Le proteine che legano ossigeno:
2) emoglobina

Heme

Myoglobin B subunit of
hemoglobin

identita di sequenza: 18%



Il legame dell'ossigeno all'emoglobina
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Emoglobina

Struttura dell’emoglobina

I Legame con 'O, | Effettori allosterici

di carbonio
I | [ |
é Ca.!)mposra da esiste come si le fa a della si Iefa al
Quattro molecole
Deossiemoglobina | , Ossiemoglobina di ossigeno, con Forma T

(FormaT) (Forma R)

effetto cooperativo

Con diverse posizioni relative delle subunita

si caratterizza per si caratterizza per

una bassa affinita una elevata
per 'O, affinita per 'O,
una struttura unﬁbngzgégcli?re
I e movimento

Y

[ Quattro subunita ]

I
possono essere

[ Due tipi ]
che :sono
y Y
[Ie subunita a] [Ie subunita B]

forma; te da forma' te da

[Catenea ] [ Catene 8 ]

Eme

Eme

costituito da

‘ Protoporfirina IX ’

Fe2+

si caratterizza per

eme-eme

[
per il quale

{ Interazioni l

La prima molecola
di O, si lega
con bassa affinita

I
comporta

Y

La transizione dallo
stato T allo stato R

comporta

Y

Le successive tre
molecole di O, si legano
con affinita crescente

I
per cui

La curva di legame
dell’O, & sigmoidale

(deossiemoglobina) di carbonio (CO)

Monossido ‘

. féga formando la

preferenzialmente a

|

Modulatori allosterici: ] Carbossiemoglobina

|

|

lone idrogeno (H*) ] |

2,3-bisfosfoglicerato | si caratterizza per

inducono

per il CO (che
sposta I'0y)
|

Un’elevata affinita I

Una riduzione
dell’affinita per 'O,

comporta

comporta

'

Uno spostamento a
destra della curva di
saturazione con I'O,

Uno spostamento a
sinistra della curva di
saturazione con I'O,

|
che assume una

‘ Forma iperbolica ‘

Effetti del monossido




Differenti emoglobine
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Geni delle globine del tipo «

Le due copie del gene della
globina a sono indicate come
a1 e «2. Ciascuna di esse pud

(Cromosoma 16) |

tradursi in catene di globina «

Le emoglobine si formano
per la combinazione di
catene di globine del tipo «
e di globine del tipo 3

d
| SN
Hb Gower 1 HbF ~HbA2 HbA

Coto

che si combinano con catene
di globina .

OoYo 00,

Geni delle globine |

del tipo 3 (Cromosoma 11)
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Composizione Frazione
: (catene dell’emoglobina
Tipo globiniche) totale
HbA O[3 90%
HbF a2’y2 <2%
HbA> 005 2-5%
HbA1c | Q2P32-glucosio 3-9%




NHo NHo

Emoglobina A
HCO
HCOH
HOCH
HCOH
HCOH
Y CH,OH
Glucosio

NH

NH .
HCH HCH
co co
HOCH HOCH
Hc:OH Hc:OH
HCOH HCOH
CH,OH CH,OH

Emoglobina A,




Percentuale sul totale di catene globiniche

Catene della
famiglia delle
globine o

Momento

della nascita
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L'emoglobina fetale ha una bassa
affinita per il BPG

0= Fetal red
~ cells
_5 0.8 |- Maternal
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|
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Emoglobinopatie



Alimentatore /\Anodo

Posizioni alla

partenza

della corsa

elettro-
foretica

Gel

Le emoglobine portano delle
cariche negative e migrano
quindi verso I'anodo.
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Emoglobina S e anemia falciforme

(fiber formation)

(b)






HiA Hh."l HES Hhs La denssi-IThs polimeniza in filament



Tasca

idrofobica™ Le fibre intracellulari

di HbS distorcono
I'eritrocita.

La struttura
1l citerata della Hbs
dipende da una

mutazione
puntiforme del DNA.

Nello stato
deossigenato la HbS
polimerizza,

formando lunghe fibre
simili a delle funi.

Val His Leu Thr Pro GIUGlu Lys

Val His Leu Thr Pro Val Glu Lys ~~~v
Catena 3

T )
Valina n® 6 della catena [3

Gli eritrociti di forma allungata
occludono i capillari
impedendo il flusso del sangue.

L'anossia determina dei
microinfarti che si traducono
in un forte dolore.




Malaria ed anemia falciforme







Residue
Effect Changed
Sickling B6 (A3}
Be (A3}
B121{GH4)
Changein 227 (FE)
[jz ﬂfﬁ.ﬂit}'
rrldl {HC3)
B74 (E18)
Pl4e (HC3)
392 (F8)
Heme loss _ﬂel}j (0
Dissociation 95 (G2
of tetramer
eelde (H19)

Change
Glu — Val
Glu —= Ala

Glu — Lys

His — Tyr

Arg —= His

His — Asp

Hizs — Gln

Fhe — 5Ser

Pro —= Arg

Name

5
& Makassar

O Arab, Egypt

M Iwate
Suresnes

Shepherds Bush

Hiroshima

5t Etienne

Hammersmith
5t Lukes

Bibba

Consequences
of Mutation

Sickling
Mot significant

Enhances sickling
in /0 heterozygote

Forms methemoglobin,
decreased O, affinity

Increases O, affinity by
tavoring R state

[ncreases O affinity by
decrease in BPG binding

Increases O, affinity,
reduced Bohr effect

Lixss of heme

Unstable, loses heme
Dissociation

Dissociation

Explanation

Val fits into EF pocket in chain of
another hemoglobin molecule,

Ala probably does not fit the pocket
as well.

$121 lies close to residue 36
Lys increases interaction between
molecules.

The His normally ligated to Fe has
been replaced by Tyr.

Replacement eliminates bond between
Arg 141 and Asn 126 in deoxy state.

The negative charge at this point
decreases BPG binding.

CHsrupts salt bridge in deoxy state and
removes a His that binds a Bohr-
effect protorn.

The normal bond from F2 to Feis
lost, and the polar glutamine tends
to open the heme pocket.

Replacement of hydrophobic Phe with
Ser attracts water into heme pocket

Chain geometry is altered in subunit
contact region.

Pro interrupts helix H.



Talassemie beta

Ciascuna copia del cromosoma 11
contiene soltanto un gene per la globina (3.

Ve

- 4 v

Normale Talassemia 3 Talassemia
minore maggiore
. o
B.c'c o
& @ RO Yo
oL 94
o Hb A Hb F
P B s ooLOY
1Y
vy ¥ 88 YY g
Y 5 Hb di Bart Precipitato
Y di catene «




Talassemie alfa

m Legenda

Gene normale
della globina o

Coppia di
cromosomi 16

Gene della globina «
con una delezione

Ciascuna copia del cromosoma 16
contiene due geni adiacenti per la globina «.

Individui Portatori
normali silenti

Tratto ot-talasgemlco

10 sintomi
clinici di modesta
entita

{forma a

— ol — g2 = — g — g2 —
Malattia da Idrope fetale
emoglobina H (di solito letale
(clinicamente grave) alla nascita)
3B
B E{Jf [5 [5 ’5 ’5
o @ Hb A o b BE
Hb H
pphP — ;
v B Pp v i
TTss P p Hb di Bart Precipitato

di catene 3




Metaemoglobinemia

Da Fe++ a Fe+++

Nitrati
ROS
Carenza di NADH-citocromo b5 ossidasi

Cianosi color cioccolata



Emoglobine artificiali: un
obiettivo delle biotecnologie

esempi

Emoglobina incapsulata in liposomi

Hb bovina polimerizzata con gluteraldeide (usata in alcuni casi)
Hb umana polimerizzata con diaspirina (tossica)

Hb ad alto peso molecolare mediante peghilazione



Emoglobinopatie
L

Y

Sintesi di emoglobine anormali
sul piano strutturale

per esempio

sideve a

per esempio

HbC
sideve a

per esempio

sideve a

Y

Y

Una mutazione
puntiforme in entrambe
le copie del gene
della catena 3

Una mutazione

puntiforme in entrambe

le copie del gene
della catena 3

Una diversa mutazione
puntiforme di ciascun
allele della catena

comporta comporta comporta
[ BeGlu> val J[ Bealu—iys | [ Be Glu—> val |
I I
determina determina Bs Giu —>Lys
+ 3
Diminuzione della :
S Anemia
so'"b'l':i:g:gia forma emolitica ‘ [ Spesso asintomatica ]

|
ne consegue

[La formazione di pollmerlJ

T
che porta a

Y

[ Occlusione vascolare J

|
fonte di

[ Crisi dolorose J

|
con occasionali
episodi di

della solubilita
della forma deossi

che coanporra

Diminuzione ’

| Formazione di polimeri |

che p'on‘a a

Y

[ Occlusione vascolare ]

fonte di

[ Crisi dolorose ]

Sintesi di quantita insufficienti
: h Altre
di emoglobina normale
per esempio per esempio per esempio

:

| Latalassemia o |

|
dovuia a

:

[ La talassemia [3 ]

|
dovuta a

Una diminuzione
della sintesi delle
catene «

della sintesi

Una diminuzione
delle catene 3

|
alla quale conseguono

alla quaa‘elconseguono

L’accumulo di vy,
(Hb di Bart) e di 4 (HbH)
e la precipitazione
di catene B

L’accumulo di -y,
(Hb di Bart)

e la precipitazione
di catene «

cui consegue

Y

]
cuf consegue

{ L’anemia

J {

L’anemia J

Y

La metaemoglobinemia

caratterizzata da

Fe2+ — Fed+

che determina

[ L’incapacita di legare 'O, ]

causa della

[Cianosi color cioccolato ]




