2 Hemoglobin a dalsi hemoproteiny _

Hemoglobin je jen jednim z proteint patficich do velké skupiny zvané hemové proteiny
(hemoproteiny).
Do této skupiny dale patti, napf.:

» myoglobin (vazba a depozice kysliku ve svalech)

> cytochromy (prenasece elektront v elektron-transportnim fetézci mitochondrii)

> kataldzy a peroxidazy (rozklad a tvorba H,0,)

» cytochrom P450 (hydroxylaéni systém/enzym)
Jejich spole¢nym znakem je to, ze ve své molekule obsahuji hem (cyklicky tetrapyrrol). V této
kapitole bude nejprve pojednano o syntéze hemu, dile o hemoglobinu (jeho stavbé, funkci...) a
nakonec o dalsich vybranych hemoproteinech.

Hem je struktura, ktera je spole¢na vSem hemoproteinim, proto zaneme kapitolu 2 praveé jeho
syntézou.
K syntéze hemu dochazi v mitochondriich (prvni a posledni reakce) i cytosolu (ostatni reakce).
Pro prvni krok syntézy de novo potrebujeme:

> sukcinyl-CoA (meziprodukt citratového cyklu)

> glycin (zdroj dusiku)

» enzym ALA-synthasu?
Glycin a sukcinyl-CoA kondenzuji a vznikd 2-amino-3-oxoadipat, ktery nasledné dekarboxyluje na
5-amino-4-oxopentanovou kyselinu, kterou nazyvame &-aminolevulat.

[ .
/ - N
— — — e H,C——COOH
HOOC—CH,—CH, c\ 5 + 2 iC + 2¢C
S—CoA NH,
sukcinyl-CoA glycin
ALA-SYNTHASA
HS—CoA
(o)
4
HOOC—CH,—CH,—C 6C
2-amino-3-oxoadipat (|:H H
NH,
-co,
O
/
HOOC—CH,—CH,—C
5C
8-aminolevulat (|:H2
NH,

Tato reakce probiha v mitochondriich.
Z mitochondrii se prfesouvame do cytosolu. Zde dochazi ke kondenzaci dvou molekul ALA
(86-aminolevulatu) za vzniku substituovaného pyrrolu (porfobilinogenu):

1 vyskytuje-li se v burice dostatek hemu, inhibuje hem syntézu enzymu.

Rada lékd zvySuje aktivitu pravé ALA-synthasy. To souvisi stim, 7e kazdy lék je pro nase télo
xenobiotikem (cizi latkou) a nase télo se xenobiotik zbavuje tak, Ze zvysi jejich rozpustnost, ¢ehoz
dosahuje hydroxylaci. Tuto hydroxylaci zajistuje cytochrom P-450, ktery je stejné jako hemoglobin
hemoproteinem — potfebuje pro svou funkci hem. ZvySeni aktivity ALA-synthasy zvysi syntézu hemu,
ktery je nasledné vyuZit pro syntézu cytochromu P-450.
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acetyl propionyl

COOH COCH COOH

H----- 0—

H™  H——H \‘ /\

\O N
“-H—N -2H,0
" H : H,N H
2 aminomethyl

2x &-aminolevulat porfobilinogen

Po té, co vzniknou 4 molekuly porfobilinogenu, mohou tyto kondenzovat dvéma zpUsoby:
a) zavzniku uroporfyrinogenu | (minoritni pocet pfipadu)
b) za vzniku uroporfyrinogenu lll (hlavni produkt kondenzace)
Ke kondenzaci dochazi pres aminomethylovou skupinu, pficemz se uvolni 4 molekuly amoniaku.

HOOC COOH

COOH COOH

/A

: N

HoN - 4NH,

4x porfobilinogen

UROPORFYRINOGEN 11

Ke schématu:
» modrd pismena (A,B,C,D) odpovidaji tradicnimu oznaceni kruht
» Cernd pismena (A a P) oznacuji ndzev substituentu (A pro acetyl, P pro propionyl)
Dalsi dvé reakce na uroporfyrinogenu Il obnasi Gpravy postrannich substituentu:
a) nejprve jsou vsechny acetyly dekarboxylovany na methyly (vznika koproporfyrinogen Ill)
b) nasledné jsou dva propionaty dekarboxylovany a dehydratovany na vinyly (vznika
protoporfyrinogen Ill)

HooC COOH HoOC COOH
P P
CH,
M
CH,
M
Hy,e M
P
COOH
UROPORFYRINOGEN Il KOPROPORFYRINOGEN i
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HOOC COOCH HOOC COOCH

KOPROPORFYRINOGEN Il PROTOPORFYRINOGEN I

Substituenty, které najdeme na protoporfyrinogenu Il jsou jiz definitivni (jedna se o 4M, 2V a
2P). Nasledujici uprava zahrnuje vytvoreni konjugovaného systému dvojnych vazeb. Aby mohl
vzniknout konjugovany systém, musi dojit ke vzniku methinovych mustkt a k preskupeni
nékterych dvojnych vazeb na pyrrolovych jadrech. Vznikla latka se nazyva protoporfyrin IX, a
proto, Ze obsahuje konjugovany systém dvojnych vazeb, se jedna o barevnou (Cervenou)
slouceninu.

HOOC COOH HOOC COOH

CHj
M

methinové mistky

-6 H

CHs,
H,C
H,e M y

H,C \Vi

PROTOPORFYRINOGEN llI PROTOPORFYRIN IX

Na zavér je do molekuly vnesen ion Fe?* a zéroveri dochdzi k od$tépeni 2 H*. Tim vznikd hem.

HooC COOH HOOC FOOH

-

PROTOPORFYRIN IX HEM
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Na zavér shrnujici schéma syntézy hemu, i s Ucastnicimi se enzymy a znazornénou bunécnou
lokalizaci:

Ha§—C00H
Vi
HOOC —CHZ-C"E_C NH,
SUKCINYL-CoA S—CoA GLYCIN »1(/7 } A -
Myt “{,,:’
FERRO-CHELATASA
ALA-SYNTHASA | MATRIX (HEMSYNTHASA) Fet
™ c0
i MITOCHONDRIE woog i

Vi
HOOC —CHy—CH,—C

8-AMINOLEVULAT {2
(ALA) NH,

2x ALA

OO iamen PROTOPORFYRINOGEN Il 4
‘ —~/ 2¢0,
CYTOPLAZMA

PORFOBILINOGEN (PBG)

HOOC COoH
4XPBG \ [
UROPORFYRINSYNTHASA ([N 4 i, voa, coon e N
- . J
’ \ it W —CHy
A { W 27 4
LINEARNITETRAPYRROL "% \  _~ A /** Famt R
\-~<:\k\}/ e { ) KOPROPORFYRINOGEN Il
o W \ /
/ o PO
\ o \ /T CH,
e P \\ .
v 4 VIS )
UROPORFYRINOGENI .../ )/ \‘, - 4¢o, (
\ / CooH
Ncoon {'
EODN
UROPORFYRINOGEN IlI

Degradace hemu

Degradaci hemu vznika oxid uhelnaty (CO) a biliverdin, ktery se nasledné preméni na bilirubin.

K rozstépeni tetrapyrrolového kruhu dochazi vlivem enzymového komplexu hemoxygenasy
(reakce se ucastni 3 atomy O, a 3 molekuly NADPH+H*).

Problematika tykajici se katabolismu hemu, bude podrobnéji rozebrdna ve 4. semestru.

Porfyrie

Porfyrie je obecny nazev pro defekty, které se objevuji v syntéze hemu. RozliSujeme:

a) porfyrie primarni
Jsou zpUsobeny defektnimi enzymy ucastnicimi se syntézy hemu. Dochdzi k akumulaci
meziprodukt( (ALA, PBG a porfyrinogenu).
Napr. Erytropoetickd porfyrie (Glintherova choroba). Jednd se o vzacné onemocnéni —
porfyrinogeny se hromadi v k(iZi, kterd je proto velmi senzitivni na svétlo. PostiZeni jsou tak
aktivni v noci, na kliZi se objevuji 1éze, dochazi k deformaci usi, nosu, rtl a celého obliceje.
Ve stfedovéku byli takto nemocni povazovani za upiry.

b) porfyrie sekundarni
Pfiznaky jsou podobné primarnim porfyriim, ale kinaktivaci enzym( doslo v dusledku
onemocnéni, ¢i otravy (napr. ALA-synthasu lze ,otravit” olovem).
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2.2 Struktura hemoglobinu _

Hemoglobin je bilkovina jako kazda jind. M{Zeme u néj tedy rozlisit strukturu:
primarni (usporadani AK v fetézci)
sekundarni (prostorova orientace hlavniho retézce)

teciarni (prostorova orientace celého retézce, véetné vedlejsich zbytk( AK)
kvartérni (vzdjemné usporadani podjednotek)

YVVVYVY

Primdarni struktufe hemoglobinu se vénovat nebudeme.

Sekundarni struktura

V molekule hemoglobinu miZeme rozlisit (v sekundarni strukture) 8 helikalnich usekd, které se
oznacuji pismeny A-H. Jednotlivé Useky se skladaji z rlzného mnoiZstvi AK, proto jsou rlzné
dlouhé — nejkratsi helix je tvofen 7 AK, nejdelsi 20 AK.

Jednotlivé helixy jsou spojeny nehelikalnimi tseky (jedna se o nepravidelné struktury).

Na zacatku a konci retézce rozliSujeme navic tzv. plapolajici konce (coz jsou kratké useky slozené
z nékolika aminokyselin).

Terciarni struktura

Terciarni strukturu miZeme odvodit z ndzvu molekuly — hemoglobin. Globulus znamena latinsky
koule.

Jednotlivé helikalni Useky se staceji tak, aby zbytky hydrofobnich aminokyselin smérovaly dovnitf
,koule” a zbytky hydrofilnich aminokyselin smérovaly vné ,koule”. Tim wvznikd uvnitf

hemoglobinu hydrofobni kapsa, ve které je umistén hem a je tak chranén pred oxidaci (ktera je
velmi nezadouci — vznikl by pfi ni hemiglobin).

K obrdzku:

Na levé strané je zndzornéno schematické uspordddni podjednotek, na pravé strané je stejny obrdzek, akordt jsou
zndzornény jednotlivé helixy, nehelikdlni tseky i plapolajici konce. Zamérime-li se na pravou c¢dst pozornéji, miZeme
videét, jak je v molekule uchycen hem (podrobnéji viz nize).

Vazba hemu na globin

Hem je cyklicky tetrapyrol, globin je bilkovina. Jak bylo zminéno vyse, vytvafi globin hydrofobni
kapsu, ve které je hem uchycen a uschovan.

Vyznam hydrofobni kapsy je velky: kdyby v ni hem nebyl uloZen, tak by pfi styku s kyslikem

dochézelo k oxidaci Zeleza z Fe** na Fe®. Napojeni na globin a uloZeni v hydrofobni kapse
umoznuje kyslik navazat a prenaset.
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Hem se napojuje na globin koordina¢ni vazbou Zeleza na histidin F8 (tento histidin se oznacuje
jako proximdini a nachazi se v F helixu) a ¢aste€né i na histidin E7 (tento histidin se oznacuje jako
distdlni a nachazi v E helixu).

PROXIMALNI HISTIDIN F8

CHy~CH,~-COOH
Y CH,-CH,~COOH Globin

NN T —
i)
DISTALNI HISTIDIN E7

O tom, co se déje pfi vazbé kysliku na hemoglobin, bude pojednano dale v této kapitole.

Kvartérni struktura
Hemoglobin se sklada se ctyf podjednotek — dvou podjednotek a a dvou podjednotek B. Mezi
podjednotkami existuji dva typy interakci:

a) hydrofobni

b) elektrostatické

':;eal J
.8 = &g

'.\_\ az ;’l

g

Hydrofobni interakce se nachazeji mezi podjednotkami a a B (na obrdzku naznaceny sedym
pdsem). Hydrofobni interakce existuji mezi jednotkami jak v oxygenovaném, tak
v deoxygenovaném hemoglobinu.

Elektrostatické interakce jsou relativné silné a nachazeji se mezi jednotkami a a a; B a B nebo i
a a B (na obrdzku jsou naznaceny c¢drkované). V okamziku, kdy se na hemoglobin navaze kyslik,
jsou elektrostatické interakce naruseny (bude vysvétleno ddle).

2.3 Vazba kysliku na hemoglobin _

Diky tomu, Ze se hem nachazi v nepolarnim prostredi hydrofobni kapsy vytvorené globinem, je
schopny vazat kyslik. Nyni se zaméfime na to, jak presné se kyslik vaze a jak se pfi tom méni
struktura celé molekuly.
Kyslik se vaze koordinacni vazbou na Zeleznaty ion.
Elektronova konfigurace Zeleznatého iontu je nasledujici?:

152 2s% 2p® 352 3p® 3d°
Vidime, ze v d orbitalu se nachazi sest elektrond.

2V u€ebnicich se vétsinou uvadi elektronovd konfigurace atomu Zeleza 1s? 2s%2p® 3s? 3p® 3d°® 4s2. My ale
pracujeme s Zeleznatym iontem, ktery elektrony v orbitalu 4s jiz nema!
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V pfipadé, Ze na Zelezo neni navazan kyslik, nachazi se Zelezo v tzv. vysokopinovém stavu a

s vr

jeho koordinacni Cislo je rovno 5 (¢tyfmi vazbami se vaze na hem, jednou vazbou na histidin F8).

sd (W14 [4 [V Y]

PROXIMALNI

F-HELIX
HISTIDIN F&

ROVINA
PORFYRINUY

K obrazku:

Pomoci rameck( je zndzornéno, jak jsou uspordddny elektrony ve valencni sféfe atomu Zeleza v pripadé
vysokospinového stavu.

Pod ramecky je zndzornéna situace v molekule hemoglobinu — Zelezo se nachdzi nad rovinou porfyrinu a je napojeno
na proximdlni histidin F8.

V okamziku, kdy se na Zelezo napoiji kyslik, dojde k nasledujicim déjim:

1) Vysokospinovy stav Zeleza se zméni na nizkospinovy (koordinacni ¢islo Zeleza je 6).

2) Zménou na nizkospinovy stav dojde ke zmenseni iontového poloméru (dano tim, 7e se
nékteré elektrony presunuly z vné;jsi vrstvy do vnitini; viz obrdzek).

3) Zmensenim iontového poloméru dojde ke zmensSeni odpuzovani mezi Zeleznatym
iontem a dusiky v porfyrinovém kruhu.

4) Zmenseni odpuzovani a zmenseni iontového poloméru umoziuje zasunuti Zeleza do
roviny porfyrinu (timto zasunutim se mj. Zeleznaty ion ,pfes kyslik“ dostava do vazby s distalnim
histidinem E7)

5) Zasunuti do roviny kruhu zpUsobuje dal$i zmény v konformaci molekuly (seleznaty ion za
sebou ,tahne” histidin F8 a ten s sebou tdhne celou podjednotku, na kterou je napojen a ta opét méni
strukturu ostatnich podjednotek, protoZe je na né rovnéz napojena)

3d {141
F-HELIX
™~ PROXIMALNI
N HISTIDNN F8
N
,..'/I I"\
\"-\,
\\N -
=; ROVINA
T PORFYRINU
[0\
N
o]
N DISTALNI
HISTINN E7
K obrdzku:

Doslo ke zméné elektronového usporddani (nizkospinovy stav). Tim se ion Zeleza zmensil, zmensilo se odpuzovdni mezi
nim a porfyrinem a mohl se tak zasunout do roviny kruhu. Diky tomu, Ze se zménilo koordinacni ¢islo, mohl se navdzat
kyslik, ktery nyni ,,komunikuje” s histidinem E7.
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Nyni vime, co se déje v oblasti kolem Zeleznatého iontu. Tyto zmény, jak bylo zminéno v bodé 5,
ale ovliviuji konformaci celé molekuly. Jak se tedy méni kvartérni struktura?

Neni-li na hemoglobin navazan kyslik, vypadd kvartérni struktura tak, jak byla popsdna vyse.
Mluvime o deoxyhemoglobinu, ktery se nachazi v konformaci T (od némeckého taut — napjaty).
Konformaci T pomahda udrZovat 2,3-bisfosfoglycerat (2,3-BGP), o jehoZ roli bude pojednano
nize).

Po navazani kysliku, dojde k preruseni elektrostatickych interakci mezi podjednotkami, vznika
oxyhemoglobin a dostdva se do konformace R (od slova relaxed — uvolnéna).

2H,0+2C0O, <— 2H,CO,

DEOXYHEMOGLOBIN OXYHEMOGLOBIN

KONFORMACE T T 'H KONFORMACE R
) 2H*+ 2 HCO{
PLICE/ KREV A
, .~ - a 1 s “\.\ ’r/ a 1 / \\
W Cpn® N 40, 2H* +2,3-BPG / N h
£ 7 Vol N / \
lr.l' g : : 8 '.‘I > B B 1
, B2 | o P ;s ~ | P2 14
“\ @$% F ' S
S o 40, 2H*+2,3-BPG . Vi
\.““‘ | az _.I "’,’ .? ‘\\\‘ \ az . ’plf
TKANE / KREV i
2H*+2 HCO4™

[ KARBONATDEHYDROGEMASA Tl
2H,0+2C0, — 2H,CO,

K obrdzku:

Obrdzek naznacuje cely proces vazby a uvolriovdni kysliku.

Zacnéme v plicich u hemoglobinu, na ktery se prdavé navdzaly ctyfi molekuly kysliku (jednd se o
oxyhemoglobin). Navdzdnim kysliku doslo k preruseni elektrostatickych vazeb mezi podjednotkami a
hemoglobin zaujal konformaci R. Kromé naruseni elektrostatickych vazeb, doslo k uvolnéni 2,3-BPG a dvou
protonii (pochdzejicich z histidinu). Tyto dva protony reaquji s hydrogenkarbondtovym iontem a vlivem
enzymu karbondtdehydrogenasy se preméni na kyselinu uhliCitou, kterd se rozpadne na vodu a oxid
uhlicity, ktery vydechneme plicemi.

Oxyhemoglobin se ndsledné presouvad do tkdni, jejichZ

, ¢imZ z néj uvolni 4 molekuly kysliku a zméni jej na deoxyhemoglobin
(dojde ke zméné konformace R - T).
Kromé toho se na hemoglobin navdZe CO; avsak nikoliv na Zelezo, ale na volné —NH: skupiny

(z aminokyselin tvoficich globinové Fetézce, nebo na pldpolajici N-konec). | tento CO: je vydechovdn pri
dychdni (navdZe se kyslik, uvolni se oxid uhlicity a je vydechnut).

Vyznam 2,3-BPG
2,3-BPG je unikatni molekula — je velice mala a obsahuje pét zapornych naboja.

- COO
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Jejim ukolem je stabilizovat T konformaci. Diky svému zdpornému naboji je ,kompatibilni“
s kvartérni strukturou hemoglobinu, do které se vaze tak, jak je znazornéno na obrazku nize,
tedy fosfatovymi zbytky smérem k B-podjednotkdm, karboxylovou skupinou kjedné
z a-podjednotek:

Lo |
1 )
bm,fé

o Coo~
% 0./ | 0, /0'9
(]

P 0 —CH

BZ ® o Hzé——n/ \0'% B1
#°%
f az ,;

\ /

- >

Timto zplsobem dochazi ke stabilizaci T struktury, tedy se snizZuje afinita hemoglobinu ke

kysliku (= ,,pro kyslik je tézsi prerusit elektrostatické interakce, tedy se mu hlre navazuje”).

Bohriv efekt

Bohrliv efekt se tykd acidobazickych vlastnosti hemoglobinu (které souvisi s uvolfiovanim a
pfijimanim protond H* a Uzce s tim i s uvolfiovanim a vazbou kysliku). Vychazi z predpokladu, Ze
oxyhemoglobin (HbO,) je silnéjsi kyselinou, nez deoxyhemoglobin (Hb)3.

Jak bylo popsano vyse, dochazi ve tkanich (ve kterych je nizké pH — tedy hodné protont) k vazbé
dvou protonli na oxyhemoglobin, pficemz po této vazbé nasleduje uvolnéni kysliku a
oxyhemoglobin se méni na deoxyhemoglobin. Proto, Ze je deoxyhemoglobin slabsi kyselinou
(=méné ochotné odevzdava protony a ochotnéji je pfijima), nedojde ke zpétnému uvolnéni
protonl do prostredi.

Nasledné se deoxyhemoglobin presune do plic, kde je pH vyssi (proton( je zde méné), uvolni své
protony, navaZe na sebe kyslik a preméni se na oxyhemoglobin. ProtoZe je oxyhemoglobin
silnéjsi kyselinou (=ochotné protony odevzdava, ale hife je prijima), nedojde ke zpétnému
navazani protond na oxyhemoglobin.

2.3 Saturace hemoglobinu kyslikem _

Saturaci hemoglobinu kyslikem mlzZeme popisovat pomoci saturacni krivky, ktera udava
zavislost saturace hemoglobinu kyslikem (%) na parcidlni tlaku O, (kPa).

smisena
o alveoly
venozni |iC
krev P
100
.B? HEMOGLOBIN
= 80 | myvosLosin
o
3
£ 60
8
a0
20
5 10 15
pO, [kPa]
3 Disociace hemoglobinu:
HHb <> Hb—+ H* pKa=7,8
HHbO2 <> HbO2™ + H* pKa=6,2 (silnéjsi kyselina)
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Ke grafu:

Jak vidime, ma krivka esovity (sigmoidni) tvar. Ten je ddn tzv. kooperativnim charakterem navazovani kysliku.

Pri vazbé kysliku na hemoglobin musi kyslik prerusit elektrostatické interakce mezi jednotkami hemoglobinu. Po té, co
je navdzdna prvni ze Ctyr molekul (ta méla s navdzdnim nejvétsi prdci, musela prekonat vsechny elektrostatické
interakce), ma druhd molekula situaci lehci (nékteré vazby uZ jsou preruseny), treti jesté leh¢i a Ctvrtd se navazuje
nejsndze. MdZeme fict, Ze molekuly kysliku ,kooperuji“, tedy si navzdjem pomdhayji.

V grafu je zanesena i kfivka pro myoglobin, tedy svalové barvivo. Myoglobin se skldda pouze z jedné podjednotky,
nelze tedy mluvit o kooperativnim charakteru, tvar krivky je typicky hyperbolicky.

M,j. je v grafu naznacena situace ve smiSené vendzni krvi (pO, < 5 kPa)*, kdy je hemoglobin zhruba ze 73% nasycen a
v plicnich alveolech (pO; = 13-15 kPa), kdy je hemoglobin nasycen cca z 97%.

Tvar saturacni kfivky pro hemoglobin je ovliviiovan raznymi faktory:
» zménami v parcialnich tlacich kysliku a oxidu uhlic¢itého
(vyssi parcialni tlak Oz usnadniuje saturaci kyslikem)
(vyssi parcialni tlak CO;, ztéZuje saturaci kyslikem; usnadiiuje uvolfiovani)
» zménami pH
(vyssi pH (=méné proton() ztéZuje saturaci kyslikem; usnadriuje uvolfiovani)
» koncentraci 2,3-BPG
(vyssi koncentrace 2,3-BPG ztéZuje saturaci kyslikem; usnadfiuje uvolfiovani)
» zménamiv teploté
(vyssi teplota ztéZuje saturaci kyslikem; usnadfiuje uvolfiovani)

2.4 Typy a derivaty hemoglobinu; abnormalni hemoglobiny _

Lidsky hemoglobin se vyskytuje v nékolika riznych typech:
Tabulka 1 - Typy lidského hemoglobinu

Podil z celkového Hb

Oznaceni Struktura Poznamka -
u dospélych
HbA o232 ~97%
HbA, - glykace v riznych pozicich na Hb
(oznacovan jako HbA-Glc)
HbA; - glykace pouze na —NH, B-globinu
HbA;. - klinicky vyznamny (dava informaci o
glukosemii v poslednich 2 mésicich)
HbA,; 26, ~2,5%
HbF 02V2 fetalni hemoglobin ~0,5%

V lidské krvi se vyskytuje predevsim standardni hemoglobin HbA (97%).

Ten mUzZe byt glykovan v rlznych pozicich (viz tabulka, pro podrobnéjsi informace viz Biochemie | — semindr,
str. 16). O prlibéhu glykace proteinl bude pojednano na dalsi strance.
Vyznamnym typem glykovaného hemoglobinu je HbAi, ktery se stanovuje v krvi napf. u
diabetik(, nebot udava informaci o glukosemii v poslednich dvou mésicich (lze tak tedy zjistit,
zda diabetik ,,nepodvddi se svou dietou”). Referenéni meze pro HbA. jsou:

> pro muZe: 140-180 g/l nebo 8,1-11,2 mmol/I

> pro zeny: 120-160 g/l nebo 7,4-9,8 mmol/I

HbF je fetalni hemoglobin, ktery ma velky vyznam v détstvi, ale jeho vysoka koncentrace v krvi
dospélych je patologicka. HbF obsahuje misto B-jednotky y-jednotku, ktera nese méné kladnych
naboju, tudiz se na ni hdf navazuje 2,3-BPG, tudiZ je snadnéji saturovatelna kyslikem (to je
dllezité u déti, ale u dospélych uz tak moc ne...).

4 Kritickd hodnota pro hypoxii je 3,5 kPa.
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Glykace hemoglobinu:
Glykovany hemoglobin vznikd pfi neenzymové glykaci proteind, jejiz pribéh popisuje
nasledujici schéma:

H\C;O ---~‘*\\\\
I N
H—C—OH Y
HO—C—H M
+ H,N—CH,—| HEMOGLOBIN
H—C—OH
H—C—OH
CHZ0H neenzymova reakce
glukosa irreversibilni
H,O
H\C;N_'CHz_ HEMOGLOBIN
|
H—C—OH
|
HO—C—H
| Amadoriho
H_?_OH pfesmyk
H—(|3—OH
CH,OH H
| _NH-4—CH,—{ HEMOGLOBIN
aldimin H—(l?
(labilni) c=0
[
HO—(|3—H
H—(|3—OH
H—(|3—OH
CH,OH
glykovany hemoglobin
(ketoamin; aminoderivat fruktosy)
Ke schématu:

Na —NH, skupinu hemoglobinu se napoji glukosa (soucasné se odstépi voda). Reakce neni nikterak katalyzovand a je
nevratnd. Vznikd nestabilni aldimin, ktery se ihned presmykne na ketoamin (tzv. Amadoriho presmyk). V tomto
presmyku dochadzi k pfesunu dvojné vazby (a tudizZ i vodiki) a z glukosy se stdvd fruktosa.

Doposud jsme popisovali typy lidského hemoglobinu. Nyni se zamétime na jejich derivdty, které
vznikaji po vazbé jednoduchych anorganickych molekul (O,, CO, CO,) nebo oxidaci Zeleza.
Vyjdéme ze zédkladniho deoxyhemoglobinu:

> vazbou 0, vznikd oxyhemoglobin

> vazbou CO; vznika karaminohemoglobin

> vazbou CO vznika karbonylhemoglobin (karboxyhemoglobin®)

» oxidaci Zeleza z Fe?* na Fe® vznikd hemiglobin (methemoglobin)

Otrava oxidem uhelnatym muzZe nastat v pfipadé, Zze jsme vystaveni jeho vysoké koncentraci
v ovzdusi (napf. pfi pozarech, kdy dochazi k nedokonalému spalovani uhliku). Prvni pomoci je
Cerstvy vzduch, v zavaznéjsich pripadech hyperbaricka komora.

Karbonylhemoglobinu se v lidské krvi vidy vyskytuje urcité mnoiZstvi — toto mnoistvi je
ovliviiovano predevsim prostfedim, ve kterém Zijeme. Pro lepsSi predstavu viz tabulku na
nasledujici strance.

5 CO,, jak bylo Feleno, se vaZze na —NH; skupiny v molekule Hb. CO se vaZe na Zelezo pevnéji nez kyslik,
¢imz znemoznuje hemoglobinu plnit jeho funkci a miZe dojit k otravé!!!

© JN 2009 Kapitola 2 — Hemoglobin a dalsi hemoproteiny 11



Tabulka 2 - Karbynoylhemoglobin v krvi

Subjekt / Situace CO-Hb (%)

novorozenec 0,4
dospély (venkov) 1-2
dospély (mésto) 4-5

kurak 10-12

dopravni policista 12-15

otrava 20-50

smrt 55-60

Methemoglobinemie jsou onemocnéni zpUsobend zvySenim hladiny methemoglobinu v krvi.
RozliSujeme dva typy:

a) vrozenou methemoglobinemii
Osoba s vrozenou methemoglobinemii ma v krvi zvySenou hladinu HbM, coZ znamen3,
Ze histidin F8 je v primdrni strukture zaménén za tyrosin. Hydrofobni kapsa kolem hemu
je tak narusena a dochazi snaze k oxidaci Zeleza.

b) toxickou methemoglobinemii
Osoby s toxickou methemoglobinémii byly vystaveny plsobeni anilinu, nitrobenzenu,
alkynitratQ, dusitand, chlore¢nant a dalsich latek, které zpUsobi oxidaci Zeleza.

Kromé vySe popsanych typl a derivatl hemoglobinu se v krvi mGzZeme setkat s abnormalnimi
hemoglobiny, které vznikaji bodovymi mutacemi (u postizenych jedincd hovofime o
hemoglobinopatiich; zname vice jak 200 rGznych bodovych mutaci).
Napft.

> HbS (12'32 ..6Glu - Val

» HbC B2 ..6Glu->Lys

> HbM Clsz ... F8 His > Tyr

..67 Val - Glu

U osob s HbS dochazi k srpkovité anémii. PostiZzeni maji zaménénou Sestou AK v B-fetézci (misto
glutamatu maji valin). Valin zpUsobuje, Ze jsou B-fetézce ,lepivé” a dochazi tak k jejich agregaci —
to se projevi v deformovaném tvaru erytrocytd, které vypadaji jako srpky.

U osob s HbM dochazi k jiz popsané methemoglobinémii.

Dalsi poruchy, které souviseji s hemoglobinem, mohou byt zplsobeny nedostatecnou syntézou
jednoho z bilkovinnych Fetézcli. Hovotrime o thalasémiich, jichZ rozliSujeme dva druhy:

> a-thalasémii (neni dostatecné syntetizovana jednotka a)

> B-thalasémii (neni dostateéné syntetizovdna jednotka B; &asté&jsi®)

Doposud jsme se vénovali hemoglobinu, hlavnimu prenaseci kysliku mezi plicemi a tkanémi.
Zminili jsme se i o myoglobinu (svalové krevni barvivo, které slouzi k depozici kysliku pro svaly;
jednda se o monomer — ma tedy hyperbolickou saturacni kfivku).
Tyto dva hemoproteiny maji spolecné to, Ze:

> slouzi pro transport (uchovani) kysliku

> hem je v nich vazan pevné (jako prosteticka skupina)

> hem je schovany v hydrofobni kapse a nedochazi k oxidaci jeho Zeleza (kdyby k ni

doslo, ztratil by protein funkci)

6 Poznamka: obecné Ize Fici, Ze vice chyb se u Hb vyskytuje v B jednotce.
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U ostatnich hemoproteind, o kterych se budeme nyni bavit, je tomu zcela jinak. Jejich hem je
relativné exponovany (neni kolem néj hydrofobni kapsa) a zména oxidacniho cisla Zeleza je
zakladem funkce daného hemoproteinu (pfenos jednoho elektronu).

Tabulka 3 - Hemoproteiny a jejich funkce

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

Ostatni hemoproteiny vétSinou patfi mezi oxidoreduktasy. Jejich Ukolem je prendset jeden

elektron, hem funguje jako jejich kofaktor:
HOOC COOH HOOC COOH

Katalasa a peroxidasy
Katalyzuje pfeménu H,0;, - % O, + H,0
Peroxidasy katalyzuji preménu peroxid obecné.

Cytochromy
Cytochromy jsou soucasti dychaciho rfetézce, o jejich funkci a struktufe bude podrobnéji
pojedndno v kapitole o Dychacim retézci.

Cytochrom P-450 (CYP) 7

Existuje asi 150 izoforem tohoto proteinu/enzymu (syntézu nékterych z nich lze indukovat, ¢ehoz
se vyuziva v lékarstvi). Vyskytuji se ve vsech tkanich kromé svalu a erytrocytl, nejvice jsou
zastoupeny v jatrech, kde probiha velké mnozstvi biotransformacnich pochodl. V burice je
nalezneme v ER a v mitochondriich.

Cytochrom P-450 se ucastni hydroxylacnich reakci a to jak hydroxylaci substratl endogennich,
tak exogennich.

Na endoplazmatickém retikulu jsou hydroxylovany latky jako skvalen, cholesterol, kalciol,
prostaglandiny a mnohé dalsi. Velky vyznam ma i desaturace MK a hydroxylace xenobiotik.

V mitochondriich dochazi k hydroxylaci steroidnich hormond.

CYP funguje tak, Ze zavadi do molekul atom kysliku za vzniku —OH skupiny: R-H = R-OH.
Jedna se o monooxygenasu (z molekuly O, zabuduje do molekuly substratu vidy jen jeden atom
kysliku; druhy atom kysliku vytvari vodu, pricemz donorem vodiku je NADPH+H").

7 Odvozeni zkratky: P (pigment), 450 (vinova délka v nanometrech, pfi které enzym vyrazné absorbuje po
navazani oxidu uhelnatého)
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Obecné mlzeme hydroxylaci zapsat nasledujicim zplisobem:
R-H + O, + NADPH+H* - R-OH + H,O + NADP*

Desaturasy MK
Desaturasy mastnych kyselin se Ucastni (jak nazev napovida) desaturace MK. Pfi desaturaci MK
dojde ve vysledku k vytvoreni dvojné vazby mezi dvéma uhliky. Reakce ale probiha ve dvou
krocich:

a) hydroxylaci

b) dehydrataci

H
H o
9 7 5 3
/\/\/\/\10/ \8/ \6/ \4/ \2/C1208C0A
+ (6]
NADPH:+H 2 stearyl-CoA
A9-desaturasa
NADP* H,0
O
9 7 5 3
/\/\/\/\10/,\8/ \6/ \4/ \Z/EOSCOA
| H
H 10-hydroxystearyl-CoA
H,0
H H
10——=9
8—7
\ oleyl-CoA
6——5
\4__3
2—ClZOSCOA

Hydroxylace katalyzované monooxygenasami nemuseji probihat pouze vySe poposanym
mechanismem. Spise pro zajimavost (ale s uvedenymi reakcemi se v tomto textu jesté setkame)
je v nasledujici tabulce uveden prehled raznych hydroxylacénich reakci:

Tabulka 4 - Hydroxylacni reakce (monooxygenasy)

Substrat Produkt Plavod kysliku Koreduktant Dalsi slozky
Fenylalanin Tyrosin 0, BH4 -
Xenobiotika Xenobitoka-OH 0, NADPH+H* FAD, hem (CYP)

Prolin 4-hydroxyprolin 0, 2-oxoglutarat Fe?*, askorbat
Dopamin Noradrenalin 0, askorbat Cu?
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