1) Uved’te hmotnostni a latkovou koncentraci hemoglobinu v krvi vztaZenou na monomer Hb.
¢=2,15-2,65mmol/l. Hmotnostna koncetracia Muz: 130-180g/l Zena: 120-160g/1

2) Vypoctéte, jaky objem Kysliku se miiZe maximalné navazat na 1 g hemoglobinu.
Objem kyslika ktory mozno maximalne naviazat: V=1,4ml.
Vypocet: 1 mol Hb naviaze 4 mol kyslika.
1 mol Hb ...... 4moly O,

m=1g

M, = 64000

n=m/M = 1/64000 = 0,000015625mol Hb -------- *4 =0,0000625 mol O,
M(O2) =32 . m(0,) =n*M = 0,0000625*32 = 0,002g

n=V/Vy,....V=n*V,,=0,00141

3) Piireakci izolovaného hemu s kyslikem ve vodném roztoku dochazi k oxidaci Fe?* na Fe®".
Jak reaguje s kyslikem hemoglobin? Vysvétlete, ¢im je zptuisoben rozdil.
V terciarnej Struktire hemoglobinu st jednotlivé helikalne Gseky stocené tak, aby zvysky
hydroféobnych aminokyselin smerovali dovnttra "gule" a zvysky hydrofilnych aminokyselin smerovali von
z "gule". Tym vznika vo vnutri hemoglobinu hydrofobna kapsa, v ktorej je umiestneny hem a je tak chraneny
pred oxidaciou, ktora by bola neziaduca - vznikol by hemiglobin.

4) Charakterizujte sekundarni a terciarni strukturu globinového retézce.
Sekundarni struktura globinového fetézce — polypeptidové fetézce sbaleny do 8 a-helixt
(= pravotociva spiralovita konformace).
Terciarni struktura — uréena polaritou aminokyselin — hydrofobni aminokyseliny se stahuji dovnitf
molekuly a vytvaii tzv. hydrofobni kapsu globinu (do ni je uzavien hem s atomem Fe); hydrofilni ¢asti jsou
na povrchu proteinu.

5) Charakterizujte strukturu hemu a jeho vazbu na globin.

Je tvoreny tetrapyrolovym jadrom, v strede sa nachadza Zeleznaty kationt (Fe?"), ktory je naviazany
koordina¢ne-kovalentnymi vazbami. Na tieto jadra s viazané dalSie substituenty. Hém patri medzi
porfyriny. V hemu su 4 vazby Zeleza obsadené a 2 neobsadené — jedna spaja zelezo s globinom a jedna
je urcena pre vézbu s kyslikom.

Konfiguracia Fe": 1s* 2s? 2p°® 3s? 3p° 4s” 3p°

6) K jaké zméné ve struktuie hemu dochazi po navazani O,?
Méni se konformace z deoxyhemoglobinu na oxyhemoglobin. Fe?* miZe reverzibilné vazat
a prenaset molekulu kysliku. Oxygenace = zména elektronového stavu hemu. Oxidaci molekuly
hemoglobinu vznika oxyhemoglobin, ¢imz se méni elektronovy stav kompexu Fe*". Oproti
deoxyhemoglobinu méa dalsi vazbu pfes dva atomy na AMK — oxygenace méni terciarni a kvartérni
strukturu globinu, zptsobuje zanik nevazebnych interakci. To se projevi zménou barvy z tmavé ¢erveného
odstinu (Zilni krev) na odstin jasn¢ ¢erveny (tepenna krev).

7) Jak se pritom méni konformace proteinovych podjednotek?

Kvarterni struktura hemoglobinu urcuje prostorové uspotfadani jednotlivych podjednotek tetrameru
hemoglobinu a interakci mezi nimi (hydrofobni nebo iontové interakce). T-konformace (tension, napjaty
stav) hemoglobinu je charakteristicka pro tetramer deoxyhemoglobinu. Postupnou oxygenaci jednotlivych
podjednotek hemoglobinu dochazi k zdniku nevazebnych interakci, ¢imZ se usnadnuje navazani kysliku
na jesté neoxygenované podjednotky. U upln€ nasyceného hemoglobinu se tudiz mluvi o R- konformaci
(relaxed, relaxovany stav).

8) Popiste hlavni typy nevazebnych interakei, které se uplatiiuji mezi podjednotkami Hb
v oxygenované a deoxygenované formé.
Vodikové vazby, iontové vazby: mezi dvéma pary peptidovych fetézci.
Hydrofobni vazby: hydrofilni aminokyseliny peptidovych fetézct vytvari vazby s molekulami
vody a vysledkem je, Ze hydrofobni aminokyseliny se stahuji dovnitt struktury hemoglobinu a vznika
hydrofobni kapsa.



9) Napiste vzorec 2,3-bisfosfoglyceratu a naznacte jeho vazbu v T-formé hemoglobinu.
2,3-bifosfoglycerat vznika jako produkt glykolyzy, vaze se na deoxyhemoglobin a stabilizuje
T-formu deoxyhemoglobinu.

Vaze se svymi ¢tyfmi zapornymi skupinami fosfatd na B podjednotky hemoglobinu iontovymi
vazbami.

10) Jaka je molekularni podstata tzv. Bohrova efektu?
— popisuje zavislost afinity kysliku k hemoglobinu na hodnoté pH a koncentraci CO,
— jsou dgje, které vyplyvaji ze skutecnosti, ze oxyhemoglobin je silngjsi kyselina
nez deoxyhemoglobin
1. Ve tkanich — oxid uhlicity reaguje s vodou na kyselinu uhlicitou.
2H,0 + 2CO, — 2H,CO; (ENZYM KARBONATDEHYDRATAZA)
— zpusobuje disociaci kyseliny uhlicité
2H,CO; — 2H" + 2HCOy
— vznikajici H' snizuje pH ve tkanich
2. Oxygenovany Hb z plic putuje do tkani, kde je nucen odevzdat kyslik (je zasaditejsi a proto 1épe
vaze H").
3. V plicich probiha d¢j obracené: deoxy Hb ztraci H; ten reaguje s HCO; a vznikd H,O a CO,
11) Jaka je molekularni podstata sniZeni afinity hB ke kysliku v pritomnosti 2,3-BPG?
Cim vyssi koncentrace 2,3-bisfosfoglyceratu (BPG), tim niZi afinita hemoglobinu ke kysliku. Posun

saturaéni kiivky doprava. Cim niz§i koncentrace 2,3-BPG, tim vyssi afinita hemoglobinu ke kysliku. Posun
saturacni kfivky doleva.

Vazebna kfivka pro O,: syceni O,
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12) Ktera z forem hemoglobinu (Hb nebo HbQ2) je silnéjsi kyselinou, tj. snadnéji disociuje?
Silngjsi kyselinou je HbO, (oxyhemoglobin), ma nizsi pKA = 6,2 a Iépe disociuje.
HHbO, ------- >HbO, + H"
Slabsi kyselinou je Hb (deoxyhemoglobin), ma vyssi pKA = 7.8 a hiife disociuje.
HHb ------- >Hb +H"



13) Ktera z aminokyselin je zodpovédna za acidobazické vlastnosti Hb pti fyziologickém pH?
Histidin — hodnota pKa je nejblize fyziologickému pH.
Imidazolova struktura histidinu je jen slabé bazicka, a proto miize vystupovat jako donor i akceptor
H" (chova se jako kyselina i jako baze).

14) Do grafu naznacte oblast pO,, jaky je v alveolach plic a ve smimSené venozni krvi. Z kolika
procent je hemoglobin p¥i téchto tlacich priblizné saturovan?
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15) Do grafu dopliite saturacni kiivku pro myoglobin. Vysvétlete rozdily v charakteru obou
krivek. Ktery z obou proteinti vaze kyslik pevnéji?

Tetramerni struktura hemoglobinu na sebe dokéze piendset molekuly kysliku s mnohem vétsi
ucinnosti nez pomoci jednotlivych fetézcii v piipadé myoglobinu.
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Myoglobin vaze molekulu kysliku siln€ji nez hemoglobin.

16) Vazba kysliku na hemoglobin ma kooperativni charakter. Vysvétlete.
Hb véaze O, slab¢ pfi nizsich pO, a silngji pii vyssich pO,. Po navazani prvni molekuly kysliku
na hemoglobin se mnohonasobné zvysi afinita dal$ich molekul kysliku.
17) Na saturacni kiivce hemoglobinu vyznacte zmény, které vyvola:
a) sniZeni pH
- Posun doprava (Bohrov efekt). .

=

b) sniZeni pCO,

- Vedie k zvyseniu pH. To vede k zvySeniu afinity hemoglobinu ku kysliku. Posun dol’ava. .

I




¢) snizeni koncentrace 2,3-BPG
-Vys$ia afinita hemoglobinu ku kysliku. Posun satura¢ni krivky dol'ava. B

18) ZvySeni teploty ovlivni pribéh saturacni kiivky podobnym zpisobem jako 2,3-BPG. Jak se
tato skute¢nost v praxi projevuje?

— zvySeni teploty posunuje satura¢ni kfivku doprava — tj. snizeni afinity k O,

— sniZeni teploty ptisobi opacné

— kriticka je teplota téla pod 20 °C, kdy Hb ztraci schopnost uvolnit O, a tkan¢ trpi nedostatkem

— dochazi k poruchdm srde¢niho rytmu az zastave

— snizuje se t¢lesna teplota

19) Srovnejte rozdil v afinité HbA a HbF ke kysliku. Cim je tento rozdil zpiisoben a jaky je jeho
vyznam?

HbF je dtlezity v détstvi. Vyssi koncentrace u dospélych je patologicka. HbF (plod) ma vyssi afinitu
ke kysliku nez HbA (matka), tim padem je mozny prenos kysliku z krve matky do krve plodu. Zpiisobeno
je to tim, Ze u gama podjednotek je potfeba dodat mensi energii ke zruseni vazebnych interakci nez u beta
podjednotek hemoglobinu u ¢lovéka.

20) Pojmenujte derivaty hemoglobinu vzniknuvsi:
a) vazbou O,, CO, CO,
- Oxyhemoglobin — O,
- Karbonylhemoglobin - CO
- Karbaminohemoglobin — CO,
b) oxidaci
- oxidace hemoglobinu na methemoglobin:
HbFe" + [Fe"(CN)]>” — HbFe™ + [Fe"(CN),]*

21) Jaké jsou nejcéastéjsi priiny otravy CO, jak lze otravu prokazat, jaka je prvni pomoc?

Otrava oxidem uhelnatym nastane pfi pfesyceni organizmu oxidem uhelnatym. CO vznika pii hofeni
za nedostatku kysliku, napf. pti pozaru, u sporaki, u prenosnych ohiivact, nespravné odvzdusnéné ohtivace
vody atp.. Nebezpecny je proto, ze je bezbarvy a nedrazdivy, ¢lovek si jeho pfitomnost neuvédomi a afinita
k hemoglobinu je 240x vyssi nez afinita kysliku. V mnoha ptipadech se na otravu CO ani nepomysli. Jednou
z moznosti stanoveni diagnozy je urceni hladiny karbonylhemoglobinu. Obvykle se provadi analyzou
krevniho vzorku spektrofotometricky (co-oxymetrem) nebo stejnou metodou, z ¢idla specialniho pfistroje
(neinvazivné, obdoba pulsni oxymetrie). Prvni pomoc: Vzdy zajistit odsun pacienta na Cerstvy vzduch
a lékatské oSetieni, v piipadé potieby KPCR.



22) Vysvétlete pojem methemoglobinemie a jeji mozné priciny (vrozena, toxicka).
Methemoglobinemie = onemocnéni zptisobené zvySenim hladiny methemoglobinu v krvi.
Rozlisujeme dva typy:

a) vrozenou methemoglobinemii
Osoba s vrozenou methemoglobinemii ma v krvi zvysenou hladinu HbM, coz znamena, ze
histidin F8 je v primarni struktufe zaménén za tyrosin. Hydrofobni kapsa kolem hemu je tak
naruSena a dochazi snaze k oxidaci zeleza.

b) toxickou methemoglobinemii
Osoby s toxickou methemoglobinemii byly vystaveny ptisobeni anilinu, nitrobenzenu,
alkynitrat, dusitant, chlore¢nanti a dalSich latek, které zpasobi oxidaci zeleza.

23) Cast CO; uvoliiovaného ve tkanich se viZe na hemoglobin ve formé karbamatu. Napiste
rovnici jeho vzniku.
CO; se napojuje na NH, skupiny deoxyhemoglobinu.

H
|
Ho-NH,+C0, = HE-N-G-O7+ H°
)
O

24) Které faktory ovlivni mnozstvi glykovanych proteini v krvi?
Koncentrace sacharidi a proteinti a jejich kolisani (koncentrace proteinti v krvi relativné konstantni,

rychlost glykace je imérna koncentraci sacharidii), doba expozice, biologicky poloc¢as daného proteinu,
teplota.

25) Jaké jsou referen¢ni meze HbA . v krvi?

Hodnoty HbAl¢ vyjadiujeme v procentech (%) jako procento glykovaného hemoglobinu
z celkového hemoglobinu v krvi. Od 1.ledna 2012 se v Ceské republice pouzivaji jednotky mmol/mol
dle tzv. standardu IFCC. Do 31.12. 2011 se pozivaly procenta (také dle IFCC). Piepocet je jednoduchy,
mmol/mol je desetindsobek ptivodnich hodnot.

U zdravého cloveéka netrpiciho diabetem se hodnoty HbA 1¢ pohybuji v rozmezi 28 — 40 mmol/mol
(2,8 —-4,0 % dle IFCC).

Podezieni na diagndzu cukrovky vznika pii hodnotach 39 - 46 mmol/mol (3,9 - 4,6 %),
pro diagnostiku diabetu pak svéd¢i hodnota nad 47 mmol/mol (4,7 %).

U pacienta s diabetes mellitus (cukrovkou) se rozlisuji 3 stupné kompenzace (nevztahuje se
na téhotné diabetic¢ky):

Stupen kompenzace Hodnota HbAlc

Vyborna do 43 mmol/mol (do 4,3 % dle IFCC)
Uspokojiva 43 - 53 mmol/mol (4,3 - 5,3 %)
Neuspokojiva nad 53 mmol/mol (nad 5,3 %)

26) Jaka je molekularni podstata srpkovité anémie?
V krevnim fecisti miize dochézet ke vzniku patologickych hemoglobini mutaci v jednotlivych
tetézcich Hb. Napt. HbS, zaména Glu-6-Val (v B-fetézci je glutamova kyselina nahrazena valinem).

27) Co je pric¢inou srpkovitého tvaru erytrocyta?
Zakladem zmény je nova vlastnost HbS. Dochazi k vytvoreni nepolarni oblasti a misto tetrameru
vznikaji fetizkové aglomeraty zpisobujici nevhodny tvar erytrocytu.



