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ADAIROVE VIAZANIE O,, CO, A H* NA HEMOGLOBIN
Marek Matejak, Jifi Kofranek

Abstrakt

Tento prispevok nadvazuje na nd$ model viazania krvnych plynov a proténov
na hemoglobin publikovany v roku 2015 v impaktovanom casopise ,Scandi-
navian Journal of Clinical and Laboratory Investigation” v ¢lanku pod nazvom
+Adair-based hemoglobin equilibrium with oxygen, carbon dioxide and hydro-
gen ion aktivity”. Ukazuje, ako je mozné tento model implementovat v Mode-
lice (http//www.modelica.org) za pomoci kniznice Physiolibrary (http://www.
physiolibrary.org). Nakoniec ukazuje moznost vyuzit tento implementovany
model hemoglobinu pre simuldciu réznych stavov a experimentov oxygenina-
cie, carboxylécie a/alebo titracie kyselinami ¢i zdsadami.
Uvod

Hemoglobin (Hb) ako cervené farbivo je zastipeny v cervenych krvinkach
v pomerne velkych koncentraciach a tak vyznamne urcuje vlastnosti krvi. Nie-
len previazanim prenosu kyslika (O,) s prenosom oxidu uhlicitého (CO,) a zme-
nami kyslosti krvi (pH), ale aj s prenosom tepla z pracujucich svalov do pluc.

Kyslost a zasaditost je v chémii ur¢ovana reakciami, ktoré z jednotlivych
molekul trhaju alebo pripdjaju vodik vo forme bez elektrénu (H*). Tym z neho
zostane vlastne len protdn. Protény sa vo vode ani v krvi volne nevyskytuju
v meratelnych koncentraciach. O ich aktivitu sa takmer vyhradne stara ich zIu-
¢enina z vodou(H,0) - hydrénium (H;0%), ktorého koncentrécia sa z historickych
dovodov v chemickych rovniciach nadalej oznacuje ako H*. Zaporny dekadicky
logaritmus tejto aktivity proténov (koncentracie hydrénii v mol/L) je oznacova-
ny ako pH. Urcuje kyslost roztoku. Hydrénium nie je schopné volne prechadzat
cez bune¢nd membranu, preto je intraceluldrne pH iné nez pH extraceluldrne.

Kyslik aj oxid uhlicity si Henry-ovské plyny = rozpustaju sa v kvapalinach
priamoumerne s ich koncentrdciou v plyne nad kvapalinou. Medzi r6zny-
mi prostrediami sa pritom vyrovnava ich parcialny tlak (tlak pri standardnej
teplote 0°C odpovedajlci mnozstvu Castic v danom objeme v plynnom sku-
penstve). Tieto volne rozpustené formy vsak nedosahuju dostato¢né kon-
centrécie, aby bola dosiahnuta ich potrebna prenosovéd kapacita v krvi. A je
to prave hemoglobin, ktorému zato krv vdaci. Bezne je hemoglobin schop-
ny prenasat 99% kyslika z pltuc do tkaniv a 25% oxidu uhli¢itého z tkaniv do
pltc. Bez neho by bolo nutné zvysit tok krvi neuveritelnych 84-krat, aby bola
schopna preniest kyslik len vo volne rozpustenej forme.

Uz celé storocie boli samostatne pozorované niektoré chytré vlastnosti he-
moglobinu, ktorymi sa v plicach v jednom momente z neho uvolni CO,, na-
viaZe O, zreguluje pH a uvolni tepelna energia (a v tkanivach opacne). Vsetky
styri deje su prepojené velmi elegantne. A to v tkanivach, kde metabolickou
spotrebou O, vznika teplo, CO, a narasta kyslost (klesa pH). Aj v plticach, kde je
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viazanie O, sprevadzané ubytkom CO,, poklesom kyslosti (stipa pH) a uvolne-
nim tepelnej energie.

Hemoglobin je tetramér = protein, ktory sa skladé zo Styroch proteinovych
retazcov podjednotiek. Uprostred kazdej podjednotky je atom zeleza, na ktory
za viaze molekula kysliku. Na jednom konci kazdej podjednotky je amino sku-
pina -NH,, ktord sa moze bud karboxylovat (-NHCOO") oxidom uhli¢itym, alebo
moze pufrovat protdn (-NH;*). Protony (H*) sa navyse mézu viazat na postran-
né retazce urcitych aminokyselin v kazdom proteinovom retazci.

V ¢asovom rade desatin sekind je uz tento chemicky systém dostatocne usta-
leny a jednotlivé viazania maju dosiahnuté ich disociacné koeficienty (pomer
sucinu koncentracii produktov ku sucinu koncentracidam substratov). Plati tu
chemicky princip detailnej rovnovahy (1), ktory vravi, ze kazdy uzavrety che-
micky cyklus dosiahne equilibrium na kazdej chemickej reakcii. Inak povedané,
Ze uzavretd chemickd cesta, ktord kondi na tych istych chemickych latkach a za
tych istych podmienok ako zacala, musi mat nulovu Gibbsovu energiu (sucin
disocia¢nych koeficientov v cykle je rovnym jednej, pretoze dG=-R*T*In(K), kde
dG je Gibbsova energia reakcie, R plynova konstanta, T teplota, K disociacna
konstanta). Z tohto dévodu nie je nutné mat zahrnuté v ustadlenom chemickom
systéme vietky mozné reakcie. Staci ak je zahrnuta jedna chemické cesta me-
dzi kazdymi dvoma formami. Tento princip radikdlne zmensi pocet parametrov
a umozni exaktne spocitat koncentracie kazdej formy molekuly v equilibriu.

Pomyselnym prikladom principu detailnej rovnovdhy je ustaleny chemic-
ky systém troch substancii S;, S, a S s tromi chemickymi reakciami: S;<->S,
s disociatnou konstantou K;=[S)J/[Si]; S.<->S; s dicosia¢nou konstan-
tou Ky=[S;)/[S2]; a reakciou S;<->S; s dicosia¢nou konstantou Ks=[S;1/[S].
K popisu systému postacuju len dve z nich. Tretiu je mozné dopocitat z rovnice
Ki2*K23*Ks; = 1. Je pritom jedno, ktoré dve reakcie st zvolené na definiciu systé-
mu a ktora je z nich dopocitana.

Chemicky systém je mozné pocitat nielen s elementarnymi molekulami, ale
aj s makromolekulami ako su bielkoviny. V nasom pripade je to hemoglobin.
Na to, aby bolo mozné sledovat jednotlivé zmeny na makromolekule, je vak
nutné rozlisit jej rozne formy (specie). Formy sa mozu lisit naviazanymi alebo
volnymi vézbovymi miestami, ¢i zmenou priestorovej struktury. Inad priestoro-
véa forma makromolekuly moze znamenat int ochotu ligandu sa viazat k tomu
samému vazbovému miestu (alostericky effekt).

Chemicka Speciacia je matematicky nastroj ako pracovat s obrovskym poc-
tom foriem makromolekuly bez toho, aby bolo nutné explicitne modelovat
kazdu z nich. Vychadza z toho, ze vacsina chemickych vazieb na makromole-
kule je navzajom nezavisla. Co znamena, Ze nesusediace vizbové miesta v tej
samej priestorovej forme sa navzéjom neovplyviuji. To umoziiuje modelovat
tieto reakcie samostatne a dopocitavat jednu konkrétnu formu makromole-
kuly zo sucinu frakcii vybranych stavov tychto nezavislych reakcii bez toho,
aby bolo nutné poznat vietky ostatné formy. Reakcie, ktoré menia priestoro-
vu Strukturu, tak mozu byt definované prave nad tymito vybranymi formami.
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Obrdzok 1 - Model tetraméru hemoglobinu, karboxyldcie podjednotiek a viazania
Boorovych proténov.

A vdaka chemickému principu detailnej rovnovéhy tak pre vypocet plne posta-
€uju len tieto chemické cesty medzi dvoma priestorovo i vazbovo rozlisenymi
formami danej makromolekuly.

Metody

Nas model (2) do urcitej miery zjednodusuje pohlad na viazania O,, CO, a H*
na hemoglobinom:

1. V3etky podjednotky su brané ako identické. | napriek tomu, Ze existuje viac
druhov hemoglobinu s réznymi podjednotkami. Najbeznejsi hemoglobin
v dospelosti je hemoglobin A s dvoma podjednotkami alpha a dvoma
podjednotkami beta. Oba typy podjednotiek maju viak velmi podobné
vlastnosti.

2. Okyslicovanie kazdej podjednotky prebieha postupne od tetraméru bez
kysliku aZ po tetramér so styrmi naviazanymi kyslikmi. Disociacny koefi-
cient viazania kyslika jednotlivych reakcii sa lisi podla toho, kolko je
na tetraméri naviazanych kyslikov = Adairov pristup (3).

3. Viazanie CO, a H* je zavislé len lokalne v rémci podjednotky. Stav ostatnych
troch podjednotiek nemd vplyv na disociacné koeficienty viazania CO, ani
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H*, ktoré su vsak rozdielne pre podjednotku s naviazanym kyslikom
a podjednotku s nenaviazanym kyslikom.

4.Viazanie H* na postranné retazce podjednotiek je zahrnuté pre kazdu
podjednotku len jednym vdzbovym miestom. To sa ukazalo byt postacuju-
ce pre takzvané Bohrove protdny, ktoré maju vplyv na viazanie O,.

5. V3etky tieto chemické reakcie nad hemoglobinom su v equilibriu, pretoze
su dostatoc¢ne rychle na to, aby sa ustalili pri vymene plynov v alveoloch
i v mikrocirkuldcii kazdého tkaniva.

Model je mozné vytvorit v jazyku Modelica pouzitim kniznice Physiolibrary
(http://www.physiolibrary.org) (4-6), ktorej zdrojovy kéd a rovnice su verejné.
Ako prvy sa vytvori model tetraméru hemoglobinu v ur¢itom Stadiu okyslice-
nia (Obrazok 1). Potom sa tento model pouzije pre 5 moznych $tadii okysli¢enia
hemoglobinu (Hby, Hb,, Hb,, Hbs, Hb,), kde Hb; je forma tetraméru hemoglobi-
nu s i naviazanymi molekulami kyslika (Obrazok 2).

Model tetraméru (Obrazok 1) zahriiuje protonizaciu a karboxylaciu kazdej
podjednotky. Kazda zo styroch podjednotiek ma modelované tri formy ami-
no-konca proteinového retazca (-NHs*, -NH,, -NHCOO") nezavislé na viazani H*
na postranné retazce (-A, -AH). Napriklad podjednotka typu —A a —-NH, je ozna-
¢ena ako Hbu_A_NH2. Prave tato forma podjednotky je vybrana pre vypocet
speciacie. Komponenta chemickej specidcie tu urcuje koncentraciu tetraméru
hemoglobinu zloZzeného iba z podjednotiek typu Hbu_A_NH2. Tato koncen-
tracia je vystavena na rozhranie modelu tetraméru v konektore Hbtn. Ako bolo
zmienené v Gvode, nie je nutné modelovat vsetky mozné oxygeniza¢né reak-
cie medzi réznymi formami, staci ak bude existovat nejaka jedna chemicka ces-
ta medzi tymito formami. Kazda takato cesta medzi tetramérmi s rozdielnym
mnozstvom naviazanych O, tak bude prechadzat prave cez formy tetraméru so
viekymi podjednotkami typu Hbu_A_NH2.

Kazdd ikonka substancie a chemickej reakcie v modeli tertaméru (Obrazok 1)
je Stvorprvkovym polom, pretoze tetramér obsahuje 4 pojdednotky. Protoniza-
cie amino-koncov jednotlivych podjednotiek si modelované reakciamiz1 a z2,
ktorych parametre su totozné, pretoze su nezavislé od reakcie h2, ktord mode-
luje viazanie H* na postranné retazce aminokyselin. To samé plati aj pre reakcie
karboxylacie amino konca c1 a c2. Opét nie je nutné modelovat vsetky reak-
cie, pretoze napriklad pomer koncentrécii medzi Hou_A_NH3 a Hbu_AH_NH3
je dopocitatelny z chemickej cesty Hbu_A_NH3, Hbu_A_NH2, Hbu_AH_NH2
a Hbu_AH_NH3.

Vysledny model (Obrazok 2) tak postupne okysli¢uje tetraméry hemoglo-
binu v jednotlivych krokoch podobne ako v pévodnom Adairovom pristupe.
S tym rozdielom, Ze st okyslicované len $pecidlne formy tetramérov, ktoré maju
vseky podjednotky typu Hbu_A_NH2. Trik je v tom, Ze ak pozname aka je frak-
cia tohoto $pecidlneho typu tetraméru s pevne danym poctom naviazanych
O, (vypocet komponenty chemickej speciace), tak vlastne pozndme i opacny
vztah - tj. kolko je vsetkych tetramérov s danym poctom naviazanych O,.

143



Marek Matejdk, Jifi Kofrdnek

1077 + 3) mmol co2

B HbO
—
H ::.'E: T=310.15 7
S
°® .

i Hb1 C02_unbound

\

suilpes

4

oxygen_unb].

ojeusbixo

k=]

0:

BAxo

Je” U el

Total(1)

*
1l

[

’T—ﬁ — totalHemoglobin

s02

internalHeat

|

gz

Obrdzok 2 - Adairov model okyslicovania hemoglobinu cez vybrané formy tetraméru
skladajlce sa iba z oxy- a deoxy- podjednotiek typu Hbu_A_NH?2. Koeficienty sumy ako
blocku na vypocet saturdcie kysliku sO2 z koncentrdcii Hb4,Hb3,Hb2,Hb1 su
{4/4,3/4,2/4,1/4}.

Chemické reakcie K1,K2,K3 a K4 okysli¢ujuce danu Specidlnu formu tetramé-
ru sa nijako nelisia od zakladnych chemickych reakcii kniznice. Nemaju ziadnu
dalSiu zavislost od CO,, ¢i pH. A st uréené pevne zvolenymi disociaénymi koefi-
cientami. Vstupy pre volne rozpustené plyny O, a CO, je mozné modelovat roz-
pustenim plynov v kvapaline a tak mézu byt zadané ako parcidlne tlaky v ply-
noch. Prihliadnutim na povahu a Uzke zameranie modelu je vhodné kyslost pH
urcovat pevne a v priebehu experimentov ju dorovnavat titrovanim. Teplotu,
ktord je parametrom chemickych reakcii a rozpustnosti plynov v kvapaline je
mozné rozdistribuovat ako jeden globalny parameter celého modelu.

Pre vypocet eqiulibria je vSak nutné pevne zadat celkové mnozstvo he-
moglobinu (totalHemoglobin), ktoré sa pod danym nastavenim rozdistribuuje
do vietkych jeho foriem. Z jednotlivych koncentrécii tychto foriem je mozné
priamo vyjadrit saturdciu hemoglobinu kyslikom (sO,), saturaciu hemoglobi-
nu oxidom uhli¢itym (sCO,), zmenu v naviazanych Bohrovych proténoch alebo
zmenu enthalpie.
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Vysledky
| napriek tymto zjednoduSeniam model dobre popisuje nasledujuce
experimenty:

« Prvym typom experimentu je posun disociacnej krivky kyslika (ODC), ktora
je definovana ako frakcia saturovaného hemoglobinu kyslikom (sO,) pre
danu koncentraciu volne rozpusteného O,. Tento posun je zavisly od pH aj
od CO,, ktoré su pocas experimentu udrzované na konstantnych hodno-
tach. (Obrédzok 3, A, D, F)

+ Druhym typom experimentu je meranie titra¢ného posunu odkyslicenim
hemoglobinu. Meria sa tak mnozstvo H* uvolneného odviazanim kysli-
ka pre dané pH. Na zaciatku je plne saturovany hemoglobin, na konci je
plne odkysliceny hemoglobin. A meria sa mnozstvo silnej kyseliny, ktoru
treba pridat, aby sa pH upravilo do jeho hodnoty na zaciatku. To je zavislé
na CO,, ktoré je pocas experimentu udrZzované na konstantnej hodnote.
(Obrazok 3, C)

« Tretim typom experimentu je saturacia CO, plne okysli¢ceného alebo plne
odkysliceného hemoglobinu pre dané pH. To je mozné merat s otvorenou
hladinou, kde sa vyrovnava zvoleny parcidlny tlak CO,. Alebo v uzavretom
systéme, kde je zndme mnozstvo celkového CO.. (Obrazok 3, B, E)

Model tetraméru je mozné nastavit parametrami z tabulky 1 podla typu reakcie
a toho, ¢i je na danu podjednotku naviazany kyslik. Tieto disociacné koefici-
enty boli identifikované tak, aby boli vysledky simulacii zhodné s nameranymi
datami of Bauer a Schroder (7) pre reakcie z a ¢ (Obrazok 3, B) a s datami od
Siggaard-Andersena (8) pre reakcie h (Obrazok 3, C). Tieto merania su usku-
to¢nené pre teplotu 37°C.

reakcie z1, z2 reakcie c1, c2 reakcia h
deoxy-podjed- 1.86e-5 mmol/L 2.88e-5 3.02e-5 mmol/L
notka
oxy-podjednotka 5.62e-5 mmol/L 4.47e-6 1.29e-4 mmol/L

Tabulka 1 - Odhadnuté disociacné koeficienty reakcii v modelu tetraméru pre jednotlivé
podjednotky pri teplote 37°C

Z dat karboxylacie nameranych pre int teplotu od Matthew a spol. (9) (Ob-
razok 3, E) je mozné urcit Van'T Hoffov posun disocia¢nych koeficientov re-
akcii z a ¢, z ktorého je mozné vyjadrit enthalpie danych chemickych reakcii.
Kde enthalpia chemickej reakcie je tepelna energia chemicky ulozena alebo
uvolnend danou reakciou pri premene jedného molu substratov na produkty.
Enthalpia reakcie h bola urcend az identifikovanym teplotnym posunom diso-
ciacnej krivky kyslika podla dat prezentovanych Reevesom a spol. (10) (Obra-
zok 3, F) zohladnenim merania nezavislého nad Bohrovymi proténmi od Atha
a Ackers (11), ktory zmerali enthalpiu odviazania kyslika ako 59 kJ/mol.
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Obrdzok 3 - Vysledky simuldcie ndsho modelu hemoglobinu v porovnani’ s meranymi
ddtami od Severinghausa [12] pri okyslicovani (A), od Bauera a Schrédera [7] ako strata
CO;, pri titrovani v otvorenom systéme (B), od Siggaard-Andersena [8] ako korekcie
kyslosti pri pInom odkysliceni (C), od Naereau ako zmena sO; pri zmene kyslosti (D),

od Matthewa a spol. [9] ako zmena naviazaného CO; pri titrovani v uzatvorenom
systéme (E) and Reevesa [10] pri okyslicovani za rozdielnej teploty(F).

reakcie z1, z2 reakcie c1, c2 reakcia h

deoxy-podjed- -51 kJ/mol 59 kJ/mol 59 kJ/mol
notka

oxy-podjednotka 8 kJ/mol -41 kJ/mol 127 kJ/mol

Tabulka 2 - Odhadnuté enthalpie chemickych reakcii v modelu tetraméru pre jednotlivé

podjednotky
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Odhad disocia¢nych koeficientov pre $pecidlnu formu hemoglobinu bol
zaloZeny na kolekcii dat od Severinghausa (12) (Obrazok 3, A). Boli nastavené
predchadzajice parametre pre teplotu 37°C okrem enthalpii, ktoré boli ur¢ené
az nakoniec.

K1 K2 K3 K4

0.0121 mmol/L 0.0117 mmol/L 0.0871 mmol/L 0.000386 mmol/L

Tabulka 3 - Odhadnuté Adairové disociacné koeficienty pre formy tetraméru hemoglo-
binu s podjednotkami v tvare Hbu_A_NH2 (37°C)

Na identifikovanie parametrov modelu bola pouzitd funkcia FindFit z pro-
stredia Mathematica® (Wolfram, Champaign, IL) a taktiez metddy na odhad
parametrov navrhnuté Kulhankom a spol.(13-16).

Diskusia

Vdaka vypoctu koncentracii jednotlivych foriem hemoglobinu tento model
umoznuje pocitat priamo premeny a spojenia molekul. Je tak mozné sledo-
vat nielen navzdjom prepojené saturacie hemoglobinu s O,, CO, alebo H*, ale
dokonca aj to, v akych formach hemoglobinu st dané ligandy pritomné. To by
malo umoznovat model jednoducho dalej rozvijat a integrovat nové ligandy,
pripadne formy, v ktorych sa hemoglobin moze vyskytovat.

KedZe su v modeli len elementarne chemické reakcie, tak je mozné model in-
terpretovat cez fyzikalnu chémiu. Napriklad je mozné vyjadrit Gibsové energie,
enthalpie alebo entropie jednotlivych foriem makromolekuly relativne k jed-
nej jej forme. To umozni vyuzit aparat fyzikalnej chémie na spatny vypocet di-
socia¢nych konstant, toku tepla alebo zmeny moznych mikrostavov v jednot-
livych chemickych reakcidch. Priamym désledkom je napriklad vyuzitie Van't
Hoffovych rovnic na posun disociacnych koeficientov pri zmene teploty.

Model sam o sebe nedefinuje, ¢o je vstupom a ¢o vystupom. Vdaka rovnico-
vo zalozenému jazyku Modelica sa tento algebricky hlavolam automaticky vy-
riesi az pri kompilovani konkrétneho experimentu/zapojenia modelu (17,18).
To znamen4, Ze je model mozné pouzit jak v plucach, kde sa vyrovnavaju par-
cidlne tlaky plynov a pocitat by sa mali saturacie. Tak i v tkanivach, kde je dany
odber kyslika metabolizmom a prisun oxidu uhli¢itého z metabolizmu (vyjadrit
by sa mali parcidlne tlaky z celkovych mnozstiev molekul). Model je sucastou
Physiolibrary 2.2 alebo novsej a bol testovany v prostredi Dymola 2014 FDO1.
V $trukture kniznice sa nachadza pod celym nazvom ako Physiolibrary.Chemi-
cal.Examples.Hemoglobin.Hemoglobin_MKM_Adair.

Domnievame sa, ze model je vhodnym alternativnym kandidatom na vypo-
Cet prenosu krvnych plynov v modeloch extrakorpordlneho membranového
oxygenatora (19,20), v rozsiahlych integrativnych modeloch fyzioldgie (21-23),
¢i dokonca pri vyhodnocovani statusu krvi pocas roznych patologickych stavov
ako acido-bazické poruchy (24).
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