2.3 Struktura, funkce a metabolismus
hemoglobinu a myoglobinu

Obrdzek byl prevzat z http://themedicalbiochemistrypage.orqg/hemoglobin-myoglobin.htm/



2.3 FUNKCE PROTEINU

* Funkce mnoha proteint zahrnuje reverzibilni
vazby dalsi molekuly

+ LIGAND
. VAZEBNE MISTO (BINDING SITE)

- VAZBA LIGANDU NA PROTEIN - ¢asto

spojena se zménou konformace
+ KOOPERATIVNI EFEKT

- ALOSTERICKY EFEKT

* Protein: - ligand
- vazebné misto

+ Enzymy: - substradt
- aktivni misto

Biochemie-3-2-Hb-Myo




Struktury obsahujici hem

Hemoproteiny
* Hemoglobin (Hb)
* Myoglobin (Mb)
* Cytochromy

- Katalaza (rozklad

. Per'OXidéZY HOOC

COOH

Cyklicky tetrapyrrol
Fe, Cu, Mg

Obrdzek byl prevzat z http://enwikijpedia.org/wiki/Heme



Reverzibilni vazba proteinu na ligand
Kyslik vazajici proteiny

- MYOGLOBIN, HEMOGLOBIN

* O Spatné rozpustny ve vodnych roztocich, difize
pouze nekolik milimetra

r7v 7/

- AK nevazi O,
» Evoluce- proteiny transportujici a uchovadvajici O,

* Hemoproteiny (hem, reverzibilni vazba O,)
* Hem- Fe2+ -

http://moje-
zajmy.blogerka.cz/Prirodopis/Cervene-
krvinky




Struktura hemu
Hem je metaloporfyrin
(cyklicky tetrapyrol)

H,

Hem obsahuje:

> konjugovany systém
dvojnych vazeb — cervené
zbarveni

> 4 atomy dusiku (N)
> 1 Zeleznaty kation (Fe?*)

CH,

CH,CH,CO,"

— vazdn uprostred CH,CH,CO,~

tetrapyrolového skeletu

koordinacné kovalentnimi /
vazbami methinovy mistek pyrrol

Obrdzek prevzat z http.//www.nebrwesleyan.edu/people/nfackler/lecturelinks/images/

Overheads/Fig2015-A. jpg



http://www.nebrwesleyan.edu/people/nfackler/lecturelinks/images/Overheads/Fig 15-A.jpg
http://www.nebrwesleyan.edu/people/nfackler/lecturelinks/images/Overheads/Fig 15-A.jpg

Vilastnosti zeleza v hemu

Koordinaéni Cislo Zeleza
v hemu=6

6 vazeb:

4x pyrolovy kruh
1x vazba na protein
1x vazba kysliku

C/ CH,

CH2 - CHZ = COO—

e~ LA

=006 — CHZ_ CHZ

(&
HN /
CH,

|
0
C_/
—N/H\(I/
H |

Copyright 1999 John Wiley and Sons, Ine, All rights reserved,

Obrdzek prevzat z hitp.//www.mun.ca/biochem/courses/3107/images/VVP/ChO7/7-2. jpg



http://www.mun.ca/biochem/courses/3107/images/VVP/Ch07/7-2.jpg

Myoglobin (Mb)

+ je jednovldknovy globuldrni
protein

(153 aminokyselin, 17 kDa)
obsahujici 1 hem

* Uchovava a transportuje O, v
kosternim a srdecnim svalu

+ obsazen v cytosolu bunék

+ slouzi jako marker poskozeni
myokardu pri ICHS

a-helix 75% molekuly, A-H (8
a.-helixt),

povrch polarni,

* uvnitF nepoldrni az na His E7-
distalni, His F8-proximalni ,
HYDROFOBNI KAPSA

Obrdzek byl prevzat z http.//en.wikipedia.org/wiki/Myoglobin




Struktura hemu e
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Hemoglobin (Hb)

- je hemoprotein pritomny v cytoplazmé erytrocytt
+ transportuje O, a CO, mezi plicemi a riznymi tkanémi
* hem ndlezi mezi cyklické tetrapyroly (porfyriny)

+ fyziologické koncentrace Hb v krvi:
Dospéli jedinci:

muzi 135 - 175 g/|

zeny 120 - 168 g/I

Hodnoty koncentraci Hb byly pfevzaty z Ustavu biochemie a patobiochemie FNKV



Struktura hemoglobinu

- sféricka molekula sklddajici se ze 4 peptidovych podjednotek
(globinti) = kvartérni struktura

- Hb dospélych jedincti (Hb A) je tetramer obsahujici 2 a- a 2 p-
globiny — kazdy globin obsahuje 1 hemovou skupinu s centralnim
Fe?* iontem

(@) Hemoglobin (b) Iron-containing heme group

Obrdzek byl prevzat z http.//faculty.etsu.edu/currie/images/hemat3. jpg
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Saturacéni krivky Myoglobinu a
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OBR. 6-4. Krivky syceni kyslikem pro hemoglobin
amyoglobin. Tlak kysliku v arteriich je asi 100 mm Hg; tlak
ve smisené veno6zni krvi je asi 40 mm Hg; kapilarni tlak
kysliku (v aktivnim svalu) je asi 20 mm Hg; minimalni tlak
kysliku vyzadovany pro cytochromoxidasu je asi 5mm Hg.
Spojovani fetézcii do tetramerni struktury (hemoglobin)
umoznuje pfenos kysliku s mnohem vétsi G¢innosti, nez by
bylo moZné v pfipadé jednotlivych fetézcii. (Upraveno se
svolenim ze Scriver CR et al: The Molecular and Metabolic
Bases of Inherited Disease. 7" ed. McGraw-Hill, 1995.)
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TEST

Funkce hemoglobinu

H
Histidine (,{/ \
- \N//C\H

My
Heme is domed

(nonplanar).

Deoxygenated

H

/ 100

Histidine /| \
d b

KN H

T
50
/,@

Heme is

planar. o\o
0 26.8 40 80 120

Oxygenat ed Oxygen partial pressure (pO,, mmHg)

Percent saturation (sO,, %)

* Hb je pufr (Hb/Hb-H*) v erytrocytech

- Hb je prenasec¢ O, a CO,

Vazba O, je kooperativni. Hb vdze O, slabé pri nizsich pO, a silnéji
pri vyssich pO,. Vazba prvni molekuly O, na Hb zesiluje moznost =~
vazby dalsich molekul O, — allostericky efekt — esovitd (sigmoiddint)

saturaéni krivka Hb

Obrdzky byly prevzaty z

http.//www.chemistry wustl.edu/~edudev/lab Tutorials/Hemoglobin/MetalComplexinBlood htm/ a

http.//enwikipedia.orq/wiki/Hemoglobin



http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/labTutorials/Hemoglobin/MetalComplexin
http://en.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin

Hemoglobin, Tetramer, kooperativita

Kvartérni struktura
Hemoglobin se sklada se ¢tyr podjednotek —

TEST dvou podjednotek a a dvou podjednotek f.
Mezi podjednotkami existuji dva typy
interakci:
a) hydrofobni
b) elektrostatické
o1/
e ke
B, 8 L e b
it AV
. , . . a
Lidsky hemoglobin, e
A\ —
DVC alfa Hydrofobni interakce se nachazeji mezi podjednotkami a a p (na
D v b obrdzku naznaceny sedym pdsem). Hydrofobni interakce existuji mezi
\4S eta jednotkami jak v oxygenovaném, tak v deoxygenovaném hemoglobinu.
- Elektrostatické interakce jsou relativné silné a nachazeji se mezi
pOdJ Ed nOtky1 jednotkami a.a a; p a p nebo i o a p (na obrdzku jsou naznaceny
- carkovane). V okamziku, kdy se na hemoglobin navaze kyslik, jsou
4 S ku p I ny h emu elektrostatické interakce narusSeny
NOVAK, Jan. Biochemie 1. Brno: Muni, 2009, s. 6
http://en.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin#mediaviewer/Fil - Biochemie-3-2-Hb-Myo 13

e:1GZX_Haemoglobin.png



Oxygenace hemoglobinu

Hb mize existovat ve 2 riznych formdch: T-forma a R-forma.

T-forma (T = ,tense”, napjaty, deoxy) md mnohem nizsi afinitu k O, nez R-
forma. Globinové podjednotky Hb jsou navzdjem udrZovany elektrostatickymi
interakcemi. Vazba prvni molekuly O, do podjednotky T-formy vede k lokdlni
konformacni zméné, kterd oslabi asociaci mezi podjednotkami — R-forma
(,relaxed”, oxy).

Zvyseni parcidlniho tlaku kysliku vede k preméné T-formy na R-formu.

T © R
Hb + 1p0O, < HbLO,

Ponge
e T | g Hydrofobni interakce v T stavu, naruSeny
B, § P B, wvazbou 02
o0



Metabolismus erytrocytu

ATP je produkovdno anaerobni glykolyzou — ATP je vyuzivdno v
transportu iontl pres bunéénou membrdnu

glykolyza produkuje 2,3-BPG a laktat

asi 5 - 10% Glc je metabolizovano pentézovym cyklem —
produkce NADPH — je vyuZzivdno k udrzovdni glutathionu v

redukovaném stavu

1,3-Bisphospho-

glycerate W‘;

Phosphglycerate

ADP + P,

1/2 Glucose - - -® Glyceraldehyde-3-phosphate

P,
Glyceraldehyde-3-phosphate NAD
Dehydrogenase

NADH + H’

Bisphosphoglycerate

2,3-Bisphospho-
glycerate

kinase
2.3-Bisphosphoglycerate
Phosphatase
3-Phosphoglycerate P,
.. -
Pyruvate

Copyright 1996 MY King

Obrdzek byl prevzat z http.//themedicalbiochemistrypage.org/hemoglobin-myoglobin.htm/



Cinitelé, kteri ovliviiuji vazbu kysliku:

. 2,3-bisfosfoglycerat (2,3-BPG) se vdze pouze na deoxyHb
(p-globiny) — deoxyHb je takto stabilizovdn

. H* ionty (nizSi pH) - vazba H* na Hb snizuje jeho afinitu ke O, —
Bohriv efekt

. €O, - vy33i koncentrace CO, v plazmé zpisobuje posunuti saturaéni
krivky doprava = Bohruv efekt

100

Transport of GO, and the Bohr Effect

Tissue Plasma RBC
T O, o,

sotr efiectd COu o ten Chloride

ift

X HbO, /

HQDé HCO,; H+

! o~ o

P HO  HLO4

T carbonic

i 1 ] ] anhydrase

CO,

| O T
COy +H,0

10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100
POz(mmHg}

90

80

70

60

50

40

30

Oxyhaemoglobin (% Saturation)

20

10

copyright 1958 MW King

ObrdzKky byly prevzaty z http.//en.wikipedia.orq/wiki/Bohr_Effect a
http.//themedicalbiochemistrypage.org/hemoglobin-myoglobin.htm/



Vliv pH na vazbu kysliku na Hb

—pH 7.4, no CO,
- — pH 7.2, no CO,

* VlivpH a CO, — pH 7.2, 40 torr CO,

* na saturaci Hb. Tissues Lungs
o Kromeé pH je patrny také Yo b
specifictéjsi viiv CO, S o8-

o Mnoistvi vyuzitelneho kysliku ®
se zvysi o dalS§ich ca 11% 1-?1 0.6 - 88%
o Hb je slabdikyselinou nez HbO, = -

- 4 =
o BohrOv efekt g "°

oy =
o Preference pracujiciho = 02 -
svalu - laktat >
0.0 | |
0 20 100

pO, (torr)



Derivaty hemoglobinu

» Oxyhemoglobin (oxyHb) = Hb s navdzanym O,
> Deoxyhemoglobin (deoxyHb) = Hb bez navdzaného O,

> Methemoglobin (metHb) obsahuje Fe3* misto Fe?* v hemové skupiné

> Karbonylhemoglobin (HbCO) - CO se vaze na Fe?* hemu v pripadé
otravy CO nebo pri koureni. CO ma 200x vyssi afinitu k Fe?* nez O,.

> Karbaminohemoglobin (HbCO,) - CO, je nekovalentné vdzan na
globinovy retézec Hb. HbCO, transportuje CO, v krvi (asi 23%).

> Glykovany hemoglobin (HbAlc)N’{e tvoren spontdnné neenzymatickou
reakci s Glc (globiny). Pacienti s DM maji vyssi koncentrace HbAlc

(> 7%) nez zdravi lidé v disledku déletrvajicich hyperglykémii.

TEST



Funkce hemoglobinu

Derivaty hemoglobinu
DEOXYHEMOGLOBIN

deoxy- Hb OXYHEMOGLOBIN HbO, Sehldaertn vy
KARBOXYHEMOGLOBIN HLCO (Rt}
HisFg HisFg Hiskg

& &

N N
0, (co)
: HbO,+COS=HBCO+0;  (OM",Hal.CN")
ELEKTRONOVA  , _[HbCOl pOz _ ..\
STRUKTURA Fe: (HbO,). pCO
e s T
it

s PRIt .
" MEISTRIRTT] P M i
Hb, Mb HbO,, MbO,,Cyt

HbL' Mb* Cyt*

Formy a struktury Hb s rGznymi ligandy. Poviimnéte si vlivu obsazeni 6. koordinacniho
mista ligandem, kdy se Fe?* premistuje do roviny porfyrinového kruhu. Vedle zmén
elektronove struktury vidime rovnici reakce mezi Hb, O, a CO, hodnota K nas presveddi,
ze CO je mnohem pevnéji vazan nez kyslik. Presto Ize otravé zabranit eliminaci CO a
zvysenym privodem kysliku.



Transport CO, Krvi:

1/ 85% HCO,

2/ 10-15 % karbamat (Hb)

3/ 5% fyzikalné rozpusteny
(chemicky nezreagovany CO.,)

Hb—NH, + CO, - Hb- NH- COOH

karbaminova kys. = karbamova kys. = amino.mravenci H,N - COOH
20



Transport O, a CO, v plicich

Gas Exchange Between Air And Blood

Inspiration Expirati’on
N Alveolar air 4 ,//
: Zzag A C
bz/ Alveolar capillary barrier /%

CA= Carhoanhydrase

Fig.15-4 Kmc

Obrdzek byl prevzat z http.//www.mfi.ku.dk/ppaulev/chapterl5/Chapteri5.htm/




Transport O, a CO, mezi tkdnémi a krvi

Gas Exchange In Tissues

Metabolism v cell Mitod,ond,?
e | TS
Peoz >6.5kPa co, ) o, metabolism
Capillary endothelium ™
f_> a)CO.+HO dow HCO — HCO + H*
~. b) Carbamino - CO_ (Plasmaproteins) bindsthe CO_ as carbanmino-compounds
< ) CO.+H.CO. (in physical sdution)
H.O HCO cr
QET ¢ (2:3{ Bicabonatechloride shit O,
A\
CA = Carboanhydrase
KMc

Fig. 15-5

Obrdzek byl prevzat z http.//www.mfi.ku.dk/ppaulev/chapteri15/Chapteri5.htm



Typy hemoglobinu

> Hb dospélych jedinct (HbA)= 2 a- a 2 p-podjednotky
HbA; je hlavni forma Hb u dospélych a déti starsich 7 mésicd.

HbA, (2 a, 2 §) je minoritni forma, tvori pouze 2 - 3% celkového
HbA.

> Fetalni Hb (HbF) = 2 a- a 2 y-podjednotky

- u fétu a novorozenct HbF vaze O, pri nizsich parcidlnich tlacich
nez HbA — Hb F ma vyssi afinitu ke O, nez HbA

Po narozeni HbF je nahrazovdn HbA béhem nékolika prvnich mésict
Zivota.

» HbS - v p-globinu Glu je nahrazen Val
- abnormalni typ Hb u srpkovité anémie

Obrdzek byl prevzat z http://en.wikipedia.org/wiki/Sickle-cell_disease



Fetdlni HbF vs. Hb dospélych jedincu HbA

i
A1)
1] -
B Félal ki balhm
m Adult hemoglobin
B
o
il 19 M5 & 1 i 130
Uiy pen partual pressware (plh, mmHgh

Obrdzek byl prevzat z http://enwikipedia.org/wiki/Fetal_hemoglobin

Jednotky tlaku:
1 mmHg =1 Torr
1 mmHg =133,22 Pa
1 Pa=0,0075 mmHg
1 kPa=7,5 mmHg



HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH

CH,OH
glukosa

Glykace Hb

|
+ H,N—CH,—| HEMOGLOBIN

neenzymova reakce
irreversibilni

—CH,—| HEMOGLOBIN

H,O
H\C¢N—-CH2— HEMOGLOBIN
7 1)
H—C—OH
|
HO—C—H
| Amadoriho
H_?_OH presmyk
H—(lt—OH
CH,OH
2 |_||/NH-
aldimin H—<|3
(labilni) c=o
[
HO—(|3—H
H—(|3—OH
H—(|3—OH
CH,OH

glykovany hemoglobin
(ketoamin; aminoderivat fruktosy)

U zdravého Clovéka netrpiciho diabetem
se hodnoty HbA 1¢ pohybuji v rozmezi
2,8 —4,0 %.

NOVAK, Jan. Biochemie I.
Brno: Muni, 2009, s..13

Hodnota HbA1c poskytuje nepfimou informaci o primérné
hladin€ cukru v krvi (déle glykémie) v asovém obdobi 4-6
tydnti. Délka obdobi odpovida biologickému polocasu
prezivani Cervenych krvinek, tzv. erytrocytii. Hodnota
HbA 1c odrazi hodnoty glykémie za celé toto obdobi pred
provedenim odbéru krve.
kompenzace cukrovky.

Spravné hodnoty glykovaného hemoglobinu HbAlc
HbAlc se odebira v zpravidla ptfi odbérech v diabetologické
ordinaci. Pacient nemusi byt nala¢no. Hodnoty HbAlc
vyjadiujeme v procentech (%) jako procento glykované¢ho

hemoglobinu z celkového hemoglobinu v krvi.

U pacienta s diabetes mellitus
(cukrovkou) se rozlisuji 3 stupné
kompenzace:

Stupen kompenzace Hodnota HbAlc

Vyborna kompenzace do 4,5 %
Uspokojiva kompenzace 4,5% - 6,0%
Neuspokojiva kompenzace nadd6,0%



Patologické hemoglobiny

« Mutace v jednotlivych retézcich Hb
 Priklad HbS

HBB Sequence in Normal Adult Hemoglobin (Hb A):

Nucleotide CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT
Amino Acid Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser

| | |
3 6 9

HBB Sequence in Mutant Adult Hemoglobin (Hb S):

Nucleotide CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT

Amino Acid Leu Thr Pro Val Glu Lys Ser
| | |
3 6 9



Srpkovita anemie

» Morfologicky projev této mutace
o Iménény tvar erytrocyt(, které nabyvaiji srpkovitého tvaru (sickle cells — odtud HbS)

© Stanley Negler/Visuals Unbrvtod Q andey Negler/Visuais Undurvted



Srpkovita anemie

» Zdakladem morfologickych zmeén je nova viastnost HbS.
o Iadména Glu-6-Val vytvaii nepolarni oblast

o Misto tetrameru fetizkové aglomeraty pripominaijici strukturu aktinu = vyznamné
soucCasti cytoskeletu
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Srpkovita anemie

Fysiologicky projev — ca 10 odvozenych poruch
o Nedokonaly tfransportu kysfiku v krvi — odtud srpkovita anémie
o  Nevhodny tvar, Zivotnost ca 20 dni {ca 120 u normaélnich)
o Ucpavani cév

SYMPTOMS

*Fever.

*Swelling of the hands and feet.

*Enlargement of the belly (heart, liver, and spleen).
*Frequent lung infections.

*Fatigue.

e|rritability.

*Yellowing of the skin (jaundice).

*Severe bone and joint pain.
*Delayed puberty. Sl i
*Shortness of breath.

*Pain in the belly, especially in the upper right side of the abdomei
*Nausea.

*Prolonged, sometimes painful erections (priapism).

*Rapid or labored breathing.

*Frequent infections.

Almormad, sechied, red blosd ceds
(shchle culis)




Srpkovita anemie

« Vyznam mutace

o Nevyhoda - anemie, mala vykonnost
o Vyhoda - odolnost profi P. falciparum

endemic
- falciparurm malaria

« Korelace vyskytu genu HbS a malarie



Porfyrie - poruchy syntézy hemu

- vrozené hebo ziskané

+ klasifikace podle defektniho enzymu biosyntézy

+ prekurzory hemu (porfyrinogeny) se hromadi v téle
(kize) a _jsou vylu€ovany mocCi nebo stolici (tmave
zbarvent)

* neuropsychické poruchy, fotosenzitivita



Thalasémie - heterogenni skupina chorob
s poruchou syntézy a- nebo B-globinu

» a-thalasémie vznika pri deleci genu pro a-globin

* B-thalasémie vznikad pri bodové mutaci jednoho genu
pro B-globin

* ery jsou vice ndchylné k destrukci — anémie

+ jsou Casté v oblastech endemického vyskytu -
heterozygéti thalasémie jsou vici maldrii odolngjsi

+ vySetreni Hb (DNA diagnostika) se provadi v rizikovych
zemich u novorozenct a jako predsiatkové vysetreni



Syntéza hemoglobinu

» probihd v erytroblastech v kostni dreni,

ne v erytrocytech!

* 4 jednotlivé podjednotky (globiny) jsou spojeny
nekovalentnimi vazbami — tetramer



ZAKLADNI PRINCIPY
STRUKTURY A FUNKCE

HEMOGLOBIN: MYOGLOBIN
Transport O2 krev-tkadni, jen v Srdecni a kosterni svalstvo,
erytrocytech (RBC), vdaze O2 vdze O2 vice pevné nez Hb, 02
reverzibilné, saturace pri vys pufr v tkanich, jinak hypoxii,
konc. 02, O2 se uvoliuje pri nemeéni afinitu k O2 s rostouci
nizsim tlaku v tkanich, requlace konc. O2
afinity Hb k O2
Charakteristika Myoglobinu a hemoglobinu
HEMOGLOBIN MYOGLOBIN
Funkce Transport O, Zasoba O,
Umisténi Pouze v erytrocytech Pouze v kosternim, srde¢nim
svalstvu
Afinita O, v tkanich Nizka Vysoké
Afinita O, v plicich Vysoka Vysoka
Zavislost afinity na pO, Ano Ne
Allostericka regulace Ano Ne
Kvarterni struktura Ano - tetramer ) Ne - monomer

34



Protein Redoxni stav zeleza Funkce
Hemoglobin Fe?* transport kysliku krvi
Myoglobin Fe? zasoba kysliku ve svalech
Katalasa Fe?* <> Fe3* rozklad peroxidu vodiku
Peroxidasy Fe’* <> Fe® rozklad peroxid(
Cytochromy Fe?" <> Fe?* slozky dychaciho retézce
Cytochrom P-450 Fe? <> Fe3* hydroxylace
Desaturasy MK Fe? <& Fe3* desaturace MK




Biosyntéza hemu -
* hlavné v kostni dreni (Hb) a jatrech (cytochromy)

+ bunéénd lokalizace: mitochondrie a cytoplazma

+ substraty: sukcinyl-CoA + glycin

* vyznamné meziprodukty:

> kys. 8-aminolevulovd (= 5-aminolevulova, ALA)
> porfobilinogen (PBG = derivat pyrolu)

> uroporfyrinogen IIT (= porfyrinogen - prekurzor
hemu)

» protoporfyrin IX (= primy prekurzor hemu)
. klicovy regulacni enzym: ALA-syntdza




Kyselina 8-aminolevulova (ALA)

+ syntéza hemu zacind v mitochondrii
» sukcinyl-CoA a Gly podléhaji kondenzaci — ALA
* reakce je katalyzovdna enzymem ALA-syntdzou

s ?DDH {|3DDH LTDDH
CH; ALA CH, ALA CH;
| SYNTHASE | SYNTHASE |
Succinyl-CoA < CHz CH, CH,
{"a.;tiye" | Coh+ SH | GOE |
succinate) ?:D j‘ 'T:'D ) ?:G
| |S—CoA| > H—C—NH, > H—C—NH,
p ] :I | Pyridoxal | |
A | phaesphate COOH H
Glyeine < H—C—NH, |
| | a=-Amino-f-ketoadipate &-Aminolevulinate (ALA)
‘. COOH

Obrdzek prevzat z knihy Harper’s Illustrated Biochemistry 26th ed./ R.K Murray, McGraw-Hill
Companies, 2003, ISBN 0-07-138901-6.



Porfobilinogen (PBG)

*+ ALA je transportovdna z mitochondrie do cytoplasmy
» kondenzace 2 molekul ALA — porfobilinogen

* reakce je katalyzovana porfobilinogen syntazou
(ALA-dehydratdza)

COOH COOCH
| |
COCH CH» COOH CHz
| | 2H,0 | |
i|3Hg CHz ) CH, CH,
- | | |
ClH. 0}=C C—C
e ]
- X ' DEMYDRATASE G CH
CH, H_ -/ CH, N
| NH | H
NH., NH-
Two molecules of Porphobilinogen
d~aminolevulinate (first precursor pyrrole)

Obrdzek prevzat z knihy Harper’s Illustrated Biochemistry 26th ed./ R.K. Murray, McGraw-
Hill Companies, 2003, ISBN 0-07-138901-6.



Uroporfyrinogen — koproporfyrinogen III

+ enzym hydroxymethylbilan syntdza katalyzuje spojeni 4 molekul
PBG za vzniku uroporfyrinogenu ITT

4 zbytky kys. octové jsou dekarboxylovany na methylové zbytky
— koproporfyrinogen ITI vstupuje do mitochondrie

Zl Uroporphyrinogen llI Coproporphyrinogen m
COOH A P
HOOC CH2
CH2 cH2 4 A 5_ M
| |3 Intermediate P ' H C P G
CH2
NFIz H L
Porphobilinogen
A
: . A - +
e
A
P A
Uroporphyrinogen | Coproporphyrmngen |

Copyright @ 1997 Wiley-Liss, Inc.

Obrdzek byl prevzat z ucebniceT. M. Deviin et al.: Textbook of Biochemistry With Clinical
Correlations, 4th ed., Wiley-Liss, Inc., New York, 1997.



Protoporfyrinogen IX — protoporfyrin IX

M V M V
u—{ W LM gy W oy -
NH H = Ny N
p=— Y = & H N\ v
e N rerererer
P M P M
Protoporphyrinogen IX Protoporphyrin IX

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

» protoporfyrin IX (obsahuje systém dvojnych konjugovanych
vazeb) vznikd oxidaci protoporfyrinogenu IX

Obrdzek byl prevzat z ucebnice T. M. Devlin et al.. Textbook of Biochemistry With Clinical
Correlations, 4th ed., Wiley-Liss, Inc., New York, 1997.



Hem

Reaction Catalyzed by Ferrochelatase
(Mitochondrial)

CH, CH=CH, CH, CH=CH,
HE || | |:H _;l\li || || |:H
CH ++ CH.1 N CH
3 Fe z z
! | — N Fe' & M ‘
:LHch2 P17 Z:LHch2

N
HE L |:H HEQEH
‘ CH, CH,

F F
Frotoporphyrin IX Heme

=T I=

» iont Fe?* je inkorporovdn do protoporfyrinu IX
* reakce je katalyzovdna enzymem ferrochelatdazou
(hemsyntazou)

Obrdzek byl prevzat z http.//www.porphyrin.net/mediporph/ _netbiochem/synthesis/
ferrochelatase.htm/



http://www.porphyrin.net/mediporph/_netbiochem/synthesis/

Regulace biosyntézy hemu

> Enzym ALA-syntaza je hlavni regulacni enzym, ktery je
inhibovdan hemem na drovni transkripce i allostericky.
ALA-syntdza vyzaduje pritomnost pyridoxalfosfatu.

Nektera léciva a steroidni hormony mohou zvysovat
expresi genu pro ALA-syntazu.

> Enéym 1[:or'fobilinogen syntdza je inhibovdn Pb2* ionty v
pripadé otravy olovem.

> Enzym ferrochelatdza (hemsyntdza) je také inhibovan
olovnatymi ionty v pripade otravy olovem.

Jeji aktivita je ovlivnéna dostupnosti Fe? a kyseliny
askorbove.



— A. Heme biosynthesis

> Tricarboxylic
o acid cycle
Succinyl CcCOO
CoA |
CH,
| Heme
CH,
|

2

Vinyl
— residue

!
—
Fe2 @ 1 (8) [ IcooO
CH, CH,

2 Protoporphyrin IX —— CH, EH ‘lCHz
[ [ |
6[H] ﬁ@ Ry R, R5
1 Coo”® Protoporphyrinogen IX
1 coo® CH .
J i F:e-\f'\urlnlgg(z-e 2C0O; ~, Mitochondrion
CH> CH> ! (&)
= O (ALA) o
5 ] 2 oO=cC 2
H>C— C\\ 5 CH>

Cytoplasm

Coproporphyrinogen Il = $oo@ ,I:OOe
CH>  CH>
CHs CH>  CH>

4. CO, S | | |

R4 R> Rs

coo® .lzooe‘
coo® CH, CH,

< THZ THZ |CH2
R, R R
Porphobilinogen Uroporphyrinogen Ill
5-Aminolevulinate synthase Porphobilinogen synthase Hydroxymethylbilane synthase
[PLP] 2.3.7.37 4.2.1.24 4.3.1.8

Uroporphyrinogen-lll synthase
4.2.1.75

Obrdzek prevzat z knihy: Color Atlas of Biochemistry / J. Koolman, K.H.Rohm. Thieme 2005. ISBN 3-13-100372-3



Degradace hemu

V lidském téle priblizné 100 - 200 mil. ery je degradovano
kazdou hodinu. Degradace zacind v endoplasm. retikulu
retikuloendotelidlnich bunék RES (jdtra, slezina, kostni
dreni a kize).

Hb je degradovdn na:

. globiny — aminokyseliny — metabolismus

. hem — bilirubin

. Fe?* — transport v komplexu s transferrinem a dalsi
vyuziti v biosyntéze hemu

Nejen Hb, ale i ostatni hemoproteiny obsahuji hemové
skupiny, které jsou degradovdny stejnou drahou.



Preména hemu na bilirubin

Heme

NADPH + O,
heme
oxygenase Q
CO +Fe'* + MADP

v v M P P 1Y) 1Y v
| zeleny

H i
Biliverdin

biliverdin e Bl
reductase -
NADP

M V v P P M M Vv
H H H H

Bilirubin

D.-__{;'-*HHN
H

i

R

Obrdzek byl prevzat z http.//themedicalbiochemistrypage.orqg/heme-porphyrin.htm/



Dalsi osud bilirubinu (Bil)

Bilirubin (Bil) je uvolnén z RES do krve.

ALE! Bil je velmi Spatné rozpustny v plasmé, a proto je v
krvi ’rranspor’rovan ve vazbé na albumin (,,nekonjugovany

v e U4

Bil" = ,neprimy Bil").

J
JATRA

V hepatocytech, Bil je konjugovdn se 2 molekulami kys.
glukuronové — bilirubin dlg'UkOSldUl"OﬂaT (rozpustny ve

vodé, ,konjugovany Bil" =, primy Bil")
l
ZLUC
A
STREVO
Bil je redukovdn na urobilinogen a sterkobilinogen



bilirubin-diglukosidurondt = konjugovany bilirubin
je rozpustny ve vodé — tzv. ,primy bilirubin®

g /‘ C 00-= C Q
M v \ | M v
of’/’\N/\ /Q /J\/\ g

H H

Obrdzek byl prevzat z http.//themedicalbiochemistrypage.org/heme-porphyrin.htm/



Ve streveé:

Urobilinogen a sterkobilinogen mohou byt:
a) reabsorbovdny a vraceji se zpét do jater (enterohepatdlni cirkulace)

b) oxidovany (v pritomnosti O,) na barviva urobilin (oranzovy) a
sterkobilin ( ) — jsou vylu€ovany ve stolici

Urobilinogen (UBG) se také vyskytuje v moci.



— A. Degradation of heme groups

B s ©

1

320, 3H,0 Fe2®
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Biliverdin
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Bilirubin
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transferase 2.4.1.17
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CHs
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+ bilirubin
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Obrdzek prevzat z knihy: Color Atlas of Biochemistry /' J. Koolman, K H.Rohm. Thieme 2005.



Stanoveni bilirubinu v séru

Bil reaguje primo s barvivy, jakmile jsou priddny do vzorku séra
— konjugovany bilirubin = primy bilirubin (do 3.4 pmol/I)

volny Bil nereaguje s barvivy dokud neni priddn alkohol
(methanol) nebo kofein do vzorku séra. Stanoveni tohoto typu
bilirubinu je neprimé — nekonjugovany bilirubin = neprimy
bilirubin

celkovy bilirubin zahrnuje oboje - nekonjugovany a konjugovany
Bil (do 17 pmol/I)






Zelezo v hemu - poznamka

Zelezo je vazano v tetrapyrrolovém kruhu tak, ze
formalné byla dvé pyrrolova jadra zbavena na svych
dusicich H*. Takto vznikl na kazdém ze dvou dusiki
volny elektronovy par. Dvojice elektronu je vyuzita

(na kazdém z obou jader) k vytvoreni dativni kovalentni
vazby s Fe?*,
Fe?* zaroven prinasi do molekuly hemu 2 kladné naboje,
»Zztracené pri odneéti 2 H*.

Hem v hemoglobinu je tedy elektricky neutralni a vaze
také elektricky neutralni molekuly (O, , CO).
Oxidace zeleza na Fe3* (—» hemiglobin, methemoglobin)
vede k ziskani 1 kladného naboje v molekule hemu.
Hem pak jako kation vaze anionty (napr. CN-, ale nemuze
uz vazat elektricky neutralni molekuly — neni tedy schopen
prenaset kyslik).

Tyto skute€nosti jsou vyznamné mj. pro toxikologii.
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Nazvoslovi :

ferro-

— ferrosi- — Fe?t

~ hemo-

ferri- N
~ hemi-

(hemoglobin)

Fes*

(hemiglobin)
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