Η  φροντιστηριακή άσκηση που ακολουθεί  απευθύνεται στους πρωτοετείς φοιτητές Ιατρικής, Οδοντιατρικής και Νοσηλευτικής. 

Η άσκηση αυτή  βοηθά στην κατανόηση των βασικών αρχών της χημείας,  στο πλαίσιο των εφαρμογών  και  περιέχει κάποια ειδικά χαρακτηριστικά για την επίτευξη του εκπαιδευτικού σκοπού, που έχει να κάνει με την σύνδεση χημικών –φυσιολογικών διαδικασιών στο αίμα.

Σε κάθε τμήμα της άσκησης παρεμβάλλονται οι προαπαιτούμενες γνώσεις περιληπτικά και σχετικές αναφορές με επαρκείς επεξηγήσεις. Στο τέλος κάθε ενότητας υπάρχουν ερωτήσεις –προβλήματα που απαιτούν κριτική σκέψη και δεξιότητες στην επίλυση, με συνεχή αναφορά σε προηγούμενες ενότητες, για ανασκόπηση και υπενθύμιση. Στο τέλος υπάρχουν παραρτήματα για περαιτέρω κατανόηση  κάποιων βασικών εννοιών με περισσότερες λεπτομέρειες.

Η διασπορά  των ερωτήσεων στο κείμενο της άσκησης βοηθά  στην αποσαφήνιση  και κατανόηση των εφαρμογών (βιολογικά συστήματα) και των υποκείμενων –ενσωματωμένων  βασικών χημικών εννοιών. 

Η διεύθυνση skouloheri@med.uoa.gr είναι στη διάθεσή σας για απόψεις και σχόλια.
Φροντιστηριακή Ασκηση
«pH στα βιολογικά συστήματα»
Εισαγωγή

Πως επιδρά η άσκηση στον οργανισμό

Ανταλλαγή  χημικών ουσιών στον οργανισμό 

Πως επιτυγχάνεται η ρύθμιση 

· Ρύθμιση στο αίμα

· Ανασκόπηση της οξεο-βασικής ισορροπίας- Αρχή του Le Châtelier 

· Ρυθμιστική ικανότητα

· Αλλα ρυθμιστικά συστήματα

Προβλήματα

Σύνοψη
Εισαγωγή
 Η  σπουδαιτότητα του pH στα βιολογικά συστήματα
Όλα  τα βιολογικά υγρά  βασίζονται στο νερό, που σημαίνει ότι έχουν μεγάλη εξάρτηση από υδατικές ισορροπίες και ειδικά  οξεο-βασικές ισορροπίες. Επομένως όλες οι έννοιες των οξεο-βασικών ισορροπιών και του pH   εφαρμόζονται στην βιοχημεία (χημεία βιολογικών συστημάτων).
Λόγοι  μελέτης του  pH στα βιολογικά συστήματα 
α. παρέχεται ποιοτική εκτίμηση σε πολλά προβλήματα της κυτταρικής βιολογίας

β.  ομάδες που διίσταται σε πρωτόνια ανευρίσκονται  σε  μακρομόρια, όπως oι πρωτεΐνες. Tα μακρομόρια έχουν όξινες και βασικές  ομάδες και αυτές οι ομάδες συμπεριφέρονται ως ασθενή οξέα και  βάσεις με τιμές Κa, που καθορίζουν  την έκταση ιονισμού της  ομάδας , ο οποίος εξαρτάται  από το pH του συστήματος. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό για τα ένζυμα που είναι πρωτεΐνες , οι οποίες δρούν ως καταλύτες , για σημαντικές βιολογικές αντιδράσεις. 

γ. το  κυτταρικό περιβάλλον είναι πάντοτε ρυθμισμένο σε pH κατά προσέγγιση γύρω στο 7.

δ. δοκιμασίες όπως βιολογικές ενζυμικές αναλύσεις απαιτούν κάποιο συγκεκριμένο pH
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Εάν το ένζυμο  πρέπει να είναι πρωτονιωμένο για να είναι ενεργό, τότε το ένζυμο θα είναι αποδοτικό και θα λειτουργεί σε περιοχή pH στην οποία  η πλειοψηφία των ενζυμικών μορίων θα έχουν την καρβοξυλομάδα στην πρωτονιωμένη  μορφή. Με αυτό τον τρόπο, το pH  καθορίζει ποια ένζυμα θα είναι ενεργά και έτσι ποιες βιοχημικές αντιδράσεις  θα μπορούν να διεξάγονται.
Η ενζυμική δραστικότητα είναι εξαρτώμενη από το pH
· Πολλά καταλυτικά στάδια περιλαμβάνουν προσθήκη ή απομάκρυνση πρωτονίων

· Οι ταχύτητες αυτών των σταδίων θα εξαρτώνται από το  pH και από τις  pKa των καταλοίπων που εμπλέκονται

· Τα ένζυμα έχουν βέλτιστα  pH (μερικές φορές απώλεια της δραστικότητας σε μη- βέλτιστα  pH οφείλεται σε αποδιάταξη του ενζύμου)
Βέλτιστο pH ορισμένων ενζύμων
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Βλέπε επίσης επόμενη διαφάνεια


[image: image3.emf]Influenza Hemagglutinin protein

Αλλαγή στην διαμόρφωση

Καταλυτική δραστικότητα

Συγγένεια πρόσδεσης

Σταθερότητα

Κόκκινο: περιοχή της αιμοσυγκολλητίνης

ευαίσθητη στο pH

το pH έχει πολύ σημαντικές επιδράσεις στις πρωτεΐνες


Πως επιδρά η άσκηση στον οργανισμό
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Σχήμα 1.Αμεσες (οξείες) δράσεις στον οργανισμό από την μυική άσκηση

Η άσκηση έχει πολλές βραχυπρόθεσμες (οξείες) και μακροπρόθεσμες δράσεις τις οποίες ο οργανισμός πρέπει να είναι ικανός να χειρισθεί για να είναι  ευεργετική η άσκηση. Όπως φαίνεται στην ανωτέρω εικόνα,  όταν ασκούμεθα ο καρδιακός ρυθμός , η συστολική πίεση του αίματος. ο όγκος παλμού  (το ποσό αίματος που αντλείται  ανά καρδιακό παλμό  αυξάνουν (οξεία δράση). Η ροή του αίματος στην καρδιά, τους  μύες και το δέρμα αυξάνει. Ο μεταβολισμός  γίνεται πιο ενεργός, με την παραγωγή  CO2 και  H+   στους  μύες. Αναπνέουμε γρηγορότερα και βαθύτερα, για τον εφοδιασμό με οξυγόνο, που απαιτείται από τον αυξημένο μεταβολισμό. Τελικά,  με την επίπονη και εκτεταμένη άσκηση, ο εφοδιασμός με οξυγόνο για τον μεταβολισμό δεν επαρκεί και χρησιμοποιούνται  εναλλακτικές βιοχημικές διαδικασίες, οι οποίες  δεν απαιτούν οξυγόνο. Αυτές οι διαδικασίες  αποφέρουν γαλακτικό οξύ το οποίο εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίματος. Εάν η άσκηση συνεχίζεται επι μακρόν, ο όγκος παλμού  και η χωρητικότητα των πνευμόνων  αυξάνουν ακόμα και σε ηρεμία, οπότε μπορούμε να ασκούμεθα  για μεγαλύτερο χρόνο και  πολύ πιο έντονα  από πρίν. Με τον χρόνο η μυική μάζα αυξάνεται και το λίπος καίεται λόγω του αυξημένου μεταβολισμού.
Χημικές μεταβολές  στο αίμα κατά την διάρκεια της άσκησης
Πως ο οργανισμός ανταπεξέρχεται στο stress της άσκησης?
Πολλές από τις ίδιες διαδικασίες  που επιτελούνται  σε φυσιολογικές συνθήκες,  για να διατηρήσουν  την χημική σύσταση  του αίματος σε κανονικά επίπεδα , (καθημερινές  δραστηριότητες όπως  φαγητό, ύπνος, μελέτη κλπ)  εμπλέκονται  και κατά την διάρκεια της άσκησης.

Κατά την διάρκεια της άσκησης οι μύες χρησιμοποιούν οξυγόνο καθώς μετατρέπουν την χημική ενέργεια ( γλυκόζη) σε μηχανική ενέργεια Αυτό το οξυγόνο προέρχεται από τη αιμοσφαιρίνη του αίματος.  CO2 και H+ παράγονται από την αποδόμηση  της γλυκόζης και απομακρύνονται από τους μύες μέσω του αίματος. Η παραγωγή και η απομάκρυνση του CO2 και των H+  μαζί με την χρησιμοποίηση  και μεταφορά του  O2 προκαλούν χημικές μεταβολές στη σύσταση του αίματος. Αυτές οι χημικές αλλαγές εάν δεν εξουδετερωθούν από άλλες φυσιολογικές  λειτουργίες, έχουν ως αποτέλεσμα  το pH του αίματος  να μειωθεί. Εάν το pH  του αίματος πέσει σε χαμηλά επίπεδα, κάτω από 7.4, τότε η κατάσταση αυτή ονομάζεται οξέωση. Αυτό μπορεί να αποβεί ιδιαίτερα  σοβαρό, επειδή πολλές  χημικές αντιδράσεις που γίνονται στον οργανισμό και ειδικά εκείνες που εμπλέκουν πρωτεΐνες είναι pH-εξαρτώμενες. 

Φυσιολογικά το pH του αίματος πρέπει να διατηρείται στο 7.4 (ιδανικό pH).  Εάν το pH είναι  κάτω από το 6.8 ή πάνω από το 7.8, τότε μπορεί να επέλθει ο θάνατος.  Ευτυχώς το αίμα διαθέτει  ρυθμιστικά συστήματα , για την προστασία από τις μεγάλες διακυμάνσεις στο pH.
Πως γίνεται ανταλλαγή των χημικών ουσιών στον οργανισμό
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Σχήμα 2. Αυτή η εικόνα δείχνει την ροή των ουσιών μέσω των μεμβρανών, μεταξύ των κυττάρων, του εξωκυττάριου υγρού και του αίματος στα τριχοειδή αγγεία.

Ολα τα κύτταρα συνεχώς ανταλλάσσουν  χημικές ουσίες (π.χ  θρεπτικές ουσίες, προιόντα αποδόμησης και ιόντα) με το εξωτερικό υγρό που τα περιβάλλει (Σχήμα 2). Αυτό το εξωκυττάριο υγρό στη συνέχεια ανταλλάσσει  χημικές ουσίες με το αίμα σε  όλο τον οργανισμό. Ο κύριος τρόπος  ανταλλαγής μεταξύ αυτών των υγρών (κυτταρικό υγρό, εξωτερικό υγρό  και αίμα) είναι η διάχυση  (βλέπε Παράρτημα 1 στο τέλος) μέσω των μεμβρανικών πόρων, εξ’αιτίας μιας διαβάθμισης συγκέντρωσης  που σχετίζεται με το περιεχόμενο των υγρών ( όπως με την διαβαθμίδωση συγκέντρωσης Η+ στις μεμβράνες). Επομένως ,  η χημική σύσταση  του αίματος ( και κατά συνέπεια του εξωτερικού υγρού) είναι ιδιαίτερα σημαντική για το κύτταρο. Εάν για παράδειγμα , το pH  του αίματος και του εξωτερικού υγρού είναι ιδιαίτερα χαμηλό (πολλά Η+), τότε  περίσσεια Η+ θα εισέλθει στο κύτταρο. Όπως αναφέρθηκε πριν, η διατήρηση του σωστού pH  είναι ουσιώδης για τις χημικές αντιδράσεις που συμβαίνουν στον οργανισμό. Για να διατηρηθεί η πρέπουσα χημική σύσταση  εντός των κυττάρων,  η χημική σύσταση του υγρού έξω από τα κύτταρα πρέπει να παραμένει σταθερή. Αυτή η σταθερότητα στην βιολογία καλείται ομοιόσταση.
Ο οργανισμός διαθέτει  σειρά μηχανισμών για να διατηρεί την ομοιόσταση στο αίμα και το εξωκυττάριο υγρό. Ο πιο σημαντικός τρόπος με τον οποίο το pH του αίματος διατηρείται σχετικά σταθερό είναι μέσω των ρυθμιστικών διαλυμάτων του αίματος. Επίσης άλλα όργανα βοηθούν στην ενίσχυση της ομοιστατικής λειτουργίας των ρυθμιστικών διαλυμάτων. Οι νεφροί βοηθούν στην απομάκρυνση  της περίσσειας  των χημικών ουσιών από το αίμα. Κυρίως οι  νεφροί απομακρύνουν  (από τον οργανισμό)  Η+ ιόντα και άλλα συστατικά  των ρυθμιστικών διαλυμάτων,  που έχουν δημιουργηθεί σε περίσσεια. Η οξέωση, η οποία  έχει δημιουργηθεί  από την ανεπάρκεια των νεφρών  να επιτελέσουν αυτή την εκκριτική λειτουργία, είναι γνωστή ως μεταβολική οξέωση. Όμως η έκκριση από τους νεφρούς  είναι μια σχετικά βραδεία  διαδικασία και ίσως απαιτείται  χρόνος για να παρεμποδίσει την οξεία οξέωση που προκύπτει από μια ξαφνική ελάττωση του pH, (π.χ κατά την διάρκεια μυικής άσκησης). Οι πνεύμονες προσφέρουν συντομότερο τρόπο για να βοηθήσουν στον έλεγχο του pH του αίματος. Η απόκριση στην άσκηση με την αυξημένη-αναπνοή,  βοηθά στην εξισορρόπηση των δράσεων  από την άσκηση μείωσης του pH,  με απομάκρυνση του CO2, συστατικού του βασικού ρυθμιστικού διαλύματος  του αίματος. Η οξέωση που προκύπτει από την ανεπάρκεια των πνευμόνων να εξαλείψουν ταχέως το CO2 μόλις αυτό παραχθεί, είναι γνωστή ως αναπνευστική οξέωση.
Πως  λειτουργούν τα ρυθμιστικά διαλύματα
Οι νεφροί και οι πνεύμονες συνεργάζονται για να βοηθήσουν στη διατήρηση του pH του αίματος  7.4,  επηρεάζοντας τα συστατικά των ρυθμιστικών διαλυμάτων στο αίμα. Επομένως για να κατανοήσουμε  πώς αυτά τα όργανα βοηθούν στον έλεγχο του pH του αίματος, πρέπει πρώτα να έχουμε κατανοήσει πώς λειτουργούν  τα ρυθμιστικά διαλύματα.
Ανασκόπηση των ρυθμιστικών διαλυμάτων:
Επαναλήψεις

Προαπαιτούμενη γνώση:

(επανάληψη οξεο-βασικών ισορροπιών, υπολογισμού pH, ρυθμιστικά διαλύματα, ιδιότητες, βασικές εξισώσεις-μελέτη των αντίστοιχων  κεφαλαίων από τα προτεινόμενα συγγράμματα)
Περιληπτικά…..……
· Συστατικά ρυθμιστικών διαλυμάτων , ασθενές οξύ- συζυγής βάση (άλας)

· Τα ρυθμιστικά διαλύματα είναι αποτελεσματικά επειδή οι συγκεντρώσεις του ασθενούς οξέος και του άλατος είναι μεγάλες συγκριτικά με το ποσό των πρωτονίων ή των υδροξυλιόντων  που προστίθενται ή απομακρύνονται.

· Όταν πρωτόνια προστίθενται  στο διάλυμα από κάποια πηγή, η βάση (άλας)  αντιδρά με τα πρωτόνια (σχεδόν ποσοτικά) και μετατρέπεται στο ασθενές οξύ-συστατικό. Το αντίθετο συμβαίνει κατά την προσθήκη υδροξυλιόντων ( ή απομάκρυνση πρωτονίων). Η μεταβολή των συγκεντρώσεων του οξέος και της βάσεως  είναι μικρή σχετικά με τα ποσά αυτών των συστατικών του ρυθμιστικού διαλύματος, επομένως η αναλογία οξέος /βάση τροποποιείται ελαφρά. Κατά συνέπεια  η επίδραση στο pH είναι  μικρή, με τους περιορισμούς βέβαια των μικρών ποσοτήτων H+ και  OH- , οι οποίες προστίθενται ή απομακρύνονται

· Βασικές  ισορροπίες-εξισώσεις
[image: image6.png]


 (2)
             [image: image7.png]K
e
aA + bB cC + dD



 (5) [image: image8.png]&%

DL
;
-



 (6)  

             [image: image9.png]coniugate
acia base
— Ho*
HA + H,0 > H,0"+ A
baze conjugate



     (3)
             [image: image10.png]


         (7)
             [image: image11.png]



[image: image12.png]H0()) % H*(aq) + OH (aq)



 (8) [image: image13.png]


 (9)
            Εξίσωση ρυθμιστικών διαλυμάτων Ηenderson-Hasselbach
           pH = pKa + log ([βάση]/[οξύ])
           Ρυθμιστική ικανότητα

           (περιοχή pH) :  pH=pKa±1  Mέγιστη ρυθμιστική ικανότητα pH=pKa
· Αμινοξέα
Ανασκόπηση  ιονιζόμενων ομάδων στα αμινοξέα (από το σύγγραμμα του Lehninger)

Πώς τα αμινοξέα  συμπεριφέρονται ως οξέα και βάσεις
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Aνασκόπηση του ιονισμού των αμινοξέων, πεπτιδίων-πρωτεϊνών
Ισοηλεκτρική μορφή αμινοξέος 

Ισοηλεκτρικό σημείο pI και υπολογισμός 

Καμπύλες ογκομέτρησης αμινοξέων και πληροφορίες που αντλούμε από αυτές
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Ερώτηση: Σχολιάσατε τον  ανωτέρω ιονισμό. Ποιες ομάδες συνεισφέρουν στον έλεγχο του pH.?
Η Αρχή του Le Châtellier (για περισσότερα: Βασικές Αρχές Ανόργανης Χημείας, κεφάλαιο 4, σελ 270)

Περιληπτικά……….

Mεταθέσεις ισορροπίας:  Η ποιοτική πλευρά
Πέρα από την ποσοτική εκτίμηση του pH υπάρχει και η ποιοτική πλευρά των μεταβολών του pH. H ποιοτική εκτίμηση είναι πολύ χρήσιμη για την πρόβλεψη πως το pH θα τροποποιηθεί σε απάντηση στις εξωτερικές συνθήκες (όπως άσκηση). Η αρχή που χρησιμοποιείται για τις ποιοτικές εκτιμήσεις είναι η Αρχή του Le Châtelier.

H Αρχή του Le Châtelier.
Oταν ένα αντιδρόν ή προϊόν μιας ισορροπίας  προστίθεται  σε ένα διάλυμα που είναι σε ισορροπία,  το προστιθέμενο είδος θα αντιδράσει για να τροποποιήσει  τις συγκεντρώσεις των αντιδρώντων και προϊόντων στο διάλυμα μέχρι να εδραιωθεί μια νέα ισορροπία. Ομως ο  λόγος των συγκεντρώσεων  που δίδεται από την έκφραση  της δράσεως των μαζών (εξίσωση 6) είναι ο ίδιος επειδή η σταθερά ισορροπίας Κ είναι μία σταθερά σε δεδομένη θερμοκρασία. Αυτή η διαδικασία είναι γνωστή ως μετάθεση της ισορροπίας. Το 1884, ο Henri Le Châtelier ανέπτυξε έναν κανόνα  για την πρόβλεψη πως ένα σύστημα σε ισορροπία θα μετατεθεί όταν οι συνθήκες  του συστήματος  τροποποιούνται. Αν και αυτός ο κανόνας μπορεί να υπεραπλουστεύει τις μεταβολές  που λαμβάνουν χώρα  σε μερικές καταστάσεις, είναι ένα δυναμικό και χρήσιμο εργαλείο για την πρόβλεψη της κατεύθυνσης μιας ισορροπίας. Η Αρχή του Le Châtelier ορίζει ότι «εάν μια μεταβολή στις συνθήκες ([ένα εξωτερικό ] ‘stress’) επιβληθεί  σε ένα σύστημα σε ισορροπία, η θέση της ισορροπίας θα μετατεθεί σε κατεύθυνση  που τείνει να μειώσει αυτή την μεταβολή». Για παράδειγμα, εάν η συγκέντρωση ενός από τα προϊόντα μιας ισορροπίας  αυξηθεί σε ένα διάλυμα  που ήταν σε ισορροπία (πριν από την αύξηση της συγκέντρωσης), η ισορροπία θα μετατεθεί προκειμένου να μειώσει την συγκέντρωση του προϊόντος, που σημαίνει ότι θα δημιουργηθεί περισσότερο αντιδρόν. Φυσικά η αντίθετη  μετάθεση της ισορροπίας θα συμβεί όταν η συγκέντρωση του προϊόντος θα ελαττωθεί. Η επίδραση μιας μεταβολής της θερμοκρασίας  μπορεί επίσης να προβλεφθεί  από την Αρχή του Le Châtelier. (Στην περίπτωση αλλαγής στην θερμοκρασία, η σταθερά ισορροπίας στην πραγματικότητα μεταβάλλεται.). Εάν μια αντίδραση είναι εξώθερμη, «η θερμότητα» αντιμετωπίζεται ως ένα «προϊόν» (πχ  A + B -> C + D + «θερμόητα»). Εάν μια αντίδραση είναι ενδόθερμη, η «θερμότητα» αντιμετωπίζεται ως ένα «αντιδρόν» (π.χ. «θερμότητα»+Α+Β->C+D). Αύξηση της θερμοκρασίας μπορεί να θεωρηθεί ως αύξηση του ποσού της «θερμότητος» της αντίδρασης. Παραδείγματα διαφόρων μορφών stress και μεταθέσεων ισορροπίας που προβλέπονται από την Αρχή του Le Châtelier δεικνύονται στον κάτωθι πίνακα:

	Εξωτερικές μορφές stress
	Προβλεπόμενη μετάθεση της ισορροπίας

	Μεταβολή στην πίεση
	Επηρεάζει μόνο αέρια.

	Αύξηση στην συγκέντρωση των αντιδρώντων 
	Μεταθέσεις της ισορροπίας προς τα προϊόντα (προς τα δεξιά).

	Αύξηση στην συγκέντρωση των προϊόντων
	Μεταθέσεις της ισορροπίας προς τα αντιδρώντα (προς τα αριστερά)

	Αύξηση της θερμοκρασίας 
(εξώθερμη  αντίδραση)
	Μεταθέσεις της ισορροπίας προς τα αντιδρώντα (προς τα αριστερά)

	Αύξηση της θερμοκρασίας 
(ενδόθερμη αντίδραση)
	Μεταθέσεις της ισορροπίας προς τα προϊόντα (προς τα δεξιά).


Το ρυθμιστικό διάλυμα H2CO3 / HCO3-  στο αίμα
Μέχρι σήμερα  το πιο σημαντικό ρυθμιστικό για την διατήρηση  της οξεοβασικής ισορροπίας στο αίμα είναι το  ρυθμιστικό διάλυμα H2CO3 / HCO3-  . Οι ισορροπίες  είναι
	[image: image60.jpg]H* (aq) + HCOs" (aq) T H:COs(aq) T H20()) + COz(g)
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Ενδιαφέρον έχει το pH του αίματος, επομένως χρειάζεται μια έκφραση για την συγκέντρωση Η+  με την σταθερά ισορροπίας και τιςσυγκεντρώσεις των άλλων μορφών στην ισορροπία (HCO3-, H2CO3, and CO2   )

Η εξίσωση 1 μπορεί να ξαναγραφεί για να φανεί και η άμεση παρουσία του νερού:
	[image: image19.jpg]ot an scid-base reaction
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H ισορροπία στα αριστερά είναι  μια οξεοβασική ισορροπία γραμμένη αντίστροφα από την συνήθη εξίσωση (3). Το  ανθρακικό οξύ (H2CO3) είναι το οξύ και το νερό είναι  η βάση. Η συζυγής βάση για το H2CO3 είναι το  HCO3- (διττανθρακικό ιόν). Το ανθρακικό οξύ  επίσης  είναι σε ισορροπία με το νερό και το διοξείδιο του άνθρακα όπως δεικνύεται στην ισορροπία (10) δεξιά.  Αυτή η δεύτερη ισορροπία δεν είναι μία οξεοβασική ισορροπία αλλά είναι σημαντική στη ρυθμιστική ικανότητα  του αίματος  όπως μπορούμε να δούμε από την εξίσωση (11)
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ή   pH=pK+log([HCO3-]/ [CO2])
Εξαγωγή της  εξίσωσης του pH του ρυθμιστικού H2CO3 / HCO3-  
Η σταθερά ισορροπίας Κ1 της ισορροπίας  αριστερά στην σχέση (10) είναι: 
	[image: image21.jpg]H,COy
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Ka (βλέπε σχέση  9,) είναι η σταθερά ισορροπίας για την αντίστροφη ισορροπία αριστερά της σχέσης (10). Επομένως η σχέση για την  Ka είναι :
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Η σταθερά ισορροπίας K2  για την δεξιά  ισορροπία της σχέσης (10) είναι :
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Επειδή οι δύο αντιδράσεις ισορροπίας στην σχέση (10) λαμβάνουν χώρα ταυτόχρονα, οι  εξισώσεις 14 και 15 μπορούν να εκληφθούν ως δύο ταυτόχρονες εξισώσεις. Λύοντας ως προς [H2CO3] έχουμε:
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Λύοντας ως προς την [Η+] :
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Επειδή ενδιαφέρει το pH του αίματος, λαμβάνουμε τον αρνητικό λογάριθμο της  [Η+] και του Κ όπου Κ=Κα/Κ2
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[image: image27.jpg]where K.




Η εξίσωση (18) μπορει να ξαναγραφεί με την τελική μορφή:
	[image: image28.png]PH - PK - log

1cos]
[Heo;]







	


                                                        (11)
 ή   pH=pK+log([HCO3-]/ [CO2])
Η εξίσωση αυτή είναι παρόμοια με την εξίσωση Henderson-Hasselbach αλλά δεν πληροί τον ακριβή ορισμό της εξίσωσης Henderson-Hasselbach, επειδή αυτή η εξίσωση περιλαμβάνει και μια ισορροπία διαφορετική από την οξεοβασική (ο ιονισμός του ανθρακικού οξέος  σε διοξείδιο του άνθρακα και νερό), και ο λόγος στην παρένθεση  στην εξίσωση 11 δεν είναι λόγος συγκεντρώσεων του οξέος και της συζυγούς βάσης. Όμως συχνά η εξίσωση 11 αναφέρεται ως εξίσωση Henderson-Hasselbach στα βιολογικά συστήματα.
Όπως φαίνεται από την εξίσωση 11,  το pH του ρυθμιστικού διαλύματος (του αίματος), εξαρτάται μόνο από τον λόγο του ποσού του CO2  στο αίμα προς το ποσό του  HCO3-  (διττανθρακικό ιόν) που ευρίσκονται στο αίμα ( σε συγκεκριμένη θερμοκρασία,  έτσι η pK παραμένει σταθερή). Αυτός ο λόγος παραμένει σχεδόν σταθερός  επειδή οι συγκεντρώσεις και των δύο συστατικών του ρυθμιστικού (HCO3- και CO2) είναι πολύ μεγάλες, συγκρινόμενες με τα ποσά των Η+ που προστίθενται στο αίμα κατά την διάρκεια των συνηθισμένων καθημερινών δραστηριοτήτων και της ήπιας άσκησης. Όταν όμως προστίθενται στο αίμα Η+ ως αποτέλεσμα  μεταβολικών διαδικασιών, το ποσό του HCO3- ( σχετικά με το ποσό του CO2) ελαττώνεται. Όμως το ποσό της αλλαγής είναι ελάχιστο συγκριτικά με το ποσό του που ευρίσκεται στο αίμα. Αυτή η βέλτιστη ρυθμιση συμβαίνει  όταν  το pH είναι  στην περιοχή pH=pK±1 δηλαδή μεταξύ 5.1-7.1.

Όμως το φυσιολογικό pH  του αίματος είναι έξω από την βέλτιστη περιοχή ρύθμισης (φαίνεται στο Σχήμα.4) [image: image29.png]% buffer in the form of HCO;
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Σχήμα 4

Καμπύλη ογκομέτρησης για το ρυθμιστικό H2CO3 / HCO3-
Ο οριζόντιος άξονας  δείχνει την σύσταση  του ρυθμιστικού:  στην αριστερά πλευρά  της καμπύλης, η σύσταση του ρυθμιστικού  είναι στο μεγαλύτερο μέρος υπό την μορφή  του ανθρακικού οξέος ή διοξειδίου του άνθρακα και στη δεξιά πλευρά της καμπύλης  υπό την μορφή  του διττανθακικού ιόντος. Αξίζει να σημειωθεί  ότι όταν ένα οξύ προστίθεται, το pH μειώνεται και το ρυθμιστικό μετατίθεται σε υψηλότερες συγκεντρώσεις H2CO3 και  CO2. Αντίθετα όταν προστίθεται βάση, το pH  αυξάνεται και το ρυθμιστικό μετατίθεται σε υψηλότερες συγκεντρώσεις HCO3- ( βλέπε ιοορροπία 10).
Το  pH του αίματος  (7.4) ευρίσκεται εκτός της περιοχής της μεγαλύτερης ρυθμιστικής ικανότητος (πράσινη περιοχή).
Η εκατοστιαία αναλογία υπό την μορφή  of HCO3- δίδεται από τον τύπο:
[image: image30.png]% bufferinthe _ [Heoy | 100
form of HCO; ~ [HCOZ ]+ [H,C0,]+[C0, ]




Ερώτηση:
Γιατί  η ρυθμιστική ικανότητα του ρυθμιστικού H2CO3 / HCO3_ είναι μέγιστη όταν το pH είναι κοντά  στην τιμή της pK αλλά χαμηλότερη στη τιμή του φυσιολογικού pH? 
H απάντηση είναι στο σχήμα 4
Ερώτηση
Πότε η κλίση της καμπύλης είναι στον μεγαλύτερο βαθμό επίπεδη? Πότε έχουμε μεγαλύτερη ρυθμιστική ικανότητα ?

Απάντηση 
(pH=6.1)

Στο σημείο αυτό η ρυθμιστική ικανότητα είναι μέγιση επειδή μια μετάθεση  στις σχετικές συγκεντρώσεις των HCO3_ και CO2 προκαλεί μικρή μεταβολή στο pH του διαλύματος. Όμως σε τιμές  pH μεγαλύτερες από 7.1,  η κλίση της καμπύλης είναι πολύ μεγαλύτερη. Εδώ μια μεταβολή  στις σχετικές συγκεντρώσεις των HCO3_ και CO2 προκαλεί μεγάλη μεταβολή στο pH.  Eπομένως  στο φυσιολογικό  pH του αίματος 7.4 άλλα όργανα πρέπει να βοηθήσουν στον έλεγχο των ποσών των HCO3_ και CO2 στο αίμα για να διατηρήσουν το pH  σχετικά σταθερό.
Eρώτηση 

Εάν το pH του αίματος είχε φυσιολογική τιμή 6.1 αντί για  7.2, με την άσκηση θα αναμένετο  έντονη αναπνοή? Αιτιολογήστε.. 

Ερώτηση 

Σε τι διαφέρει το σχεδιάγραμμα στο σχήμα 4 από το αντίστοιχο για το ρυθμιστικό διάλυμα των φωσφορικών H2PO4- and HPO42? pK=6.8

Η pK για το ρυθμιστικό των φωσφορικών είναι 6.8, επομένως  επιτρέπει να λειτουργεί στην βέλτιστη περιοχή ρύθμισης σε φυσιολογικό pH. 

Παράδειγμα : Η απομάκρυνση των διττανθρακικών από τους νεφρούς

Η Αρχή του Le Châtelier  μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να εξηγήσει πώς οι νεφροί  βοηθούν στο να εμποδίσουν το εκτεταμένο υψηλό pH  ( κατάσταση  γνωστή ως αλκάλωση). Όταν το pH του αίματος είναι πολύ υψηλό,  οι νεφροί  απομακρύνουν  τα διτταθρακικά  ιόντα (HCO3-) από το αίμα. Καθώς  οι νεφροί  ελαττώνουν  την συγκέντρωση των  HCO3-    του αίματος, η ισορροπία 10 μετατίθεται προς τα αριστερά για να αντισταθμίσει την απώλεια στα HCO3-, σύμφωνα με την Αρχή του Le Châtelier. Όταν η ισορροπία μετατίθεται προς τα αριστερά, περισσότερα H+δημιουργούνται μαζί με  HCO3-. Ως αποτέλεσμα το pH ελαττώνεται. 
Ερωτήσεις:
1.Μια ιατρική ομάδα επειγόντων περιστατικών εξετάζει μια αθλήτρια των Ολυμπιακών αγώνων και βρίσκει ότι έχει αλκάλωση. Ποιό συστατικό του ρυθμιστικού H2CO3 / HCO3-  θα πρέπει να δοθεί στην αθλήτρια για να ελαττώσει το pH του αίματος?

2. Υπεραερισμός (πολύ γρήγορη και βαθιά αναπνοή που ελαττώνει  την συγκέντρωση του CO2  στο αίμα),  προκαλεί ζάλη.

Α. Πως ο υπεραερισμός επηρεάζει το pH του αίματος (το pH αυξάνεται ή μειώνεται κατά τον υπεραερισμό?). Εξηγήστε το με την βοήθεια των μεταθέσεων μιας ισορροπίας. Ποιας ισορροπίας?

Β. Η πρώτη βοήθεια για την αντιμετώπιση του υπεραερισμού είναι ο ασθενής να φυσήξει  (υποαερισμός: κράτημα της αναπνοής, αργή και ρηχή αναπνοή)   σε μια χαρτοσακούλα. Eξηγήστε, συντόμως γιατί αυτή η αντιμετώπιση? Ποιά η επίδραση στο pH με το φύσημα της σακούλας

Ασκηση 16 από το κεφάλαιο 2 του Lenhinger.

Λύση της άσκησης 16: 

Α. Το pH του αίματος ελέγχεται από το σύστημα CΟ2+ Η2Ο===H++HCO3-,  
Kατά την διάρκεια του υποαερισμού, το [CΟ2 ] αυξάνεται στους πνεύμονες και το αρτηριακό αίμα, ωθώντας  την ισορροπία  στα δεξιά, αυξάνοντας την [H+ ] και μειώνοντας το pH.
Kατά την διάρκεια του υπεραερισμού, το  [CΟ2 ] ελαττώνεται στους πνεύμονες και το αρτηριακό αίμα, ελαττώνοντας την [H+ ] και αυξάνοντας το pH πάνω από την φυσιολογική τιμή 7.4.

Γ. Το γαλακτικό είναι μέτρια ισχυρό οξύ, διιστάμενο πλήρως κάτω από φυσιολογικές συνθήκες και έτσι δρα μειώνοντας  το pH του αίματος και στο μυικό ιστό. Υπεραερισμός απομακρύνει τα H+, ανεβάζοντας  το pH  του αίματος και στους ιστούς σε αναμονή της επικείμενης  οξύτητας.

Ερώτηση
To πλάσμα του αίματος περιέχει συνολική συγκέντρωση  [CO2]+[HCO3-]=2.52Χ10-2 Μ. α.Ποιος είναι ο λόγος [HCO3-]/[CO2] και ποια είναι η συγκέντρωση του κάθε συστατικού του ρυθμιστικού σε pH 7.4? β.  Ποιο θα ήταν το pH εάν προστεθούν  10-2 Μ Η+ και η αυξανόμενη συγκέντρωση [CΟ2] δεν δύναται να αποβληθεί? γ. Ποιο θα ήταν το pH εάν προστεθούν  10-2 Μ Η+ και η αυξανόμενη συγκέντρωση [CΟ2] αποβάλλεται (με αποτέλεσμα να παραμένει σταθερή η αρχική συγκέντρωση)?

Να χρησιμοποιηθεί η εξίσωση Ηenderson 
pH=6.1+log[HCO3-]/[CO2]   

   Η++HCO3- === H2O+CO2
Απάντηση
α. [HCO3-]/[CO2]=20/1   [HCO3-]=2.40Χ10-2Μ, [CO2]=1.2Χ10-3 Μ
β. Εάν προστεθούν 0.01 Μ Η+
τελική[HCO3-]=0.024-0.010=0.014 Μ

τελική[CO2]=0.0012+0.010=0.0112 Μ

pH=6.1+log(0.014/0.0112)=6.2
γ. pH=6.1+log(0.014/0.0012)=7.16 Eπειδή  η επιπλέον ποσότητα CO2 αποβάλλεται με την εκπνοή (παραμένει η αρχική συγκέντρωση).

Ποιες είναι οι αναλογίες [CO2]/  [HCO3-]/[CO32- ] στο πλάσμα του αίματος σε pH 7.4?
Aπάντηση

[CO2] /  [HCO3-] / [CO32- ]=1:20:0.0283

To πλάσμα του αίματος σε pH 7.4 περιέχει 2.4Χ10-2 Μ [HCO3-] και 1.2Χ10-3 Μ [CO2]. Υπολογίστε το pH μετά την προσθήκη 3.2 Χ10-3 Μ Η+. Υποθέστε ότι η συγκέντρωση του διαλελυμένου CO2  παραμένει σταθερή στα 1.2Χ10-3 Μ με την απελευθέρωση της περίσσειας του CO2.

Aπάντηση pH=7.34

Βάσει των ανωτέρω, η προσθήκη πρωτονίων στο αίμα προερχόμενη από την έντονη και παρατεταμένη άσκηση, μπορεί να είναι μεγάλη με  αποτέλεσμα να μη μπορεί το ρυθμιστικό του αίματος  μόνο του να ελέγξει αποτελεσματικά το pH. Oταν αυτό συμβαίνει άλλα όργανα πρέπει να βοηθήσουν  για να ασκήσουν έλεγχο στις συγκεντρώσεις του  CO2 and HCO3- στο αίμα. Οι πνεύμονες  απομακρύνουν την περίσσεια του  CO2 από το αίμα (βοηθώντας στην άνοδο του  pH  μεταθέτοντας την ισορροπία  10) και  οι νεφροί απομακρύνουν  την περίσσεια HCO3- από τον οργανισμό (βοηθώντας στην μείωση του pH). H απομάκρυνση του CO2 από το αίμα παρεμποδίζεται εν μέρει, κατά την διάρκεια της άσκησης, όταν ο καρδιακός παλμός είναι  πολύ γρήγορος. Το αίμα αντλείται μέσω των τριχοειδών πολύ γρήγορα και έτσι είναι λίγος ο χρόνος στους  πνεύμονες  για την ανταλλαγή  του διοξειδίου του άνθρακα με το οξυγόνο. Οι τρόποι με τους οποίους  τα τρία όργανα βοηθούν στον έλεγχο του pH του αίματος , μέσω του  ρυθμιστικού των διττανθρακικών φαίνεται στο Σχήμα 3 που ακολουθεί.
	[image: image31.jpg]



	Σχήμα 3

Το σχήμα δείχνει τα κύρια όργανα που βοηθούν στόν έλεγχο των CO2 και HCO3-, ελέγχοντας το  pH του αίματος. 

Η απομάκρυνση του  CO2 από το αίμα βοηθά στην αύξηση του  pH.
Η απομάκρυνση του  HCO3- από το αίμα βοηθά στην μείωση του  pH.


Aλλα Ρυθμιστικά  Συστήματα του Αίματος
Αλλα ρυθμιστικά  διαλύματα επιτελούν μικρότερους ρόλους από το ρυθμιστικό των H2CO3 / HCO3-  στην ρύθμιση του pH στο αίμα. 
·  Το ρυθμιστικό διάλυμα των φωσφορικών 
H pK του φωσφορικού είναι  περίπου 7  και εμπίπτει στην περιοχή ρύθμισης του φυσιολογικού pH. To ρυθμιστικό διάλυμα των  φωσφορικών   έχει μικρότερη συμμετοχή  στη ρύθμιση του pH του αίματος,  επειδή τα συστατικά του  βρίσκονται  σε πολύ χαμηλή συγκέντρωση στο αίμα. Το κυτταρόπλασμα ελέγχεται από το ρυθμιστικό σύστημα των φωσφορικών :
H2PO4 [image: image32.png]


H+ + HPO42 Aυτό το σύστημα προσφέρει την μέγιστη ρυθμιστική ικανότητα κοντά στο pH 6.86  (pKa2 H2PO4 ). Eπίσης προσφέρει ρυθμιστική δράση στα ενδοκυτταρικά υγρά και στα ούρα.
Πρόβλημα: Να αναγραφούν όλες οι ισορροπίες για το φωσφορικό οξύ με τις αντίστοιχες Ka και να αναφερθούν τα συστατικά αυτού του ρυθμιστικού διαλύματος που μπορεί να λειτουργήσει στην ρύθμιση του φυσιολογικού pH. Δίδονται pKa1=2.12  pKa2= 6.86    pKa3=12.32
Oδηγίες: Ποια η σχέση pH και pKa ενός ρυθμιστικού για αποτελεσματική ρυθμιστική δράση? Ποια η τιμή του φυσιολογικού  pH?
· Ο ρόλος των πρωτεϊνών  στον έλεγχο του pH 
                Pr-H [image: image33.png]


Pr + H+
Ελεγχος της πρωτεϊνικής λειτουργίας από το pH
Η πρωτεϊνική  λειτουργία τροποποιείται ανάλογα με το περιβάλλον

Μικροπεριβάλλον και  φαινόμενες pka των ιονιζόμενων λειτουργικών ομάδων των πρωτεϊνών
· Υδρόφοβο μικροπεριβάλλον ( η pK αυξάνεται η μειώνεται? Γιατί?)

· Οι ηλεκτροστατικές επιδράσεις  στις πρωτεΐνες περιλαμβάνουν  μεταβολές στις pΚa. Eυνοϊκές  ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις αυξάνουν την τάση  μιας  ομάδας να ιονισθεί

· Η προσιτότητα  σε ένα διαλύτη και η πολικότητα επηρεάζουν την pΚa 
· O ιονισμός επίσης γίνεται λιγότερο ευνοϊκός από το ογκώδες των περιβαλλόντων αλειφατικών ομάδων
Το ενεργό κέντρο των ενζύμων μπορεί να τροποποιεί τις pΚa
· -COOH pka~3.9  pka~7 σε μη πολικό περιβάλλον
· -COOH γλουταμικού35 στο ενεργό κέντρο της λυσοζύμης  από pka~ 4 pka~6
· O ρόλος της αιμοσφαιρίνης  στον έλεγχο του pH
Προαπαιτούμενη γνώση: 
Α. Δομή του μορίου της αιμοσφαιρίνης (για περισσότερα  βλ. Lehninger σελ 213)

Συνοπτικά…..

Η αιμοσφαιρίνη είναι η πρωτεΐνη  που μεταφέρει το οξυγόνο Ο2 στο αίμα, από τους πνεύμονες στους ιστούς του οργανισμού. Η διευθέτηση και οι αλληλεπιδράσεις  των καταλοίπων των αμινοξέων σε μια πρωτεΐνη καθορίζει το σχήμα της πρωτεΐνης  και συνεισφέρει σημαντικά στη βιολογική της λειτουργία. Η αιμοσφαιρίνη είναι μια σφαιρική πρωτεΐνη  και αποτελείται από τέσσερις υπομονάδες που ονομάζονται και πολυπεπτδικές αλυσίδες.(α2β2).  Κάθε πολυπεπτιδική αλυσίδα  συνδέεται  με τις γειτονικές μέσω διαμοριακών αλληλεπιδράσεων.
[image: image34.png]



Σχήμα 1. Μοριακό μοντέλο της αιμοσφαιρίνης με τις υπομονάδες και τις ομάδες της αίμης
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Σχήμα 2. Μοριακό μοντέλο α-έλικας μιας υπομονάδας της αιμοσφαιρίνης
Β. Ομάδα της αίμης και σύμπλοκες ενώσεις με τον Fe
 Bασικές γνώσεις  χημείας συμπλόκων περιληπτικά  (βλ. βασικές έννοιες περί συμπλόκων  σελ 401, Βασικές Αρχές Ανόργανης Χημείας)
Χημεία Συμπλόκων  συνοπτικά…..βλέπε Παράρτημα 2.
Στην αιμοσφαιρίνη κάθε υπομονάδα περιέχει μια ομάδα της αίμης. Η ομάδα της αίμης περιέχει ένα άτομο σιδήρου, το οποίο μπορεί να συνδεθεί  με  ένα μόριο οξυγόνου. Επειδή η αιμοσφαιρίνη  περιέχει  4 ομάδες αίμης,  δύναται να συνδεδεί  με 4 μόρια οξυγόνου 

Μια από τις πιο σημαντικές κατηγορίες χηλικών παραγόντων στη φύση είναι οι πορφυρίνες (βλέπε Σχήμα  3). Ένα μόριο πορφυρίνης  μπορεί να συνταχθεί (συντονισθεί) με ένα  μεταλλοϊόν, χρησιμοποιώντας τα τέσσερα άτομα αζώτου ως δότες ηλεκρονικών ζευγών, καθιστώντας την ένα πολυσχιδή υποκαταστάτη (Βλέπε  Σχήμα 1 Παράρτημα 2 στο τέλος). Παράδειγμα ενός συμπλόκου της πορφυρίνης είναι η αίμη που συντάσσεται (συντονίζεται)  με το κεντρικό μεταλλοιόν Fe(II) όπως δεικνύεται στο Σχήμα 3.
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 Σχήμα. 3.Παρουσίαση ενός μορίου πορφυρίνης. Οι πορφυρίνες είναι  ετεροκυκλικά  μόρια που δύναται να χρησιμοποιηθούν ως ένας τετρασχιδής υποκαταστάτης 
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Σχήμα 4.Το κατάλοιπο της ιστιδίνης της αιμοσφαιρίνης  δημιουργώντας σύμπλοκη δομή με την αίμη. Η αιμοσφαιρίνη είναι η δεοξυαιμοσφαρίνη δηλαδή δεν έχει προσδεθεί μόριο του οξυγόνου στην ομάδα της αίμης.

Στον οργανισμό, ο σίδηρος της αίμης συντονίζεται  με τα τέσσερα άτομα αζώτου της πορφυρίνης, καθώς επίσης και με ένα άτομο αζώτου του κατάλοιπου ιστιδίνης της πρωτεΐνης αιμοσφαιρίνης. Η έκτη θέση (αριθμός σύνταξης 6) γύρω από τον σίδηρο της αίμης καταλαμβάνεται από το O2  όταν η αιμοσφαιρίνη οξυγονώνεται (οξυαιμοσφαιρίνη). 
Αλλαγές στην διαμόρφωση με την πρόσδεση του οξυγόνου
Η ομάδα της αίμης  είναι μη επίπεδη, όταν είναι στη δεοξυ μορφή (χωρίς την πρόσδεση μορίου οξυγόνου). Ο σίδηρος ωθείται έξω από το επίπεδο της πορφυρίνης,  προς το κατάλοιπο ιστιδίνης, με το οποίο συνδέεται. Αυτή η μη επίπεδη διαμόρφωση είναι χαρακτηριστική της δεοξυ μορφής.Τα ηλεκτρόνια σθένους  των ατόμων, που περιβάλλουν  τον σίδηρο στην ομάδα της αίμης και τα ηλεκτρόνια σθένους του καταλοίπου της ιστιδίνης, σχηματίζουν «νέφη» ηλεκτρονικής  πυκνότητας. Επειδή υπάρχουν απώσεις  των ηλεκτρονίων, οι περιοχές  που καταλαμβάνονται  από τα ηλεκτρόνια σθένους στην ομάδα της αίμης και  στο κατάλοιπο ιστιδίνης  απωθούνται. Ετσι , η πορφυρίνη υιοθετεί  την μη επίπεδη διαμόρφωση, στην οποία ο σίδηρος  είναι έξω από το επίπεδο του δακτυλίου της πορφυρίνης  (Σχήμα.5 αριστερά). Εντούτοις όταν η ομάδα της αίμης είναι στην οξυγονωμένη μορφή ( το άτομο του σιδήρου συνδέεται με ένα μόριο οξυγόνου), η πορφυρίνη υιοθετεί  επίπεδη διαμόρφωση, όπου ο Fe ευρίσκεται στο επίπεδο του δακτυλίου (Σχημα 5 δεξιά)
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Σχήμα 5
Αριστερά παρίστανται  τα ηλεκτρονικά νέφη της ομάδας της αίμης στην δεοξυ μορφή (ρόζ) και της συνδεδεμένης ιστιδίνης  (γαλάζιο). Μη επίπεδη δομή αίμης
Δεξιά παρίστανται  τα ηλεκτρονικά νέφη της οξυγονωμένης αίμης (ρόζ), η συνδεδεμένη ιστιδίνη (γαλάζιο) και το συνδεδεμένο μόριο του οξυγόνου (γκρί).Η αίμη έχει την επίπεδη διαμόρφωση 

Η  επίπεδη και μη επίπεδη διαμόρφωση της ομάδας της αίμης έχει σημαντικές επιδράσεις στην υπόλοιπη πρωτεΐνη της αιμοσφαιρίνης. Όταν ο σίδηρος  κινείται  μέσα στο επίπεδο της πορφυρίνης, με την  πρόσδεση του οξυγόνου, το κατάλοιπο της ιστιδίνης  με το οποίο συνδέεται  ο σίδηρος ωθείται πλησιέστερα στην ομάδα της αίμης. Αυτή η κίνηση του καταλοίπου της ιστιδίνης  προκαλεί μεταθέσεις   άλλων αμινοξέων που ευρίσκονται πλησίον της ιστιδίνης. Όταν τα αμινοξέα στην πρωτεΐνη μετατίθενται από την πρόσληψη οξυγόνου της μιας ομάδας αίμης, τότε μεταβάλλεται η δομή των μεσεπιφανειών μεταξύ  των τεσσάρων υπομονάδων. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα ολόκληρη η πρωτεΐνη να αλλάξει διαμόρφωση. Με την νέα διαμόρφωση είναι ευκολότερο στις άλλες ομάδες της αίμης  να προσλάβουν οξυγόνο. Επομένως  η πρόσδεση του ενός μορίου Ο2 στην αιμοσφαιρίνη,  ενισχύει την ικανότητα της αιμοσφαιρίνης να συνδεδεί με περισσότερα μόρια Ο2. Αυτή η ιδιότητα ονομάζεται συνεργατική πρόσδεση.

Περισσότερα για τον Fe της αίμης….(βλέπε Παράρτημα 3 στο τέλος)
Η επίδραση του CO2 και  των H+ στην πρόσδεση του  O2
Το 1904 ο Christian Bohr ανακάλυψε ότι αυξημένες συγκεντρώσεις του CO2 και  των H+  προάγουν  την απελευθέρωση του Ο2 από την αιμοσφαιρίνη του αίματος. Αυτό το φαινόμενο γνωστό ως επίδραση Bohr είναι ένα ιδιαίτερα προσαρμοστικό χαρακτηριστικό του μηχανισμού ανταλλαγής αίματος-αερίων του οργανισμού. Το αίμα που αντλείται από την καρδιά στους ιστούς και τα όργανα (εκτός από τους πνεύμονες), είναι πλούσιο  σε οξυγόνο (βλ. Σχήμα 6) επειδή αυτοί οι ιστοί απαιτούν οξυγόνο για τις μεταβολικές τους δραστηριότες (π.χ. μυική συστολή). Είναι αναγκαίο για το οξυγόνο  να παραμένει συνδεδεμένο με την  αιμοσφαιρίνη, καθώς το αίμα κινείται μέσω των αρτηριών,  ώστε να μεταφερθεί στους ιστούς. Συγχρόνως, το οξυγόνο πρέπει επίσης  να δύναται να απομακρυνθεί με ευκολία, όταν το αίμα διέρχεται μέσω των τριχοειδών που τροφοδοτούν τους ιστούς του οργανισμού. Όμως,  CO2 και   H+ παράγονται  από τις μεταβολικές  δραστηριότητες  του οργανισμού και έτσι οι συγκεντρώσεις αυτών των σωματιδίων είναι υψηλές  στους μεταβολικά ενεργούς ιστούς του οργανισμού. Επομένως  οι ιστοί που  επιτελούν την μεγαλύτερη  μεταβολική δραστηριότητα (και επομένως  απαιτούν τις μεγαλύτερες  ποσότητες Ο2), παράγουν μεγάλες ποσότητες CO2 και  H+  , διευκολύνοντας  την απελευθέρωση του Ο2 από το αίμα, όπου το Ο2 χρειάζεται. Στους πνεύμονες συμβαίνει το αντίθετο:  υψηλές συγκεντρώσεις Ο2 προκαλούν  την απελευθέρωση CO2 από την αιμοσφαιρίνη.
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Σχήμα  6. Διάγραμμα που δείχνει την ροή του αίματος στο κυκλοφοριακό σύστημα και τα σημεία ανταλλαγής  O2/CO2 στον οργανισμό
1. To αίμα, πλούσιο σε διοξείδιο του άνθρακα, αντλείται από την καρδιά στους πνεύμονες μέσω των πνευμονικών αρτηριών. (Αρτηρίες είναι  αιμοφόρα αγγεία που μεταφέρουν το αίμα μακριά από την καρδιά, οι φλέβες  είναι αιμοφόρα αγγεία που μεταφέρουν το αίμα στην καρδιά)
2. Στους πνεύμονες το CO2 στο αίμα, ανταλλάσεται  με το  O2. 
3. Το αίμα πλούσιο σε οξυγόνο μεταφέρεται πίσω στην καρδιά μέσω των πνευμονικών φλεβών
4. Αυτό το αίμα πλούσιο σε οξυγόνο στην συνέχεια αντλείται από την καρδιά προς τους πολλούς ιστούς και όργανα του σώματος μέσω των συστηματικών αρτηριών.
5. Στους ιστούς οι αρτηρίες στενεύουν σε  μικροσκοπικά τριχοειδή αγγεία. Εκεί το Ο2 του αίματος ανταλλάσσεται με το CO2.
6. Τα τριχοειδή αγγεία διευρύνονται σε συστηματικές φλέβες οι οποίες μεταφέρουν το αίμα πλούσιο σε διοξείδιο του άνθρακα πίσω στην καρδιά.

Πως το CO2 και τα H+ προάγουν την απελευθέρωση του  Ο2 από την αιμοσφαιρίνη?
Αυτά τα συστατικά βοηθούν στον σχηματισμό  αλληλεπιδράσεων μεταξύ των αμινοξικών καταλοίπων  στις μεσεπιφάνειες των τεσσάρων υπομονάδων της  αιμοσφαιρίνης. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις ονομάζονται γέφυρες άλατος, επειδή σχηματίζονται  μεταξύ των θετικά φορτισμένων και αρνητικά φορτισμένων αμινοξικών καταλοίπων στις διάφορες υπομονάδες της πρωτεΐνης  (Σχήμα 7). Όταν σχηματισθούν οι γέφυρες άλατος, οι υπομονάδες της αιμοσφαιρίνης κρατιούνται σε  θέση όπου «τραβούν»  την ιστιδίνη  που είναι προσδεδεμένη στον σίδηρο της αίμης (βλ Σχήμα 5). Αυτό ευνοεί  την θολοτή (μη επίπεδη) διαμόρφωση   που χαρακτηρίζει την δεοξυαιμοσφαιρίνη
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Σχήμα 7
Αριστερά το διάγραμμα δείχνει τις δύο υπομονάδες της δεοξυαιμοσφαιρίνης. Παρουσία CO2 και  H+   (πχ στους μύες), σχηματίζονται φορτισμένες ομάδες  των αμινοξέων  στην μεσεπιφάνεια των υπομονάδων. Αυτές οι φορτισμένες ομάδες  έλκονται ισχυρά με τις ιοντικές αλληλεπιδράσεις  των γεφυρών άλατος  μεταξύ των δύο υπομονάδων και σταθεροποιούν κατ’αυτόν τον τρόπο  της δεοξυ μορφή της αιμοσφαιρίνης.

Όταν το αίμα περνά  μέσω των κυψελιδικών  τριχοειδών των πνευμόνων, το CO2 and τα H+ απομακρύνονται από την αιμοσφαιρίνη και έτσι ευνοείται η διαμόρφωση της οξυαιμοσφαιρίνης (δεξιά).

Όταν η συγκέντρωση των πρωτονίων [H+] είναι χαμηλή  (pH 9), δεν σχηματίζονται θετικά φορτία  στα κατάλοιπα των μεσεπιφανειών των υπομονάδων, έτσι δεν μπορούν να σχηματισθούν  γέφυρες άλατος (δεξιά εικόνα στο Σχημα 7). Όμως σε pH 7, τα κατάλοιπα ιστιδίνης στην μεσεπιφάνεια των υπομονάδων (όχι τα κατάλοιπα της ιστιδίνης  που συνδέονται  με τις υπομονάδες της αίμης)  μπορούν να δεχθούν ένα πρόσθετο πρωτόνιο H+  και έτσι να φορτισθεί θετικά (ισορροπία  1). Όταν σχηματίζονται γέφυρες άλατος με την αλληλεπίδραση  αυτών καταλοίπων ιστιδίνης στην μεσεπιφάνεια  με τα πλησίον αρνητικά φορτισμένα αμινοξικά καταλοίπα , η δεοξυαιμοσφαιρίνη ευνοείται και το οξυγόνο απελευθερώνεται (αριστερά στο Σχήμα 7) 
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Ο αριθμός των αρνητικά φορτισμένων καταλοίπων στις γέφυρες άλατος αυξάνεται με την παρουσία του διοξειδίου του άνθρακα. Το CO2  συνδέεται με την αμινομάδα  (-NH2) μερικών καταλοίπων αμινοξέων στις μεσεπιφάνειες των υπομονάδων και δημιουργείται μια αρνητικά φορτισμένη ομάδα  (-NHCOO-) στο κατάλοιπο (ισορροπία 2). Αυτή η αρνητικά φορτισμένη ομάδα μπορεί να σχηματίσει  γέφυρες άλατος με τα θετικά φορτία σε πρωτονιωμένες ιστιδίνες που περιγράφησαν πρίν. Τα H+ τα οποία παρήχθησαν από την ισορροπία 2 , μπορούν να προσληφθούν από κατάλοιπα ιστιδίνης στην  μεσεπιφάνεια των υπομονάδων (μέσω της ισορροπίας 1).
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Επομένως η μεταβολή σε ολόκληρη την πρωτεϊνική δομή ρυθμίζει την βιολογική λειτουργία της αιμοσφαιρίνης. Αυτή η δομή τροποποιείται με την πρόσδεση ή απελευθέρωση του  CO2 και των  H+  στις μεσεπιφάνειες των υπομονάδων της αιμοσφαιρίνης (Σχήμα 7)
 SHAPE 



Ερώτηση

· Το CO2 προσδένεται στην ίδια θέση στο μόριο της αιμοσφαιρίνης  όπως το  O2?  Εάν όχι, που συνδέεται?

· Συνεισφορά της ιστιδίνης στη ρυθμιστική λειτουργία. Γιατί?  

Οδηγίες. 

Μελετήστε τον ιονισμό της ιστιδίνης και την καμπύλη ογκομέτρησης (έχει δοθεί στις σημειώσεις στην αρχή).Ποια η περιοχή ενδιαφέροντος για την φυσιολογική ρύθμιση?
H πρωτεΐνη αιμοσφαιρίνη μπορεί να συνδεθεί με τα H+ (με αμινοξέα της πρωτεΐνης) ή Ο2, (στον Fe της ομάδας της αίμης), με τον όρο: όταν μία από αυτές τις ενώσεις  προσδένεται ή άλλη απελευθερώνεται (όπως ερμηνεύεται από το φαινόμενο Bohr). Kατά την διάρκεια της άσκησης, η αιμοσφαιρίνη  βοηθά στον έλεγχο τoυ pH  αίματος συνδεόμενη με μερικά Η+ από την περίσσεια Η+ που παράγονται  στους μύες  ( υπενθύμιση:από τον αυξημένο μεταβολισμό, παραγωγή γαλακτικού, άρα παραγωγή Η+) ενώ ταυτόχρονα απελευθερώνεται Ο2 για να χρησιμοποιήσουν οι μύες. 
Eνας ενήλικας σε ηρεμία, καταναλώνει 250 ml O2 ανά λεπτό. Αυτό το Ο2 χρησιμοποιείται για την παραγωγή ενέργειας για τους ιστούς και τα όργανα του σώματος  ακόμη και εάν το άτομο είναι σε ηρεμία. Οι ανάγκες για οξυγόνο αυξάνονται σημαντικά  κατά την διάρκεια άσκησης ή  άλλων επίπονων δραστηριοτήτων. Το οξυγόνο μεταφέρεται  με το  αίμα από τους πνεύμονες στους ιστούς όπου καταναλώνεται. Μόνο 1.5% του οξυγόνου που μεταφέρεται από το αίμα είναι διαλυμένο  στο πλάσμα του αίματος. Το περισσότερο οξυγόνο μεταφέρεται  μέσω της αίμης. Αυτός ο μηχανισμός είναι ικανός  για την μεταφορά μεγάλων ποσοτήτων οξυγόνου που χρειάζεται ο οργανισμός και επιτρέπει  την αποδέσμευση  από το αίμα όταν αυτό καταφθάσει στου ιστούς  που απαιτούν το περισσότερο οξυγόνο.
Συμπερασματικά: Tι συμβαίνει στο αίμα κατά την διάρκεια της άσκησης?
Όταν ασκούμεθα,  αρκετές διαδικασίες συνεργάζονται από κοινού  και παρεμβαίνουν κατά την μεταβολή του pH του αίματος (βλέπε Σχήμα 5) 
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	Σχήμα  5
Αυτό το διάγραμμα  δείχνει την κατεύθυνση της διάχυσης μεταξύ του αίματος και των μυικών κυττάρων  για τα  H+, CO2, και O2 κατά την διάρκεια της άσκησης. 

Οι προκύπτουσες  μεταβολές   στις συγκεντρώσεις  επηρεάζουν την ισορροπία του ρυθμιστικού συστήματος  όπως δεικνύεται στην επάνω   δεξιά γωνία του διαγράμματος (κίτρινο χρώμα)


Τα ακόλουθα βήματα σκιαγραφούν τις διαδικασίες που επηρεάζουν τα ρυθμιστικά  συστήματα του αίματος κατά την διάρκεια της άσκησης
· Η αιμοσφαιρίνη μεταφέρει  O2 από τους πνεύμονες στους μυς μέσω του αίματος .

· Οι μύες χρειάζονται περισσότερο  O2  από το κανονικό, επειδή η μεταβολική τους δραστηριότητα  είναι αυξημένη κατά την διάρκεια της άσκησης. Επομένως η ποσότητα του οξυγόνου στον μυ εξαντλείται, με αποτέλεσμα να δημιουργηθεί μια διαβαθμίδωση συγκέντρωσης μεταξύ των μυικών κυττάρων και του αίματος στα τριχοειδή. Το οξυγόνο διαχέεται από το αίμα στους μύες, εξαιτίας αυτής της διαβαθμίδωσης συγκέντρωσης.
· Οι μύες παράγουν CO2 και  H+ ως αποτέλεσμα του αυξημένου μεταβολισμού, δημιουργώντας διαβαθμιδώσεις συγκέντρωσης στην αντίθετη κατεύθυνση από την διαβαθμίδωση του  O2.

· Το  CO2 και τα  H+ ρέουν από τους μυς στο αίμα, μέσω αυτών των διαβαθμιδώσεων συγκέντρωσης.

· Η ρυθμιστική δράση της αιμοσφαιρίνης τίθεται σε έργο προσλαμβάνοντας τα επιπλέον H+ και το  CO2.

· Εάν τα ποσά  των  H+ και  CO2 υπερβαίνουν την ρυθμιστική ικανότητα της αιμοσφαιρίνης, τότε η ισορροπία H2CO3 / HCO3-  (10) επηρεάζεται όπως προβλέπεται από την Αρχή του  Le Châtellier. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το  pH του αίματος να μειώνεται, προκαλώντας οξέωση .

· Οι πνεύμονες και οι νεφροί αποκρίνονται στις μεταβολές του  pH, απομακρύνοντας από το αίμα  CO2, HCO3-, και  H+ .
Επομένως, ……

Επειδή όλες οι βιολογικές διαδικασίες εξαρτώνται από το pH, τα κύτταρα και  οι οργανισμοί πρέπει να διατηρούν ένα ειδικό και σταθερό pH για να διατηρούν τα ένζυμά τους στην βέλτιστη  κατάσταση πρωτονίωσης. Επομένως, ο οργανισμός έχει αναπτύξει χημικές διαδικασίες που υπόκεινται σε λεπτή ρύθμιση (βασισμένες στην ρυθμιστική ικανότητα και την οξεο-βασική ισορροπία) που συνεργάζονται προκειμένου να ελέγχουν τις αλλαγές που προκαλούνται στο pH.
Για την επίτευξη του στόχου……..

1. To κυτταρόπλασμα –ελέγχεται από το ρυθμιστικό σύστημα των   φωσφορικών:
H2PO4 [image: image45.png]


H+ + HPO42 
2.  To αίμα- πρέπει να διατηρείται σε pH ~7.4 (pH < 6.9 και  >7.6 είναι απειλητικά  για την ζωή). Το pH του αίματος ελέγχεται από το σύστημα των διττανθρακικών: 
CO2(g) [image: image46.png]


CO2(aq) + H2O(l) [image: image47.png]


H2CO3(aq) [image: image48.png]


H+(aq) + HCO3(aq)
Οι ιστοί απελευθερώνουν   CO2 στο αίμα, όπου αυτό μετατρέπεται  σε  HCO3 .Με αυτή την μορφή, μεταφέρεται στους πνεύμονες όπου μετατρέπεται  πίσω σε αέριο CO2 για εκπνοή. Το  pH εξαρτάται από τις  [H2CO3] και [HCO3 ], και η  [H2CO3] εξαρτάται από το  CO2 που είναι διαλελυμένο στο αίμα. 
Αναπνοή:
Οι ιστοί απελευθερώνουν  H+ στο αίμα: 

· [H+] αυξάνεται

· [H2CO3] αυξάνεται

· [CO2] διαλελυμένο στο αίμα αυξάνεται

· Η πίεση του  CO2 στους πνεύμονες αυξάνει

· Εκπνοή λαμβάνει χώρα αποκαθιστώντας την ισορροπία

Απελευθέρωση  OH από τους ιστούς στο αίμα (ή απομάκρυνσης  H+ από το αίμα): 

· [H+] ελαττώνεται

· [H2CO3] ελαττώνεται

· [CO2] διαλελυμένο στο αίμα ελαττώνεται

· Η πίεση του  CO2 στους πνεύμονες ελαττώνεται

· Εισπνοή λαμβάνει χώρα, αποκαθιστώντας την ισορροπία
Τα κύρια ρυθμιστικά συστήματα στον οργανισμό
	Το ρυθμιστικό των διττανθρακικών 
	CO2 + H2O [image: image49.png]


H2CO3 [image: image50.png]


H+ + HCO3 
	Στο πλάσμα του αίματος

	Αιμοσφαιρίνη
	Hb-H [image: image51.png]


Hb + H+
	Στο εσωτερικό των ερυθροκυττάρων

	Ρυθμιστικό φωσφορικών
	H2PO4 [image: image52.png]


H+ + HPO42 
	Κυτταρόπλασμα-ούρα

	Πρωτεΐνη
	Pr-H [image: image53.png]


Pr + H+
	Ενδοκυτταρικό υγρό


Παράρτημα 1
Διάχυση και διαβαθμίδωση συγκέντρωσης
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Το σχεδιάγραμμα στο πάνω μέρος του Σχήματος δείχνει την μεταβολή της συγκέντρωσης συναρτήσει του χρόνου που λαμβάνει χώρα, όταν ένα διάλυμα κάποιου σωματιδίου Α με 1.0 Μ συγκέντρωση, τοποθετείται σε επαφή μέσω μιας ημιδιαπερατής μεμβράνης,  με  άλλο διάλυμα του σωματιδίου συγκεντρώσεως 0.01 Μ. Η μπλέ γραμμή παριστά   την συγκέντρωση του σωματιδίου στο διάλυμα Α και η κόκκινη παριστά την συγκέντρωση του σωματιδίου στο διάλυμα Β. Με την πάροδο του χρόνου, οι συγκεντρώσεις  γίνονται ίσες χωρίς περαιτέρω μεταβολή. Στο σημείο αυτό τα διαλύματα ευρίσκονται σε δυναμική ισορροπία 

Το κάτω σχήμα δείχνει  τα δύο διαλύματα  σε επαφή, μετά από  περίπου 2 seconds. 

Στα βιολογικά συστήματα όπως ο νεφρός, τα δύο διαλύματα συχνά χωρίζονται από μια μεμβράνη. Ο πρωτεϊνικοί πόροι στην μεμβράνη αφήνουν τα σωματίδια να διασχίσουν  την μεμβράνη, ρέοντας «κατηφορικά της διαβάθμισης της συγκέντρωσης» μέχρι να επιτευχθεί ισορροπία.

Παράρτημα 2
Σύμπλοκα μετάλλων στον οργανισμό
Τα μεταλλικά ιόντα είναι ιδανικά για χρήση στα βιολογικά συστήματα, λόγω της ικανότητάς τους να συντάσσονται (προσδένονται) με υποκαταστάτες (προσδέτες) και στη συνέχεια να τους  απελευθερώνουν. Το πιο σύνηθες μεταλλοϊόν στον οργανισμό είναι  ο σίδηρος,  ο οποίος παίζει σημαντικό ρόλο σε όλα σχεδόν τα κύτταρα. Για παράδειγμα σύμπλοκες ενώσεις του σιδήρου χρησιμοποιούνται για την μεταφορά του οξυγόνου στο αίμα και τους ιστούς.

Τα σύμπλοκα μεταλλοϊόντων αποτελούνται από ένα μεταλλοϊόν (κεντρικό ιόν ή δέκτης) που συνδέεται δεσμικά  με έναν αριθμό ανιόντων ή ουδετέρων μορίων τα οποία καλούνται  προσδέτες ή υποκαταστάτες-δότες (ligands) μέσω ομοιοπολικών δεσμών-σύνταξης (coordinate-covalent bonds) (Bλέπε σχήμα 1). Για παράδειγμα ο υποκαταστάτης  αμμωνία (:NH3) στο σχήμα είναι  ένας μονοσχιδής υποκαταστάτης,δηλ κάθε μονοσχιδής υποκαταστάτης σε ένα σύμπλοκο μεταλλοιόντος κατέχει μόνο ένα άτομο δότη- ηλεκτρονικού ζεύγους και καταλαμβάνει  μόνο μια θέση  στην σφαίρα σύνταξης ενός μεταλλοϊόντος. Ο αριθμός των μορίων ή ιόντων που είναι κατευθείαν συνδεδεμένα με το κεντρικό άτομο ονομάζεται αριθμός σύνταξης (ο συνολικός αριθμός στο σύμπλοκο των δεσμών κεντρικού μεταλλοιόντος-υποκαταστάτη) (συνήθως μεταξύ 2-10). Μερικοί υποκαταστάτες έχουν δύο ή περισσότερα άτομα δότες-ηλεκτρονικού ζεύγους, που μπορούν ταυτόχρονα να συντάσσονται  με το κεντρικό μεταλλοϊόν και καταλαμβάνουν  δύο ή περισσότερες θέσεις σύνταξης. Αυτοί οι υποκαταστάτες ονομάζονται πολυσχιδείς. Ονομάζονται επίσης και χηλικοί παράγοντες-υποκαταστάτες (από την αρχαία ελληνική λέξη χηλή: το σχιζόμενο στα δύο νύχι) επειδή φαίνεται να πιάνουν το μεταλλοϊόν  μεταξύ δύο ή περισσοτέρων  ατόμων δοτών –ηλεκτρονικού ζεύγους.
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Σχήμα 1
Ενας ομοιοπολικός -δεσμός- σύνταξης( παρίσταται με το πράσινο βέλος στο Σχήμα 1) σχηματίζεται όταν το μοιραζόμενο ζεύγος ηλεκτρονίων  προέρχεται   από  το ίδιο άτομο-δότη του υποκαταστάτη.  Το  επάνω σχήμα δείχνει  ένα ομοιπολικό δεσμό σύνταξης μεταξύ ενός μεταλλοϊόντος (πχ Fe κόκκινο χρωμα) και ενός μονοσιχιδούς υποκαταστάτη (monodentate) (υποκαταστάτης που περιέχει  μόνο ένα άτομο δότη ηλεκτρονικού ζεύγους, δεικνύεται με μπλέ χρώμα). Το κάτω σχήμα δείχνει  ένα μεταλλοϊόν  με ομοιοπολικούς δεσμούς –σύνταξης  με ένα δισχιδή (bidentate) υποκαταστάτη (ένα υποκαταστάτη που περιέχει  δύο άτομα-δότες που ταυτόχρονα συντάσσονται με το μεταλλοϊόν) (δεικνύεται με κίτρινο χρώμα). 
Παράρτημα 3
Στην  αιμοσφαιρίνη, όταν  λείπει ο έκτος υποκαταστάτης, ο  Fe2+ είναι σε κατάσταση υψηλού –spin . Ο συντονισμός  με το οξυγόνο έχει ως αποτέλεσμα την διαμαγνητική οξυαιμοσφαιρίνη, με μεταβολή της κατάστασης του spin και τον σχηματισμό συμπλόκου χαμηλού –spin.. Είναι πιθανό,  το μόριο της αίμης να «προσαρμόζεται» ανάλογα , από τους υποκαταστάτες του για την δυνατότητα σύζευξης του spin.H ακριβής μοριακή διευθέτηση του οξυγόνου στην οξυαιμοσφαιρίνη παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον για την κατανόηση της χημείας  της μεταφοράς και αποθήκευσης  του οξυγόνου.. Το μόριο του οξυγόνου συντονίζεται μέσω ενός γωνιακού~sp2 υβριδικού μονήρους ζεύγους.

Στη κενή έκτη θέση στο σύμπλοκο της αίμης  μπορούν να προσδεθούν και άλλοι υποκαταστάτες εκτός από το οξυγόνο. Υποκαταστάτες με  δυνατότητα π-δεσμικής αλληλεπίδρασης όπως μονοξείδιο του άνθρακα ιδιαίτερα ευνοούνται όπως και υποκαταστάτες που περιέχουν θείο και φώσφορο δύνανται να προσδεθούν πιο ισχυρά από το ασθενώς συνδεόμενο οξυγόνο και παρουσία μεγάλων ποσών αυτών των υποκαταστατών η αιμοσφαιρίνη δεν είναι πλέον διαθέσιμη  για μεταφορά οξυγόνου. 

Ο Fe2+ σε κατάσταση χαμηλού spin είναι 17 pm μικρότερος από τον Fe2+ σε κατάσταση υψηλού spin και κατ’αυτόν τον τρόπο προσαρμόζεται ανάλογα και με καλή εφαρμογή, στην   «τρύπα» του δακτυλίου της πορφυρίνης. Επομένως  ο Fe2+ υφίσταται  συρρίκνωση, κατά την μετακίνησή του στον δακτύλιο της πορφυρίνης, με την συνακόλουθη πίεση στο πρωτεϊνικό σύστημα.
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 Το έναυσμα για την μετάβαση  από την κατάσταση υψηλού spin σε κατάσταση χαμηλού spin είναι ένα ενδιαφέρον παράδειγμα για το πώς μια απλή «ανόργανη» μεταβολή, όπως από  κατάσταση υψηλού spin σε κατάσταση χαμηλού spin μπορεί να είναι υπεύθυνη για μια τόσο σημαντική βιολογική λειτουργία. Η μεταβολή στην διαμόρφωση των πρωτεινικών  αλυσίδων από την Τ (“tense” ή δεόξυ)  στην R (“relaxed” ή οξυ)  κατάσταση, που πυροδοτήθηκε από την αλλαγή στην κατάσταστη του spin του σιδήρου, έχει ως αποτέλεσμα  ενεργειακή διαφορά στην συγγένεια για το οξυγόνο των δύο μορφών, η οποία είναι υπεύθυνη για την συνεργατικότητα…

Θα πρέπει να ανακαλούμε στην μνήμη μας, ότι η μειωμένη συγγένεια της μορφής Τ είναι  μια επινόηση της φύσης που καθιστά ικανή την αιμοσφαιρίνη να απωθεί το μόριο του οξυγόνου  (RT) στους ιστούς και να το μεταφέρει στην μυοσφαιρίνη…

Στον πίνακα που ακολουθεί βλέπετε τις δύο καταστάσεις του  spin (LS-HS, χαμηλό-υψηλό) για τον Fe2+ και με την αντίστοιχη διαφοροποίηση στην ακτίνα 
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