Arh. hig. rada, 14 (1963) 179

STVARAN]JE HEMIGLOBINA SUSENJEM KRVI
II Kinetika ove reakcije
Dudanka Mixkac-Devid

Medicinski fakultet, Bolnica Dr. M. Stojanovié, Zagreb
(Primljeno 9. X 1963)

U nizu pokusa pod raznim uvjetima, ispitana je reakcija stvaranja
hemiglobina u krvnim mrljama. Odredivanja hemiglobina vriena su mo-
dificiranom Heilmeyerovom metodom na principu diferencijalne spek-
tralne fotometrije. Utvrdeno je da je brzina reakcije najveta u vremenu
sufenja od prvog do letvrtog sata, a da ni nakon osam dana ne dostiZe
vrijednost od 100°%0 Kako koli¢ina stvorenog hemiglobina ovisi o vre-
menu suSenja, reakcija je prafena i s aspekta kemijske kinetike, pa je
konstatirano da se podvrgava zakonima kinetike za reakcije I reda. Kom-
parirano je pona$anje stvaranja hemiglobina i u uzorcima koji su uz
hemoglobin imali i postotak fetalnog hemoglobina te karboksihemoglo-
bina. Uéinjena je usporedba sa stvaranjem hemiglobina pod tim uvje-
tima i u krvi nekih sisavaca i ptica.

Poznato je da se u krvi koja cirkulira osim reduciranog hemoglobina
i oksihemoglobina nalaze i male koli¢ine methemoglobina. U methemo-
globinu Zeljezo se nalazi u trovaljanom obliku, stoga se po Paulingu (1)
zove hemiglobin, a promijena ie karakteristi¢cna u prvom redu u hem
diielu molekule, iako neki radovi ukazuju da istovremeno i u globinskom
dijelu molekule dolazi do oksidacije nekih grupa (2, 8).

In vive se u normalnim uvjetima stalno stvara hemig'obin, ali sistem
reduktaza eritrocita prevodi stvoreni hemiglobin ponovo u hemoglobin
i odrZava ravnotezu reakcije hemoglobin-hemiglobin na nivou vrlo ni-
skih koncentracija hemiglobina. FizioloS§ka gornja granica hemiglobina
u krvi koia cirkulira je prema Heubneru (4) 2,4%, Paulu (5) 0,5%, a
prema Slykew (6) 1°%. U slutaiu poremetnje encimatskog reduktivnog
sistema odgovornog za gornju ravnoteZu, nagomilavaju se veée koli¢ine
hemiglobina u krvi. Encimatski sistem zataii ili zbog hereditarnog de-
fekta ili zbog djelovanja odredenih kemijskih agensa. Kako hemiglobin
ne moZe labilno vezati kisik poput hemoglobina, to njegova veta koncen-
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tracija, nastala iz oba izloZena razloga, stvara patolo¥ko stanje organi-
zma, takozvanu hemiglobinemiju.

Osim stvaranja hemiglobina in vivo, postoje i procesi prelaza hemo-
globina ili oksihemoglobina u hemiglobin in vitro. Poznato je da kod
krvnih mrlja koje se suSe na zraku dolazi do stvaranja veéih koli¢ina
nemiglobina. Znacajno je i to da je ta oksidacija u kvantitativhom po-
gledu ovisna o vremenu suenja pa se dade pratiti s aspekta kemijske
kinetike. Kako je ovaj problem interesantan u nekim sudsko-medicin-
skim slu¢ajevima istrazivanja krvnih mrlja, to je cilj ovog rada prouditi
oyu reakciju u raznim uvjetima i ispitati kinetiki tok reakcije.

METODA I REZULTATI RADA

Za suSenje krvi upotrijebljen je ovaj nadin rada: odredena kolitina
krvi nanesena je u jednakomjerno razdjelnim kapljicama u staklene po-
sudice, Petrijeve zdjele, suSena na zraku i u odredenim vremenskim
razmacima ustanovljen je sadriaj na hemiglobinu. Za odredivanje he-
miglobina sluzili smo se metodom diferencijalne spektralne fotometriie,
(7) koja je metoda prilagodena odredivanju u krvnim mrljama (8). Ova
nam se tehnika pokazala vrlo prikladna upravo zbog kinetitkog ispiti-
vanja toka krivulje.

Za svaki vremenski period, iz tehnitkih razloga, analiza je vriena iz
uzorka koji je suSen zasebno. MoZe se smatrati da su odstupania poje-
dinih vrijednosti unutar jednog pokusa od srednje vrijednosti krivulje
za brzinu rcakcije u vezi s tim natinom pripreme uzoraka.

Kao materijal sluZila je krv koja se daje kod transfuzije, ali koja iz
bilo kojeg razloga nije bila pogodna za pacijenta. Krv je sadrzavala
smjesu natrijeva citrata i dekstroze. Komparativne analize te krvi sa
svjeze izvadenom krvi uz antikoagulans kalijev oksalat, i sa krvi napra-
sno umrle osobe, pokazale su da ova sredstva, dodana u svrhu antikoagu-
lacije i konzerviranja, ne utjetu na reakciju stvaranja hemiglobina.

Kao prvo, promatralo se nastajanje hemiglobina u suSenoj krvi u pe-
riodu od 24 sata. Svaki sat je vriena analiza. Rezultati su prikazani na
dijagramu 1. Iz toka krivulje u periodu prvog sata vidi se da je kolidina
stvorenog hemiglobina mala, izmedu prvog i drugog sata krivulia naglo
raste i dostize vrijednosti od 40%9 hemiglobina. Daljim su$eniem sve
do 24 sata povecava se koncentracija hemiglobina za svega jo§ oko 20%.

SuSenjem krvi nekoliko dana nije se postigao potpuni prijelaz hemo-
globina u hemiglobin, jer je nakon 8 dana bilo samo 80% hemiglobina
(dijagram 2).

Najinteresantniji je tok krivulje u periodu od prvih nekoliko sati, pa
smo dalja ispitivanja vrdili u periodu sufenja od 4 sata, analizirajuéi
uzorke u razmacima od 20 minuta (dijagram 3).
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Kad smo suenje proveli s opranim eritrocitima, koje smo radi iste
koncentracije razrijedili s fizioloskom otopinom soli na prvotni volu-
men, krivulja stvaranja hemiglobina (dijagram 4) pokazuje da je zbog
nedostatka, u prvom redu, askorbinske kiseline i glutationa u prvim fa-
zama sulenja stvaranje hemiglobina ubrzano, jer nije bilo faktora koji
bi djelovali u ovoj fazi na redukciju stvorenog hemiglobina.

U krvi koja sadr?ava znatnu koli¢inu karboksihemoglobina, u nasem
slu¢aju imali smo 74% karboksihemoglobina, oksidirao se samo hemo-
globin u hemiglobin. Karboksihemoglobin je toliko stabilan da ostaje i u
fim uvjetima neizmijenjen (dijagram 5).

Fetalni hemoglobin nije pri sufenju utjecao na brzinu stvaranja hemi-
globina. Ispitana je krv djeteta sa 3,3%0 fetalnog hemoglobina odrede-
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‘ nog po metodi Singera (9). Uzorci placentarne krvi s postotkom fetalnog
hemoglobina od 50-60°% u komparaciji s krvi koja sadrfava samo he-
moglobin, tj. krvi normalnog odraslog ¢ovjeka, potvrdili su navedeni
eksperiment. To je znalajno, jer fetalni hemoglobin in vivo ima veti
afinitet prema kisiku u smislu peroksidnog vezivanja kisika, a isto tako
u smislu lak$e oksidacije u hemiglobin (dijagram 6). Kod djece dolazi
lakie do hemiglobinemije uzrokovane nitratima iz tekuée vode zbog
toga $to nitrati, odnosno nitriti koji nastaju iz nitrata, lakSe stvaraju
l(1en)1iglobin s fetalnim hemoglobinom negoli s hemoglobinom odraslih
10).

Brzina reakcije stvaranja hemiglobina kod nekih Zivotinjskih vrsta
komparirana je s istom reakcijom u krvi ¢ovjeka. Kod sisavaca je uzeta
u razmatranje krv konja, krave, teleta, ovce 1 psa. Uza svaki uzorak krvi
¥ivotinje paralelno je radena kontrolna serija. Samo kod krvi psa uoene
su razlike. Hemiglobin se stvarao sporije negoli kod éovjeka (dija-
gram 7).
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Osim sisavaca, od Zivotinjskih vrsta uzete su u razmatranje ptice. Ova
vrsta bila je u tim pokusima zanimljiva, jer ptice imaju eritrocite s je-
zgrom, pa se postavilo pitanje pokazuje li takva krv ikakve razlike u
brzini reakcije stvaranja hemiglobina kod suSenja krvi, s obzirom na
ponaSanje krvi pod tim uvjetima kod ovjeka. Pokusi su radeni s krvi
pili¢a i purana (dijagram 8). U svim eksperimentima te vrste zapazeno
je brZe nastajanje hemiglobina negoli kod ¢ovjeka. Razlog tome bit ée
upravo u drugatijoj gradnji eritrocita, a to uvjetuje briu oksidaciju.
Razlog mofe biti i u tom da globinska komponenta tih krvi daje manju
stabilnost hemoglobina s obzirom na oksidativnj prijelaz u hemiglobin.




STVARANJE HEMIGLOBINA 189

Kineticka obrada reakcije

Kod prijelaza hemoglobina u hemiglobin reaktanti koji sudjeluiu su
hemoglobin i kisik iz zraka. Koncentracija druge komponente, kisika iz
zraka, nalazi se u reakcionoj smjesi u velikom suviSku, pa promjena nje-
zine koncentracije ne utjele na brzinu reakcije, tj. samo koncentracija
hemoglobina uvjetuje red reakcije.

Tablica 1

[zralunavanje konstante brzine reakcije u kontrolnoj seriji u pokusima sa krvi krave.
Analize radene 4 sata svakih 20 minuta

100
t t X x 100 —x" | log— 0,4343 k
100 — x’
0 0
20 1.6
40 0 0 100 87 0,00000 —
60 46 20 954 8,3 0,02045 000102
80 12.6 40 87.4 16,3 0,05849 0.00145
100 22,5 60 77,5 26,2 0.11070 000184
120 24,4 80 75,6 28.1 0.12148 000151
140 255 100 74,5 292 0,12784 000127
160 26.5 120 402 | 0,13371 0.00111
180 28.8 140 71.2 42.5 0,14752 i 000105
200 30 160 70 437 0,15490 : 0 00096
220 40,6 180 59.4 443 0,22621 | 0.00126
240 41,3 200 58,7 45 0,23136 ‘ 0,00115
i
Srednja vrijednost 0.4343 l 0,00126
k=] 000298

Stoga smo pokuSali ratunati konstantu brzine reakeije kao za reakcije
I reda, oznativéi sa 100 koncentraciju hemoglobina na potetku reakcije,
tj. u vremenu t,. Nakon vremena t smanjila se koncentracija hemoglo-
bina na 100—x, ako sa x imenujemo koli¢inu stvorenog hemiglobina. Na
tablici 1 dajemo podatke za konstantu brzine reakcije za jednu od reak-
cionih krivulja ratunane prema jednadzbi:

K 1 | 100
= —_— |0 —
0,4343t ° 100 — x
Kako smo kod svih izratunavanja konstante brzine reakcije za cijelu
seriju pokusa dobili iste vrijednosti s malim odstupanjima, potvrdena je
pretpostavka da se kinetika te reakcije podvrgava zakonu za reakcije
I reda. :
Vrijeme potrebno za stvaranje 50%o hemiglobina ratunano za reakcije
I reda kreée se za nafu ispitanu reakciju od 150 do 232 minute.
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DISKUSIJA

- U cksperimentalnom dijelu dao je prikazani rad rezultate koji omo-
gucuju stvarati odredene zakljuke s obzirom na tok stvaranja hemiglo-
bina u krvi in vitro za vrijeme sufenja. Sam tok eksperimentalne krivulje
sastoji se iz tri faze. U prvoj fazi, koju smo nazvali indukciona faza, po-
stotak stvorenog hemiglobina je vrlo nizak kroz du#i period vrems=na.
Ovo tumadimo time $to su u toj fazi sistemi reduktaza koji in vivo odria-
vaju ravnotezu hemoglobin — hemiglobin jos uvijek aktivni i uspijevaju
stvoreni hemiglobin reducirati, te njegova koncentracija ostaje u niskim
vrijednostima. Ova indukciona faza s kinetitkog stajalifta nije zani-
mljiva, pa u nekim serijama izratunavanja konstante brzine reakcije
nije ovaj dio krivulje uzet u obzir. U tom sluCaju se ordinata pomakla,
1 sa x’ oznalen je postotak hemiglobina, a sa t’ vrijeme u ¢asu kad se
pocelo ratunati.

U drugoj fazi, koja zauzima najveéi dio krivalje u pokusima ispiti-
vanja u periodu od 4.sata, prevladava komponenta oksidacije kisikom
1z zraka, krivulja je strma, postotak hemiglobina u malim vremenskim
razmacima brzo raste. Ovo tumadimo time da je encimatski sistem koji
djeluje in vivo u toku sulenja postao sve vife inaktivan pa nije u mo-
guénosti stvoreni hemiglobin u dovoljnoj mjeri reducirati. Promatrajuéi
konstantu brzine reakcije u sve tri faze, mogli bismo reéi da ova druga
faza najbolje zadovoljava zahtjeve jednostavne kinetike.

Treta faza je kad se ponovo usporava brzina nastajanja hemiglob’na.
Znaajno je istaknuti da se ni nakon suSenja od nekoliko dana niie
stvorilo 100% hemiglobina. MoZe se pretpostaviti da se redukcioni en-
cimi suSenjem ipak ne inaktiviraju potpuno i zato sprefavaju po‘puni
prijelaz hemoglobina u hemiglobin, Dalje se mo?e pretpostaviti da u
krvi djeluju i za vrijeme sufenja neke tvari reduktivnog karaktera kao
npr. askorbinska kiselina, koje 's redoks-sustavom hemoglobin-hemiglo-
bin stvaraju redoks ravnote¥e koje leze negdje kod 80%% hemiglobina, i
u momentu kad se krv potpuno osu¥i na neki nadin stagniraju. Osim
toga, razlog moZe biti i u tome $to je kisiku u toj fazi smanjena mogué-
nost difuzije zbog jednog krutog povriinskog sloja pa je oksidacija uspo-
rena. Cini se da ovaj posljednji efekt igra najveéu ulogu.

ZAKLJUGAK

Ispitana je reakcija nastajania hemiglobina u krvi pri sufeniu. Pokusi
su radeni u raznim eksperimentalnim uvietima. Osim u krv} odraslog
normalnog &ovjeka, praéeno je stvaranje hemiglobina u krvi ko‘a sadr-
Yava manji ili veéi postotak fetalnog hemoglobina, zatim sa samim eri-
trocitima i u krvi u kojoj se veéi dio hemoglobina nalazi kao karboksihe-
moglobin. U krvi Zivotinja razlike su u uporedenju s pona$anjem krvi
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ovieka uolene od ispitivanih vrsta sisavaca samo kod pasa. Kod ptica je
stvaranje hemiglobina tim putem znatno brie negoli kod Covjeka.
S aspekta kemijske kinetike, utvrdeno je da se ta reakcija deSava po
zakonima za kemijske reakcije I reda. :

Zahvaljujem prof. dru GoriSeku, Veterinarski Fakultet, Zagreb, koji
nam je omoguéio rad s krvlju Zivotinja.
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Zusammenfassung

DIE BILDUNG DES HAMIGLOBINS BEIM TROCKNEN
VON BLUT IL DIE KINETIK DIESER REAKTION

Fs wurde die Reaktion der Himiglobinbildung beim Trocknen von Bluttropfen
untersucht. Der Himiglobingehalt der Tropfen wurde mit Hilfe der differentialen
Spektralanalyse bestimmt®, Eine bestimmte Blutmenge wurde in flache Schalen auf-
getroft und die Reaktion wihrend der Trocknung im Verlaufe von 24 Stunden ver-
folgt. Aus dem Verlauf der erhaltenen Kurven (Himiglobingehalt-Zeit) ist ersichtlich
dass die Bildungsgeschwindigkeit des Himiglobins in der ersten Stunde gering ist.
In der zweiten und dritten Stunde nimmt der Himiglobingehalt im trocknenden Blut
rasch zu und erreicht den Wert von 40" vom Gesamtgehalt des Blutfarbstoffs. Beim
weiteren Trocknen des Blutes erhdht sich der Hamiglobingehalt in 24 Stunden nur
noch um etwa 20% Beim Trocknen des Blutes wihrend 8 Tagen wurden nur etwa
800 des Hiamoglobins in Himiglobin verwandelt.

Die langsame Bildung des Hiamiglobins in der ersten Trocknungsphase kann damit
erklirt werden, dass in dieser Phase die Reduktasensysteme, die in vivo das normale
Gleichgewicht Himoglobin — Himiglobin aufrecht erhalten, noch wirksam sind. In
der zweiten Phase inaktivieren sich immer mehr die Enzymsysteme und die Reduktion
des gebildeten Himiglobins wird dadurch immer weniger moglich. In der dritten
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Trocknungsphase nimmt die Himiglobinbildung wieder ab, was teilweise mit der
Bildung einer fasten fiir Sauerstoff undurchlissigen Schicht auf der Oberfliche des
Bluttropfens erklart werden kann.

Blutproben die mehr oder weniger fetales Blut enthielten verhielten sich be-
zliglich der Hamiglobinbildung analog dem normalen Menschenblut. Es wurde auch
die Hdmiglobinbildung im Blut, das teilweise Karboxyhimoglobin enthielt, verfolgt.
Das Blut des Pferdes, der Kuh, des Kalbes und Schafes verhilt sich beim Trocknen
beziiglich der Himiglobinbildung analog wie Menschenblut. Merkbare Unterschiede
wurden in dieser Bezichung nur beim Blut von Hunden festgestellt. Im Vogelblut
bildet sich das Hamiglobin wesentlich rascher als im Menschenblut.

Bei Anwendung der Methoden der chemische Kinetik wurde festgestellt, dass die
Hamiglobinbildung wihrend der Bluttrocknung vorwiegend nach den Gesetzen der
Reaktionen I. Ordnung verlauft.

Krankenhaus »Dr. M. Stojanovite,
Medizinische Fakultit, Zagreb Eingegangen am 9. X. 1963.




