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Wilasciwosci i wybrane metody oznaczania
stezenia hemoglobiny cz.11

Hemoglobina jest z pewnoscia najczesciej badanym bialkiem w historii. Analizowana jest na
wielu plaszczyznach: od jej wlasciwosci biologicznych, strukturalnych i allosterycznych do
szczegolowych mechanizmoéow regulacyjnych. Jej wlasciwosci zostaly dostrzezone przez
Darwina, kiedy to pisal, ze czerwone krwinki biora udzial w wiazaniu i transporcie tlenu

[8].

Okreslanie catkowitej hemoglobiny (Hb) jest jednym z najczesciej zamawianych badan
laboratoryjnych. Parametr ten ma takze duze znaczenie w diagnostyce anemii, a ciaglty pomiar
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hemoglobiny pozwala na $ledzenie postepdéw leczenia choroby, utraty krwi i skutecznosci terapii
majacych na celu przywrdcenie wartosci Hb do normalnego poziomu. Tradycyjny pomiar
hemoglobiny wymaga inwazyjnego pobrania krwi zylnej. Krw nastepnie poddawana jest analizie za
pomoca specjalnych urzadzen laboratoryjnych (np. CO-oksymetru). CO-oksymetr pozwala
na analizowanie hemolizowanej krwi, opierajac sie na detekcji spektrofotometrycznej. Doktadnosé
tego urzadzenia jest funkcja wielu zmiennych (np. dtugosci fal stosowanego swiatta). W urzadzeniach
laboratoryjnych stosowanych do okreslania stezenia Hb mozliwe jest zastosowanie jako probki
badanej krwi zylnej lub tetniczej. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, Zze pomiar hemoglobiny moze sie
rozni¢ w zaleznosci od tego, czy zastosowano krew zylng czy tetnicza. Mokken i wsp. oraz Yang Za
i wsp. przeprowadzili badania, w ktérych udowodniono, ze pomiar hemoglobiny w krwi zylnej
wykazuje mniejsze stezenie (w zakresie 0,7 - 1.0 g/dL) w poréwnaniu do krwi tetniczej. Choc¢
catkowita ilos¢ krwinek czerwonych i Hb pozostaje stosunkowo stata w krwi tetniczej i zylnej,
procentowe stezenie w osoczu waha sie w krwi tetniczej i zylnej pod wplywem réznych czynnikdéw
fizjologicznych [1].

Methemoglobina (metHgb)

Methemoglobina (metHgb) jest zmieniona forma hemoglobiny, w ktérej atom zelaza w czasteczce
(krytyczna czes¢ obszaru wigzania tlenu) zostal przeksztalcony na wyzszy stopien utlenienia.
To powoduje, ze jest on zdolny do wigzania tlenu. Wysokie poziomy metHgb we krwi (tzw.
methemoglobinemie) moga powodowac¢ uszkodzenia w dostarczaniu tlenu. U zdrowych osob,
normalny poziom methemoglobiny jest mniejszy niz 1% catkowitej hemoglobiny. Jezeli wartosci te
odbiegaja od normy (przekroczenie 1% lub 2% catkowitej hemoglobiny), wtedy mowi sie
o methemoglobinemii [7].

Otrzymywanie methemoglobiny (wg Ktyszejko-Stefanowicz L., 2003)
Wykonanie:

Materialem do przeprowadzenia oznaczenia jest roztwor oksyhemoglobiny, ktory traktuje sie
kilkoma kroplami roztworu heksacyjanozelazianu (III) (zelazicyjanku) potasowego K;[Fe(CN).].
W wyniku reakcji z powyzszym sSrodkiem utleniajacym Hb-Q przechodzi w Met-Hb
(methemoglobina). W probéwce zabarwienie krwi zmienia sie na brunatne, a w spektroskopie
pojawiaja sie 4 charakterystyczne stabe smugi absorpcyjne. Wykazuja one maksimum absorbancji
przy dtugosci fali réwnej odpowiednio A= 631, A=576, A=540 oraz A=500 nm. W wyniku dodania do
probki roztworu Na,S,0, zachodzi reakcja redukcji, w efekcie czego powstaje hemoglobina
(wykazujaca jedna charakterystyczna smuge w spektroskopie) [2].

Proba benzydynowa - wykrywanie hemoglobiny (wg Klyszejko-Stefanowicz L., 2003)
Wykonanie:

Kilka krysztatkow benzydyny nalezy rozpusci¢ w lodowatym kwasie octowym. Do proébki dodac
réwna objetos¢ 3% roztworu nadtlenku wodoru . Roztwor ten nie moze sie zabarwié¢ (ani na
niebiesko ani na zielono), gdyz dopiero dodanie do prébki rozcienczonego roztworu hemoglobiny
powoduje zmiane zabarwienia na niebieski. Dzieje sie tak, poniewaz hemoglobina (tak jak
i peroksydaza) ma zdolnos¢ utleniania substratow w obecnosci nadtlenku wodoru [2].



Karboksyhemoglobina a tlenek wegla

Tlenek wegla jest zwiazkiem, ktéry ulega szybkiej absorpcji przez ptuca. We krwi CO taczy sie
z hemoglobing dajac karboksyhemoglobine (HbCO). Powinowactwo CO do hemoglobiny jest ponad
200 razy wieksze niz tlenu do hemoglobiny. Toksycznos¢ CO wiaze sie z zablokowaniem czesci
hemoglobiny jako transportera tlenu, a obecnos¢ HbCO powoduje przesuniecie krzywej dysocjacji
HbO, w lewo. W wyniku tak przebiegajacych reakcji dochodzi do zmniejszenia iloSci
oddysocjowanego tlenu z hemoglobiny utlenowanej w tkankach, co jest zjawiskiem bardzo
niekorzystnym [3]. Oznaczanie karboksyhemoglobiny znalazto zastosowanie w diagnostyce, ale tylko
w przypadku, gdy oznaczenie HbCO wykonane jest w czasie krétszym niz 2-3 godzin od momentu
pobrania krwi. Ma to zwiazek z bardzo szybkimi zmianami stezenia karboksyhemoglobiny we krwi
pacjenta, w wyniku czego oznaczenie tego parametru po uptywie dopuszczalnego czasu nie ma
korelacji z aktualnym stanem chorego. Zatrucie CO powoduje rowniez zmiany w innych ptynach
ustrojowych (np. we krwi obserwuje sie wzrost aktywnosci kinazy kreatynowej i dehydrogenazy
mleczanowej, zas w moczu mozna stwierdzi¢ obecnos¢ mioglobiny, ktéra wskazuje na martwice
miesni) [3].

Polypeptide
chain
B chain.___
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Hemoglobin [Fe-protaporphyrin 1)

Zdjecie: struktura hemoglobiny, budowa hemu,
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Wykrywanie tlenku wegla

Wykrywanie tlenku wegla jest jednym z parametréw stosowanych w diagnostyce i analityce. Poziom
powstatej karboksyhemoglobiny stuzy do szacowania nasilenia zatrucia tlenkiem wegla [6].
Zazwyczaj do wykrywanie CO wykorzystywane sa metody kolorymetryczne, spektrofotometryczne
oraz chromatografie gazowa[4]. W badaniach toksykologicznych przyjmuje sie, ze stezenie we krwi
karboksyhemoglobiny (COHb) wynoszace wiecej niz 50% jest stezeniem smiertelnym. Wysycenie
krwi tlenkiem wegla w granicach 10% - 50% wskazuje na inhalacje gazu zawierajacego CO [4].
Mechanizm toksycznego dziatania tlenku wegla opiera sie na blokowaniu transportu tlenu, w wyniku
konkurencyjnego wigzania z atomem zelaza w czasteczce hemu. W wyniku tego tworzona jest
karboksyhemoglobina (COHb). Badania wykazaly, iz powinowactwo tlenku wegla do hemoglobiny,



ferrytyny i mioglobiny jest ok. 200-300 razy wieksze niz powinowactwo tlenu. Oddychanie
powietrzem zawierajacym CO prowadzi do niedotlenienia anemiczno-cytotoksyczno-zastoinowego,
ponadto zwolnione zostaja procesy metaboliczne, a w komoérkach dochodzi do gromadzenia sie
kwasnych metabolitéw. Co wiecej, zmniejsza sie napiecie scian naczyn mozgowych, dochodzi do
przekrwienia moézgu oraz rozwiniecia ciezkiej hipoksji tkankowej i kwasicy mleczanowej [4]. Okres
pottrwania karboksyhemoglobiny (COHb t,,) u 0séb z zatruciem CO potraktowanych 100% O, czesto
podawany jest jako 80 min. Dane te pochodza z prac dostarczonych przez Peterson’a JE. i Stuart’a
RD.(1970). Wyniki te zostaly usrednione z dwdch pomiaréw (od dwoch zdrowych ochotnikdw), ktorzy
oddychali przez maske z O, po eksperymentalnej ekspozycji na CO. Peterson i Stewart (1970)
nie mierzyli okresu péttrwania u osob , ktore uleglty przypadkowemu lub celowemu zatruciu CO [5].

Oznaczanie COHb

Karboksyhemoglobina zamiast tlenu w swojej budowie posiada zwiazany tlenek wegla. Hemoglobina
ma silne powinowactwo do tlenku wegla, przez co bardzo skutecznie wypiera tlen z czasteczek,
a zatem zakloca jego dostarczanie. Normalny poziom karboksyhemoglobiny we krwi wynosi od 1% -
3% catkowitej hemoglobiny. Jawne toksyczne objawy zatrucia tlenkiem wegla pojawiaja sie,
gdy stezenie karboksyhemoglobiny osiagnie wartos¢ 15% - 20%. Poziom COHb powyzej 40% wigze
sie z pojawieniem sie halucynacji i stanem szoku [7].

W praktyce toksykologii sadowej najwieksze zastosowanie w wykrywaniu karboksyhemoglobiny
znalazty metody chemiczne, kolorymetryczne, spektrofotometryczne oraz chromatografia gazowa
(z r6znymi systemami detekcji)- podobnie jak w przypadku wykrywania CO [4].

Otrzymywanie karboksyhemoglobiny (wg Klyszejko-Stefanowicz L., 2003)
Wykonanie:

Roztwor hemoglobiny nalezy wysyci¢ gazem swietlnym, w sktad ktorego wchodzi ok. 8% CO (tlenku
wegla). W wyniku reakcji zachodzi nieznaczne przesuniecie smugi absorpcyjnej z 578 nm do 572 nm
oraz z 540 nm do 535 nm (przejscie Hb-O, w Hb-CO). W wyniku reakcji nie zachodzi zmiana
zabarwienia roztworu- nawet po dodaniu do probki dwutionianu sodu [2].

Wykrywanie karboksyhemoglobiny na drodze chemicznej (wg Klyszejko-Stefanowicz L., 2003)
1) Préba Kunkela

DO 2 probowek nalezy dodac¢ po 1 ml stezonego roztworu Hb-O, oraz Hb-CO w stosunku: 1 ml krwi +
1 ml wody. Nastepnie, do kazdej probéwki dodac¢ po kilka kropli 3% roztworu taniny, w wyniku
reakcji zachodzi zmiana barwy prébek. Osad krwi normalnej ma barwe szaro-rézowa, zas osad
karboksyhemoglobiny (HB-CO)przybiera intensywnie rézowy kolor. Barwy roztworow nie ulegaja
zmianie nawet po dluzszym odstaniu prébek.

2) Proba z zasada

W porcelanowej parowniczce nalezy zmiesza¢ 4 krople krwi z 4 kroplami 25% roztworu
wodorotlenku sodu. Probke nalezy ogrzewac na siatce azbestowej (nad ptomieniem) przez 1 minute.
Pojawienie sie w parowniczce czerwonego stragtu $wiadczy o obecnosci w prébce
karboksyhemoglobiny. Pojawienie sie zielono-szarego stratu swiadczy z kolei o obecnosci



oksyhemoglobiny [2].

IloSciowe oznaczanie hemoglobiny w obecnosci amoniaku (wg Homolka J., 1961)

W trakcie hemolizy erytrocytéw dochodzi do przemiany hemoglobiny w oksyhemoglobine.
Oksyhemoglobina w obecnosci dwutionianu sodu oddaje tlen, a sama przeksztalca sie
w hemoglobine. Towarzyszy temu zmiana zabarwienia roztworu na czerwono-fioletowy. Dodanie
do préobki rozcienczonego roztworu amoniaku (o pH=8) zapobiega powstawaniu zmetnienia-
powodowanego wytracaniem sie w probce biatek [9].

Wykonanie:
Jako materiat do badan stuzy krwe pobrana z opuszki palca.

0,1 ml krwi nalezy zmiesza¢ z 9,9 ml 0,04% roztworu amoniaku (NH,). Do probki doda¢ kilka
krysztalow dwutionianu sodu, cato$¢ dokiladnie wymiesza¢, az do momentu catkowitego
rozpuszczenia sie krysztaldw. W wyniku reakcji w préobce pojawia sie fioletowe zabarwienie.
Zmierzy¢ wartos$¢ absorbancji dla badanego roztworu wzgledem wody przy ditugosci fali ronej A=
570 nm. Analogicznie wykona¢ oznaczenie z wzorcowym roztworem hemoglobiny. Na podstawie
otrzymanych wynikdéw nalezy obliczy¢ stezenie hemoglobiny w g/100 ml wg wzoru:

Hb[g/lOO ml] = A(préba hadana)/ A(pr(’)ha wzorcowa) ¢ C(wzorca) [g/]'OO ml (%)] [9] .

Ilosciowe oznaczenie hemoglobiny metoda cyjanomethemoglobinowa (wg Krawczyk J., 1967)

Hemoglobina w reakcji z odczynnikiem Drabkina przechodzi w trwata pochodna cyjanowa -
cyjanomethemoglobine. Maksimum jej absorbcji przypada na A= 540 nm. Milimolowy wspolczynnik
absorbcji przy tej dlugosci fali ma wartosc¢ 44,0.

Wykonanie:

Do 5 ml odczynnika Drabkina (tj.: w kolbie rozpuscic¢ 0,305 g K;[Fe(CN),], 1 g NaHCO,, 00,5 g KCN-
catos¢ uzupelni¢ woda do objetosci 1000 ml), a nastepnie dodac¢ 0,02 ml krwi. Po uptywie 15
minutowej inkubacji nalezy odczyta¢ wartos¢ absorbancji (przy A=540 nm) wobec odczynnika
Drabkina.

Obliczenia: na podstawie otrzymanych wynikéw oblicza sie stezenie hemoglobiny, przyjmujac
wartos¢ 44 dla milimolowego wspdtczynnika absorpcji (me) przy 540 nm.

Hb[g/100 ml] = A« masa molowa Hb erozcieniczenie krwi/ me «10 +100 = A «64 +400 +251 / 44
«10 000 = A«36,7 [10].

Hematyna

Hematyna zaliczana jest do pochodnych hemu, w budowie ktérej wyrdznia sie trojwartosciowy atom
zelaza (Fe®*). Zwiazek ten powstaje z hemoglobiny badZ z hemu pod wplywem dziatania bardzo



silnych zwigzkéw utleniajacych. Krystalizacja hematyny jest niezbednym sktadnikiem fizjologii
pasozytéw malarii. Uwaza sie, ze leki przeciwmalaryczne maja zdolnos¢ hamowania krystalizacji,
dzieki czemu pasozyty wystawione sa na toksyczne dziatanie rozpuszczalnej hematyny. Dlatego tez,
poznanie mechanizmdéw hamowania krystalizacji hematyny jest kluczowe dla projektowania nowych
lekow [11].

Gléwna przeszkoda w badaniach mikroskopowych, spektroskopowych i krystalograficznych
dotyczacych krystalizacji hematyny byly problemy z otrzymaniem duzych krysztaléw hematyny
w warunkach identycznych, jakie stwarzaja pasozyty malarii. Dzieki badaniom, Olafson KN. i wsp.
(2014) opracowali biomimetyczna metode powtarzalnego wzrostu duzych krysztatéw hematyny,
osiagajacych dlugosé 50 ym. W badaniach nasladowano wakuole trawienne pasozyta Plasmodium
falciparum przez zastosowanie dwufazowego roztworu oktanolu i buforu cytrynowego. Pomiedzy
faza wodna i organiczna powstaja ,zarodki” krysztatéw, gdzie uporzadkowane warstwy czasteczek
oktanolu stuza jako substrat do tworzenia tychze ,zarodkow”. Powstate ,zarodki” przenoszone sa
nastepnie do oktanolu nasyconego hematyna w kontakcie z buforem cytrynowym. Krysztaty rosna
w warstwie organicznej (oktanol), gdy bufor dostarcza jony wodorowe niezbedne do wiazania
czasteczek hematyny w krysztaly. Dostepnos¢ duzych czasteczek hematynowych otwiera nowe
mozliwosci dla badan hematynowej detoksykacji pasozytow malarii w erytrocytach gospodarza [11],
[12].
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Zdjecie: Hematyna, http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h3281?>

Otrzymywanie kwasowej hematyny (wg Klyszejko-Stefanowicz L., 2003)
Wykonanie:

Jako material do doswiadczenia wykorzystuje sie 10x rozcienczona krew do ktérej nalezy dodac kilka
kropli 2 M roztworu kwasu solnego. W wyniku reakcji roztwér zmienia kolor na brunatny, co jest
wynikiem zachodzacego rozktadu hemoglobiny (hemoglobina rozpada sie na globine oraz kwasowa
hematyne). Z hematyny w obecnosci jonéw Cl powstaje chlorowodorek hematyny (znany jako
hemina). Brunatne zabrawienie heminy moze by¢ wykorzystywane do oznaczania hemoglobiny [2].

Berczeller L.(1918) i Wu H. (1922) w swoich badaniach donosili, ze pojawianie sie zabarwienia

w metodzie stuzacej do wykrywania kwasowej hematyny, zwigzane jest z obecnoscia w osoczu
niehemoglobinowych substancji. Wniosek ten spowodowat,ze Wu H. (1922) wprowadzit swoja wlasna
metode oznaczania alkalicznej hematyny, jednakze metoda ta nigdy nie zostata doktadnie oceniona.
Bledne wyniki w alkalicznej metodzie Wu H. (1992) uzyskiwano na réznych etapach badania nawet



wtedy, gdy z osocza usuwano wszystkie potencjalne zanieczyszczenia, a analize przeprowadzano na
separowanych komérkach.

W swoich badaniach Ponder E. (1942) analizowat btedy zwiazane z alkaliczng metoda wprowadzona
przez Wu H. (1922). Jako materiat do badan wykorzystywano petna krew ludzka lub upakowane
czerwone krwinki (wirowane przez 2h z szybkoscia 4000 rpm/minute). Oznaczanie hemoglobiny
przeprowadzano w temperaturze pokojowej z wykorzystaniem metod stuzacych do okreslania
kwasowej i alkalicznej hematyny (jak to opisali Peters JP. i Van Slyke DD.,1932). Otrzymane wyniki
poréownywano z wynikami oznaczania hemoglobiny zmodyfikowana metoda Wong’a (1942)
na podstawie zawartosci zelaza, zaktadajac, ze hemoglobina zawiera 336 mg/dL Zelaza [13]. Metoda
oznaczania hematyny kwasowej w upakowanych erytrocytach nie byta do konca wiarygodna, gdyz
pojawiajqce sie w trakcie oznaczenia zmiany zabarwienia, Swiadczace o zajsciu reakcji zmienialy sie
w probkach w réznych czasach i z r6znym natezeniem. Wartosci obliczanego stezenia hemoglobiny
metoda kwasowa nie byty poréwnywalne do metody, gdzie na podstawie zawartosci zelaza w probce
obliczano stezenie hemoglobiny. Préby wykrycia tych btedéw podjat Peters i Van Slyke, opierajac sie
na zalozeniu, ze duze rozbieznosci w oznaczaniu kwasowej hematyny sa wieksze niz w metodzie
oznaczania zelaza, poniewaz rozwijajacy sie w probkach kolor zalezy od substancji innych
niz hemoglobina. Stwierdzono, ze osocze zawiera takie substancje jak lipidy i pigmenty, ktore
wplywaja na rozproszenie pochodnych hemoglobiny (hematyny) i ich absorpcje barw. Wniosek ten
nie zostat ogo6lnie uznany, jednakze w doswiadczeniach z hematyna alkaliczna usuwano osocze
z komorek, co automatycznie powodowato zanik zaktécen w metodzie [13].

Autor: Lidia Koperwas
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