SERIA ERITROIDA NORMALA

ERITROPOIEZA

Are loc la nivelul maduvei rogii hematogene care din punct de vedere functional are
trel compartimente:

1. compartimentul de sustinere reprezentat de lamelele osoase din epifizele oaselor
lungi, la care se adauga sistemul reticular.

2. compartimentul vascular reprezentat de ramificatiile terminale ale arterei nutritive
a osului, respectiv capilare sinusoide fenestrate, cu membrana bazald si endoteliu.
La acest nivel are loc diabaza (trecerea in circulatia periferica a celulelor mature si a
factorilor care o regleazi)

3. compartimentul celular (vezi micromediul medular hematopoietic).

Functiile miduvei osoase sunt: hematopoietica, osteopoietica si imunologica.

Eritropoieza incepe cu celula stem si sfirseste cu hematiile circulante. Acest proces
presupune proliferarea §i maturarea (diférentierea) precursorilor eritrocitari, ca si biosinteza
hemoglobinei. Eritropoieza se desfitgoara in cadrul unui perfect echilibru intre compartimentul
de produciie si cel functional. Celula stem eritropoietica este asemanitoare unui limfocit mic
§i-1 reprezentatd de BFUE (Burst Forming Unit Erytroid) si respectiv CFUE (Colony Forming
Unit Erytroid).

Seria eritroida reuneste 6 stadii succesive:

L. proeritroblastul (pronormoblastul) este o celula mare (18-25 microni), rotunda,
cu nucleu rotund, voluminos (8/10 din suprafata celulei) cu cromatina fini, dispusa
in refea $i cu 1-2 nucleoli. Citoplasma putind, intens bazofila la periferie, bogata in
organite, iar perinuclear cu o zond cromatofobi care, di reactie la fosfataza acida,
reactie ce se diminueaza pe procesul maturiirii (complexul Golgi).

2. eritroblastul (normoblastul) bazofil (18-20 m) cu rata nucleoplasmatica de 1/5.
Nucleul sferic, lipsit de nuclecli, este dispus central cu cromatina in agregate
neregulate, dense, iar citoplasma intens bazofild. Zona cromofoba perinucleard mai
putin evidenta.

3. eritroblastul (normoblastul) policromatofil este o celuld de 10-12 um, rotunda,
cu nucleul excentric, mai mic decét cel al celulei precedente, ocupind 50% din
suprafata celulei. Cromatina, de asemenea, mai condensata. Rata nucleoplasmatici
in favoarea citoplasmel, care este mai bazofili la periferie.

4. eritroblastul (normoblastul) oxifil (ortocromatic/acidofil) celuld rotundi sau usor
ovala de 8-10 pm cu nucleul ocupind 1/4 din suprafata celulei. Nucleul pierde
treptat cromatina, devine picnotic si urmeaza expulzarea lui. Citoplasma oxifila co
usoard tendinta policromatofila. Acest stadiu seamina cu o hematie nucleata.
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3. reticulocitul (proeritrocitul) de 9-10 pm, reprezinti 1% din eritrocite. In maduva
0soasd sunt de 3-4 ori mai multe reticulocite, decét in sange. Sunt de fapt hematii
imature, care se matureaza definitiv in cele 1-3 zile cét cireuls in singe. Denumirea
de reticulocit este datoratd prezentei refelei filamentoase formati din organitele
ramase din celula precedenta si din ribonucleoproteinele care precipitd sub actiunea
colorantului albastru de crezil. Reticulocitele continua sinteza de hemoglobina pani
la saturarea hematiilor, are inca activitate “respiratorie” (ciclul Krebs) care lipseste
in hematie §i permite misciri de diapedeza (trec din spatiul medular in sinusoidele
sangvine),

Dupé maturare refeaua dispare fiind fagocitata de macrofage. Numirul reticulocitelor
reflectd capacitatea proliferativa a maduvei. deoarece scAderea numdrului lor indica
insuficientd medulara in producerea de hematii.

In concluzie, seria normoblastelor se caraclerizeazi prin: sciderea taliei si implicil a
nucleului; rata nucleoplasmatica creste; cromatina nucleard creste cantitativ si se condenseazi,
devenind ulterior picnoticd si  precedand expulzarea nucleului; creste cantitatea de
hemoglobina si concomitent scade RNA-ul ribosomal.

De la stadiul 1 la stadiul 5 eritropoieza se desfisoard in 7 zile: in primele 4 evolueazi
paralel procesele multiplicarii $1 maturirii, iar in urmdtoarele 3 zile are loc exclusiv maturarea,
fazi in care sum prezenti eritroblagtii policromatofili evoluati (care nu se mai inmuliesc
deoarece contin putini acizi nucleici), eritroblasti oxifili si reticulocite
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Fig 7. Diagrami ce ilustreazi secventa amplificirii i maturdirii in dezvoltarea celulelor rogii mature din
pronormaoblst. 1 - miduva asoasa; 2 - sdn £¢; 3 - pronormoblst; 4 - normoblaste; 5 - normoblaste bazofile;
6 - normoblaste; 6" - normoblast acidofil; 7 - reticulocite: 8 - celule rogii (eritrocite, hematii),

6. Hematiia este “celula” functionali a seriei eritroide. In sange circula 120 zile, dupa

care devine semescentd si-i fagocitata de macrofagele splenice. Este o structuri
ultraspecializatd contindnd, prin excelentd, hemoglobini care transportd oxigenul din
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atmosfera, la tesutun s dioxidul de carbon, de la tesuturi via plamani in atmosfera. Are forma
de disc biconcav, adaptare perfectd la functia de transport a oxigenului, decarece asigurd o
suprafatd maxima ( aproximativ 120-140 u® ) la un volum mic ( aproximativ 80-90 pz ).
Forma de disc biconcav (in sectiune transversald are formd de piscot) se datoreaza
interactiunilor dintre fortele intrinseci si extrinseci. Pe frotiul proaspdt hematia apare de formi
rotundd, cu o zond palidd central 51 0 zond periferici mai intens colorati. In organismul
sanatos 60% sunt hematii normale, iar restul sunt fie tinere, fie senescente sau ambele. Sunt
foarte plastice, modificindu-si forma la trecerea prin capilare (vase sangvine foarte inguste),
deoarece se pot deforma.

1. Dupd gradul incarcarii cu hemoglobind (dupd culoare) sunt hematii normocrome,
acromocite, policromatofile si hipocrome.

Acromocitele sunt de fapt, reticulocite tinere ce contin foarte putind hemoglobini si
provin din eritroblastele policromatofile. Aceste reticulocite au expulzat prematur nucleul,
deci inainte de saturarea cu hemoglobini a citoplasmei.

Hematiile policromatofile sunt incomplet mature dupa expulzia nucleului, fiind deci
reticulocite. In mod normal sunt 1-2%.

Hematiile hipocrome sunt palide si contin putind hemoglobina.

2. Dupa dimensiuni (anizocitoza) sunt:

— megalocite: hematii de talie foarte mare prezente exclusiv patologic.

~ macrocite: hematii de dimensiuni ce depéisesc volumul normal. Fiziologic, sunt sub
20% macrocite din totalul hematiilor.

— microcite: hematii mature, dar sub volumul normal. Sunt 20%4 din totalul hematiilor,
cu hemoglobina cantitativ redusa.

3. Dupd forma (poikilocitozd) sunt forme diferite de hematii datorate alterdrii prin

modificiri ale continutului lor:

— sferocite-microcite rotunde, intens colorate, fira centru palid,

— drepanocite (sickle cells) — hematii in forma de semiluna, intens colorate,

— eliptocite (ovalocite)— hematii de forma ovali,

— acantocite — hematii cu spiculi pe suprafat,

— dacrocite — hematii in forma de piciturd de lacrimi (dacros-lacrima).

— leptocite — hematii in forma de semn de tras la {inta, respectiv prezinta periferic un
inel de hemoglobina colorat normal, in centru o zond palida, deci repartizare inegala
de Hb,

— anulocit — hematii mai mult sau mai putin golite de Hb, rimine numai un inel
periferic),

— Burr cells — hematii crenelate ce apar in solupiile hipertone, dar i cind frotiul este
incorect executat sau cind se usucdl prea rapid.

4. Hematiile contin si diferite incluzii. Astfel sunt:

— corpii Heinz ce reprezintd agregate de Hb denaturatd oxidativ,

~ corpii Howell-Jolly ce reprezintd resturi de nucleu sub formi de granule rotunde,
dense, respectiv condenséri de cromatind rimasi anormal in hematie,

— inelele Cabot, filiforme (linii cu circuit inchis) in forma de cerc, de 8, de semiluna
sau de racheta. Inelele Cabot provin din proteinele fibrilare ale fusului de diviziune,
cae nu s-au absorbit in urma telofazei,

— punctuatiile bazofile reprezentate de mici granulatii diseminate pe intreaga suprafatd a
hematiel $1 constituite din agregate de ribosomi bogate, evident, in ARN. La acestea
s-ar asocia mitocondrii si siderosomi (cu fier neheminic).
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STRUCTURA HEMATIEI

Hematia prezintd membrana §i citoplasma (citosol) lipsite de mitocondrii 51 celelalte
organite. Nu are nucleu. Contine prin excelentd constituienti biochimici necesari functionarii
¢i, respectiv hemoglobina (Hb) si sistemele enzimatice proteice care 1i asigurd un citoschelet
bine structurat.

Membrana hematiei (fig. 8) (complex lipo-glicoproteic plus citoschelet) este o
barierd selectivi pentru schimburile sale cu mediul si contine 52% proteine, 40% lipide 51 8%
glucide asociate proteinelor. Prezini in structura sa, trei straturi paralele: superficial, mijlociu

(electronodens) si intern (electronoclar).
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Fig. 8 Compozili, aranjamentul si nomenclatura componentelor moleculare ale celor trei straturi care alcatuiesc
membrana eritrocitari. Eritrocitele golite de continutul lor (devenite , fantome eritrocitare'') sunt supuse actiunii
unor detergenti care le separd in mai multe componente. Pe de o parte obtinem lipide solubilizate impreund cu
proteinele integrate si stratul superficial bogat in acid sialic, iar pe de altd parte obtinem o grupare de prmame
care constituie stratul subiacent sau scheletul membranei. In figurd este prezentat schematic, modul de organizare
a acestor componente in cele trei straturi, precum §i interactiunile dintre ele.
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Stratul superficial se distinge prin prezenfa a numerogi antigeni (Ag) printre care se
reunesc dupd determinati specifici datorati lanturilor de hidrati de carbon. dar §i de combinatia
acestora cu lanturile peptidice (de exemplu, proteinele benzei 3 confin majoritatea
determinantilor pentra sistemul Rh), Pe suprafaia membranel sunt §i receptori pentru diversi
paraziti, virusuri, lectine. Polizaharidele stratului extern al membranel intervin §i in
recunoasterea celulard ca si in adezivitate. Glicoproteinele acestui strat sunt predominant
incircate negativ datorita prezentei acidului sialic.

Stratl mijlociu. de naturd lipidica, foarte mobil ii conferd membranei hematiei
capacitatea de deformabilitate (il modifica forma) dar, pe de alta parte, nu-i conferd suficienti
resistenti. Contine spre exterior fosfatidil colind i sfingomielina, iar spre interior, fosfatidil-
serind si fosfatidil etanolamind. De asemenea, aceasta portiune contine colesterol {1.9x10°
molecule). Stratul mijlociu lipidic reuneste strict proportional moleculele de colesterol §i
moleculele fosfolipidice, Aceste structuri ancoreazi la suprafald moleculele de zaharuri §1, de
asemenea, sunt traversate de proteinele integrate membranei. Printre acestea din urmd citdm
glicoforinele si proteinele benzii 3 care sunt canale de transport.

Stratul intern reprezinld citoscheletu] hematiei, constituit dintr-o retea de molecule
fibrilare si globuloase care tapeteaza partea internd a membranei. Citoscheletul conferd astfel
hematiei rezistenta, forma, capacitatea de deformabilitate si integritate in circulatie.
Electroforetic, s-a stabilit dupd viteza de migrare a proteinelor, prezenta a 10-15 benzi (pentru
proteinele structurale majore) pe langa care s-au detectat incd aproximativ 200 de proteine
minore. Dintre proteinele majore mentionam: '

— spectrina — proteind structuraldi a membranei hematiei, pe departe cea mai
importanta (75% din proteinele scheletale), care apare pe locurile 1 si 2 ale benzilor de
migrare electroforetica. Este o proteind fibrilard, flexibild, un heterodimer [ormat, deci, din
doud lanturi polipeptidice dispuse in helix-alfa 5i -beta dimer spiralat ce rezulta in urma
interactiunii necovalente, ambii monomeri au capete terminale -COOH §i -NH,. Capétul
.COOH al monomerului alfa se cupleazi cu capatul -NH; al monomerului beta. Accasta este
cuplarea “cozilor” proces mediat de actind (proteina benzii 5) §i de proteina benzii 4.1.
Dimerii de spectrina se pot lega in tetrameri numai prin intermediul actinei (banda 5) $i a
proteinel benzii 4.1. asigurdnd legiturile pe orizontala (retea orizontald bidimensionala).
Existd insa si legdturi pe verticala (proteine integrate) cu straturile lipidice supradiacente,
fosfatidilserina si fosfatidil etanolamina. Astfel integratd, proteina este inclusi in dublul strat
lipidic (banda 3) si ancorata prin intermediul anchirinei (banda 2.1) tot la refeaua de spectrind,
astfel inciit se realizeaza 3 tipuri principale de interactiuni ale spectrinei:

— interactiunile cu proteinele scheletale (reteaua orizontald bidimensionald)

— interactiunile cu proteinele integrate (legaturi verticale)

— interactiunile directe cu stratul lipidic supradiacent, respectiv cu fosfatidilserina i

fosfatidil etanolamina.

Aceste interactiuni intervin in plus in mentinerea stabilitifii dublului strat lipidic, de
aceea stabilirea acestor legituri duce la pierderi de membrana lipidica.

actina (proteina benzii 5) este o proteind fibrilard elastica, asemandtoare actinei din
muschi sau trombosteninei din plachetele sangvine i reprezinta 10% din toate proteinele
scheletului membranei. Pentru un dimer de spectrind revin 4 filamente de actind. Aceste
doud proteine contactile se leagi 5i de proteinele benzii 4 care string dimerii spiralali de
spectrind, asigurand suportul interactiunilor proteinelor scheletale pe onzontald
- proteina benzii 4.1, abundentd in membrand, moduleazi legaturile dintre dimerii
spiralati de spectrini si filamentele de actini fixand astfel scheletul de stratul lipidic
superior via proteinei integrate (banda 3). [mpreund cu actina proteinele benzii 4.1
intervin crucial in mentinerea integritafii citoscheletului, )
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— anchirina (proteina benzii 2.1) este o proteind globuloasa. Se leaga in plan orizontal
cu dimerul de spectrini, iar in plan vertical cu proteina benzii 3 cu care
interactioneaza “ancordnd” refeaua de bazil la straturile superioare.

- proteina bénzii 3 eslte o proteind voluminoasd, de fapt, o glicoproteind integratd,
principala proteind translipidica ce leagé dublul strat liptdic de scheletul subiacent
contine majoritatea determinantilor pentru sistemul Rh, iar citre exterior esle
receptorul concavalinei A, lectina din Ricinus §i intervin in permeabilitatea
anionilor sulfati si fosfan, a glucozei, dar si in micgorarea apel. Sunt aproximativ
100.000 de molecule de proteina benzii 3 pe suprafaja unei hematii.

Pe langa proteinele structurale mentionate, membrana hematiel confine §i proteine-

enzime, printre care proteina benzii 6-gliceral-3-fosfatdehidrogenaza, ATP-aza 5i acetilcohnesteraza.

Glicoforinele sunt de trei tipuri: A, B §i C. Glicoforina A ¢ste cea mai abundentd pe
suprafata hematiei. Este formata dintr-un singur lan peptidic constituit din 131 amnoacizi.
Capatul N-terminal si primii 90 de aminoacizi sunt in exterior. La acest capat sunt legate 16
unitati de oligozaharide, adicd 60% din intreaga masi a moleculei. Glicoforina A define
antigeni ai grupei sangvine MN. ca §i receptori pentru mixovirusuri si lectine vegetale.
Glicoforinele se ramifica pe suprafata hematiilor, majoritatea lanturilor de oligozaharide
ramificate contin la capit acid sialic (sarcind electricd negativa), care intirzie aglutinarea §i
sedimentarea hematiilor.

Este evident faptul ca orice defect mutagen sau reactie biochimici anormale conduc la
stabilirea interactiunilor necovalente ale citoscheletului membranos cu consecinta instabilitatii
legaturilor si de aici la pierderi de fragmente de membrand, la scaderea suprafetei si volumului
hematiei, la sciderea capacitatii de deformare reversibila, la cresterea retineril hematiilor in
splind si in final, la hemoliza precoce.

Citosolul {citoplasma) hematici este in proportie de 33-35% reprezentat de Hb, 60%
api 5i 5-7% alte substante in suspensie apoasi. Afara de Hb si enzime se gasesc substanfe
organice cu moleculd mica (exemplu glucoza, glutationi, ATF), compusi metalici si metaloiz)
{exemplu fosfor, zinc, cupru, sulf) §i alte substante, toale acestea concurind la menfinerea 120
zile a Hb functionald -oxiHb- ce leagé si transporti labil oxigenul.

Hemoglobina (fig 9. 10) este o cromoproteina formatd dintr-o componenta proteici-
alobina {96%) si una prostetica -hemul, o protoporfirind ce confine fier.
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Fig. 9. Structura hemoglobinei.

Fig 10 Sinteza hemoglobinei in dezvoltarea 5i evolutia

5 eritrocimini. Mitocondriile sunt locurile principale ale
sintezei protoporfirinei. Fierul (Fe) este adus de ransferina
circulantd, Lanturile plasmei sunt sintetizate pe ribosomi.
Acidul delta-amino-levulinic. CoA - coenzima A. ———

Porpheobilancgen o 3 pa inogen
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Sinteza Hb presupune:

~ integritatea sistemului enzimatic care este prezent incepdnd cu eritroblagtii sl

sfarsind cu reticulocitele. Hematia maturi este lipsitd de sistem enzimatic.

— schimburi permanente cu mediul extraeritrocitar,

aportul continuu de materiale plasmatice necesare sintezei sale, cum sunt proteine,
Fe2+ (bivalent), catalizatori (ioni de nichel, molibden, mangan), vitamina B12,
acidul ascorbic.

Globina (fig. 11,12) este o proteind bazicid din clasa histonelor. formatad dintr-un
tetrameric, respectiv 4 lanturi polipeptidice, doud cite doud identice, cu secvenie specifice de
aminoacizi. Aceasta este structura primari. Sunt doud lanturi alfa, fiecare format din cite 141
aminoacizi (alfa 1 si alfa 2) si doua lanturi beta formal fiecare din céte 146 amincacizi (beta 1

si beta?).

Fig /1. Expresia unei gene a globinei
wmane, excizia infronilor, procesarea
exenilor 5 transrelatia ciitre ribosomi.
Transporiul primar este taiat la 20
nucleotide aval de aceastd secventd
Lcaplatd” la capitul 5° 5i ullerior este
addugald o coadd poly(A). N - nucleu;
C - citoplami; 1 - procesare; 2 - coada

.:f. c poly{A)-3": 3 - transcript mRNA procesat:
3 ' 4 - translagia pe ribosomi; 5 - lantul
5 fi-globulingi.

Chromosome T8 Chromosome 11
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Fig, 12. Clusterii genei globinei pe cromosomii 16 §i 11. In timpul vietii embrionare, fetale i adulte, diferite
gene sunt activate sau supresate, Diferitele lanfuri sunt sintetizate independent §i apot combinate unul cu abtul

pentru a produce diferite hemoglobine. Gena gamma poate avea doud secvente, diferind de cea care este un
reziduu de acid glutamic sau alaning la pozisia 126 (G sau respectiv A).

e — s

in structura globina hemoglobinei fiziologice pe langa lanturi alfa gi beta intra §i alte
lanturi polipetidice §i anume beta, epsilon, gamma $i zeta. Lanturile beta 51 gamma au cate
146 aminoaciz, iar lanturile epsilon §i zeta au cite 141 aminoacizi.
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Pe aproximativ 75% intindere, lanfurile de aminoacizi au structurd spatiala de tip
epsilon, adica helicoidala, ceea ce reprezinta structura secundarid. Aceastd structurdi este insd
intrerupta la anumite intervale, de regiuni nehelicoidale, gtcrcrminﬁnd indoirea si incolacirea
catenei polipeptidice,” rezulténd astfel structura terfiard. In sfirgit, structura cuaternard este
reprezentata de 2 dimeri alfa-beta mentinuti prin legituri necovalente intre lantul alfa al unuia
din dimeri i lantul beta al celuilall. Astfel, tetramerul capitd structurd ridimensionala si
contine 4 grupari de hem sfercidale.

Cele 4 lanturi stabilesc legturi intercatenare realizind tocmai structura cuaternari
indispensabild memjinerii structurii i functiei normale a Hb.

Ficcare din cel 4 lanfuri polipeptidice are atagatd o grupare hem dispusd la exteriorul
moleculei de Hb, in “buzunarul hemului™ o cavitate realizatd in cadrul structurii tertiare a
fiecirui lant. De-a lungul axului central al moleculel de globind existd o cavitate cu doud
fosete: una care separd lanturile alfa g1 una care separd lantunle beta. [n aceste fosete se
fixeaza 2.3 difosfoglicerolul (2,3 DPA) cu rol important in fixarea oxigenului.

Hemul se leagi la globind via inelului imidazolic al histidinei din pozitiile 92 si 63
pentru lanturile beta si 87 si 58 pentru langurile alfa. Inelul imidazolic al histidinei din pozitia
beta 92 (respectiv alfa 87) se leagd direct la atomul de Fe®™, jar cel din pozitia beta 63
{respectiv alfa 58) se leaga indirect, fiind o legatura labila ce permite legarea atomului de F e
la Hb in forma oxigenatd. Pe lingd aceste legaturi hemul §i globina se leagi 51 prin legaturi
polare intre radicalul acid propionic (pozitiile 6 §i 7 ale protoporfirinei) si grupdrile aminice
din lanturile polipeptidice. Exista si legatuni van-der- W aals intre gruparile metilice si vinilice
ale hemului, pe de o parte, §i unii aminoacizi din lanfurile polipeptidic, pe de alta parte.

Legaturile dintre lanjurile alfa, respectiv beta sunt slabe, iar cele dintre lanfurile beta 1
si alfa2 si alfal §i beta2 sunt foarte puternice. Sinteza globinei se face conform unui program
genetic stocat in gene §i care regleaz sintezele lanturile hemoglobinei. Existd un strict reglaj
pe parcursul formdrii structurii primare $i pdna la cea finala cuaternard. Rata de sintezi a
globinei este corelatd cu rata de sintezi a hemului care arc rol esential in reglarea sintezel
alobinei. Sinteza cea mai abundenta cantitativ are loc la nivelul eritroblastului oxifil.

Tipuri de HB

Fiecare lant polipeptidic este controlat genetic, deoarece pentru fiecare exisla o gend
structurald codificantii. Astfel, genele lanfului alfa i zeta sunt localizate pe bratul scurt al
cromesomului 16, iar cele pentru celelate 5 lanfuri (beta, gamma, delta, epsilon), pe bragul
scurt al cromosomului 11,

Hb fiziologice sunt:

|. Hb embrionare — Gower (€2, 2} in primele 6 sdptdmdni embrionare

— Gower 2 {«2&2 pana in luna 3a)
— Portland (y2.62-urmane)

2. Hb fetale — HbF (02y2) 70-80% in prima saptaméana dupd nastere, cand coexista
cu Hb Gower. La finele primului an de viafi se pastreazd numai 1%. in sangele din
cordonul ombilical si la noul nascut HbF reprezinta 70-80% din totalul Hb. Se
caracterizeazi prin rezistenta mare la denaturare alcalind datoritd, se pare, structurii
primare a lanturilor y §i legaturilor chimice dinre acestea i lanturile o. De
asemenea, are afinitate crescutd pentru oxigen comparativ cu HbA1 deoarece leagd
2.3-DPG mai greu decdt aceasta. Acest caracler permite trecerea oxigenului la
nivelul capilarelor din vilozitatile coriolare ale placentei. de pe Hb Al din hematiile
materne, pe HbF din hematii fetale.
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l HEMOGLOBINA 3. Hb la adult — HbAl si HbAZ a

3000 mg ciror sintezd incepe incd din
[ T etapa fetald si imediat dupd
BSORBTIE o JH_LANT = nastere, inlocuind HbF. HbAI-
ABS o IER CICU EXCRET " Qe
I me/24 ore {TRANSFERINA) | my/24 ore 9?, 98%, HbA2-2-3%, HbE-sub
3 mg % din totalul Hb. HbA1 (022}

/f/ e, se caracterizeazad prin mobilitate
e #,'/,' K clectroforetica, pH 6,87, atimtate
[ RI.E.ZER\-'E DE FIER ‘ FIER TISULAR pentru | :ingtn, vitezd de

1500 mg 00 mg denaturare in mediu acid sau
alcalin. HbA2 (x2A2)-sinteza
lanturilor incepe cu HbAL s
rimine constanid toatd  viata.

Fig. 13 Compozitia de Ner a hemoglobinei.

Electroforetic, este mult mai lentd decét HbAL.

Hemul este o moleculd plana, de culoare rogie. Este o I‘ecruprulupﬂrhrm-ﬁ IX in care
atomul de Fe™ (feros) este localizat in centrul inelului porfirinic. Fe'' se leagd in cadrul
moleculei de Hb prin 4 atomi de azot ai inelului tetrapirolic $i prin alte doua legituri cu
globina (fig. 13, 14).

Pierder:
Ahsorbtie Tesumf't
=1mg
'I ransferi
=20 mg / =20 mg
i £ T o 0i=13p
Frz 14, Ciclul zilnic al fierului, Midu».a c:-suasﬁ srmmnomoooses Macrofage,

Cantitatea cea mai mare de fier o

contine hemoglobina. Dupé liza
hematislor esze refolosit pentru sinteza
; iz Din f: ;
Acestyia macrofage fierul este =20 mg =20 mg
transferat la transformarea plasmatica 51
astfel la eritoblastele medulare. Hemoglebina din-

Absorbtia fie-rubui este suficientd pentru hematiile circulanie
a com-pensa pierderea lui. Linia
interupli indicd eritropoieza ineficienta, 1,7-24 g

Hemul se fixeaza reversibil. Oxigenul fiind partea fiziologic activa a Hb.

Fierul are in total 6 valente din care, cum menfionam, 4 sunt ocupate de azot, una care
leaga histidina globinei §i una ocupata allernativ de oxigen (in sangele oxigenat, nu atrial) i
una libera (in singele incircat cu CO2- nu venos).

Cei 4 nuclei pirolici sunt interconectati prin legituri metil 5i prezinta 8 lanturi laterale.

B 4 lanturi metilice

B 7 lanturi uridinice

B 2 lanturi propionice
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Sinteza moleculei de hem (fig. 15) se desfigoard intr-o cascada de reaclii catalizate de
8§ enzime specifice din mitocondrii. Sinteza are loc in 7 etape derulate in citoplasma (cu
catalizatorii vitaminei B6 si B12) si in mitocondrii. Ea incepe ¢u o molecula de glicocol 51 una

de succinat, precursori cu molecula mica.

Succunil- Cod +Glicocol
Ala sintetaza |
Y
Acid o amino [} ceto adipic

Acid & amino levulinic

Ala dehidrogeneza

Porfobilinogen
L’mporﬂrcrgan]
sintetazd Y
Uroporfirogen 111
Uroperfirogen
decarboxilaza
Coproporfirinogen 11
Coproporfirinogen|
oxidazdy
Protoporfinng IX
Hem sintazal
M Fe'™

HEM |

—= Uroporfirinogen |

—— Uroporfirini |

Coproporfirinogen I —— = Coproporfiring |

—* Uroporfirina

= Coproporfirind 111

Fig. 13. Biosinteza hemului.

Acestea se condenseazia formind acidul o-aminofi-cetoadipic care se decarboxileazii si
rezultd acidul delta aminolevulink. Doua molecule de acid delta aminolevalink se condenseaza in
citoplasmd forméndu-se porfobilinogenul (inel pirelic). 4 molecule de porfobilinogen, tot prn
condensare formeazi o moleenld de uroporfirinogen, care ultenior trece in coproporfirinogen.
Acestea din decarboxilare la mveiul mitocondrului §i prin oxidare se transforma in protoporfinina,

moment in care sub actiunea
hemosintetazei Fe2+ este incor-
porat in schelewl protoporti-
rinic, rezultand hemul. Acesta igi
autoregleazi propria sintezd prin
feed-back (fig.16).

Pruprietﬁ;ile fizico-
chimice ale hematiei

Oxyhemoglobin

E® Haem

Fig. 16, Molecule de hemoglobing oxigenali si deoxigenatd. Lanjurile a

B deformabilitatea, res-
pectiv capacitatea de
modificare a formei
datoritd plasticitatii
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membranei. Aceasta proprietate depinde deci, de structura membranei $i se pierde la
hematiile senescente.

B agreparea in figicuri, proprietate care le asigurd tranzitul prin capilarele inguste.
Dimensiunea figicurilor este influentatii de.VSH. Formarea lor este ireversibili.

W rezisienja, capacitatea de a rezista agresiunilor osmotice, chimice, mﬁwmcc
Depinde de pH {cel acid 1i scade rezistenta) si de virsta hematiei.

W siabilitatea suspensiei de hematii este la baza determinarii VSH. Reprezinta
proprietatea de a se opunc tendintei de sedimentarc i se realizeaza datorita
diferentei de densitate dintre cele 2 faze (1027 pentru Hb si 1093 pentru plasma).
Stabilitatea depinde de condititle de circulatie (fluxul sangvin asigura dispensia), de
sarcind electricd, de véscozitate, de volumul hematocritului, de concentratia
proteinelor plasmatice si de timpul de coagulare.

B scintilafia — hematiile arata migcari vibratoare,

W permeabilitatea selectivd a membranei, care permite schimburi permanente de gaze,
iont, glucoza.

Catabolismul Hb

Hematiile senescente (de 120 zile) elibereazd Hb care, la nivelul sistemului
reticuloendotelial este desficuti in hem si globin (proces numit hemoliza).

Hematiile senescente se caracterizeaza prin: mobilitate si rezistentd, volum redus.
scaderea nivelului lipidelor din membrana si a activititil enzimatice, modificarca formei s
fragilitate crescutd.

Eritrofagocitoza presupune adeziunea hematiei senescente la fagocit, ingestia acesteia,
fragmentarea ei prin actiunea hidrolazelor, digestia fragmentelor. Se finalizeazd cu
eritrofagolizaturi {fragmente de hematii ce contin hemosiderina).

Enzimele atacdi membrana hematiei $i astfel, este eliberatd Hb, care incepe sd se
degradeze incd din momentul intriri in lizosomi, iar hemul §i globina trec in citoplasma
fagocitului.

Hemoliza este atat intravasculara cét si extravasculara.

Hemoliza intravasculard (10%)

0O datd eliberatd in plasmi, hemoglobina este captatd de haptoglobind, o proteina
produsa de ficat, formindu-se complexul Hb-haptoglobina care-i fagocitat de sistemul
monocito-macrofag. Céind haptoglobina libera din p]asmﬂ este saturati cu Hb, atunci Hb se
desface in hem si globind. Hemul prin oxidare la Fe?' duce la formarea metHb. Fe’' da
hematina ce-i adaptati de citre hemopexind (ca metHb) complex ce-i eliminat din circulagie
de catre hepatocite. Dacd apare si saturajia hemopexinei, hematina se combind cu albuminele
din plasma forménd methemalbumina (test Shumm).

Formarea dimerilor Hb- ajung la rinichi unde fie sunt eliminafi prin urind (Hb-unie) fie
riman in nefrocite, fie trec extracelular si formeazi hemosiderina.

Hemoliza intravasculard (in proportie de 10%) este realizatd de macrofage care, prin
receptorii lor recunosc selectiv hematiile senescente datoritd prezentei pe suprafata acestora a
unor antigeni raspunzitori de senescentd. Splina retine hematii, care desi nu sunt inc
senescente, prezintd unele mici defecte; de aici, rolul splinei de filtru pentru hematii. In plus,
capilarele sinusoide din splina asigurd o circulafie foarte lentd a singelui, astfel incat permit
“testarea” hematiilor.
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Deci tetramerul Hb:

B haptoglobina-fagocitoza sistemul monomacrofag

B hemopexina (ca metHb)

B dimeri-rinichi- Hb-urie §i hemosiderina.

Hemoliza extravasculara

Este realizatia de sistemul reticulo-histiocitar §i de macrofage care distrug hematiile
senescente in splind, in primul rind, dar si in ficat i méduva osoasa.

Hemul eliberat astfel este catalizat progresiv (inelul sau protoporfirinic) de cétre
hemoxigenaza prezenta in microsomi. Astfel, dintr-o moleculd de hem rezulta o molecula de
fier, oxid de carbon si biliverdina. Fierul reintrd ulterior intr-un circuit fie ca depozite sub
forma feritinei sau hemosiderinei, fie este refolosit in eritropoieza, fie este folosit la formarca
altor compusi ce-i presupune prezenta.

Fierul bivalent este esential deoarcee intervine in transportul oxigenului, in procesele
redox §i accepla si elibereaza facil electroni.

Un adult sdndtos detine ca rezerva 4-5g fier in medie din care 65% este stocat in
hemul hemoglnbinei Apoi este fierul tisular care degi este in cantitate mica. este indispensabil
pentru citocromi, in care se gaseste in proportie de 8%. Fierul de rezerva (27%) este cuplat in
feritin 5i hemosiderind. Mai exista fierul din mioglobina si cel care circuld in plasma.

Feritina leaga numerosi atomi de fier. Ea poate fi insolubild cind se asociaza in
-agregate ce consiituie hemosiderina, dar poate fi si solubila, deci neagregata, Fierul din
feritina solubila nu se poate determina. In schimb, poate fi determinat cel din hemosiderini
(¢ind precipita sub formé de grunji colorati in albastru in urma coloratiei Perls cu albastru de
Prusia, grunji vizibili in eritroblastele medulare).

Hemosiderina, insolubild in apa este o mixturd de feritind denaturati si alte materiale
ce contin fier. Este o proteina cu fier (37%) de depozit, foarte bogata in macrofage medulare,
splenice si hepatice.

Deriva prin digestia in macmfage a agregatelor de feritind de catre lizosomi. Fn,ml din
feritind §i hemosiderina este feric (Fe'") si pentru transformarea lui in fier feros (Fe™) este
nevoie de vitamina C.

Ceruloplasmina esie o enziméa ce contine cupru si catalizeazi oxidarea fierului in
forma ferica pentru cuplarea la transferina din plasmi, care pentru legarea Jui are 3 valente:

| — una fixa (30-35%) din fierul circulant, adica sideremia,

2 — celelate doud, cu capacitate de legare latentd si care se determind biochimic

Cand sunt ocupate toate 3 valentele se dozeaza capacitatea totald de legare a fierulu.
La barbati fierul este in cantitate de 50-55 mg'kg corp, iar la femei de 35-40 mg/kg corp,
cantititi constante. Deoarece zilnic se pierd 1-2 mg (prin urind, descuamarea epiteliului, tub
digestiv), aceastd pierdere trebuie compensati prin absorbtia lui activi la nivelul intestinului
subtire (preluat din alimente) sau din rezerve. Odati absorbit este transportat la fesuturi unde-i
transformat in substante specifice biologic active. Cea mal mare parte esie preluaid de
lran:.l"t:nna (pnn endocitozi), care cu ceruloplasmina (cu rol de feroxidazi) transforma Fe®

3* (feric) ce-i transportat la miduva osoasd unde-i folosit pentru formarea hemului.

Transportul fierului in plasma se realizeazd cu ajutorul transferinei (siderofilinei), o
globina betal sintetizala in ficat, ce cupleazi doi atomi de fier per/moleculi. Isi ia Fe in
special din macrofage, Eritroblastele, reticulocitele il jau din tansferind deoarece au NUMerosi
receptori pentru ea. Cénd fierul plasmatic este creseut i transferina saturatd, cantitatea de Fe
este transferat in celulele parenchimatoase (hepatic, pancreas. inimd. glande endocrine).
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Pentru a ajunge in eritroblastele medulare, fierul legat la transferind parcurge
urmdtoarele etape:

| — fixarea transferinei de receptorii de pe membrana eritroblastelor,

2 — endocitarea lui pe calea complexului transferina-receptor,

3 — captarea lui citre mitocondrii,

4 — revenierea transferinei in plasmi. .

Restul Fe este captat de apoferitina din citoplasma enterocitelor (apoferitina este
proteina ce fixeaza Fe neutilizat) gi-1 transferd in feritind ce-i eliminat in lumenul ntestinal
odati cu descuamarea normald a mucoasei intestinale.

Mentiondm ca, dintr-o moleculd de hem, rezultd, pe linga fier, oxid de carbon si
biliverdina. Oxidul de carbon este eliminat la nivel pulmonar sub forma combinatiei cu Hb-
HbCo-. iar biliverdina este redusd la bilirubind de ciitre enzime biliverdin-reductaza 5l
NADPH.

Bilirubina liposolubild, la rindul ei se leagd de o albumini din plasma sangvini,
conditie in care devine, in parte, hidrosolubild (bilirubina prehepaticd). Aceastd, dupd ce se
desface de albumina ajunge la ficat unde se conjugd cu acidul glucuronic rezultind bilirubina
hepatica, care-i secretatd in canaliculele biliare si, odata cu bila ajunge in intestin, Alci, este
redusa la urobilinogen de citre flora bacteriand. Acesta este partial reabsorbit din intestin

Hb trecand in circulatia portd, g

globing «e— | — fe deci in ficat si reia ciclul

(reexcretat sub formi biliru-
binei in bild), iar o mica
cantitate trece in singe (circuit

]
Biliverdind
=+— QRiliverdin reductazi

Bilirobin enterohepatic) si-i excretat ca
libera urohilinogen prin urind (1%).
l,.,_ afeomind plasma  Cea mai mare parte din

: urobilinogen (circa 99%) este

Bilirubin :

albuming eliminat prin fecale ca sterco-

bilinogen. Acesta, prin expu-

- . 't
l—"‘ albumind nerea la aer si sub actiunea

i 1 E mgmimm],_‘ f]crel__huuttrtene anaerobe din
L mtestinul gros este transformat
g g 4 ; Jing. 1 :
R Celula ; in urobilind. In ce privegte
[L‘iruuh:ie generali hepatica globina, in final, lanturile
- - Boqn - -
< i m:i o Bilirobin pu?’:hpe;:-hdme ale globinei sunt
I S— diglucuronic hidrolizate cu consum mare de
l ! discmrontihaneionzs energie, iar aminoacizii rezul-
|' nichi l ' < i tati intrd in fondul comun al
‘LLcIl 1 . =
] : - excretie |— organismulu (fig. 17}
B : . - o ———]
Biiamestin | Reducers
bacteriand
1 Urobilinogen 2 .
T T {siereobilinogen } ““c!lﬂ HB
uruhlilnugen [ axidare)
urinar .
Fecale l Hb este un pigment res-
1 pirator care fixeaza oxigenul
Urobilind avid si reversibil, cedandu-|

Fig. 17. Catabolismul Hb si formarea pigmentilor biliari, apoi tesuturilor. Fixarea oxi-
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genului de citre fierul heminic bivalent se desfagoara la nivelul capilarelor pulmonare, de unde
prin circulatie, hematia il transportd la fesuturi. Aici presiunea oxigenului in capilarele tisulare
este scizuta, Cedarea oxigenului la nivel de organe si (esuturi este direct proporfional cu fluxul
sangvin, cu concentratia Hb si cu diferente de saturatie cu oxigenul dintre singele arterial i
venos. Fixarea oxigenului, cum mentionam, se face de citre Fe’' hemic care in procesul redox
(oxigenare i reducere) ramane bivalent. Locul in care oxigenul se leagd la Fe** este la nivelul
legaturii dintre fier si histidina din pozitia 63 a lanjului beta $i din pozitia 58 a lantului alfa.

In starca redusid a Hb, legarea Fe' de nuclenl imidazolic al histidinei se face prin
hidrogen via unei unel molecule de apé. In oxiHb, molecula de apa este indepirtata §i oxigenul
se fixeaza la acest nivel direct de Fe*. Ficcare atom de Fe fixeazi o moleculd de oxigenul.
Reactia reversibilda Hb + 02 <> HbO2 este controlatd intr-un sens sau altul, de presiunea partiala
a oxigenului de la nivelul alveolelor pulmonare 51 respectiv de la nivelul {esuturilor.

Gruparile hem (4) din molecula de Hb fixeaza O» cu viteze diferite datorita
interactiunilor dintre ele. Astfel, fixarea oxigenului pe una din cele 4 grupar de hem determind
modificiri in conformatia moleculei de Hb, ceea ce faciliteazii reactia celui de-al doilea hem
neoxigenal. Aceasta la randul lui influenteazi pe cel de-al treilea hem, §i aga mai departe.

Interactiunea hem-hem se face prin rearanjarea subunitatilor moleculei de Hb in timpul
fixarii, respectiv eliberdirii oxigenului. Aceastd reactie este influenfatd de 2,3 DPG (2.3
difosfoglicerat) care-i un produs intermediar al glicolizei. In cantitate mare, determind
scaderea afinitatii Hb pentru O, permitdnd eliberarea acestuia de cétre fesuturd, iar in cantitate
micd determina cresterea afinitdfi pentru O;.

Alta functie a Hb este interventia ei in mentinerea echilibrului acido-bazic, decarece
sistemul tampon HbO»/Hb contribuie la mentinerca constantd a pH plasmei. Dincolo de
fixarea 05, Hb fixeaza i al{i compugi ce formeaza derivatie ei. Astfel este corboxiHb (HbCO)
care daci depasesté 50% in sange duce la exitus. Afinitate Hb pentru CO este de 218 ori mai
mare decit pentru O, ceea ce explich aparifia §i gravitatea intoxicarii cu CO. In intoxicatii
mai usoare (concentratii de 20%. CO) apare cefalee, iritabilitate, stare de confuzie, voma,
convulsii, tulburdin respiratorii, comad, deces.

Alt compus este carbolb (HbCO,) ce se formeazi la nivelul {esuturilor de unde CO;
este transportat la nivelul alveolelor pulmonare, legarea CO, se face la grupdrile aminice
libere ale globinei.

MetHB este o feriHb in care gruparea prosteticd este hematina. Fierul este trivalent
(feric) si deci, in imposibilitatea de a lega reversibil O;, neavind astfel functie respiratorie. In
conditii normale de plasma totusi, existi 2% metHb din cauza oxidarii Hb. Ea este redusi in
hematii de catre sistemele reducitoare ale acestea in care NADH-MetHb reductaza (diaforaza
1) are rol esential.

SulfHb important pentru transportul Oz, dar nu poate fi convertit in Hb. Deriva din Hb,
dar este impropriu pentru transportul O,. Din organism se indepdrteazi numai prin flebotomie,
iar singele este brun mov.

Heminele sunt asemindtoare structural cu hemul, insd Fe este trivalent, cea de-a treia
valenid a lui legandu-se de ionul de clor in clorhemind, jar ionul -OH in hematie.

Metabolismul hematiei

Cu structurd aparent simplificatd, metabolismul hematiei necesitd energie pentru
fixarea, transportul 5i cedarea O-, dar i pentru mentinerea formei biconcave, a capacitifii de a
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se deforma, pentru transportul transmembranar §i in fine, pentru mentinerea Fe in stare
bivalenta (feros). Obtinerea energiei pentru toate aceste procese se face pe trei cii:

1. calea principala este calea glicolitich EMBDEN-MAYERHOF (fig. 18), respectiv
glicoliza anaeroba, glucoza fiind degradatd in final, in lactat. De asemenea, din
degradarea glucozei rezulta si ATP si 2.3 DPG.

. suntul pentozomonofosfatilor,

. suntul RAPAPORT-LIEBERING.

wd P

1. Calea EMBDEN-MAYERHOF guvernati de numerocase enzime consta din transfor-
marea anaerobd a glucozei, pe calea glucozo6-fosfatului (G6P) formindu-se lactat in final,
trecind Tnsd §i prin piruvat (2NADP + 2ATP)—NAD (nicotinamid adenindinucleotid) (fig. 18).

Hzoj H.:D
\\,—/
_________________ - -"“\ Glutathione peroxidase
" Calea glicoliticd | ¥
! Embden-Meyerhof GSH GS5G

| Glucose >>_< Gletathione reduciase

MADEF MNADFH

N

: Glucose-6-P : = 6-PG

: : Glucose-6-phosphase :

; l i dehvdrogenase

z a +

i Fructose-6-F = : Ribulose-3-F
y ‘ !

: Lactate

!

Fig. 18 Calea suntului hexozo-monofosfat,

2. Suntul pentozo-monofosfatilor (8-10%) - este o cale oxidativd de obfinere a
energiei necesare hematiei care derivii din calea principala. Aceastd cale genereaza hidrogen
necesar reducerii peroxidazelor §i intervine esential pentru sinteza in hematii a NAD din
NADP, care are rol in mentinerea potentialelor oxido-reducatoare ale hematiel, asigurand
sistemul redox al acestuia si protectiv contra agentilor oxidan{i §i cuplarea cu metabolismul
glutationului.

1 mol de glucozi di 2 moli de NADPH. NADPH- forma redusa a NAD, forma ce
doneazii H necesar reducerii peroxizilor. Acest NADH este r:-:cn;lal pentru mentinerea Fe™
proces mediat de NADH metHb-reductaza, deoarece oxidarea Fe’ in Fe' produce metHb,

Hematia este protejati de agentii oxidanti pe calea suntului pentozomonofosfat.
Hematiile expuse la medicamente cu efect oxidant sau la toxine, metabolizeazi intens glucoza
(de citeva ori decit o face in mod normal), astfel incat glutationul redus este regenerat
impiedicénd oxidarea grupdrilor sulfhidrolice (SH) din structura hematiel.

Glutationul (GSH) este tripeptid cu gruparea sulfhidril (SH) care, aga cum am
mentionat detoxificd peroxidul de H (H2O) dar si alti frecventt oxizi liberi precum O, OH,
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care fie apar spontan, fie dupd administarea de medicamente oxidante, Enzima glutation
reductaza reduce glutationul oxidat si se reface astfel concentratia de GSH.

3. Suntul RAPAPORT-LIEBERING. Deriva de asemenca, din calea principala §i se
sintetizeaza 2,3DPG care-] cel mai bogat compus fosforilat al hematiei, cu rol important in
fixarea reversibild a O; la Hb.

HbDPG + n02¢ H{(O2)n + DPG

2,3 DPG se afla in hematie in concentratie mare fapt care determind scaderea afinitatii
Hb pentru Os, care asifel este cliberat 5i transportat la tesuturi.

Scaderea afinititii Hb pentru O, se face i indirect prin scaderea pH-ului hematiei fala
de al plasmei. 2,3 DPG este un produs intermediar al glicolizei care se leagd specific la
deoxiHb la nivelul cavitdtii centrale a moleculei de Hb. in cantitate mica, 2,3 DPG determiné
cresterea afinitatii Hb pentru O:.



