ENZIMELE PLASMATICE

Din cele 2000 enzime atestate pind in prezent, numai o mica parte se localizeaza in
plasma (sau ser) s1 sunt depistate in mod clinic prin intermediul diagnosticului,
pronosticuluy, stabilirii evolutiei proceselor cronice §1, In consecinta, orientarea terapeutica.
Din cele 6 clase deocamdata sunt mai putin interesante pentru practica medicala
curentd izomerazele i ligazele, dar si acestea valoreaza pentru investigatiile de patogenie
la nivel molecular.

- Enzimele plasmatice sunt de provenientd celulard, fiind difuzate din tesuturi in
singe. Mecanismul disenzimiei plasmatice, mecanism de traversare a enzimelor si
izoenzimelor tisulare in ser, este foarte complex, posibil fiind o rezultanta a
interactiunii mai multor factori, dintre care principalii sunt:

- amplificarea biosintezei enzimei determinata la nivelul controlului genetic, in
transcriptie sau translatie;

- majorarea numarului de celule capabile de sintezd intensiva;

- gradul de alterare a proceselor energetice si, consecutiv, al permeabilitatii selective
amembranelor;

- vascularizarea organului lezat;

- schimbarea profilului enzimatic al organului in dependenta de boala.

Daca demareaza eliberarea enzimelor, apoi viteza de producere a lor in lichi-
dul extracelular va depinde de :

- localizarea ultrastructurala diferita a enzimelor: cele citoplasmice fiind mai usor
antrenate In circulatie decit desmoenzimele legate de membranele organitelor, ele se
vor afirma la progresarea procesului patologic, la lezarea celulei;

- greutatea moleculard a enzimelor, dimensiunile moleculelor: cele mici difun-
deaza cu vitezd mai mare decit celelalte si se elibereaza la etapele timpurii ale alterani;
viteza lor de eliberare e invers proportionald cu masa moleculara;

- gradientul de concentratie iTn membrana celulard ce determina forta motrice a
eliberarii de enzime. De exemplu, in celulele ficatului concentratia LDH e de 3000 on
mai mare decit nivelul enzimei extracelular; in eritrocite —numai de 200 ori; sorbitol DH
=50.000:1; alcool DH=20.000:1; ASAT si ALAT =10.000:1; enzimele cu un gradient
de concentratie mare abandoneaza mai usor celulele decit cele cu coeficient mai mic;

- timpul de injumétatire diferit al enzimelor plasmatice: LDH= 113 ore; ASAT =17
ore st ALAT =47 ore;

- inactivarea neproportionald;

- eliminarea diferitd destul de redusa prin bila (fosfataza alcalind, 5'-nucleotida-
za, ceruloplasmina) si urina (cu masa moleculard mai mica decit 60.000 Da);

- suprapunerea modelelor enzimatice caracteristice diferitelor organe.

Clasificarea functionali a enzimelor plasmatice

Enzimele din plasma se claseazi, din punct de vedere al provenientei si functiei,
in urmatoarele categorii:

1) enzime secretorii cu rol activ in plasma, produse in ficat. Aici se includ
enzimele coagularii, lecitin-colesteraza, renina, ceruloplasmina, pseudocholinesteraza;
nivelul lor scade o data cu lezarea celulelor producétoare.
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2) enzime excreto-secretorii provenite din glandele exocrine si pancreas. Ele sunt
excretate siactioneaza la nivelul tubului digestiv (amilaza, lipaza, tripsina), se elimina
prin bild - leucin aminopeptidaza, fosfataza alcalina —la lezarea celulelor de origine sau
la prezenta unui obstacol la nivelul cailor excretorii. De asemenea, vor fi prezente in
singe si la sporirea permeabilitatii membranei celulelor secretorii.

3) enzimele indicatorii celulare predomina in plasma, la lezarea celulei de origine.
Ele au valoare de indicatori plasmatici ai sediului organului lezat intrastructural.

Localizarea leziunii nu e intimplatoare si poate fi stabilita prin urmatoarele modalitati:

a) dozarea unei enzime specifice de organ;

b) determinarea si caracterizarea izoenzimelor cu valoare organospecificd;

c) stabilizarea activitatii unor grupari (constelatii) de enzime.

Lezarea principalelor organe ar trebui s se reflecte in plasma. Reflectarea
plasmatica a profilului de organ nu se observa totusi in mod constant, deoarece
se produce fenomenul de dispersie a profilului datorat complexitatii i disproportiei
de contributie a factorilor mentionati. Dispersia enzimaticd este mult mai putin
pronuntatd dupd o afectiune unicd si grava (infarct miocardic vast), fapt care
justifica utilitatea testelor, in special, in cazul acutizarii maladiei. Agresiunile slabe
si repetate favorizeaza fenomenul de dispersie, si indicii activitatii enzimatice nu mai
corespund celor din celulele de origine.

Principalele enzime plasmatice cu valoare diagnostica

Ficat. Enzimele organospecifice sunt: histidaza, urocanaza, ceto-1-c-fosfat-aldolaza,
sorbitol dehidrogenaza, omitincarbamil-transferaza, arginaza.

Glutamat dehidrogenaza — enzima mai putin specificd — este caracteristica mito-
condriilor hepatice, manifestata printr-un grad de activitate mai redus in miocard si
rinichi. Eun indicator al afectiunii mitocondriilor celulelor.

GOT-ASAT (aspartat aminotransferaza) reprezinta o enzima biloculara (citozol si
mitocondrii), prezenta in toate celulele organelor i, in special, iIn miocard, ficat,
muschi, rinichi.

GPT-ALAT (alanin aminotransferaza) se contine in cantitati mari in citoplasma
hepatocitelor, se utilizeaza in diagnosticul precoce al formelor anicterice i in depistarea
perioadelor de evolutie a hepatitelor cronice.

Lactat DH e prezenta in toate celulele organismului, constituind un tetramer alcatuit
din doua subunitati peptidice — H si M — asociate in cele 5 izoenzime proprii tuturor
tesuturilor.

Sporirea esentiald de LDH, si LDH,, cu prevalarea lui LDH , este caracteristicd
infarctului miocardic, iar respectiva LDH, —anemiei megaloblastice. LDH, se depis-
teaza preponderent in necroza hepatica.

Testiculul postpubertin contine o enzima organospecificd LDHz, cu o mobilitate
electroforetica intre LDH, $i LDH,.

Valorile raportului Schmidt (ASAT + ALAT/GDH) ofera date importante
referitoare la pronosticul unei hepatopatii evolutive.

Leucin aminopeptidaza provine, preponderent, din celulele parenchimului hepa-
tic, fiind caracteristica si altor organe —pancreasului, rinichilor, intestinului, mucoasei.

-552-



Devierile patologice semnificative pentru diagnosticul diferentiat sunt extensiunile
semnalate in icterele obstructive cauzate de obstacolul biliar.

Izocitrat dehidrogenaza totala sporeste in cazul sindromului de citoliza hepatica.

Icterul obstructiv se caracterizeaza prin cresterea 5'-nucleotidazei, la fel prin
intensificarea fosfatazei alcaline, care, la rindul e, sporeste selectiv in afectiunile osoase,
cu orientare osteoblastica.

Miocard. Caracteristicile specifice in cazul afectiunilor acestui tesut sunt: -
hidroxibutiratdehidrogenaza, LDH totala si, mai esential, LDH, si LDH,, cu predomi-
narea primei izoenzime; ASAT — ca izoenzima mitocondriala.

Creatinkinaza - CPK. Se afla in trei forme 1zoenzimatice, localizata in citoplasma si
mitocondriile din miocard, muschi si creier. Enzimele catalizeaza formarea de ATP din
creatinfosfat 1 ADP in tesuturile mentionate inurmatoarele forme: MM —in musculatura
scheleticd si miocard; BB —in creier, musculatura scheleticd; MB —in miocard. Enzima
serica se inactiveaza rapid prin oxidarea grupartlor SH ale situsului sau catalitic.

La infarctul miocardic, o data cu extinderea necrozei, proportional creste valoarea
CPK/MB. La miopatii se semnaleaza cresterea CPK, fara modificari ale activitatii
1zoenzimel MB.

Pentru infarctul miocardic acut sunt caracteristice valorile majorate ale 3-
gliceraldehidfosfat dehidrogenazei, fosforilazei b.

Creier. In afectiunile lui se inregistreazi valori semnificative ale activititii CPK
totale §i izoenzimei BB, acetilcholin esterazei, monoaminooxidazei, valori majore
ale ASAT, cu mult superioare celor din cadrul afectiunilor altor organe.

Rinichi. Patologia lor este precedatd de valori semnificative in activitatea
glicinamidino transferazei, pe cind in patologia pancreasului—in cantitdti mai mici.

Pentru diagnostic se utilizeaza frecvent si izoenzimele alanin aminopeptidazei cu
urmatoarea caracteristicd: AAP, (in ficat), AAP, (in pancreas) $i AAP, (in rinichi).
O semnificatie aparte pentru diagnosticul afectiunilor renale are glutaminaza.

Muschii scheletici. Patologia lor e caracteristica prin sporirea CPK totala, a
izoenzimei MM; de asemenea, prin activizarea F-1, 6-difosfat-aldolazei i devierea
modelului izo-LDH, catre LDH,

Fosfataza alcalina este o enzima compusa din trei forme izoenzimatice:
hepatobiliar3, osoasi si intestinald. In decursul sarcinii se mai adaugi o forma
tranzitorie-placentara. Mobilitatea electroforetica difera de forma moleculara. Ordi-
nea descrescinda a acestei valori de la anod catre catod este urmatoarea: hepatica,
osoasa, intestinala. Aceste izoforme se regleaza diferit: fosfataza intestinala este
inhibatd de L-fenilalanind, L-tirozina, L-triptofan; cea placentard — numai de L-Phe.

Un interes deosebit prezintd fosfataza acida, care se afla in organe conform
ordinii descresterii valorii: prostatd, oase, ficat etc. Amplificarea activitatii fosfatazei acide
si, mai ales, a izoenzimei sale tartrico-sensibile, e inregistrata la carcinomul metastazat al
prostatel.

Dintre izoenzime se mai utilizeaza frecvent si cele ale c--amilazei, avind doua
1zoenzime: forma salivara §i pancreatica; ele se majoreaza respectiv la parotidite si la
pancreatite acute. La cea din urma patologie creste si lipaza pancreatica.
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Poate fi explorata si pseudocholin esteraza, care sporeste la afectiunile hepatice cronice
evolutive, In special In ciroza, i scade 1n intoxicatii cu fosfor organic.

SISTEMELE TAMPON SANGUINE

In organismul uman reactia mediului intern abia depaseste cadrul neutru: pH=7,35-
7,45. Pastrarea acesteil constante este hotéritoare pentru desfasurarea normald a
tuturor proceselor vitale. Mentinerea pH-ului in limitele date o realizeaza urmatoarele
mecanisme functionale:

1) eliminarea renald a acizilor gi bazelor;

2) eliminarea pulmonara a dioxidului de carbon;

3) neutralizarea acizilor si bazelor de catre sistemele tampon.

Un sistem tampon constd din amestecul a doud substante tampon cu actiuni
complementare: una din ele se opune scaderii pH-ului determinata de actiunea unui acid
(la adaosul lui), iar cealaltd se opune cresterii lui determinatd de adaosul unei baze.
Aceste doud substante din constitutia unui sistem tampon pot fi: un acid slab si sarea sa
alcalina sau o baza slaba si sarea sa acida. Indiferent de natura chimicd, componenta
sistemului tampon care neutralizeaza acizii se numeste componenta bazicd, 1ar cea care
neutralizeaza bazele este componenta acida.

Cele mai importante sisteme tampon care functioneaza permanent in organismul
uman sunt cele ale acidului carbonic - bicarbonat; al fosfatilor, al proteinelor si
hemoglobinel.

L. Sistemul tampon acid carbonic-bicarbonat Cota lui e de 10% din total,
constituind unul din sistemele ce se regleaza fin. H,CO, joaca rolul de donator de protoni,
iar ionul bicarbonat HCO, —de acceptor al protonului:

H,CO, == H"+HCO,
Bicarbonat,’ii din lichidul extracelular se prezinti sub forma de sare de Na -

NaHCO,, iar in celuld - KHCO;, avind anionul comun HCO;.
Ecuana Henderson - Hasselbach

[HCO;] pK - constanta disociatiei egald cu 6,1
ple=p H,CO, e [H,CO,] ~ [HCO;] - concentratia ionilor

[H,CO;3] - concentratia moleculelor nedisociate

In activitatea metabolicd majoritatea acizilor formati sunt mai tari decit acidul
carbonic. Pentru neutralizarea lor intervine componenta bazicd a sistemului NaHCO,
si are loc reactia de tipul:

HCl + NaHCO, E, NaCl + H ,CO,

Anhidraza carbomca scmdeaza aCIdul inH,0+CO, , 1a care dioxidul de carbon se
elimina prin plamini.

O baza tare generatd, neutralizat fiind de componenta acida a sistemului H,CO,, se

va transforma in bicarbonat: _
NaOH + H,CO, — NaHCO, + H,0
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CO, sub forma de H,CO, este permanent disponibil pentru tamponarea bazelor si
CO, reprezintd un produs incontinuu, constituind ultimul metabolit al majoritatii
substantelor transformate In organism.

In mod normal, 1a pH = 7,4 in plasmi si in lichidul extracelular raportul bicarbonat
acid este de 20/1. Functionarea acestui sistem tampon se combina cu ceaa sistemului
hemoglobine. ;

La o hipoventilatie pulmonara are loc scaderea difuziei CO, din singe spre alveolele
pulmonare, deci 0 marire partiald a tensiunii acestui gaz in plasma sanguina. In ultima
instanta, sporeste aciditatea singelui. La o hiperventilatie fenomenele decurg invers.

II. Sistemul tampon al fosfatilor

[HPOi'] [HP024_] - concentratia ionilor Na,HPO,
[H,PO47] [H,PO4] - concentratia ionilor NaH,POy,
pK - constanta disociatiei egala cu 6,87

PH=pKy po, 18

Lavaloarea pH = 7,4, valoarea raportului dintre ingredienti constituie 5:1, ceea ce
inseamna ca concentratia formei acide e de 5 ori mai mica, fapt ce denota o buna
capacitate de tamponare pentru cantitati suplimentare de acid.

Procesul tamponarii are loc potrivit reactiilor:

HCl + Na,HPO, —= NaCl + NaH,PO,
NaOH + NaH,PO, = Na,HPO, + H,0

Acest sistem este operant, in special, in hematii si in celulele tubulilor renali. Atare
sistem de tampon are un rol deosebit in tesuturi, cota fiind de 1% dinintregul sistem.
Capacitatea sistemului in singe e maxima —la pH=7,2.

I1L. Sistemul tampon al proteinelor predomina in celulele tesuturilor, dar
| opereazi i in plasma. In constitutia lui intri proteinele care functioneazi ca anioni la
pH-ul slab alcalin al mediului intern (+). in combinatie cu ionii H* anionii proteici constituie
componenta acida a sistemului (H-proteina) si tamponeaza bazele:

NaOH + H-proteind —= H,O + Na-proteina
Anionii proteici, In combinatie cu cationii metalelor alcaline (Na, K), formeaza
componenta bazica §i tamponeaza acizii:

HCI + Na-proteina —= NaCl+ H - proteina.
Si1n acest caz, datorita tamponarii, acizii si bazele se transforma in produsi neutri
(NaCl s1 H,0), iar componentele sistemului se transforma una in cealaltd, manifestind
aciditate sau bazicitate moderata, la care pH-ul mediului nu se afecteaza.
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IV. Sistemul tampon al hemoglobinei la fel contine componenta proteica cu o
capacitate mare — cota de 75% din total.

Participarea hemoglobinei inreglarea pH e insotita de transportul O, $1 CO,. Constanta
disociatiei grupelor acide ale Hb este in dependenti de saturarea cu O,.

Hb intra in componenta a 2 sisteme tampon:

a) HHb (hemoglobina acida) - KHb (hemoglobinat de potasiu);

b) HHbO, (oxihem. acidd) - KHbO, (oxihemoglobinat de potasiu).

Oxihemoglobina este un acid mai puternic (pK = 7,16) decit dezoxihemoglobina
(pK=17,71) si cedeaza O,, conform ecuatiei:

HHbO, + nH* === HHb+0O,

Ambele sisteme is1 pot exercita actiunea tampon datoritd hemoglobinei care
include in partea sa proteica multe resturi de histidina.

Inelul imidazolic poseda capacitatea de a accepta si totodatd de a ceda H*
unuia dintre atomii de azot ai heterociclului.

N " I-& N N
| + H —_— ] + OH — +
ENH] |'\NH | II\NH | + mo

ca baza ca acid

Reactiile respective ale acestui sistem tampon sunt:

1.KOH + HHb —»~ KHb+H,0 2.NaOH +HHbO, —»= NaHbO,+H,0
HCl+KHb —»= HHb +KCI HCl + NaHbO, —» HHbO, + NaCl

Acidul i baza se transforma in produsi neutri, pastrind aciditatea sau bazicitatea lor
moderati, fara a afecta pH-ul mediului.

Anomaliile echilibrului acido-bazic sunt asotite de aparitia acidozelor si alcalozelor
(metabolice i respiratorii). Deoarece, in evolutia proceselor metabolice se genereaza
ioni de hidrogen (H") si nu ioni de hidroxil (OH"), tendinta spre acidoza se intilneste mult
mai frecvent decit tendinta la alcaloza. Mecanismele homeostatice sunt adaptate, in special,
pentru contracararea unui exces de H* si din acest motiv, relativ mai rar, alcalozele
(metabolice) se compenseaza cu dificultate. E concludent, ci la procesele complexe de
mentinere a echilibrului acido-bazic contribuie toate celulele organismului, un rol premordial
revenind hematiilor, plaminilor si rinichilor.
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HEMOSTAZA SI FIBRINOLIZA

Echilibrul fluido-coagulant constituie un sistem de mecanisme antagoniste si
interdependente, factor hotéritor al conservirii potentialului hemostatic al singelui, precum
sial fluiditatii acestuia. Sunt procese reglate enzimatic, tulburarea i dezechilibrul carora
cauzeaza formarea de trombe (cheaguri) sau singerarea.

Coagularea

Particularitatile caracteristice acestui proces sunt:

1) numarul mare de activatori i inhibitori care intervin;

2) existenta majoritatii factorilor coagulanti, ca precursori;

3) preponderent, drept factori coagulanti servesc proteazele ce se produc la proteoliza
limitatd din formele lor inactive;

4) transformarea lor din forme inactive in active are loc prin autocataliza
determinata de propriile lor produse;

5) unii factori, ca de exemplu Ca*, au actiune multipla, intervenind pe parcursul
timpului de coagulare;

6) procesul complex decurge “in cascadi”; faza latenta este formata de avalanga
transformarilor accelerate ale factorilor coaguldrii prin forme inactive §i active.

in desfisurarea procesului coagularii se disting faze care, in ordinea manifestarii
lor succesive, se esaloneaza in doi timpi, §i anume:

a) timpul parietal este determinat de vasoconstrictia vaselor mici, capilarelor din
tesutul afectat de serotonind, catecolamine §i obturarea Jor prin agregate trombocitare.
La interactiunea fibrelor de colagen ale vasului lezat cu trombocite, prin forte
electrostatice, are loc agregarea lor. Trombacitele agregate suferd metamorfoza viscoasd
si, in consecintd, elimina astfel de compusi ca: serotonina, catecolaminele, fosfolipidele
si indeosebi ATP, ADP, ultimul amplificind agregarea trombocitelor i accelerind
obturarea vaselor lezate. Aceastd agregare are un caracter reversibil.

b) timpul plasmatic reprezinta o agregare ireversibild atrombocitelor asigurata
de actiunea trombinei, ce duce la formarea cheagului rezistent.

Procesul autocatalitic, la etapele initiale, necesita cantitati minime de factori si
decurge in patru etape succesive: producerea protrombinazei, generarea trombinei,
transformarea fibrinogenului in fibrind, cu stabilizarea acestuia, sinereza gi retractia
cheagului.

Ultimul timp al procesului, care se produce in homeostazia hemostazei, e fibri-
noliza.

Inanul 1863, Djozef Lister a observat ¢ in vena jugulari izolati singele boului rimine
lichid, pe cind separat in vasul de sticla — se coaguleaza. S-a constatat ca acest contact
cu obiect artificial duce la formarea unor componente proprii singelui. Acest mecanism
de coagulare a fost numit intrinsec.

Laadaugarea in plasma sanguina a unor componente, coagularea de asemenea
are loc. Acest mecanism a fost numit extrinsec. La coagulare, ambele mecanisme
activeaza concomitent. Ele se deosebesc numai la etapele initiale.
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Caracteristicile principalilor factori ai coagularii

Factorul I - fibrinogenul —prezinta o glicoprotema care se sintetizeaza in ﬁcat
are aproximativ o masa moleculard egala cu 340 kDa si o forma moleculard alungita.
Fibrinogenul e alcatuit din 6 lanturi polipeptidice, grupate cite 2 (ct, B, ), cu o
mobilitate electroforetica B—y. Jonctiunea lanturilor glucidice cu cele peptidice se
realizeaza printr-o legaturd glucozil-aminil-arginind. Oxidarea glucidelor din fibrinogen ii
confera inconsistenta fata de fenomenul coagularii. Transformarea in fibrina se poate
realiza atit artificial, cit i fiziologic.

Artificial, fenomenul e provocat de actiunea unor factori chimici ca: ninhidrina,
aloxanul, cloramina; factori biologici: veninul de sarpe, stafilocoagulaza, enzimele
proteolitice.

Fiziologic, In 2-3 secunde, sub actiunea trombinei— o proteaza de tipul tripsinei, ce
scindeaza 4 legaturi peptidice intre arginina si glicing, cu eliberarea a 4 peptide—2A
din o lanturi constituite din cite 18 resturi aminoacidice si 2B din 3 - cite 20 fiecare,
denumite fibrinopeptide. Lanturile ¥ cu tirozina terminald nu sunt antrenate in
fenomenul de conversiune a fibrinogenului in fibrina.

Cu pierderea fibrinopeptidelor, se creeaza conditii favorabile pentru asocierea
spontand a monomerilor sub forma de polimeri intermediari, cu legaturi de tip
necovalent, realizate prin interactiuni hidrofobe s punti de H. Complexul este solubil,
dar putin stabil. Polimerizarea monomerilor se realizeaza longitudinal si transversal i
duce la o gelificare, cu trasformarea din stare de sol in cea de gel, rezultindun cheag
amorf, slab.

La actiunea unui factor stabilizant (F.XIII) — o fibrinaza activata prin trombina, se
formeaza o fibrind insolubild, care confera cheagului rigiditate; se stabilesc legaturi
covalente peptidice intre gruparile o-amino din resturile de lizina i carboxil ale glutami-
nei (enzima e o transamidazd). Factorul de stabilizare a fibrinei (FSF, F.XIII) este o
glicoproteind tetramera cu masa moleculara de 340 kDa, formata din cite o pereche de
peptide identice, @ (75 kDa) s1 b (80 kDa). Centrul activ e localizat in lanturile a. F.XTII,
se formeaza in hepatocite; in plasma se gaseste sub forma inactiva, intr-o concentratie
de 0,02 g/L. FSF inactiv se fixeaza pe suprafata coloanelor de fibrina si se activeaza pe
loc prin proteoliza de catre trombind, in prezenta ionilor de Ca**, prin scindarea unei
legaturi intre arginina si glicind in lanturile a, In urma céreia se elibereaza de la portiunea
N-terminala un peptid blocant, cu masa moleculari de 4 kDa. E.XIII activat se consuma
rapid astfel incit in unele cazuri de tromboze venoase extinse cantitatea lui poate sa
scada considerabil. FSF actioneaza in doua faze, in prezenta ionilor de calciu. La deficienta
enzimel, la bolnavi apare o hemofilie (singerare). Care-i cauza diferitelor solubilititi ale
fibrinogenului $i monomerului de fibrina?

E stabilit ca toate fibrino-peptidele detasate au sarcina electrica negativa (acid glutamic
s1 aspartic, tirozin-O-sulfat), care provoaca :

; : @ 0 CcOO
respingerea reciproca a moleculelor de ] / \ |
fibrinogen. Monomerii de fibrind eliberatiauo  Q—S— 04<j>7 CH,—CH
suprafata cu proprietati electrice deosebite si I sabss
capacitate de agregare. O TioanOmilhi
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Microscopia electronica si difractia ra-
zelor X au demonstrat ca fibrina poseda o
structurd periodic, cu lungimea Segmentului
repetatd de 230 A, pe cind lungimea fibri-
nogenului e de 460A. Monomerul fibrinei
formeaza fascicule paralele, striate transver-
sal, cu o periodicitate medie de 230 A (fig.8.6,
8.7). Concentratia fibrinogenului plasmatic e
intre 200-400 mg% (2-4 g/L).

Factorul II- protrombina — proendo-
peptidaza, o glicoproteind cu mobilitatea -
globina, cu 0 masa moleculara aproximativ
egala cu 63 kDa si punct izoelectric aproape

Figura 8.7. Asamblarea monomerilor
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Figura 8.6. Reprezentarea schematici a
moleculei de fibrinogen
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de 5. Se sintetizeaza in ficat si procesul necesita vitamina K, favorizind realizarea carb-
oxilarii de catre un sistem de enzime dependente de vitamina K. Procesului de carb-

oxilare 11 sunt supuse primele 10 resturi de
acid glutamic de la capatul N-terminal al
protrombinei. Fiind transformati in y-
carboxiglutamat, aceste resturi de aminoacizi
sunt capabile sa fixeze ionii de Ca™ (fig.8.8).

Antagonistii vitaminei K — dicumarolul si

derivatii lui, la fel ca si varfarina (otrava

pentru sobolani), provoaca hemoragii i sunt
substante anticoagulante.

Legind Ca*, protrombina se ancoreazi
cu fosfolipidele membranare ale trombocite-
lor acumulate in regiunea afectata. Acest
fragment se detaseaza, eliminind trombina,
carezultat al scindérii proteolitice a legaturii
arginind-treonina de la capatul N-terminal,
apoi a legaturii arginina-leucina. Masa mole-
culard a trombinei e de 33,7 kDa. Trombina
libera e capabila sa activeze fibrinogenul plas-
mei (fig.8.9).

Etapa de activare a F.X (Stuart-Prower)
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reprezinta contopirea mecanismelor de

coagulare a singelui. Ambele mecanisme, Q #0005 &
in consecinta, provoaca aparitia factori-
lor proteolitici, ce activeaza F. X, cu for- Z CH, N
marea trombinei.

OH OH

Factorul FV, F.VI — proaccelerina,
accelerina — este o proteina macro-
moleculard (350 kDa) produsa de

macrofage, prezenta in cantitati mici T
= CH

Dicumarol

(0,01g/L) in forma inactiva in plasma. Din
cauza labilitatii se degradeaza rapid sinu

mai poate fi pusd in evidenta nici in ser, nici OH CH ------
inplasma veche. Ea se consuma in decursul ' 2
coagulirii. Nu are proprietati enzimatice, Varfarma O=C—CH;

dar este un component al sistemului de ac-
tivare a protrombinei. Lipsa congenitala

1 ; ,
rara aF.V se transmite autozomal recesiv. T ,egﬁ?g?mmt
Fi agtoruf VII — proconvertina — €0 goomenyy regiune

globulina cu masa moleculara 15-25kDa,  seindat

are o concentratie de 10-15 mg/L, se sin- L

tetizeaza in ficat, cu participarea vitaminei AR il

K. f ?_- 323 .~ areloc scindarea
. ‘F:actorul VIII - globulina anﬂfzefno- S

litica, GAH —este o $-macroglobulin, cu

masa moleculara de 2 milioane Da, pre- l o

zenta in plasma in concentratie de 0,005 g/

L §' avind tl_rHPUI de injunvl?tapre de 0:]ll- Figura 8.9. Structura protrombinei o si B catene
matate de zi. Se formeaza in hepatocite.  in trombind, unite prin legatura disulfidici

Este un factor labil s1 se consuma in decur-

sul coagularii. Este alcatuit din trei componente distincte: F.VIIL _ reprezinta cofactorul
activarii F.X in prezenta accelerinei (F.VI) ; E.VIIL ,purtz'ltomi eterminantilor antige-
nici proprii; F.VIIIVW (von Willebrand), cofactorul manifestarii functiilor hemostatice
plachetare. Lipsa ereditara a acestui component duce la manifestarea angiohemofiliei
(maladia von Willebrand).

Factorul X (Stuart-Prower) este o proteina cu masa moleculara relativ redusa (56
kDa) produsa in ficat si prezenta in plasma intr-o concentratie de 1,003 g/L. Este o
substanti stabila care nu se consuma in cursul coagularii, formaté din doua lanturi peptidice
(unul greu i celalalt usor) cuplate disulfidic intre ele. F.IXa elibereaza, prin proteoliza,
din lantul greu al moleculei F.X un fragment peptidic mic. Prin aceasta se descopera
centrul activ situat in partea C-terminala a moleculei, prin care enzima devine §i ea activa
(F.Xa). Este de remarcat ca factorul Stuart-Prower poate fi activat nu numai prin
mecanismul fiziologic sus - nominalizat ci, in conditii patologice, si de catre alte
serinproteaze eliberate si activate in cursul diferitelor reactii inflamatorii.
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Proprietitile structurale si functionale ale factorilor sistemului de contact

In plasma sanguina sunt prezenti doi kininogeni: macro (HMWK) - §i microkininogeni
(LMWK). Sinteza lor este codificata de gena localizata in cromozomul 3. Gena respectiva
contine 11 exoni i 9 din ei formeaza trei exoni tripleti, fiecare din ei avind originea in
paternul genei cistationinei. Exonul 10 contine o secventa comuna pentru ambii kininogeni
(102) si 0 secventd unica C-terminalad pentru HMWK (10b). Exonul 11 codificd secventa
unica C-terminald a kininogenului micromolecular (LMWK).

Splaisingul altemativ al transcriptiei primare a genei kininogenului formeaza doua mRNA
diferite, specifice pentru fiecare forma. Kininogenii sunt glicoproteine polifunctionale,
moleculele carora sunt prezentate printr-un lant polipeptidic, sintetizate in hepatocite,
apoi glicozilate inainte de a fi secretate.

Kininogenul macromolecular (factorul Fitzgerald, HMWK). Molecula de HMWK
contine 626 resturi aminoacidice cu masa moleculara de 120 kDa si pI egal cu4,3.
Concentratia plasmatica este de 65-130 pg/mL.

HMWEK poate reversibil sa se fixeze de trombocite, neutrofile, celule endoteliale,
procesul necesitind ioni de Zn?*. Fixarea se realizeaza prin glicoproteine identice cu
receptorii ce fixeaza componenta C1q a complementului. La fixarea cu celulele endoteliale
se majoreaza viteza de eliminare a bradikininei, care stimuleaza generarea de NO sia
prostaciclinei, in consecinti, cu efect antitrombotic i vasodilatator. Domeniul terminal al
HMWEK poseda centre de fixare a prekalicreinei i a factorului XI al coagularii.

HMWEK inhiba activitatea proteinazelor cisteinice, preintimpina degradarea proteinelor
plasmatice la lezarea tesuturilor.

Kininogenul cu masa moleculara redusa de 80 kDa (LMWK, factorul Flaujeac)
reprezintd restul ramas in urma scindarii proteolitice a HMWK. Are o concentratie
de 0,05 g/L in plasma si timpul de Injumatatire de 30 zile. Secventa aminoacidica a
bradikininei este prezenta si in molecula de LMWK, ca urmare, acest peptid purtator de
semnale poate fi eliberat §i din aceasta proteina prin proteoliza.

Prekalicreina (PKAL, factorul Fletcher) si kalicreina (KAL) plasmei sanguine.

Prekalicreina este o glicoproteind ce contine 619 aminoacizi, avind o concentratie
plasmatica de 295-580nmol (35-50 ug/mL). Se sintetizeaza in hepatocite si gena
respectiva e compusa din 15 exoni si 14 introni, localizatd in partea distala a
cromozomului 4. Se activeaza PKAL la liza legéturii peptidice Arg 371 de formele
active (o si ) ale factorului XII, cu formarea lanturilor usor §i greu ale kalicreinei.
Lantul polipeptidic greu (4 domenii repetate, omoloage F.XT) participa la fixarea HMWK,
F.XII g1 a neutrofilelor. Kalicreina formata poseda un spectru larg de functii biologice;
hidrolizind doua legaturi peptidice in HMWK duce la generarea bradikininei.

Factorul XII (factorul Hageman) este sintetizat de hepatocite ca o glicoproteina cu
masa moleculara de 78 kDa, ce contine 596 resturi de aminoacizi §i 7% glucide. nRNA
respectivé are o lungime de 2,8 kilobaze. Activarea are loc sub actiunea kalicreinei
amplificatd de prezenta HMWK. Consecutiv, se formeaza doud forme active ot si 8
legate prin legatura disulfidica. Lantul greu e responsabil de fixarea proteinei de suprafata
anionic4, la activarea prin contact. Forma usoari () este un activator efectiv al PK AL,
iar o F.XIIa —al F.XI.

-561 -



Factorul XI (PTA, factorul Rosenthal) este sintetizat in ficat, contine 5% glucide,
are o masa moleculard de 143 kDa si este secretat in plasma in forma de zimogen in
concentratie de 30 nmol. Circuld acest factor in complex cu HMWK. Factorul PTA este
o proteinaza serinica deosebitd — molecula contine lanturi polipeptidice identice fixate
prin legaturi disulfidice si doud centre active la un mol de enzima. Activarea factorului
Xl are loc sub influenta factorului XIla, inprezenta HMWK.

Proteinele sistemului de contact nu sunt elemente fundamentale ale procesului de
hemostaza, dar joaca un rol auxiliar in generarea trombinei.

Mecanismul coagularii. Calea extrinseca e de durata scurtd — de secunde. Fac-
torul de declansare 1l constituie sucul celular eliminat la lezarea tesutului — factor tisular
de natura lipoproteica - fosfolipid (tromboplastind tisulard). Calea intrinseca e de
duratd ceva mai lunga — de minute, intervenind mai multi factori sanguini.

Caile extrinseca si intrinseca sunt determinate de sursa de fosfolipide. Ambele céi se
finalizeaza cu formarea tromboplastinei active (f. Xa), ca rezultat al metamorfozei viscoase
a plachetelor si eliberarea factorilor plachetari. Procesul se realizeaza in 2 faze — prima
reversibila, iar cea de-a [I-a este ireversibila.

In decursul primei faze a acivarii plachetare se elibereaza continutul granulelor dense.
Procesul este reversibil in sensul ¢4 in lipsa unei amplificiri poate si se stinga. In
mecanismul intrinsec cel mai puternici activatori ai metamorfozei viscoase sunt tromboxanii,
gratie activirii primare a fosfolipazei A. In cel extrinsec are loc activarea receptorilor
membranari fie printr-un contact cu fibrele de colagen, fie cu mediatorii de tipul:
catecolaminelor, endotoxinelor, ADP, proteazelor. Transmiterea intracelulard a semnalului
receptionat are loc prin intermediul mesagerilor secunzi, ca AMPc, DAG, IP, ,NO sau
prin intermediul proteinkinazelor (fig.8.10).

Faza a doua a activarii este caracterizatd prin eliminarea continutului de Ca™ al
granulelor si In prezenta adezinelor (fibrinogen, fibrinonectind) plachetele prezentind
metamorfoza viscoasd, aderd intre ele cu formarea cheagului alb— o stopare a leziunii
microvasculare. Serotonina eliberatd din plachetele agregate, prin efectele ei
vasoconstrictoare, reduce fluxul sanguin spre zona lezata.

Mecanismul complex al hemostazei functioneaza in organism ca un tot unitar,, dar din
punct de vedere sistemic coagularea singelui se imparte in 5 faze succesive:

prefaza: formarea tromboplastinei plasmatice prin orice cale;

fazal: transformarea protrombinei in trombina activa;

fazall: transformarea fibrinogenului solubil in fibrina insolubila — coagularea;

fazaIlII: fibrinoliza (uneori si fibrinogenoliza );

fazaIV: retractia cheagului.

Interactiunea dintre factorii sistemului de coagulare a singelui se prezintd in forma de
trei complexe fermento-cofactoriale ce asigurd coagularea in conditii fiziologice (fig.8.11).

Primul complex — V1la+ FT (factor tisular) — initiaza activarea factorilor IX s1 X.
Complexul nativ VII-FT este fiziologic inert i devine activ la actiunea factorilor [Xa si
Xa, In cantitati minime ce scindeaza o legéturd peptidicd in molecula factorului VII. Fixa-
rea factorului VII de cofactorul (FT) favorizeazi activarea efectiva a substraturilor
respective.
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Figura 8.10. Activarea plachetelor (schematic). Mediul extern, membrana plasmaticd si partea interna
a unei plachete sunt reprezentate de sus in jos. Trombina si colagenul sunt cei mai importanfi activatori ai
plachetelor. ADP este considerat un agonist slab; el cauzeazd agregarea, dar nu eliberarea granulelor (GP
glicoproteind, R'-R*- diversi receptori, AC - adenilatciclaza, PL - fosfolipide, PLA - fosfolipaza A2; PLCS
- fosfolipaza CB, PIP, - fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat, cAMP - AMPciclic, PKC - proteinkinaza C, TxA,
- tromboxan, IP, - inozitol-1,4,5 - trifosfat, DAG -1,2 diacilglicerol, proteinele G implicate nu sunt
ardtate).

Complexul colaboreaza la calea extrinseca, fiindu-i caracteristica posibilitatea de a
se inhiba numai dupa initierea procesului coagularii.

Al doilea complex fermento-cofactorial (IXa - VIIIa - FL membranare) activeaza
factorul X. Activarea factorului IXa(calea intrinsecd) este cauzatd de factorul XIa—
rezultat al interactiunii factorilor participanti la activarea prin contact (XII, prekalicreina,
kalicreina, kininogenul cu masa moleculara mare).

Alftreilea complex fermento-cofactorial (Xa -Va - fosfolipidele membranare) trans-
forma infinit protrombina in trombina.

Ambele cdi sunt convertite la aceastd etapa. Antitrombina i proteina C sunt inhibi-
tori efectivi ai complexelor 2 §1 3, pina la formarea lor. Inhibitori sunt absolut necesari in
procesul reglarii sistemului de coagulare a singelui, pe cind deficitul lor are consecinte
letale. Antitrombina inhiba factorii Xa si [Xa. Proteina C activa, cu participarea protei-
nei S (cofactor), inhiba factorii Va gi VIIla activati de trombina.
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Figura 8.11. Schematic, e redat procesul de coagulare a singelui

Ce reprezinta factorul IX (Christmas-Eve factor)?

O catena glicoproteica cu masa moleculara egala cu 58,7 kDa si continind 17% de
glucide. E vadita omologia dintre consecutivitatea aminoacidica la capetele N ale facto-
rilor IX, II, X la om. Concentratia in plasma constituie 3 mg/L. Azi e bine cunoscut si
structura domenica a F.IX. El, ca si factorii II, VII, X, proteinele C si S, formeaza grupa
proteinelor dependente de vitamina K. Capatul N terminal, numit Gla-domen, contine
resturi de y-carboxiglutamat. Proteina se sintetizeaza in ficat i pina la secretie este
modificati posttranslational —are loc 3-hidroxilarea Asp, de rind cu cele 12-y-carboxi-
lari ale acidului glutamic, glicozilarea in ambele domenii (N i C terminale).

Atasarea ionilor de Ca** la domenul Gla modifica conformatia factorului, devenind
biologic activ. Alte locusuri sunt necesare pentru interactiunea cu suprafetele celulare.
Domenul C terminal contine o triada de aminoacizi ai centrului activ, interactionind cu
F.VIIL

Sunt studiate mecanismele de activare a F.IX de citre F.XIa la nivel molecular: primar,
se scindeaza legatura peptidica Arg-Ala interioara, cu formarea unui produs intermediar
neactiv cu aceeasi masa moleculara. La faza urmatoare are loc scindarea legaturii Arg-
Val, cu eliminarea unui peptid compus din 35 aminoacizi, cu masa moleculara egala cu
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9000 Da de la catena grea, acesta continind 50% de glucide ale molecule1 primare, cu
formarea factorului [Xa. El contine o catend ugoara (1-145 aminoacizi cu masamoleculara
de16600 Da), legata prin leg. disulfidica cu catena grea (145-415 aminoacizi §i o masa
moleculari egala cu 27000 Da). Caracteristica este necesitatea de ioni de Ca**, care
sunt fixati numai de catre F.XI. Factorul [Xa ramine fixat de centrul activ al F.XIa, ce
preintimpind activarea ulterioard. Fosfolipidele (FL) concureaza cu F.XTa pentru F.IXa,
ambele psedind capacitatea de a lega fosfolipide. Astfel de mecanism previne formarea
si eliberarea cantitatilor considerabile de F.IXa, pina la aplicarea necesitatii de activare
continud a sistemului coagulant.

Capacitatea ferment-cofactorului complexului VII-FT de a activa F.IX s-a constatat
recent, ceea ce explica atit deficitul F.XIa, cit si al celor ce il activeaza (activarea prin
contact), de a nu deregla procesul de coagulare. Mecanismul activarii exercitat de catre
complexul fermentativ este similar cu al F. XIa §i necesita ioni de Ca*".

Investigatiile au confirmat ca FT (al lipidelor) in diverse concentratii regleaza activitatea
F.IX si X in mod diferit. Preponderent, acest complex (VIIa-FT) activeaza substratul
IX,darnusi X. in calea extrinsecd a coagulirii, la formarea formei intermediare a F.IX,
activarea e realizatd de componenta Xa-FT-Ca*", care se produce accelerat §i numai
faza finala de formare a IXa ¢ determinata de complexul VIla-FT-Ca*".

Procesul este cooperativ. Apoi [Xa, in complex cu VIIla, FL, Ca**, activeaza factorul
X —reactia de baza in activarea F.X. Are loc scindarea legaturii Arg-lIle (45-51) la
capatul N-terminal in catena grea, eliminindu-se un peptid cu masa moleculara de
10500 Da. Procesul se produce in prezenta ionilor de Ca®* + FL + VIIla (cofactor).

Antitrombina §1 heparina favorizeaza inactivarea (inhibitia) F.IXa. Insuficienta ereditara
a F.IX provoaca maladia Cristmas (hemofilia B), care apare la concentratia de 25%
din norma. Exista st molecule defecte, aparute la insuficienta ficatului, unde se sintezeaza
acest factor. Procesul de activare a F.X necesita si factorul plachetar 3 —un fosfolipid.

Sunt atestati 9 factori plachetari:

Fpl - participa la conversia protrombinei in trombina;

Fp2 - conversia fibrinogenului in fibring;

Fp3 - fosfolipid implicat in formarea F.X;

Fp4 - antiheparina;

FpS - serotonina;

Fp6 - fibrinogen plachetar;

Fp7 - trombostenina;

Fp8 - antifibrinolizini;

Fp9 - factor stabilizant al fibrinei.

Factorul XIV — factorul de antisingerare, anti-Wilebrand sau Nilsson, se remarca
prin functie, i nu prin natura sa chimica.

Dupa formarea fibrinei insolubile, urmeaza sinereza cheagului prin eliminarea apei
din ochiurile gelului, cu micsorarea spatiului dintre fibrile. Retractia se produce cu
conlucrarea trombocitelor functional normale, ce actioneaza prin trombostenina (Fp7).
ATP trombocitelor asigurd contractia Fp7, care antrencazd micsorarea in sens
longitudinal al fibrelor de fibrina, inregistrind pasiv atare rezultat.
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Fibrinoliza este un proces incontinuu, la fel ca §i coagularea, in cadrul careia
permanent se formeaza cantitati neinsemnate de fibrina. S-a stabilit ca una din globulinele
plasmei —plasminogenul (profibrinolizina), la actiunea unor factori tisulari sau sanguini,
de altfel ca g1 la influenta urokinazei urinei sau a streptokinazei microorganismelor, se
reproduce in forma sa activa — plasmina (fibrinolizina). Se include mecanismul -
cascada analog cu caile intrin- §i extrinsec ale sistemului de coagulare.

Plasminogenul este o serinproteaza formata in hepatocite, prezenta sub forma inactiva
in plasma. Este alcatuit dintr-un singur lant polipeptidic cu masa moleculara de 91 kDa.
Spre capatul N-terminal format de lizing, lantul peptidic formeaza cinci bucle, fiecare cu
o afinitate deosebita de a fixa aminoacizi — lizina §i arginina. Centrul activ e situatin
capatul C-terminal. Plasminogenul se activeaza prin proteoliza — ruperea unei singure
legaturi amidice intre arginini si valini. In conditii fiziologice, activarea se desfisoari
prin mecanismul intrinsec. Urokinaza este o serinproteazi, sintetizata in rinichi, cu masa
moleculara intre 33 §i 54 kDa. Cel mai puternic activator al plasminogenului este factorul
tisular (ATPG). Ultimul este o serinproteaza, cu masa moleculard 50 kDa, care se
formeaza in celulele endoteliale si SMM. Pot transforma plasminogenul in plasmina activa
s1 0 serie de serinproteaze nespecifice de origine celulara ca: F.XIa, F.Xa, tripsina, elastaza
etc.

Activarea plasminei prin mecanismul extrinsec se datoreazé factorilor exogeni ca
streptokinaza A. Ea se fixeaza de plasminogen, formind un complex echimolar. In forma
fixata, la 0 modificare conformationala, plasminogenul se activeaza partial. Acest complex
cu activitate proteolitica redusa transforma initial citeva molecule de plasminogen, care
prin autocataliza activeaza progresiv restul moleculelor. Deoarece se obtine usor,
streptokinaza A se administreaza cu succes in tratamentul fibrinolitic al trombozelor
coronariene si ale altor vase. Dezavantajul metodei consta in imunogenocitatea puternica
a substantei, cu consecinte negative in cazul administrarii repetate.

Mecanismul de actiune al plasminei este determinat de caracterul ei endoproteazic cu
spectru larg, preferential scindind legaturile peptidice ale argininei. In agsa mod, plasmina
activeaza prin proteoliza §i o serie de alte preproteaze (F.XII, F.XI, protrombina), in
vitro descompune cazeina si gelatina. Ca substrat al plasminei serveste fibrina. In cazul
in care este 1n exces, plasmina descompune atit fibrinogenul nativ, cit si o serie de factori
si cofactori din plasma. In urma activarii sale, plasmina se fixeazi pe suprafata fibrelor de
fibrina din cheag, din care elibereaza prin proteoliza o serie de produsi de degradare a
fibrinei. Acesti produsi sunt totdeauna dimeri, fiindca provin din peptidele invecinate (c,
P s17). Plasmina atacd si fibrinogenul. La inceputul activarii sale, plasmina elibereaza
prin proteoliza cite un fragment (A, B, C) din toate cele trei peptide (o, B §i7Y).
Fibrinogenul rdmas are o masa moleculara de 240 kDa si se numeste fragmentul X.
Acesta, mai departe, se scindeaza in doua fragmente noi: fragmentul D (100 kDa) si
fragmentul Y (100 kDa). Ultimul scindeaza rapid in inca doua fragmente: fragmentul D si
fragmentul E. In decursul fazei terminale a fibrinogenolizei se produc numai fragmentele
D s1 E. FDP (fibrinogen degradation products) sunt totdeauna monomeri care, in urma
activitatii transglutamidazice a factorului de stabilizare a fibrinei, formeaza exclusiv dimer.
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Mecanismul de actiune a plasminei

Plasmina transforma pro-metaloproteinazele matriciale in forma activa ce va favoriza
degradarea matrixului extracelular.

Efectul proteolitic al plasminei este stopatde « -antitripsina, o.-macroglobulina
side antiplasmina—albumina plasmei cu efect antiproteolitic. Ca preparate medicinale
ceretin fibrinoliza se utilizeaza inhibitori ai proteazei de tipul acidului aminocaproic,
trasilolului (acidul p-aminometilbenzoic), AMCHA (acidul aminometilciclohexanic).

Reglarea hemostazei

Se produce foarte fin, exact, deoarece formarea cheagului se realizeaza rapid si numai
in regiunea tesutului lezat. Multe probleme nu sunt solutionate, sa zicem: de ce
reglarea hemostazei se efectueaza in mai multe etape, cu participarea a 2 mecanisme?
Cum sunt legate intre ele? De ce are loc numai in regiunea afectata?

Unrol primordial il joaca labilitatea factorilor activi ai coagularii, pertoada lor de
injumatatire mica, dilutia in singe, neutralizarea in ficat, scindarea de proteaze, inactivarea
lor de catre inhibitori etc.

Viteza procesului de coagulare e mai lenti la:

1) temperaturi joase, la utilizarea ustensilelor cu suprafete de silicon;

2) utilizarea substantelor ce fixeaza Ca*— oxalatiilor de Na, K, NH,, citratilor;
compugilor chelati—trilon B (EDTA).

Protrombina, in urma activitatii sale, poate declansa coagularea intregului volum
plasmatic circulant. O asemenea coagulare intravasculard diseminata sau difuza, chiar i
in urma unor leziuni vasculare serioase se manifesta deosebit de rar datorita existentei i
functionarii unor mecanisme de reglare complexe care, prin interactiunile lor, asigura
mentinerea echilibrului efectelor pro- §i anticoagulante. Datorita faptului ca trombina
este enzima-cheie a coagularii plasmatice, majoritatea efectelor anticoagulante sunt
indreptate impotriva ei si manifestate de catre diferite antitrombine (AT).
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Trombomodulina (TM) prezinta un glicoproteid ce se expreseaza pe suprafata
celulelor endoteliale, formind complex cu trombina (1:1). In acest complex trombina s
modifica specificitatea fata de unele substraturi proteice — creste de 1000 de ori afinitatea
fata de proteina C i, activind-o, o transforma intr-un anticoagulant natural.

Antitrombina I reprezintd cheagul de fibrina. Trombina activa, fixata pe suprafata
monomerilor de fibrind, este situata in interiorul cheagului, astfel blocindu-si activitatea.
Insa, in urma unei fibrinolize rapide pot fi eliberate cantititi insemnate de trombina activa.

Antitrombina Il inseamna activitatea globala a antiproteazelor din plasma, nespecifice
trombinei, aga precum sunt ¢ -antitripsina, o,-macroglobilina etc. Activitatea lor
antitrombinica este, insa, limitata.

Antitrombina Il este unicul inhibitor specific al trombinei. Reprezintd o
glicoproteina formata dintr-un singur peptid, cu masa moleculara de 58 kDa i cantitati
normale in plasma sanguind de 0,1-0,12 g/L. (2,5 umol/L). Ea formeaza cantitati
echimolare cu trombina, blocindu-i activitatea. Dar pentru aceasta mai are nevoie de
prezenta unui cofactor numit ieparina. in prezenta heparinei, molecula de AT I1I este
supusa unor modificari conformationale, astfel marindu-i afinitatea fatd de trombina.
Respectiv, activitatea ei creste aproximativ de o mie de ori. AT III este activa si in raport
cu alte serinproteaze FVIIa, nu numai cu F.Xa. Domeniul functional C-terminal
interactioneaza cu proteinazele, iar cel N-terminal —cu doua site-uri de fixare a heparinei
sia heparan sulfatului proteoglicanilor de pe suprafata celulelor endoteliale. In decursul
coagularii, AT III se consuma. De aceea, din cauza lipsei AT 11l administrarea heparinei
in scop terapeutic poate s nu aiba efectul dorit. In asemenea cazuri, paralel cu heparina
este recomandabild §i administrarea plasmei.

Heparin Cofactor II (HP 1I) este o glicoproteind cu masa moleculara de 65 kDa.
Concetratia normala in plasma sanguina este de 90 mg/L (1,2 wmol/L). La fel ca AT 111,
HP ITinhiba trombina, darnu i F.X . In cazurile rare ale lipsei congenitale a HP IT apare
o predispozitie usoara spre tromboze, ceea ce ar indica rolul secundar al acestui factor
in reglarea hemostazei.

Hirudina din saliva lipitoarelor este un peptid cu masa moleculara de 6 kDa, care
inhibd direct trombina, farad prezenta unui cofactor.

Antitrombina 1V este reprezentatd de cele doua peptide (pretrombinele I si II)
eliberate in cursul activitatii protrombinei. Aceste peptide, fixindu-se pe suprafata
trombinei, 1i blocheaza centrul activ. Pretrombina II are un efect inhibitor si asupra
polimerizarii monomerilor de fibrina.

Antitrombina V reprezintd suma efectelor complexe antitrombice ale unor
imunoglobuline libere sau cuprinse in particulele complexelor imune circulante care, fixindu-
se de trombina, pot bloca, partial sau total, miezul ei activ.

Antitrombina VI cuprinde produsii de degradare (FDP: fragmentele D, X, Y, E) si
combinatiile acestora, eliberate in cursul degradarii fibrinogenului din plasma. Aceste
fragmente blocheaza, pe de o parte, centrul activ al trombinei, pe de altd parte, inhiba
formarea si polimerizarea monomerilor de fibrina. Fragmentele X 1si pastreaza
coagulabilitatea, care poate fi declansata prin adaugarea in vitro, 1a plasma, a ctanolului
sau a sulfatului de protamina. Fenomenul se numeste paracoagulare si este folosit ca
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test de laborator in explorarea starilor de coagulare intravasculara diseminata.

Proteina C este o serinproteaza [} globulinica de origine hepatica, dependenta de
vit.K, care in prezenta cofactorului proteina S si a fosfolipidelor descompune proteolitic
cofactorii activi V, VI, s1 VIII. Este activata de excesul de trombina s1 inactivata de o alta
proteaza glicoproteicd numitd inhibitor APC. Cele redate sunt tlustrate in schema de
mai jos.

PRI e

C0006eeeeses: Pee 60 660000000666606666600006668

Proteina S, dependenta de vit.K, fiind un complex cu APC majoreaza de 10 ori
afinitatea ultimei la fosfolipidele celulelor endoteliale si ale trombocitelor. Interactiunea
accelereaza peste 20 ori capacitatea complexului PC-PS de a inactiva F. Va.

In serul sanguin, aproximativ 40% de proteina S este in stare libera, cealalta cota—
in complex cu reglatorul proteic al cdii clasice a complementului C4b-BP. Numai fractia
libera poseda functie de cofactor. Ca si proteina C, este un cofactor stabil care se consuma
in decursul coagularii.

Efectele analogice sunt caracteristice:

3) derivatilor cumarolului — inhibitori competitivi ai vitaminei K

4) veninul serpilor poseda efect antitromboplastinic;

5) tabaninei - substantd antitrombinica, continuta in saliva unor insecte ce sug singe.

Concentratia proteinelor hemostaziei in vivo oscileaza in limite mari: de la nanomoli
( FVIIa, VIII) la micromoli ( F I, IT) (vezi tabelul.8.3), conform DiaSys Diagnostic
Systems, 2005.
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Tabelul 8.3. Masa moleculard si concentratia medie in plasmd a proteinelor de coagulare si inhibitorilor

Proteina Concentratia medie in plasma | Masa moleculara
in Da

1. Fibrinogen 2 1,8-3,6 g/L 340,000
2. Protrombina (II) 1,4 umol/L  |100-150 mg/L 72,000
3. Factorul tisular(III) - 110-180 ng/L 44,000
4. Factorul V 30 nmol/L 0,01 g/L 330,000
5. Factorul VII 10 nmol/L 0,5 mg/L 50,000
6. Factorul VIla - 0,005 pg/L 50,000
7. Factorul VIII 0,3 nmol/L 100 pg/L 285,000
8. Factorul IX 90 nmol/L 5,1 mg/L 57,000
9. Factorul X 180 nmol/L 10 mg/L 58,500
10. Factorul XI 30 nmol/L 4,8 mg/L 160,000
11. Factorul XIII 30 nmol/L 10 mg/L 320,000
12. Proteina C 65 nmol/L 3,7 mg/L 62,000
13. Proteina S 140 nmol/L 10 mg/L 69,000
14. Trombomodulina - 2,7-5,4 ug/L 100,000
15. Antitrombina III |2,5 pmol/L 200 mg/L 58,000
16. IFT (inhibitorul - 75-120 pg/L 40,000

factorului tisular)

Majoritatea factorilor de coagulare sunt serinproteaze, la fel ca si cele eliberate din
micro- si macrofage in procesul inflamatiilor. Aceste serinproteaze se punin libertate
sau se gasesc in lichidele biologice, inclusiv plasma, sub forma proenzimelor inactive,
care se activeaza tot prin proteoliza de catre alte serinproteaze deja active. Ca urmare,
activarea prin proteoliza sau prin contact a unui fel de serinproteaza, poate sa duca
practic la activarea tuturor proenzimelor de acest gen. Ansamblul acestor enzime (proteine
scindatoare de proteine) formeaza in organismun sistem proteolitic autoamplificator,
cuprinzind numerosi reprezentanti ai enzimelor lizozomale, leucocitare i plachetare, ai
factorilor de coagulare, de properdina si de complement. Activarea individuala si
globala a acestora este insd controlata in spatiu §i timp de catre antiproteazele din plasma
st din lichidul nterstitial. Ca urmare, gradul de manifestare a unei coagulopatii, respectiv
gravitatea g1 extinderea unei inflamatii, sunt determinate de raportul momentan intre
activitatea serinproteazelor si a antiproteazelor.

-570 -



