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	Versuch 1: Osmotische Eigenschaften der Erythrocyten / Hämolyse



Grundlagen: 

Blut enthält  ca. 5 Mio. rote Blutkörperchen (Erythrocyten) pro mm³. Diese enthalten den roten Blutfarbstoff Hämoglobin, welcher den Sauerstoff in der Lunge aufnimmt und an die Körperzellen abgibt (→ innere Atmung). Der zelluläre Volumenanteil beträgt im Vollblut 45%.

Neben Zellbestandteilen enthält das Blut viele verschiedene Proteine und Stoffwechselprodukte. Die Ionenkonzentration (vorwiegend Na+, Ca2+, Cl-) im Blut ähnelt der Ionenkonzentration des Meerwassers, was auf die Abstammung aus Lebensformen im Meer hinweist. Die Gesamtionenkonzentration entspricht einer 0,8% Kochsalzlösung (= physiologische Kochsalzlösung, isotonisch).

hypotonisch = zu geringe Ionenkonzentration

isotonisch = gleiche Ionenkonzentration

hypertonisch = zu hohe Ionenkonzentration

Materialien: 

3 Reagenzgläser, Objektträger, Deckgläser, Watte, Filterpapierstreifen, 10% NaCl-Lösung, 0,8% NaCl-Lösung, dest. H2O, Blut

Durchführung: 

Teil 1: 

Es werden 3 Reagenzgläser (RG) A-C vorbereitet:

RG A enthält 3 ml 0,8% NaCl-Lösung

RG B enthält 3 ml dest. Wasser

RG C enthält 3 ml 10% NaCl-Lösung

Mit einer Pasteurpipette werden in jedes RG 3 Tropfen Blut zugeben (mischen)

Teil 2:

Einen Tropfen Blut und einen Tropfen 0,8%ige NaCl-Lösung auf einem Objektträger mischen; mit einem Deckglas (wenige Fasern Watte als Abstandhalter) abdecken und mikroskopieren. Dann einen Tropfen 10%ige NaCl-Lösung neben das Deckglas geben und unter Mikroskopkontrolle durchsaugen, in dem auf der gegenüberliegenden Seite ein Filterpapierstreifen angelegt wird. Schliesslich mit einem Tropfen dest. Wasser unter Mikroskopkontrolle ebenso verfahren.

Aufgaben:

1. Beobachte (ca. 1 min) und erkläre die dabei auftretenden Veränderungen

2. Fasse die mikroskopischen Beobachtungen in einer Zeichnung zusammen, die die Form der Erythrocyten in den verschiedenen Medien darstellt, und die Bewegung der H2O-Moleküle durch die Zellmembran und die relativen NaCl-Teilchenkonzentrationen innerhalb und ausserhalb der Erythrocyten schematisch andeutet.
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	Versuch 2: Methämoglobin



Grundlagen: 

Nur Fe2+ enthaltendes Hämoglobin kann Sauerstoff transportieren (Oxy-Hb in der Reaktionsgleichung unten). Dieses Eisen(II)-Ion kann jedoch leicht zu Fe3+ oxidiert werden, ohne den restlichen Molekülteil wesentlich zu verändern. Dieses Hämoglobin ist dann nicht mehr in der Lage, Sauerstoff zu binden. Oxidiertes Fe3+-Hämoglobin nennt man Methämoglobin (Met-Hb). Es ist leicht an seiner rotbraunen Farbe zu erkennen. Ein Anteil von ca. 1% Met-Hb im Blut ist normal. Vergiftungserscheinungen treten ab einem Gehalt von 10% auf (Blaufärbung der Lippen, blasse Haut). Der Tod durch innere Erstickung tritt bei 60-80% Met-Hb ein.

Als methämoglobinbildende Stoffe kommen viele Medikamente und Giftstoffe in Frage, z.B.: Nitrate, Nitrite (Bestandteil von Pökelsalz), Chlorate (in Zahnpasten und Reinigungsmitteln, Paracetamol, Sulfonamide (eine Medikamentengruppe gegen bakterielle Infekte, und viele andere. Neugeborene sind besonders gefährdet, weil ihr Hämoglobin leichter oxidierbar ist und viele Entgiftungsmechanismen noch nicht vollständig ausgebildet sind. Häufige Ursachen einer Met-Hb Vergiftung beim Säugling sind zu stark gedüngte Gemüse, vor allem Spinat, sowie nitratreiches Trinkwasser.

Oxidation von HbO2 zu Met-Hb durch Natriumnitrit:

Hb(Fe2+)-O2  +  Na NO2    →    Hb(Fe3+)-OH-  +  Na NO3

Oxy-Hb                     Natriumnitrit

         Met-Hb

Materialien: 

2 Reagenzgläser, Blut, dest. Wasser, 

0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,5), Natriumnitrit

Photometer (λ = 400 - 700 nm)

Durchführung: 

Es werden 2 Reagenzgläser mit je 3 ml dest. Wasser und 3-4 Tropfen Blut vorbereitet.

Die Lysate werden gemischt und eine Minute stehen gelassen.

Danach wird je 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer zugegeben.

Ins erste Reagenzglas werden 3 bis 4 Mikrospateln Natriumnitrit gegeben. Das zweite Reagenzglas dient als Referenz.

Aufgaben:

1.   Beobachte die Veränderungen.

2. Bestimme die Absorptionsmaxima mit dem Photometer.

3. Diskutiere die Resultate.
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	Versuch 3: Reduktion des Hämoglobins



Grundlagen: 

Sauerstoffreiches, arterielles Blut hat eine hellrote Farbe. Das Sauerstoffmolekül, O2, wird im Zentrum des Hämoglobins an ein Fe2+ komplexartig gebunden. Die Zugabe eines Reduktionsmittels zu arteriellem Blut führt dazu, dass das mit Sauerstoff beladene Hämoglobin (Hb-O2, Oxy-Hb) vollständig reduziert wird, d.h. alle O2-Moleküle verliert. Dabei ändert sich die Farbe von hellrot nach purpur und gleicht so der Farbe des venösen Blutes.

Materialien: 

2 RG, Blut, dest. Wasser, Natriumdithionit (Na2S2O4)

Photometer (λ = 400 - 700 nm)

Durchführung: 

Es werden 2 RG mit je 3 ml dest. Wasser und 3 Tropfen Blut vorbereitet.

Die Lysate werden gemischt und eine Minute stehen gelassen.

In eines der beiden RG gibt man eine Spatelspitze des Reduktionsmittels Natriumdithionit und mischt gut.

Aufgaben:

1.   Vergleiche die Farben der beiden Proben.

2. Bestimme die Absorptionsmaxima.

3. Diskutiere die Resultate.
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	Versuch 4: Zugabe von Säure / Base zu Blut 



Materialien: 

2 Weithals-Erlenmeyer 50 ml, Blut, Pasteurpipette mit Skala, 2 Spritzen 1 ml mit Nadel; 

0,1 M Salzsäure; 0,1 M Natronlauge, destilliertes Wasser und Leitungswasser,

pH-Meter mit Rührer

Durchführung: 

1. Richte einen Titrations-Arbeitsplatz ein.

  Der Rührmagnet soll etwa 3 mm unter der pH-Elektrode rotieren und nicht an diese anschlagen.
2. Gib mit der Pasteurpipette ca. 2-3 ml Blut in den Erlenmeyer.

Ergänze mit destilliertem Wasser, bis die pH-Elektrode korrekt eintaucht.

3. Titriere mit 0,1 M Salzsäure oder mit 0,1 M  Natronlauge in 0,2 ml Schritten, bis sich der pH Wert um etwa 3 Einheiten geändert hat.

Aufgaben:

Stelle die Messwerte grafisch dar und interpretiere. 
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