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Anotace

Tato bakalarska prace popisuje riizné typy hemoglobint a jejich strukturu.
V uvodni &asti je struéné charakterizovan lidsky hemoglobin, jeho vlastnosti,
vyznam a funkce. Ve druhé kapitole jsou popsany jednotlivé typy hemoglobin,
vlastnosti, rozdily mezi témito druhy hemoglobint, ale i jejich struktura a
uspofadani podjednotek. DalSi kapitola popisuje syntézu globinovych fetézcu
béhem vyvoje plodu a syntézu hemu. V posledni kapitole jsou uvedeny

nejCastéjsi poruchy tvorby hemoglobinového fetézce a jejich charakteristika.
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Annotation

This bachelor thesis describes different types of hemoglobin and its
structure. In the introductory part, human hemoglobin is briefly characterized, its
properties and significance of its function. The second chapter describes various
types of hemoglobin, properties, differences among these types of hemoglobin
and also its structure and subunits arrangement. Next chapter describes the
synthesis of globin chains during fetal development and synthesis of heme. The
last chapter presents the most common disorders of hemoglobin chain formation

and their characteristics.
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HbO:2 Oxyhemoglobin

HbO2 Bazicka forma oxyhemoglobinu
HHb Kysela forma deoxyhemoglobinu
SCD Srpkovitd anémie
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Uvod

Hemoglobin je Ccervené krevni barvivo vyskytujici se v €ervenych
krvinkach obratlovcl a dalSich ZzZivoc€ichu. Hlavni Glohou tohoto proteinu je
transport krevnich plynd, a to pfedevsim kysliku, z plic do tkani a naopak, avSak
v organismu Clovéka ma mnoho dalSich funkci, jako je napf. podileni se na
udrZovani acidobazické rovnovahy krve. Referen¢ni hodnoty hemoglobinu se liSi
podle pohlavi, odliSné jsou ale i hodnoty dospélych jedinci a novorozencu.
Dospéli muzi maji referenéni hodnoty hemoglobinu 135-170 g/l, u dospélych zen
je rozmezi 120-160 g/l a u novorozencu jsou hodnoty 120-180 g/l.

Lidsky hemoglobin je sloZzeny ze dvou &asti: bilkovinné a nebilkovinné.
Strukturné se jedna o tetramerni molekulu, jelikoz se sklada ze &tyf podjednotek.
Kazda podjednotka je slozena z globinového fetézce a hemu s navazanym
dvojmocnym Zelezem, na které se mohou vazat pfenasené plyny.

Existuji rizné druhy hemoglobin, jejichZ koncentrace se méni v zavislosti
na stadiu vyvoje organismu. Nékteré hemoglobiny se v organismu vyskytuji
pouze za fyziologickych podminek a pfi patologickych procesech je nahrazuji jiné
druhy hemoglobinu, které mohou byt pro danou chorobu typické. VSechny typy
hemoglobinl se od sebe liSi zastoupenim jednotlivych globinovych fetézcu, coz

zapri€inuje jejich rozdilné viastnosti.
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1 Hemoglobin
1.1 Charakteristika hemoglobinu

Hemoglobin je jednim z nejlépe popsanych protein lidského téla diky své
jasné Cervené barvé a riznym barevnym zménam, které mohou byt ukazatelem
zdravi a chorobnych stavd, jako je napf. anémie, hypoxie nebo otrava oxidem
uhelnatym (Yonetani et al., 2008). Jedna se o konjugovanou bilkovinu vyskytujici
se ve vysokych koncentracich ve zralych erytrocytech. Tato molekula je
zodpovédna predevsim za transport kysliku, oxidu uhli¢itého a protont mezi
plicemi a tkdnémi. Na kazdy gram hemoglobinu pfipada asi 1,34 ml kysliku.
Vazanim protont je hemoglobin schopen regulovat pomér bazi a kyselin a
pfispivat tak k udrzeni spravné hodnoty pH krve.

Aby nedoslo k denaturaci hemoglobinu v plazmé a ztraté ledvinami, jsou
hemoglobinové molekuly velmi tésné uspofadany v c&ervenych krvinkach,
o koncentraci pfiblizné 340 g/l (Otto, 2020). Jedna se o sférickou, kulovitou
molekulu, ktera je tvofena 4 podjednotkami (tetramery), o molekulové hmotnosti
64 450 Da (Pecka, 2002). Radi se mezi metaloproteiny, jelikoz je v jeho molekule
obsazeno dvojmocné Zelezo. Je tvofen dvéma zakladnimi ¢astmi: hemem a
globinem.

Funk&ni vlastnosti molekul hemoglobinu jsou primarné urCovany
charakteristickymi zahyby na aminokyselinovych fetézcich globinl, jako je
napriklad 7 peptidovych usekl na a-fetézci a 8 peptidovych Usekl na B-fetézci.
Tyto helixy jsou slozeny do kompaktniho globularniho uspofadani a po
heterodimerizaci utvofi strukturu tetrameru. K syntéze globinovych fetézcu
dochazi v erytroidnich prekurzorech €ervenych krvinek. Polypeptidové fetézce
tvofi velky centralni prostor, ve kterém je uloZzena prosteticka skupina. Hem je
vazan nekovalentnimi vazbami a je tak zabranéno nezadouci oxidaci zeleza
(Schechter, 2008).

13



Obr. 1: Struktura molekuly hemoglobinu (Thom et al., 2013).

v

Na obrazku & 1A mlzeme vidét znazornéni hemoglobinovych
podjednotek. a-fetézec (rlzova) a B-fetézec (Cervena) jsou stoeny do a-helixu
a oznaceny pismeny A-H, vyjimku tvofi a-globin, kterému chybi helix D.

Na obrazku & 1B je zobrazena kvarterni struktura hemoglobinové
molekuly s navazanym kyslikem (ervené kuli¢ky) na ¢tyfech vazebnych mistech
hemu (protoporfyrin IX jako Zluté tyCky s atomy Zeleza — oranZzova) (Thom et al.,

2013)

1.2 Erytropoeza

Erytropoeza je dé&j probihajici v kostni dfeni, pfi némz se tvofi a vyviji
cervené krvinky v erytroidni vyvojové fadé. Nejprve se z nediferenciovanych
kmenovych bunék tvofi prekurzorové buriky obsahujici jadro. Poté dochéazi
k enukleaci, tzn. vypuzeni jadra mimo bunku, a vznikaji retikulocyty. Tyto bufky
béhem 48 hodin dozravaji a tvofi se zralé erytrocyty. Pro spravny vyvoj a
diferenciaci bunék jsou potfeba tzv. hemopoetiny, neboli CSF, kolonie stimulujici
faktory, které pulsobi na receptory na bunéfnych membranach. Rlstovym
faktorem zabezpecujici spravny vyvoj ¢ervené krevni fady je erytropoetin, ktery

je tvofen hlavné v jatrech a ledvinach.
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Jednotlivé linie vSech krevnich elementl vznikaji ze spole¢né pluripotentni
kmenové burky. Dochazi k diferenciaci na dvé zakladni linie: myeloidni, ze které
vznikaji erytrocyty, granulocyty, monocyty a trombocyty, a lymfoidni linie. Poté se
pfes progenitorové kmenové bunky tvofi tzv. prekurzorové buriky, neboli blasty.
Béhem erytropoezy vznikaji erytrocyty pres nékolik stadii: proerytroblast,
bazofilni normoblast, polychromni normoblast, ortochromni normoblast a
retikulocyt. VSechny tyto buriky se od sebe liSi napf. velikosti a pfitomnosti jadra,
tvarem a velikosti bunky nebo barvou cytoplazmy (Yan et al., 2019).

Syntéza hemoglobinu je pfesné regulovany a koordinovany proces.
Béhem hematopoezy zacina tvorba hemoglobinu ve fazi proerytroblastl a stale
vice se zrychluje s postupujici diferenciaci na erytroblasty. Aby byl hemoglobin
spravné syntetizovan, je potfeba dodat do bunky Zelezo. Pomoci receptortu TfR
exprimovanych na plazmatické membrané je mozné Zelezo transportovat dovnitf
bunék, které zelezo potfebuiji.

Ve stadiu ortochromniho normoblastu dochazi k hromadéni dostateéného
mnozstvi hemoglobinu. Pokud béhem akumulace neni bunka zasobovana
Zelezem, neni mozné zajistit dostateCnou hladinu hemoglobinu v retikulocytech.
Poté nasleduje enukleace a vznika retikulocyt, ktery v kostni dfeni zlstava 2-3

dny a nasledné je uvolnén do periferni krve (Ogawa, 2020).

1.3 Funkce hemoglobinu

Tak jako vS8echny biologické molekuly se i hemoglobin sklada z fady
atomd (C, H, O, N, S), které jsou velmi specificky uspofadany prostfednictvim
primarni, sekundarni, tercialni a kvarterni struktury, aby byla tato molekula
schopna vykonavat svou specifikou funkci (Selim, 2010).

Kromé zakladni funkce hemoglobinu pfenaset plyny z plic do tkani a
naopak, je hemoglobin také vysoce reaktivni diky atomu zeleza v hemu.
Hemoglobin se tak mlze zuc€astnit oxidacnich reakci a je schopen vykazovat
napf. aktivitu podobou peroxidasam, kdy Zelezo reaguje s peroxidem vodiku a
vznika tak silny oxidant ferryl hemoglobin (Fe**) a radikaly na bazi proteinu. Tyto
oxidované formy hemoglobinu jsou velmi reaktivni a mizou se podilet na

oxidacnim poskozeni okolnich tkani. Proto je hemoglobin za fyziologickych
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podminek ulozen uvnitf erytrocytu, a pokud se béhem patologickych déji nebo
po transfuzich uvolni nadmérné mnozstvi hemoglobinu, té€lo se brani pomoci
obrannych proteind, jako jsou napf. haptoglobin, hemopexin a a-1-mikroglobulin
(Chakane et al. 2017).

1.3.1 Transport plynt

Hemoglobin je fyziologicky velmi dulezitd molekula, predstavuje
sofistikovany systém transportu kysliku a zajistuje spravnou koncentraci plyna ve
tkanich za ruznych podminek. Pfenos plyni télesnymi tekutinami je dan
rozpustnosti hemoglobinu ve vodé, ktera je pomérné nizka. Molekula
hemoglobinu je schopna vazat urcité mnozstvi hemoglobinu, které se méni
v zavislosti na koncentraci kysliku v krvi.

Béhem cirkulace v arteriich ma hemoglobin vysokou afinitu ke kysliku a
nizkou afinitu k oxidu uhli¢itému, organickym fosfatim, vodikovym a chloridovym
iontdm, avsak v cirkulaci zilni se mira této afinity méni a tyto jsou obraceny. P¥i
oxidaci hemoglobinu se molekula kysliku reverzibilné vaze na atom zeleza, ktery
je uloZen ve struktufe hemu. Jakmile dojde k navazani kysliku na jeden ze &tyf
hemd, dalSi syceni zbylych tfech hem kyslikem je usnadnéno. Hemoglobin tedy
muZze vazat az Ctyfi molekuly kysliku (Marengo-Rowe, 2006).

Transport kysliku z plic do tkani mizeme rozdélit na dva samostatné déje:
navazani kysliku na hemoglobin pfi prichodu erytrocytd plicemi a uvolnéni
kysliku z molekuly hemoglobinu béhem prichodu krvinek tkanémi. V kapilarach
plic vstupuji molekuly kysliku do Cervenych krvinek, okysli€¢eny hemoglobin
(oxyhemoglobin, HbOz) je poté transportovan arteriemi do celého téla. Nasledné
se deoxyhemoglobin vraci zilami zpét do plic a cely cyklus se opakuje.

Poté co CO2 vstoupi do erytrocytu, proton vznikly z kyseliny uhlicité
reaguje s bazickou formou HbO2" a vznika HHbO2. Tato molekula ma snizenou
afinitu ke kysliku, proto kyslik vystupuje z erytrocytu do tkani a vznika kysela
forma deoxyhemoglobinu HHb. ZvySena koncentrace protond, které vznikly difuzi

COz2 do erytrocytu, je pohlcena hemoglobinem.
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Jakmile se ZzZilni krev dostane zpét do plic, kyslik spole¢né s HCOs
vstupuje do krvinky a vznikd HHbO2. V pfitomnosti HCO3™ funguje tato molekula
jako kyselina a vznika HbO2 a kyselina uhli¢ita. Karboanhydrasa katalyzuje
rozpad kyseliny za vzniku vody a COq, ktery difunduje z buriky do alveol plic
(Engelking, 2015).

1.3.2 Bohruv efekt

Bohriv efekt je fyziologicky proces, ktery je zasadni pro efektivni
uvolfiovani kysliku do tkani v téle. K maximalnimu ucinku tohoto efektu dochazi
pfi pH 7,4 pomoci 2,3-BPG. Jedna se o organicky fosfatovy alostericky efektor
nachazejici se v erytrocytech. Tato molekula ovliviiuje kyslikovou afinitu
k hemoglobinu, proto u&inné reguluje mnozstvi uvolnéného kysliku do tkani
vykonavajicich své metabolické funkce (Okonjo,2017).

Obecné plati, Ze po uvolnéni kysliku z molekuly hemoglobinu vnika
2,3-BPG do hemoglobinu a snizuje afinitu ke kysliku. Molekula 2,3-BPG se vaze
do dutiny mezi B-fetézce. Jelikoz je tato molekula zaporné nabita, vaze se
elektrostaticky pouze na kladné nabité skupiny hemoglobinu (Litwack, 2018).
Kyslik je tedy uvolhovan do tkani i pfes to, Zze koncentrace plynu v molekule
hemoglobinu je nizka.

Jedna se o velmi citlivou odpovéd organismu na tkanovou hypoxii a
udrzuje tak tkanovy metabolismus zavisly na kysliku do doby, nez se projevi
u€inek ostatnich kompenzacénich mechanismu. Bohrav efekt je dulezity hlavné ve
tkanich s vysokym metabolismem, napf. buriky pracovniho svalstva, ale také
v placenté, kde dochazi kvyméné dychacich plynd matky a plodu
(Kosmachevskaya, 2018).

Pomoci experimentalnich pozorovani byly urCeny dva typy Bohrova
efektu: kysely Bohrlv efekt probiha pfi pH < 6 a dochazi k vyvazovani protonu
z roztoku deoxyhemoglobinem. Tato reakce je povazovana za negativni
pfispévek k Bohrovu efektu. Druhym typem je alkalicky Bohriv efekt, ktery je
uvolfiovany z molekuly hemoglobinu do roztoku a na vznikly deoxyhemoglobin
se vaze Kkyslik. Alkalicky Bohrav efekt je naopak povazovan za pozitivni
prispévek.
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Na Bohrové efektu se podili 14 aminokyselinovych zbytkl molekuly
hemoglobinu. Skupiny s pozitivnim pfispévkem k Bohrovu ucinku jsou: His50a,
His72a, His89a, His97[3, His1163, His1173, His146B a NHz" terminalni skupina
Val1a. Mezi negativné pfispivajici skupiny patfi His20a, His45a, His112a, His2f3,
His77p a His143p (Okonjo, 2015).

1.3.3 Regulace metabolismu NO

Biochemické funkce hemoglobinu nejsou omezeny jen na prenos kysliku
a oxidu uhlicitého v téle. Jeho dalSi ulohou v organismu muaze byt napf. regulace
metabolismu oxidu dusnatého. Tento plyn se podili na fizeni mnoha
fyziologickych procesl, zaroven ale jeho metabolity dovedou neenzymaticky
modifikovat biologické molekuly, proto je potfeba udrzovat koncentraci tohoto
oxidu ve fyziologickém rozmezi (Tejero et al., 2014).

Hlavnim biochemickym regulatorem tvorby NO je hemoglobin, ktery ma
schopnost interagovat s oxidem dusnatym za ruznych redoxnich stavu. K vazbé
s oxidem dusnatym muZze dojit rznymi zpUsoby: vazba na Zelezo v hemu vede
k tvorbé nitrosylHb, dalSi moznosti je navazani na thiolové skupiny Cysp93 a
vznik S-nitrosylHb a komplexu dinitrosyl-Zelezo. Tato latka muaze slouzit
k uskladnéni NO a je schopna zprostiedkovat transport NO nebo [Fe(NO)2]

skupin k cilovym proteiniim (Kosmachevskaya, 2018).
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2 Typy a struktura hemoglobinu

VSechny lidské hemoglobiny jsou globularni proteiny a maji strukturu
tetrameru. Skladaji se ze &ty polypeptidovych Fetézch dvou typl a na nich
navazanych &tyr struktur hemu. Kazdy globinovy fetézec ma tedy navazanou
jednu molekulu hemu. Molekula hemoglobinu byla prvnim proteinem, jehoz
struktura byla popsana pomaoci rentgenové krystalografie (Otto, 2020).

Béhem nitrodéloZzniho vyvoje jedince mizeme rozliSovat rizné druhy
hemoglobin(, které se v zavislosti na obdobi vyvoje méni. Molekuly hemoglobint
se li8i pouze bilkovinnou ¢asti, tj. globinem. Prosteticka (nebilkovinna) ¢ast hem
zustava stejna.

Jednotlivé typy hemoglobinu se liSi podle obsahu fetézcl v molekule, coz
zapfiCinuje jejich odlisné vlastnosti, které poskytuji specifické vyhody v riznych
fazich vyvoje Clovéka. Muze se jednat napf. o rozdilnou afinitu ke kysliku
(Manning et al., 2007).

2.1 Struktura hemu

Hem hraje roli v mnoha bunéénych procesech, jako je vazba kysliku a
dalSich plynu, detoxikace |éCiv, redoxni reakce nebo regulace transkripce a
translace nékterych genu (Piel et al., 2019). Jeho struktura je tvofena z kruhu
atomu uhliku, vodiku a dusiku s atomem Zeleza uprostied (Selim, 2010). V jedné
molekule hemoglobinu jsou obsazeny C&tyfi tetrapyrolové prstence v podobé
protoporfyrinu IX a Ctyfi centralné ulozené atomy dvojmocného zeleza, na které
se vaze kyslik. Pokud dojde k oxidaci Zeleza na trojmocné Zelezité ionty, vznikne
methemoglobin a hem ztraci schopnost vazat kyslik. Zeleznaty iont je navazan
ve stfedu tetrapyrolového kruhu, ktery je spojen methioninovymi mastky.

Protoporfyrin 1X je spojen s polypeptidovymi fetézci globini pomoci vazby
na a-fetézec v poloze 141 a B-fetézec v poloze 146 (Marengo-Rowe, 2006).
V hemu je obsazeno Zelezo ve dvojmocném stavu, které ma Sest paru elektrond,
Ctyfi z téchto parl elektrond jsou vazany na pyrolové dusiky v porfyrinovém

makrocyklu. Dva zbyvajici pary jsou pod a nad rovinou porfyrinového kruhu,
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pficemz je jeden ztéchto parl navazan na histidinové zbytky globinového

fetézce a druhy zbyly par vaze plyn (Phillips, 2019).
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Obr. 2: Schéma hemové kapsy v B-fetézci, zobrazeni proximalnich (F8) a
distalnich (E7) histidint a dalSich aminokyselinovych zbytk( ovliviiujicich vazbu
ligandu a autooxidaci (Thom et al., 2013).

2.2 Struktura globinovych retézcu

Nasledkem vyvoje hemoglobin v pribéhu milionu let se v sou€asnosti
vyskytuji dvé rodiny globinu, které tvofi lidsky hemoglobin. Rizné kombinace
aminokyselinovych sekvenci tedy vedou k riznym typam fetézcu, které se
oznacuji feckymi pismeny. Jedna se o a-rodinu a 3-rodinu. Rodina a proteinu je
tvofena fetézci a a ¢, které maji shodnou aminokyselinovou sekvenci z 59 % a
skladaji se ze 141 aminokyselin. Jejich molekulova hmotnost je 15 126 Da.

Rodina 3 proteint obsahuje fetézce B, 8, y a €. Tyto globiny maji délku 146
aminokyselin. Molekulova hmotnost ostatnich fetézcu o 146 aminokyselinach je
15 866 Da. d-fetézec je s B-fetézcem shodny v 93 %. y-fetézec je s B-fetézcem
identicky ze 73 % (Brittain, 2002). Aminokyselinova sekvence y-fetézce se od [3-
fetézce liSi bud ve 39, nebo 40 zbytcich, v zavislosti na tom, zda je v poloze 136

pritomen glycin nebo alanin (Manca el al., 2008). Dvacet dva z téchto zbytkl jsou
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na vnéjSim povrchu molekuly, dalsi zbytky se vyskytuji vevnitf a maji podobnou
polaritu (Adachi et al., 2000). O trochu vice je s B-fetézcem podobny e-fetézec, a
to v75 %. Retézec & se li§i od fetézce B v 10 aminokyselinovych zbytcich
(Brittain, 2002).
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Obr. 3: Porovnani primarni struktury fetézcl hemoglobinu. Oblasti v ramecku
oznacuji aminokyseliny vyskytujici se ve vSech fetézcich, Sedé oblasti znazornuji
rozdilné Useky v fetézci B a y (Manca et al., 2008).

Globinovy fetézec je rozdélen do osmi helixi oznagenych pismeny A-H,
které jsou oddéleny sedmi nehelickymi segmenty. Hem se nachazi mezi helixy E
a F, pficemz atom Zeleza je spojen s proximalné uloZzenym histidinem F8 na
jedné strané roviny hemu. Kyslik se vaze na druhé strané roviny hemu a je
v tésné blizkosti distalniho histidinu E8, ale nevznika vazba. Toto uspofadani
pomaha Zelezu zustat ve formé dvojmocného iontu bez ohledu na to, zda je kyslik
navazan nebo ne.

Aminokyseliny Fetézce na vnitfni strané jsou hydrofobni, naopak
aminokyseliny na strané& vnéjSi jsou hydrofilni. Tyto vlastnosti €ini molekulu
hemoglobinu rozpustnou ve vodé. Obsah ruznych aminokyselin v riznych

fetézcich hemoglobinu také ovliviiuje naboj tetrameru. Proto lze k frakcionaci,
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identifikaci a kvantifikaci normalnich hemoglobini pouzit elektroforézu, nebo

vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (Otto, 2020).
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Obr. 4: Struktura B-globinového retézce (Otto, 2020).

2.3 T aR-konformace

Hemoglobin se v lidském téle vyskytuje ve dvou formach, a to ve formé
okysliceného hemoglobinu R-formy (z angl. relaxed) a neokysliceného
hemoglobinu T-formy (z angl. taut). Tato zména je dana rotaci o 15° mezi dvéma
fetézci a a B a dochazi ke zméné vazby mezi témito dvéma Fetézci. Navazani
molekuly kysliku na deoxyhemoglobin zpUsobi prostorovou zménu. Ta se projevi

v terciarni struktufe podjednotek. Nasledné dochazi ke zménam i v kvarternim
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usporadani a je zvySena vazba kysliku na ostatni podjednotky. K pfechodu mezi
T-formou a R-formou dochazi po navazani dvou az tfi molekul Kkysliku,
nekovalentni interakce jsou velmi slabé a neudrzi T-konformaci (Bhagavan et al.,
2015).

Vysledkem je zména polohy molekuly hemu. Ve struktufe T
(deoxyhemoglobin) je poloha Zeleznatého iontu posunuta z roviny porfyrinového
kruhu, tim je ztizena vazba kysliku na Zelezo a zaroven snizena afinita kysliku
k T-konformaci. Ve struktufe HbO: je naopak atom Zeleza v roviné a mlze v této
poloze vazat kyslik. R-konformace ma tedy zvySenou afinitu ke kysliku. V plicich,
kde je vysoky tlak kysliku, pfechazi hemoglobin z T-formy na R-formu, pfi¢emz
ve tkanich s nizkym obsahem kysliku dochéazi k transformaci R-formy na T-formu
(Litwack, 2018).

Energie potfebna pro konformacéni zmény je Cerpana z vazby kysliku na
Zelezo hemu a vznikem novych nekovalentnich vazeb, které se vyskytuji
v R-konformaci. PFi vazbé &tyf molekul kysliku na deoxyhemoglobin v plicich se
uvolfiuje vice energie, nez je zapotfebi k pferuSeni nekovalentnich vazeb
T-formy.

Latky snizujici stabilitu R-konformace nebo zvySujici stabilitu
T-konformace se nazyvaji negativni alosterické efektory nebo alosterické
inhibitory hemoglobinu, posunuji disocia¢ni kfivku hemoglobinu doprava. Naopak
pozitivni, alosterické efektory neboli alosterické aktivatory, zvysuji stabilitu R-
konformace nebo snizuji stabilitu T-konformace a posunuji disociacni kfivku
doleva. Mezi tyto latky patfi napf. kyslik a oxid uhelnaty (Bhagavan et al. 2015).

Jakmile je molekula hemoglobinu v T-konformaci, je mezi B-fetézci
utvofena dutina, do které se vaze 2,3-BPG. Pokud dojde k pfechodu na
R-konformaci, vazby jsou poruseny a 2,3-BPG je uvolnén (Litwack, 2018).
Deoxyhemoglobin je stabilizovan nékolika solnymi muistky, Van der Waalsovymi
silami a vodikovymi vazbami. Tyto vazby se vyskytuji mezi aminokyselinami

postrannich Fetézcu (Bhagavan et al. 2015).
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Obr. 5: Znazornéni kvarterniho uspofadani podjednotek hemoglobinu v T a
R-konformaci (Shibayama, 2020)

V T-konformaci jsou dva a a B dimery omezeny solnymi mustky, které
obsahuji C-terminalni zbytky. Tyto vazby spojuji a1-02, a1-f2 a a1-p2
podjednotky vodikovymi vazbami mezi dimery na C-helixu a FG-helikalnim rohu.
V R-formé se tyto vazby nenachazeji, av8ak konformace je stabilizovana
nékolika nekovalentnimi vazbami. Po okysli¢eni dojde k posunu Zeleza, coz ma
za nasledek zanik solnych mustkd a pfechod z T-konformace do R (Shibayama,
2020).

2.4 Typy lidského hemoglobinu

2.4.1 Embryonalni hemoglobiny

VSechny typy embryonalnich hemoglobind maji navzajem podobnou
tetramerickou strukturu a vyznaduji se velmi vysokou afinitou ke kysliku. Timto je
zabezpecen pfisun kysliku do plodu, i pfes to, Ze je jeho koncentrace nizka. Mezi
normalné se vyskytujici embryonalni hemoglobiny fadime: hemoglobin Portland

1, hemoglobin Gower 1 a hemoglobin Gower 2. Tyto tfi typy hemoglobinu se

24



fyziologicky nachazeji v krevnim obéhu plodu v riznych stadiich jeho vyvoje.
Existuji také dalSi dva typy embryonalnich hemoglobinu: Portland 2 a Portland 3.
Tyto hemoglobiny se v8ak vyskytuji pouze za patologickych podminek (Manning
etal., 2017).

Hemoglobin Portland 1 obsahuje fetézce (2a y2. V téle se vyskytuje
v prvnich mésicich embryonalniho vyvoje. Je substituovanym protéjSkem HbF,
oba totiz obsahuiji fetézce y.

U hemoglobinu Portland 2 je zastoupeni fetézcl (2 af 2. Tento typ
hemoglobinu se vyskytuje velmi zfidka, a to hlavné pfi extrémnim typu
a-thalasemie, kde je a-fetézec nahrazen fetézcem (, jelikoz a-fetézec neni
syntetizovan. Plod tak trpi nedostatkem kysliku, rozviji se u néj hydrops fetalis a
dal8i zavazna poskozeni (Manning et al., 2007).

Existuje i hemoglobin Portland 3 s kombinaci fetézcu {2a 0 2, ale i tento
typ je pfitomen pouze za patologickych podminek a to u a-thalasemie major.
Spolu s hemoglobinem Portland 2 jsou nejvice disociovanymi formami
hemoglobinl a maji nejslab$i podjednotkoveé rozhrani (Manning et al., 2010).

Hemoglobin Gower 1 je tvofen fetézci 2 a € 2. Tento typ hemoglobinu je
pfitomen v prvnich mésicich normalniho vyvoje plodu. Hemoglobin Gower 2 se
od pfedchoziho liSi pfitomnosti a-fetézce. Tento typ hemoglobinu spole¢né
s hemoglobinem Portland 1 na konci tfetiho trimestru (28. tyden az porod) klesa

na témér nezjistitelné hodnoty koncentraci.

2.4.1.1 Inverzni alostericky efekt

Pfi tvorbé hemoglobinu dochazi nejprve ke spojeni dvou monomerd a
vznika dimer. Slou¢enim dvou dimerd nasledné vznika tetramerova struktura

hemoglobinu. Tento déj Ize popsat rovnici:

AMS2D ST S Ty

Embryonalni hemoglobiny se liS§i od hemoglobind dospélého typu silou
vazeb mezi dimery a monomery, ktera jsou na rozdil od dospélych hemoglobin

slaba. Tato vlastnost posouva vySe uvedenou rovnici doleva, coz vede ke
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zvysSené vazbé kysliku. Jedné se o inverzni alostericky efekt, u€inek tohoto efektu
je opacny od béznych alosterickych regulator(, jako je napf. 2,3-BPG. Nejprve
dochazi k redistribuci embryonalniho hemoglobinu a nastane posun rovnice
doleva, coZ se projevi oslabenim T struktury. Vznika HbO- a nasledné je
zvysena afinita embryonalnich hemoglobinu ke kysliku.

Pomér forem neokysli¢eného a okysli¢eného hemoglobinu T4/ T se
nazyva alosterickd konstanta L. Tato konstanta se [iSi u kazdého typu
hemoglobinu, pfi¢emz hodnota L pro embryonalni hemoglobiny je niz8i nez pro
dospély hemoglobin. Ve sméru rovnice zleva doprava se zvySuje energeticky
vyhodnéjSi stav a naopak klesa vazba na kyslik. To znamena, ZzZe
deoxyhemoglobin ma nejsilngjSi podjednotkové interakce a nevaze kyslik
(Manning et al., 2017).

2.4.2 Fetalni hemoglobin

Fetalni hemoglobin (HbF) obsahuje fetézce a 2 ay 2. Objevuje se ve fetalni
fazi vyvoje plodu a je hlavnim hemoglobinem nitrodélozniho Zivota. Pfi narozeni
se hladina HbF pohybuje mezi 65-95 % (Little et al., 2009). Tento typ
hemoglobinu je ve skute¢nosti smés dvou molekul az2® y2 a a2” y2, které se lisi
pouze v poloze 136 jednim nukleotidem. Gen ®y obsahuje kodon GGA (kdéduijici
glycin) a gen “y kodon GCA (kéduijici alanin). Tvofi se produkty dvou nealelickych
genu y-globinu.

Pomér téchto dvou forem y-fetézce u zdravych novorozencl je asi 70:30,
ale v dospélosti se tento pomér méni na 40:60 v dusledku pfepnuti genu
y-globinl na B-globiny. Pokud jsou tyto poméry zménény, mize to nasvédCovat
molekularnimu defektu na urovni syntézy HbF. V dobé& narozeni predstavuje
fetalni hemoglobin asi 70 % z celkového hemoglobinu plodu (Manca et al. 2008).

HbF se liSi svou afinitou ke kysliku. Na rozdil od hemoglobinu dospélého
typu ma HbF afinitu ke kysliku mirné vyssi, jelikoz nevaze 2,3-BPG tak silné. Je
proto efektivnéjsi v krevnim obéhu plodu, protoze dokaze |épe odebirat kyslik
z matefského obé&hu. Nevyhodou ale je, ze se kyslik haf uvolfiuje do tkani. Pro
zajisténi dostatec¢né oxygenace tkani plod tuto vlastnost kompenzuje produkci

vétSiho mnozstvi Cervenych krvinek (Schechter, 2008).
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Vyrazné zvySenou tetramerovou silu ma ve srovnani s dospélym
hemoglobinem ligovany HbF, coz je zpusobeno 18 aminokyselinami na
N-terminélnim konci helixu A v y-podjednotce. Tento Usek se od B-podjednotky
dospélého hemoglobinu lisi v 8 aminokyselinach. Tato vlastnost také zpusobuije,
ze fetalni erytrocyty jsou rezistentni vuci parazitim zpuasobujici malarii, jelikoz
tetramery hemoglobinu nedisociuji tak snadno jako tetramery hemoglobinu A
(Yagami et al., 2002).

2.4.3 Hemoglobin dospélého typu

Hemoglobin A (HbA) ma zastoupeni fetézcl a 2 a B 2. Struktura tetrameru
vznika spojenim monomerd a a 3 pomoci velmi silné vazby, a vznikaji dimery.
Nasledné se dva dimery spoji pomoci slabé vazby, kterd umoznuje pfechod mezi
HbO2 a deoxyhemoglobinem (Manning et al., 2017). Tato cesta vzniku odrazi
relativni stabilitu a 2 B 2tetrameru, kterd zahrnuje stabilni proteinové interakce a a

B-Fetézce na a1 B 1 rozhrani (Adachi et al., 2000).
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Obr. 6: Hemoglobinovy tetramer slozeny ze dvou identickych a a $ dimert —
Cervena a Seda (Thom et al., 2013).
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HbA se vyskytuje u dospélych jedincu a déti, u kterych je HbF postupné
nahrazovan HbA. V nizké koncentraci se u dospélych mize vyskytovat také
molekula hemoglobinu Az (HbA2), kde je fetézec 3 nahrazen fetézcem &. U obou
molekul se tedy nachazi fetézec a a liSi se v zastoupeni druhého fetézce (Manca
et al., 2008). Tento hemoglobin je produkovan velmi malo v dusledku mutace
v promotorové oblasti genu pro &-fetézce (Otto, 2020).

Konecny pomér poctu jednotlivych druht hemoglobinu je ustalen kolem
prvniho roku zivota. V této dobé je v krvi obsazeno 97 % HbA, HbA2tvofi 2 % a
HbF 1 %. Dospéli jedinci maji zbytkové mnozstvi HbF, které je
obsaZzeno ve skupiné erytrocytl zvané F-buriky, kde je pfitomen i HbA. Hladiny
F-bunék i HbF se u dospélych lisi a vétSinou jsou podminény geneticky (Manca
et al, 2008). Prechodem zembryonalnich  hemoglobini  pfes

HbF na hemoglobiny dospélého typu se méni i afinita ke kysliku. Dospély

hemoglobin ma afinitu ke kysliku vyrazné nizsi, timto procesem se snazi plod
pfizpUsobit pfechodu z intrauterinniho hypoxického prostfedi do extrauterinniho
prostfedi bohatého na kyslik (Juul et al., 2018).

Tab. I: Typy hemoglobini a obsah fetézct

Ontogeneze | Typ hemoglobinu | Zastoupeni fetézcl
Hb-Portland 1 (2 Y2
Hb-Portland 2 C2PB2
Zarodek Hb-Portland 3 (202
Hb-Gower 1 (2 €2
Hb-Gower 2 az €2
Plod Hb-F az yz2
Dospély Hb-A az2PB2
Hb-A2 0202
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3 Syntéza hemoglobinu

VSechny fyziologicky vyznamné lidské hemoglobinové heterotetramery
jsou slozeny z fetézcu, které se déli do a-like a B-like skupin (Thom et al., 2013).
Geny téchto skupin globinl jsou velmi pfisné ontogeneticky regulovany a jejich
kvantitativni exprese musi byt koordinovana a vyvazena (Juul et al., 2018).

Sest globinovych fetézcl je kédovano Sesti strukturnimi geny. Geny pro
a-globiny a ¢-globiny se nachazi na kratkém raménku chromozomu 16. Geny pro
B, v, € O-globiny jsou lokalizovany na kratkém raménku chromozomu 11.
V lidském genomu se vyskytuje kopie genu pro B, y, €, O-fetézce na kazdé
chromatidé, v diploidni bunce se tedy budou nachazet dva geny. Pro a a
¢-globiny jsou to dvé kopie na kazdé chromatidé, dohromady tedy Ctyfi kopie
genu na kazdou diploidni burniku (Otto, 2020).

Koordinované prepinani a-like a B-like gend ma za nasledek vysokou
expresi hemoglobinu Gower 1, HbF a HbA béhem vyvojovych stadii embrya,
plodu a dospélosti. Ostatni hemoglobiny Gower 2, Portland 1 a Portland 2 jsou
exprimovany v relativné nizkych hladinach primitivnich a zralych erytroidnich
burikach, primarné béhem embryonalniho a raného vyvoje plodu (Zhenning et al,
2001).

ProtoZze jsou geny globinu na chromozomech transkribovany
ve sméru 5' — 3', pary embryonalnich hemoglobinovych podjednotek jsou
vytvareny v nejrangjSich ¢asech v nizkych pocatecnich koncentracich (Manning
etal., 2010). Transkripce genu lidského globinu vede k expresi prekurzord mRNA
v jadru bunky, které jsou nasledné zpracovany v cytoplazmé na zralou mRNA.
Diky translaénimu mechanismu buriky, pomoci enzymU a ribosomu, jsou
produkovany globiny (Bank, 2006). Vznikajici globinové fetézce rychle zaclenuiji
hem, protoZe stabilizuje jejich pfirozené skladani do hemoglobinovych
podjednotek slozenych z osmi helix(l s nazvem A-H, které se dohromady skladaji

do globularni struktury (Thom et al., 2013).
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3.1 Casova regulace syntézy

Syntéza hemoglobinu zacina asi 14 dni po poceti. Nejprve jsou tvofeny
fetézce C a ¢, poté dochazi k nahrazeni téchto globinu syntézou a a y-fetézcul
pfiblizné v patém az sedmém tydnu téhotenstvi. V Sestém tydnu zacina syntéza
B-fetézce, ktery je potfebny pro dospély typ HbA. Tvorba tohoto fetézce se
zvySuje zaroven s klesajici syntézou fetézce y a tento pfechod trva do Sestého
meésice zivota. Do 12. tydnu téhotenstvi tvofi HbF témér vSechen syntetizovany
hemoglobin. Po 20. tydnu uz nevznikaji { a e-fetézce, ale za patologickych
podminek (a-thalasemie) muze syntéza (-fetézce pfetrvavat az do tretiho
trimestru (Juul et al., 2018).

Pfechod z jedné formy hemoglobinu na jinou je ¢asoveé regulovan, ale tato
zmeéna muze byt do znac¢né miry ovliviiovana i hladinou kysliku. PFi stavu relativni
hypoxie je tvofen pfedevsim HbF prostfednictvim bud pfimych ucinkd na expresi
genu globinu, nebo také zvySenou regulaci tvorby erytropoetinu (Barret et al.,
2009).

Produkce hemoglobinu je fizena dvéma prepinaci. Syntéza
embryonalnich hemoglobini Gower 1, Gower 2 a Portland 1 pfechazi asi
v prvnich dvou mésicich na tvorbu fetalnich hemoglobinti a2® y2 a a2 y2. Zaéina
se tvofit silny par a-y a prfevlada nad slabsimi a-g, -, a -y pary. Pomala
posttranslacni acetylace y-podjednotek vede ke slabdim parim ay”°, coz ma za
nasledek druhé prepnuti, kdyZz jsou [B-podjednotky exprimovany za vzniku
a-B paru (Manning at al., 2010). Tésné pfed narozenim tedy dochazi k aktivaci
druhého pfepinace a za€ina syntéza hemoglobinu A a Az.

V dusledku druhého pfechodu je v krvi pfi narozeni obsazeno 70 az 80 %
HbF, ale o 6 mésicu pozdéji dosahuji hodnoty HbF jen 4 az 5 %. Pfechod z HbF
zpusoben zménami v programu genové exprese, které se vyskytuji ve vSech
dcefinych burikach dané populace kmenovych bunék (Manca et al. 2008).
Pfechod z prevladajici exprese HbF na dospély HbA je tedy zprostifedkovan
transkripCnim pfepinacem v koneénych erytroidnich progenitorech z y-globinu na
B-globin (Sankaran et al., 2013).
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Obr. 7: Syntéza globinovych Fetézci béhem pre a postnatalniho vyvoje jedince
(Barret, 2010)

3.2 Sila vazeb hemoglobinovych podjednotek

Proteinové struktury jsou vétSinou drzeny pohromadé interakcemi mezi
bilkovinami zahrnujicimi ,podjednotkova rozhrani“, ktera maji vazebné sily.
Pomoci téchto vazeb je definovana jejich funkce, afinita k dalSim podjednotkam,
trvani interakce a vyména podjednotek za ty vhodnéjsi. K této vyméné meazi
dvéma odliSnymi hemoglobiny dochazi pfi disociaci jejich dimert, d&j probiha pfi
nizkém pH (Manning et al., 2009). Jak jiz bylo fe€eno, nejslabsi podjednotkové
interakce mayji embryonalni hemoglobiny. Jsou sloZeny ze slabych dimeru, které
disociuji na monomery a dochazi k destabilizaci tetramerové struktury (Manning
et al., 2010).

Fetalni a dospélé typy hemoglobinu maji podjednotkové rozhrani znatelné
silngj8i, i kdyz acetylace HbF jeho silné interakce podstatné sniZuje, a proto
postupné dochazi ke snizovani jeho exprese. (Manning et al., 2009). Diky témto
poznatkim bylo zjisténo, Ze a-podjednotky maji s dalSimi Fetézci nejsilngjsi
interakce, naopak je tomu v pfipadé C-podjednotek.

V pozdéjSich stadiich vyvoje plodu dochazi krychlému narustu

koncentrace fetalniho hemoglobinu v porovnani s pomalym nastupem dospélého
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HbA. HbF je syntetizovan v erytroidnich bufkach pfi nizké koncentraci
hemoglobinu a je schopen vytvaret tetramery z dimert efektivnéji, jelikoz ma
nejnizsi volnou energii v interakci podjednotek. Vnitfni rozdily
v silach podjednotkovych vazeb HbF a dospélého hemoglobinu ur€uji schopnost
upfednostnit syntézu urcitého hemoglobinu pfed jinym ve zrajicim erytrocytu
(Manning et al., 2009). P¥i tvorbé HbA doché&zi nejprve ke vzniku a 1 B 1 rozhrani,
které se nejprve tvori za velmi nizkych koncentraci podjednotek. To znamena, ze
toto rozhrani je energeticky stabilngjsi nez vSechny ostatni podjednotkové
spojeni (Adachi et al., 2000).

Béhem vyvoje plodu se tedy nejdfive tvofi hemoglobiny s nejslabSimi
interakcemi (embryonalni) a poté se postupné zacinaji tvofi hemoglobiny silngjsi,
tzn. HbF a poté hemoglobiny dospélého typu. Jde tedy o urcitou konkurenci mezi
jednotlivymi podjednotkami s cilem vytvofit co nejsilnéjsi propojeni podjednotek
(Manning et al. 2010). Pfi spojovani globinovych podjednotek s dalSimi jsou
interakce ovlivnény poradim genl (kdy jsou dané podjednotky exprimovany),
posttranskripénimi reakcemi a silou vazby mezi podjednotkami (Manning et al.
2009).

3.3 Reaktivace gent

RUzna klinickd pozorovani prokazala, Ze stav srpkovité anémie a
B-thalasemie je zlepSen diky zvySené produkci HbF. ZvySené hladiné HbF byl
také pficitan asymptomaticky prabéh srpkovité anémie u déti. U pacientl
s B-thalasemii pomahaji zvySené hladiny HbF k mirnéjSimu klinickému prabéhu
onemocnéni, u pacientl se srpkovitou anémii vyrazné ovliviuji klinickou
zavaznost a snizuji umrti na toto onemocnéni (Sankaran et al., 2013).

| pfes fakt, Ze primarni funkci HbFje pfenos plynd v systému
plod-placenta, poskytuje tento typ hemoglobinu dostate€nou kapacitu pro pfenos
kysliku v téle dospélého pacienta bez jakychkoliv vyznamnych vedlejSich u€inku
(Brittain, 2002).

Intracelularné muze byt exprese lidského genu pro y-globin béhem vyvoje
a reaktivace v bunkach dospélych fizena na urovni posttranskripéniho

zpracovani transkriptd mRNA, stability mRNA, translace a posttranslacnich déju
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i na uarovni transkripce. Proto mohou latky, které zvySuji koncentraci HbF
u pacientd, pisobit na jedné nebo vice urovnich (Bank, 2006).

Podavani chemickych latek, jako jsou napf. hydroxymocovina, butyraty
nebo 5-azacytidin, vede navzdory véem kontrolnim mechanismim k opétovné
aktivaci gena pro y-globiny. Timto zpusobem Ize potencionalné obnovit tvorbu
fetalniho hemoglobinu v ob&hu dospélého Clovéka a vyuzit tuto reaktivaci k 1€écbé

hemoglobinopatii, jako je srpkovita anémie nebo B-thalasemie.

3.4 Acetylace hemoglobinu

Acetylace proteinovych aminoskupin (N-terminalni a-aminoskupiny nebo
lysinové e—aminoskupin) patfi mezi jedny z nejCastéjSich posttranslaénich
proteinovych Uprav. Odhaduje se, Ze N-terminalni a-aminoacetylace se vyskytuje
priblizné u 90 % vznikajicich eukaryotickych proteini vznikajicich bé&éhem
biosyntézy. Poté nasleduje dalsi zména N-koncl, za u€elem odhaleni novych N-
terminalnich zbytkd pfitomnych ve zralych proteinech.

K acetylaci a-aminoskupin dochéazi zfidka u dospélych typu hemoglobinu,
fetézci B na N-koncovém zbytku pfirozené obsahuje valin, v HbF je v fetézci y
obsazen na konci glycin, ktery je v pfipadé HbFi1 acetylovan. N-koncové
podjednotky dvou ze tfi lidskych embryonalnich hemoglobinl, které jsou
v prubéhu vyvoje prekurzory HbF, jsou zcela acetylovany (Manning, 2001).

N-termindlni acetylace probiha ve zlomku y-podjednotek HbF a
v {-podjednotkach nékterych embryonalnich hemoglobinli. N-terminalni zbytky
acetylserinu se vyskytuji v nékterych lidskych HbF, ale jejich konkrétni funkce
neni znama. Neékolik variant lidskych hemoglobini muizZe obsahovat také
acetylvalin. Zbytky nékterych N-terminélnich glycin podléhaji EasteCné acetylaci
v dusledku relativné nizké katalytické ucinnosti acetyltransferazy pro tyto zbytky.
Mezi uCinky acetylace u HbF patfi snizeni odezvy na 2,3-BPG a podpora snizeni

interakce mezi pary dimerU na alosterickém rozhrani (Ashiuchi et al., 2009).
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3.5 Syntéza hemu

Hem je vyuzivan v celé fadé bunéCnych déju a procesl, proto je
nezbytnou buné&fnou soucasti. Je vyuzivan jako prosteticka skupina mnoha
hemoproteinu, jako jsou napf. hemoglobin, myoglobin, respiracni cytochromy,
cytochrom P450 (CYP) a nékteré dalsi latky (Phillips, 2019). Velmi vysoka uroven
syntézy hemu se vyskytuje v kostni dfeni v bufkach erytroidni fady, jelikoz zde
dochazi k tvorbé hemoglobinu (Piel et al. 2019).

Tvorba hemu probiha také v jatrech, kde je vyuzivan primarné pro CYP,
které jsou obsazeny v endoplazmatickém retikulu. Jejich ulohou je oxidace
chemikalii, rdznych léc€iv, endogennich steroidd, vitaminlt, mastnych kyselin
apod., avSak schopnost syntetizovat hem maji vSechny jaderné bunky (Phillips,
2019).

CH
! £

CHo CHp
I I
HOOC « CH, CH, » COOH

Obr. 8: Struktura hemu: komplex Protoporfyrin IX + Fe'" (Otto, 2020).
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Hem i jeho biosyntetické meziprodukty jsou vysoce reaktivni molekuly a
mohou byt pro buriky toxické, proto je syntéza a distribuce hemu striktné
regulovana (Piel et al., 2019). Prvni tfi a posledni tfi reakce biosyntézy hemu
probihaji v mitochondriich, pfiemz ostatni reakce se vyskytuji v prostredi
cytosolu. Vychozimi latkami jsou glycin a sukcinylCo-A, ktery pochazi
z mitochondriélniho cyklu trikarboxylové aminokyseliny. Kondenzace téchto dvou
latek je katalyzovana 5-aminolevulatsyntasou, ktery se nachazi na vnéjsi
mitochondrialni membrané. Jeho kofaktorem je vitamin B6 neboli pyridoxal-5-
fosfat.

Vznikla 5-ALA prechazi z mitochondrii do cytosolu, kde dochazi
ke kondenzaci a souCasné dehydrataci téchto dvou molekul a vznika
porfobilinogen. Tato reakce je katalyzovana 5-aminolevulatdehydratasou
(ALAD). ALAD muze byt snadno inhibovana olovem, proto je mozny vznik anémie
zpusobené snizenou biosyntézou hemu.

Naslednou kombinaci a spojenim ¢tyf molekul PBG  vznika
uroporfyrinogen lll. V téchto reakcich se uplatiuji dva enzymy: uroporfyrinogen |
syntaza a uroporfirinogen Ill kosyntaza. Z uroporfyrinogenu dekarboxylaci vznika
koproporfyrinogen |ll, ktery opét vstupuje do mitochondrialniho prostredi a
oxidaci vznika protoporfyrinogen lll a poté protoporfyrin IX. Posledni reakci je
navazani zeleza do molekuly protoporfyrinu za katalyzy ferrochelatasou

(hemsynthetasou), ktera maze byt také inhibovana olovem (Engelking, 2015).
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Obr. 9: Biosyntéza hemu, substraty a enzymy uvnitf Zlutého pole jsou lokalizovany

v mitochondriich (Phillips, 2019).
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4 Poruchy hemoglobinové struktury

Hemoglobinopatie patfi mezi nejCastéjsi dédi¢né choroby na svété. Jedna
se 0 molekularni poruchy, které souviseji s genovymi zménami a brani tak
spravné syntéze polypeptidovych fetézcl hemoglobinu. Tato onemocnéni
muzeme rozliSit na thalasemie, které jsou zpUsobené defekty syntézy
hemoglobinu a kvalitativni poruchy tvorby hemoglobinu, kam patfi napf. srpkovita
anemie.

Tato onemocnéni vznikaji v disledku bodové genové mutace genu
kddujicich globinové fetézce, coz se muze projevit zménou funkce hemoglobinu,
nebo tvaru a vlastnosti erytrocytu. Dochazi bud ke ztraté aminokyseliny
v proteinovém Fetézci, anebo k jejimu nahrazeni (Farsaci et al., 2019).

Dospély HbA, ktery je fyziologicky slozen ze dvou a-fetézcl a
dvou B-fetézcu, je geneticky zménén. Nasledkem téchto zmén muze dojit
k substituci aminokyselin v B-fetézci a vznika tak hemoglobin S, hemoglobin C a
hemoglobin E, nebo se mize snizit syntéza jednotlivych fetézcu a vyvinout se a-

thalasemie Ci B-thalasemie (Taylor et al., 2012).

4.1 Srpkovita anemie

Srpkovita anemie (SCD), neboli hemoglobionopatie S, je zavazné dédicné
hemolytické onemocnéni. Vznik4 nasledkem genové bodové mutace v Sestém
kodonu B-globinového dospélého hemoglobinu, ktery je pfi nizké koncentraci
kysliku nachylny k polymeraci. Dochazi k zaméné& aminokyseliny kyseliny
glutamové za valin a vznikd hemoglobin S. Pacienti trpici SCD mohou byt
homozygoti syntetizujici Hb S, nebo heterozygoti tvofici Hb S v kombinaci s dalSi
mutaci B-fetézce (napf. hemoglobin C nebo B-thalasemie). SCD patfi mezi
celosvétoveé nejCastéji se vyskytujici hemoglobinopatie (Randolph, 2020).

Pacient maze trpét jak akutnimi, tak i chronickymi pfiznaky SCD, mezi
takové projevy patfi bolesti, mrtvice, tichy mozkovy infarkt a poSkozeni organu.
Srpkovité erytrocyty jsou rigidni, zvySuji viskozitu krve, brani pratoku krve

v kapilarach, a proto mize dochazet k hypoxii tkani. Pokud tento stav pfetrvava,
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dochazi k bunécné smrti a hrozi riziko infarktu ¢i poSkozeni organu (Forget et al.,
2013).

Toto onemocnéni muaze zapficinit i pfed€asnou smrt, avSak Kklinicka
zavaznost SCD pfimo zavisi na koncentraci hemoglobinu S v cytoplazmé
krvinek. Rychlost a vznik hemoglobinu S mize ovliviiovat také koncentrace
ostatnich hemoglobinu v erytrocytu. Srpkovité erytrocyty na druhou stranu vSak
také slouzi jako ochrana proti malarii. Buriky, které jsou napadené parazitem,
méni svUj tvar obzvlasté snadno. Jsou vychytavany a destruovany ve sleziné a

choroba se proto nerozviji.

A Sickle cell
mutation

(B6 Glu—>Val) B globins

o globins Iron atoms

Obr. 10: Usporadani a-helixd v hemoglobinové jednotce. Na obrazku jsou také
znazornéna mista mutaci na B-fetézcich vyskytujicich se u SCD (Schechter,
2008)

Polymerizovany hemoglobin S, ktery se vyskytuje v krevnim obéhu
pacienta, polymerizuje rychlosti, kterd exponencialné souvisi s jeho mnozstvim
(Zhenning et al. 2004). Srpkovité erytrocyty vznikaji v perifernich tkanich, kde je
snizeny parcialni tlak kysliku. V deoxygenované formé je hemoglobin Spatné
rozpustny a vytvafi v Cervené krvince agregaty. V disledku toho méni erytrocyt
flexibilitu a bikonkavni tvar do podoby pllmésice (drepanocyty), ¢imz ma veétsi
tendenci k hemolyze a pfilnuti na neutrofily nebo na endotel cév. Abnormalita
propustnosti membrany a dehydratace Cervenych krvinek nakonec vede
k pfed€asnému zniceni erytrocytt a chronické hemolytické anemii (Demirci et al.,
2018).
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4.2 Thalasemie

Thalasemie jsou charakterizovany jako heterogenni  skupina
hypochromnich a mikrocytarnich anemii. Jedna se o onemocnéni vyznacujici se
nedostatecnou tvorbou jednoho nebo vice globinovych fetézcu. Chybéjici, nebo
snizena syntéza jednoho ze dvou fetézci vede ke sniZzené produkci
hemoglobinu, ale také k nepoméru jeho fetézcu, jelikoz neovlivnény gen stale
syntetizuje neporusené fetézce (Keohane, 2020). Nesparované fetézce se
hromadi v erytrocytech, precipituji a nasledné poskozuji membrany krvinek. P¥i
poruse erytrocytarni membrany dochazi k hemolyze, pfiCemz se hromadi
prebytecné Zelezo z rozpadlych krvinek. Porucha tvorby podjednotek zapficifiuje
aplny, nebo c&asteCny nedostatek funkéniho hemoglobinu, z ¢ehoz plynou
problémy s transportem plynl do tkani a zpét.

Dané mutace jsou Casto specifické pro rlizné populace, nejcastéjsi vyskyt
thalasemii je na Stfednim vychodé, v jizni a jihovychodni Asii a v zemich kolem
Stfedozemniho mofe. Thalasemie se dédi jako alely jednoho nebo vice genu
globinu pfitomné bud na chromozomu 16 (postizeni a-fetézcl), nebo na
chromozomu 11 (postizeni B, y a &-fetézcu) (Wild et al., 2017).

Pacienti trpici touto chorobou jsou chranéni proti malarii, jelikoZ parazit
roste v pozménénych krvinkach pomaleji nez v normalnich erytrocytech. Projevy
této nemoci muzou byt mirné az upiné asymptomatické, ale projevem muze byt
take tézka anémie. Tato anémie a dalSi poruchy jsou totiz zplisobeny neucinnou
erytropoézou, kterd ma za nasledek vyskyt hypochromnich erytrocytl. Srazené
fetézce v téchto krvinkach tvofi inkluze, tzv. Heinzova téliska (Bhagavan et al.,
2015).

4.2.1 a-thalasemie

o-thalasemie mazeme rozdélit na dva haplotypy. Prvnim je a®-thalasemie,
delece postihuje oba dva geny pro a-fetézce na chromozomu 16, a proto
nedochazi k zadné syntéze a-globinu. Druhym haplotypem je a*-thalasemie. U
tohoto haplotypu se vyskytuje mutace v jednom ze dvou genu pro a-fetézce a
syntéza globinu je sniZzena. a-thalasemii je postizeno az 5 % svétové populace a

klinické projevy tohoto onemocnéni mohou sahat od asymptomatického prubé&hu
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az po zavazna onemocnéni charakterizovana neucinnou erytropoézou,
opakujicimi se transfuzemi a zpozdénim ristu (Vichinsky, 2013).

U a-thalasemii mizeme rozlisit ¢tyfi klinické syndromy, které jsou dany
poctem zasazenych genll a mnozstvim produkovanych a-fetézcu: tiché nosicstvi,
a-thalasemie minor, syntéza HbH a a-thalasemie major (hydrops fetalis
syndrom). U tichych nosiCl je postizen jeden gen ze Ctyf, proto nedochazi
k Zadnym hematologickym projevum nemoci (Kohne, 2011). Jelikoz jeden gen
k pIné syntéze a-fetézce chybi, je mnozstvi tohoto fetézce mirné snizeno. Pri
narozeni se proto mize v malé koncentraci tvofit abnormalni typ hemoglobinu
Bart (1-2 %), ktery se sklada ze Ctyr y-globind. Pomér fetézcu a/f je tedy témer
normalni.

Hemoglobin Bart ma velmi vysokou afinitu ke kysliku, podobné jako
myoglobin, a nedodava proto kyslik do tkani. Plod je schopen diky hemoglobinu
Portland 1 pfezit do tfetiho trimestru, ale poté je plod silné anoxicky a zacne se
rozvijet syndrom hydrops fetalis, ktery se projevuje srde¢nim selhanim a otoky
ve fetalnich subkutannich tkanich (Keohane, 2020).

Pacienti postizeni a-thalasemii minor maji poSkozeny dva geny pro
a-fetézce. Tato forma thalasemie muze byt homozygotni, nebo heterozygotni, a
jeji prabéh je vétSinou asymptomaticky s mirnou mikrocytarni anemii. Po
narozeni muze byt produkovan hemoglobin Bart (5-15 %), ale v dospélosti je
pomér fetézcu a/f vyrovnany, takze syntéza hemoglobinu Bart ustava.

Pokud je pacient postizen deleci tfi genl a o-fetézec tedy syntetizuje
pouze jeden gen, je v takovém pfipadé produkovan nestabilni HbH hemoglobin,
ktery je tvofen Ctyfmi Fetézci nadbyteénych B-globinl. Po narozeni muze byt
syntetizovan hemoglobin Bart, ktery tvofi az 40 % z celkové koncentrace
hemoglobinu, pfi¢emz HbF a HbA tvofi zbytek. Jakmile dojde k pfepnuti syntézy
z y-fetézcl na [-fetézce, je hemoglobin Bart nahrazen HbH. Tento typ
hemoglobinu mdze snadno oxidovat a srazet se, v erytrocytech pak vznikaji
téliska denaturovaného hemoglobinu.

a-thalasemie major, neboli syndrom hydrops fetalis, je onemocnéni, pfi
kterém jsou postizeny v8echny ¢tyfi geny pro syntézu a-globind. Tyto fetézce
tedy uplné chybi a tvofi se hemoglobin Bart (y4) s malym mnozZstvim hemoglobinu

Portland | a hemoglobinu Bart (Keohane, 2020). Toto onemocnéni je neslucitelné
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se zivotem a obvykle dochazi k amrti plodu v déloze, nebo kratce po porodu (Wild
etal., 2017).

4.2.2 B-thalasemie

B-thalasemie a s ni spojené poruchy mohou byt zplsobeny raznymi
mutacemi. Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni a vétSinu typu
B-thalasemie zpusobuji bodové mutace postihujici gen pro B-globin (Mustafa et
al., 2020). Molekularni podstata téchto thalasemii je velmi rozmanita a bylo
popsano vice nez 200 mutaci, které mohou zplUsobovat B-thalasemii. Mutace
muze byt zpUsobena v jakémkoliv kroku mechanismu proteosyntézy, jako je
napf. transkripce, zpracovani mRNA, nebo zachovani posttranslaéni integrity
B-globinového fetézce (Wild et al., 2017). B-thalasemie se vyznacuje snizenou
syntézou, nebo Uplnym chybénim B-globinu. V erytrocytu jsou proto nesparované
a-globiny v pfebytku a tvofi nerozpustné agregaty.

Pacienti s B-thalasemii jsou charakteristicti variabilnimi klinickymi projevy,
které se mohou znacné liSit od asymptomatické formy az po zavazné klinické
fenotypy (Mustafa et al., 2020). Onemocnéni mizeme dale rozdélit na uplnou
absenci B-fetézcu, tzv. B%thalasemii, a na B*-thalasemii, kde dochazi
k vyraznému snizeni syntézy téchto fetézcl. Pacient ma tedy nedostatek
hemoglobinu a dochazi ke kumulaci a-globinu v cytoplazmé erytrocytu.

U heterozygoti (B-thalasemie minor) nedochazi k zadnym vétSim
projevim onemocnéni, objevuje se mirna az stfedni hypochromni mikrocytarni
anémie a nedochazi k hemolyze (Forget et al.,, 2013). Pacient ma obvykle
zvySené hladiny HbA2, obsah hemoglobinu je tedy 92-95 % HbA, >3,8 % HbA: a
variabilni koncentrace HbF 0,5-4 % (Nienhuis et al., 2012).

U homozygotlu (B-thalasemie major) byva projevem uz od narozeni silna
hemolyticka anémie a pacient je zavisly na transfuzich, které udrzuji hladinu
cirkulujiciho HbA. PFidruzuje se téz ne moc efektivni erytropoéza se zanikem
prekurzorovych erytroidnich bunék v kostni dfeni (Forget et al., 2013). Masivni
expanze kostni difené muze zpUsobit extramedularni hematopoézu a dochazi ke
zvétseni jater a sleziny. U jedinct s tézkym prabéhem B-thalasemie dochazi
k pretizeni organismu zZelezem, coz ma za nasledek srde¢ni dysfunkce a

ukladani Zeleza v jatrech (Nienhuis et al., 2012). Mezi komplikace u pacientd
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trpicich B-thalasemii mizeme fadit také tromboembolické pfihody, které jsou
exprimuji fosfatidylserin, ktery simuluje koagulaci krve. Pokud je B-thalasemie
neléenda, dochazi v prvnich péti letech zivota k umrti az 80 % déti s touto
diagnosou (Sirachainan et al., 2016).

Existuje také neobvykly typ B-thalasemie intermedia. Objevuje se stfedné
tézka az tézka hemolyticka anémie, ale pacient neni zavisly na pravidelnych
transfuzich krve (Musallam et al., 2012). VétSina pacientl s touto diagnosou ma
dva geny postizené mutaci a genotyp je tedy stejny jako u B-thalasemie major,
avSak pribéh onemocnéni je zpravidla mirn&jsi. Nerovnovaha mezi fetézci neni
tak velka, a proto je akumulace a-podjednotek v cytoplazmé erytrocytu mensi.
Moznou pfiCinou této snizené nerovnovahy muze byt dédi€¢nost mirnéjsi mutace
B*-thalasemie s méné postizenou syntézou [-globinl nez je obvykle (Forget et
al., 2013).
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5 Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo charakterizovat jednotlivé typy
hemoglobind, jejich strukturu, vlastnosti a ¢im se od sebe tyto jednotlivé druhy
lisi.

V Gvodu prace je definovan lidsky hemoglobin a jeho funkce a vlastnosti.
Hlavni funkci tohoto proteinu je pfenos kysliku z plic do tkani a oxidu uhli¢itého
naopak ze tkani do plic, aby mohlo dojit k jeho vydychani. Hemoglobin ma také
funkci naraznikového systému krve.

Lidsky hemoglobin je tvofen dvéma €astmi: globinem a hemem. Globin je
¢ast bilkovinna, jedna se o polypeptidovy Fetézec, ktery je slozen z rlznych
aminokyselin. Hem je komplexni slou€enina tvofena protoporfyrinem IX a
navazanym Zzeleznatym iontem. Kazda molekula hemoglobinu obsahuje Ctyfi
globinové fetézce a Ctyfi slouCeniny hemu.

Kazdy typ hemoglobinu se [i§i obsahem jednotlivych Fetézcu. Tyto
globinové fetézce jsou slozeny z rozdilnych druhl aminokyselin a maji odliSny
poCet aminokyselin, coz ovlivhuje jejich vlastnosti. Molekula hemoglobinu je
tetramer, sklada se ze C&tyf podjednotek, které jsou spojeny pomoci
podjednotkovych propojeni. Tyto hemoglobinové interakce maiji riznou silu a lisi
se podle toho, o jaky typ hemoglobinu se jedna. NejsilngjSi podjednotkové
spojeni ma dospély typ HbA.

Syntéza hemoglobinu je béhem vyvoje plodu v déloze strikiné
koordinovana a kontrolovana. V prubéhu vyvoje dochazi ke zménam v expresi
jednotlivych genl a globinové fetézce se tvofi postupné od embryonalnich typ(
hemoglobinu az po fetalni a nakonec dospély typ hemoglobinu. Syntéza hemu
probih& v mitochondriich a cytoplazmé&. Hemoglobinopatie se fadi mezi nejCastéji
se vyskytujici dédi¢né poruchy. MlUzZe se jednat o poruchu syntézy

hemoglobinového fetézce nebo o kvalitativni poruchy tvorby hemoglobinu.
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