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Fisiologia. — Cwurva di dissociazione del sangue in vitro . Nota
di Grorero ToreLLi, ELoisa MirLa, Aporro Pint e RopoLro MAR-
GARIA, presentata ? dal Socio R. MARGARIA.

E stata prospettata in una precedente Nota (Torelli e coll. [1]) la possi-
bilita che in una soluzione di Hb, a concentrazione > 0,5 % emi non ossige-
nati possano intervenire nel processo di ossigenazione di emi di molecole
vicine diminuendone I'affinita per 1'O, (interazione extramolecolare).

L’emoglobina all’interno dei globuli rossi ha una concentrazione di circa
32 %; 'interazione extramolecolare dovrebbe quindi essere molto manifesta.

Tuttavia, elaborando dati di Dill [2] su sangue umano, Margaria e coll. [3]
non hanno ottenuto dati compatibili con I'ipotesi di una interazione extra-
molecolare; si & creduto pertanto opportuno rilevare la curva di dissociazione
anche susangue di cavallo, di cui era stato studiato in precedenza il compor-
tamento dell’emoglobina in soluzione.

Le curve sono state ottenute sia in assenza di CO, che in presenza (Pco,=
= 40 mm Hg), equilibrando il sangue per gorgogliamento a 37° e mantenendo
il pH del plasma a 7,4, secondo la tecnica descritta da Milla e coll. [4, 5].

I risultati sono riportati nel grafico della fig. 1. »

La presenza di CO, sposta a destra la curva di dissociazione dell’Hb,
indipendentemente dal pH, come era stato descritto da Margaria e Green [6],
I'elaborazione delle costanti in questa condizione & perd complicata dalla
presenza dei carboamino composti, che dipendono quantitativamente dal
grado di saturazione e dal pH nel corpuscolo rosso.

La curva di dissociazione in assenza del CO, & influenzata invece dalla
sola diminuzione del pH all'interno del corpuscolo rosso durante il processo
di ossigenazione, dovuta all’aumento della dissociazione dell’emoglobina.

Il valore di pH all’interno del corpuscolo rosso pud essere determinato
dal valore della costante » di Gibson-Donnan secondo la (van Slyke e coll. [7])

o [X71 4 [Hb] . [PT]
() T 2 ([B]: — [X™]) + [Hb] 2[B*,— [P

dove le costanti hanno il seguente significato e valore:
[Hb] = mM di emoglobina (P.M. 17000) per l. di sangue = 8,2 mM;
[P7) = mE di proteine plasmatiche dissociate per L. di sangue = 7 mE;
[B¥]: = mE di basi totali nei corpuscoli per I. di sangue = 64 mE;
[B*]. = mE di basi totali nel plasma per l. di sangue = 9o mE.

(*) Dall’Istituto di Fisiologia Umana dell’Universita degli Studi di Milano.
(*¥*) Nella seduta del 10 giugno 1964.
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La variabile [X7], mE di emoglobina dissociata per litro di sangue &
funzione lineare della saturazione (Antonini e coll. [8]) ed ha il valore di
15,6 mE per I"emoglobina completamente ossigenata e di 9,8 mE per quella
ridotta.

Poiché il pH del plasma (pH,) ¢ mantenuto costante a 7,4 durante tutto

I'esperimento il pH dei corpuscoli (pH,) sard espresso, noto il valore di 7,
dalla:

(2) pH, = pH, + log 7.

Esso risulta uguale a 7,303 per il sangue ridotto e di 0,040 inferiore per il
sangue ossigenato. :
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Fig. 1. — Curve di dissociazione per I’O, ‘del sangue z# wit7o in presenza
Peo,=40mmHg ~ e—e—e ed in assenza di CO, — &—a—a.

La curva tratteggiata rappresenta la funzione corrispondente ad un pH del corpuscolo al valore
costante di 7,3 (vedi testo).

Nota la variazione di pH, si puo correggere, per ogni valore di saturazione,
il valore di Po, corrispondente mediante la (Margaria e coll. [9])

) dlogP, Y  [HY
3 ZpH T [HY+ K. [H1+ K

dove K, = 3,42-1077 ¢ K, = 1,29-1078,

Con questo procedimento si ottiene la curva di dissociazione che il sangue
avrebbe qualora il pH nell’interno del corpuscolo rosso fosse mantenuto co-
stante al valore di 7,3 (linea tratteggiata della fig. 1).
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DETERMINAZIONE DEL VALORE DI INTERAZIONE ESTRAMOLECOLARE.

La funzione tratteggiata della fig. 1 dovrebbe essere definita, qualora non
vi fosse una interazione estramolecolare (Torelli e coll. [10]), dalla:

T oo% 2 I *2 pe2 2 ! *3 p3
o K Po, & (7 + ) KO B, (5 + ) KO
_1_' 2 1 %4 b4
S___ + 3 (mlgm)l +m/2mlu>K ]?02
- I % 2 I %2 p2 4 2 1 %3 p3 ’
I+4;z—,"K P02+2<W+W>K P02+?(m’2m” +m'2m"’)K P02+

X 2 ! *4 p4
+ 3 (mlzmll +m12mnl>K PO2

In presenza di interazione extramolecolare il valore di K*, e cioé di 4K,
dell’equazione di Adair, anziché essere costante, dovrebbe aumentare con
la saturazione della Hb, (Torelli e coll.) [1].

Sono stati quindi calcolati col metodo delle estrapolazioni (Margaria e
I
m//

coll. [3]) i valori 7;1—,- K*e —-K¥*, che risultarono essere rispettivamente 0,006875
€ 0,03925; da questi valori, presupponendo che i quattro emi si trovino ai ver-

tici di un rettangolo e che sia quindi la distanza maggiore &'’'= |d'* 4+ 4",
si puo anche calcolare (Torelli e coll. [10])

—”—zl,,—, K* = 0,006875 + 0,03925 = 0,046125.

E possibile ora calcolare K* dalla (4), quando si pongano per sempli-
cita i termini noti

1 2 I . I , . B
w' K* = ¢ ) (WT m'ml:> K* - B ) ? (m,zm,, + m,2m”'> K*3 — Y
(s) Kx— ST @S—DaPo 4+ (@S—1)BPE, + (4S—3)vP,

(1—S)yP§,

I valori di K* cosi calcolati aumentano con 'aumentare della saturazione,
K*

mentre diminuisce il valore 7 = —% che & I'espressione dell’interazione extra
5

molecolare (Tabella I).

Questi valori indicano che nel sangue a valori fisiologici di pH e forza
ionica ¢ presente una modica interazione extramolecolare, inferiore certamente
al valore che si poteva desumere dai dati sulle soluzioni di emoglobina e dalla
elevata concentrazione del Hb, nei corpuscoli.

‘Nella fig, 2 la saturazione e il valore 7 sono posti in relazione alla fra-
zione di Hb, contenente almeno un eme ridotto (Hb"), calcolata dalla:

6) [Hl;’] — [Hb,] + [Hb,02] + [Hb,0,] + [Hb,Os]
[Hb"°] [Hb,] + [Hb,402] + [Hb,O,] + [Hb,O6] + [Hb,Os]
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da cui
[Hb7) 1+ 40Py +2BP3 +4yP

) =

[Hb™] 14 4aPo +2BPy + 47 Py + 4K* Py

Presupponendo la molecola di Hb, puntiforme, la distanza media di
ognuna di esse da una molecola contenente almeno un eme ridotto, (Torelli
e coll. [1]) sara:

®) d=

" X 108 my.
VNC

dove N ¢ il numero di Avogadro e C la concentrazione molare di Hb.

TABELLA I.
Sat K: m
0,1 0,93 2,97
0,2 0,98 2,82
0,3 1,02 2,71
0,4 1,04 2,66
0,5 1,10 2,52
0,6 : 1,23 2,25
0,7 1,37 2,10
0¥8 I744 1’92
0,9 1,87 1,48
K*
1,0 2,77 1,00

Nel grafico della fig. 3 questa distanza & stata posta in funzione dei cor-
rispondenti valori di 7, ¢ evidente che log 7 & ancora funzione lineare di
log @ come per le soluzioni di Hb,: tuttavia per gli eritrociti la linea & spo-
stata notevolmente in basso ed a sinistra, denunciando un molto minor valore
di log 7, e quindi di » per ogni valore di &.

I1 differente comportamento fra Hb, in soluzione e nel corpuscolo era fa-
cilmente desumibile anche dal valore empirico 7 di Hill che nel presente
caso & di 2,95 mentre in soluzione di Hb di cavallo al 26 % raggiunge il valore
di 3,7 (Milla [11]).

La funzione continua della fig. 3 & espressa 4 dalla:
(9) logm = log @ + 2 log d.

I valori di  rilevati dalla curva di dissociazione per il sangue verrebbero
a coincidere con quelli della funzione (9) se la distanza fra emi interreagenti
nel sangue (4') venisse corretta di un fattore 11 my, per cui:

(10) log m = log a + 2 log (&' + 11).
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Cid fa supporre che gli emi interreagenti nell’ Hb, legata nell’eritrocita si
comportano come gli emi dell’Hb, libera in soluzione quando questi siano
ad una distanza media 11 my superiore: verosimilmente il comportamento
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Fig. 2. — Concentrazione molare e frazione dell’ Hb, contenente almeno un eme
ridotto posti in funzione della saturazione con i corrispondenti valori di 7.
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Fig. 3. — Relazione fra 7 e distanza media fra le molecole interreagenti.

La linea continua rappresenta la funzione riscontrata su soluzioni di emoglobina.

dell’ Hb, in quest’ultima condizione ¢ legata alla maggiore mobilita delle
molecole di Hb, e quindi alla maggiore attivitd inibitoria degli emi ridotti
che essa conti:ene.

E infatti verosimile che le molecole di Hb, nel corpuscolo abbiano un
definito orientamento che implica una mino6re mobilitd e quindi una minore
possibilita di approssimarsi ad emi di altre molecole in soluzione.
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Se la mobilita delle molecole di Hb, & molto alta 'interazione dovra inoltre
essere riferita ad un valore medio di distanza, che risulta minore di quella
corrispondente alla distanza media, poiché I'interazione non & funzione lineare
della distanza, ma del suo quadrato.

La distanza fra gli emi di una stessa molecola & espressa dalla (Torelli
e coll. [10])

(12) a=|/Z.

Dai valori di 7' e " calcolati sperimentalmente secondo la (4) e dalla
(12), raffigurando gli emi ai vertici di un rettangolo, si pud calcolare il lato
minore (d) e il lato maggiore (4”).

Questi valori risultano essere differenti per I'Hb, in soluzione (7’ = 160,
m” = 120) e per 'Hb degli eritrociti (m' = 400, m” = 70).

La molecola di Hb, nel corpuscolo rosso risulterebbe cioé piti allungata e
stretta di quella in soluzione.

Ci6 implica che la parte proteica dello stroma interreagisce con la parte
proteica della molecola emoglobinica, modificandone la struttura terziaria.
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