EEN ONDERZOEK NAAR HET NIET AAN TRANSFERRINE GEBONDEN
IJZER IN PLASMA

PROEFSCHRIFT

TER VERKRIJGING VAN DE GRAAD VAN DOCTOR IN DE
GENEESKUNDE
AAN DE MEDISCHE FACULTEIT TE ROTTERDAM,
OF GEZAG VAN DE DEKAAN PROF.DR.JMOLL
HOOGLERAAR IN DE FACULTEIT DER GENEESKUNDE,
TEGEN BEDENKINGEN VAN HET COLLEGE VAN DEKANEN
UIT DE FACULTEIT DER GENEESKUNDE
TE VERDEDIGEN OP
WOENSDAG 17 NOVEMBER TE 16.00 PRECIES

DOOR

PIETER TAVENIER

geboren te Katwijk in 1941

DRUK: V.R.B.OFFSETDRUKKERIJ -~ KLEINE DER A 4,
GRONINGEN



PROMOTOR: PROF.Dr. B.LEIJNSE

COREFERENTEN: Dr. HG.VAN EIIK,
PROF Dr. J.B.J.SOONS.



Aarn  Grietje
Roosmarijne
Pierer Matthijs






INHOUD.

HOCFDSTUK L

Inleiding.
Literatuuroverzicht.
Probleemstelling

HOOFDSTUK IL

Materialen en methoden.

HOOFDSTUK IIL

Karakierisering van het systeem: ijzer-ascorbinezuur in
0,05 molair fosfaat pH 7, 4.

HOOFDSTUK IV.

De bestudering van het ijzer ~transferrine systeem in vitro.

HOOFDSTUK V.

In vivo dialyse experimenten bij konijnen,

HOOFDSTUK VI

Discussie.

SAMENVATTING.

SUMMARY.

LITERATUURLIJST.

13

23

47

69

77

83

86

88






HOOFDSTUK 1.

LITERATUUROVERZICHT EN PROBLEEMSTELLING

Het verband tussen het ijzerbindend vermogen wvan plasma en
het ijzertransport is wvan het begin af aan onderkend. De naam
transferrine, door Holmberg en Laurell (1) voor het ijzerbin-
dend B-glcbuline in 1947 geintroduceerd, waarin de transport-
functie tot uiting is gebracht, heeft dan ook algemeen ingang ge-
vonden. In het bijzonder door onderzoekingen met radioactieve
izsotopen is het mogelijk gebleken kwantitatieve gegevens betref.
fende de dynamische aspecten van ket ijzertransport bij de mens
te wverkrijgen.

Per dag wordt via het plasma 0,5 mmol Fe getranspor-
teerd (2), de concentratie aan transferrine in plasma is 30
wrnolfl, d.w.z. in totaal 90 wmol. De verzadigingsgraad van
dit transferrine met Fe is 30%, d.w.z. er is een Fe-concentra-
tie van 20 gmol/l, in totaal 60 umol. Het ijzer in plasma wordt
dus per dag zeker acht keer vernieuwd. Dat een transferrine-
molecuul vele malen gebruikt kan worden wvoor het transporteren
van ijzeratomen, blijkt uit het feit dat de halfwaardetijd van het
Fe in serum 90 minuten bedraagt, tegenover de halfwaardetijd
van het transferrine van circa 10 dagen.

Sedert de ontdekking van transferrine - waarbij de naam Schade
(3), die de stof in 1945 de naam siderophiline gaf, genoemd
moet worden - is zeer veel onderzoek over dit eiwit verricht.
Er moet opgemerki worden dat onze kennis toch zeer onvolledig
is. Glaser (4) gaf in 1970 in zijn dissertatie '"Onderzoekingen
omtrent hetijzer-tranferrine systeem' een uitgebreid literatuur -
overzicht, waarin gencernd manco duidelijk naar voren kwam.
Met het onderzoek, beschreven in genoemde dissertatie, irachtte
Glaser onze kennis op bepaalde punten te verrijken. De deor
hem gevonden gegevens maken het mogelijk bepaalde vraagstel-
lingen nauwkeuriger te formuleren. Uiteraard zal in het navol-
gende niet meer uitgebreid op de gegevens uit de literatuur,
die door Glaser =zijn behandeld, worden ingegaan. Slechis die
punien uit de literatuur zullen worden besproken, welke van
principieel belang zijn voor onze proefopzet.

Reeds kort nadat de rol van transferrine in het ijzertran-
sport was aangetoond, werd een vraag gesteld aangaande het
mechanisme waar heden ten dage nog geen definitief antwoord
op bestaat. Flexner, Vosburg en Cowie (5) veronderstelden in



1948 dat de capillairwanden doorgankelijk zouden zijo voor trans-
ferrine. Indien deze veronderstelling juist is, zou de ijzerover-
dracht van transferrine naar het haemsynthetiserende systeem
benevens van en naar ferritine plaats kunnen vinden door direct
contact tussen transferrine en ijzertransferrine en de betreffen-
de cellen.

De wvisie wvan Laurell (6), in 19851 geformuleerd, is dat bij
deze overdracht van ijzer een rol is weggelegd voor vrij ijzer,
bijvoorbeeld in ionogene vorm. Hoewel er, vooral door Jandl
en Katz (7), gegevens zijn verkregen die pleiten ten gunste van
Flexner's opvattingen, bestaat er nog geenszins zekerheid op dit
punt.

Uiteraard zal nadere kennis omtrent reactie- en evenwichis-
constanten van de reactie tussen Fe en transferrine het mogelijk
maken omtrent bovengencemde en andere problemen een uit-
spraak te doen.

Algemeen wordt aangenomen, dat de genoemde reactie in twee
stappen plaatsvind’i{.

. k, [TrFe]
I Tr + Few__‘"“""’ TrFe K, ~ =
k-2 k, [Tr] [Fe]
ks ko [TrFe,]
II TrFe + Fe &—= TrFe, Ko = =
kg k_s [TrFe|[Fe]

Glaser heeft in zijn eerder genocemde dissertatie een uitvoerig
onderzoek naar de grootte van K, en K, gedaan. Zijn resul-
taten en de resultaten van de onderzoekingen van Davis, Salt-
man en Benson (8) uit 1962 en Aasa, Malmstrém, Saltman en
Vanngard (%) uit 1963 zijn in tabel I.1 samengevat. Teneinde
onderlinge vergelijkbaarheid te verkrijgen, zijn de door Glaser,
in de door hem gebruikte bovengenoemde definitie van K, en K,
omgerekende gegevens van genoemde auteurs opgegeven.

Het zal duidelijk zijn uit tabel [.1, dat er een zeer groot ver-
schil bestaat tussen de door Glaser gevonden evenwichtscon-
stanten en die van Davis c¢.s. en Aasa c.s. Uit de K-waarden
van laatstgencemde auteurs zou moeten werden afgeleid dat van
een hoeveelheid wvrij ijzer, geschikt voor een transportfunctie,
geen sprake kan zijn. Glaser's K-waarden doen juist een on-
verwachte en moeilijk te aanvaarden hoge '"vrij''-ijzerconcen-
tratie in de lichaamsvlceistoffen wverwachten. De discrepantie
wordt begrijpelijk wanneer de totaal verschillende omstandig-
heden in de verschillende series experimenten mede in de be-
schouwing wordt betrckken. Glaser bestudeerde de reacties I



Tabel I.1.

De deor verschillende onderzoekers gevonden K, en K, waarden bij de bestudering van bet
evenwicht tussen Fe en transferrine.

Auteur Kl K2 Bijzonderheden
*Davis e.a. 2 " x10%0 5 “x10%7 pH 7,4, EDTA aanwezig
*hasa e.a. I 5 x10%8 1,25% 102 pH 9 , EDTA aanwezig
i 3,8 x1018 0,9 x10 pH 6,9, cimaat aanwezig
Glaser I 0,25% 108 0.5 x10° pH 1,4, ascorbinezuur
5 aanwezig
by 0,12x10% 0,16x10 pH 7,4, H, aanwezig

2

* Zie voor de omrekening van de K-waarden van Aasa en Davis de dissertarie van Glaser.

en II in een milieu waarin Fe, zoal niet voor 100% dan toch
voor een groot percentage in de vorm van Fe (II) geacht werd
aanwezig te zijn. Davis c.s. en Aasa c.s. deden hun onderzoe-
kingen met Fe (III). Gezien het feit dat het oplosbaarheidspro-
duct van ferribydroxide 4x107%® bij 25°C (10) bedraagt, is het
duidelijk dat het weinig zin heeft met Fe (III)-ionen te werken.
Vandaar dat genoemde onderzoekers chelaatvormers gebruikten,
EDTA of citraat, teneinde Fe {III)-concentraties van bruikbaar
niveau te bereiken. Dit is natuurlijk een complicerende factor,
want het is uiteraard niet zeker dat in zo'nm milieu de reacties
zullen verlopen als in I en II aangegeven. Volgens sommige
auteurs (11) vindt de oplading van transferrine met ijzer plaats
vanuit een milieu waarin ijzer In chelaatvorm aanwezig is, door
reactie van transferrine moleculen met de ijzerchelaten.

Het oplosbaarheidsproduct van ferrohydroxide bedraagi bij
25°C 2x10-18 (12). Hieruit blijkt dat het werken met een be-
hoorlijke concentratie Fe (II} voor de bestudering van de reac-
ties I en II zeker mogelijk is., De moeilijkheid in dit gewval is
echter dat bij een fysiclogische zuurgraad, pH 7,4, indien geen
speciale maatregelen genomen worden, het Fe (II) zal overgaan
in Fe (III). Glaser gebruikte om deze omzetting te verhinderen
ascorbinezuur, een begrijpelijke keuze gezien het feit dat dit
reductans in bloed voorkomt. Volgens sommige auteurs (13)
echter zou Fe (II) met ascorbinezuur een complex vormen;
dit zou uiteraard een complicatie vormen. Hiertegen pleit dat
in de proefnemingen waarbij in plaats van ascorbinezuur lang-
durig doorleiden van Hg werd gebruikt, ongeveer dezelide K-
waarden werden gevonden. Toch rijzen allerlei vragen met be-
trekking tot het werken met Fe (II). Er is een theorie die stelt
dat slechts Fe (III) kan reageren met transferrine. Weliswaar
is van oudsher bekend dat het ijzertransferrine complex zowel
door toevoeging aan transferrine van Fe (II) als Fe (IlI)-zoutenr



ontstaat. Maar in het transferrine-ijzer complex dat met Fe
(I) of Fe (III) ontstaat, bezit het ijzer de driewaardige vorm.
Het is dus duidelijk dat wanneer dit ijzertransferrine complex
met behulp van Fe (II) wordt gevormd, er een overgang tot de
driewaardige toestand moet optreden. Dit kan plaatsvinden in
de cplossing, dus alvorens het Fe met transferrine reageert.
Het kan ock plaatsvinden nadat een Fe (II)-ion een binding met
transferrine heeft aangegaan. De eerste opvatiing werd door
Koechlin (14) in 1952 naar wvoren gebracht. Ross, Kochwa en
Wasseman (15) stellen zich op het tweede standpunt en wel op
grond van metingen van de reactiesnelheid. De reactie tussen
transferrine en Fe ({II) gaat volgens deze auteurs weliswaar
aanvankelijk sneller dan die tussen transferrine en Fe (II),
maar gaat in het eerste geval niet verder dan 70-85% van de
totale verzadiging, die in het tweede geval wordt bereikt. Bo-
vendien heefi toevoeging van reducerende stoffen in het geval
Fe (III) wordt gebruikt, geen invlpced op de reactiesnelheid.

Glaser stelde vast dat de reactie tussen transferrine en Fe
{(II) bij de door hem gekozen omstandigheden altijd veel sneller
verliep dan wanneer Fe (III) werd gebruikt. Bovendien deed toe-
voeging van het reductans ascorbinezuur de reactiesnelheid
tuzgen transferrine en Fe (III) sterk toenemen. Glaser's con-
clusie ligt wvoor de hand, transferrine reageert met Fe (II).
Toch blijft ook op dat punt een grote onzekerheld bestaan.
Schade, Reinhart en Levie (16) stelden in 1949 vast dat voor
het ontstaan van het ijzertransferrine complex met de bekende
zalmkleur, absorptiemaximum 470 nm, zuurstof nodig is. Zuur-
stof zou echter door ascorbinezuur vervangen kunnen worden.
Wel zou tussen transferrine en Fe (II) een verbinding kunnen
ontstaan indien bicarbonaat aanwezig is, een verbinding die
echter een geelbruine kleur zou hebben en dus sterk afwijkend
zou zijn van het zalmkleurig product.

De rol van bicarbonaat bij de vorming van het ijzerascorbi-
nezuur complex is eveneens verre van opgehelderd. Warner
en medewerkers (17) meenden met *¥C te kunnen vaststellen
dat per atoom Fe een molecuul HCO,~ aan transferrine werd
gekoppeld. Aanvankelijk stelden Aasa en medewerkers (18) zich
in 1963 op hetzelfde standpunt, maar in 1967 liet dezelfde groep
onderzoekers (19) deze opvatting varen. Bicarbonaat zou slechts
een katalyserende werking hebben. Inderdaad wvolgt ook uit Gla-
ser's proeven, waarbij langdurig H, werd doorgeleid, dat vrij-
wel zeker bicarbonaat niet onmisbaar is voor de vorming van
ijzertransferrine. Uit Glaser's onderzoek over de reactiecon-
stanten k; en ky blijikt niet alleen het welbekende feit dat HCO,~
cen sterk versnellende werking heeft op de reactie tussen Fe en
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transferrine, maar bovendien dat de invloed wan bicarbonaat
(concentratie 25 mmol/l) de reactieconstante k, met een fac-
tor 2, de reaciieconstante k2 daarentegen met een factor 100,
verhoogt. De grote moeilijkheid bij deze proeven was echter
dat k; en k, niet in een absoluut koolzuurvrij milieu konden
worden gemeten, maar dat minimaal ongeveer 0,3 mmol/l
HCO 3~ aanwezig was. Eeén interessanie, maar in het licht van
wat zojuist betreffende de resultaten van allerlei onderzoeking-
en werd opgemerkt, sterk hypothetische theorie betreffende het
ijzertransport, opgesteld door Osaki, Johnson en Frieden (20),
is te vinden in figuur I.1.

2 2
Fe(lll} -Ferritin
- - . Reduced .
-e +e | Ceruloplasmin . Hemoglobin, etc.
Ceruloplasmin
_L _______ - H other
Fe(Il) Fe(Il) ‘-Fe{ll)'| Fe(llmFe(ll) Apo-Transferrin  Fe(ll)-—-a=Fe
2 b PROTEINS
Other Fe E
Compounds :
Transferrin mmw———; Fe(l1D)
Gut Mucosal Cells plasma Bone marrow
*RH2: Ascorbate, R : Dehydroascorbate
Fig 1.1,
Het door Osaki, Johnson en Frieden opgestelde reactiemechanisme beweffende het ijzer—
ransport.

Het zou te ver voeren hierop diep in te gaan. Uit het voor-
gaande zal duidelijk zijn dat het van meer belang is, nadere
gegevens omtirent het ijzertransferrine systeem te verzamelen.
Wij meenden dit te kunnen door in de eerste plaats de resul-
taten die Glaser met zijn dialyse experimenten verkreeg nader
uit te werken. Daartoe was het noodzakelijk de door hem ge-
bruikte proefomstandigheden nauwkeurig te karakteriseren. Dit
was tevens nodig teneinde tot een inzicht te komen in de moge-
lijkheden voor het ontwikkelen van een dialyseopstelling in wvivo.
Dit onderzoek bracht ons tot een gewijzigde proefopzet voor
dialyse - en ultrafiliratieproeven met het ijzertransferrine sy-
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steem in vitro. Zoals gezegd was ons doel tevens het verrich-
ten van in wvivo experimenten en wel met konijnen. Door het
uitvoeren van zowel In vitro als in vivo proeven hoopten wij
tot een conclusie te kunnen komen over de vraag hoeveel niet
aan transferrine gebonden ijzer onder verschillende omstandig-
heden aanwezig is. Dit gegeven zal het ons inziens mogelijk
maken tot een conclusie te komen omtrent de strijdvraag of
"vrij ijzer" een rol speelt bij het ijzertransport.
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HOOFDSTUK II.

MATERIALEN EN METHODEN.

§ 1. Transfervine.

Humaan transferrine werd verkregen van de firma A.B.KABI
{Zweden) in lyophiel gedroogde vorm. De door de firma opge-
geven zuiverheid bedroeg meer dan 90%. Glaser vond met zet-
meelelectrophorese en chromatografie met een DEAE cellulo-
sekolom geen bijmengsels. Konijnentransferrine werd verkre -
gen van de firma PENTEX eveneens in lyophiel gedroogde vorm.
Deoor de firma werd geen zuiverheid opgegeven. Wij onder-
zochten van beide soorten transferrine het drooggewicht en as -
gehalte. Dit bleek 100% resp 4% te bedragen voor het humaan
transferrine en 89% resp 6% wvoor het konijnentransferrine. Het
konijnentransferrine bevatte 14% albumine. De voorkomende ver-
ontreiniging van albumine in het konijnentiransferrine preparaat
bleek niet storend, daar met konijnentransferrine slechts in
vivo proeven zijn wverricht onder omstandigheden waar reeds
albumine aanwezig was. In vele gevallen was het nodig om zo-
wel het humane als het konijnentransferrine ijzervrij te maken.
Dit werd bereikt door de transferrineoplossing tweemaal 24 uur
te dialyseren tegen 0,05 mol/l azijnzuur-acetaatbuffer pH 5,0
waarin EDTA met een concentratie van 0,02 mol/l aanwezig
was. Vervolgens werd 24 uur gedialyseerd tegen agua bidest,
Tenslotte werd de eiwitoplossing op pH 7,4 gebracht door twee
maal 24 uur ite dialyseren tegen een fosfaatbuffer (0,05 mol/l)
pH 7,4. Bij deze dialyse werd het transferrine teveng gezui-
verd van bovenvermelde anorganische bijmengsels.

§ 2. Bepalingsmethoden voor transfervine.

Het transferrine gehalte van oplossingen die &én van de twee
bovengenoemde preparaten bevatten, werd door ons op twee ma -
nieren nagegaan:

A) Met de radiale immuno-diffusie techniek ontwikkeld door
Mancini en Heremans (21). We gebruikten hierbij transferrine -
partigeen-immuno-diffusie-platen van de firma Hoechst Behring-
werke. Als siandaardoplossing werd een gestabiliseerd humaan
serum gebruikt, dat eveneens door Behringwerke werd geleverd.
B) Door middel van de ijzerbindingscapaciteitsbepaling met be -
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hulp wvan metingen bij 470 nm. Voor de molaire exiinctieco&f-
ficient werd door Glaser 5,2);103 gevonden., Laatstgenoemde
waarde stemt zeer goed overeen met de in de literatuur door
Surgenor (22) en Leibman (23) opgegeven waarden van 5,1x10°%
resp. 5,1 x10% Deze bepaling van het transferrine gehalte vond
als volgt plaats: Aan 1,00 ml fosfaatbuffer {0,085 mol/l) pH 17,4
werd 0, 03 ml ascorbinezuur (conc. 85 mmol/l) en 0,02 ml na-
triumbicarbonaat (1 mol/l) toegevoegd. Er werd altijd ongeveer
0,05 umol transferrine gebruikt. Afhankelijk van de transfer -
rine concentratie, die wisselde van 0,5 tot 1, 0 mmol/l werd dus
0,1 tot 0,05 ml gebruikt. Aan bovenstaand reactiemengsel werd
uiteindelijk de vereiste hoeveelheid Fe (II}) oplossing {(conec. 2,0
mmol/l) toegevoegd waarbij de hoeveelheid ijzer ongeveer twee
maal zo groot was dan rmaximaal aan het transferrine gebonden
kon worden. Na een Iincubatieperiode van 2 uur werd de ex -
tinctie bij 470 nm gemeten. Uit de gemeten extinctie werd door
middel van de molaire extinctiecoéfficient de transferrine con-
centratie berekend.

De overeenkomst tussen de radiale immuno-diffusie techniek
en de door middel van de ijzerbindingscapaciteit bepaalde trans -
ferrine concentratie bleek zeer goed te zijn. In de meeste ge -~
vallen was het verschil dat tussen beide methoden werd gevonden
kieiner dan 4%.

§ 3. Bepalingsmeihoden voor ijzer.

A) De bepaling van het totaal aanwezige Fe in een oplossing,
die zowel Fe (II), Fe (III) als Fe gebonden aan ascorbinezuur
of transferrine bevatte, vond plaats met de methode van Trinder
(24).

B) Een bepaling van de Fe (II) ionen concentratie bij pH 7,4
werd uitgewerkt. Evenals bij de methode van Trinder kozen we
voor het kleurreagens bathophenantrolinedisulfonzuur. Dit chro-
mogeen reageert slechts met Fe (II) tot een gekleurd complex,
dat bij 525 nm een absorptiemaximum bezit. Teneinde een goe -
de bepalingsmethode van de Fe (II} concentratie te hebben, moet
aan twee voorwaarden zijn voldaan. Ten eerste moet de molaire
extinctie coé&fficient bekend zijn, Ten tweede moet de meting
van de extinctie bij 525 nm een maat zijn voor de Fe {II) ionen
concentratie, dit wil zeggen er mag geen al te snelle vorming
van Fe (II}) uit Fe (III) of aan andere stoffen gebonden Fe
plaatsvinden. In de eerste plaats gingen we na of de molaire
extinctieco&fficient van het Fe (II) chromogeen bij pH 7,4 ver-
gchilt van die bij de door Trinder gebruikte pH van 4,5. Dit

14



werd als volgt nagegaan: Aan 1,00 ml fosfaatbuffer (conc. 0, 05
mol/l} pH 7,4 werd 0,03 ml ascorbinezuur (conc. 85 munol/l),
0,50 ml bathophenantrolinedisulfonzuur (conc. 0,53 mmol/l) en
0,02 ml Fe (II) oplossing {conc. 2,0 mmol/l) toegevoegd. Op
verschillende tijdstippen na de Fe (II} tocevoeging werd de ex-
tinctie bij 525 nm van hetzelfde mengsel gemeten. Op volledig
identieke wijze werd de proef herhaald maar i.p.v. fosfaatbuf-
fer werd nu een azijnzuur-acetaatbuffer (conc. 4 mol/l) pH 4,5
gebruikt. Ook nu werd de extinctie op wverschillende tijdstippen
gemeten. Tabel II.1. geefi een overzicht van de resultaten.

Tabel II,1.

De snelheid van het ontstaan van het Fe—Bathophenantroline complex bij
pH 7,4 en bij pH 4,5

Tijd Et525 nm) E(sos nm)
(min) fosfaatbuffer (pH 7,4) azijnzuur-acetaatbuffer (pH 4,3)
1 0,528 0,535
5 0,528 0,538
10 0,526 0,538
15 0,526 0,538
20 0,526 0,538
25 0,528 0,537
30 0,528 0,537

Uit bovensiaande gegevens is af te leiden, dat de extinctie, die
ontstaat warneer Fe (II) aan het chromogeen wordi toegevoegd,
binnen 1 minuut maximaal is en dat er geen essentieel verschil
tussen de molaire extinctieco&fficienten bestaat bij pH 7,4 resp
PH 4,5.

We onderzochten de kleurontwikkeling bij pH 7,4 na toevoeging
van het chromogeen aan een oplossing waarin zowel Fe (II) als
Fe (III) aanwezig was. BEr ontstond direct een kleurontwikkeling,
die daarna langzaam toenam totdat na vele uren een maximum
bereikt was.

Dit verschijnsel werd door ons als volgt nagegaan: Aan 25,0
ml fosfaatbuffer (0,05 mol/l) pH 7,4 werd 0,25 ml ascorbine-
zuur {conc. 0,25 mol/l) en Fe (II)(conc. 2,0 mmol/l) toege-
voegd. Het mengsel werd 1% uur op een schudiafel geplaatst
gedurende welke tijd gedeeltelijke oxidatie van Fe (II) optrad.
Na 1% uur werd op identieke wijze zoals reeds eerder in deze
paragraaf beschreven de Fe (II) concentratie bij pH. 7,4 geme-~
ten. Fig II.1. geeft de resultaten weer.
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Fe (II) ~bathophenantrolinecomplex {1 mot/i)

60— [Fe] totaal 488 mol/t

l [Fe] totacl 19.8p mol/(

/ [Fe] totaal 1901 mol/l
4
i I T

5 10 20 t{min)

Fig H.1.

De vorming in de tijd van het Fe (II) ~bathophenantroline complex in 0,05 molair fosfaat—
buffer pH 7,4 bevattende Fe (II) en Fe (II) in aanwezigheid van ascorbinezuur.

Zie veor bijzonderheden de tekst.

Onze verklaring van de resultaten weergegeven in Fig 1.1 is
als volgt: Het aanwezige Fe (II) reageert direct met het chromo-
geen. Het evenwicht, dat tussen Fe (II) en Fe (III) bestaat,
wordt daardoor verstoord en er vindt een voortdurende doch
langzame vorming van Fe (II) uit Fe (II) plaats. Tenslotte is
al het Fe aanwezig in de vorm van Fe (JI) gebonden aan het
chromogeen. We komen dus tot de conclusie, dat het mogelijk
is om bij pH 7,4 de Fe (II) concentratie te meten ook wanneer
Fe (III) aanwezig is. Hierbij moet echter aan de wvoorwaarde
voldaan worden, dat de extinctie meting na toevoeging van het
reagens bianen 1 minuut plaatsvindt.

C) Fe bepaling met behulp van een micromethede voor gehalten
van 0,6 -6,0 pumol/l.

Bij lage Fe concentraties werd de volgende door ons uitge-
werkte microtechniek gebruikt. Aan 1, 00 ml monster werd 0,10
ml ascorbinezuur (conc. 1 mol/l) toegevoegd. Na 15 minuten
staan werd 0,10 ml bathophenantrolinedisulfenzuur dinatrium-
zout (conc. 0,5 mmol/l) toegevoegd. Vervolgens werd het ge-
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vormde Fe complex ge&xtraheerd met 0,4 hl caprylalcohol door
gedurende een halve minuut de twee lagen intensief met een
schudapparaat te mengen. Na centrifugeren gedurende 5 minuten
(1500 g) werd in de bovenste laag, caprylalcohol, de extinctie
bij 525 nm gemetien. Voor monsters waarin eiwit aanwezig was,
werd alvorens de Fe bepaling te verrichten, het eiwit verwijderd.
Aanl, 00mlwerd daartoe 1, 00 ml azijnzuur -acetaatbuffer {conc.
4 mol/l) pH 4,5 toegevoegd en het geheel werd gedurende 15
minuten op 100°C gehouden. Na afkoelen werd gedurende 10
minuten gecentrifugeerd {1500 g) en in de bovenstaande vloei-
stof werd in 1, 00 ml een Fe bepaling verricht op identieke wij-
ze zoals beschreven. Het verband tussen de gemeten extinctie
en de concentratie is in fig II. 2 weergegeven.

/]\ E (525 nm}
Q150 —
0100 —
Q050 - °
I I
30 60 pmot/l
Fig IL.2.

Jklijn behorende bij de micromethode voor gehalten van 0,6-6,0 pmol Fe/l.
Zie voor bijzonderheden de tekst.

De hoeveelheid Fe die met bovengenoemde methode aantoon-

baar was, bedroeg 0,6 umol/l. De standaarddeviatie bedroeg
0, 05 umol/l.

D) De *°Fe concentratie werd gemeten met een Philips gamma
teller (PW 9025 - PW 4280).
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§ 4 Bijzonderheden omivent andere bepalingstechnieken en ge-
bruikte matevialen.

A BEPALINGSMETHODEN VOOR ASCORBINEZUUR,

De ascorbinezuurbepaling met de redoxindicator 2,6 dichloor-
phenolindophenol werd verricht volgens de methode beschreven
door Henry (25). Ascorbinezuur werd ook bepaald volgens de
methode van Roe (26) waarmee tevens dehydroascorbinezuur en
diketogulonzuur konden worden bepaald.

B GEBRUIKTE BUFFERS,

De bij de experimenten gebruikte fosfaatbuffer {conc. 0,03
mol/l}) pH 7,4 werd bereid door 6,80 g KH,PO, en 35,60 g
Na,HPO,4. 2H, O op te lossen in 5 1 aqua bidest.

De azijnzuur -acetaat buffer (conc. 4 mel/l) pH 4,5 werd be-
reid door 570 ml azijnzuur (conec. 4 mol/l) te mengen met 430
ml natriumacetaatoplossing (conc. 4 mol/l). De azijnzuur -ace-
taatbuffer (conc. 0,05 mol/l) pH 5,0 werd verkregen door 295
ml azijnzuur {(conc. 4 mol/l) te mengen met 705 ml nairium-
acetaatoplossing (conc. 4 mol/l) en deze te verdunnen tot de
gewenste concentratie van 0,05 mol/l. De pH van de bereide
buffers werd gecontroleerd met een pH meter van Radiometer
(type PHM 26). Indien een oplossing % Fe bevatte of een zeer
klein veolume had, werd met Lyphan papier gewerkt.

C EXTINCTIE METINGEN EN ABSORPTIESPECTRA.

De extinctiemetingen en absorptiespectra werden verricht met
een Zeiss spectrophotometer (type PMQ II). Bij de bepaling
van de extinctie bij 470 nm wvan het Fe -transferrine complex
werden micro -kwartscuvetten gebruikt met een optische weg-
lengte van 1 cm.

D 59 FE.

Het bij de experimenten gebruikie % Fe werd verkregen als
% FeCl, van N.V.Philips Duphar. Het *° Fe was niet dra-
gervrij, zodat het niet radiocactieve ijzer iedere keer door ons
bepaald werd. De hoeveelheid niet radicactief Fe bedroeg 10-
20ug/100 uC. Bij onze experimenten is hiermede rekening ge-
houden. Het %9 Fe werd wanneer nodig gereduceerd door aan
2 ml %% Fe {100 xC) 15 mg ascorbinezuur toe te voegen, het-
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geen neerkwamn op een 250-voudige overmaat, De pH wvan het
3 FeCl, bedroeg 2-3. Het % Fe (II) werd zonodig gemengd
met %% Fe (II) tot de gewenste specifieke activiteit.

B GEBRUIKTE CHEMICALIEN,

Alle chemicalién waren Merck p.a.. Bij het bereiden van Fe (II}
oplossingen werd altijd uitgegaan van FeSO4{(NH,).SO,.6H,0,
voor de bereiding van Fe (III) oplossingen van FeCl,.6H 0. Bij
de bepaling van de totale ijzerbindingscapaciteit volgens Ram-
say (27) werd gebruik gemaakt van een ¥FeCl,.6H,O oplossing.

§ 5 Ontwikkeling van de proefopstelling voor het wevken ondev
omstandigheden waavbij zuuvstof en CO, uitgesloten kon-
den worden en de metingen van de redoxpotentical onder
deze omstandigheden,

De procedure, die gevolgd werd om zuurstof uit te sluiten,
was als volgt: Door het reactiemengsel werd gedurende het ex-
periment N, gas doorgeleid. Het Ny gas was 99, 9% zuiver.
Het N, gas werd alvorens het door het reactiemengsel werd ge-
leid volledig van zuurstof gezuiverd door het te leiden door een
alkalische dithioniet oplossing. De alkalische dithioniet oplossing
werd als wolgt bereid: Aan een oplossing van 200 ml KOH (2
mol/l) werd 30 g natriumdithioniet en 30 g indigo-carmijn toe-
gevoegd. Vers bereide oplossingen zijn geel en worden in con-
tact met zuurstof blauw. Het N, gas werd geleid door 3 was -
flesjes met alkalische dithioniet oplossing en door 2 wasflesjes
met aqua bidest. De gasstroom werd door middel van €en poreus
gasfilter, wat zich aan de uitstromingsopening bevond, ver -
deeld in kleine gasbellen en daarra in het reactiemengsel ge-
leid. De snelheid van gas doorleiden bedroeg 15 - 20 ml/min.
Aanvankelijk werd de ontleding van ascorbinezuur onder anae-
robe omstandigheden (zoals in hoofdstuk III paragraaf 4 weer-
gegeven) bestudeerd met behulp van een opzet, waarbij van er-
lenmeyers gebruik werd gemaakt. Dit stuitte op practische pro-
blemen wvanwege de moeilijkheid om zuurstof uit te sluiten bij
het nemen van monsters; bovendien was het niet mogelijk,
de redoxpotentiaal in bovengencemde opzet onder anaerobe om-
standigheden te meten. Er werd door ons een reactievat ge-
construeerd om bovengenoemde moeilijkheden ie overkomen.
Het reactievat had een wvolume wvan 150 ml en kon luchtdicht
afgesloten worden met klemmen. De bovenkant was voorzien van
openingen voor de electroden en de uitstroomopening van het
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Fig 1. 3.

chactievar gebruikt bij de experimemten verricht onder swikt anaerobe omstandigheden. De

vier openingen kunnen zfgesloten worden met stoppen en bovendien kunnen er in plaats van

stoppen precies sluitende elecwoden ingebracht worden. De kleinmere openingen in het deksel

vorrmen de toevoer en de afvoer van de gasstroom en bovendien biedt het de mogelijkheid
tot het nemen van mensters tijdens het experiment.
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N, gas. Bij de metingen van de redoxpotentiaal werden een ca-
lomel en een platina electrode gebruiki van Radiometer (type
K 401, resp P 101). De metingen werden wverricht met een pH
meter van Radiometer (type PMM 26). De aflezingen van de
redoxpotentiaal hadden een nauwkeurigheid van 1 mV. Uitein-
delijk kwarnen we tot een reactievat zoals afgebeeld is in fig.IL 3.

De redoxpotentiaal (E) werd gemeten tegen een verzadigde ca-
lomel eclectrode (E = 244 mV) maar werd uiteindelijk als
volgt tegen wa.‘cerstof1 berekend: (ED)

ER = E + 244

De tijden gedurende welke N, gas door het reactiemengsel werd
geleid staan vermeld bij de afzonderlijke experimenten.

Bij de proeven waarbij we CO, uitsloten, werd eveneens de
proefopstelling gebrulkt weergegeven in fig II. 3. Inplaats van
een alkalische dithionietoplossing werd een oplossing van KOH
(2 mol/l) gebruikt en in plaats wvan N gas werd luchi door-
geleid. Wanneer er tijdens het expemment toevoegingen plaats-
vonden of monsters genomen werden, dan gebeurde dit met in-
jectiespuiten (Braunile Gr 1R, Braun Meisungen) via de uit-
stroomopening van het gas.

§ 6 Bijzonderheden omitvent de ullvafillvalie - en dialyse opzet.

A ULTRAFILTRATIE-EN DIALYSE OPZET VOOR IN VITRO EXPERIMENTEN.

Hiervoor zij verwezen naar de paragrafen 2 en 5 van hoofd-
stuk IV,

B DIALYSE-OFZET VOCR IN VIVO PROEVEN.
Hiervoor zij verwezen naar paragraaf I van hoofdstuk V.

Verdoving wvan het konijn en onstolbaar maken
van het bloed bij in vivo proeven®,

Voor het verdoven wvan het konijn werd een dosis Hypnorm
{0,02% Fentanyl, Philips Duphar) intramusculair gegeven, die
overeen kwam met 0,5 ml per kg lichaamsgewicht. Soms bleek
het nodig na 15 -20 minuten na de eerste dosis nog 1 ml Hyp-
norm te geven.

Bloed werd onstolbaar gemaakt met 2, 0 ml heparine oplossing
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{thromboliquine 5000 U.I. /ml, Organon Oss). Om het bloed on-~
stolbaar te houden werd om het half wur 0,5 ml heparine op-
lossing toegediend. Dit geschiedde met een zeer dunne naald,
die in de slang geprikt werd, die naar de oorader liep.

*Gaarne danken wij op deze plaats Prof.Dr.M.W. van Hof,

Afd. Fysiologie I Med.Fac. Rotterdam voor zijn hulp met be -
trekking tot onze proefopstelling.
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HOOFDSTUK III.

KARAKTERISERING VAN HET SYSTEEM: LJZER-ASCORBINE-
ZUUR IN 0,05 MOLAIR FOSFAATBUFFER PH 7,4

Inleiding:

Eén van de bekendste chemische eigenschappen van ascorbi-
nezuur {s het reducerend vermogen. Hiervan wordt wel gebruik
gemaakt om een oplossing van Fe in tweewaardige toestand te
brengen en te houden. Ook op ons laboratorium is dit gedaan
en wel met betrekking tot het eerder beschreven onderzoek van
Glaser betreffende het Fe-transferrine systeem in vitro onder
speciale omstandigheden.

Zoals in hoofdstuk I werd beschreven wilden wij van de re-
ducerende eigenschep van het ascorbinezuur gebruik maken bij
het ontwikkelen van een proefopzet bij de studie van het Fe-
transferrine systeem in vitro en in vivo.

Met betrekking tot deze eigenschap bestaan er echter tot op
heden vele onzekerheden. Het reducerend vermogen van ascor-
binezuvr brengt namelijk een weinig stabiel karakter in aeroob
milieu mede. De ontstane ontledingsproducten werden reeds
beschreven door Herbert in 1933 (28). De eerste oxidatiestap
is de omzetiing van ascorbinezuur tot dehydroascorbinezuur.
Het dehydroascorbinezuur kan bij verdere oxidatie overgaan
in 2,3 diketo-l-gulonzuur. Uiteindelijk kan uit het 2, 3 diketo-
l-gulonzuur bij verdere oxidatie het l-threoninezuur en oxaalzuur
ontstaan., Onderstaand schema geeft de diverse overgangen weer:

H H ] oxidatie H H O
| xidene 1
HO—C—C—C.I‘.\/ \/c=o <——Ho—-<!:—é—-c\/ \/c=c
H | houd A c—c
OH OH 5 &

ascorbinezuur dehydroascorbinezuur

oxidatie }-;l I;I CI) ? oxidatie
1 _)
HO—C'—(E— - —COOH
I
H ©OH

2,3 diketo-1-gulonzuur
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O

H H H
o | | I
HOOC—C—C—COOH + HO—(’:—C—'(i‘.'-"COOH
|
H OCH OH
oxaalzuur L-threoninezuur

Volgens Borsoock {29) is de eerste stap, de oxidatie van ascor-
binezuur tot dehydroascorbinezuur een reversibel proces. Daar-
entegen is de oxidatie tot het diketogulonzuur irreversibel. De
derde stap is de omzetting van diketogulonzuur in l-threonine-
zuur en oxaalzuur. De ontleding van ascorbinezuur wordt bo-
vendien volgens Taqui Khan (30) gekatalyseerd door metaal ionen
zoals Fe (II) en Cu (II). Daarbij vermelden 2zij een snelheids-
toename van de oxidatie van ascorbinezuur wanneer de pH stijgt.

Eén en ander maakte het voor ons noodzakelijk onze proef-
opstelling betreffende het Fe - ascorbinezuur systeem nader te
bestuderen, De bedoeling van dit onderzoek was het Fe - ascor-
binezuur systeem zodanig te karakteriseren dat de voorwaarden
voor een beperking van de ontleding van ascorbinezuur zouden
kunnen worden geformuleerd., Nauw daarmee samen hing de
wens om een milieu te ontwikkelen waarin de valentietoestand
eenduidig wvastligt. In het raam van dit onderzocek meenden we
tevens aandacht te moeten schenken aan enkele literatuurgege-
vens betreffende het bestaan van Fe-ascorbinezuur complexen.

Teneinde &én en ander te bereiken deden we de navolgende
series experimenten., In de eerste plaats gingen we de snel-
. heid na van ontleding van ascorbinezuur in aercob milieu. Ver-
volgens werd de invliced van ijzer op de ontleding vastgesteld.
De verandering in de wvalentietoestand van het ijzer werd na-
gegaan door de kwantitatieve bepaling van de Fe (II) concen-
tratie. Het gedrag van Fe in aanwezigheid van ascorbinezuur
en haar ontledingsproducten, in het bijzonder de door ijzer met
deze stoffen gevormde complexen, werd nagegaan door middel
van het meten van absorpiiespecira en gelfiltratie.

Eenzelfde serie proeven, maar in anaerocob milieu, werd ver-
volgens uitgevoerd. Te verwachten valt dat de omzetting van as-
corbinezuur in dehydroascorbinezuur en van Fe (II) naar Fe (III}
te heschrijven zal zijn door middel van de redoxpotentiaal. Wij
onderzochten het Fe (II) - Fe (III) en het ascorbinezuur - dehydro-
ascorbinezuur - systeem en de combinatie van beide systemen.
Dit onderzoek werd slechts in anaeroob milieu verricht, omdat
het karakteriseren van het Fe (II)- Fe (IIl) systeem via de re-
doxpotentiaal in aeroob milieu zeer moeilijk bleek te zijn. De
reden hiervan is dat de aanwezigheid van zuurstef bij.-pH 7,4
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tot een snelle oxidatie van Fe (II) naar Fe {III) leidt,

Alle proeven beschreven in hoofdstuk III zijn verricht met een
0, 05 molair fosfaatbuffer pH 7,4. Dit is gedaan om zoveel mo-
gelijk de fysiclogische omstandigheden te benaderen en tevens
een zo eenvoudig mogelijk systeem te hanteren. Met deze keuze
continueerden wij de eerder gedane keuze door Glaser,

§ 1 De ontleding van ascorbinezuuy in aevood milieu in aanwe-
zigheid van ijzev in 0,05 molaiv fosfaatbuffer pH 7,4.

De samenstelling van het reactiemengsel, dat een volume van
500 ml had, was als volgt: 100 umol Fe/l, 2860 pumol ascor-
binezuur/l, 154 mmol NaCl/1l. Naast bovengenoemde Fe en as-
corbinezuur concentraties werden concentraties van 200 umol
Fe/l en 570 umol ascorbinezuur/l bestudeerd. Het reactie-
mengsel werd op de volgende wijze wverkregen:

In een bekerglas van 1 liter werden uit geconcentreerde oplos-
singen van ascorbinezuur, Fe (II} en NaCl de vereisie hoeveel-
heden gepipetteerd. Daarna werd aangevuld met H,O tot 250 ml
en vervolgens werd 250 ml 0, 1 molair fosfaatbuffer pH 7, 4 toe-
gevoegd. Voor het experiment met een Fe-concentratie van 100
wnol/l en een ascorbinezuurconcentratie van 2860 umol/1lwerd
het volgende schema toegepast:

10 ml ascorbinezuur (143 mmol/1)

7,0 ml Fe (I} (7,1 mmol/D)

50,0 ml NaCl {1540 mmol/1)

mengen en vervolgens toevoegen

182 ml HO

mengen en vervolgens toevoegen en mengen met

250 ml 0,1 molair fosfaatbuffer pH 7, 4.
De volgorde van bijeenvoegen van de chemicalien bleek van be-
lang te zijn. Het bijeenvoegen van ascorbinezuur, ijzer en NaCl
in een andere dan bovengenoemde volgorde, deed in fosfaatbuf-
fer pH 7,4 bij de hoogste ijzerconcentratie vaak een troebeling
ontstaan., Het ontstaan van deze troebeling schreven wij toe
aan de vorming van ijzer-fosfaat complexen, Het ontstaan van
dergelijke colloidale systemen van ijzer en fosfaat werd door
Mushran (31) en Cole (32} beschreven. Wij stelden vast, dat bij
een handelswijze als boven beschreven geen troebeling optrad.
Ons inziens berust dit op het feit, dat zan de fosfaatbuffer een
ijzeroplossing van slechts geringe concentratie wordt toege-
voegd.

Direct nadat de oplossing in het bekerglas was bereid, werd
een monster van 10, 0 ml genomen teneinde het gehalte aan as-



corbinezuur, dehydroascorbinezuur en diketogulonzuur te kunnen
bepalen. Het bekerglas, afgedeki met parafilm, werd bij ka-
mertemperatuur (20°C) met behulp van een schudmachine voor-
zichtig geschud. Na 24 uur en 48 uur werden wederom monsters
genomen voor dezelfde reeks bepalingen. Tabel III,1 geeft een
overzicht van de verrichie experimenten wat betreft de ijzer en
ascorbinezuur concentraties.

Tabel .1,

Ascorbinezuur~ er Fe-concentraties waarblj de ontleding van ascorbinezuur onder aerobe om-
standigheden geduremde 48 uw werd vervolgd.

Experiment Ascorbinezuur Fe
{umol/1) (umol/1)

1 570 0

2 570 100

3 28560 4]

4 2860 100

5 2860 200

De uitkomsten van de experimenten 3 en 4 zijn wat betreft
de ontleding wvan ascorbinezuur en de daaruit ontstane ontle-
dingsproducten weergegeven in figuur IIL. 1.

De overige experimenten vertonen hetzelfde beeld.

Uit deze gegevens blijkt, dat Fe inderdaad de ontleding van
ascorbinezuur katalyseert, hoewel de ontleding van ascorbine-
zuur in aeroob milieu in afwezigheid van Fe reeds aanmerkelijk
is. De in figuur III.1 weergegeven ontleding en de daaruit ont-
stane ontledingsproducten werden bepaald volgens de methode
beschreven door Roe. Behalve volgens bovengenoemde methode
kan de ontleding eveneens bepaald worden met een methode die
gebruik maakt van een reodxindicator =zoals 2,6 dichloorphe-
nolindophenol en beschreven wordt door Henry. Voor verdere
technische details wordt verwezen naar hoofdstuk II. Figuur III.
2a* geeft de ontleding weer, gemeten met de redoxindicator 2.6
dichloorphenolindophenol en laat zien dat, hoewel beide tech-
nieken volkomen verschillen, dezelfde resultaten worden ver-
kregen.

Met laatsgencvemde methode kunnen de ontledingsproducten van
ascorbinezuur niet bepaald worden. De methode heeft echter het
grote voordeel dat de ontleding van ascorbinezuur op zeer een-
voudige wijze te meten is, dit in tegenstelling met de methode
beschreven door Roe.

De lange tijd van 48 uur in de beschreven experimenten werd
gekozen omdat wij naar een proefopzet streefden waarbij de

* Zie voor Fig. 22 pag. 28
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Fig IHL 1.

De cntleding van ascorbinezuur over ¢en petiode van 48 uur in aercob milieu zonder Fe toe-
voeging gemeten volgens de methode van Roe,

1%} Ascorbinezuurconcemratic.
Ib) Dehydroascorbinezuurconcentatie.
I¢) Diketogulonzuurconcentcatie,

De ontleding van ascorbinezuur over een periode van 48 uur in aefoob milicu met Fe toe~
voeging (100 pmol/l) gemeten volgens de methode van Ree.

1% Ascorbinezuureoncentratic.
by Dehydroascorbinezuuiconcentt atie,
1) Diketogulonzuurconcentratie.

dialyse minimaal 48 uur zou bedragen. Gezlen de uitslag van
de voorgaande experimenten lag het voor de hand na te gaan
of de ontleding van het ascorbinezuur beperkt kon worden door
de tijdsduur te verkorten en de ijzerconcentratie te verlagen.

De experimenten zijn op identieke wijze verricht zoals reeds
eerder besproken in deze paragraaf. Tabel IIL 2* geeft een over-
zicht weer van de experimenten.

* Zie voor Tabel HL. 2 pag. 29
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Fig 124,
De ontleding van ascorbinezuur over een periode van 48 uwr in aeroob milieu gemeten met
de redoxindicator 2,6 dichlcorphenclindophenol.

I) De omtleding van ascorbinezuur zonder toevoeging van Fe.
) De omtleding van ascorbimezuur met roevoeging van Fe (100 umol/1) .

Fig oI, 25,

De ontleding van ascorbinezuur over ecn periode van 6 uwr in aeroob mileeu gemeten met
de redoxindicator 2.6 dichleorphenolindophenol

I) De omleding van ascorbinezuur zonder Fe toevoeging.

II) De ontleding van ascorbinezuwr met Fe tozvocging (100 umel),

De tijdsduur bedroeg hier § uur.

De ontleding van ascorbinezuur wordt voor de experimenten
3 en 4 weergegeven in figuur III.2B.
De overige experimenten vertonen hetzelfde beeld; waarbij de
ontleding bij de experimenten 1 en 3 door de afwezigheid van
Fe minder bedraagt dan bij de overige experimenten. De ont-
leding van ascorbinezuur in 6 wur is beduidend lager dan in 24
en 48 uur in deze proeven.
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Tabel ill.2.

Ascorbipezuur= en Fe- concentraties waarbij de ontleding van ascorbinezuwr onder aerobe om-
standigheden gedurende cen periode van 6 uur werd vervelgd.

Experiment Ascorbinezuur Fe
(umol/1) (umol/1)

1 570 ¢

2 570 500

3 2860 0

4 2860 100

§ 2 Het Fe (I) == Fe {(III}) evenwicht ondev aevobe omslandig-
heden in aanwezigheid van ascovbinezuuy en nalviumsulfief.

Het probleem in hoeverre ascorbinezuur onder aerobe om-
standigheden het Fe (II) ion in gereduceerde toestand kan hou-
den bij pH 7,4 werd nader bestudeerd. Uit voorlopige proeven
leidden wij af dat het eveneens nuttig zou zijn om enige expe-
rimenten met een ander reducerend middel dan ascorbinezuur
te verrichten, Wij kozen daartoe natriumsulfiet.

Vele bestaande ijzerbepalingen berusten op de specifieke re-
actie tussen het Fe (II) ion en een chromogeen en worden ver-
richt bij een pH van ongeveer 4,5, Bij die pH kan echter een
aanwezige reductor zoals ascorbinezuur of natriumsulfiet het
eventuele Fe (III) volledig reduceren. Daarmee is de mogelijk-
heid uitgesloten om op de gebruikelijke wijze de eventuele Fe
(IT) concentraties bij pH 7,4 te bepalen. Daarom werd door ons
een methode uitgewerkt om de Fe (II) concentratie bij pH 7,4
te bepalen, Eén en ander is nader beschreven in hoofdstuk II,
paragraaf 3,

Nadat we in staat waren de Fe (II) concentratie bij pH 7,4
te meten, is het reducerend vermogen van natriumsulfiet onder
aerobe omstandigheden als volgt nagegaan: Aan 50 ml fosfaat-
buffer concentratie 0, 05 mol/1 (pH 7, 4} werd natriumsulfiet toe-
gevoegd tot eindconcentratie van 8 mmol/1, Vervolgens werd de
benodigde hoeveelheid Fe (I} vanuit een standaardoplossing in
het vat gepipetteerd. Daarna werden de erlenmeyers op een
schudmachine geplaatst en gedurende 13 uur geschud. Na 1%
uur werd de Fe (II) concentratie bepaald,

Eveneens werd het reducerend vermogen van ascorbinezuur
op Fe bij pH 7,4 nagegaan. De experimenten werden op gelijke
wijze uitgevoerd, zoals beschreven bij het onderzoek naar het
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reducerend vermogen van natriumsulfiet. In plaats van natrium-
sulfiet werd ascorbinezuur met een eindconcentratie wvan 2,8
mmoel/l en 5,6 mmol/l genomen, Tabel III.3 geeft de op bo-
vengenoemde wijze bepaalde Fe (II) concentratie weer in de di-
verse milieus.

Tabel IIL 3.

De Fe (1I) ~concentratic onder aecrobe omstandigheden in aanwezigheid vap natiumsulfier of

as¢orbinezuur,
Fe (I (pmol/1) Nauiumsulfier (mmol/1)
Toegevoegd Aanwezig
10,0 0,3 8,0
19,8 0,2 8,0
48,8 0,2 8,0
76,0 0,2 8,0
95,2 0,2 8,0
48,8 0,2 —_—
Ascorbinezuur (mmol/1)
2,9 1,2 2,8
19,6 1,8 2,8
48,6 2,6 2,8
76,8 3.4 2,8
95,1 4,4 2,8
19,8 2,6 5,6
48,9 3,1 5.8
75,8 5.1 5.6
48,6 0,2 —

Uit de gegevens, vermeld in Tabel III. 3, blijkt duidelijk dat
zowel ascorbinezuur als natriumsulfiet niet in staat zijn een Fe
(II) oplossing onder aercbe voorwaarden bij pH 7,4 wvolledig in
gereduceerde toestand te houden. Vastgesteld moet worden dat
ascorbinezuur voor ocnze proefopzet de voorkeur verdient hoven
natriumsulfiet. In de eersie plaats is de redoxpotentiaal van
het ascorbinezuur-dehydroascorbinezuur gunstiger en in de twee-
de plaats betreft het een siof die in fysiologische omstandig-
heden ook aanwezig is.

§ 3 De vorming van complexen van Fe wmel Ascorbinezuur.

Volgens Anelli (13b) en Conrad en Schade {13a) vormt het ij-
zer met ascorbinezuur complexen, die een karakteristiek ab-
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sorptiespectrum vertonen en een violette kleur bezitten. Laatst-
genocemde auteurs onderzochten de reactie van zowel FeCl, als
FeCl; met ascorbinezuur. De reactie van FeCl, met ascorbine-
zuur zou verschillen van die van FeCl, met ascorbinezuur. In
heide bovengencemde gevallen werd de reactie tussen ijzer en
ascorbinezuur door foevoegen van NaOH van een pH 2 tot een
pH wvan ongeveer 11 vervolgd., Ulitgaande van FeCly; en ascor-
binezuur zou er een complex gevormd worden, dat oplosbaar is
over en pH gebled van 2 tot 11. Het complex, gevormd uit
FeCl,; en ascorbinezuur zou slechis oplosbaar zijn over een pH
gebied wvan 2 tot 8. Bij een pH groter dan 8 zou het FeCl, in
aanwezigheid van ascorbinezuur precipiteren, zodat bij een pH
groter dan 9 er geen ijzer meer in oplossing is. De violette
kleur, die ontstaat zowel bij de reactie tussen FeCl, met as-
corbinezuur en FeCl, met ascorbinezuur zou maximaal zijn
tussen pH 7 en 8. Het absorptiespectrum van beide bovenge-
noemde oplossingen zou een absorptiemaximum vertonen bij
540 nm. Conrad en Schade precipiteerden de bij pH 7 gevormde
complexen door middel van ethanol en stelde daarna met behulp
van infraroodspectrophotometrie en elementairanalyse vast, dat
er verschillen aantoonbaar waren tussen het uit FeCl, en ascor-
binezuur ontstane complex en het uit FeCl, en ascorbinezuur
ontstane complex. Door middel van gelfiliratie met behulp van
Sephadex kwamen bovengencemde auteurs tot de conclusie, dat
het percentage van het FeCl,-ascorbinezuurcomplex (pH 7, 5)
met een molecuulmassa groter dan 4000 ongeveer 25% bedroeg.
Het percentage van het FeCl,-ascorbinezuurcomplex (pH 7,35)
met een molecuulmassa groter dan 4000 zou 16% bedragen.
Conrad en Schade verrichtten bovengencemde experimenten in
aerocb milieu,

Tegen de opvatting van bovengencemde auteurs meenden wij
het volgende te moeten aanvoeren. Indien men de reactie tussen
zowel Fe (II) en ascorbinezuur in alkalisch milieu wil bestu-
deren, dient men rekening te houden met oxidatieproblemen.
Teneinde de complexen tussen FeCly en FeCl; met ascorbine-
zuur in zowel zuur als alkalisch milieu te onderzoeken, werden
daarom door ons zowel in aeroob als anaerock milieu experi.
menten verricht. De waarnemingen door Anelli gedaan waren
te summier vermeld om er nader op in te kunnen gaan, zodat
bij de experimenten door ons verricht slechts nagegaan kon
worden in hoeverre onze resultaten overeenkwamen met die van
Conrad en Schade. Hierbij zijn de proefomstandigheden, wat
betreft concentratie etc., in onze experimenten identiek met die
van Conrad en Schade uitgezonderd het feit dat wij duidelijk
verschil gemaakt hebben tussen een aeroob en anaeroob milieu.
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De waarnemingen van Conrad en Schade konden we slechis ge-
deeltelijk bevestigen. In onze experimenten kon met zekerheid
worden vastgesteld, dat er slechts onder aerobe omstandigheden
een Fe-ascorbinezuurcomplex ontstond. Onder aerobe omstandig-
heden namen we het volgende waar:; Uitgaande van zowel een
FeCl,; als een FeCl, oplossing waaraan ascorbinezuur was toe-
gevoegd werd, te beginnen bij pH 2 door middel van NaOH de
pH verhoogd. Bij pH 6 begon een violette kleur zichtbaar te
worden, zowel bij FeCl, als bij FeCl,;. Het Fe van zowel de
FeCl, als FeCl; oplossing in aanwezigheid van ascorbinezuur
bleek oplosbaar te zijn tot pH 11, dit in tegenstelling tot de op-
vatting van genoemde auteurs. De absorptiespectra gemeten bij
pH 7 bleken voor beide bovengenocemde oplossingen niet te ver-
schillen. Een en ander wordt weergegeven in fig. III. 3.

E
0800 —
0500 —
0400
I
H
0200
i I | I
400 500 600 70 800 nm
Fig OL 3.

Absorptiespectra van oplossingen die Fe en ascotbinezuur bevatten,

I) Absorptiespectrurn van een oplossing verkregen door samenvoeging van FeCly en ascor—
binezuutr in aeroob milieu bij pH 7,0.

II) Absorptiespectrum van ecn oplossing verkregen door samenvoeging van FeCl, en ascor-
binezuur in aercob milieu bij pH 7,0.
Zie voor bijzonderheden de tekst.



Dezelfde proeven verricht onder anaerocbhe omstandigheden ga-
ven een ander beeld. Uitgaande wvan zowel een FeCl, als een
FeCl; oplossing in aanwezigheid van ascorbinezuur werd,te be-
ginnen bij een pH wvan ongeveer 2, door middel van NaOH de pH
verhoogd, Bij pH 7,5 trad een zeer zwakke vioclette kleur op,
die echter veel minder intensief was dan onder aerobe omstan-
digheden. We waren niet in staat om absorptiespectira op te
nemen vanwege de geringe extinctie van de oplossingen. Een
pH groter dan 8 veroorzaakte in beide gevallen een groen pre-
cipitaat van ijzer (II} - hydroxide.

Voor het Fe (III) -~ ascorbinezuurcomplex, ontstaan onder ae-
robe omstandigheden met FeClg bij pH 7,5, vondern we met
Sephadex gelfiltratie een percentage van 12% met een molecuul-
massa groter dan 1000 en kleiner dam 5000, Dit in tegenstel-
ling met Conrad en Schade. Zij vonden, zoals boven vermeld,
dat 25% wvan het Fe - ascorbinezuur complex een molecuulmassa
groter dan 4000 zou bezitten. Wanneer we de geringe wviolette
kleur, gemeten onder anaerobe omstandigheden,toeschrijven aan
de experimentele moeilijkheden om 0, volledig uit te sluiten,
dan zijn we in staat onze experimenten als volgt te verklaren:
Onder aerobe omstandigheden treedt bij pH 7, zelfs bij aanwe-
zighelid van ascorbinezuur, oxidatie op van Fe (II) tot Fe (III),
zoals uit onze proeven in paragraaf 2 van dit hoofdstuk blijkt.
Het ontstane Fe (III) reageert met ascorbinezuur en veroor-
zaakt de violette kleur., Wanneer het Fe-ascorbinezuurcomplex
eenmaal gevormd is, blijft het over een pH gebied van 7 tot 11
in oplossing. Onder anaerobe omstandigheden treedt geen oxi~
datie op van Fe (II) met uitzondering van een zeer gering per-
centage, hetgeen door het optreden van sporen 0, te verkla.
ren is. Het Fe- ascorbinezuurcomplex wordt dan ook niet ge-
vormd, zodat bij verhoging van de pil tot § volledige precipi-
tatie van het Fe (II) is opgetreden. Onder anaerobe omstandig-
heden zal integendeel zowel in zuur als in alkalisch milieu Fe
(III) door ascorbinezuur worden gereduceerd. Dat er dus zowel
met FeCl, als met FeCl, in anaeroob milieu geen violette kleur
ontstaat en dus geen Fe . ascorbinezuurcomplex is te verklaren
als aangenomen wordt dat Fe (II) niet met ascorbinezuur rea-
geert.

Onder aerobe omstandigheden zal bij een niet te zure pH van
ongeveer T altijd oxidatie optreden wvan TFe (II} nzar Fe (III),
zoals uit onze proeven in paragraaf 2 van dit hoofdstuk blijkt.
Dat in sterk zuur milieu geen Fe - ascorbinezuurcomplex ontstaat
is nu te verklaren door het feit dat Fe (III} bij deze =zuurgraad
door ascorbinezuur direct wordt gereduceerd tot Fe (II) waar-
van wij aannamen dat het geen complex vormt. Bij pH 7 en in

33



alkalisch milieu vinden wij dat zowel FeCl, als FeCl; met as-
corbinezuur een zichtbaar complex vormt met eenzelfde absorp-
tiespectrum. Dit kurnnen we ons inziens verklaren door aan te
nemen dat slechts Fe (III) met ascorbinezuur een complex vormt.

De resultaten, verkregen door Conrad en Schade bij de ele-
mentair analyse en de infraroodspectrophotometrie, zijn in on-
ze ogen niet zo overtuigend, omdat de gevonden verschillen in
samenstelling tussen de beide Fe - ascorbinezuurcomplexen van
dezelfde grootte orde zijn als de verschillen van de duple be-
palingen onderling. Bij de infrarocdspectrophotometrie is bo-
vendien niet nagegaan in hoeverre het ontstane dehydroascorbine-
zuur invloed heeft op het spectrum, hetgeen ongetwijfeld het
geval is. De veronderstelling van Conrad en Schade dat het om
twee verschillende ijzercomplexen zou gaan,en wel een Fe (II)
-en een Fe (Ill)complex,kan door ons dus niet worden onder-
schreven. Er is ons inziens slechts &én complex en wel van
Fe (III) met ascorbinezuur.

§ 4 De ontleding van ascorbinezuur en de inviced van deze stof
op het Fe (I} = Fe (III) evenwicht onder anaevobe om-
standigheden.

Dat zuurstof invloed zou hebben op het ijzer - transferrine sy~
steemn werd voor het eerst naar voren gebracht door Schade en
medewerkers in 1949 en naderhand door Koechiin in 1952, Hun
bewijzen voor deze opvatting zijn weinig uiigewerkt en er is na-
derhand geen aandacht aan dit punt besteed. Teneinde boven-
staande beweringen nader te onderzoeken, ontwierpen we een
werkwijze waarbij strikt anaerobe omstandigheden heersten. De
invleced van ascorbinezuur, waarop Schade ook wees, het bicar-
bonaat ion en =zuurstof op het ijzer- transferrine systeem =zal
nader beschreven worden in Hoofdstuk IV. In deze paragraafl
zal slechts ingegaan worden op de karakterisering van het ijzer
~ ascorbinezuur systeem onder anaerobe omstandigheden, waar-
bij de valentie van het Fe en de ontleding van ascorbinezuur
nader onderzocht zullen worden. Teneinde een volstrekt anaeroob
milieu te verkrijgen werd N, door de oplossing geleid. N, werd
alvorens het door oplossing gebracht werd, door een alkalische
dithioniet oplossing geleid om eventueel aanwezige zuurstof fe
verwijderen. Technische details werden reeds beschreven in
hoofdstuk II. De opzet van de experimentern is verder identiek
met de reeds gencemde proeven in paragraaf 1, maar in plaats
van bekerglazen werden erlenmeyers van 1 liter gebruikt, Voor
de samenstelling van de oplossing in de diverse experimenten,
zie tabel IIT. 4.
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Tabel IH.4.

De ontleding van ascorbipezuuwr in anaeroob milien en de invleed van Fe (II) hierop.

Experiment Tijdsdunr Fe Ascorbinezuwr (umol/1)
(uwren) {umoi/1) Begincone, Eindeonc.
1 48 — 2860 2740
2 48 40 2860 2680
3 48 140 2860 2610
4 [ — 380 570
5 <] 20 280 360
6 [ &0 2860 2780
T [ 100 2860 2750

Zoals uit deze tabel is af te leiden, blijkt de ontleding van as-
corbinezuur onder anaerobe omstandigheden niet bijzonder groot
te zijn. Vooral bij de periode wvan 48 uur is dit zeer duidelijk,
want onder aerobe omstandigheden is de ontleding over dit tijds-
verloop vrijwel volledig. Vanwege de geringe optredende oxi-
datie wvan het ascorbinezuur gedurende een periode van 48 uur
in anaeroob milieu, werd nagegaan in hoeverre een Fe (II) op-
lossing bij pH 7,4 onder anaerobe omstandigheden gedurende
een periode van 6 uur en langer in gereduceerde toestand ge-
houden kon worden met ascorbinezuur. De experimenten werden
verricht in het door ons geconstrueerde reactievat. Voor tech-
nische bijzonderheden zij verwezen naar hoofdstuk II, paragraaf
5. Aan 50,0 ml fosfaatbuffer (concentratie 0,05 mol/l) pH 7,4
werd vanuit een standaardoplossing van Fe (II) de benodigde hoe-
veelheid Fe in het reactievat gepipeiteerd. Vervolgens werd van-
uit een standaardoplossing ascorbinezuur toegevoegd tot een
eindconcentratie van 2860 wmol/l. De werkwijze wat betreft
het zuurstofvrij maken en zuurstofvrij houden van de oplossing
is beschreven in hoofdstuk II. Op verschillende tijdstippen werd
de Fe (II) concentratie bepaald, =zoals beschreven in hoofdstuk
II. Tabel III.5 geeft een overzicht, wat betreft de Fe (II) con-
centraties op t=0 uur en de daarop volgende tijdstippen.

Zoals tabel III.3 weergeeft treedt gedurende de periodes van 0
-6 uur vrijwel geen oxidatie op. Na 24 uur' is vooral bij de ho-
gere concentraties een geringe oxidatie opgetreden, ondanks het
zo goed als volledig van de buitenlucht afgeslioten systeem. Waar.
schijnlijk is de reden van de oxidatie van Fe (II) de aanwezigheid
van sporen zuurstof in N, gas, die niet voelledig verwijderd
worden door de alkalische dithioniet oplossing en die, gemeten
over een langere periode,tol een oxidatie van Fe (I} kan lei-
den.
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Tabel OL 5.

Her verloop in de tijd van de Fe (II) -concenwatie onder anaercbe omstandigheden in een
fosfaatbuffer 0,05 mol/l pH 7,4, waaraan ascorbinezuwr (2860 pmol/l) was wegevoegd.

[Fe] pmol/l [Fe] pmol/1 [Fe] rmol/1 [Fe] umol/1
= 0 uur 10,0 15,0 60,0 100,0
t =2 uur 9,8 14,7 59,5 99,5
Tt =4 uur 9.7 14,6 59,3 99,2
=6 uur 9,6 14,5 59,2 29,1
1 2auur 9,6 14,3 55,5 94,4

§ 5 De vedoxpotentiaal van het ascovbinezuur - dehydroascorbi-
nezuuy systeem in anaeroob milieu.

Ascorbinezuur staat, zoals in de inleiding werd beschreven,
in reversibel evenwicht met dehydroascorbinezuur. De moei-
lijkheden die optreden bij metingen van de redoxpotentiaal van
dit ascorbinezuur systeem zijn in de eerste plaats te wijten aan
het feit, dat het electrode-proces bij een pH groter dan 5 bij-
zonder langzaam verloopt. In de tweede plaats gaat bij langdu-
rige proeven de toenemende ontleding van het dehydroascorbi-
nezuur een rol spelen. Door gebruik te maken van een geschikte
mediator zoals beschreven door Ball (33) is het mogelijk het
evenwichisproces aan de electrode sneller tot stand te laten
komen.

Bij de berekening van de redoxpotentiaal spelen de dissociatie
constanten van het ascorbinezuur een belangrijke rol. Onder-
staande reactie geeft het verloop van de mogelijke dissociatie-
stappen van het ascorbinezuur weer.

H OH o) H OH 0
P T~ I
1666 Tero—ngbe” oo
OHH H ‘([:=c K, HO H H <l:=[
HO OH OH
&
H OH o
- P TN +
H '::.H-C-([,“,-(]:\ /c=o+H [1]
K, OHH H 'C=C
| |
o)

36



Taqui Khan (34) geeft voor K; een waarde, die 8,16 %x10™ be-
draagt, en voor K; een waarde van 4,57 x 10~2 (25°C). Voor
systeem kan men volgens Ball schrijven:

2
E® = E° + 0,058 log Jox| + 0,058 log (K, [H'] + XK, + [H'])
n [red] n
(t = 20%) [2]
waarbij:
E® = redoxpotentiaal
E = standaardredoxpotentiaal

K, en K, zijn de dissociatieconstanten

n = aantal deelnemende elecironen

[ox] = concentratie dehydroascorbinezuur
(

>4
red] = concentratie ascorbinezuur

2
Bij lage pH waarden geldt [H']° » K; [H'] + KK,
De bovengenoemde vergelijking gaat dan over in:

Eh

= E® + 0,058 log [ox] - 0,058 pH (3]
n [red]

Onder minder zure omstandigheden is K, (H'] » (512 + KK,

en geldt:

E® = E° + 0,058 log K, [H'] + 0,058 log lox] 4]
n n [red]

Onder meer basische omstandigheden wordt de redoxpotentiaal
berekend volgens de onderstaande vergelijking:

E® = BE° + 0,058 log K,K, + 0,058 log [ox (5]
n 3, [rec?
Definieren we El = E, + 0,058 log ([H']® + K, BT + K;K,)
n

dan geeft fig III.4 het verband weer tussen El° en de pH.

Bij pH 7,40 is El 0,044 V.

De experimenten zijn verricht bij pH 7,40 zodat voor deredox-
potentiaal de volgende wvergelijking geldt:

E® = 0,044 + 0,029 log Jlox| 6]

[red)
In de volgende experimenten is nagegaan in welke mate de ge-
meten redoxpotentialen in een fosfaatbuffer pH 7,4 overeenkomen
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‘erband tussen de Eol en de pH in het ascorbinezuur- dehydroascorbinezuur systeem.
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met de literatuuropgaven betreffende het ascorbinezuur - dehy-
droascorbinezuur systeem in H,0. De experimenten werden als
volgt uitgevoerd: Aan 100 ml fosfaatbuffer (conec. 0,05 mol/1)
pH 7,4, die vacuum gezogen en gedurende 2 uur met N, geé-
quilibreerd was, werd ascorbinezuur vanuit een standaardoplos-
sing toegevoegd tot de wvereiste concentratie was bereikt. Na
toevoeging van 1 ml thionine 0, 001 mol/l als mediator werd
2 en 2% uur na toevoegen van thionine de redoxpotentiaal ge-
meten. Wanneer de potentiaal niet meer verschilde dan 2 mV
werd de meting begindigd, Bij grotere verschillen dan 2 mV
werd de aflezing na nogmaals 3 uur verricht tot het vereiste
verschil van niet meer dan 2 mV wag opgetreden. Voor tech-
nische details wordt verwezen naar hoofdstuk II.

De redoxpotentiaal van het ascorbinezuur - dehydroascorbine-
zuur systeem blijkt in fosfaatbuffer vrijwel onafhankelijk te zijn
van de toegevoegde hoeveelheid ascorbinezuur. Een gemiddelde
redoxpotentiaal van - 0,047 V (-~ 0,044 V, -0,047 V, -0,050V)
gemeten bij de drie ascorbinezuurconcentraties 2800-, 4200 -
en 5600 ymol/1 werd gevonden. De door Green {35} bij pH 7,45
gevonden redoxpotentiaal bedroeg ~0, 067 V, hetgeen in redelijke
overeenstemming is met de door ons gevonden waarde. Dat
bovengenocemde waarde van Green enigszins lager ligt, kan waar-
schijnlijk verklaard worden door verschil in toegepaste tech-
niek. Duidelijk blijkt, dat de redoxpoientiaal van het ascorbine-
zuur - dehydroascorbinezuur weinig afhankelijk is van de begin-
concentratie van het ascorbinezuur.

Bij een 50% oxidatie van ascorbinezuur door middel van
K:Fe(CN)g toevoeging, blijkt de gemeten Eol bij pH 7,40 + 35
mV te bedragen. De theoretisch berekende waarde bedraagt +
44 mV (vergelijking 6). De in de literatuur gevonden en onze
eigen waarden voor de Eol worden weergegeven in tabel III. 6

Tabel OI 6.

Enkele Eol waarden van het ascorbinezuur—dehydroascorbinezuwr systeem,

Auteurs pH Eol {mV)
Ball (33), gemeten 7,40 51,2
*Data for Biochemical Res. (38} 7,00 58.0
*Makler (37) 7,00 80,0

Eigen waarnemingen

gemeren 7,40 35,0
berekend (verg 6} 7,40 44,0
berekend (verg 5} 7,00 58,0

*Her is piet na te gaan in hoeverre deze waarden verkregen zijn door meting dan wel door
berekening.
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§ 6 De Redoxpotentiaal van het Fe (I[)- Fe (III}) systeem in anae-
roob milieu.

In de vocrgaande paragrafen werd reeds opgemerkt dat het
Fe (II)-Fe (III) systeem gekarakteriseerd kan worden door middel
van de redoxpotentizal van het systeem. Harvey (38) nam waar,
dat zelfs in alkalisch milieu in aanwezigheidvan 2, 2' - dipiridyl
uit het Fe (III})-hydroxide het rode complex van Fe (II)-dipiridyl
gevormd werd. Onderstaande reactievergelijkingen, die door
Cooper (39) beschreven zijn, geven hiervoor een verklaring.

Fe(OH), == FeOH" + 20H™ =5 Fe(Ill) + 30H" 1]
De gevormde Fe (III) ionen zijn in evenwicht met Fe (II} ionen
+ e + Fe(lll) == Fe(Il) (2l
FeOH™ + H' + e ©= Fe(I) + H,O [3]

Als electrondonor kan het hydroxylion dienst deoen
40H™ T 2H,0 + 4e + O, (4]

De in vergelijking {2) bestaande Fe (II) ionen zullen volgens on-
derstaande vergelijking met 2, 2'-dipiridyl reageren:

Fe(lll + 3 (dipiridyl) *— Fe(dipi)>* [5)

Het laatste evenwicht ligt vrijwel volledig naar rechts. Uitein-
delijk zal {(zie vergelijking 1, 2, 3, 4 en 5) het Fe(OH), volle-
dig opgelost en omgezet zijn in het Fe (II)- dipiri@yl complex.

De reactievergelijkingen (1, 2 en 3) vormen de basis voor de
karakterisering van het Fe (II) - Fe (IlI) systeem, met betrekking
tot de redoxpotentiaal zoals door Cooper (40) uitvoerig is be-
schreven.

De potentiaal van het Fe (II)-Fe (III} systeem gemeten ten
opzichte van waterstofelectrode (E®) wordt weergegeven door
de vergelijking

b .o RT . 2re(i
E B+ kg Bl

waarin E° de stanaardpotentiaal is en ag.(y en ap an de
activiteiten van de Fe (II) en Fe (III) concentraties zijn., Bij een
PH 7,4 wordt de ap. (g beheerst door het oplosbaarheidspro-
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duct van Fe (III)- hydroxide (S).

S - S. 33H+

3 3
a K
OH™

1)

8 pe(Im)

Ho0

Hiermede gaat vergelijking (8) door substitutie van a, am Over

in:

S. 3.31.1 +

E = E +=1In—"

KsH o % o
o0 Fe(l)

Wanneer ag. (g vervangen wordt door Yre(uy -Mpe (my ., waar-

bij ¥ de activiteitscoefficient is en we de 10log invoeren, gaat
vergelijking (8) over in:

2
h
E' = E° + 0,058 log 8'3 ) [9)
Hgo“YFe(u) 'mpe{n)
Stel: E,° = E° + 0,058 log S [10]
K .y
HoC ™ "Fe(ID)

{temp 20°C)

Substitutie van (10) doet vergelijking (9) overgaan in:
E® = B,° - 0,058 log m - 0,174 pH [11]

Fe(Il)

Kriukov en Awsejewitsch (41) vonden voor E;° gen waarde van
1,011 V. Hiermede gaat vergelijking (11) over in de door Coo-
per afgeleide vergelijking:

E® = 1,011 - 0,058 log mpyqy - 0,174 pH [12]
(temp. 20°C)

De bedoeling van de navolgende te bespreken proeven igs na
te gaan of het Fe (II) - Fe (LI} systeem in fosfaatbuifer pH
7,4 onder anzerobe omstandigheden met vergelijking {12) kan
worden beschreven. De details van de proefopzet waarbij anae-
robe omstandigheden heersten, zijn beschreven in hoofdstuk II.
De experimenten werden als volgt verricht: 100 ml fosfaatbuffer
pH 7,4 werd in het reactievat gebracht. Hieraan werd wvanuit
een standaardoplossing de vereiste Fe (II) concentratie toege-
voegd. Na 30 minuten werd de redoxpotentiaal gemeten. Wan-
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neer de potentiaal na 60 minuten niet meer verschilde dan 2
mV met de eerste waarneming, werd de potentiaal na 80 mi-
nuten als definitieve uitslag beschouwd. Tabel III.7 geeft de re-
sultaten weer wat beireft de Fe (II) concentratie als de gemeten
redoxpotentiaal.

Tabel UL.7.

Verband tussen de Fe {II) ~concentratie en de gemelen re-
doxpotentiaal in fosfaatbuffer 0,05 mol/l pH 17,4.

Fe (II) (umol/1) R
(toegevoegd) (bep. t = 60 min} (mV)
3,9 3,8 + 22
T.7 7.8 - 4
11,6 1,8 - 20
154 16,4 - 30
100,3 99,8 - B2

Fig 1II.5 geeft het verband weer tussen de gevonden waarden
voor de redoxpotentiaal en -log Fe (II) en tevens de bereken-
de redoxpotentiaal met vergelijking (12).

Uit de gevenden Fe (II) conceniraties in tabel III.5 werd door
berekening een rechte lijn verkregen, wanneer de pH tijdens
de experimenten gelijk bleef. De experimenteel gevonden curve
lag in het algemeen wat lager dan de berekende curve verkre-
gen volgens Cooper. Cooper leidde zijn vergelijking voor het
Fe (I} - Fe {III) sysieem af voor water. Er is een redelijke o-
vereenstemimning wat betreit de berekende grootte van de redox-
potentiaal volgens Cooper uit de experimenteel bepaalde Fe (II)
concentratie en de gemeten grootte van de redoxpotentiaal.

Het probleem rijst, of de aanwezigheid wvan fosfaationen invlced
heeft op het Fe (II) - Fe (III) systeem. BDit in verband met het
zeer lage oplosbaarheidsproduct van FePO, wat een waarde
heeft van 10-%¢ bij pH 8,0 (39). Cooper hield bij zijn afleiding
geen rekening met fosfaat. Uit de redelijke overeenstemming
tussen de experimenteel gevonden afhankelijkheid van Fe (II) en
de redoxpotentiaal en de berekende afhankelijkheid menen wij
“te mogen afleiden, dat fosfaatbuffer geen of weinig invliced heeft
op het Fe (II) - Fe (III) systeem onder anaerobe omstandigheden.
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Fig WL 5.
Her verband tussen de redoxpotenmziaal en de Fe () concenmatie in het Fe (IE) —Fe (L)
systeem.
I) De theoretische curve bij pH 7,4 verkregen met behulp van de door Cooper opgestelde
vergelijking.
1} De experimenteel gevonden curve, dic het verband weergeeft tussen de redoxpotentiaal
en de Fe (II) concenuwatie in fosfaatbuffer (0,05 mol/1) pH 7,4.

§ 7 De rvedoxpotentiaal van het Fe (II) - Fe (III} systeem in aan-
wezigheid van ascorbinezuur in anaeyood milieu.

In de paragrafen 5 resp. 6 werd nader ingegaan op de bestude~
ring van het ascorbinezuur - dehydroascorbinezuur- resp het Fe
(II) - Fe {III) systeem, aan de hand van metingen van de redox-
potentiazl. In deze paragraaf wordt nagegaan in hoeverre het
Fe (II) - Fe (III) systeem in aanwezigheid van ascorbinezuur door
middel van de redoxpotentiaal kan worden gekarakteriseerd met
behulp van de in de paragrafen 5 en 6 gegeven vergelijkingen.
Bij de beschrijving in paragraaf 6 van het Fe (II)-Fe (III) sy-
steem volgens Cooper werd gebruik gemaaki van het uitgangs-
punt dat de oplossing verzadigd was met Fe{OH};. Volgens on-
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derstaande reactie zal er dan een constante conceniratie wvan
Fe (III) ionen bestaan.

Fe(OH), == Fe(lll) + 30H (1]
Het evenwicht:
2Fe(Il) + Ascorbinezuur = 2Fe(Il) + DHA + 2H" [2)

zal slechts beschreven kunnen worden door middel van de for-
mule voor de redoxpotentizal van het Fe (II) - Fe (III) systeem
van Cooper, wanneer de Fe (II) concentratie beheerst wordt
door het feit, dat de oplossing met Fe(OH); verzadigd is. Ten-
einde na te gaan of dit het geval is, berekenden wij uit de ge-
meten redoxpotentiazl van een aantal oplossingen de concen-
tratie van Fe (III) ionen die aanwezlg zou zijn en vergeleken
deze met de Fe (III) concentratie die in een oplossing, ver-
zadigd met Fe(OH);, moet heersen.

De volgende experimenten werden daarvoor uitgevoerd. Aan 100
ml fosfaatbuifer 0, 05 molair werd vanuit een standaardoplossing
ascorbinezuur toegevoegd (eindconc. 2,9 mmol/1). Vervolgens
werd Fe (III) vanuit een standaardoplossing in het reactievat
gepipetteerd. De experimenten werden onder anaercbe omstan-
digheden verricht, gedurende de proef werd N, doorgeleid. Voor
verdere technische details wordt verwezen naar Hoofdstuk II.
Het bleek, zoals Fig III.6 aangeeft, dat het bestudeerde even-
wicht zich slechts langzaam instelde.

Dit kan erop duiden dat de redoxpotentialen van de beide syste-
men niet veel verschillen. Uit de gemeten redoxpotentiaal kan de
concentratie van Fe (III) ionen als wvolgt berekend worden:

h _ h h
E systeem E Fe(II) /Fe (1) +E Asc/DHA (3]
waarin:
Ehs},smem : de gemeten redoxpot_entiaal is van het
n systeem nadat evenwicht is ingetreden.
EL, an /Fe (1) : de redoxpotentiaal van het Fe (II) ~ Fe

. (IIT) systeem is.
E io/DuA : de redoxpotentiaal van het ascorbine-
zuur - debydroascorbinezuur is.

Met behulp wvan de vergelijkingen 6 resp. 6 in de paragrafen
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De reductie van Fe (II) door ascorbinezuur (2860 umol/l) onder anaerobe omstandigheden.

5 resp. 6 kan de vergelijking 3 als volgt worden gevormd:

"
- 0,058 log [Fe(ID)

h " _ o o
E systeem E (Fe(II) /Fe (15)) {Fe(111) + E psc/pHa
[Asc

- 0,029 log [—]]DHA 4}

waarin:

E°(Fe (L) /Fe ¢I0}) . de standaardpotentiaal van het Fe (II)-
Fe (III) systeem is.

EO(Asc/DH_A) : de standaardpotentiaal van het ascor-

binezuur-dehydroascorbinezuur is.

De Fe (II) ionenconcentratie werd gemeten met de in hoofdstuk
11 beschreven methode.

De E° waarde van het Fe (II) - Fe (III) systeem, die Cooper
gebruikte en door Bray en Hers‘l}ey {42) experimenteel werd ge-
vonden, bedroeg 0,722 V. De E waarde van het ascorbinezuur-
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dehydroascorbinezuur bedroeg velgens eigen waarneming 0, 035
V. Met behulp van de hovengenocemde E®'s, de ascorbinezuur -
concentratie, dehydroascorbinezuurconcentratie en de gemeten
Fe (II) concentratie, kan de Fe (II]) ionenconcentratie berekend
worden. Volgens vergelijking [2] geldt, dat de Fe (II) ionen-
concentratie tweemaal groter is dan de dehydrocascorbinezuur-
concentratie, hiermede werd de dehydroascorbinezuurconcentra-
tie uit de gemeten Fe (II) concentratie afgeleid.

In tabel III.8 is een overzicht weergegeven van de gemeten
redoxpotentiaal en de gemeten Fe (II) ionenconcentratie.

Tabel II.8.
De met behulp van vergelijking 4 berekende Fe (IH) ~icnenconcenwatie in een milien be-

staande uit Fe (1), Fe (IO), Ascorbinezuw en Dehydroascorbinezuur, De beginconcentratie
van Ascorbinezuur bedroeg 2860 pmol/l.

Tid  Fe . (umol/l) Fe (I} {umol/1) Eb (mv) Fe (I} (umol/1)
gemeten gemeteu
(urer)  Toegevoegd als Fe (II) na evenwickht na evenwicht berekend
2 11,7 1.0 - 20 1,4x107%8
2% 20,0 13,2 - 24 1,3x10718
24 40, 2 18,2 - a1 1,1x10718
24 60,2 20,8 -3 1,1x10"18
48 94,0 27,2 - 39 L1x10"18

Verder is de op grond van vergelijking [4] berekende Fe (III)
ionenconcentratie aangegeven. Deze berekende Fe (III) ionen-
concentratie vertoont een goede overeenkomst met de Fe (III)
ionenconcentratie, die op grond van het oplosbaarheidsproduct
van Fe(OH}; zou moeten bestaan. Cooper vond voor het oplos-
baarheidsproduct een waarde van 2, 5% 108 ., terwijl Feitknecht
(43} een waarde van 4x10"% opgeeft. Het oplosbaarheidspro-
duct: S = Fe (I1I). [OH']®werd door ons met de gemiddelde
Fe (III) ionenconcentratie uit tabel III. 8 berekend,

Fe (II) = 1,2 x 10-18
o™} =2,5 x 1077
S = 1,9 x 10°%

Uit bovenstaande gegevens blijkt, dat de Fe (III) ionenconcen-
tratie beheerst wordt door het oplosbaarheidsproduct van Fe(OH),.
De wveronderstelling, dat het Fe (II)-Fe {III) evenwicht cok in
aanwezigheid van ascorbinezuur gekarakteriseerd kan worden
met Cooper’'s formulering van de redoxpotentiaal, bleek juist.
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HOOFDSTUK IV,

DE BESTUDERING VAN HET IJZER - TRANSFERRINE SYSTEEM
IN VITRO.

Inleiding.

In het vorige hoofdstuk werd uitveerig ingegaan cp de karak-
terisering van het Fe -ascorbinezuur systeern. Hierbij werd zo-
wel onder aerobe als onder anaercbe omstandigheden gewerkt,
teneinde de invloed van zuurstof na te gaan. Na bestudering van
genoermd systeem was de volgende stap in onze experimenten
de uitbreiding van dit systeem met transferrine, Onze bedoe-
ling daarmee was orn de binding tussen Fe en transferrine zo-
wel onder anaercbe als onder aerobe omstandigheden te onder-
zoeken. De door ons hiervoor ioegepaste werkwijzen waren die
van ultrafiltratie en dialyse.

Glaser gaf een uitvoerige uiteenzeiting omtrent het gebruik
van de dialyse -opzet voor het bestuderen van het Fe -trans-
ferrine systeem. Het grondprincipe is de bepaling van de vrije
Fe concentratie, Glaser koos voor een verhouding buitenvioei-
stof: binnenvlceistof (waarin transferrine} van 25:1 of 11:2 om
redenen door hem genoemd. Onze verhouding was buitenvloei-
stof (waarin transferrine); binnenvloeistof 25:1 of 20:1. Onze
opstelling was dus geheel verschillend. Onze opstelling berust
op het uitgangspunt, dat door dialyse zo weinig mogelijk ver-
anderd moet worden aan het evenwicht tussen Fe en iransferri-
ne, dat in de buitenviceistof bestaat. Wij kozen dit uitgangspunt
met het oog op de in vivo dialyse experimenien, die in hoofd-
stuk V besproken zullen worden. Bij deze experimenten is het
noodzakelijk, dat de concentratie van allerlei stoffen in het bloed
door dialyse geen grote verandering ondergaat.

Uitgaande van de opvatting dat de reactie tussen Fe en trans-
ferrine in twee stappen plaatsvindt, werd door verschillende
onderzoekers, zoals in hoofdstuk I reeds vermeld, de even-
wichtsconstanten K, en K, bepaald.

Tr + Fe —= TrFe (K.}
TrFe + Fe *— TrFe, (Ksg)

De waarden die Glaser vond voor de K -waarden zouden een on-
verwacht hoge concentratie van niet aan transferrine gebonden
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Fe doen vermoeden, terwijl wanneer de K -waarden van Davis
{8) en Aasa (8) van toepassing zouden zijn, er geen sprake is
van niet aan transferrine gebonden Fe. Voor de K -waarden
van de diverse auteurs zij verwezen naar tabel I.1.

Om tot een beter inzicht te komen, alvorens tot in vive proe-
ven over te gaan, werd in de eerste plaats de in vitro situatie
nader bestudeerd met behulp van het in heofdstuk III nauwkeu-
rig gekarakieriseerde Fe -ascorbinezuur systeem. Daarbij werd
gebruik gemaakt van, zoals reeds eerder vermeld, dialyse en
ultrafiltratie.

In de eerste plaats zal de wijze van oplading van het trans-
ferrine en de ultrafiltratie - opzet nader besproken worden. Daar-
na komen de eigenlijke dialyse - en ultrafiltratie proeven aan
de orde.

§ 1 De technick van oplading van transfervine met Fe.

Door onderzoeoek over de paramagnetische susceptibiliteit van het
opgeladen transferrine werd door Michaelis (44) en verder door
Ehrenberg en Laurell {45) gevonden, dat het Fe in transferrine
opgevat kan worden als Fe (III) in ionogene vorm. Door middel
van E.S.R. metingen bevestigde Malmstrém (46) bovenstaande
opvattingen. Ook Glaser vond dezelfde resultaten met E.S.R.
metingen en stelde vast, dat de oplading hetzij met Fe (II) het-
zij met Fe (III) tot hetzelfde transferrine - Fe complex leidt. Op
grond van deze waarnemingen ligt het voor de hand het trans-
ferrine met Fe (III) op te laden. De moeilijkheid die hierbij
naar voren komt is het gecompliceerde karakter van Fe (III) in
waterig milieu, en de geringe oplesbaarheid van Fe (III) bij pEH
7,4. Volgens Mulay (47) en Hedstrdm (48a) en Gray (48b} en
Schugar (48c) is slechts in zeer zure oplossingen van pH on-
geveer 0,2 het Fe (III) als ion te beschouwen. Bij een pH van
ongeveer 2,5 treden dimeren op en bij een nog hogere pH ont-
staan wvaak grotere aggregaten en tenslotte zelfs een colloidale
oplossing. Onderstaande reactievergelijkingen ontleend aan het
werk van Mulay en Gray geven enige informatie omtrent het
gedrag van Fe (III) in waterig milieu.

Fe(H 0 ¥ = Fe(H,0);OH* + H*
2 Fe(Hg0);0H? == Fe,(H,0); (OH),*" + 2 H,0

n Fe 2(H20)8(OH)24‘* ———aggregaten —colloidale toestand.

Een alternatief voor een Fe (III) - oplossing is een Fe (II) -op~
loseing.
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Het oplosbaarheidsproduct is voldoende groot om het Fe (II) bij
pH 7,4 in oplossing te houden bij die concentratie van Fe, die
we wensten te gebruiken. Het voordeel van Fe (II) is bovendien
dat de gecompliceerde siructuren, =zoals die optreden bij Fe
(III) in waterig milieu, voor Fe (II}) ons niet bekend zijn. Een
tweede alternatief voor een Fe (II} oplossing is de mogelijk-
heid Fe (II) -chelaten te gebruiken, zoals door Davis en Aasa
werd gedaan., Van de drie mogelijkheden is de laaiste de minst
physiclogische en deoor ons dan ook niet onderzocht. De twee
andere mogelijkheden zijn onderzochi, teneinde die oplading te
vinden, die het snelst en het meest efficiént verliep. Deze mo-
gelijkheid werd vervolgens als werkwijze gekozer op grond van
de overweging, dat niet bekend is hoe de oplading van trans-
ferrine door middel van Fe in vivo verloopt. Teneinde genoem-
de twee mogelijkheden te onderzoeken werden experimenten met
zowel Fe (II) als Fe (III} verricht. De oplading met Fe (II) ver-
liep als volgt: Aan 1,00 ml fosfaatbuffer 0, 05 molair (pH 7,4)
werd vanuit een oplossing 0,03 ml ascorbinezuur (conc. 85
mmol/1), 0,02 ml natriumbicarbonaat (conc. 1 mol/l) en 0,15
ml transferrine oplossing (conc. 0,20 mmol/l) toegevoegd. Ver-
volgens werd 0,15 ml toegevoegd vanuit een standaardoplossing,
die een Fe (II) concentratie had van 0,30 mmol/l of 0, 80 mmol/l,
aan bovenstaand mengsel. Op verschillende tijden werd de toe-
name van de extinctie gemeten bij 470 nm.

Bij de oplading wvan transferrine met Fe (III) waren de toe-
gevoegde hoeveelheden ascorbinezuur en natriumbicarbonaat i-
dentiek met die bij de oplading van transferrine met Fe (II).
Hetbeginvolume was eveneens 1, 00 ml fosfaatbuffer (0,05 mol/l)
(pH 7,4). De toegevoegde hoeveelheid transferrine bedroeg 0,15
ml {(conc. 0,30 mmol/l). Bij de oplading van transferrine met
Fe (III) werd 0,15 ml vanuit een standaardoplossing, die een
Fe (III) concentratie had van 0,4 mmol/l of 0,8 mmol/l, ge-
pipetteerd in het reactiemengsel. Evenals bij de reactie van
Fe (II) met transferrine werd bij de oplading van transferrine
met Fe (III) de toename van de extinctie bij 470 nm gemeten.
Het eindvolume van het reactiemengsel bedroeg in alle geval-
len 1,35 ml. De standaardoplossing en van Fe (II) en van Fe
(IIT) hadden een pH wvan 2; voor verdere bijzonderheden zij ver-
wezen naar Hoofdstuk II.

Fig IV.1 geeft de toename weer van de oplading van transfer-
rine met Fe (II) resp (III).
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De toename van de extinetie bij 470 nm en de bijeenvocging van Fe (II) en Fe (IIF) in

aanwezigheid van transferrine in verband met de smelbeid van cpladen van tramsferrine met
ecen Fe (II) zour of een Fe (OI) zout.

,045 pmol Fe (1) toegevoegd azn 0,030 pmol rransferrine.

) A
B 0,120 pmol Fe (I} toegevoegd aan 0,080 pmol twansferrine.

0
0
Iy A 0,060 pmol Fe (ill) toegevoegd aan 0,045 umol wansferrine.

B ©.120 umol Fe (I) toegevoegd aan 0,045 pmol wansferrine.

Duidelijk komt hier naar wvoren, dat de toevoeging van Fe (II)
aan transferrine veel sneller tot een maximale extinctie bij 470
nm leidt dan toevoeging van Fe (III), Zoals reeds eerder door
ons gesteld werd, wilden wij die methode verkiezen, die het
snelst tot een maximale oplading van transferrine met Fe leid-
de. Een Fe (II) oplossing bleek dus de aangewezen weg te zijn.
Met behulp van bovenstaande methodiek van oplading zijn ultra-
filiratie - en dialyse experimenten verricht, waarmee de hoe-
veelheid niet aan transferrine gebonden Fe werd bepaald.

§ 2 De omtwikkeling van de ulivafiltratie - opzet.

Evenals met dialyse is het met ultrafiltratie mogelijk een in-
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druk te verkrijgen omtrent de ligging van het evenwicht in het
Fe ~transferrine systeem door de bepaling van het niet aan trans-
ferrine gebonden ultrafilireerbaar Fe. Ulteraard is niet van te
voren te overzien in hoeverre het diglyseerbaar Fe identiek zal
zijn met het ultrafiltreerbaar Fe. Weliswaar is bij een systeem,
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Fig [V.2,
De bij de in viwo experimenten toegepaste uliafiliratie -opzet.
Zie voor bijzonderheden de tekst,
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dat alleen bestaat uit transferrine en Fe, de verwachting ge-
wettigd, dat er een goede correlatie bestaat, maar bij toevoeging
van eiwitten en andere stoffen aan het Fe -transferrine systeem
en zeker bl proeven met plasma, is dit allerminst zeker. Bij
onze ultrafiltratie - opzet heeft een ultrafiltraat een relatief klein
volume ten opzichte van de te ultrafiltreren vloeistof. Hiermede
zal evenals bij de door ons gekozen dialyse - opzet bereikt wor-
den, dat het evenwicht tussen transferrine en Fe zo weinig mo-
gelijk zal verschuiven. Fig IV. 2 geeft schematisch de ulirafiltra-
tie - opzet weer.

Voor de ultrafiltratie werd Visking 8/32 dialyseslang gebruikt.
De ultrafiltratie vonrd als volgt plaats: De dialyseslang werd be-
vestigd aan kolf C. Over de dialyseslang werd een plastic slang
geschoven, teneinde te voorkomen, dat de slang tijdens de ulira-
filtratie van de kolf wordt verwijderd. De dialyseslang werd
daarna gevuld met de desbetreffende oplossing. Kraan A werd
gesloten, daarna werd vacuumm gezogen. Nadat het vacuum was
bereikt, werd kraan B gesloten en gedurende 15 -20 minuten
werd het vacuum gehandhaafd totdat zich in D 1 ml ultrafiliraat
verzameld had. Een nadeel van de ultrafiltratie - opzet in ver-
geliJking met de dialyse -opzet is, dat met de eerste moeilijk
onder anaercbe omstandigheden kan worden gewerkt.

De navolgende experimenten zijn verricht teneinde de ultra-
filtratie - opzet te toetsen: Aan 25,0 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l
(pH 7,4) werd 0,40 ml natriumbicarbonaat (conc. 1 mol/l) toe-
gevoegd. Vanuit een oplossing van ascorbinezuur (75 mmol/l)
en een oplossing van Fe (II) (conc. 1,0 mmol/l) werden hoe-
veelheden ascorbinezuur resp Fe (II) toegevoegd, zodat de eind-
concentraties werden verkregen, die vermeld staan in tabel
IV.1. Aan de mengsels werd 0,1 uC °% Fe (II) toegevoegd. Als
voorbeeld van de werkwijze wordt experiment 1 in tabel IV.1
nader toegelicht.

Aan 25,0 m! fosfaatbuffer 0,05 mol/l pH 7,4 werd achter-
eenvolgens toegevoegd 0,1 ml ascorbinezuur (conc. 75 mmol/l),
0,35 ml Fe (II) {conc. 1,0 mmol/l) en 0,1 #C Fe (II). Van
het reactiemengsel! werd alvorens het in de dialyseslang werd
gebracht 1,0 ml genomen en hierin werd de 5 Fe radioactivi-
teit bepaald. Vervolgens werd het mengsel gedurende 20 mi-
nuten geultrafilireerd totdat ongeveer 1 ml ultrafiltraat was ver-
kregen. De °?Fe radioactiviteit in 1 ml van de te ultrafiltreren
vloeistof en in 1 ml ultrafiltraat werd bepaald. Uit bovenstaan-
de getalien werd het rendement berekend door de verhouding
van de %9Fe concentratie in het ultrafiltraat ten opzichte van
de *¥Fe concentratie van het reactiemengsel te vermenigvuldi-
gen met 100. In plaats van het rendement te bepalen met % Fe
kan eveneens met behulp van de in hoofdstuk II beschreven che-
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mische macro-en zo nodig micro -techniek de hoeveelheid Fe
bepzaald worden in het ultrafiltraat en in de te ulirafilireren
vlceistof en hieruit kar dan het rendement berekend worden.
De werkwijze is identiek met die toegepast bij de bepaling van
het rendement met behulp van ¥ Fe. De verkregen waarden van
het rendement verkregen met behulp van beide bepalingstech-
nieken werden gemiddeld vanwege de grote overeenkomst.

Eenzelfde serie experimenien werd verricht met een fosfaat-
buffer van dezelfde samenstelling als beschreven maar waarin
het Fe werd vervangen door glucose. Tabel IV.1 geeft de waar-
den van het rendement weer gemeten bij verschillende Fe en
ascorbinezuur concentraties., Eveneens =zijn de waarden voor
het rendement voor natrium opgenomen. IHet rendement van na-
triumionen werd berekend met behulp van het aanwezige natrium
in de fosfaatbuffer.

Tabel IV.1.

Rendement voor Fe, glucose en nawium in aanwezigheid van ascorbinezuur bij uluafileratie,

Experiment [Fe] Ascorbinezuur Glucose Nat R
(umol/1} {mmol/1} {mmol/1) (mmel/1) (%)

1 14,0 6,3 - — 8¢
2 18,0 ¢,3 - -— 85
3 15,0 0,3 — — 84
4 3.6 0,3 — — 83
5 18,0 0,3 - —— 19
[ 18,0 0,6 — -— 8l
1 3,86 0,6 — - 78
8 3,6 6.0 -— — 76
9 14,0 6,0 - -— 78
10 2,0 3,0 — - 81
11 -— 0,3 3,8 —— 97
12 e 0,3 5,8 — 105
13 — 0,3 7,2 — 97
14 - 0,3 — 72 08
15 -_— 6,3 — 70 917
16 - 0,3 - 69 101

Wordt het Fe vervangen door glucose dan wordt, zoals de ex-
perimenten 11, 12 en 13 weergeven, een rendement gevonden
van 87 -105%. Voor natrium wordt ongeveer eenzelfde rende-
ment gevonden.

Bovenstaande tabel brengt de vraag naar voren, wat de oor-
zaak is van het feit, dat het rendement met Fe ongeveer 20%
lager is dan met glucose en natrium. Glaser stelde vast bij
zijn dialyseexperimenten, waarbij ascorbinezuur werd toege.
voegd en waarbij dus de aanwezigheid van Fe (II}) ionen aanwe-
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zig mochi worden verondersteld, dat hef Fe onverwacht lang-
zaam door de dialysemembraan diffundeerde. Bij Fe (II) ionen
verwacht men een dialysetijd in zijn proefopstelling van slechis
enkele uren inplaats van 48 uur door hem gemeten. De ver-
wachting van een dialysetijd van slechts enkele uren of zelfs
korter komt overeen met de ervaring verkregen met de dia-
lyse - opzet van de autoanalyzer wvan Technicon met lonen als
Na, X en Ca.

In hoofdstuk III bleek dat onder aerobe omstandigheden bij ij-
zer In aanwezigheid van ascorbinezuur slechts zeer gedeeltelijk
in de vorm van Fe (II) ionen aanwezig is. Wij zetten uiieen dat
een gedeelte van het Fe waarschijnlijk als Fe (III} -ascorbine-
zuur complex voorkomt. Teneinde de niet aan transferrine ge-
bonden ijzerconcentratie door middel van ultrafiltratie te kunnen
bepalen, is het noodzakelijk enig inzicht te hebben in de ocorzaak
van het gevonden rendement van §0%. Een mogelijke verklaring
ig, dat er een Fe (IIl} -ascorbinezuur complex of een ander
hoog meleculair agglomeraat bestaat, dat niet door de mmembraan
diffundeert. Deze mogelijkheid kan getoeist worden door het-
zelfde mengsel van Fe en ascorbinezuur meerdere malen aan
ultrafiltratie te onderwerpen. Het ultrafiltraat van 1,0 ml wordt
dan na elke ultrafiltratie vergeleken met de te ultrafiltreren
vloeistof, waarvan voor en na ultrafiliratie in 1,0 ml de %9Fe
radioactiviteit wordt bepaald. De proefomstandigheden waren
identiek met die van experiment 7 (tabel IV.1). Het blijkt dat
na elke ultrafiliratie de Fe concentratie toeneemt zowel in het
ultrafiltraat als in de te ultrafiltreren vloeistof. Tabel IV.2
geeft een overzicht van de gevonden waarden. Het rendement
werd gemeten met behulp van 99Fe bepalingen en berekend zo-
als eerder in deze paragraaf beschreven.

Tabel IV.2.

Het rendement bij 4 opeenvolgende ulurafiltraties voor Fe in 2anwezigheid van ascorbinezuur.

Rapgnumimer Reactiemengsel Ulmafiltraat R
— 59 S9pe ( (%)
ultrafileratie e (cpm) e (cpm)
1 2792 2230 80
2 2883 2397 83
3 2946 2472 B4
4 3063 2560 84

Uit bovenstaande gegevens is af te leiden vanwege het vrijwel
constant blijven van R over de achtereenvolgende ultrafiltra-
ten, dat de reeds eerder gencemde veronderstelling niet juist
kan zijn. Het rendement van 80% moet dus een gevolg zijn
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van het feit, dat het ijzer in ionvorm hetzij in de vorm van
Fe (IIl) -ascorbinezuur complexen de membraan langzamer pas-
seert dan de H,0 moleculen. Er bestaat duidelijk een constan-
te wverhouding tussen de snelheid waarmee de water -, gluco-
se - en natriwmmoleculen de membraan passeéren en de snel-
heid waarmede dat met Fe plaatsvindt.

Tengevolge van de goede reproduceerbaarheid van de R - waar-
den is bovenstaande ultrafiliratie bruikbaar mits gecorrigeerd
wordt voor het rendement. In de volgende paragrafen zal met
behulp van bovenstaande techniek nader ingegaan worden op de
hoeveelheid Fe, die niet gebonden is aan transferrine in diver-
se proefopzetien.

§ 3 Bepaling met behulp van de ultvafillvatie - opzel van het niet
aan tvansfevvine gebonden ijzev tijdems de oplading van
transferrine met Fe.

Het transferrine werd opgeladen met Fe (II} zoals beschre.
ven in paragraal 2 van dit hoofdstuk. De proefomstandigheden
waren als volgt: Aan 20,0 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l pH 7,4
werd 0,30 ml natriumbicarbonaat (cone. 1 mol/l) en 0,60 ml
ascorbinezuur (conc. 85 mmol/l) toegevoegd. Vervolgens werd
0,50 ml transferrine (conc. 0,80 mmol/l) en 0,5 ml Fe (II)
(conc. 0,72 mmol/l) gemerkt met 1 uC 5°Fe toegevoegd. Het
verzadigingspercentage zou 45% bedragen als alle transferrine
gebonden zou =zijn. Bovenstaand mengsel werd op verschil-
lende tijdstippen na het bijeenvoegen van de reagentia geultra-
filtreerd. Bij het eerste experiment werd direct na toevoeging
van het ijzer het mengsel geultrafiltreerd. De gehele ultrafil-
tratie duurt ongeveer 20 minuten. Tijdens de ultrafiltratie vond
eveneens oplading van het transferrine aan ijzer plaats. Hier-
voor moet een correctie worden aangebracht. De wijze waarop
wij dit deden is weergegeven in het navolgende voorbeeld van
experiment 1 in tabel IV.3. De proefomstandigheden in het ex-
periment wat betreft concentraties etc. waren dezelfde zoals
ze in het begin van deze paragraaf door ons opgesteld waren.
De %9Fe radioactiviteit in het reactiemengsel per ml bedroeg
vbodr de ultrafiltratie 103.000 cpm. Nadat na 20 minuten 1,0
ml ultrafiliraat gevormd was, werd zowel de 59pe radicactivi-
teit in het ultrafiliraat als in het reactiemengsel gemeten. De
%9 Fe radioactiviteit in het ultrafiltraat per ml bedroeg 5000
cpm en die in het reactiemengsel 107.000 cpm per ml. Het
rendement van een blanco experiment waaraan geen transferri-
ne was toegevoegd bedroeg 80%. De berekening van het niet
aan transferrine gebonden Fe wvond nu als volgt plaats: De %Fe
concentratie in het ultrafiltraat ten opzichte van de 5%Fe con-
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centratie in het reactiemengsel werd vermenigvuldigd met 100.
Voor bovenstaande getalwaarde bedraagt het percentage ''vrij"
Fe 6,2%, waarbij de correctie voor het rendement in acht is
genomen. Tijdens de 20 minuten durende ultrafiltratie gaat de
oplading van transferrine met ijzer door. Het lijki daarom voor
de hand te liggen als "duur van de oplading" het tijdsverloop
te kiezen tussen het bijeenvoegen van ijzer en transferrine en
het tijdstip waarop de ultrafiltratie wordt beé&indigd. Hiertegen
pleit echter dat tijdens de ulirafiltratie, door genoemde opla-
ding, het percentage vrij ijzer daalt. De concentratie ijzer in
het ultrafiltraat daalt tijdens de 20 minuten durende ulirafiltra-
tie dus eveneens. De gevonden ijzerconcentratie in de 1 ml ul-
trafiltraat verzameld in 20 minuten is dus geen maat voor de
concentratie vrij ijzer op het moment dat de ultrafiliratie wordt
begindigd. Indien het percentage vrij ijzer gedurende de ulira-
filtratie gelijkmatig zou dalen, dan zou de gevonden concentra-
tie ijzer in de 1 ml ultrafiltraat, de maat zijn voor het per-
centage vrij iljzer op het moment dat de ulitrafiliratie halver-
wege was, dus 10 minuten geduurd had. Het ligt dan voor de
hangd als "duur van de oplading" het tijdsverloop te kiezen tus-
sen het tijdstip wvan bijeenvoegen van ijzer en transferrine en
het tijdstip halverwege de ultrafiltratie, dus 10 minuten na het
begin ervan. Uit de proeven van Glaser is duidelijk dat de snel-
heid van oplading van transferrine met ijzer in de tijd afneemt.
Eigenlijk zou dus niet 10 minuten moeten worden gekozen, maar
een korter tijdsverloop. Bij gebrek aan exacte gegevens hier-
omtrent leek het ons juist de correctie op 10 minuten te stel-
len. Als "duur van oplading’ beschouwen zij dus het tijdsver-
loop tussen het tijdstip van bijeenvoegen wvan ijzer en trans-
ferrine en het tijdstip dat de ultrafiltratie halverwege is.

Tabel IV, 3.

Het percentage niet aan transferrine gebonden Fe in aanwezigheid van HCOS' (15 mmel/i)
bij verschillende rtijden van oplading. De oplossing bevatte 0,40 pmo} trapsferrine en 0,38
umol Fe (II}. Zie vocr verdere bijzonderheden de teksr.

Experiment Duur van oplading "viij” ijzer
{min) (%,
1 10 5,3
2 45 1,2
3 &0 Q,7
F 120 0.5
5 180 0,8
6 240 0,8
7 360 .5
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Als begchreven in bovenstaand voorbeeld werden ook experi-

menten verricht na 45 minuten, 1 uwur, 2 uur, 3 uur en 6 uur.
Tabel IV.3 geeft een overzicht van de gevonden waarden voor
het. Fe dat niet aan transferrine gebonden is na verschillende
opladingstijden.
Uit bovenstaande tabel kan geconcludeerd worden, dat minstens
2 uur incubatie vereist is alvorens de evenwichtssituatie ls be-
reiki. Fig IV.1 geeft eveneens een aanwijzing, dat het even-
wicht tussen transferrine en ijzer een vrij lange tijd nodig heeft
om zich in te stellen. De meting van de extinctie bij 470 nm
geeft echter minder nauwkeurige inlichtingen op dit punt dan bij
ultrafiltratieproeven. Bij alle volgende experimente. is een in-
cubatieperiode aangehouden wvan 2 uur alvorens aangevangen
werd met de bepaling van het niet aan transferrine gebonden
Fe.

§ & Ultrafiltraticexpevimenten met een oplopende Fe/trans ferri-
ne vevhouding.

In hoeverre de saturatiegraad van belang is bij de hoeveel-
heid Fe gevonden in het ultrafiliraat, werd door ons nagegaan
door het transferrine bij verschillende ''saturatiegraden’ vari-
erend wvan 20 tot 80% te ultrafiltreren en daarna de hoeveel-
heid %°Fe in het ultrafiltraat te bepalen. De technische details
zijn beschreven in de paragrafen 1 en 2 van dit hoofdstuk. De
hoeveelheid transferrine werd constant gehouden, terwijl de hoe~
veelheld toegevoegde Fe varieerde. De experimenten werden als
volgt verricht: Aan 20 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l (pH 7,4)
werd 0,20 ml ascorbinezuur (conc, 250 mmol/l), 1,00 ml na-
triumbicarbonaat (cone. 0,5 mol/l) toegevoegd. Vervolgens werd
aan de vier reactiemengsels transferrine (conc. 0,88 mmol/l1},
Fe (I} (conc. 1,0 mol/l) en 2 4C 3?Fe (II) toegevoegd. Eind-
concentratieg staan vermeld in tabel IV.4. Het geheel werd 2
uur geincubeerd bij 20°C. Direct hierna werden de bovenstaande
mengsels geultrafiltreerd en werd de hee veelheid 59Fe in het
ultrafiltraat bepaald. De gevonden waarden werden zodls gebrui-
kelijk gecorrigeerd wvoor het rendement, gevonden met behulp
van een blanco experiment zonder transferrine toevoeging. De
resultaten zijn weergegeven in tabel IV.4,

Uit tabel IV. 4 blijkt duidelijk dat, naarmate de verzadigingsgraad
stijgt, de hoeveelheid Fe, die niet gebonden werd aan trans-
ferrine, toeneemt.

Op de rol van natriumbicarbonaat werd reeds gewezen in
hoofdstuk Il paragraaf 4. Bovenstaande ultrafiltratie proefopzet
leent zich niet goed om de invloed van natriumbicarbonaat te
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Tabel IV.4.

Het percentage nlet aan transferrine gebonden Fe bij verschillende “saturatiegraden™, Zie
veor anderc bijzonderheden de tekst,

Experiment Fe] [Transferrine] “Saruratie” “viij* Fe
(umol/1} (umol/1) (%) (%)
1 10,0 28,0 19 0,10
2 17,0 25,8 33 0,25
3 27,8 25,6 o4 0,50
4 41,7 25,2 g3 1,80

bestuderen, daar er onder de gencemde proefomstandigheden
niet verhinderd kan worden dat er CO, uit de lucht in het re-
actiemengsel zal oplossen. Wel kan berekend worden wat de
[HCOZ! onder de gegeven proefomstanden zal zijn, en wel met
onderstaande vergelijking (49):

(=] [HCOs']
Q@ X pCC)2

hierin is @ de oploshaarheidsconstante, pCO2 de partigle druk
van COQ, ir lucht en K een constante. Bij een pH van 7,4 een
pCO, van 0,04x107 en een pK van 6,15 en een Q@ wvan 0, 0383
is een[HCOj3l conceniratie 300 wmol/l, Bij ultrafiltratie onder
bovengenoemde omstandigheden kan de oplading van transferrine
door 1ijzer dus niet bestudeerd worden bij bicarbonaat concen-
traties lager dan 300 pmolfl, maar wel kan de invlced nagegaan
worden zonder extranatriumbicarbonaat toevoeging. In een glazen
buis met een volume van ongeveer 26 ml werd 25,0 fosfaat-
buffer gepipetteerd. Vervolgens werd 0,8 ml ascorbinezuur
{conc. 85 mmol/l) en 0,50 ml transferrine (conc. 0379 mmol/l)
Fe (I} {cone. 1,653 mmol/l) en 2 uC Pre (I1) toegevoegd.
Eindconcentraties staan vermeld in tabel IV.5. Wanneer al het
Fe aan transferrine gebonden zou zijn, dan zouden de satura-
tiegraden in bovenstaand mengsel 31%, 51% en 73% bedragen.
De glazen buis werd afgesloten van de buitenlucht door middel
van een glazen stop. Na I uur, na 2 uur en na 18 uur staan
werddoor middel van ultrafiltratie het niet aan transferrine gebon-
bonden Fe bepaald met behulp van ¥ Fe radicaciiviteitsmetingen.
De gevonden percentages ''vrij"' Fe zijn vermeld in tabel IV.35.
Correctie voor het rendement vond plaats.

Wanneer men bovenstaande tabel IV.5, waarbij aan de experi-
menten geen extra natriumbicarbonaat werd toegevoegd, verge-
lijkt met tabel IV.3, dan ziet men duidelijk dat de invlced wvan
natriumbicarbonaat belangrijk is in verband met de snelheid van
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Tabel IV, 5.

Her percentage niet aan Wansferrine gebonden Fe bij verschillende tijden van oplading zon-
der exwra HCO4™ rtoeveeging.

Experiment [Fe] [Transfcrrine] Duur van de oplading “yrij” Fe
{pmol/1) (umol/1) {uren) (%)
1 2,4 13,1 1 N8
2 15,0 15,1 1 2,8
3 22,0 15,0 1 15,2
4 15,0 15,1 2 8,5
5 22,0 15,0 2 13,4
6 9,4 15,1 s 2.9
7 15,0 15,1 18 3,0

opladen. Bovendien blijkt, dat na een incubatie van 18 uur slechis
een gering percentage niet aan transferrine gebonden Fe aan-
wezig is. In hoeverre natriumbicarbonaat onmisbaar is bij de
oplading is niet met zekerheid te zeggen vanwege de hoeveel-
heid opgelost CO, in de fosfaatbuffer, waardoor de HCO;  con-
centratie nog altijd 0, 3 mmol/l bedraagt. In paragraaf 8 van dit
hoofdstuk zal in een meer geschikte proef - opzet de functie van
het bicarbonaat onderzocht worden. Hierbij zal gestreefd wor-
den naar volledige uitsluiting van natriumbicarbonaat in het sy-
steem.

In hoeverre de ascorbinezuurconcentratie van invloed is bij
de oplading van Fe en transferrine werd als volgt nagegaan: Aan
20,0 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l (pH 7,4) werd vanuit een op-
lossing vanascorbinezuur (conc. 60 mmol/l) de vereiste hoeveel-
heid toegevoegd. Vervolgens werd 0,30 ml natriumbicarbonaat
(conc. 1 mol/l), 0,39 umol transferrine (conc. 0,30 mmol/l)
en 0,36 umol Fe (II) gemerkt met 0,1 ©C *Fe (II) in het reac-
tievat gepipetieerd. De verzadigingsgraad zou 46% bedragen, als
al het Fe aan transferrine zou zijn gebonden. De incubatietijd
bedroeg 3 uur. Direct daarna vond ultraiiliratie plaats. Tabel
IV.6 geeft het niet aan transferrine gebonden *°Fe weer bij ver-
schillende ascorbinezuur concentraties.

Tabel kV,6.

De invloed van ascorbinezuuwr op het percenmtage niet aan wansferrine gebonden Fe. Het
mengsel bevat 0, 3¢ umol wransferrine en 0,36 umol Fe (IO), de incubatietijd bedroeg 2 uur,

Experiment [Ascorbinezuur] "vrij” Fe
{mmol/1) (%)
1 0,6 0,60
2 3,0 0,37
3 5,0 0,55
4 1.5 0,54
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Uit tabel IV.6 blijkt duidelijk, dat de ascorbinezuurconcentratie
weinig invlced heeft op het percentage niet aan transferrine ge-
bonden Fe.

§ 5 De ontwikkeling var de dialyse - opzet.

Zoals reeds in de inleiding werd vermeld, werd naast ultra-
filtratie de methode van dialyse toegepast. De ultrafiltratie bleek
nl. niet erg geschikt om toegepast te worden bij in vive experi-
menten, dit in tegenstelling tot de dialyse techniek. Het was dus
voor ons noodzakelijk in vifro experimenten met behulp van dia-
lyse te verrichten. In deze paragraaf en de volgende zal nader
worden lngegaan op de methode van dialyse, toegepast om het
niet aan transferrine gebonden Fe te bepalen. Hierbij zullen
wij nagaan aan welke eisen de dialyse - opzet moet voldoen. De-
ze voorwaarden zijn onder meer de tijdsduur voor het bereiken
van evenwicht en de invleed wvan eiwit met betrekking tot de
absorptie van Fe aan eiwit.

We hadden voor het dialyse membraan de keuze tussen Vis-
king (8/32) en Cuprophan. Uit de resultaten, verkregen door
middel van de ultrafiltratie, bleek verder dat de hoeveelheid Fe
niet aan transferrine gebonden ongeveer 1077 tot 10~% mol/l be-
droeg. Uitgaande van bovenstaande gegevens, werd nagegaan hoe
het dialysepatroon zich gedroeg bi] een Fe conceatratie van
10-7 mol/l, ‘wanneer experimenten verricht werden met zowel
Visking als Cuprophan membranen. De experimenten werden
als volgt verricht: Aan 500 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l (pH 7,4)
werd 0,250 g ascorbinezuur (eindcone. 3 mmol/l) en 0,8 g na-
triumbicarbonaat {eindconc. 15 mmol/l) toegevoegd. De Fe con-
centratie van het mengsel bedroeg 10~7 molair en werd bereikt
door 0,25 ml Fe (II) (conc. 0,2 mmol/l) gemerkt met 1uC % Fe
toe te voegen. Uit bovenstaand mengsel werd vervolgens 12
maal 25 ml gepipetteerd in erlenmeyers van 50 ml. De inhoud
van deze erlenmeyers werden afzonderlijk gedialyseerd tegen 1,0
mi fosfaatbuffer 0,05 mol/l (pH 7,4), waaraan was toegevoegd
ascorbinezuur (3 mmol/l) en natriumbicarbonaat (15 mmol/1).
Als dialysemateriaal werd 6 maal Cuprophan gebruikt en 6 maal
Visking. Op bepaalde tijdstippen werd de S8Fe concentratie in de
dialysezak gemeten. Fig IV.3 geeft de snelheid van het tot stand
komen van evenwicht weer. Tevens is in Fig IV.3 het dialyse-
patroon weergegeven bij een Fe concentratie van 10~ mol/l met
als dialysemateriaal Cuprophan.

Uit fig IV.3 blijkt, dat Cuprophan een geschikter materiaal is
dan Visking met betrekking tot het tot stand komen van het e-
venwicht. Wij kozen daarom voor de verdere proeven Cuprophan.
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Bovendien blijkt, dat bij verhoging van de tvoncentratie van 10 -7
mol/l tot 10-8 mol/l, de tijd voor het bereiken van evenwicht
toeneemt. In ieder geval is er bij beide concentraties even-
wicht bereikt na 5 uur. Deze dialysetijd werd gekozern.

§ 6 De inviced van etwit bij dialyse expervimenten.

Daar bij in vivo experimenten het eventuele niet aan transfer-
rine gebonden Fe zich misschien kan hechten aan eiwit, werd
met onze dialyse - opzet de inviced van albumine en gamma glo-
buline in vitro nagegaan. Hiertoe werd aan fosfaatbuffer 0,03
mol/l (pH 7,4) ascorbinezuur (eindconc. 3 mmol/l) en natrium-
bicarbonaat (eindcone. 15 mmol/l) en 0,5 ml Fe (II) (conc. 1,0
mmol/l) gemerkt met 1,0 uC %9 Fe toegevoegd. De methode van
bereiding van bovenstaand mengsel was identiek met die zoals
beschreven in paragraaf 5. Van bovenstaand mengsel werd 25

[59,:9] dialysaat
[59Fe] te dial. viceistof

100 — - I

—

Q50 —

—>

1 2 3 4 5 6 t {uren)

Fig IV.3,
Dialysepawoon van ijzer in fosfaatbuffer (0,05 mol/l) in aanwezigheid van ascorbinezuur
en natriumbicarbonaac. Ijzer in de buitenvloeistof.

I) [Fe} = 10~7 mol1/1 Dislysemareriaal Visking.
Im [Fe] = 10-7 mol/l Dialysemateriaal Cuprophar.
un [Fe] = 105 mol/1 Dialysemateriaal Cuprophan.
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ml gepipetteerd. Gedialyseerd werd tegen 1,2 ml albumine {50
g/1) opgelost in fosfaatbuffer, waaraan ascorbinezuur (eindconc.
3 mmol/l) en natriumbicarbonaat (eindconc. 15 mmol/l) was
toegevoegd. Na 5 uur werd de toename van de 99 Fe radioac-
tiviteit gemeten in het dialysaat. Uit de eerder weergegeven
proeven (fig. IV.3) wvolgt dat zonder albumine de verhouding
{ Feldialysaat/| Felbuitenvloeistof na ongeveer 5 uur 0,95 is.
Bij de aanwezigheid wvan albumine in het dialysaat blijkt deze
verhouding ongeveer 6 te zijn in bovengenoemde proefopzet. On-
geveer 16% wvan het totaal aanwezige ijzer bindt zich dan aan
het albumine. Uit bovenstaande resultaten moet geconcludeerd
worden dat bij in vivo experimenten de binding van Fe aan al-
bumine een complicerende factor zal vormen. Teneinde na te
gaan in hoeverre aan albumine gehecht ijzer via de dialyse-
membraan uitwisselt, =zijn de volgende proeven wverrichi: Aan
40, 0 ml albumine oplossing (50 g/1) in fosfaatbuffer 0,05 mol/l
(pH 7,4) werd 0,40 ml ascorbinezuur (conc. 0,25 mol/l) en
1,00 ml natriumbicarboraat (cone. 1 mol/l) toegevoegd. Ver-
volgens werd 0,4 ml Fe {II) (comc. 0,2 mmol/l) en 0,05 u«C
% pe toegevoegd. Deze oplossing werd verdeeld over twee er-
lenmeyers van 50 ml. De dialyse vond plaats tegen 1,5 ml al-
bumine oplossing (50 g/1) in fosfaatbuffer. De albumine oplos-
sing waartegen gedialyseerd werd, bevatte ascorbinezuur, na-
triumbicarbonaat en Fe (II) in dezelfde concentraties als de
buitenvlceistof, %*Fe was alleen in de buitenvioeistof aanwezig.
Nagegaan werd nu de toename van de 5%Fe radioactiviteit in het

dialysaat na 5 uur dialyse. Tabel IV.7 geelt de resultaten weer.

Tabel IV.17.

Experimenten waarbij de dialysesnelbeid van Fe via e¢en rmembraan tussen twee oplossingen,
die albumine bevauten, werd bestudeerd.

Experiment Duur Buitenvloeistof Binnenvloeistof
{uren) Fe (cpm)} S9F¢ (cpm)
begin eind begin eind
1 8 840 808 0 790
2 5 850 815 0 803

Uit bovenstaande gegevens blijkt, dat wanneer de dialyse plaats
vindt vanuit een eiwit- tegen een eiwitoplossing er na 5 uur
98% - 99% evenwicht is ontstaan. Uit fig IV.2 blijkt dat de dia-
lysesnelheid door de aanwezigheid van eiwit in ieder geval niet
verlaagd is. De invlced van de hechting van Fe aan plasma ei-
witten, die wvooral in de later te bespreken in vitro en in vive
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experimenten optreden, kan dus inderdaad.teniet gedaan worden
door de dialyse te verrichten tegen een eiwitoplossing.

§ 7 Resultaten betreffende het niel aan transfeyrvine gebonden
Fe vevkvegen met de in vitvo dialyse - opzet met frans-
fervine en konijnen - en humaan plasma.

De dialyse experimenten werden als wvolgt verricht: Aan 20,0
ml fosfaatbuffer 0, 05 mol/l (pH 7,4) werd 0,20 ml ascorbine-
zuur (conc. 0,25 mol/l), 0,60 ml natriumbicarbonaat (0,5 mol/1)
toegevoegd. Vervolgens werd aan 4 mengsels zoals bovenge-
noemd transferrine (conc. 0,88 mmol/l) en Fe (II) (conec. 1,0
mmol/1} en 2, 0 uC %9Fe (1I) aan het reactiemengsel toegevoegd.
De eindconcentraties van Fe en iransferrine staan vermeld in
tabel IV.8. Het geheel werd 2 uur bij 20°C geincubeerd. Ver-
volgens werden de oplossingen gedialyseerd fegen 1,2 ml fos-
faatbuffer waarin zich ascorbinezuur (eindconc. 3 mmol/l) en
natriumbicarbonaat (eindconc. 15 mmol/l) bevond. De dialyse
vond plaats tegen feosfaatbuffer, daar er geen andere eiwitten
dan transferrine in de oplossing voorkwamen.

Na 5 uur dialyse werd de %9 Fe radioactiviteit gemeten en
vervolgens werd het percentage niet aan transferrine gebonden
Fe berekend. Eveneens werd getracht de hoeveelheid Fe in de
dialysezak chemisch te bepalen en daaruit het percentage niet
aan iransferrine gebonden ¥e te berekenen. Het was voor ons
met de bestaande micro techniek niet mogelijk om op chemische
wijze een Fe concentratie lager dan 0,2 pmol/l aan te tonen.
Tabel IV.8 geelt de resultaten weer verkregen bij dialyse van
een Fe -transferrine oplossing bij oplopende Fe -iransferrine
verhoudingen.

Tabel IV, 8.

Het percentage niet aan transferrine gebonder Fe .bij verschillende saturatiegraden. Zie voor
bijzonderheden de tekst.

Experiment Fe Trapsferrine "Saturatie” g%iet san wansferrine gebonden Fe
(umol/1} (pmol/1) (%) Fe bep. chem, bep.
1 8,8 26,0 17 0,1 —
2 16,8 25,8 33 0,3 —
3 27.3 25,6 53 0,5 0,7
4 41,5 25,2 22 1,8 1.7

Er blijkt een goede overeenkomst te zijn tussen de resultaten
verkregen met ultrafiltratie (paragraaf 4 van d&it hoofdstuk) en
de resultaten verkregen met behulp van dialyse experimenten.
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Vervolgens werden in vitro dialyse proeven verricht met ko-
nijnenplasma en humaanplasma. Hei bloed van kcnijnen werd
verkregen door middel van een hartpunctie en bij de mens via
een venapunctie en werd vervolgens onstolbaar gemaakt met he-
parine. Na het afdraaien van de erythrocyten werd het plasma
gecontroleerd op de aanwezigheld van haemoglobine (50). Werd
een concentratie van haemoglobine in het plasma gevonden gro-
ter dan 0,2 umol/l, dan kwam het plasma niet in aanmerking.
Door toevoeging van Fe (II) werd het plasma op een hogere sa-
turatiegraad gebracht, teneinde na te gaan in hoeverre de sa-
turatiegraad van belang was bij het aantonen van niet aan trans-
ferrine gebonden Fe.

De experimenten werden als volgt verricht: Aan 25,0 ml plas-
ma werd 0,30 ml ascorbinezuur (conc. 0,25 mol/l), Fe (II)
(conc. 1,0 mmol/l) en 3,0 uC 5Fe () toegevoegd. Eindcon-
centraties staan vermeld in tabel IV.9. De incubatieperiode be-
droeg 2 uwur, 6 uur, 12 uur en I7 uur. Gedialyseerd werd te-
gen 1,2 ml albumineoplossing (50 g/l) in fosfaatbuffer, waaraan
was toegevoegd-ascorbinezuur (eindconc. 3 mmol/l) en natrium-
bicarbonaat (eindcone. 15 mmol/l). Uit de albumineoplossing
wasg van te voren het Fe verwijderd door de oplossing te dia-
lyseren op dezelfde wijze zoals wij in hoofdstuk II het Fe uit
een transferrine oplossing verwijderden. De resultaten van bo-
vengenoemde experimenten worden weergegeven In tabel IV.9.

Tabel IV, 9.

Het percentage niet aan transferrine gebonden Fe in kenijnen~ en humaan plasma,

Exp, Fe (umol/}) Fe (umol/1) TYBC  “Satwate” Incubatie Plalyse *urij® Fe
aanwezig  pa wevoeging Fe (umol/l) (7o) {uren) {wren) (%)
1% 26 26 58 45 2 5 0,4
2 20 32 52 62 2 5 0,8
a* 20 32 52 62 17 5 .4
4 35 53 60 89 2 4 0,8
5 35 58 50 89 2 5% 0,9
6 35 53 60 890 8 6 0,6
7 a5 53 60 89 12 6 0,7

* De experimenzen 1, 2 en 3 werden met humaan plasma, de eXperimenten 4, 5, 6 en 7
met konijoenpiasma verriche,

Uit tabel IV.9 blijkt duidelijk, dat er een aantoonbare hoeveel-
heid Fe in het dialysaat aanwezig is. Het gevonden percentage
blijkt bovendien weinig afhankelijk van de incubatieduur te zijn.

Een volgende reeks proeven werd verricht met plasma ver-
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kregen bij een konijn waaraan van tevoren plasma gemerkt met
59 Fe intraveneus was ingebracht. Deze experimenten vonden
als volgt plaats: Aan 6, 0 ml konijnenplasma werd 0,2 ml ascor-
binezuur (conc. 0,1 mol/l) en 0,12 ml natriumbicarbonaat {1
mol/l) toegevoegd. Natriumbicarbonaat werd extra toegevoegd
om te voorkomen, dat het bicarbonaat gehalte te laag zou wor-
den daar het plasma gédurende een nacht geincubeerd werd.
Door toevoeging van 50 uC %Fe (II) werd de saturatie van het
transferrine op 76% gebracht. Na een incubatieperiode van 18
uur werd het plasma (5 ml) intraveneus in het konijn terugge-
bracht. Na 4 uur vond hartpuctie plaats, waarna vervolgens
het plasma werd bereid. De saturatiegraad van het aldus bereide
plasma bedroeg 42%. Dialyse vond plaats tegen fosfaatbuffer
(0,05 molfl) pH 7,4, een albumine oplossing (50 g/l) opgelost
in fosfaatbuffer en een mengsel van albumine en gamma globu-
line (30 g/l resp 20 g/l) eveneens opgelost in fosfaatbuffer.
De drie oplossingen waartegen dialyse plaats vond, bevatten
agcorbinezuur (eindcone 3 mmol/l) en natriumbicarbonaat (eind-
conc. 15 mmol/l). Het volume waartegen gedialyseerd werd be-
droeg 1,2 ml De dialysetijd was 5 uur De resultaten zijn weer-
gegeven in tabel IV.10

Tabel IV.10.

Het percentage niet aan wansferrine gebonden Fe in plasma verk:sedgen bij een proefdier,
waaraan inmavenens ansferrine was toegevoegd dat in vitro met °YFe werd geincubeerd.
Zie voor bijzonderheden de tekst,

Experiment Incubatietijd (in vivo) Dialysaat "vrij" Fe
(uren) (%)
1 4 fosfaathuffer 0,3
2 4 albumine 0,7
3 4 albumine/gamma 0,6
globuline

Het gevonden Fe, hetwelk niet aan transferrine gebonden is, is
‘niet essentieel verschillend met het percentage 'vrij' Fe weer-
gegeven in tabel IV 9.

§ 8 Emnige experimenten betveffende de invioed van zuurstof,
koolzuuy en ascovbinezuuy of de vorming van het Fe - lvans-
Jerrvine complex.

In hoofdstuk I werd uiteengezet dat het vraagstuk van de om-
zetting van Fe (II) in Fe (III) bij de oplading van transferrine
met Fe (II) geenszins is opgelost Schade wees in 1946 (3) op



de betekenis van zuurstof in dit verband. In zijn proefopzet zou
onder anaerobe omstandigheden uit Fe (II) en transferrine in
aanwezigheid van bicarbonaat een geel gekleurd complex ver-
schijnen. Wanneer ascorbinezuur werd toegevoegd ging het ge-
vormde complex over in het welbekende zalmkleurige Fe -trans-
ferrine, dat ook in aerobe omstandigheden ontstaat. In hoofd-
stuk I werd ook uviteen gezet dat het vraagsiuk van de onmis-
baarheid van HCO 3 - voor de vorming van Fe -transferrine niet
is opgelost Wij zijn geneigd op grond van de proeven van Gla-
ser aan te nemen, dat HCO, een katalysator is, niet onmisbaar
is en dus niet wordt gebonden aan transferrine tegelijk met Fe.
Het leek ons nuttig met het ocog op onze in vivo proeven en on-
ze in vivo proefopzet enkele experimenten te verrichten gver de
besproken vraagpunten. Teneinde het niet aan transferrine ge-
bonden Fe onder anaerobe omstandigheden te bepalen werden de
volgende experimenten verricht: Aan 130 ml {osfaatbuffer 0, 05
mol/l (pH 7,4) werd 1,3 ml ascorbinezuur (300 mmol/l) toege-
voegd. Gedurende een nacht werd N; doorgeborreld. Vervolgens
werd 1,2 ml Fe (II) (conc. 1 mmol/l) toegevoegd en een half
uur na toevoegen van Fe (II) tenslotte 1,0 ml transferrine (conc.
1,0 mmol/l). De saturatiegraad van het transferrine zou 65%

[Fell] wri
[Fetm] vrij + [Fe-Transferrine]

x 100%,

100 ~00—0- o L D——- ¥

\Lc O o o> < o 1

50

—

1
1 2 3 4 t {uren)

Fig 1v.4.
De binding in de tijd van Fe (I} met wonsferrine in anaeroob milicu in aanwezigheid van
aseorbinezuwr (1) (8 mmoel/l) en ratriumdithionict (1) (3 mmel/1).
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bedragen, wanneer al het Fe zich met transferrine zou binden.
Het toevoegen van transferrine werd als tijdstip t = 0 genomen.
Op verschillende tijdstippen werd de niet aan transferrine gebon-
den Fe (II) concentratie bepaalé met de in hoofdstuk 1l beschre-
ven techniek van de directe Fe (II) bepaling met behulp van een
specifiek Fe (II) chromogeen. Eveneens werd na 1 uur het reac-
tiemengsel gedialyseerd gedurende 3 uur tegen 2, 0 ml fosfaatbuf-
fer, waarin ascorbinezuur. Fig IV.4 geeft de resultaten weer
wat betreft de gemeten hoeveelheden niet aan transferrine gebon-
den Fe (II) op verschillende tijdstippen.

Bij een dialysetijd van 3 uur bleek de vrije Fe (II) concentra-
tie in de dialysezak gelijk te zijn aan die in de buitenvloeistof.
Een overeenkomstige proef werd verricht met een krachtiger re-
ductor dan ascorbinezuur, namelijk natriumdithioniet. Het re-
sultaat is eveneens in fig IV.4 weergegeven. Het is duidelijk
dat Fe (II) in aanwezigheid van natriumdithioniet in het geheel
niet aan tiransferrine gekoppeld wordt. Aangaande de rol van
bicarbonaat deden we enkele proeven, waarbij door het door-
leiden gedurende 18 uur van CO,-vrije lucht alle koolzuur ver-
dreven werd. Vrijwel direct na hei toevoegen van Fe (II) aan
transferrine in aanwezigheid van ascorbinezuur en fosfaatbuffer
ontstond ook in dit koolzuur vrije milieu de welbekende zalm-
kleur van Fe -transferrine. De kleurintensiteit nam in de loop
van de tijd toe, de meting van de extinctie bij 470 nm leerde
dat pas na 6 uur een maximale extinctie bereiki was. Met toe-
voeging bij de aanvang van de proef van bicarbonaat aan het
reactiemengsel, waarvan de samenstelling overeenkwam met de
steeds door ons gebruikte proefopstelling, werd bereikt dat de
maximale extinctie in 45 min. ontstond. Onze conclusie is dat
HCO;™ een katalysatorrol speelt en niet onmisbaar is. De op-
vattingen wvan Schade vooral over de mogelijkheid zuurstof te
vervangen door ascorbinezuur gaven ons aanleiding tot het wvol-
gende experiment. Door 50,0 ml fosfaatbuffer 0,05 mol/l (pH
7,4) werd gedurende 18 uur N, geleid. Daarna werd 0,85 ml
transferrine (conc. 0,80 mmol/l) toegevoegd, dit tijdstip werd
als tijdstip 0 beschouwd. Na 10 minuten werd 0,70 ml Fe (II)
oplossing (conc, 2,0 mmol/l) toegevoegd. Direct hierop volgend
werd de concentratie van het vrije Fe (II) bepaald met de tech-
niek in hoofdstuk II beschreven. Weer 10 minuten later werd
0,85 ml natriumbicarbonaat (conc. 1,0 mol/l} toegevoegd en
wederom werd de Fe {II) concentratie bepaald. Vervolgens werd
10 minuten later 1,50 ml ascorbinezuur (conc. 0,1 mol/l) toe-
gevoegd en direct daarop de concentratie van het vrije Fe (II)
bepaald. Na verloop van wederom 10 minuten werd het reactie-
vat geopend en dus zuurstof toegelaten. Na verloop van 15 mi-
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nuten werd zowel de concentratie van het vrije Fe (II) als de
extinctie bij 470 nm gemeten. De resultaten zijn samengevat in
Tabel IV.11.

Tabel IV, 11,

De invloed van zuurstof, koolzuwr en ascorbinezuwr op de oplading van transferrine met Fe.
Zic voor verdere bijzonderheden de tekst,

Tijdstip Tocveeging Kleur [Fe ()]
{min) Ext. 470 nm {umol/l)
0 Transferrine geen 0
LU Fe (I geen 26,5
20 HCOg~ geen 26,2
3u Ascorbinczuur geen 23,1
40 Zuurstof ontwikkeling
zalmkleur
55 0,063 0,3

Onze conclusie is dat in de beschreven proefopstelling zuurstof
onmisbaar is voor het tot stand komen van het Fe -transferrine
compilex, dat in tegenstelling tot Schade's opvatting het ascorbi-
nezuur de rol van zuurstof niet kan overnemen. Toevoeging van
bicarbonaat leidde niet tot een binding van Fe aan transferrine
onder vorming van een bruin gekleurd complex.
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HOOFDSTUK V.

IN VIVO DIALYSE EXPERIMENTEN BIJ KONIINEN

Inleiding.

Nadat we bij in vitro experimenten een indruk hadden ver-
kregen omtrent de binding van Fe aan transferrine, was de
volgende stap een aantal experimenten in vivo te verrichten.
Het vraagstuk van niet aan transferrine gebonden Fe in vivo is
nog volledig onbeantwoord. De experimentele moeilijkheden die
bij deze probleemstelling naar voren komen zijn groot. Op grond
van onze ervaring met in viiro proeven kozen wij een dialyse
opzet. Als proefdier werd een konijn genomen vanwege de ge-
makkelijk te bereiken bloedvaten in het cor. Het konijn werd
gedurende een bepaalde tijd onder verdoving gebracht. Gedu-
rende die tijd werd het bloed gedialyseerd tegen een fosfaat-
buffer, waarin al of niet albumine en globuline aanwezig was.
De samenstelling van de dialysevloeistof werd gevarieerd ten-
einde na te kunnen gaan in hoeverre eventueel niet aan trans-
ferrine gebonden Fe uitwisselt indien geen of een lage eiwitcon-
centratie in het dialysaat aanwezig is. Dit in verband mnet het
vraagstuk van de uitwisseling van "vrij'' Fe in plasma met de
interstitiele vlceistof. Wij streefden ernaar het volume waartegen
het bloed werd gedialyseerd zo klein mogelijk te houden, Het
volume van het dialysaat bedroeg ongeveer 1.5 - 2,0% van het
bloed van het konijn. Het grote voordeel hiervan is, dat de be-
staande situatie watbetreft de ionenbalans en die componenten, die
een belangrijke rol kunnen spelen bij het ijzer-transferrine sy-
steem nauwelijks een concentratie verandering ondergaan.

Het grote nadeel van een dialyseopzet blijkt te zijn, dat de
experimenten voor het bereiken van volledig evenwicht te lang
zouden moeten duren. Wanneer % Fe wordt gebruikt, dialyseert
men door de opname van Fe in diverse organen tegen een voort-
durend afnemende %?Fe concentratie in het bloed. Op grond van
de afnemende °’Fe concentratie in de tijd diende de dialysetijd
zodanig gekozen, dat geen volledig evenwicht kon worden be-
reikt.

Een ultrafiltratie opzet waarbij het gencemde nadeel wegviel
konden wij niet ontwikkelen in verband met de binding van Fe
aan albumine,
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§ 1 Ontwikkelen van de proefopzet.

DIALYSE SYSTEEM.

Voor de dialyse opzet werd het dialyse systeem van de Auto~
analyser (Technicon) toegepast. Het bloed werd aan de ene kant
van de membraan rondgepompt. Aan de andere kant werd de vlcei-
stof rondgepompt waartegen gedialyseerd werd. Er werd gebruik
gemaakt van LKE 10200 perspex pompen. De pompsnelheid voor
de te dialyseren vloeistof gedroeg 180 ml/uur. Voor de bloed-
stroom werd een pompsnelheid van 100 ml/uur toegepast. Het
slangen sysieem bestond uit hoog polymeer polysiloxaan materi-
zal (LKB) met een inwendige diameter van 1, 30 mm. De slan-
gen werden aangesicien op daarvoor geschikie naalden (Brau-
nile Gr 1 R, B Braun Melsungen) en aan elkaar bevestigd door
middel van cyclohexanon. Bij de dialyse werden Cuprophan mem-
branen 105 - 1058 van Technicon gebruikt. De dialysator werd
geplaatst in een waterbad van 37°C. Voor elk experiment werd
cen nieuwe dialysemembraan gencmen.

Foto V.I.
De bij de in vivo experimenten twoegepaste dialyse-opzet.

Foto V.I maakt een en ander duidelijk. Allereerst werd nage-
gaan hoe snel Fe de membraan passeert. Dit werd onderzocht
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door de volgende oplossing via het slangensysteem van de bloed-
baan rond te pompen. De oplossing was als volgl samengesteld:
Aan 200 ml fosfaatbuffer 0,05 molair pH 7,4 werd 2,0 ml as-
corbinezuur (conc. 0,3 mol/l) toegevoegd. Vervolgens werd
1 ml Fe (II) (conc. 1,0 mmol/l) gemerkt met 1 uC 5%Fe (II)
mengsel toegevoegd. Het 59Fe, hetwelk als FeCl, aanwezig was,
was met ascorbinezuur reeds gereduceerd. De eindconcentratie
van het Fe bedroeg 5, 0 umol/l. Aan het mengsel werd natrium-
bicarbonaattoegevoegd, zodanig dat de eindconcentratie 20 mmol/l
was. Aan de andere zijde van de membraan werd 3,40 ml fos-
faatbuffer 0,05 mol/l pH 7,4, waarin zich de bovengenocemde
componenten bevonden met uitzondering van het Fe, rondgepompt.
Op verschillende tijdstippen werd nagegaan welk percentage van
het ijzer wvanuit de vloeistof in het "bloedcompartiment” naar
het dialysaat was gediffundeerd. De Fe bepaling werd verricht
met de micromethode, beschreven in hoofdstuk II. Tevens werd
de %Fe concentratie bepaald. Onderstaande tabel geeft de ver-
houding van de Fe concentraties weer in het dialysaat en de te
dialyseren vloeistof op wverschillende tijdstippen.

Tabel V.1.

De veshouding van de Fe concenwatie in dialysaat en de te dialyseren vioeistof na ver-
schillende dialysetijder.

Tifd Te dialyseren vleeistof [Fel (umol/1) [Fe] dialysaat
(uren) Fe concentratie (dialysaat) [Fe] te dialyseten vioeistof
umol/1 59re cpm amol/1 S%Fe cpm chemisch m.b.v. 5%Fe

: 5,0 4620 2,1 1780 0,42 0,38

1 5,0 4600 3.3 3100 0,66 0.87

1% 5,0 4580 3,6 3418 2,72 0,75

2% 5,0 4470 4,3 3743 0,86 0,84

Bovenstaande experimenten zijn verricht met een oplossing waar-
van de Fe concentratie 5,0 umol/l bedroeg. Bedraagt de Fe
concentratie 2,0 wumol/l, dan wordt na 1% uur een Fe concen-
tratie van 1,6 umol/l in het dialysaat gevonden, hetgeen goed
overeenstemt met bovenstaande waarnemingen.

Uit de in vitro experimenten, besproken in hoofdstuk III, was
gebleken, dat de invlced van albumine niet zonder meer ver-
waarleoosd kan worden, Zoals reeds eerder vermeld, kan de
invloed van de binding van Fe aan albumine opgeheven worden
door tegen eenzelfde albumine concentratie te dialyseren. De uit-
wisselingssnelheid via de membraan van het aan albumine gebon-
den Fe met albumine mag echter geen belemmering opleveren.
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In hoeverre dit het gewval is, werd door ons als volgt onder-
zocht: Aan 50 ml albumine oplossing (50 g/1) werd 0,5 ml as-
corbinezuur {conc. 0,3 mol/l), 1 ml natriumbicarbonaat (conec.
1 mol/l) en 0,10 ml Fe (II) (cone. 1,0 mmol/l) gemerkt met
0,1 uC *Fe toegevoegd. Gedialyseerd werd tegen een albumine
oplossing, die alle bovenstaande componenten bevatte met uit-
zondering van “*Fe. Na 1} uur bleek het percemtage 5°Fe in het
dialysaat ten opzichte van Fe in de oplossing, die gedialyseerd
werd, 89% te zijn. Vergelijken we deze getallen met die in ta-
hel V.1, dan komt men tot de conclusie, dat de binding van Fe
aan albumine niet van een dusdanige sterkte is, dat de uitwisse-
ling via de membraan werd belemmerd in onze proefopzet.

Bij de in vivo dialyse experimenten komt wverder de vraag
naar voren in hoeverre het niet aan transferrine gebonden Fe
zan andere in plasma voorkomende eiwitten dan aan albumine ge-
bonden kan worden. Dialyse tegen een albumine oplossing zou
te lage waarden kunnen geven wanneer er sprake zou zijn van bij-
voorbeeld een binding tussen Fe en gamma-giobuline en laatsige-
noemde binding' zou veel sterker zijn dan die tussen Fe en al-
bumine. Om bovenstaand probleem fe onderzoeken werd aan
konijnenplasma meer Fe foegevoegd dan maximaal zan transfer-
rine gebonden kon worden. Daarna werd het mengsel gedialyseerd
tegen een albumine oplossing in fosfaatbuffer. De experimenten
werden als volgt verricht; Aan 40, 0 ml konijnenplasma werd Fe
(II) (cone. 2,0 mmol/l) en 0,5 uC ¥Fe toegevoegd. Er werd
meer Fe aan het plasma toegevoegd dan maximaal aan het trans-
ferrine gebonden kon worden. Pe hoeveelheden toegevoegd Fe,
die maximaal aan transferrine gebonden konden worden en de
toegevoegde hoeveelheden Fe staan weergegeven in tabel V.2,
Na de Fe toevoeging werd het mengsel 2 uur geincubeerd en
vervolgens gedialyseerd tegen 3,40 ml van een albumine op-
lossing in fosfaatbuffer. Bij de dialyse werd gebruik gemaakt van
de dialyse-opzet zoals reeds eerder beschreven in deze para-
graaf. Door na dialyse de °%Fe concentratie te meten in het
dialysaat kan nagegaan worden in hoeverre het Fe aan andere
eiwitten gebonden 1s dan aan albumine. Tabel V.2 geeft cen
overzicht van de resultaten. Hierbij is er van uitgegaan dat het
transferrine voor 100% verzadigd is. De overmaat ijzer is op-
gevat als niet aan transferrine gebonden ijzer.

Vergelijken we de uitkomsten van tabel V.2 met de gegevens
weergegeven in tabel V.1, dan komen we tot de conclusie, dat
de aanwezigheid van een ander eiwit dan albumine bij dialyse
experimenten nauwelijks stoort, mits de dialyse plaatsvindt te-
gen een albumine oplossing. In overeenstemming met deze con-
clusie is het feit dat bij cellulose-acetaatelectrophorese van plas-

72



Tabel V.2,

De verhouding van de Fe conceatratie van het miet 2an wansferrine gebonden Fe in de te
dialyseren vloeistof t.o.v. de Fe concentratie in het dislysaat bij oververzadiging van plas-
ma met Fe.

dialyseduur Fe{umol/1) TYBC Fe .
dmlys&;u
{uren) plasma toegevoegd toraal (pmol/D) Fe -~ TYBC
tot
2 14,9 68,3 84,2 67,0 0,74
i} 31,9 50,1 82,0 71,0 0,78

ma waaraan een overmaat Fe was toegevoegd, hel Fe slechts
in de f-globuline fractie (transferrine) en aan het albumine ge-
bonden bleek te zijn,*

§ 2 Resultaten vevkregern wmel behulp van in vivo dialyse expe-
rimenien bij kRonifmen.

Met de in paragraaf 1 van dit hoofdstuk besproken opsielling
werd vervolgens een aantal proeven met konijnen verricht. Een
van deze experimenten en wel experiment II wordt in het navol-
gende uitvoerig besproken.

Aan het konijn nummer II werd intraveneus 25 uC 59Fe (II)
opgelest in 4,0 ml fysiologisch zout toegediend. Twee uur na-
dat het %®Fe was toegediend werd het konijn gefixeerd (zie fig.
V.1). Na fixatie werd een dosis Hypnorm intramusculair gege-
ven (0, 5 ml/kg lichaamsgewicht). Na verloop van 5 minuten werd
intraveneus 2, 0 m! heparine oplossing (5000 I. U. /ml) toegediend.
Voor verdere technische details wat betreft Hypnorm, heparine
en “9Fe zij verwezen naar hoofdstuk [I. De injectieplaatsen wer-
den gedicht met collodium. Het dialyse systeem werd intussen
gevuld. Aan de ene kant van de membraan werd 3,4 ml albumi-
ne in fosfaatbuffer (0,05 moi/l) pH 7,4 gebracht. De oplossing
bevatte ascorbinezuur (eindconc. 3,0 mmel/1l) en natriumbicar-
bonaat (eindcone. 20 mmol/l). De eiwitconcentratie bedroeg 50
g/1l. Aan de andere kant van de membraan werd het slangensy-
steem gevuld met een citraat-glucese oplessing met een concen-
tratie van 2, 3% {w/v) voor beide stoffen. Vervolgens werd een
naald, die verbonden was met het slangensysteem, in een ocor-
slagader gebracht. Onmiddellijk daarna werd de pomp in werking

*waarnemingen in ons Laboratorium gedaan door C.v.d.Heul.
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gesteld. De dizlyse werd pas gestart na verdringing van luchi,
glucose en citraat in het slangensysteem door het bloed. Alvo-
rens het systeem gesloten werd, werd ongeveer 10 ml bloed
apart opgevangen, teneinde de diverse grootheden zoals het se-
rum-~ijzergehalte, het haemoglobinegehalie, de haematocriet, de
%9 Fe radicactiviteit en de ijzerbindingscapaciteit te kunnen be-
palen. Het systeem werd gesloten door een tweede naald in de
oorader van het andere oor van het konijn te brengen. Direct
daarop werd de tweede pomp aangezet. Het eventueel afnemen
van kleine heoeveelheden bloed tijdens het experiment geschiedde
met een zeer dunne naald, die in de slang geprikt werd, die
naar de ocorader liep. De berekening van het dialyseerbgar Fe
vond als volgt plaats: Bij een dialysetijd van 2 uur werd de *?Fe
radicactiviteit in 1, 0 ml bleoed bij het begin (62.200 c¢.p.m.) en
aan het einde (32.100 c.p.m.) van de dialyse gemeten. De hoe-
veelheid dialyseerbaar Fe kan in % van de totale hoeveelheid Fe
in plasma worden uitgedrukt, door de verhouding te berekenen
van de %9Fe radiocactiviteit in 3,4 ml van het dialysaat (320
¢.p.m,) ten opzichte van de gemiddelde % Fe radicactiviteit in
het bloed over de tijdsduur van de dizlyse, dit was %(62.000 +
32.100} = 47.150/ml. De hceveelheid dialyseerbaar Fe bedroeg
dus 0, 2%.

Tabel V.3,

Bijzondetheden betreffende de gebruikie konijnen bij de in vivo dialyse experimenten.

Experiment Gewicht Hb Ht Sefe TYBC
(L (mmol/1) (%) (umol/1) {umol/Y)

1 3200 6,0 34 15 -

il 3000 7.0 36 28 -

m 3100 8,5 33 26 -

v 3100 8,1 a7 14 49
v 3900 5.3 a7 28 97
Vi 2800 8,0 35 39 115
Vil 3000 7.8 35 32 100
VI 3000 3,1 3% 35 73
53 3300 7.3 38 36 85
X 3200 7,5 38 34 83
X1 2900 6,0 26 a5 65
X1 3300 6,3 35 3y 8y
X1 3400 8,5 36 27 56
X1V 3000 8,3 33 32 103
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Op de beschreven wijze werden in totaal 14 dialyseexperi-
menten uitgevoerd. Zoals reeds werd opgemerkt zijn daarbij
variaties in de samenstelling van de dialysevloeistof aangebracht.
Gedialyseerd werd tegen fosfaatbuffer 0, 05 mol/l (pH 7,4), fos-
faatbuffer met albumine (50 g/l) of fosfaatbuffer met albumine
(30 g/1) en gamma globuline (20 g/1), of fosfaatbuffer net albu-
mine (0,25 g/l). Bijzonderheden omtrent de gebruikte proef-
dieren zijn samengevat in tabel V.3.

De resultaten van de proeven zijn samengevat in tabel V.4,

Tabel V.4,

Het percentage dialyseerbaar {jzer gevonden bij konijnen met in vivo dialyse experimenicn,

Experimeant Aard dialysaat Dialysedunr Dialyseerbaar 59Fe
(uren) (%)
I albumine (50 g/1) 1 0,4
i3 albumine (5¢ g/ 2 0,2
m albumine (50 g/1) 1 0,3
v albumine {30 g/1)/y globuline (20 g/1) 1 0,1
v albumine (30 g/) /y globuline (20 g/1) 1 0.4
vI albumine (30 g/1)/y globuline (20 g/1) 1 0,5
VI albumine (30 g/1) /y globuline (20 g/1) 1 0.3
vin albumine (30 g/} /y globuline (20 g/1) 1 0,3
X albumine (30 g/1)/y globuline (20 g/1) bt 0,4
X albumine (30 g/1) /y globuline (20 g/1) 3 2,3
X1 fosfaatbuffer (0,06 mol/l}) pH 7,4 1 0,1
pet fosfaatbuffer (0,05 mol/l} pH 7,4 1% <4e,
XIII albumine (0,25 g/N) 1% <0,1
Xiv albumine (0,25 /1) 1% <0,1

Bijzondevheden betveffende de expevimenten.

Exp. I Ingebracht 50 #C %9 Fe (II) opgelost in 4 ml fysio-
logische zout oplossing. De dialyse begon 1 uur na
het tijdstip van toediening van het 9Fe,

Exp. II Ingebracht 25 uC %¥Fe (II) opgelost in 4 ml fysio-
logische zout oplossing. De dialyse begon 2 uur na
het tijdstip van toediening van het *9Fe.

Exp. HI  Ingebracht 25 4uC 59Fe (II) opgelost in 3,7 ml fysio-
logische zout oplossing. De dialyse begon 1 uur na
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Fxp. IV
Exp. V
Exp. VI
Exp. VII
Exp. VIII
Exp. IX
BExp. X

het tijdstip van toediering van het %¢Fe.

Ingebracht 25 uC %¥Fe (II) opgelost in ¢ ml fysio-
logische zout oplossing. De dialyse begon 1 uur na
het tijdstip van toediening van het °Fe.

Ingebracht 25 #C 9%9Fe (II) opgelost in 3,5 ml fysio-
logische zout oplossing. De dialyse hegon 2 uur na
het tijdstip van toediening van het *%Fe.

Ingebracht 50 uC “%Fe (II) opgelost in 3,9 ml fysio-
logische zoutoplossing. De dialyse begon 4 uur na
het tijdstip van toediening van het “9Fe.

Ingebracht 25 uC Fe (II) gebonden aan konijnen trans-
ferrine. De "saturatiegraad” van het transferrine be-
droeg 30%. De oplading van het transferrine vond als
volgt plaats: Aan 25 uC “Fe (II) werd 0,2 ml ascor-
binezuur {(conc. 3, 0 mmol/l) toegevoegd. Na een half
uur staan, werd bovenstaand mengsel toegevoegd aan
fosfaatbuffer pH 7,4 (conc. 0,05 mol/l) waarin zich
natriumbicarbonaat (eindconec. 25 mmol/1l) en trans-
ferrine bevond.: In 25 uC ®%FeCly bevond zich 0, 053
vmol %°Fe, zodat de toegevoegde hoeveelheid trans-
ferrine, teneinde een ''saturatiegraad’ van 30% ie
verkrijgen, 0, 089 umol bedroeg. De pH van het meng-
sel bedrceg 7,2. Het mengsel werd gedurende 24 uur
bewzaardbij 20°C en werd vervolgens in het konijn ge-
bracht. Direct daarop volgend werd de dialyse aan-
gevangen.

Aan 0,033 umol konijnentransferrine werd 25 uC
S Fe (II) toegevoegd op een zodanige wijze, dat de
"saturatiegraad'’ 80% bedroeg. De proefomstandig-
heden waren wverder identiek met die in exp. VIIL
Aan konijnentransferrine werd 5%Fe (II} toegevoegd.
De Fe (II}) en de transferrine concentraties waren
identiek met die in exp. VII. Het reactiemengsel
werd geschud gedursende een half uur met 100 mg
MgCQO;5, zodat het niet aan transferrine gebonden Fe
werd verwijderd. De verzadigingsgraad van het irans-
ferrine - ijzer complex bedroeg 30%. Na uitschud -
den met MgCOjz werd het transferrine - ijzer com-
plex in de bloedbaan van het konijn terug gebracht.
De dialyse begon 1 uur na het tijdstip van toedie-
nen van het transferrine - ijzer complex.
Experiment X is op identieke wijze ultgevoerd als
experiment IX. De verzadigingsgraad van het trans-
ferrine - ijzer complex bedroeg echter 80%.

Bij de experimenten XI, XII, XIII en XIV werd 50 uC % Fe (II)
ingebracht. De dizalyse werd aangevangen 3 uur nadat het °%TFe
was ingebracht.
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HOQFDSTUK VI.

DISCUSSIE.

De probleemstelling van het onderzoek was zoals in hoofd-
stuk I vermeld werd de a2l of niet aanwezigheid in plasma van
niet aan transferrine gebonden ijzer, dit in verband met de vraag
of "wrij ijzer' een rol speelt bij het transport van dit metaal
in het organisme zoals Laurell veronderstelde. Uit de waarden
van de evenwichtsconstanten van het ijzer - transferrine com-
plex, zoals die in hoofdsiuk I zijn besproken, kan geen ant-
woord op de gestelde vraag worden afgeleid. Dit wordt veroor-
zaakt door het feit, dat de gegevens a) tegenstrijdig zijn en b)
vanwege de totaal verschillende proefomstandigheden, die ge-
bruikt werden. Teneinde inzicht in het gestelde probleem te ver-
krijgen verrichtten wij dialyse en ultrafiltratie experimenten in
vitro en dialyse experimenten in vivo. Voor onze in viitro ex-
perimenten kozen we proefomstandigheden, die in de eerste in-
stantie aansloten bij die van Glaser. De bedoeling van Glaser's
keuze was fysiologische omstandigheden zo dicht mogelijk te be-
naderen. De resultaten van het werk van Glaser gaven ons aan-
leiding nog eens zorgvuldig de karakteristika van de gebruikte
proefomstandigheden na te gaan, in het bijzonder het evenwicht
tusgen Fe (II) en Fe (III) in aanwezigheid van fosfaatbuffer 0, 05
molair (pH 7,4) en ascorbinezuur en dit zowel in anaeroob als
in aeroocb milieu. De resultaten van dit onderzoek worden be-
schreven in hoofdstuk III. Aanvankelijk gingen we er vanuit, dat
ascorbinezuur bij pH 7,4 in staat zou zijn een Fe(Il) oplossing
in gereduceerde toestand te houden. Uit onze proeven bleek dui-
delijk, dat er onderscheld gemaaki moet worden tussen aerche
en anaercbe omstandigheden. Onder anaerobe omstandigheden
blegck genoemde veronderstelling juist te zijn. Onder aerobe om-
standigheden hield ascorbinezuur het ijzer slechts voor een ge-
deelte in de Fe (II) vorm. In aanwezigheld van zuurstof is een
complicerende factor de ontleding van ascorbinezuur via dehy-
droascorbinezuur en diketogulonzuur in oxaalzuur en threonine-
zuur. Wij slaagden er in te bewijzen, dat onder anaercbe om-
standigheden het Fe (II) - Fe (III) evenwicht in de door ons ge-
kozen proefomstandigheden goed benaderd en beschreven kan
worden met de vergelijking van Cooper:

E® = 1011 - 58 log Fe(ll) - 174 pH



Dit houdt-in dat Fe (III) - ionen onder onze proefomstandighe-
den slechts voorkomen in hoeveelheden van 10-%% mol/l.

Wij menen de vraag betreffende het bestaan van een ijzer -
ascorbinezuur complex te hebben kunnen ophelderen. Ons inziens
bestaat er een Fe (III) - ascorbinezuur complex en geen Fe (II)
- ascorbinezuur complex.

Resumerende menen wij dus te kunnen stellen dat het in an-
aeroch milieu mogelijk is onder onze proefomstandigheden door
uit te gaan van Fe (II) en toevoeging van ascorbinezuur voor
vrijwel 100% met Fe () ionen te werken. Het fosfaat stoort
niet evenmin zijn er Fe (II) - ascorbinezuur moleculen te ver-
wachten.

In aeroob milieu is de situatie in het bestudeerde systeem
veel ingewikkelder. Dit wordt vercorzaakt door de genoemde
ontleding van ascorbinezuur, terwijl Fe (II) wordt cmgezet in
Fe ({III} en er aanwijzingen zijn voor een Fe (II[) - ascorbine-
zuur complex. We mogen aannemen, dat ook in aeroob milieu
de Fe (III) icnen concentratie bepaald zal worden door het op-
losbaarheidsprodukt van Fe(OH);. Evenwel blijkt het moeilijk in
aerogh milieu te werken mei Fe (II), ondanks de toevoeging van
ascorbinezuur. Dat wij desondanks toch ascorbinezuur kozen als
reductans ligt voor de hand, want zonder ascorbinezuur is er
vrijwel geen Fe (II) aanwezig, terwijl de Fe (III) -ionen concen -
tratie verwaarloosbaar klein is. Wij zijn niet in staat om pre-
cies aan te geven wat de invlced van het Fe(lll) - ascorbine-
zuur complex in onze proefopzet is, door het volledig ontbre-
ken van gegevens betreffende de fysisch-chemische eigenschap-
pen van dit complex.

Gezien de resultaten in hoofdstuk III werd voor de dialyse op-
zet in hoofdstuk IV een techniek uitgewerkt met een zo kort
mogelijke dialyseduvur, teneinde de ontleding van agcorbinezuur
tot een minimum te kunnen beperken. De dialyseduur kon ech-
ter niet korter worden dan vijf uur. Mede daarom werd ge-
tracht een ultrafiliratieopzet te ontwikkelen waardoor de tijds-
duur wvan een experiment tot ongeveer 20 minuten kon worden
terug gebracht.

Alvorens de binding tussen transferrine en ijzer in aeroocb
milieu werd bestudeerd, werd nagegaan in hoeverre een Fe(Il)
of een Fe(lll) zout geschikt was voor de oplading van transfer-
rine in aeroob milieu. De hierbij toegepaste methodiek berust
op het tot stand komen van een zalmkleur (absorptiemaximum 470
nm) wanneer ijzer met transferrine reageert. Ultgaande van een
oplossing, die transferrine bevatte, werd zowel door toevoeging
van een Fe(Il) zout of een Fe(lll) zout de kleurontwikkeling op
verschillende tijden bij 470 nm gemeten. Het bleek, dat het ge-
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bruik wvan een Fe(ll) zout veel sneller tot de maximale kleur-
ontwikkeling leidde. Met zowel ultrafiltratie als dialyse werd met
bovengenoemde wijze van oplading met een Fe{ll) zout nagegaan
hoeveel niet zan transferrine gebonden ijzer aanwezig was on-
der diverse omstandigheden. In de daartoe uitgevoerde experi-
menten werd het transferrine opgeladen met een Fe(ll) zout tot
verzadigingsgraden die varieerden van 30 - 80%. In het reactie-
mengsel was ascorbinezuur aanwezig. Uit de genocemde ultra-
filtratie- en dialyseexperimenten bleek, dat de binding tussen
ijzer en transferrine, in het door ons beschreven systeem, van
een dusdanige aard was, dat er sprake was van niet aan trans-
ferrine gebonden ijzer. Tussen ultrafiltraiie- en dialyseexperi-
menten bleek goede overeenkomst te zijn. Bij een oplopende
verzadigingsgraad van het transferrine werd een grotere con-
centratie niet aan iransferrine gebonden ijzer gevonden. Bij een
verzadigingsgraad vanhet transferrine van 30 resp. 80% werd een
percentage van 0,3 resp 1,8 gevonden. Bij toevoeging van ba-
tophenantrolinedisulfonzuur aan het dialysaat of ultrafiliraat bleek
de oplossing zeer zwak rose te kleuren, hetgeen erop wees,
dat dit ijzer grotendeels als Fe(ll) aanwezig was. Helaas wa-
ren we gezien de geringe concentratie ijzer niet in staat om
kwantitatief de hoeveelheid Fe(Il) en Fe{lll) nauwkeurig vast te
leggen.

Naast de probleemstelling in hoeverre er dialyseerbaar of ul-
trafiltreerbaar ijzer in het transferrine - ijzer systeem aan-
wezilg was, was het voor ons van belang om met het in hoofd-
stuk IIl gekarakteriseerde systeem enige experimenten te ver-
richten omtrent de rol van zuurstof, agcorbinezuur en natriumbi-
carbonaat. Dit naar aanleiding wvan gegevens van Schade. Bij
experimenten waarbij bicarbonaat uitgesloten werd maar zuur-
stofl toegelaten werd, vond oplading van transferrine met ijzer
plaats. De oplading wverliep echter aanmerkelijk langzamer dan
in aanwezigheid van bicarbonaat. Wij sluiten ons dus aan bij de
opvatting dat bicarbonazat een katalysator is een geen component
van de ijzer - transferrine binding. Bij uitsluiting van zuurstof
bleek vrijwel geen coplading van transferrine met ijzer, dat in
de Fe(ll) vorm was, plaats te vinden. Wij maakten bij deze proe-
ven gebruik van de door ons ontwikkelde bepalingstechniek van
Fe(ll) bij pH 7,4. Onze resultaten op dit punt bleken overeen te
komen met een na afsluiting van onze proefnemingen gepubli-
ceerd onderzoek van Gaber en Aigen {50). Zij kwamen door mid-
del van U.V. metingen tot de conclusie dat het Fe(Il} in het ge-
heel niet of slechts =zeer zwak aan het transferrine molecuul
gebonden wordt.

Ascorbinezuur bleek bij de door ons gedane experimenten in
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anzeroob milieu geen rol te spelen bij de oplading van trans-
ferrine met ijzer, Hiermede konden we de theorie van Schade,
volgens welke ascorbinezuur bij de oplading van transferrine
met Fe(Il) onder anaercbe omstandigheden een essentiele rol
speelt, niet bevestigen.

De resultaten verkregen onder aerobe en anaerobe omstandig-
heden kunnen we testen aan de volgende door Glaser opgenoemde
mogelijkheden met betrekking tot de vorming van het ijzer -
transferrine complex.

a) Fe(ll) moet eerst tot Fe(lll) geoxideerd worden. Daarna vindt
de binding met transferrine plaats.

b} Fe(ll) bindt zich met transferrine en vervolgens vindt op het
eiwitmolecuul de oxidatie plaats.

Wanneer a zou gelden, dan komen we toi het volgende reactie-

mechanisme:

Fe(ll) +— Fe(lll) + e
Fe(lll) + Tr &= TrFe(IIl)
TrFe(lll) + Fe(lll)*== Tr(Fe({Ill)),

In geval b zou gelden:
Fe (i) + Tr&— TrFe(ll)
TrFe(ll) & TrFe(lll) + e
Fe(ll) + TrFe(II) =5 TrFe(lll)Fe{ll)
TrFe(lID)Fe(ll) ¥—= Tr(Fe(III))2 + e

Op grond van onze resultaten is het niet mogelijk tussen de me-
chanismen a en b te kiezen. Wel kan worden vastgesteld dat de
binding tussen Fe(Il} en transferrine, indien deze een rol speelt,
buitengewoon zwak moet zijn. Evenmin als Gaber en Aisen op
grond van hun gegevens, durven wij op grond van onze echter
het bestaan van een Fe(ll) - transferrine comple:‘c uit te slui-
ten. Voor mechanisme b pleit het feit, dat zoals beschreven,
de oplading van transferrine met Fe{ll) veel beter verloopt dan
met Fe(lll}.

Bij in vitro dialyse experimenten bleek de aanwezigheid van
albumine in de te dialyseren vloeistof een complicerende fac-
tor, doordat Fe zich behalve aan transferrine ock aan albu-
ming blijkt te hechten. Het aan albumine gebonden ijzer wvalt
onder onze formulering "vrij ijzer', want het is niet aan trans-.
ferrine gebonden. Een en ander bracht principiele moeilijkhe-
den met zich mee, daar naast het ijzer - transferrine systeem
nu ook rekening moet worden gehouden met een ijzer - albu-
mine systeem. Aangezien het ons in eerste instantie ging om
niet aan transferrine gebonden ijzer, losten wij deze moeilijk~
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heid op door een dialyse van een vloeistof waarin albumine aan-
wezig was te verrichten tegen een oplossing, die eenzelfde hoe-
veelheid albumine bevatte. Dit werd dus bij de in viiro proeven
met plasma gedaan. Bij deze in vitro proeven, wverricht met
humaan- en konijnen plasma, bleek een percentage dialyseerbaar
ijzer aanwezig te zijn. Het percentage niet aan transferrine ge-
bonden ijzer, gevonden bij dialyse experimenten van humaan-
en konijnen plasma, lag in dezelfde grootte orde als het per-
centage niet aan transferrine gebonden ijzer gevonden bij het
in vitro transferrine - ijzer systeem. Het gevonden percentage
bedroeg 0,4 bij een saturatie van 45% en 0,8 bij een satu-
ratie van 89%. Uit het geringe percentage niet aan transferrine
gebonden ijzer in aanwezigheid van albumine moet geconcludeerd
worden, dat, zoals te verwachten was, de binding van transfer-
rine met ijzer veel sterker is dan die van albumine met ijzer.
Het moet echter in hoge mate onwaarschijnlijk geacht worden,
gezien de binding tussen ijzer en albumine, dat indien er naast
transferrine albumine zanwezig is, er nog sprake zal zijn van
cen meetbare concentratie niet aan een van deze elwitten gebon-
den hoeveelheid ijzer.

Nadat bij in vitro experimenten een indruk was verkregen om-
trent de aanwezigheid van niet aan transferrine gebonden ijzer,
werd een proefopzet ontwikkeld, die geschikt was voor in wvivo
experimenten. Door de binding van ijzer aan albumine leek ul-
trafiltratie minder geschikt.

Uitgaande van de ervaring bij de in vitro dialyseexperimenten
in hooidstuk IV werd een systeern ontwikkeld waarbij de aan-
wezigheid van niet aan transierrine gebonden dialyseerbaar ijzer
in vivo aantoonbaar zou zijn. Door toepassing van de door ons
ontwikkelde dialyse opzet was het mogelijk om in vive gedurende
een periode van 1 - 2 uur het bloed van een konijn te dialyse-
ren tegen verschillende oplossingen. De dialyse tegen een albu-
mine oplossing met een concentratie overeenkomstig die wvan
plasma gaf resultaten die de aanwezigheld van niet aan t{ransfer-
rine gebonden ijzer bewezen. De gevonden percentages niet aan
transferrine gebonden ijzer bedroegen bij een saturatie van on-
geveer 40% 0,3 - 0,5% van het totaal asanwezige ijzer. Teneinde
de mogelijkheid te onderzoeken of het dialyseerbaar ijzer uitwis-
selt met de interstiti¢le vloeistof, werd de dialyse verricht te-
gen een oplossing met een albumine concentratie die overeen-
komt met die van de interstitigle vloeistef. Er werd geen ijzer
in het dialysaat aangetoond. Wanneer tegen fosfaatbuffer alleen
werd gedialyseerd, was het resultaat hetzelfde.

Wanneer we de resultaten van de in vitro en in vivo experi-
menten samenvatten, komen we tot de conclusie, dat er niet aan
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transferrine gebonden ijzer aanwezig is in plasma. Bij de door
ons in vitro gebruikte proefomstandigheden waren het percenta-
ges van het totaal aanwezig ijzer, die varieerden van 0,3 - 1, 8%,
afhankelijk van de verzadigingsgraad van transferrine, en van
ongeveer 0,4% bij in vivo proeven, waar de verzadigingsgraad
ongeveer 40% was. De geringe uitwisseling van het niet aan
transferrine gebonden ijzer met viceistoffen die geen albumire
of een lage concentratie albumine bevatien, sluiten ecen even-
tuele rol van het niet aan transferrine gebonden ijzer in het
transferrine - ijzer systeem met betrekking tot het ijzertrans-
port wat Laurell stelde, vrijwel uit.



SAMENVATTING.

De algemene opvatting in de literatuur is, dat de reactie
tussen het ijzer en transferrine in twee stappen verloopt:

Tr + FPe—=TrFe
TrFe + Fe 7/——2TrFe,

Over het reactiemechanisme bestaat nog veel onzekerheid. Even-
min is het uit de literatuur mogelijk om een definitieve conclusie
omtrent de ligging van bovengencemde evenwichten te irekken.
Fen kort literatuuroverzicht omtrent de reactie tussen trans-
ferrine en ijzer wordt in hocfdstuk I gegeven. Voor een meer
uitgebreide literatuurstudie zij verwezen naar het in 1970 ver-
schenen proefschrift van Glager, '"Onderzoekingen omtrent het
ijzer -transferrine systeem'. Zowel in het proefschrift van Gla-
ser als in de literatuur komt duidelijk de vraag naar voren in
hoeverre het niet aan transferrine gebonden ijzer in vivo bij het
ijzertransport een rol speelt. Daarbij is een nader inzicht in
de invlced van diverse stoffen, zoals ascorbinezuur, zuurstof
en bicarbonaat op de reactie tussen ijzer en transferrine van
betekenis.

Uitgaande van bovenstaande gegevens werd een onderzoek ver-
richt teneinde de binding tussen ijzer en transferrine zowe] in
vitro als In vivo nader te karakteriseren. De onderzoekingen
werden hoofdzakelijk onder anaerobe omstandigheden wverricht.
Hierbij werd de mogelijke rol van ascorbinezuur en bicarbonaat
nader bestudeerd. Enkele experimenten werden onder anaercbe
omstandigheden verricht met het doel de invlced van zuurstof
op het ijzer -transferrine systeem na te gaan.

In hoofdstuk II zijn de gebruikte methodieken en materialen
beschreven. De ultrafiliratie - opzet en de opstelling, die we ge-
bruikten wvoor het werken onder anaerobe omstandigheden is in
extenso beschreven.

In hoofdstuk III is het onderzoek beschreven waarmede de di-
verse proefomstandigheden voor de ultrafiltratie- en dialyse ex-
perimenten zo zorgvuldig mogelijk konden worden vastgelegd. Het
uitgangspunt bij dit onderzoek vormden de proefomstandigheden
die Glaser voor zijn dialyse -opzet beschrijft. In verband met
onze doelstelling, die afweek van Glaser's doelstelling, bleek
het noodzakelijk totaal andere dialyseverhoudingen te kiezen.
Wij stelden wvast dat de oxidatie van ascorbinezuur in aeroob
milieu en de invloed van ijzer hierop een belangrijke rol speelt.
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Een opvallend verschil tussen anaercbe en aerobe omstandigheden
kwam hierbij naar wvoren. Onder anaerocbée omstandigheden kan
het Fe(ll) - Fe(lll) - ascorbinezuur systeem gekarakteriseerd wor-
den met behulp van de redoxpotentiaal via een vergelijking die
Cooper reeds in 1937 op theoretische gronden afleidde voor het
Fe(Il) -Fe(Ill) systeem.

In hoofdstuk IV wordt de binding tussen ijzer en transferrine
nagegaan met de beschreven dialyse- en ultrafiliratie techniek.
Bij wverschillende verzadigingsgraden van het transferrine, die
opliepen van 30 tot 80% werd bij ultrafiliratie experimenten een
toenemend percentage, 0,3 tot 1,8, van het totaal aanwezige
ijzer als niet aan transferrine gebonden ijzer gevonden. De re-
sultaten van de dialyse experimenten vertoonden hiermede goede
overcenkomst. Met in vitro dialyse experimenten, zowel met
humaan- als met konijnen -plasma, werd een percentage van
0,3 - 0,8 van het totaal aanwezige ijzer als niet aan transferrine
gebonden aangetoond.

De componenten ascorbinezuur en bicarbonaat bleken in onze
proefopzet niet essentieel te zijn voor de binding tussen ijzer
en transferrine, dit in tegenstelling tot zuurstof. Het verkrij-
gen van de bekende zalmkleur, die karakteristiek is voor het
transferrine -ijzer complex, bleek slechis tot stand te komen
onder invloed van zuurstof.

Bij dialyse en ultrafiltratie bleek de hechting van ijzer aan
albumine een complicerende factor. Bij in vivo experimenten
en in vitro experimenten met plasma is hiermede zo nodig re-
kening gehouden door de dialyse experimenten te verrichten te-
gen een albumine oplossing.

De in vive experimenten waarbij konijnenbloed werd gedialy-
seerd worden in hoofdstuk V beschreven. Bij deze in vivo ex-
perimenten met 99Fe werd gebruik gemaakt van een door ons
ontwikkeld dialyse systeem voor arterieel bleoed. De optimale
dialysetijd bleek ongeveer 80 minuten te zijn; in dit tijdsver-
loop wordt de evenwichistoestand tussen niet zan transferrine
gebonden Iijzer in bloed en het naar de dialysevloeistof gedif-
fundeerde ijzer niet volledig bereikt. Op grond van in vitro
proeven werd een efficientie van 70% aangenomen. De in vivo
dialyse wvond plaats tegen zowel een albumine oplossing, een
albumine - gamma globuline oplossing als tegen een fosfaatbuffer.
Wanneer de dialyse verricht werd tegen een albumine oplossing
of een mengsel van albumine en gamma globulinen, met een
elwitconcentratie van 50 g/l, die overeenkomt met de concen-
tratie in plasma, werd geévonden dat 0,5% van het in plasma
aanwezige ijzer dialysabel was. Bij dialyse tegen een albumine
oplossing met een concentratie van 0,25 g/l, die overeenkomt
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met de concentratie in de interstitiele vloeistof, werd geen ijzer
in het dialysaat gevonden. Ditzelfde was het geval als tegen
een fosfaatbuffer werd gedialyseerd.

Op basis van de resultaten verkregen met In vive en in vitro
experimenten, kunnen we concluderen, dat het ijzer in plasma
vrijwel geheel aan transferrine gebonden is. Ons inziens is het
niet aan transferrine gebonden ijzer aan albumine gebonden.
De visie van Laurell dat het niet aan transferrine gebonden ij-
zer wellicht een belangrijke rol speelt bij het ijzertransport
kon door de in wvivo experimenten niet bevestigd worden.
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SUMMARY.

It is now generally accepied that iron reacts with transferrin
according to a two step reaction:

Tr + Fe == TrTe
TrFe + Fe /= TrFe,

However there is still some doubt about the mechanism of the
reaction. From the literature it is also not possible to draw
definite conclusions concerning the position of the eguilibrium
in both reaction steps. A survey of the literature concerning
the reaction hetween iron and transferrin is given in chapter I.
A more detailed study of the literature is given in the thesis
of Glaser (1970): "Onderzoekingen omirent het ijzer -trangfer-
rine systeem''. In both Glaser's thesis and in the literature the
guestion arises to what extent the free, non -transferrin bound,
iron plays a role in the in vive iron fransport. A more detailed
study on the influence of ascorbic acid, oxygen and bicarbonate
on the reaction between iron and iransferrin is necessary.

With these facts in mind a sftudy was made on the binding
between iron and transferrin both in vitro and in vivo. The pos-
sible role of ascorbic acid and bicarbonate was further investi-
gated. The experiments were carried out mainly under aerobic
conditions. Anaerobic conditions were also used in order to
study the influence of oxygen on the iron -transferrin system.

In chapter II the methods and materials are described. The
ultrafiltration technique and the method we used for the experi-
ments under anaerobic conditions are fully described.

In chapter III the experiments are described in which the ul-
trafiliration and dialyses conditions were tested and standarized.
The experimental conditions as described by Glaser were the
starting point in this study. We showed that the oxydation under
aerobic conditions of ascorbic acid and the influence of iron on
that system piay an important role. A remarkable difference
between anaerobic and aerobic conditions was noted. Under
anaerobic conditions the Fe(Il) -Fe(lll} system can be charac-
terized with the aid of the redoxpotential via an equation, which
wag found by Cooper in 1937 theoretically for the Fe(ll) - Fe(IIl)
system.

In chapter IV the binding between iron and transferrin is in-
vestigated with the dialyse- and ultrafiltration technique as des-
cribed before. At different degrees of saturation of transferrin
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ranging from 30 to 80 percent, 0,3 to 1,8 percent of the total
iron was found in vitro as non -transferrin -bound iron. In the
ultrafiltration technique the dialyses experiments were in good
agreement with these results. In the in vitro dialyses experi-
ments, with human as well as rabbit plasma, 0,3 to 0,8 per-
cent of the ftotal amount of iron preseni, was found not to be
bound to transferrin.

In ocur experiments ascorbic acid and bicarbonate in contrast
to oxygen were not essential for the binding between iron and
transferrin The development of the specific pink colour, which
is characteristic for the transferrin -iron complex, was only
possible in the presence of oxygen.

In the dialyses- and ultrafiliration experiments the binding of
iron to albumin was found to be a complicating factor. Therefore
in the in vivo and the in vitro experiments with plasma the dia-
lyses were mostly carried out,when necessary, against an albu-
min solution.

The in vivo experiments, in whick rabbit blood was dialysed
are described in chapter V. In these in vivo experiments with
% Fe use has been made of the dialyses system for arterial
blood as developed by us. The optimal dialyses time was shown
to be about 90 minutes; during this time the equilibrium between
non ~transferrin bound iron in blood and the iron which diffuses
to the dialyses fluid was not complete. Based on the in vitro
experiments an efficiency of 70 percent was assumed. The in
vivo dialyses took place against an albumin solution, an albu-
min - gamma globulin solution or a phosphate buffer. When the
albumin solution or a mixed solution of albumin and gamma
globulin, with a protein concentration of 50 g/l was used as
dialyses fluid, it was found that 0,5 percent of the iron present
in plasma could be dialysed. A protein concentration of 50 g/l
was chosen because thig is the same concentration as in plasma.
After dialyses against an albumin solution with a concentration
of 0,25 g/1, resembling the interstitial fluid, no iron was found
in the dialysate. The same results were found when phosphate
buffer was used.

From the in vivo and in vitro results it is concluded, that
the iron in plasma 1z almost completely bound to transferrin.
In our opinion the non -transferrin bound iron is bound to al-
bumin. That non transferrin bound iron possible plays an im-
portant role in the transport, as suggested by Laurell, could
not be proved by the present in vivo experiments.
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