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Proutavanje du¥ine zivota eritrocita pojednostavnjeno je upotrebom
radioaktivnog kroma, a njegovom primjenom u moguénosti smo pratiti
pona$anje bolesnikovih eritrocita nakon autotransfuzije, kao i pona$anje
eritrocita davaoca u bolesniku. Opisane su metode tih istraZivanja i
raspravljena su tumadlenja za razli¢ne tipove krivulja, Prikazani su pri-
mjeri krivulja duZind Zivota eritrocita kod razliitih oblika hemolitskih
anemija. Eritrociti, koji su oznateni radioaktivnim kromom, mogu s¢
takoder upotrebiti za odredivanje mjesta raspada_eritrocita in vivo, a
taj test moze biti od narotite koristi za splenektomiju,

Odredivanje du¥ine ¥ivota eritrocita vaZno je za proutavanje i dija-
gnostiku hemolitskih procesa. Otprilike stotinu godina nastoje se eksperi-
mentima na ljudima i Zivotinjama pronaéi najprikladnije metode.

Prija$nji tehni¢ki postupci sastojali su se u odredivanju brzine rege-
neracije eritrocita poslije gastrointestinalnih krvarenja kod &ovjeka ili
eksperimentalnih krvarenja kod ¥ivotinja. Ashby (1) je primijenio me-
todiku diferencijalne aglutinacije eritrocita i tako omoguéio znatan
napredak.

Primjena radioaktivnih izotopa najznatajnije je dostignuée na tom
podrutju. God. 1953. Ebaugh, Emerson i Ross (2) primijenili su za ozna-
tavanje eritrocita natrijev kromat, koji je sadrfavao Cr®'. Ta je me-
toda narotito korisna, jer se njome mogu pratiti i eritrociti bolesnika
u njegovu vlastitom organizmu i eritrociti davaoca u bolesniku. Tu su
metodu kasnije tehnitki dotjerali Mollison i Veall (3). Radioaktivni
krom je najprikladniji za ta] postupak. Visoka specifitna aktivnost po-
stizava se Szilard-Chalmersovom reakcijom. Krom se primjenjuje u Se-
storovaljanom obliku kao natrijev kromat (Na,Cr51Q,) otopljen u fi-
ziologkoj otopini kuhinjske soli (sa pH = 7,0). Zbog visoke specifitne
aktivnosti dovoljna je za oznatavanje eritrocita vrlo mala koli¢ina kro-
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ma. Donohue (4) je primijenio za oznalavanje eritrocita razliite kon-
centracije kroma, S koncentracijama izmedu 0,6-20 ug/ml eritrocita
dobio je konsistentne rezultate u proutavanju duZine Zivota eritrocita,
Doze od 50 ug pokazale su se izrazito neprikladne zbog znatno brzeg
nestajanja kroma iz cirkulacije. Pozeljno je, da se eritrociti oznacavaju
s manje od 10 ug kroma na mililitar eritrocita.

Radioaktivni krom ulazi u eritrocite kao Sestorovaljani anion, ¢vrsto se
veZe za hemoglobin i vjerojatno prelazi u trovaljani kation (5). Kad se
eritrocit raspadne, oslobada se trovaljani kation kroma. On je relativno
netopljiv pri pH krvi i lako stvara koloidne komplekse (6). To je vie-
rojatno razlog, da trovaljani krom ne ulazi ponovo u druge eritrocite,
nego se odlaZe u retikuloendotelnom sistemu. Odatle se vrlo sporo izlu-
¢uje urinom.

Da bi se krom vezao na hemoglobin, treba da bude dovoljno dugo u
kontaktu s eritrocitima in vitro, Taj se proces dosta brzo odvija pri
sobnoj temperaturi. Oznatavanje eritrocita kromom je uspjednije, ako
se kao antikoagulans upotrebi A, C. D * mjesto heparina.

Radioaktivni krom ima poluvrijeme raspadanja od 27,8 dana. Raspa-
danje se sastoji a hvatanju elektrona iz »K« elektronske ljuske. Tom
reakcijom atoin kroma prelazi u atom vanadija, uz emisiju X-zraka
energije 4,37 i u 8% dezintegracija, gama zrake energije 4,37 KeV-a
iu 8% dezintegracija, gama zrake energije 0,32 MeV-a.

TEHNICKT POSTUPAK

U epruvetu, koja sadr¥ava 5 ml sterilnog A. C. D. antikoagulansa,
dodaje se 15 ml krvi. Nakon centrifugiranja ukloni se plazma. Sedimen.
tiranim stanicama doda se 50-100 uc natrijeva kromata i uzorak se brzo
1 pazZljivo promije$a. To je vaino, jer svi eritrociti treba da budu jedno-
mjerno izlo¥eni kromu. Nakon mije$anja uzorak se ostavi otprilike 30
minuta pri sobnoj temperaturi. Stanice se isperu dva do tri puta steril-
nom tizioloskom otopinom natrijeva klorida. Nakon posljednjeg ispira-
nja i centrifugiranja razrijede se sedimentirani eritrociti s fizioloskom
otopinom na volumen od otprilike 25 ml. Od tog se volumena navute u
posebno baZzdarenu $pricu totno 20 ml. To se lako postigne i uz uvjete
sterilnog postupka primjenom svinute igle u obliku slova » U« (7). Citav
sadrZaj $price utrca se bolesniku intravenozno. Dio ostatka krvi razri-
jedi se vodom u odnosu 1 : 100 j upotrebi kao standard za odredivanje
volumena krvi. Dva puta, nakon 10 i 20 minuta, izvadi se bolesniku oko
5 ml krvi uz dodatak antikoagulansa. Iduéi se uzorak krvi izvadi nakon
24 sata, a zatim u odgovarajuéim intervalima, koji zavise od brzine ra-
zaranja eritrocita u cirkulaciji. Da bi se postigli $to povoljniji geome-
trijski uvjeti za mjerenje radioaktivnosti, izvadeni se uzorci krvi hemo-
liziraju dodatkom saponina.

* (citriéna kiselina, natrijev citrat i dekstroza).
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Najprikladniji 1 najosjetljiviji palin mjerenja radioaktivnosti Cr®!
je mjerenje gama sradenja u scintilacionom brojatu. » Well« oblik bro-
jata s kristalom natrijeva jodida ima mnogo prednosti.
Semipermanentni solidni standard moZe se lako prirediti dodatkom
(5! u tri ml otopljenog agara. Nakon mijesanja otopina se skruti. Ako
se standard priredi sa 0,5 uc kroma, dat Ce otprilike 50.000 impulsa na

minutu i moZe se upotrebljavati vide mjeseci.

IZRACUNAVAN]E DUZINE ZIVOTA ERITROCITA

Izratunavanje se vrsi uz pretpostavku, da su oznaéeni eritrociti jedno-
mjerno izmijeSani s ostalim eritrocitima u cirkulaciji i da je brzina opa-
danja radioaktivnosti proporcionalna brzini razgradnje eritrocita.

Obitno se primjenjuje ovaj izraz:

N standarda izmjereno

(Preostala aktivnost (*/o) > b w g e 118 ~dan 0 X100
Cr® na dan »t« N dana »0« /A 7N standarda izmjereno
izmjereno na na dan »t«
dan »0«
N = broj impulsa u minuti
st« = vrijeme iskazano u danima
»0« = potetno vrijeme.

Razumije se, da se kao standard mo?e upotrebiti uzorak krvi izvaden
na dan »0«, ili sve uzorke treba mijeriti u isto vrijeme, t. j. oko 26 dana
od potetka pokusa. Prvi postupak sadrzava pogresku Cestog pipetiranja
{ eventualnog onetis¢enja uzorka. Drugim postupkom ne dobiva se uvid

u rezultate sve do kraja pokusa.

OCJENA TRAJANJA ZIVOTA ERITROCITA

Ako Ashbyjeve rezultate du¥ine rivota eritrocita prikazemo graficki,
dobijemo pravac, koji sijee apscisu nakon 110-120 dana. Vremenski
tok pada radioaktivnosti kroma u krvi je medutim krivulja (3). To po-
kazuje, da radioaktivnost uzorka krvi nakon odredenog vremena (iska-
zana u procentima) nije direktno \proporcionalna s dufinom ¥ivota eri-
trocita. Ta razlika nastaje zbog elucije kroma iz eritrocita. lako se re-
sultati korigiraju s obzirom na eluciju, pad aktivnosti jo§ uvijek nije
linearan. Razlika je najveta u potetku (Slika 1.). Taj se nerazmjer
pokusava protumaciti mehanitkim ostetenjem eritrocita pri oznatavanju
kromom, toksi¢nim djelovanjem kroma na eritrocite, tendencijom kroma
‘da obilnije prodire u starije eritrocite ili tako da elucija nije konstantna

(4.8).
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Od upotrebljene koli¢ine kroma polovica nestane iz cirkulacije nakon
26 * 2 dana, Ta je brojka prili¢ne konstantna kod normalnih Jjudi.
Vjerojatno je to majbolii indeks brzine raspadanja eritrocita, jer ne
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zavisi od korekcionih faktora. No taj jednostavni indeks ima ; nedosta-
taka. On sam ne mofe pokazati oblik krivulje Zivota eritrocita, Zato
treba korigirati rezultate s obzirom na eluiranj krom.

KOREKCIJE zA ELUCIJU

Krom se eluira iz eritrocita prili¢no jednomjerno. Polovica pocetne
kolitine (T v/2) izlud se nakon otprilike 70 (64-77) dana (2,8). Ako se
na pr. Tz = 64 dana ubiljeZi na semilogaritamskom papiru kao 500/,
elucije, onda se mogu sve ostale vrijednosti y meduvremenu oéitati iz
grafikona. Prema tome se moZe korigirati procent preostalog kroma 4
cirkulaciji za bilo koji dan ovom formulom:

% prezivljelih _ izmjereni % kroma X \»_\1_00\;._‘.
eritrocita u cirkulaciji olekivani preostali
%0 kroma (otitan iz
grafikona)

Ta se metoda korekcije moze primijeniti, ako se eritrociti razaraju brzo.
Kod sporijeg ili normalnog razaranja dobiveni se rezultat preratuna-
Vaju empirickom formulom prema Ashbyjevim rezultatima-
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normalna du¥ina Zivota eritrocita

9/o predivljelih izmjereni %o
eriI;:rocitaJ na = (%r“ na X prema Ashbeyu na dan t
dan t dan t normalno Cr% preZivljavanje

na dan t

Ashbyjev procent preZivljelih eritrocita moze se izratunati za odre-

110 —t e :
S5 X 100, Normalne vrijednosti

za procent predivljelih eritrocita izratunane iz mjerenja pomotu Cr5!
dali su Mollison i Veall (3).

deni dan (t) prema ovoj formuli:

KOREKGIJE ZA RANU ELUCIJU KROMA

U prvim je satima eliminacija Cr® znatno brza. To bi ukazivalo na
znatno br¥e razaranje eritrocita, nego §to se doista desava. Ta se pogre-
tka metode mo¥e grafitki ispraviti ekstrapoliranjem linearnog dijela
krivulje do vrijednosti 100% s time, da ta nova totka postaje vrijeme O.
Dosljedno tome treba prilagoditi vrijeme na apscisi.

KOREKCIJA ZA PROMJENE VOLUMENA KRVI

Promjenc volumena krvi za vrijeme pokusa obifno su neznatne, pa se
naje$ée ta korekcija ne primjenjuje. Ako se radi o bolestima, gdje su
moguée veée oscilacije volumena krvi, treba primijeniti korekciju. Za
promjene u prvim danima pribliZna se korekcija moZe posti¢i samim
hematokritom:

9o pretivjelih eritrocita hematokrit na dan 0
na dan t "> hematokrit na dan t

OBLICI KRIVULJE DUZINE ZIVOTA ERITROCITA

Oblici krivulje Zivota eritrocita zavise od brzine i promjena brzine
razaranja eritrocita. Ako se radi o populaciji normalnih eritrocita, kri-
vulja ée biti vrlo sliéna pravcu. Ekstrapolacijom krivulje do apscise do-
biva se srednje trajanje %ivota eritrocita od 110-120 dana.
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SLUCAJNO RAZARANI]JE ERITROCITA

(»random destruction)

Pod slutajnim (engleski: random) razaranjem eritrocita razumijevamo
proces, pri kojem svaki eritrocit ima jednaku vjerojatnost, da ée se ras-
pasti u nekom odredenom vremenu. Taj se proces dogada bez obzira na
starost stanica. Uzrok je obi¢no hemolizin, koji moZe u odredeno vri-
jeme razoriti samo odredeni broj stanica, ili sekvestracija eritrocita, na
koje su vezana antitijela. Krivulja je u tom slutaju eksponencijalna pa
na semilogaritamskom papiru daje pravac. Srednje trajanje ivota eri-
trocita moZe se otitati na apscisi, ako se na nju spusti okomica iz totke
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na krivulji, koja predstavlja 37% pre¥ivjelih eritrocita (9) (slika 2).
Takve se krivulje dobivaju kod stetenih hemolitskih anemija s anti-
tijelima.

MANJE VRIJEDNI ERITROCITI

Kod nekih se hemolitskih anemija stvaraju manje vrijedni eritrociti,
koji imaju skraéeni Zivot. Ovdje se razaranje odvija na isti natin kao
i kod normalnih osoba, ali do njega dolazi ranije. To se dogada kod
hereditarne sferocitoze i eliptocitoze, a eventualno j zbog trajnog dje-
lovanja nekog toksina u krvi.

Krivulja se prikazuje na aritmetitkom papiru. Srednje trajanje ¥ivota
critrocita dobiva se ekstrapolacijom poletnog dijela krivulje na apscisu
(slika 3).
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Na slici 4 prikazan je utjecaj splenektomije na duZinu Zzivota eritro-
trocita kod bolesnika s hereditarnom sferocitozom. Jasno se vidi, da je
razaranje eritrocita nakon operacije znatno sporije.

SPLENEKTOMIJA

TROCITA

% PREZIVJELIH ER/

DVOSTRUKA POPULACIJA ERITROCITA

Dvije populacije eritrocita, s razli¢itom du¥inom ¥ivota, mogu se naci
kod paroksizmalne noéne hemoglobinurije (slika 5), srpaste anemije
(slika 6) i kratko vrijeme nakon transfuzije krvi.

Dvostruka populacija eritrocita, za razliku od jednostruke, odrazit e
se u krivulji sa znatno duZim i $irim zavr$nim dijelom (slika 7). Produ-
lienjem linearnog dijela krivulje do ordinate pokazat ¢e se proporcije
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pojedinih populacija, Srednje trajanje Zivota stanica s duZim Zivotom
ocitava se na mjestu, gdje krivulja sijece apscisu. Prvi se dio krivulje
sastoji od primjesa obiju populacija. Da se odijeli populacija s kraé¢im
zivotom, koja predstavlja samo AB komponentu ordinate (slika 7), mo-
raju se izratunati podaci za pojedine tocke krivulje u vremenu »t« po-
moc¢u formule:

Ao 2

/o Zivot populacije e _alfT % 100 (slika 7)

s kra¢im trajanjem u vremenu »t« AB

Efektivna srednja duZina Zivota eritrocita moze se izracunati idu¢im
1zrazom:

100
°/o populacija A =5 °/o populacija B
srednja duzina Zivota populacije A srednja duZina Zivota populacije B

POVRSINSKO BROJENJE

Mjerenjem aktivnosti na povrsini tijela s osjetljivim scintilacionim
brojatem moZe se odrediti mjesto, gdje se razaraju eritrociti oznaleni
sa Cr3 (10, 11, 12). Eritrociti se oznatuju sa Cr5 na isti nacin, kao
§to je prije opisano. Prvo se mjerenje vr§i 30 minuta nakon utrcavanja
oznalenih eritrocita, a zatim svaki drugi dan. Tom se metodom lako
otkriva uloga slezene kod razli¢itih hemolitskih procesa. Prema tome ¢e
rezultat takvog ispitivanja indicirati ili kontraindicirati splenektomiju.

Odredivanje duZine Zivota eritrocita vazno je u klini¢koj i eksperi-
mentalnoj medicini. VaZnost te metode najvise dolazi do izrazaja u di-
jagnostici i proutavanju hemolitskih procesa. Metoda, u kojoj se eritro-
citi oznalavaju radioaktivnhim kromom, ima nekoliko prednosti: Ona
je tehnitki jednostavna, a omoguéava interpretaciju i zamr$enijih pro-
cesa. Pritom je va’no istaknuti, da se tom metodom mogu promatrati
eritrociti davaoca u njegovoj vlastitoj cirkulaciji 1 u cirkulaciji druge
osobe. Malom modifikacijom metode za odredivanje trajanja Zivota eri-
trocita moZe se odrediti i mjesto razaranja eritrocita.
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Summary

THE USE OF RADIOACTIVE CHROMIUM (Cr5%) IN THE
DETERMINATION OF RED CELL SURVIVAL

By usage of radioctive chromium, the labelling of erythrocytes for the study of
cell survival has been simplified and it is possible to study the behaviour of a pa-
tient’s own cells after auto transfusion as well as the behaviour of donor cells in the
patient, The methods for these investigations are described and the interpretation of
different types of curves are discussed.

xamples are given of the survival pattern in various forms of haemolytic
anaemia. Chromium labelled-erythrocytes can also be used for the estimation of the
assessment of sites of destruction of erythrocytes in vivo, This latter test is of especial
use in determining the value of splenectomy in controlling haemolysis.
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