localizata
glucuronil transferaza. )

1) Calea principala e glucurono-conjugarea. Sistemul care catalizeazd conjugarea
implicd formarea acidului uridindifosfoglucuronic. Enzima E, e UDPGA transferaza.

1. G-1-P + UTP — UDPG + PP,

2.UDPG+2NAD* —» UDPGA +2NADH +2H*

3.UDPGA +3XH — X-GA+UDP

(X poate fi: O, CO, NH, S). In cursul acestor reactii se efectueazi inversiunea
legaturii glucuronozidice (tipul o trece in 3) a conjugatului care este hidrolizabila pentru
B-glucuronidazi. In ficat glucurono-conjugarea se diminueazi prin efectul pirofosfatazei
microzomale care hidrolizeaza UDPGA la ac. 1-P-glucuronic si prin B-glucuronidaza
lizozomala care hidrolizeaza O-glucuronatii.

2) Conjugarea cu sulf (3'-P-adenosina-5'-P-sulfat - PAPS):

ATP + SO * ATP'—LE-I-T“APS (adenosina-5-fosfosulfat) + PP,
g
APS + ADP APSknaza pApg 1 AMP

PAPS + Fenol SUf%"%epilsulfat + PAP (acid 3'-fosfoadenilic)
3) Conjugarea cu aminoacizi: glicina i glutamina
a) glicina e utilizata pentru acizii aromatici, heterociclici etc:
ATP+CoASH —= AMP + CoA-S-pirofosfat
CoA-S-pirofosfat + Acid benzoic —» Benzoil-S-CoA + PP,
Benzoil-S-CoA + Glicocol —»= Acid hipuric + SH-CoA
(Glicocolul este de origine, preponderent, hepaticd, iar reactia decurge in rinichi si
partial in ficat).
b) Grupa NH, a glutaminei formeazd o grupare amidica cu grupa COOH a
drogului.
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4) Acilarea prin transacilare normal se produce in ficat. In asa mod se detoxifica
sulfamidele.

Nivelul de metabolizare a medicamentelor poate fi scdzut sau inhibat. Activitatea
poate fi si prelungita. Foarte importantd este inductia enzimaticd microzomald. Cel mai
profund este studiat fenobarbitalul, inductor al glucuronil transferazei, al nivelului
citocromului P, (enzime implicate in metabolizarea medicamentelor).

Patologia biochimica a ficatului poate fi congenitala si dobindita. Prima se
exprima prin variate deficiente enzimatice, pe cind a doua — prin sindromul icter, care
apare la marirea concentratiei bilirubinei serice peste 1,2-2mg%, la care pigmentul
patrunde in tesuturi. Icterul este expresia unui exces de substante ce depaseste capacitatea
de excretie sau a unei leziuni hepato-celulare, precum si a unui obstacol in calea
scurgerii bilei.

Colestaza reprezintd schimbari biochimice care se aseamana cu cele ale icterului
posthepatic, fosfataza alcalina serica fiind putin ridicata.

Icterul prehepatic e determinat de stari hemolitice (bilirubina indirectd, neconjugata).

Icterul neonatal este, partial, de origine hepaticd sie provocat de capacitatea
redusa a ficatutui de a excreta bilirubina in bila — incapacitatea de a sinteza UDP-GA,
dar sio activitate redusa a glucuronil-transferazei.

Icterul hepatocelular este cauzat de infectia virald sau toxine. Patogenia icterilor
este redata in figura de mai jos (6.67).

Hemolific Obstructiv Hepatocelular Neonatal
LizaeﬁIocitelor Eritrocite, 1lepat0(:1te Eritrocite. hepatocite| Eritrocite hepatocite
Hb Hb, citocromi Hb, citocromi Hb, citocromi
b+ an [+ aa b aa }+aa
Hin HTn Hem Hem
Biliverdina, CO, Fe**| Biliverdina, CO, Fe?' Biliverdinzi, CO,Fe** | Biliverdina, CO, Fe*
1 ol
i Bilirubina ] Bﬂﬂfbma Bxlu;bma J @ Bilirubina |
Bilirubin glucuronig @ Bilglicuronid | |{f Bil.glucuronid | Bil.gluc?:ronid
Bilirpbina Bilirabiitia Bilitubina : Bilinina g
ITh 7 =]
Urobilinogen  Unchilfaogen Urobifinogen Urobilinogen &

Stercobilina ;. d  Stercobilina” Jpobiling Stercobilina Uyobilina | Stercobilina “Urobilina

Figura 6.67. Patogenia icterilor. wm reprezinta localizarea blocului respectiv

Icterul juvenil (hiperbilirubinemia famihala, sindromul Gilbert) e cauzat de un deficit
al proteinei transportatoare de bilirubina, care implicit cauzeaza deficitul de prelucrare
abilirubinei de catre hepatocit. E un icter hepatic premicrozomal, la fel ca si sindromul
Crigler-Najjar, provocat de absenta congenitald a UDP-glucuronil transferazei.
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In unele boli genetice (s. Dubin-Johnson) se constata defect al secretiei bilirubinei
conjugate din celulele hepatice in canaliculele biliare cu sau fara formarea unui pigment
brun (s.Rotor).

Sindromul Arias (icter de lunga duratad neonatal) este corelat cu prezenta in laptele
matern aunui steroid, inhibitor al conjugarii bilirubinei. Bilirubina neconjugata poate
conduce la icterul nuclear.

Dintre tulburarile metabolice innascute se evidentiaza boala Wilson (degenerarea
hepato-lenticulard), provocata de deficitul sintezei ceruloplasminei (cupru oxidaza),
producind in consecinta afectiuni cerebrale (lenticulare), comeene, renale, aminoacidurie,
fosfaturie, depozitari de cupru in tesuturi.

Exploririle hepatice se bazeaza pe cele 4 sindroame proprii patologiei hepatice:
excreto-biliar, hepato-priv (insuficienta celulard), citoliza si inflamator. Cele mai utilizate
probe in diagnosticul ti pronosticul lor sunt:

1) Excreto-biliar: bilirubina si raportul ei; fosfataza alcalind cu izoenzimele sale;
LAP-leucin aminopeptidaza; 5'-nucleotidaza i y-glutamil transpeptidaza.

2) Hepato-priv: proteinemia totala, albumina serica, factorii de coagulare, colesterolul
liber, total si esterificat, proba QuicK.

3) Citoliza: sideremia, cupremia, enzimele plasmatice — SDH, OCT, arginaza,
F-1-P aldolaza, guanaza, LDH, —indicator de severitate al afectiunilor st GLDH
(leziuni mitocondriale) GPT, GOT si raportul lui Schmidt: GOT+
GPT/GDH (glutamat dehidrogenaza) egal cu 5-15 (icter obstructiv), 30-50 (hepatita
cronicd), 50 (hepatita acutd).

4) Inflamator: disproteinemia, cu scaderea fractiei albuminice si cresterea 3 si Y-
globulinelor: imunoelectroforetic (creste [gM — in procese acute si I[gA — in cronice).
Se determina si coeficientul de Rittis (GOT/ GPT), normal egal cu 1,33.
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