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Wilasciwosci i wybrane metody oznaczania
stezenia hemoglobiny cz.I

Hemoglobina jest barwnikiem krwi oraz podstawowym bialkiem erytrocytéow. Odpowiada za
transport tlenu z pecherzykow plucnych do tkanek. W 100 ml krwi ludzkien znajduje sie od
13 do 16 gramow hemoglobiny- wartosci te réznia sie u kobiet i mezczyzn (13-15 g u kobiet
oraz 14-16 g u mezczyzn). Hemoglobina produkowana jest w krwinkach czerwonych szpiku
kostnego. Zaliczana jest do chromoprotein o masie czasteczkowej 65 000, zawierajac 0,34%
zelaza. W budowie hemoglobiny wyrdznia sie hem, ktory zlozony jest z pierscienia
protoporfiryny IX i zelaza, a takze z globiny.

Czateczka hemoglobiny sktada sie z 4 tancuchéw polipeptydowych biatka tj.: dwéch tancuchéw a
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oraz dwoch B. Lancuchy a i B réznia sie miedzy soba iloscia aminokwasow w czasteczce. Kazdy
tancuch peptydowy zawiera okoto 150 aminokwasow utozonych w odpowiedniej genetycznie
warunkowanej sekwencji. Miedzy petlami zwinietego tancucha aminokwaséw- jakby w kieszonce
tkwi jedna czasteczka barwnika- hemu. Jedna czasteczka globiny przytacza zawsze 4 czasteczki
hemu [3]. Synteza pierscienia protoporfiryny zachodzi w erytroblastach z glicyny i bursztynylo-CoA.
W dalszym etapie, pod wptywem syntezy hemu dochodzi do whudowania zelaza, w wyniku czego
powstaje hem. Hem taczy sie nastepnie z globing tworzac hemoglobine [1], [2].

Do okreslania stezenia hemoglobiny najczesciej stosuje sie jednostke g/L lub g/dL. Wartos¢ ta zalezy
od plci, wieku, a takze warunkéw srodowiskowych. Najpowszechniej stosowang metoda stuzaca do
okreslania stezenia hemoglobiny jest metoda cyjanomethemoglobinowa. W przypadku schorzen
zwigzanych z zaburzeniami syntezy hemoglobiny (hemoglobinopatie, talasemie) wykonuje sie
elektroforeze hemoglobiny lub chromatografie o duzej rozdzielczosci. W przypadku pomiaru stezenia
hemoglobiny w surowicy lub w moczu, mamy do czynienia z tzw. ,wolng hemoglobing”. Podwyzszone
stezenie wolnej hemoglobiny w surowicy, a takze pojawienie sie jej w moczu wystepuje u 0sob
z nasilona hemoliza erytrocytéw [1].

Kazda czasteczka hemu ma zdolno$¢ do nietrwatego, luznego, przylaczenia jednej czasteczki tlenu
(02). W wyniku tego procesu, tlen umieszcza sie i wchodzi w nietrwate potaczenia miedzy zelazem
zawartym w grupie hemowej, a jedna z reszt histydyny zawartej w peptydowej petli. Tak wiec, jedna
czasteczka hemoglobiny zawierajaca 4 czasteczki hemu, moze jednoczes$nie przylaczyc¢ cztery
czasteczki tlenu (proces ten zachodzi w ptucach) [3]. Hemoglobina potaczona z czasteczka tlenu
(Hb-02) to tzw. oksyhemoglobina (w procesie utlenowania stopien utlenienia zela nie zmienia sie).
W procesie utleniania zelazo zmienia swdj stopien utlenienia z Fe(II) do Fe(III) z jednoczesnym
przytaczeniem czasteczki wody. W wyniku tej reakcji powstaje tzw. methemoglobina (Met-Hb) [2].

Funkcje fizjologiczne hemoglobiny

W warunkach fizjologicznych hemoglobina uczestniczy w transporcie dwutlenku wegla (CO2). Jej
rola w tym procesie polega na odbieraniu catego dyfundujacego z tkanek do naczyn wtosowatych
dwutlenku wegla. W wyniku ztozonych reakcji zaraz po wyjsciu krwinki z naczynia wtosowatego
uwalnia sie do osocza znaczna wiekszos¢ chwilowo zatrzymanego w krwince CO2, ktory dalsza
wedrowke do pluc odbywa w osoczu w postaci wodoroweglanow (okolo 70% transportowanego
C02). Okoto 10% przenoszonego CO2, wigze sie na okres transportu do ptuc z czasteczka
hemoglobiny przez grupy aminowe tancuchéw peptydowych, gdzie w formie zwiazku
karbohemoglobiny dociera do naczyn wlosowatych pecherzykéw ptucnych [3].

Struktury hemoglobiny

W funkcji hemoglobiny bardzo wazna role odgrywa budowa biatka globiny. Najwazniejsze znaczenie
ma sekwencja aminokwasow w tancuchach peptydowych, czyli tzw. struktura I-rzedowa biatka. Poza
pierwszorzedowa struktura biatka , zachowana jest rowniez struktura drugorzedowa, ktéra wyrazona
jest odpowiednia konfiguracja przestrzenna, gdyz kazdy tafncuch polipeptydowy jest spiralnie
zwiniety. Ponadto, oddzialywanie pomiedzy grupami bocznymi aminokwasow zawartych w tancuchu
peptydowym daje dalsze pofaldowanie tancucha tj. strukture IlI-rzedowa. Trzeciorzedowosc
struktury globiny warunkowana jest sekwencja aminokwaséw. Co wazne, zmiana tylko jednego
aminokwasu w taficuchu polipeptydowym powoduje widoczne zmiany ito zaréwno w przestrzennej
budowie czasteczki, jak tez w jej czynnosci fizjologicznej [3]. W IV-rzedowej strukturze
hemoglobiny istotna role odgrywa przestrzenne utozenie wobec siebie rownoimiennych tancuchéw
polipeptydowych. Polaczenie czterech tancuchéw, a wiec podjednostek (monomeréw) biatkowych,
w jeden tetramer jest utrzymywane za posrednictwem kilku typéw stabych wigzan chemicznych



(wsrdd nich wyrdznia sie mostki wodorowe, mostki solne i wiazania Van der Waalsa). Struktura
IV-rzedowa hemoglobiny ma bardzo duze znaczenie, poniewaz to wtasnie ona zapewnia
wystepowanie miedzy czasteczkami hemoglobiny wtasciwosci kooperatywnych. Przylaczenie do
hemoglobiny czasteczki tlenu zwieksza dostepnosé pozostalych grup hemowych do tlenu, co
w rezultacie powoduje, ze kazda nastepna czasteczka tatwiej taczy sie z hemoglobinag [3].

Hemoglobina ptodowa

Znane sa trzy typy prawidtowej hemoglobiny:

- hemoglobina A (Hgb A),

- hemoglobina A2,

- hemoglobina F (Hgb F)

- hemoglobina ptodowa [4].

U oso6b dorostych w najwiekszej ilosci wystepuje hemoglobina Hgb A, stanowiac >95%, za$
hemoglobina A2 w ilosci 1,5% - 3,5%. Z kolei, hemoglobina F u 0s6b dorostych stanowi mniej niz 1%.
W przypadku prawidtowo rozwijajacego sie ptodu i noworodka stosunek hemoglobiny A i F jest
odwrécony, gdzie w krwinkach czerwonych plodu znajduje sie wiecej hemoglobiny F. W celu
okreslenia hemoglobiny ptodowej wykonuje sie barwienie rozmazu krwi metoda Kleihauer-Betke,
gdzie z rozmazu krwi obwodowej matki pod wptywem kwasnego buforu (pH 3.3), zostaja usuniete
wszystkie formy hemoglobin (z wyjatkiem HbF). Krwinki czerwone, zawierajace hemoglobine
ptodowa zabarwiaja sie na kolor rézowy [4]. Okoto 5 - 6 tygodnia zycia ptodowego, hemoglobina
zbudowana jest z biatek ,e”-epsilon. Nastepnie, pojawia sie hemoglobina HbF, ktéra juz zbudowana
jest z 2 tancuchéw a i 2 tancuchéw g. Hemoglobina HbF stanowi ok. 90 - 95 % hemoglobiny u ptodu
w 4 - 5 miesiacu ciazy. Wraz z uplywem kazdego tygodnia jej zawartos¢ obniza sie 0 3% do 4 %
tygodniowo do 34 - 36 tygodnia ciazy. Proces ten powoduje, ze wystapienie przedwczesnego porodu
sprzyja wystepowaniu niedokrwistosci u dziecka.

Oznaczanie stezenia hemoglobiny (metoda Drabkina)

Hemoglobina i jej pochodne (z wytaczeniem sulfhemoglobiny) pod wpltywem zelazicyjanku potasu
ulegaja utlenieniu do methemoglobiny. Maethemoglobina w reakcji z cyjankiem potasu daje trwaty
zwiazek, zwany cyjanmethemoglobing. Zwiazek ten charakteryzuje sie czerwono-brunatna barwa,
a jego maksimum absorbancji mierzy sie przy dtugosci fali réwnej A= 540 nm [5].

Wykonanie:

Do 5 ¢cm3 odczynnika Drabkina (tj.: 0,03% K3[Fe(CN)6], 0,1% NaHCO, 0,005% KCN) nalezy dodac
0,02 ml krwi lub 0,5 ml surowicy lub 2 ml wzorca cyjanomethemoglobiny. Zawartos¢ probowek
doktadnie wymieszac¢, a po uplywie 20 minut odczytaé¢ absorbancje wobec odczynnika Drabkina przy
dtugosci fali rownej 540 nm. Na podstawie otrzymany wynikéw nalezy obliczy¢ stezenie
hemoglobiny we krwi lub surowicy wg odpowiednich wzoréw.

Stezenie hemoglobiny we krwi:



CHb we krWi = Abadana/ szorca X szorca (g/dl)
Stezenie hemoglobiny w surowicy:

Cth SurOWiCy = Abadana/ szorca X szorca (mg/dl) [5]

Kolorymetryczne oznaczanie hemoglobiny (Hemoglobin Colorimetric Assay Kit, Cayman
Chemical, https://www.caymanchem.com/app/template/Product.vin/catalog/700540)

Hemoglobina (Hb lub Hgb) jest kulistym biatkeim wystepujacym gléwnie w erytrocytach, gdzie
przenosi tlen z ptuc do tkanek uwalniajac tlen, a zabierajagc w powrotnej drodze dwutlenek wegla (z
tkanek do ptuc). Poza wigzaniem i transportem tlenu hemoglobina wiaze takze CO2, tlenek wegla
(CO) oraz tlenek azotu (NO).

Kit do kolorymetrycznego oznaczania hemoglobiny (Cayman Chemical) zapewnia szybki
i niezawodny sposob okreslania stezenia catkowitej hemoglobiny w réznych prébkach biologicznych,
w tym we krwi, homogenatach tkankowych oraz lizatach komoérkowych. W przeciwienstwie do
powszechnie przyjetego sposobu oznaczania hemoglobiny, wykorzystujacego jako reagent cyjanek
potasu, kit ten wykorzystuje zoptymalizowane odczynniki, ktore sa nietoksyczne i daja doktadne
wyniki pomiaru catkowitego stezenia hemoglobiny w zakresie absorbancji miedzy 560 a 590 nm.
Pojawiajace sie w wyniku reakcji intensywne zabarwienie jest wprost proporcjonalne do stezenia
catkowitej hemoglobiny w probce [6].

Odczynniki:

- 10x stezony bufor hemoglobinowy: fiolka zawiera 10 ml stezonego buforu do probek (1 M fosforan
potasu pH 7,4, zawierajacy 10 mM EDTA). Zawartos¢ fiolki nalezy rozcienczy¢ 90 ml wody do
HPLC. Rozcienczona probka buforu (100 mM fosforan potasu, pH 7,4, zawierajacy 1 mM EDTA)
jest uzywana do rozciefnczania probek. Przy przechowywaniu w temperaturze 4 °C, roztwor jest
trwaty przez okres szesciu miesiecy.

- 4x stezony detektor hemoglobiny : kazda fiolka zawiera 10 ml stezonego detektora hemoglobiny.
Rozcienczy¢ zawartos¢ fiolki 30 ml wody do HPLC. Jedna fiolka wystarcza na oznaczenie jednej
96-dotkowej ptytki. Przy przechowywaniu w temperaturze 4 °C, rozcienczony detektor hemoglobiny
jest trwaty przez co najmniej jeden miesiac.

- standard hemoglobiny: kazda fiolka zawiera 1 ml 500 pM hemu. Odczynnik jest gotowy do
przygotowania krzywej wzorcowej. Przy przechowywaniu w temperaturze 4 °C jest trwaly przez
okres szesciu miesiecy.

Przygotowanie probek

Osocze: normalne stezenie hemoglobiny w osoczu ludzkim wynosi 0,03 g/dl.

- Pobra¢ krew stosujac antykoagulant (heparyna lub cytrynian)
- Zwirowac krew przy 700 - 1 000 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Po wirowaniu pipeta



zebra¢ gérna zo6ta warstwe plazmy, uwazajac by nie naruszyé bialej warstwy kozuszka.
Przechowywac na lodzie lub w -80°C do momentu oznaczenia. Probka osocza jest stabilna przez
okres 1 miesiaca, jednakze nalezy unka¢ powtarzania cykli rozmrazania i zamrazania probek.
Przed oznaczeniem plazma nie musi by¢ rozcienczona.

Surowica:

- Pobra¢ krew do probédwek bez koagulantu, po czym pozwoli¢ krwi zakrzepnaé¢ przez 30 minut

w temperaturze 25°C.

. Zwirowac przy 2000 x g przez 15 minut w temp. 4°C. Pipeta zebra¢ gérna warstwe surowicy bez

naruszania bialej warstwy kozuszka. Surowice przechowywac na lodzie, jesli oznaczenie nie jest
wykonywane tego samego dnia probke nalezy zamrozi¢ w temp. -80°C (prébka bedzie trwata przez
1 miesiac). Przez oznaczeniem surowica nie musi by¢ rozcienczana.

Pelna krew: normalne stezenie hemoglobiny w ludzkiej krwi waha sie w granicach 12 - 18 g/dl4.

- Pobrac probke krwi na antykoagulant
- Prébke krwi przechowywac w 4°C (zamrazanie krwi czesto powoduje lize krwinek czerwonych).
- Petlna krew przed oznaczeniem musi by¢ rozcienczona (zwykle wymagane jest rozcienczenie

probek 2 1:10).

Krwinki czerwone:

- Krew pobrac¢ na antykoagulant (np. heparyna)
- Odwirowac¢ probke przy 700 - 1000 x g przez 10 minut w temp. 4°C. Zebrac gorng zdtta warstwe

plazmy, a nastepnie biala warstwe. Na samym dole probki znajduja sie czerwone krwinki krwi,
ktoére nalezy zebra¢ i przechowywac na lodzie, az do momentu wykonania oznaczenia.

- Doprowadzi¢ do lizy czerwonych krwinek poprzez rozcienczenie probki woda w sosunku 1:1, po

czym probke odwirowad.

- Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane tego samego dnia, probke nalezy zamrozi¢ w -80°C (bedzie

ona stabilna przez 1 miesiac).

- Koficowe rozcienczenie probki przed oznaczeniem powinno by¢ 2 1:10 [6].

Homogenat tkanek

w

. Przeptuka¢ tkanke w roztworze soli fizjologicznej (PBS) o pH=7,4 zawierajacym 0,16 mg/ml
heparyny, w celu usuniecia czerwonych krwinek oraz skrzepéw.

. Tkanke homogenizowa¢ w bufrze PBS (5-10 ml) pH=7.4, zawierajacym 0,16mg/ml heparyny na
gram tkanki.

. Probke zwirowac przy 10 000 xg przez 15 minut w 4°C.

. Po wirowaniu usunac¢ supernatant, a probke przechowywac na lodzie. Jezeli oznczenie nie jest
wykonywane tego samego dnia, nalezy ja zamrozi¢ w -80°C (prébka bedzie trwata przez co
najmniej 1 miesiac) [6].

Oznaczenie wykonuje sie na 96-dotkowej plytce, przy czym nie istnieje okreslony wzér naktadania na



ptytke standardu hemoglobiny i probek. Wazne jest by kazda prébka mierzona byta w dwdch
powtorzeniach (http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf)
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Zdjecie: ptytka 96-dotkowa (studzienki), http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf

A-H - standard

S1 - S40 - przyktadowe studzienki

Informacje ogdlne dotyczace kitu (http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf)

- Konicowa objetos¢ probki wynosi 200 ul (we wszystkich studzienkach).

- Przed przystapieniem do oznaczenia wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury
pokojowe;j.

- Zalecane jest wykonywanie oznaczenia probek w co najmniej dwoch powtdrzeniach.
- Oznaczenie nalezy wykonywa¢ w temperaturze pokojowe;j.

- Wartos¢ absorbancji mierzona jest w zakresie 560-590 nm [6].

Przygotowanie standardu

Standard nalezy przygotowac zgodnie z tabela zamieszczona w instrukcji producenta. Przygotowac
8 czystych, szklanych probéwek opisanych kolejno od A-H, po czym odmierzy¢ do nich (zgodnie
z instrukcja) standard hemoglobiny oraz detector hemoglobiny (zdjecie ponizej):


http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf
http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf

Tube 500 pMHemoglobin  Hemoglobin Final Hemoglobin  Final Hemoglobin

Standard (pI) Detector (pl) Concentation Concentation

(M) (g/dl)
B 10 450 10 0.016
C 25 475 25 0.040
D 50 450 50 0.080
E 100 400 100 0.160
F 150 350 150 0.240
G 200 300 200 0320
H 250 250 250 0.400

Zdjecie: przygotowanie standardu, http://www.caymaneurope.com/pdfs/700540.pdf

Wykonanie oznaczenia:

1. Do studzienek przeznaczonych na standard (opisanych A-H) odpipetowac¢ po 200 ul standardu
hemoglobiny

2. Do studzienek przeznaczonych na probki odpipetowaé po 20 ul danej prébki (w dwoch
poworzeniach)

3. Do kazdej studzienki z prébka nalezy odpipetowac¢ po 180 ul detectora hemoglobiny (nie dodawac
do studzienek ze standardem)Plytke nakry¢ folia i inkubowa¢ w temp. pokojowej przez 15 minut.

4. Po uplywie czasu inkubacji zmierzyé absorbancje w zakresie 560-590 nm. Co wazne, przed
pomiarem absorbancji nalezy upewnic¢ sie, ze w studzienkach nie ma pecherzykow powietrza,
ktére utrudniaja pomiary [6].

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy oznaczy¢ stezenie hemoglobiny w badanych prébkach
korzystajac z przygotowanej wczesniej krzywej wzorcowej, a dane podstawiajac do odpowiedniego
wzoru (podany w instrukcji producenta) [6].

Otrzymywanie oksyhemoglobiny (wg Klyszejko-Stefanowicz L., 2003)
Materiat do badan: roztwor krwi w wodzie tj. 0,5 ml krwi w 10 ml H20

Wykonanie:

Roztwér krwi w wodzie nalezy wytrzasa¢ w probéwce- w tym czasie hemoglobina nasyca sie tlenem
z powietrza i zmienia sie w Hb-O2. Kolor roztworu zmienia sie w jasnoczerwony. Roztwdr ogladany
w spektroskopie wykazuje 2 smugi : w zottej i zielonej czesci widma, tj. przy 578 nm i 540 nm.



W przypadku, gdy badany roztwoér daje szerokie smugi absorpcyjne nalezy go odpowiednio
rozcienczy¢ (ma by¢ widoczne wyrazne charakterystyczne widmo). Rozcienczenie nalezy prowadzi¢
uwaznie, gdyz zbyt duze powoduje, ze smugi absorpcyjne zanikaja [2].

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

Do otrzymanego roztworu oksohemoglobiny nalezy dodac kilka krysztatkow srodka redukujacego (np.
dwutionian sodu). Prébke wymiesza¢ (nastepuje zmiana barwy roztworu na czerwono-fioletowa).
W trakcie obserwacji w spektroskopie wystepuje tylko jedna smuga przy dtugosci fali rownej A=565
nm. Swiadczy to o przejsciu oksyhemoglobiny w hemoglobine. W przypadku, gdy do prébki nie
dodano nadmiaru dwutionianu sodu, energiczne wytrzasanie préobki spowoduje ponowne przejscie
hemoglobiny w oksyhemoglobine (pojawia sie charakterystyczne dwie smugi w trakcie ogladania
w spektroskopie) [2].

Autor: Lidia Koperwas
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