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Hemoglobina — zrodtem reaktywnych form tlenu

Hemoglobin — source of reactive oxygen species
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Streszczenie

Erytrocyty to komérki wyjatkowo podatne na dziatanie reaktywnych form tlenu gtéwnie dlatego,
iz biora udzial w transporcie tlenu, przez co sa bezposrednio narazone na jego dzialanie. Ponadto
zawarta w erytrocycie hemoglobina zawiera jony zelaza (11), ktére umozliwiajg zachodzenie re-
akeji Fentona oraz katalizuja peroksydacje lipidéw. Reaktywne formy tlenu w erytrocycie moga
by¢ réwniez generowane w wyniku nieenzymatycznej i enzymatycznej degradacji hemu. Proces
nieenzymatycznej degradacji hemu inicjuje m.in. nadtlenek wodoru, natomiast proces enzyma-
tyczny zachodzi pod wplywem oksygenazy hemowej. W obu przypadkach w wyniku degradacji
hemu tworzy si¢ biliwerdyna, tlenek wegla (II) oraz uwalniane sg jony zelaza Fe?*. Powstale
produkty degradacji hemu moga inicjowaé procesy oksydacyjne w erytrocycie, niemniej jednak
w niewielkim stezeniu wykazuja réwniez wlasciwosci cytoprotekeyjne.
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Summary
Erythrocytes are especially vulnerable to reactive oxygen species because of their direct role
in oxygen transport. Moreover, hemoglobin contains iron ions (Fe?*), which catalyze both
the Fenton reaction and lipid peroxidation. Reactive oxygen species in erythrocytes are also
generated through nonenzymatic and enzymatic processes of heme degradation. The nonenzy-
matic process of heme degradation is initiated by e.g. hydrogen peroxide, whereas the process
of enzymatic degradation is under the influence of heme oxygenase. In both cases biliverdin,
carbon monoxide (CO) and iron ions (Fe?*) are generated. These products of heme degradation
can initialize the oxidative processes within erythrocytes, but at low concentrations exhibit
cytoprotective properties.
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W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie udziatem reak-
¢ji wolnorodnikowych w fizjologii oraz w réznych stanach
patologicznych. W badaniach nad dzialaniem reaktywnych
form tlenu (RFT) na metabolizm komérkowy szczegélnie
ciekawym modelem ze wzgledu na specyfike metaboliczna
jest erytrocyt. Poniewaz dojrzale postaci erytrocytéw nie
maja mitochondriéw ani retikulum endoplazmatycznego,
ktére w typowych komérkach sa gtéwnym zrédlem RET,
w erytrocytach za ten proces odpowiedzialna jest hemo-
globina. Niezaleznie od innych funkdji fizjologicznych he-
moglobina bierze réwniez udzial w reakcjach oksydoreduk-
cyjnych. Ma to zwiazek z tym, iz:

e erytrocyt jest komoérka transportujacg tlen czasteczkowy,
ktéry stanowi potencjalne zrédto RFT;

e blony erytrocytarne zawieraja duze ilosci wielonienasy-
conych kwaséw tluszczowych, ktére w srodowisku bo-
gatym w tlen i rodniki tlenowe moga by¢ zrédiem rod-
nikéw lipidowych;

* hemoglobina zawiera jony zelaza (II), ktére umozliwiaja
zachodzenie reakeji Fentona generujacej rodnik hydrok-
sylowy oraz katalizuja peroksydacje lipidéw;

« hemoglobina jest odpowiedzialna za generacj¢ reaktyw-
nych form tlenu w wyniku enzymatycznej i nieenzyma-
tycznej degradacji hemu.

Budowa i funkcje hemoglobiny

Hemoglobina (Hb) jest biatkiem nalezagcym do he-
moporfiryn. Jest to sferyczny tetramer, w sktad ktére-
go wchodzi globina zlozona z dwéch taficuchéw poli-
peptydowych o i dwéch tancuchéw B, a takze czterech
podjednostek hemu. G1éwng funkcja hemoglobiny jest
transport tlenu z pluc do tkanek oraz ditlenku wegla
z réznych tkanek do pluc.

Proces wigzania tlenu przez hemoglobing jest zwigza-
ny ze zmianami w konformacji czasteczki hemoglobi-
ny i prowadzi do zmiany stopnia utlenienia centralnie
polozonego jonu zelaza. W zwigzku z tym wyréznia sie
kilka postaci hemoglobiny (ryc. 1). W warunkach fizjolo-
gicznych posta¢ zredukowana, tzw. deoksyhemoglobina
— deoksyHb wiaze w kapilarach plucnych tlen i przecho-
dzi w postaé¢ utleniona — oksyhemoglobine — oksyHb
[HbFe(IDO,] [27]. OksyHb moze zosta¢ utleniona do
zawierajacej jon Fe®* methemoglobiny — metHb [HbFe-
(III)], ktéra ma zdolno$¢ wigzania czasteczek wody, ale
nie ma zdolno$ci wigzania tlenu. Istnieje takze ferry-
lohemoglobina — ferryloHb, ktéra powstaje w wyniku
utleniania deoksyhemoglobiny z udzialem nadtlenku

wodoru H,O, [13].

Konformacja oksyhemoglobiny okreslana jest jako stan R
(relaxed - rozluzniony). Natomiast konformacja deoksyhe-

Fe?*

Ryc. 1. Rézne postaci hemoglobiny (wg [13] zmodyfikowano)
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moglobiny okreslana jest jako stan T (taut - naprezony).
Przylaczenie czasteczki tlenu do jednej z czterech czastek
hemu hemoglobiny powoduje zmiang struktury drugo-,
trzecio- i czwartorzedowej calego tetrameru. Hemoglobina
w stanie R wykazuje wigksze powinowactwo do tlenu ani-
zeli w stanie T. W zwiazku z tym kazde przytaczenie w ptu-
cach czgsteczki tlenu do hemoglobiny utatwia przylaczanie
nastgpnych (tzw. wigzanie kooperacyjne), za$ odczepienie
kazdej czasteczki tlenu w tkankach ulatwia uwalnianie
kolejnych czastek tlenu [9].

Oksyhemoglobina jest postacia stabilna, niemniej jednak
pod wplywem czynnikéw utleniajacych jon Fe?* w czg-
steczce hemu moze by¢ utleniony do jonu Fe¥, czemu
towarzyszy powstanie methemoglobiny, ktéra nie moze
przenosi¢ tlenu. W warunkach fizjologicznych 0,5-3% he-
moglobiny dziennie ulega autooksydacji do methemoglo-

biny [46].

Hemoglobina pelni istotng rol¢ nie tylko w transporcie
tlenu, ale takze w transporcie CO, z tkanek do ptuc. Oko-
to 10% CO, przenoszone jest w postaci rozpuszczonej
we krwi, natomiast ~30% w postaci zwigzanej z grupami
aminowymi bialek, a ~60% w postaci jonéw wodorowe-
glanowych (IV) (HCO;,"). Ponadto hemoglobina odgrywa
réwniez znaczacg rolg w transporcie tlenku azotu (NO),
ktérego giéwna rola w uktadzie krwiono$nym polega na
rozszerzaniu naczyn krwionosnych. Tlenek azotu taczac
sie z grupg tiolowa reszty cysteiny tworzy nitrozotio-
le, ktére (gtéwnie nitrozoalbumina i nitrozoglutation)
maja wlasciwosci podobne do tych, ktére wykazuje NO,
z tym ze dodatkowo hamuja agregacje¢ plytek krwi [10].
Powinowactwo hemoglobiny do tlenku azotu jest duze,
jesli hemoglobina znajduje si¢ w konformacji R, a male
w przypadku konformacji T [3]. Tlenek azotu wigzany
przez hemoglobing pochodzi z zewnatrz erytrocytu, cho¢
istniejg réwniez doniesienia o obecnosci syntazy tlenku
azotu wewnatrz erytrocytu [12].

Hemoglobina oprécz swej podstawowej funkeji transpor-
towej, uczestniczy réwniez w wielu innych procesach, przy
czym niektére z tych aktywnosci moga mieé znaczenie
fizjologiczne. Chociaz nie jest biatkiem enzymatycznym,
hemoglobina w niektérych przypadkach wykazuje dziala-
nie pseudoenzymatyczne, np. wykazuje aktywnos¢ katala-
zy, przy czym poréwnanie szybkosci rozktadu nadtlen-
ku wodoru przez hemolizaty myszy zdrowych i myszy
z akatalazemig (dziedzicznym brakiem katalazy) wskazuje,
ze hemoglobina wykazuje okolo 10% aktywnosci katalazy
obecnej w erytrocytach [20]. Hemoglobina ma réwniez
aktywnos¢ peroksydazows [15]. Moze utleniaé¢ m.in. do-
pamine, o-dianizydyne, gwajakol, pirogallol i 2,2’-azyno-
bis(3-etylobenzotiazolinosulfonian) (ABTS) [22, 39].
Hemoglobina jest jednak 10-100 razy mniej aktywna
niz wlasciwe peroksydazy [8]. Wykazano, iz hemoglo-
bina wykazuje réwniez zalezng od cytochromu P-450 ak-
tywnos$¢ monooksygenazowa, esterazows (hydrolizuje es-
try aromatyczne), a takze aktywnos$¢ O- i N-demetylazy
[35,37]. Ponadto katalizuje takze oksydatywna kondensacje

aminofenoli [43].

Generacja RFT w wyniku nieenzymatycznej
degradacji hemu

Zasadnicze znaczenie w generacji RF'T w erytrocytach
ma proces degradacji hemu, ktéry moze zachodzi¢ zaréw-
no enzymatycznie jak i nieenzymatycznie. Anionorodnik
ponadtlenkowy O, pierwszy i podstawowy sposréd RF'T,
powstaje w erytrocycie gtéwnie w wyniku autooksydacji
hemoglobiny, tj. spontanicznego przejscia oksyhemoglobi-
ny w methemoglobing (reakcja 1) [28].

HbFe(I1)O, <> HbFe(Ill) - O," <> HbFe(Il[)+ 0, (1)

Jon Fe?* w oksyhemoglobinie jest oporny na utlenianie,
istnieje jednak mozliwo$¢ przeniesienia elektronu w kie-
runku tlenu, w efekcie czego utlenowana hemoglobina
pozostaje w rownowadze z methemoglobing (zawierajaca
jon Fe*) i anionorodnikiem ponadtlenkowym. Wpraw-
dzie réwnowaga tej reakcji jest zdecydowanie przesunieta
w kierunku oksyhemoglobiny, niemniej jednak okoto 3%
oksyhemoglobiny utlenia si¢ w ciagu doby do methemo-
globiny, co oznacza, ze jednoczesnie uwalniany jest anio-
norodnik ponadtlenkowy. Jednak obecno$é¢ w erytrocy-
cie zaleznej od NADPH reduktazy methemoglobinowe;
(Cytb5R) umozliwia ponowng regeneracje oksyhemoglo-
biny (reakcja 2) [23]:

HbFe(Ill)+ NADPH + H* —<"% 5 HpFe(II) ()

Poza procesami autooksydacji hemoglobiny, biatko to
narazone jest na oddzialtywanie anionorodnikéw ponad-
tlenkowych wytwarzanych w wyniku aktywacji innych
morfotycznych elementéw krwi, gléwnie fagocytéw. Na
powierzchni komérek fagocytarnych, m.in. neutrofiléw,
eozynofiléw czy makrofagéw znajduje si¢ system zalez-
ny od oksydazy NADPH, generujacy anionorodnik po-
nadtlenkowy [2]. Ponadto anionorodnik ponadtlenkowy
moze powstawaé réwniez w reakeji utlenienia amin kate-

cholowych i niektérych ksenobiotykéw [21, 45].

W wyniku dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
dochodzi do powstania H,O,, ktéry bierze udzial w de-
gradacji hemu. Mechanizm oddziatywania H,O, z hemem
opiera si¢ na reakeji utleniania zelaza, ktéra jest procesem
zaleznym od pH $rodowiska [29]. Stwierdzono, iz hem
wchodzi w reakcje z anionem wodoronadtlenkowym, ktéry

powstaje w reakeji:

H,0, > HO, +H" (3

W reakgji anionu wodoronadtlenkowego z hemoglobing
powstaje kompleks Fe**— nadtlenek, a nast¢pnie biliwer-
dyna i tlenek wegla (II) [11]:

HbFe(Ill)+ HO, <> HbFe(Ill)—~ OOH ™~ — biliwerdyna + Fe** +CO  (4)

Jezeli zdolnosci antyoksydacyjne erytrocytu sa obnizone, to
moze dochodzi¢ do nagromadzenia nadtlenku wodoru, ktéry
moze reagowac zaréwno z oksyhemoglobing, methemoglobi-

ng jak i deoksyhemoglobing (reakcja 5,6,7) (rycina 2C,D,E).
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Ryc. 2. Udziat hemoglobiny w procesach oksydacyjnych w erytrocycie (wg [13] zmodyfikowano)

Powyzsze procesy przyczyniaja si¢ do powstania odpowiednio:
ferrylohemoglobiny [HbFe(IV)=0], oksoferrylohemoglobiny
[ HbFe(IV)=0] i methemoglobiny [HbFe(I1I)]:

HbFe(I1)O, + H,0, — HbFe(IV)=0+H,0+0, (5)
HbFe(Ill )+ H,0,—"HbFe(IV') = O + H,0 ©)
2HbFe(Il) +2H,0, — 2HbFe(Ill) + H,0+0,  (7)

Powstale w reakcjach (5) i (6) hemoglobiny sa czynnika-
mi silnie utleniajgcymi [28, 42, 44]. Ferrylohemoglobina
moze albo ulec reakcji synproporcjonowania z oksyhe-
moglobing (reakcja 8) (rycina 2G) albo tez moze ulec
dalszemu utlenieniu z udzialem H,O, z utworzeniem
methemoglobiny i anionorodnika ponadtlenkowego (re-
akcja 9) (rycina 2H), co w konsekwenciji wzmaga proces
degradacji hemu [13]:

HbFe(IV) = O+ HbFe(I1)O, — 2HbFe(Ill)+ 0,  (3)

HbFe(IV) =0+ H,0, — HbFe(Ill)+ H,0+0,”" (9

Dysmutaza ponadtlenkowa nie ma mozliwosci przenik-
nigcia do wnetrza ,kieszeni” hemowych i katalizowania
reakeji dysmutacji, dlatego tez w zwiazku z obecnoscig
anionorodnikéw, moze dochodzi¢ do utlenienia pierscieni
tetrapirolowych [1].

Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego jest cze-
$ciowo ograniczane poprzez konkurencyjng reakcje (10)
miedzy oksoferrylohemoglobing i H,O,, w ktérej zamiast
anionorodnika generowany jest tlen [28]:

*HbFe(IV) = O+ H,0, — HbFe(lll)+ H,O+0, (10)

Badania wykazaty ponadto, iz w reakeji H,O, i methemo-
globiny (rycina 2E) powstaja réwniez rodniki biatkowe,
ktére moga nastepnie reagowaé z tlenem z utworzeniem
rodnikéw nadtlenkowych bialek (rycina 2F), a takze moga
si¢ przyczyni¢ do rozktadu lipofilowych pochodnych chole-
globiny, ktére wbudowane miedzy lipidy blony komérko-
wej indukuja dalsze uszkodzenia oksydacyjne [42]. Z kolei
uwodornienie anionorodnika znajdujacego si¢ wewngtrz
»kieszeni” hemowych prowadzi do wytworzenia rodni-
ka wodoronadtlenkowego (OOH) (rycina 21I), bedacego
inicjatorem procesu peroksydacji lipidéw w blonie ery-
trocytarnej [28].

Akumulacja methemoglobiny (rycina 2J) prowadzi do
powstania hemichroméw bedacych nieaktywna postacia
hemoglobiny. W poczatkowym etapie ich tworzenia do-
chodzi do utlenienia grup tiolowych hemoglobiny, czego
konsekwencja sg zmiany konformacyjne taficuchéw glo-
biny [38,44]. Wykazano, iz przemianom hemoglobiny
towarzyszy degradacja hemu i utrata zelaza hemowego,
co w konsekwencji prowadzi do precypitacji zdenaturo-
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wanych czgsteczek hemoglobiny i powstawania zlogéw,
tzw. ciatek Heinza. Wykazano, iz powstale produkty de-
gradacji hemu inicjujg procesy oksydacyjne w erytrocycie
[5,33]. Obecnosé zaréwno O, " jak i H,O, przyczynia si¢
do wytworzenia rodnikéw hydroksylowych (rycina 2K)
w reakcji Habera-Weissa, katalizowanej przez uwolnione
podczas degradacji hemu jony zelaza [26]. Ponadto uwol-
niony hem hamuje aktywno$¢ enzyméw cytosolowych
oraz nieswoiscie reaguje z bialkami bfonowymi erytro-
cytu powodujac utlenienie ich grup sulthydrylowych [27].
W efekcie tworza si¢ niepozadane wiazania krzyzowe, co
prowadzi do utraty funkcji bialek i ich agregacji.

Generacja RFT w wyniku enzymatycznej
degradacji hemu

Niezaleznie od proceséw nieenzymatycznych, hem ulega
réwniez degradacji enzymatycznej. Najwazniejsza role
w tym procesie odgrywa oksygenaza hemowa (HO) [EC
1.14.99.3]. Wystepuje ona w postaci 3 izoform: HO-1,
HO-2 oraz HO-3.Z dwéch funkcjonalnych izoform (HO-
11 HO-2) HO-1 jest latwo indukowalna i ulega ekspre-
sji w wyniku dzialania réznych bodzcéw stymulujacych,
m.in. cytokin czy jonéw metali przejSciowych [24,34,36].
Ponadto w ekspresji izoformy HO-1 biora udzial czyn-
niki transkrypcyjne (AP-1, NF-kB) oraz wspétdziatajace
z nimi kinazy (ERK, JUN, p38MAPK) [16]. Indukcja
HO-1 moze prowadzi¢ do nawet stukrotnego wzrostu ak-
tywnosci enzymu. Uwaza sig, ze dzialanie HO-1 jest naj-
prawdopodobniej zwigzane z mechanizmami obronnymi
przed stresem oksydacyjnym.

Poczatkowo uwazano, ze gléwnym efektem dziatania oksy-
genazy hemowej HO-1 jest proces degradacji wolnego
hemu, w ktérym HO-1 z udzialem tlenu czasteczkowego

i NADPH rozktada hem do tlenku wegla (1I) [CO], jonéw

zelaza Fe?* oraz rozpuszczalnej biliwerdyny (ryc. 3), ktéra
jest nastepnie przeksztalcana przez reduktaze biliwerdyny
w nierozpuszczalng bilirubing [6,34].

Produkty rozkladu hemu w wysokich st¢zeniach s tok-
syczne. Zaréwno jony Fe?* jak i wolny hem uczestniczac
w reakcji Fentona (reakcja 11) katalizuja powstawanie RE'T
[6,47]. Wykazano jednak, iz niewielkie ich ilo$ci maja row-
niez wlasciwosci cytoprotekeyjne. Zwiekszona ekspresja
HO-1 oraz uwalnianie jonéw Fe?* pociaga za soba jedno-
czesny wzrost ekspresji ferrytyny. Ferrytyna oprécz wig-
zania jonéw Fe?” wykazuje dzialanie cytoprotekeyjne oraz

antyapoptotyczne [4,19].

Powstata z rozkladu hemu biliwerdyna jest natychmiast
przeksztalcana w bilirubing. Zwiazek ten w postaci wolnej
(niezwigzany z glukuronianem) jest toksyczny. Po prze-
kroczeniu bariery krew-mézg, wywoluje zéttaczke jader
podkorowych mézgu, co skutkuje uszkodzeniem komérek
nerwowych [47]. Wykazano, ze w malych st¢zeniach bili-
rubina i biliwerdyna dzialaja przeciwzapalnie i przeciwu-
tleniajaco, gdyz wychwytuja reaktywne formy tlenu i azotu
[34]. Ponadto biliwerdyna hamuje interakcje neutrofiléw
z komérkami srédblonka oraz aktywacie limfocytéw [30].

Najintensywniej badanym produktem rozktadu hemu jest
tlenek wegla (II) (CO). W warunkach fizjologicznych
w organizmie cztowieka ponad 85% tlenku wegla (II) po-
chodzi z rozpadu hemu [6] Zwigzek ten wiaze si¢ z he-
moglobing z wytworzeniem karboksyhemoglobiny i w tej
postaci transportowany jest do pluc, gdzie jest wydzielany
w wydychanym powietrzu. Tlenek wegla, podobnie jak
tlenek azotu, pelni istotng role w sygnalizacji mi¢dzyko-
morkowej. Aktywujac cyklaze guanylowa, powoduje wzrost
c¢GMP, dzigki czemu wykazuje dziatanie antykoagulacyjne
[48]. Poprzez kaskady kinaz MAP hamuje wydzielanie

NADPH
+30
= . B co
Y, /
oksygenaza \ >
hemowa HO-1 Fe2+
HOOC COOH
hem

biliwerdyna

COOH

?l / \_J
ANRLA,
| S

COOH

HOOC
\__J\
o* NMN

HOOC

bilirubina

Ryc. 3. Enzymatyczna degradacja hemu (wg [41] zmodyfikowano)
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cytokin prozapalnych: 1L-18, IL-6, TNF-a, oraz MIPla
[18,32]. Tlenek wegla zmniejsza takze ekspresje czasteczek
adhezyjnych, jednoczesnie nasilajac ekspresje przeciwza-
palnej 1L-10 [48]. Ponadto, dzigki aktywacji biatka p38
hamuje apoptoze [49]. W niektérych typach komorek,
m.in. w limfocytach, tlenek wegla dziala antyproliferacyjnie
[34,37], jednak w przypadku komorek srédbtonka moze
zwigkszad ich proliferacjg [19]. Tlenek wegla (II) wplywa
takze na przekazywanie sygnaléw z niektérych receptoréw
TLR (Toll like receptors), istotnych w inicjacji odpowie-
dzi immunologicznej przeciwko patogenom [31]. Rozwa-
za si¢ mozliwos$¢ wykorzystania zwigzkéw uwalniajacych
CO (tzw. carbon monoxide releasing molecule - CORM)
w terapii choréb uktadu krazenia [7,25].

Badania in vitro wykazaly dwukierunkowe dzialania
oksygenazy hemowej. Stwierdzono, ze 2,5-krotny wzrost

PismiennicTwo

aktywnosci oksygenazy hemowej HO-1 chroni komérki
przed toksycznym dzialaniem tlenu, natomiast ponad
15-krotny wzrost aktywnosci zwieksza jej toksyczno$é
[40]. Produkty rozpadu hemu, a zwtaszcza biliwerdyna/
bilirubina oraz tlenek wegla wykazuja whasciwosci cyto-
protekeyjne i ograniczaja skutki dzialania wielu czyn-
nikéw szkodliwych. Ponadto stwierdzono, iz degradacji
hemu z udzialem oksygenazy hemowej w warunkach
in vitro towarzyszy generacja nadtlenku wodoru H,O,,
ktéry bierze udzial zaréwno w bezposrednim procesie
niszczenia hemu, jak i inaktywuje samg oksygenazg he-

mowa HO-1 [26].

Produkty degradacji hemu nasilajac generacje reaktyw-
nych form tlenu, powoduja oksydacyjne modyfikacje bio-
logicznie waznych skladnikéw erytrocytu, co ma istotny
udzial w patogenezie choréb uktadu krazenia.
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