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SAZETAK

Hemoglobin je kompleksni protein prisutan u crvenim krvnim stanicama i igra klju¢nu ulogu
u transportu kisika 1 ugljikovog dioksida u organizmu. Sastoji se od Cetiri podjedinice (dvije
alfa 1 dvije beta podjedinice - a2f2), pri ¢emu svaka podjedinica sadrzi mjesto za vezanje

kisika, omogucujuéi u¢inkovit prijenos kisika iz pluc¢a do tkiva i organa.

Alosterija, vazan biokemijski koncept, opisuje promjene u strukturi proteina koje utjecu na
njegovu funkciju. Kod hemoglobina, alostericke promjene mijenjaju sposobnost hemoglobina
za vezivanje 1 otpustanje kisika. To znaci da hemoglobin moze prilagoditi svoju aktivnost

ovisno o uvjetima u okolisu, kao sto su pH i koncentracija COx.

Jedan od najpoznatijih primjera alosterije u hemoglobinu je Bohr efekt, gdje promjene u pH-
vrijednosti okoline utjeCu na afinitet hemoglobina za kisik. Ovaj mehanizam omogucava
hemoglobinu da isporucuje kisik gdje je najpotrebniji u tijelu. Osim toga, hemoglobin moze

biti moduliran egzogenim faktorima poput organskih fosfata 1 2,3-bisfosfoglicerata (BPG).

KLJUCNE RIJECI: hemoglobin, alosterija, vezanje kisika



ABSTRACT

Hemoglobin is a complex protein present in red blood cells and plays a key role in the
transportation of oxygen and carbon dioxide in the body. It consists of four subunits (two alpha
and two beta subunits - a232), with each subunit containing a binding site for oxygen, enabling

efficient transfer of oxygen from the lungs to the tissues and organs.

Allosterism, an important biochemical concept, describes changes in the protein's structure that
affect its function. In the case of hemoglobin, allosteric changes alter its ability to bind and
release oxygen. This means that hemoglobin can adjust its activity depending on environmental

conditions, such as pH and COz concentration.

One of the most well-known examples of allosterism in hemoglobin is the Bohr effect, where
changes in the pH of the environment influence hemoglobin's affinity for oxygen. This
mechanism allows hemoglobin to deliver oxygen where it is most needed in the body.
Additionally, hemoglobin can be modulated by exogenous factors such as organic phosphates

and 2,3-bisphosphoglycerate (BPG).

KEY WORDS: hemoglobin, allostery, oxygen binding
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1. UVOD
Hemoglobin, sloZeni protein prisutan u eritrocitima (crvenim krvnim stanicama), kljucan je za
ispravan transport kisika i ugljikovog dioksida u organizmu. S druge strane, alosterija je
fundamentalni biokemijski koncept koji opisuje promjene u strukturi proteina i njihovu

sposobnost da reguliraju svoju funkciju [1].

Hemoglobin je oligomerni protein, $to znaci da se sastoji od vise podjedinica koje zajedno tvore
funkcionalni protein. U sluc¢aju hemoglobina, on se sastoji od cetiri podjedinice, dvije alfa 1
dvije beta podjedinice (a2p2). Svaka od ovih podjedinica sadrzi posebno mjesto za vezanje

kisika, Sto omogucéava hemoglobinu da djeluje kao izvanredno ucinkovit transporter kisika [1].

Alosterija je klju¢na za razumijevanje nacina na koji hemoglobin regulira vezanje i otpustanje
kisika. Ovaj koncept se odnosi na promjene u konformaciji (trodimenzionalnoj strukturi)
proteina kao odgovor na specificne signale ili promjene u okolini. U slu¢aju hemoglobina,
alostericke promjene u njegovoj strukturi mijenjaju afinitet (sposobnost) hemoglobina za
vezivanje kisika. To znaci da hemoglobin moze postati bolji ili loSiji u hvatanju i otpusStanju

kisika ovisno o uvjetima u okolisu [1].

Jedan od najpoznatijih primjera alosterije u hemoglobinu je Bohr efekt. Kada se pH okoline
smanyji (tj. postane kiseliji), hemoglobin se vise otvara, §to olakSava otpustanje kisika u tkivima
gdje je koncentracija ugljikovog dioksida ve¢a. Ova promjena u afinitetu za kisik omogucava
hemoglobinu da prilagodi svoju funkciju prema potrebama organizma i osigura adekvatan

prijenos kisika do stanica [1].

U ovom zavrsnom radu, detaljno ¢emo istraziti strukturu hemoglobina, mehanizme alostericke

regulacije, te kako alosterija utje¢e na funkciju ovog klju¢nog proteina.



2. HEMOGLOBIN

2.1. Grada hemoglobina
Hemoglobin, kompleksni protein prisutan u crvenim krvnim stanicama, obavlja klju¢nu ulogu
u transportu kisika iz pluc¢a do tkiva i organa te povratka ugljikovog dioksida natrag prema
plu¢ima kako bi se izdahnuo. Hemoglobin omogucuje crvenim krvnim stanicama da izvrSavaju
svoju vitalnu funkciju u odrzavanju opskrbe tijela kisikom i uklanjanju ugljikovog dioksida.
Zbog svoje slozene strukture i1 sastava, hemoglobin je iznimno ucinkovit u prijenosu kisika 1
ugljikovog dioksida kroz krvotok, Sto omogucéava ispravno funkcioniranje metabolickih

procesa i osigurava tijelu dovoljno kisika [1].

Hemoglobin (Hb) je molekula ¢ija je molekulska masa 64500 g/mol, a koncentracija mu
u eritrocitima iznosi 0,005 mol/L. Prosje¢na udaljenost molekularnih komponenti u
hemoglobinu varira s obzirom na konformaciju hemoglobina i1 na uvjete u kojima se nalazi, ali
prosjecna udaljenost od srediSta jedne do srediSta druge molekule hemoglobina iznosi 6,9 nm,
a promjer pojedinaéne molekule hemoglobina je otprilike 5 nm [2]. Sto se tide strukture
hemoglobina, rije¢ je o sloZzenom proteinu koji se sastoji od cCetiri polipeptidna lanca - dva a-
lanca 1 dva f-lanca koji su povezani kemijskim vezama. Ova etiri lanca organizirana su u
karakteristi¢énu kvaternu strukturu. Svaki od tih polipeptidnih lanaca sadrzi jednu prosteticku
skupinu hema koja sadrzi Zeljezo i protoporfirin IX. Zeljezni ion u hemu je vezan za
aminokiselinu histidin, a porfirinski prsten unutar hem grupe je usidren u svoj dzep zahvaljujuci
prisustvu fenilalanina u polipeptidnom lancu. Polipeptidni lanci hemoglobina kod odraslih
osoba dolaze u dvije varijante, alfa i beta lanci, koji su sli¢ne duljine; 141 (za alfa lanac) i 146
(za beta lanac) aminokiselinskih ostataka, ali se razlikuju u sekvenci aminokiselina. Alfa lanci
su identi¢ni u svim ljudskim oblicima hemoglobina, bilo da se radi o embrionalnom ili odraslom

hemoglobinu [3].

Organska komponenta protoporfirin sastoji se od pirolnih prstenova koji su vezani
metilenskim mostovima, dok su na tetratpirolni prsten dodane Cetiri metilne skupine; dvije
vinilne i dva propionatna bo¢na ogranka [4]. Atom Zeljeza koji se pri normalnim uvjetima nalazi
u oksidacijskom stanju Fe?*, nalazi se u sredistu protoporfirina i vezan je s &etiri pirolna
dusikova atoma. Osim te Cetiri veze, Zeljezov ion moze ostvariti jo§ dvije dodatne veze koje se
nalaze svaka s jedne strane ravnine hema [4]. To omogucuje Zeljezu da veze kisik ili druge
plinove kovaletnom vezom kako bi se ispunila oktaedarska koordinacija Sest liganda. [5]. Na
slici 1 nalazi se prikaz kemijske formule hema, a na slici 2. nalazi se strukturni prikaz molekule

hemoglobina.



hemoglobina, koji se u najve¢em omjeru nalazi u ¢ovjekovom tijelu naziva se HbA.
[6]. VaZzno je spomenuti da se u Supljini izmedu alfa i beta podjedinica HbA nalazi vezana
molekula 2,3-bisfosfoglicerata koja stabilizira strukturu i smanjuje afinitet hemoglobina za
kisik [7]. Osim HbA oblika, za ¢ovjeka je znacajan 1 HbA2. HbA2 se za razliku od HbA sastoji
od dvije alfa i dvije delta podjedinice [8]. HbA2 ¢ini manje od 3% ukupnog hemoglobina i
nema fiziolosku ulogu kod odraslih. Medutim, vrlo je vazan u dijagnosticiranju beta-talasemije.
Pojedinci koji imaju ovu bolest zapravo ne trebaju lijecenje, ali je vazno otkrivanje ovog stanja
kako bi se smanjio rizik od radanje djeteta s ozbiljnom bolesc¢u jer ova bolest moze dovesti do

anemije [9].
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Slika 2. Prikaze strukturne formule hemoglobina [11]

Struktura hemoglobina je temeljito istrazivana upotrebom rendgenske analize. Kvaterna
struktura, odnosno organizacija podjedinica, razlikuje se izmedu oksihemoglobina i

deoksihemoglobina. Kod ljudskog hemoglobina, medusobna prilagodba polipeptidnih lanaca



ima klju¢nu ulogu jer pukotina izmedu ta dva lanca postaje uzi kada se molekule kisika vezu

za atome zeljeza [3].

Kisik se reverzibilno veze na Zeljezo u hemu, a ovaj proces varira ovisno o parcijalnom
tlaku kisika. Krivulja zasi¢enosti kisikom pokazuje sigmoidalni oblik, ukazujuéi na postojanje
kooperativne interakcije izmedu mjesta vezanja kisika. To znaci da, kako se vise molekula

kisika veze, olakSava se vezivanje dodatnih molekula kisika. [3].

Vazno je napomenuti da osim kisika, neki drugi spojevi poput duSikovog oksida i
ugljikovog monoksida takoder mogu vezati za zeljezo u hemoglobinskoj molekuli. Ugljikov
monoksid se ¢vrs¢e veze za zeljezo u usporedbi s kisikom. Nakon §to se karboksihemoglobin
formira, kisik ne moze ucinkovito istisnuti ugljikov monoksid. Ovo svojstvo leZi u osnovi

trovanja ugljikovim monoksidom [3].

2.1.1. Strukturni oblici hemoglobina

Postoje razliciti strukturni oblici hemoglobina, kao sto su: HbA, HbA2, HbE, HbF, HbS,
HbC. Zdravi ljudi imaju znacajne razine samo HbA i HbA2 oblika hemoglobina, a osim toga
neki ljudi mogu imati i male koli¢ine HbF (fetalni hemoglobin). Normalne razine HbA krecu
se od 95% do 98%, dok su za HbA2 to vrijednosti od 2% do 3% ukupne koli¢ine hemoglobina.
HbF oblik hemoglobina je glavni tip kod nerodene djece, a kod odraslih ljudi neke bolesti mogu
biti povezane s visokim koncentracijama HbF-a. Normalna razina HbF kod zdravih ljudi iznosi
0,8 - 2%, dok je kod novorodencadi taj postotak 50 - 80%, a kod djece starije od 6 mjeseci taj
postotak opada znacajno 1iznosi 1 - 2%. HbS je oblik hemoglobina koji je povezan sa srpastom
anemijom, a HbC je oblik povezan s hemolitickom anemijom. Kod ljudi koji boluju od srpaste
anemije dolazi do promjene oblika krvnih zrnaca koje onda poprimaju oblik polumjeseca ili
srpa.[6] Hemoglobin oboljelih ima kao Sestu aminokiselinu u beta lancu valin umjesto
glutaminske kiseline, Sto uzrokuje smanjenje topljivosti hemoglobina pa dolazi do taloZenja
molekule u eritrocitima.[7] Hemoglobin E (HbE) je vrlo ucestali oblik hemoglobina u azijskim
zemljama. HbE je strukturna varijanta f-hemoglobina. lako sam HbE ne uzrokuje znacajne

klinicke probleme, njegove interakcije s drugim talasemijama uzrokuje razlicite bolesti. [12].

2.1.2. Glavne konformacije hemoglobina
Analiza rendgenske kristalografije otkrila je dvije glavne konformacije hemoglobina:
stanje R 1 stanje T. Iako se kisik veze za hemoglobin u oba stanja, ima znacajno ve¢i afinitet za

hemoglobin u stanju R. Vezanje kisika stabilizira R stanje. Kada je kisik eksperimentalno
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uklonjen, stanje T je stabilnije 1 tako postaje prevladavaju¢a konformacija deoksihemoglobina.
Oznake T i1 R prvobitno oznacavaju "napeto" i "opusSteno" stanje jer je stanje T stabilizirano
ve¢im brojem ionskih parova. Vezanje kisika za podjedinicu hemoglobina u stanju T potice
promjenu konformacije u stanje R. Kada cijeli protein prolazi kroz tu tranziciju, strukture
pojedina¢nih podjedinica se malo mijenjaju, no parovi podjedinica klize jedan pored drugog i
rotiraju, suzavaju¢i dzep izmedu podjedinica . U tom se procesu neki ionski parovi koji

stabiliziraju stanje T razdvajaju, dok se neki novi formiraju [1].

Max Perutz, koji je pomocu X-zraka uspio definirati strukturu hemoglobina [13], je
predlozio da je tranzicija izmedu stanja T 1 R potaknuta promjenama u poloZaju klju¢nih bo¢nih
lanaca aminokiselina koje okruzuju hem. U stanju T porfirin je lagano zakrivljen, Sto uzrokuje
da se zeljezo hemskog kompleksa nesto istice na stranu blisku His (His F8). Vezanje kisika
uzrokuje da porfirin preuzme ravnoteznu konformaciju, pomicuc¢i polozaj bliske His 1
pripadajuce F spirale. Te promjene dovode do prilagodbi ionskih parova na sucelju a2 (i a2p1)

[1].

2.2.Funkcija hemoglobina
Glavna uloga hemoglobina u organizmu je prijenos kisika, a druge vazne funkcije su:
kataliticka funkcija, sudjelovanje u metabolizmu duSikovog oksida, sudjelovanje u

metabolizmu eritrocita, regulacija pH i odrzavanje redoks ravnoteze. [14]

Gotovo sav kisik koji se prenosi kroz krvotok veZze se i prenosi putem hemoglobina
prisutnog u eritrocitima (crvenim krvnim stanicama) [1]. U arterijskoj krvi koja prolazi iz pluca
kroz srce prema perifernim tkivima, hemoglobin je zasi¢en kisikom oko 96%. U venskoj krvi
koja se vraca prema srcu, zasi¢enje hemoglobina je samo oko 64%. Dakle, svakih 100 mL krvi
koja prolazi kroz tkivo oslobada oko tre¢inu kisika koji nosi ili 6,5 mL kisika kao plin pri
atmosferskom tlaku i tjelesnoj temperaturi [1]. Dakle, hemoglobin sa svojim visestrukim
podjedinicama i mjestima za vezanje kisika odgovara transportu kisika. Interakcije izmedu
podjedinica hemoglobina uzrokuju konformacijske promjene proteina koje mijenjaju afinitet

proteina prema kisiku [1].

Prijenos kisika iz pluca u tkiva, tj. vezanje i otpustanje kisika, odvija se na kooperativan
nacin 1 prikazuje se krivuljom vezanja kisika na hemoglobin, koja je prikazana na slici 3.

Krivulja predstavlja zasi¢enje hemoglobina kisikom pri razli¢itim parcijalnim tlakovima kisika.



Afinitet hemoglobina za kisik izraZava se pomocu pso vrijednosti, koja predstavlja parcijalni

tlak kisika pri kojem je polovina molekula hemoglobina zasi¢ena kisikom. [5].

el o o barens plh. + u alveslamy

Slika 3. Krivulja vezanja kisika na hemoglobin [7]

Kako se veze sve viSe molekula kisika, hemoglobin prolazi kroz promjenu iz stanja
niskog afiniteta (stanje T) u stanje visokog afiniteta (stanje R). Ovaj prijelaz rezultira oblikom
krivulje vezanja kisika koji podsjec¢a na slovo "S" ili sigmoidnu krivulju. Jedan proteinski entitet
s jednim mjestom za vezanje liganda ne moze generirati sigmoidnu krivulju vezanja jer svaki
ligand veze neovisno i ne utjece na vezivanje drugih liganda. No, kod hemoglobina, vezanje
kisika za pojedinac¢ne podjedinice moZe utjecati na afinitet kisika u susjednim podjedinicama.
Prva molekula kisika koja se veze za deoksihemoglobin ima slabo vezanje jer se povezuje s
podjedinicom u stanju T. No, njeno vezivanje pokre¢e promjene konformacije koje se prenose
na okolne podjedinice, olakSavaju¢i daljnjem kisiku da se veze. Prijelaz iz stanja T u R lakSe se
dogada u drugoj podjedinici kada je prva podjedinica ve¢ vezala kisik. Posljednja (Cetvrta)
molekula kisika veze se za hem u podjedinici koja je ve¢ u stanju R, pa se stoga veze s puno
vec¢im afinitetom u usporedbi s prvom molekulom [1]. Sigmoidalna krivulja kooperativnog

vezanja prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Sigmoidalna krivulja kooperativnog vezanja (preuzeto i prilagodeno iz [4]).

Sigmoidalna krivulja vezanja ilustrira kako hemoglobin postupno veze kisik kako koncentracija
kisika raste. Na pocetku krivulje, zbog niske koncentracije kisika, hemoglobin je u
deoksigeniranom stanju, $to znaci da nije vezao kisik. Kako se parcijalni tlak kisika povecava,
hemoglobin pocinje postupno vezati kisik, tj. raste zasi¢enost hemoglobina kisikom. Tocka na
krivulji gdje je polovina svih aktivnih vezivnih mjesta na hemoglobinu zasi¢ena kisikom se
obi¢no nalazi u sredini krivulje 1 ozna€ava se kao pso. Nakon dosezanja punog zasic¢enja kisikom
(kada su sva Cetiri vezivna mjesta na hemoglobinu zasi¢ena) krivulja doseze maksimum gdje
daljnje povecanje koncentracije kisika ne utjeCe znaCajno na zasi¢enost hemoglobina [4].
Krivulja se moze promatrati kao kombinacija krivulja koje bi postojale kada bi sve podjedinice

molekule ostale u T stanju odnosno presle u R stanje [4].

Drugi ligandi kao $to su nitritni ion, dusikov ion, ugljikov monoksid, cijanid, sumporov
monoksid 1 sulfid mogu se vezati na hem i djelovati kao kompetitivni inhibitori i tako utjecati
na vezanje kisika. Neki od ovih liganda mogu se vezati s vecim afinitetom od kisika i tako
nastaju spojevi koji su vrlo toksi¢ni za zdravlje. Npr., afinitet vezanja hemoglobina za ugljikov
monoksid je 240 puta veci od kisika, pa koncentracija 0,1% ugljikovog monoksida u zraku

moze dovesti do nesvjestice i smrti Covjeka [5].

Hemoglobin osim §to prenosi kisik iz plu¢a u tkiva, prenosi i vodikove ione i ugljikov dioksid

iz tkiva u pluca i bubrege. Ugljikov dioksid reagira s vodom i nastaju sljede¢i produkti:

CO; +H20 «<H'+ HCOs3”

Da bi doslo do transporta ugljikovog dioksida iz tkiva, potrebno je prevesti ugljikov dioksid u
bikarbonat, zato jer ugljikov dioksid nije dobro topljiv u vodenoj otopini, a u plinovitom stanju

bi se ponovno stvorio u tkivima 1 krvi [1]. Ve¢i dio bikarbonata se iz crvenih krvnih stanica
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transportira se posredovanjem specificnih membranskih prenositelja koji izmjenjuju bikarbonat
s jedne i kloridne ione s druge strane membrane. Hidratacija ugljikovog dioksida, koju ubrzava
uglji¢na anhidraza, rezultira pove¢anjem koncentracije vodikovog iona (dakle, smanjenjem pH)
u tkivima. Ovo prevodenje ugljikovog dioksida vrlo je vazno za regulaciju vezanja kisika 1
otpustanje u krvi. Hemoglobin transportira otprilike 40% ukupnih vodikovih iona i 15-20%
ukupnog ugljikovog dioksida koji se formira u tkivima do pluca ili do bubrega. Vezanje
vodikovih iona i ugljikovog dioksida je povezano s vezanjem kisika; pri niskom pH 1 visokim
koncentracijama ugljikovog dioksida, afinitet hemoglobina za kisik opada kako se vezu

vodikovi ioni i COz2. Ovaj efekt naziva se Bohrov efekt [1].



3. ALOSTERIA
Alosterija je pojam koji se odnosi na procese pri kojima vezanje na jednom mjestu bioloske
makromolekule utjece na aktivnosti vezanja na drugom posebnom funkcionalnom mjestu,
omogucujuci regulaciju odgovaraju¢e funkcije. Alosterija ima klju¢nu ulogu u mnogim
bioloskim procesima kao §to su: prijenos signala, regulacija transkripcije i metabolizma. Tako
je alosterija vrlo vazna, detaljno razumijevanje mehanizama ovog svojstva nije potpuno

istrazeno, a vaznu ulogu u razumijevanju imaju racunalni pristupi [15].

Povijest alosterije datira jo§ od 1904. godine kada je Christian Bohr opisao odnos vezanja
ugljikovog dioksida i kisika na hemoglobin i nazvao ga Bohrov efekt. NajceSce se alosterija
proucava kristalografijom X-zrakama. Ta metoda omogucuje informacije o strukturama
molekula prije i nakon promjena nastalih uslijed vezanja liganda ili odvijanja reakcije.
Razumijevanje alosterije vrlo je vazno za razumijevanje bioloskih sustava u razli¢itim stanjima

bolesti[16].

Postoje razliciti tipovi alosterije — homotropna i heterotropna alosterija. Homotropna
alosterija je kada alostericki regulator ima strukturu sli¢énu strukturi supstrata. Homotropni
regulatori Cesto djeluju kao pozitivni ili negativni alosteric¢ki regulatori. Pozitivni alostericki
regulatori povecavaju aktivnost proteina, dok ju negativni alosteri¢ki regulatori smanjuju.
Heterotropna alosterija je kada alostericki regulator ima razli¢itu strukturu od one kod supstrata,
a mogu djelovati kao pozitivni ili negativni alostericki regulatori, ovisno o konformaciji

proteina u kojoj se vezu [1].

Alostericki enzimi su skupina biokatalizatora koji posjeduju zajednicke karakteristike

enzima, no, ne slijede Michaelis-Menten kinetiku.

Mioglobin i hemoglobin su proteinske molekule koje vezu kisik, ali se razlikuju u svojoj
alosteriji. Mioglobin je monomerni protein koji se nalazi u miSi¢nim stanicama. Ima jednu hem
grupu koja moze vezati jednu molekulu kisika. Mioglobin pokazuje nekooperativno vezanje
kisika, Sto znaci da vezanje jedne molekule kisika ne utjeCe na sposobnost vezanja drugih
molekula kisika. Ova razlika u alosteriji ima vazne posljedice za funkciju mioglobina i
hemoglobina. Mioglobin je dizajniran za skladiStenje kisika u miSiénim stanicama, tako da je
njegovo nekooperativno vezanje kisika vazno za to da se kisik oslobodi tek kada je to potrebno.
Hemoglobin je dizajniran za transport kisika od plu¢a do tkiva, tako da je njegovo kooperativno

vezanje kisika vazno za to da se kisik brzo i1 u¢inkovito dostavi tkivima [4].



3.1.Hillova jednadzba
Kooperativno vezanje kisika na hemoglobin analizirao je Archibald Hill. Hillova
jednadZba koristi se za opisivanje sigmoidalnog oblika krivulje koja prikazuje zasi¢enost
enzima vezanjem liganda ili supstrata. U reakciji gdje se protein veze s ligandom koji ima n

broj veznih mjesta, Hillova jednadzba je sljedeca:

0
log (m) = nlog[L] — log K4

Gdje je 0 kolic¢inik svih zauzetih veznih mjesta i ukupnih veznih mjesta, a Kq = [L]{5 [1]

Iz prikazane jednadzbe dobije se graf ovisnosti log’?iifl’[%] o log [L] gdje je L ligand odnosno

molekula kisika.

Kako bi se Hillova jednadzba prilagodila za vezanje kisika na hemoglobin, potrebno je napraviti

neke izmjene pa ona glasi:
log (=) = nlog p0, — rilog PL}

Hillov graf za vezanje kisika za hemoglobin prikazan je na slici 5.

1L miagloben

Slika 5. Prikaz Hillovog grafa za vezanje kisika za hemoglobin 1 mioglobin (Preuzeto 1

prilagodeno iz [1]).

Ovaj odnos koristi se za analizu kooperativnosti izmedu liganda 1 proteina. Nagib pravca koji
se dobije koriste¢i prikazanu jednadzbu naziva se Hillov koeficijent i mjeri stupanj
kooperativnosti. Ako je iznos nagiba ve¢i od 1 on ukazuje na pozitivnu kooperativnost, kao §to

je slucaj kod hemoglobina gdje veza jednog liganda potice na vezanje drugog liganda. Teoretska
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maksimalna vrijednost postize se kada je iznos nagiba grafa jednak broju aktivnih mjesta, Sto

bi znacilo da je kooperativnost potpuna, ali taj limit nikada nije dostignut [1].

3.2.Model Manod — Wyman — Changeux
Model Manod — Wyman — Changeux (MWC) se primjenjuje na alostericke enzime koji sadrze
dimere, a svaki od njih ima kataliticka mjesta. Poznat je joS i kao model simetrije. Model
pretpostavlja da dvije podjedinice postoje u istom stanju, a enzim moze biti prisutan ili u T ili
R stanju. Ligand ili supstrat alosterickog enzima veze se prvenstveno na R stanje pa se
ravnoteza pomice prema njemu kako se povecava koncentracija supstrata. Konformacijska

promjena u jednoj podjedinici uskladena je s drugom, odrZavajuéi simetriju enzima [17].

T-stanje
] kr | Oz ‘ G 0,
i e | —__
] J o 7o
jake | jaka
eastuplieno . l' | zastupliena
T-stanje 1 R-stanje
88 88 @
Rs’ran;e

Slika 6. Slikoviti prikaz MWC modela kod vezanja kisika na hemoglobin [4]

Na slici 6. moZze se vidjeti prikaz MWC modela. Sve molekule u MWC modelu nalaze se ili u
T ili u R stanju, a pri svakoj razini kada dolazi do vezanja kisika postoji ravnoteza izmedu tih
dviju stanja. Ravnoteza se pomice iz stanja T u stanje R kako dolazi do zasi¢enja kisikom, do

krajnjeg R stanja kada je molekula u potpunosti zasi¢ena kisikom [4].

3.3.Model Koschland — Némethy — Filmer
Model Koschland — Némethy — Filmer (KNF) ne pretpostavlja da enzim postoji u T ili R
ravnotezi, niti nalaze da podjedinice enzima moraju uvijek postojati u istom konformacijskom
stanju. Kod ovog modela, vezanje liganada ili supstrata inducira konformacijsku promjenu
podjedinice iz T u R stanje kako bi se prilagodilo vezanju. Ova konformacijska promjena u
jednoj podjedinici mijenja njezinu interakciju sa susjednom podjedinicom, $to onda utjece na

afinitet te susjedne podjedinice prema ligandu [17].
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T stanje R stanje

Slika 7. Slikoviti prikaz KNF modela [4]

Kod KNF modela vezanje liganda mijenja konformaciju podjedinice na koju se veze, a to se

moze vidjeti na slikovitom prikazu KNF modela na slici 7.

Modeli MWC 1 KNF nisu dovoljni za opis ponasanja hemoglobina; da bi opis bio potpun
potrebno je kombinirati oba. Ovi modeli su idealizirana stanja kojima se realni sustavi mogu

pribliziti, ali ith ne mogu dosti¢i [4].
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4. ALOSTERIJA KOD HEMOGLOBINA
Alosterija je vrlo vazna jer omogucuje hemoglobinu da bude ucinkovit prijenosnik kisika, ali
vazna je i zbog moguénosti iskoriStavanja alosterije za razvoj lijekova za razne bolesti,
primjerice alostericki modulatori mogu pojaCavati ili smanjivati aktivnost proteina, a
razumijevanje alosterije omogucava farmaceutskoj industriji da istrazuje nove nacine za razvoj

lijekova i terapija.

MWC model pretpostavlja da se nakon S§to se ligand veze, konformacija T stanja
alosteri¢kog proteina u potpunosti mijenja u R konformaciju stanje; dakle, nakon vezanja kisika
na hemoglobin dolazi do kooperativne promjene izmedu konformacije iz T stanja u R stanje
bez medustanja izmedu T 1 R. MWC/Perutzov model molekule hemoglobina temelji se na
pretpostavcei da sve Cetiri podjedinice u hemoglobinu moraju istovremeno poprimiti ili napetu
(T) ili opustenu (R) strukturu kako bi se ligandi mogli vezati. Ove dvije strukture, T 1 R, imaju
razli¢ite afinitete prema ligandima, pri ¢emu se promjena dogada istovremeno u svim
podjedinicama. [18] Kod KNF modela pretpostavlja se da se promjene izmedu T i R stanja
dogadaju kao odgovor na vezanje ili otpustanje kisika. Kada se jedna molekula kisika veze za
hemoglobin, on se prebacuje iz T stanja u R stanje, $to poveca njegov afinitet za kisik i1 olakSava
daljnje vezanje dodatnih molekula kisika. Obratno, kada se kisik otpusti s hemoglobina,
hemoglobin prelazi iz R stanja u T stanje, $to za posljedicu ima smanjenje afiniteta za kisik
[19]. Modeli se mogu objediniti, tj. poznat je stereokemijski mehanizam koji je ukljucuje oba
spomenuta modela. Prema ovom modelu, vezanje liganada na podjedinice tetramera uzrokuje
promjene konformacije koje se prenose s jedne podjedinice na drugu, Sto dovodi do povecanja
afiniteta za ligand na drugim mjestima hema i pomicanja ravnoteze iz T stanja u R stanje. Ovaj

model prikazuje hemoglobin samo kao stanje ili T ili R bez postojanja medustanja [20].

Unato¢ mnogim istrazivanjima i kristalnim strukturama koje su identificirane tijekom
godina, tradicionalni MWC/Perutz opis alosterije hemoglobina s dvije strukture pokazuje se
kao nedovoljan za potpuno razumijevanje funkcije hemoglobina [17]. Otkriveno je da opusteno
stanje hemoglobina nije jedinstveno i ne svodi se samo na klasi¢an prijelaz iz T u R strukturu.
Umjesto toga, opuSteno stanje hemoglobina sastoji se od razli¢itih potpuno ligandiranih stanja
s razli¢itim kvaternim konformacijama. Ova raznolikost opuStenih stanja ovisi o razliCitim
strukturnim parametrima, kao $to su rotacija oko osi simetrije i translacija, medudimerne

interakcije, veli¢ina vodenih Supljina i pukotina te udaljenost izmedu hemova. [20]

Jedan od klju¢nih parametara za kvantificiranje ovog alosterickog kretanja je rotacija oko osi
simetrije 1 translacija, koju su za hemoglobin prvi put opisali Baldwin i Chothi kao pribliznu
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rotaciju za 14° i pribliznu translaciju za 1 A aip1 dimerne podjedinice u odnosu na a2B2 dimer
tijekom prijelaza iz T u R stanje. Ovo klizno gibanje definira "preklopno podrucje" i "zglobnu
regiju" 1 igra vaznu ulogu u promjeni konformacije hemoglobina tijekom prijelaza iz T u R
stanje [21]. Osim toga, razliCite strukture opustenih stanja hemoglobina, oznacene s R2, RR2,
R3 1 RR3, pokazuju razli€ite rotacije i translacije B podjedinice te interakcije vodikovih veza
medu ostacima. Ove promjene u konformaciji rezultiraju razliitim svojstvima sredi$njih
vodenih Supljina i a- 1 B-pukotina, kao i udaljenosti izmedu atoma zeljeza u hemima. Postoje
razli¢ite putanje za prijelaz iz T u R stanje, ukljucujuéi putanju prema R2 ili R3 stanju, s
razli¢itim rotacijama 1 translacijama. Struktura RR3 takoder pokazuje rotaciju distalnog
BHis63(E7) 1 stvaranje posebnog kanala za ligand His(E7), Sto ima utjecaj na stabilizaciju
vezanog liganda. Osim navedenih stanja, postoje i1 druge varijacije opusStenih stanja
hemoglobina s razli¢itim kvaternim strukturama i konformacijama koje se nalaze izmedu
prijelaza R — RR2 i RR2 — R2 [5]. Shematski prikaz prijelaza iz T u R i druga stanja prikazan

je na slici 8.

N

Slika 8. Shematski prikaz prijelaza iz T u R i druga stanja. [5]

No, otkrice R2 strukture u hemoglobinu tijekom ranih 1990-ih godina izazvalo je znatnu
kontroverzu 1 raspravu o njezinoj stvarnoj fizioloskoj vaznosti u usporedbi s klasicnom R
strukturom. Ta kontroverza je bila predmetom istrazivanja i1 analize tijekom niza godina kako
bi se bolje razumjela priroda i uloga R2 strukture u funkciji hemoglobina [21]. Prvobitno je
predlozeno da je R struktura mozda samo umjetna konformacija ili meduprodukt zarobljen

izmedu prijelaza iz T stanja u R2 stanje, a klasi¢na R struktura smatrana je fizioloski
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relevantnim opustenim stanjem. Medutim, druga istrazivanja sugerirala su da bi R2 struktura

mogla djelovati kao posrednik izmedu T i klasi¢nog R stanja. [5]

Konacno razrjeSenje ove kontroverze doslo je kroz kasnija istrazivanja i sveobuhvatnu analizu
R 1 R2 struktura. Prema tim analizama, R2 struktura nije meduprodukt; to je stvarno opusteno
stanje hemoglobina, a klasi¢na R struktura nije artefakt. Vazan faktor koji utjece na formiranje
razli¢itih opustenih stanja hemoglobina jest prisutnost soli 1 pH vrijednost okoline. Visoke
koncentracije soli, zajedno s prisutnos¢u odredenih alosterickih efektora kao $to su aromati¢ni
aldehidi, imaju klju¢nu ulogu u oblikovanju ovih razli¢itih konformacija. Dinamika rotacije
odredenih dijelova hemoglobina, kao $to je His(E7) ligandski kanal, ovisi o pH vrijednosti
okoline. Razumijevanje ovih stanja vazno je za funkciju hemoglobina u transportu kisika i

drugim bioloSkim procesima. [5]

Dakle, moze se zakljuciti sljedece: hemoglobin moze postojati u vise konformacijau T 1 R
stanju. Ove konformacije se mogu razlikovati po relativnom polozaju dimera u tetrameru, a
variranjem eksperimentalnih uvjeta moze se dobiti niz kristalnih struktura za hemoglobin u T i
R stanju. Utvrdeno je da su strukture R 1 RR2 relativno sli¢ne, dok su strukture R2 1 R3 znacajno

razlicite [17].

Takoder je otkriveno da postoje dvije glavne skupine kristalnih struktura T: one koje su
nastale u visokoj koncentraciji soli 1 one koje su nastale u niskoj koncentraciji soli 1 u prisutnosti
polietilen-glikola (PEG-a). Osim toga, identificirane su skupine struktura T koje su nastale u
prisutnosti inozitol-heksafosfata (IHP-a), spoja koji povecava afinitet hemoglobina prema
kisiku. Ove strukture su se pokazale razli¢itima od drugih struktura T, a koriStene metode u

pripremi uzoraka i uzgoju kristala utjeu na krajnje strukture [22].

Ove informacije sugeriraju da je struktura hemoglobina mnogo slozenija nego Sto se prije
mislilo. Hemoglobin moZe postojati u nizu konformacija, koje se mogu razlikovati ovisno o

eksperimentalnim uvjetima. [17].

4.1.Alostericki modulatori hemoglobina
Modulacija hemoglobina je proces kojim se mijenjaju svojstva hemoglobina. Ona moze
biti uzrokovana razliitim faktorima kao Sto su: fizicke, biokemijske 1 genetske promjene.
Modulacija hemoglobina moze utjecati na sposobnost hemoglobina da veze kisik, transport
kisika kroz tijelo i oslobadanje kisika u tkiva. Taj proces je kompleksan i igra vaznu ulogu u
regulaciji opskrbe tijela kisikom. Endogeni modulatori su tvari koje se prirodno proizvedu u

tijelu 1 utjecu na funkciju hemoglobina, a ezgogeni su oni modulatori koji se unose u tijelo iz
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vanjskog svijeta. Takoder je vazno spomenuti da egzogeni modulatori mogu imati sli¢ne ili
nove i razli¢ite u¢inke na funkciju hemoglobina, ali se egzogeni modulatori mogu koristiti 1 za

lijecenje bolesti koje utjecu na funkciju hemoglobina [23].

4.1.1. Endogeni modulatori
2,3-bisfosfoglicerat (2,3-BPG) igra klju¢nu ulogu u alosteriji hemoglobina, regulirajuci
njegovu sposobnost vezanja kisika. 2,3-BPG smanjuje afinitet hemoglobina za kisik,
omogucavaju¢i efikasnu dostavu kisika tkivima. Proces vezanja odvija se sljedeCom

kemijskom reakcijom:
HbBPG + O2 & HbO2 + BPG

2,3-BPG se nalazi u relativno visokim koncentracijama u eritrocitima [1]. Kristalna struktura
hemoglobina pokazuje da 2,3-BPG ima vec¢i afinitet vezanja na deoksigenirani hemoglobin,
stvaraju¢i interakcije s odredenim aminokiselinama. Ovo vezanje pomaze stabilizirati
hemoglobin u njegovom napetom (T) stanju, ¢ine¢i ga manje sklonim vezivanju kisika. Iako je
vezanje 2,3-BPG manje snazno u opustenom (R) stanju hemoglobina, R stanje takoder moze
vezati 2,3-BPG. Povecane razine 2,3-BPG u eritrocitima imaju ulogu u patogenezi anemije
srpastih stanica, smanjuju¢i afinitet hemoglobina takvih stanica (HbS) za kisik i poti¢uci
formiranje Stetnih polimera deoksigeniranog HbS. [5]. Na slici 10. prikazana je strukturna

formula molekule 2,3-BPG.

Slika 10. Strukturna formula molekule 2,3-BPG [24]

2,3- BPG se veze za mjesto udaljeno od mjesta vezanja kisika i regulira afinitet hemoglobina
za kisik u odnosu na parcijalni tlak kisika u plu¢ima. Mjesto vezanja 2,3-BPG-a na hemoglobinu
je Supljina izmedu podjedinica B u stanju T. Ova Supljina je oblozena pozitivno nabijenim

aminokiselinskim ostacima koji medusobno djeluju s negativno nabijenim grupama 2,3-BPG-
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a. Zarazliku od kisika, samo jedna molekula 2,3-BPG-a veZe se za svaki tetramer hemoglobina.
2,3-BPG smanjuje afinitet hemoglobina za kisik stabiliziraju¢i stanje T. Prijelaz u stanje R
suzava veznu Supljinu za 2,3-BPG, $to sprjeava vezanje BPG-a. U odsutnosti 2,3-BPG-a,

hemoglobin lakSe prelazi u stanje R [1].

Osim toga, 2,3-BPG ima vrlo vaznu ulogu u fizioloskoj adaptaciji na niZi parcijalni tlak kisika
koji je prisutan na visokim nadmorskim visinama. Za zdravu osobu koja Sece uz obalu mora,
vezivanje kisika za hemoglobin regulirano je tako da koli¢ina dostavljenog kisika tkivima
odgovara gotovo 40% maksimalne koli¢ine koju krv moze prenositi. Medutim, ako se ta osoba
nalazi na planini na nadmorskoj visini od 4500 metara, gdje je pO2 znacajno nizi, a koli¢ina
kisika koja dolazi do tkiva smanjena nakon samo nekoliko sati na ve¢oj nadmorskoj visini,
koncentracija 2,3-BPG-a u krvi pocinje rasti, §to dovodi do smanjenja afiniteta hemoglobina za
kisik. Ova prilagodba u razini 2,3-BPG-a ima samo malen u¢inak na vezanje kisika u plu¢ima,
ali znacajan ucinak na otpusStanje kisika u tkivima. Kao rezultat toga, dostava kisika tkivima se
obnavlja na gotovo 40% onoga Sto krv moze prenijeti. Situacija se promijeni kada osoba
ponovno dode na razinu mora. Koncentracija 2,3-BPG-a u eritrocitima takoder raste kod ljudi
koji pate od hipoksije, smanjenog opskrbljivanja perifernih tkiva kisikom zbog nepravilnog

funkcioniranja pluca ili cirkulacijskog sustava [1]. Ovaj proces prikazan je slikom 11.
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Slika 11. Efekt 2,3 — BPG na vezanje kisika na hemoglobin (preuzeto i prilagodeno iz [1]).
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Sfingozin-1-fosfat (S1P) je signalna molekula obogacena u eritrocitima koja regulira razlicite
bioloSke procese putem aktivacije SIP receptora na stanicnoj povrSini i1 interakcije s
regulatornim proteinima unutar stanica. Otkriveno je da S1P ima ulogu u patologiji anemije
srpastih stanica (ASS). Otkriveno je da S1P utjece na vezanje deoksigeniranog hemoglobina na
membranski protein Band 3 (cdB3) na eritrocitima, §to dovodi do metabolickog preuredenja u
ASS. Kristalna struktura deoksigeniranog hemoglobina u kompleksu sa S1P pokazuje kako se
S1P veze na povrsinu hemoglobin blizu dZepa hema, Sto rezultira promjenama u konformaciji
hemoglobina i smanjenjem afiniteta za kisik [25]. Struktura S1P molekule prikazana je na slici

12.

Slika 12. Struktura molekule S1P [26]

Bohrov efekt ili Bohrov ucinak je, kao §to je ve¢ spomenuto ranije, pojava u kojoj afinitet
hemoglobina prema kisiku ovisi o pH okoline. Ovaj efekt posljedica je tercijarnih strukturnih
promjena u hemoglobinu i ravnoteze izmedu njegovih kvaternih T i R struktura. Kada je pH
visok, kao $to je primjerice u plu¢ima, odredeni ostaci u hemoglobinu, npr. aArgl41 i BHis146,
stvaraju interakcije drugim ostacima te tako stabiliziraju T strukturu i olaksSavaju oslobadanje
kisika. Pri niskom pH, posebno u tkivima gdje je prisutan CO2, te interakcije se prekidaju,
povecavajuci pokretljivost odredenih ostataka i olakSavajuéi prijelaz iz T u R strukturu, $to
rezultira poveéanim afinitetom hemoglobinaa prema kisiku. Osim toga, drugi ostaci kao §to su
aVall, aHis122, BHis2, BLys82, PHil43 takoder sudjeluju u Bohrovom efektu vezanjem
protona koji su povezani s deoksigenacijom hemoglobina [27]. Kloridni ioni takoder pridonose
Bohrovom efektu neutralizacijom pozitivnih naboja na odredenim mjestima unutar
hemoglobina, §to stabilizira njegovu strukturu. Veci broj kloridnih iona nalazi se u centralnoj
vodenoj Supljini T strukture u usporedbi s R strukturom, $to dodatno stabilizira T stanje i
smanjuje afinitet hemoglobina prema kisiku. Razli¢ite relaksirane strukture hemoglobina
doprinose Bohrovom efektu na razlicite naCine zbog njihovih razli¢itih tercijarnih i kvaternih
razlika. BHis146, primjerice, ima razli¢itu ulogu u Bohrovom efektu u R i R2 strukturama

hemoglobina.[5]
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4.1.2. Egzogeni modulatori
Iako je 2,3-BPG prvi spoj koji je otkriven, njegovo otkri¢e potaknulo je proucavanje inozitol
heksafosfata (IHP) i drugih sli¢énih molekula. IHP je molekula koja se veze na hemoglobin
sli¢no kao 1 2,3-BPG, no utvrdilo se da je 1000 puta jaci nego 2,3-BPG u smanjenju afiniteta
hemoglobina za kisik. Takoder postoje spojevi kao $to su propionati koji takoder utjeCu na
afinitet hemoglobina za kisik stabiliziraju¢i njegovu napetu konformaciju. [5] Strukturna

formula ove molekule prikazana je na slici 13.

Slika 13. Strukturna formula IHP [28]

Propionati su klasa sintetskih spojeva koji imaju sposobnost utjecati na afinitet hemoglobina za
kisik 1 stabilizirati njegovo T stanje. Ovi spojevi, poput bezafibrata (BZF), Efaproxial (RSR-
13) i njihovih derivata, djeluju na deoksigenirani hemoglobin tako da se vezu unutar srediSnje
vodene Supljine proteina [5]. Primjerice, RSR-13, stvara nekovalentne interakcije s razli¢itim
podjedinicama deoksigeniranog hemoglobin tetramera, ¢ime efikasno stabilizira njegovo T
stanje 1 smanjuje afinitet hemoglobina za kisik [29]. Vazno je napomenuti da ovi spojevi djeluju
drugacije od prirodnih modulatora poput 2,3-bisfosfoglicerata (2,3-BPG) ili inozitol
heksafosfata (IHP), te se njihov mehanizam djelovanja bazira na njihovom vezanju za
deoksigenirani hemoglobin. Osim toga, alostericki ucinci ovih propionata su aditivni u odnosu
na 2,3-BPG, jer imaju razli¢ita vezna mjesta na hemoglobinu. [5]. BZF veze se za srediSnju
vodenu Supljinu ili povr§inu hemoglobina blizu a-hema, §to ometa pristup kisiku hemu u
hemoglobin, §to rezultira smanjenjem afiniteta hemoglobina prema kisiku. RSR-13 takoder
stvara nekovalentne interakcije s razliCitim podjedinicama deoksigeniranog hemoglobin
tetramera, Sto stabilizira T stanje hemoglobina 1 smanjuje njegov afinitet za kisik [29].
Ariloksialkanske kiseline imaju suprotan u¢inak na afinitet hemoglobina za kisik ovisno o

mjestu njihove interakcije s proteinom. One koje se vezu na oTrpl4 hidrofobni dzep
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hemoglobina povecavaju njegov afinitet prema kisiku, dok one koje se vezu na srediSnju

vodenu Supljinu hemoglobina ¢esto smanjuju afinitet hemoglobina prema kisiku. [5].

IRL-2500, sintetski peptid, takoder smanjuje afinitet hemoglobina za kisik. Strukturne studije
su pokazale da se IRL-2500 veze na mjesto vezanja 2,3-bisfosfoglicerata (2,3-BPG) na B-
pukotini hemoglobina i ostvaruje razli¢ite interakcije s proteinom, ukljuc¢ujuc¢i vodikove veze i

hidrofobne interakcije, Sto dodatno stabilizira T stanje hemoglobinaa. [30].

Nekoliko sintetskih i prirodnih spojeva identificirano je kao modulatori koji kovalentno
interagiraju s hemoglobinom kako bi promijenili njegovu alosteri¢ku ravnotezu prema stanju
R 1 povecali afinitet hemoglobina za kisik. Ovi modulatori, u ve€ini slucajeva, djeluju tako da
poticu vecu sposobnost hemoglobina za vezivanje kisika. Primjeri ovih modulatora ukljuc¢uju

aromatske aldehide, pri ¢emu je vanilin jedan od najpoznatijih. [5].

Furfural 1 njegovi analozi, poput 5-hidroksimetil-2-furfurala (5-HMF), takoder su se pokazali
kao spojevi koji reagiraju s hemoglobinom i povecavaju njegovu afinitet prema kisiku. 5-HMF
je posebno istrazivan i pokazao je znacajna farmakoloska poboljSanja u odnosu na vanilin, kako
u in vitro tako 1 u in vivo ispitivanjima [31]. VaZno je napomenuti da je prije istrazivanja 5-
HMF-a, mehanizam djelovanja aromatskih aldehida smatran drugacijim, tj. vezivanjem za
deoksigenirani hemoglobin 1 destabilizacijom T stanja ili vezivanjem za ligandirani hemoglobin
1 stabilizacijom klasi¢nog R stanja. Medutim, otkriveno je da 5-HMF 1 drugi aromatski aldehidi
povecavaju afinitet hemoglobina za kisik vezivanjem za R2 strukturu. Ovi spojevi stvaraju
interakciju Schiffove baze s N-terminalnim aVall dusikom hemoglobin, §to ogranicava prijelaz

u T stanje 1 dodatno stabilizira R2 strukturu. [5].

GBT-440 (Vokselotor) je jos jedan sintetski analog vanilina koji povecava afinitet hemoglobina
prema kisiku stabilizacijom opustenog stanja. GBT-440 se veze na N-terminalni aVall jednog
od a-lanaca strukture R2, ali zbog specifi¢ne strukture, samo jedna molekula GBT-440 vezuje

se po tetrameru hemoglobina [32].

Visokoucinkoviti probir malih molekula identificirao je TD-1 i TD-3, koji sadrze tiol, kao
efektore hemoglobina. Ovi spojevi djeluju putem stvaranja kovalentne disulfidne veze s BCys93
deoksigeniranog hemoglobina, ¢ime povecavaju afinitet hemoglobina za kisik i stabiliziraju

opusteno stanje [33].

Svi ovi razli€iti spojevi predstavljaju potencijalne terapije za bolesti poput sindroma srpastih

stanica i mogli bi pruziti bolje opcije lijeCenja za te pacijente [5].
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5. ZAKLJUCAK

Hemoglobin je klju¢ni protein u crvenim krvnim stanicama koji ima nezamjenjivu ulogu u
prijenosu kisika iz plu¢a do razlicitih tkiva i organa u tijelu. Razumijevanje regulacije aktivnosti
hemoglobina od iznimne je vaznosti za razumijevanje njegove funkcije te prilagodbe potrebama

tijela.

Alosterija je pojava koja se odnosi na promjenu oblika ili aktivnosti proteina uzrokovane
vezanjem specificnih molekula, poznatih kao alostericki modulatori, na mjestima udaljenim od
aktivnog mjesta proteina. U slucaju hemoglobina, alosterija je posebno bitna jer omogucuje
njegovu prilagodbu promjenjivim uvjetima okoline 1 stvaranju ravnoteze izmedu vezanja i
otpustanja kisika. Hemoglobin ima Cetiri mjesta za vezanje kisika i alostericki modulatori mogu
utjecati na njegovu sposobnost vezivanja kisika na jednom mjestu, $to zauzvrat utjece na ostala

mjesta.

Alosteri¢ki modulatori mogu biti egzogeni ili endogeni. Egzogeni modulatori su tvari izvan
tijela koje utjecu na aktivnost hemoglobina, kao Sto su ioni, pH vrijednost, i molekule kao Sto
je 2,3-BPG. Endogeni modulatori su molekule koje se prirodno nalaze u tijelu, kao $to je kisik,

i koje takoder utjeCu na alostericke promjene u hemoglobinu.

Alosterija je klju¢na za razumijevanje regulacije hemoglobina i njegove funkcije u prijenosu
kisika. Alostericki modulatori, kako egzogeni tako i endogeni, igraju vitalnu ulogu u tome kako
hemoglobin reagira na promjenjive uvjete u tijelu, osiguravajuci da se kisik prenosi tamo gdje
je potreban. Daljnja istrazivanja o alosteriji kod hemoglobina i njenom utjecaju na fiziologiju
tijela mogu pruziti vrijedne uvide u razumijevanje bolesti 1 terapijske intervencije vezane uz

ovaj sustav.
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