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Fisiologia. — Definizione matematica della curva di dissociazione 
d e lV Y d o O f^ , N o ta  di R o d o l f o  M a r g a r i a , G i o r g i o  T o r e l l i  e 
A d o l f o  P i n i , p re s e n ta ta (r) dal Socio R. M a r g a r i a .

Presupponendo che l ’ossigenazione dell’em oglobina si svolga secondo 
q u a ttro  reazioni successive, la frazione di em oglobina sa tu ra ta  con 0 2 può 
essere espressa (Adair, 1925) [1] da:

(0 S = K ,P0a +  2 +  3 KIK2K3Pg)2 +  4

4 (1 +  KiPo2 +  K ^ P ^  +  K iK2K3P52 +  KlK2K3K4P y

Roughton, O tis e L ister (1952) [2], applicando il m etodo dei m inim i quadrati 
a ll’equazione (1), hanno calcolato con una calcolatricé elettronica le q ua ttro  
costanti di equilibrio delle curve di dissociazione dell’ossiemoglobina di pecora 
in vitro (concentrazione dell’H b al 3 -4 % , basi to tali 200 mM).

Lo stesso hanno fa tto  Fenne e N ahas (i960) [3], servendosi della curva 
di dissociazione del sangue dell’uomo o tten u ta  in vivo da L am bertsen e 
coll. (1952) [4]. T re di queste costanti risultarono negative (K x , K 2 , K4) 
e quindi prive di significato. Secondo gli stessi A utori, la inattend ib ilità  dei 
risu lta ti risiederebbe, o nell’inadeguatezza del m etodo di m isura della Po2 
e della S, o nell’im possibilità di esprim ere m ediante la semplice ipotesi dei 
composti interm edi di A dair [1] l ’equilibrio tra  H b e 0 2.

A  nostro parere l ’ina tten d ib ilità  dei valori delle costanti può anche essere 
dovuta al fa tto  che il m etodo di calcolo non era adeguato: infatti, quando la 
m atrice dei coefficienti del sistem a norm ale (che è il finale sistem a risolutivo 
per le K) è critica, cioè quando è prossimo allo zero il valore del suo deter
m inante, il m etodo dei m inim i qu ad ra ti non è più applicabile, perché il sistema 
presenta allora una enorme sensibilità, e piccolissime variazioni di Pq2 ed S 
possono ripercuotersi con enorm i deviazioni del valore effettivo dei vari K. 
Q uesta possibilità di errore è m inore qualora i da ti sperim entali siano rile
vati con estrem a precisione, come si verifica nella determ inazione della curva 
di dissociazione dell’H b o del sangue in vitro.

Si è quindi preferito determ inare i valori delle q u a ttro  costanti di ossi
genazione, dagli stessi da ti di L am bertsen [4], con il m etodo indicato da 
M argaria e coll, (i960) [5].

Poiché il pH  del sangue non era costante in tu tte  le determ inazioni, tu tti  
i da ti di P0a sono s ta ti corretti per pH  =  7,4 servendosi della form ula (M ar- (*) (**)

(*) Dall’Istituto di Fisiologia umana dell’Università di Milano.
(**) Nella seduta del 12 maggio 1962.
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garia e coll., i960) [6]:

^log Pq2 [H+] [H+] [H+](K0 - K r)
W  dpn  _ [h+] +  k r [H+] +  k 0 (k0 +  [h+]) (Kr +  [h+])

dove Ko e K r  esprimono le costanti di dissociazione acidica del gruppo 0 2 sen
sibile dell’H b rid o tta  e ossigenata ed hanno i valori di 3,42- io- ? e 1,29- io ~ 8 
alla tem peratu ra  di 370.

Si è determ inato  dapprim a K 4 servendosi, anziché della formula 14 di 
M argaria e coll, (i960) [5] sem plificata in modo da tener conto solo dell’ul- 
tim a reazione delTossigenazione, della formula:

4K4 ' P02
dove il secondo m em bro rappresenta il prim o term ine dello sviluppo in serie 
di potenze dell’equazione (1): con questo procedim ento si riduce l ’errore che 
si compie nella estrapolazione a zero.

Se il calcolo è eseguito sulle due ultim e, anziché solo sulla u ltim a reazione 
di ossigenazione, si ottiene, sviluppando in serie la (1):

(4) s  =
4K4

I I

2 K 3K4

e dando a K 3 un valore prossimo al reale, m a sicuram ente maggiore, il valore 
di K4 che si o ttiene per estrapolazione a zero risulta più preciso e a tten d i
bile (fig. 1).

1
K 4-

Fig. 1. -  I valori di i /K 4 in funzione di (1 —-S) %  e di 1 /P Q . Le curve supe
riori rappresentano i valori ottenuti mediante la (3), le curve inferiori i valori 

ottenuti mediante la (4).
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N ota K 4 è possibile con analogo procedim ento calcolare esattam ente K 3, 
sempre usufruendo della (4).

Tale procedim ento non è sta to  applicato nel calcolo delle prim e due 
costanti, poiché richiede da ti sperim entali a bassi valori di saturazione che 
non si possono ottenere in vivo. K* e K 2 sono s ta te  pertan to  calcolate facil
m ente, note le ultim e due costanti, m ediante la formula:

(5)
Ppa(*-4S)

4 S

V

I
Kx

K2P o , ( .+ K P 0 + K K P ?Ji
2+ 3K3P0!,+ 4K3K4P5g 

4 S

che non è se non un arrangiam ento  della (1), e rappresenta, dando a x  e r  
il significato della (5), l ’equazione di una re tta  avente i/K x come origine e 
K 2 come param etro  angolare (fig. 2).

X
Fig. 2. -  È rappresentata la funzione y  ~  1/K1 -f K 2 x  

dove x  ed y  hanno i valori indicati nella (5).

Con procedim ento analogo sono sta te  calcolate anche le costanti di 
dissociazione del sangue in vitro dai dati sperim entali di Dill (1944) [7] e 
di una soluzione di em oglobina (al 7 °/0) dai dati sperim entali di M illa (1961) [8]: 
in qm bedue questi casi gli esperim enti erano s ta ti condotti a pH =  7,4; 
T  =  370 C ; PCo2 =  40 m m  H g e forza ionica = 0 ,1 5  M circa.

Per queste due serie di dati, K 4 è stato  o tten u to  con il procedim ento 
indicato precedentem ente, e K x con m etodo analogo, servendosi della 
form ula (6), che è l ’espressione dello sviluppo in serie di potenze dell’equa-
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zione di A dair (1), quando si tenga conto delle prim e due reazioni di 
ossigenazione

(6) S - K* p  2K xKa-
—  ro 2— -------

4 4

-K!
- P o 2+ -

K 2 e K 3 sono sta te  determ inate m ediante la trascrizione della (1) nella forma:

^  _ _ K tPo2( 2 - 4 S )  _  1 , ^  KiP32( 4 S - 3 )  +  K K P J 2( 4 S - 4 )
K/) a S - ì- K  K2 “P 4S +  K p o ( 4 S - i )

I valori delle costanti così o tten u ti sono rip o rta ti nella Tabella I.

T a b e l l a  I.

Autori Substrato Ri k 2 K3 k 4

Lambertsen [4] . . . . Sangue in vivo (uomo) 0,066 0,018 0,010 0,36

Dill [7] . . . . . . . Sangue in vitro (uomo) 0,040 0,029 0,0065 0,40

Milla [ 8 ] ......................... Emoglobina in vitro (ca
vallo)

0,050 0,020 0,0078 0,48

Se non vi fosse interazione tra  ossigenazione di un eme e quella degli 
emi successivi della stessa molecola, la curva di dissociazione dell’ossiemo- 
globina po trebbe essere rap p resen ta ta  da u n ’iperbole:

(8) S =
KP„

KPr

dove K  è la costante di equilibrio della reazione H b +  Cb *—7 H bQ 2.
L a (1) è in d o tta  a ll’espressione della (8) qualora i valori delle costanti 

K i , K 2 , K 3 , K 4 assum ano i valori indicati nella Tabella II.

T a b e l l a  IL  

K i = 4 K 
K 2 =  1,5 K 
K 3 =  0,66 K 
K4 =  0,25 K

Questi sono perciò i dati delle 4 costan ti che si dovrebbero o ttenere dai 
dati sperim entali qualora non vi fosse interazione nella ossigenazione degli 
emi. I valori delle prim e tre costanti stanno effettivam ente tra  loro in un

39- —  RE N D IC O N T I 1962, Voi. XXXI1, fase. 5
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rapporto  simile, sia che siano s ta ti calcolati dai dati di Lam bertsen [4] sul 
sangue um ano in vivo, o dai dati di Dill [7] sul sangue in vivoì o dai 
d a ti di M illa [8] sulle soluzioni di em oglobina di cavallo, o dai dati di 
Rough ton [7] a pH  .=  7,1; non vi sarebbe cioè alcuna interazione nella ossi
genazione dei prim i tre  emi.

L a q u arta  costante ha invece un valore in m edia 125 volte maggiore di 
quello indicato nella T abella II, previsto sulla base del suddetto  presupposto; 
l ’ossigenazione dell’ultim o eme è dunque m olto facilita ta  dalla presenza di 
tre molecole di 0 2 nei prim i tre  emi.

Fig. 3. -  È rappresentata la funzione y ' =  i/K 2 +  K3 x r 
dove x* ed y ' hanno i valori indicati nella (7).

Nella Tabella IIL i valori delle 4 costanti sono s ta ti divisi per i coefficienti 
indicati in Tabella II: essi dovrebbero avere tu t t i  lo stesso valore, qualora 
non vi fosse alcuna interazione tra  gli emi; è pure r ip o rta ta  la m edia delle 
prim e tre  costanti (K  medio) e l ’aum ento m  di K4 rispetto  al valore cal
colato da K medio sul presupposto che non vi sia interazione nella ossige
nazióne dell’ultim o eme.

È dunque possibile esprim ere Fèquilibrio tra  ossigeno ed emoglobina 
m ediante u n ’equazione che contenga le sole costan ti K  e m. Sostituendo 
nelle (1) i valori di K x , K 2 , K 3 , K4 coi valori corrispondenti in funzione 
di K sopra riferiti (Tabella II), si o ttiene la form ula semplificata:

(9)
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T a b e lla  III.

Autori PH K =  1/4 Ki K =  2/3 K2 K =  3/2 K3

wTillw

K medio per 
i valori delle 

prime 3 
colonne

k 4m  —
1/4 K medio

Dill [7] 7,4 0,0100 0,0193 0,0097 1,600 0,0130 123

Lambertsen [4] 7,4 0,0160 0,0120 0,0150 1,440 0,0144 100

Milla [8] 7,4 0,0125 0,0133 0,0117 1,920 0,0125 154

Roughton [2](*) 7 ,i 0,0157 0,0165 0,0225 2,322 0,0182 127

(*) Valori ottenuti su soluzioni di emoglobina di pecora in assenza di C02 .

D ando a K e m  i valori calcolati su ciascuna serie di da ti sperim entali 
risp. di Dill [7], di L am bertsen [4] e di M illa [8], si ottengono le curve di

20 40 60 80 100
Po2mm Hg

Fig. 4 -  Curva di dissociazione del sangue in vitro calcolata mediante la (9) 
sui dati di D. B. Dill [7].

dissociazione dell’em oglobina definite da ll’equazione (9), r ip o rta te  nei grafici 
4, 5 e 6 insieme con i dati sperim entali: esse rappresentano con buona appros
simazione l ’andam ento  della funzione.



ÓI2 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. X X XII -  maggio 1962

20 40 60 80 100
Po2 mmHg

Fig. 5. -  Curva di dissociazione del sangue in vivo calcolata mediante la (9) 
dai dati di Lambertsen w -

20 40 60 80 100
Po2 mm Hg

Fig. 6. -  Curva di dissociazione di una soluzione di Hb calcolata mediante 
la (9) dai dati di Milla [8].
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