Versuch 5: Gastransport durch Hämoglobin

Erythrozyten bestehen zu etwa 34% aus dem roten Blutfarbstoff Hämoglobin (Hb, bei der Frau 140g/l, beim Mann 158g/l), der große Bedeutung für den O2 und CO2 Transport und die Pufferfunktion des Blutes hat. Das Molekül setzt sich aus 4 Polypeptidketten mit je einer Farbstoffkomponente (Häm) zusammen, die zentral ein Eisenion (Fe2+) trägt.

Die rote Farbe des Hämoglobins und damit auch des Blutes ist dadurch bedingt, daß kurzwelliges Licht (blau) relativ stark, langwelliges Licht (rot) von dem Chromoprotein kaum absorbiert wird. Durch Anlagerungen von O2, CO2 oder CO verändert sich das HB-Molekül und damit sein charakteristisches Absorptionsspektrum. Dies ist auch mit dem bloßen Auge als Farbänderung zu beobachten. Der reversibel an das Hämoglobin gebundene Sauerstoff führt zu einer hellroten Färbung, das desoxyge-nierte Hämoglobin erscheint dunkelrot (Versuche 5A, 5B).

Etwa 10% der aus dem Gewebe aufgenommenen CO2 -Menge bindet sich in Form einer Carbaminoverbindung an die Aminogruppe der Eiweißkomponente des Hämoglobins (Carbhämoglobin), wodurch das Blut eine bläulich-dunkelrote Farbe annimmt. Aufgrund der größeren Affinität von CO zu Hämoglobin wird O2 aus der Bindung mit Hämoglobin verdrängt, wodurch das kirschrot aussehende CO-Hämoglobin für den O2 -Transport blockiert wird. Hierin liegt die Giftigkeit des farb- und geruchlosen CO-Gases begründet.

Versuch 5A.) Sauerstoffbindung im Blutkuchen

Ziel: Differenzierung des Sauerstoffgehaltes in verschiedenen Bereichen des Blutkuchens anhand der Färbung. Beobachtung der Oxygenation.

Prinzip

Nach der Blutabnahme und Gerinnung des Blutkuchens bleiben die Erythrozyten noch einige Tage funktionsfähig. Durch Sauerstoffabschluß bzw. -zufuhr entstehen

Bereiche desoxygenierten und oxygenierten Hämoglobins.

Material

• Skalpell oder Messer • kleine Petrischale • Blutkuchen (möglichst frisch)

• reiner Sauerstoff • 60 ml Plastikspritze mit abgeschliffener Nadel • Haarfön

Dauer: Zwei kurze Einzelbeobachtungen, dazwischen etwa eine halbe Stunde Wartezeit.
Durchführung

Beobachte die Färbung der nicht geschnittenenen Blutkuchenoberfläche. Schneide ein etwa 3-5 mm dickes Scheibchen von etwa 15 mm x 15 mm Grösse heraus und lege es in eine kleine Petrischale. Beobachte die Schnittfläche.

Nach etwa 30 Minuten wird die Färbung der Schnittfläche kontrolliert und aus etwa

2 mm Distanz aus einer 60 ml Plastikspritze mit aufgesetzter Nadel mit reinem Sauerstoff oder mit einem Haarföhn mit Luft begast. 

Auswertung: Beschreibung der Färbungen und Deutung anhand der spektralen Eigenschaften des Hämoglobins.

Versuch 5B.) Einfluss der O2 , CO2 und CO Bindung auf die Färbung des  

                       Hämoglobins

Ziel: Demonstration der differentiellen Färbung des Hb durch die Atemgase O2 und CO2 sowie durch das giftige Gas Kohlenmonoxid CO.

Prinzip: Veränderung des Absorptionsspektrums von Hb durch die Bindung von O2 , 

               CO2 bzw. CO.

Material

• Gerührtes defibriniertes Blut (1:50 mit 0,9%iger NaCl-Lösung verdünnt);

durch Zugabe einiger Tropfen Alkohol bzw. einiger Glasperlen wird die Oberflächenspannung des Blutes und damit die Schaumentwicklung reduziert.

• O2 - und CO2 -Flasche   • 3 Bechergläschen 25 ml oder niedere Reagenzgläser in Ständer 

• CO aus der CO-Gasentwicklungs-Apparatur

• 3 Plastikspritzen 60 ml mit abgeschliffener Nadel

• Für Demonstration: 3 Gaswaschflaschen mit 3 Stativen mit Muffen und Klemmen und Anschlussvorrichtungen zu Gasflaschen. 

Dauer Versuchsaufbau: 10 Minuten / Durchführung: 10 Minuten

Durchführung

Die drei Gläser zu etwa 1/3 mit verdünntem Blut füllen.

Im ersten Glas zuerst Kohlendioxid, im zweiten Kohlenmonoxid aus der eingetauchten Plastik-Spritze langsam perlend durch das Blut leiten.

Das dritte Glas dient als Farbreferenz. Nach Farbveränderungen Sauerstoff einleiten, um die Reversibilität des Vorgangs zu prüfen.

Auswertung: Charakterisierung und Erklärung der Farbveränderungen.

Versuch 6: Qualitativer Nachweis von Hämoglobin im Blut durch   

                    Chlorhäminbildung
Der qualitative Nachweis von Blut, insbesondere im Stuhl und Urin, wird im Rahmen medizinischer Diagnostik angewendet. Darüber hinaus werden qualitative Nachweis-verfahren in der Gerichtsmedizin eingesetzt, um Blutspuren zu identifizieren. Eine heute immer noch praktizierte ältere Methode ist die mikroskopische Prüfung von experimentell erzeugten charakteristischen Kristallen des Häms, den Chlorhämin-kristallen. Diese Kristallbildung erlaubt jedoch nur den Nachweis, dass es sich um (hämoglobinhaltiges) Blut handelt. Eine weitergehende Diagnose ist nicht möglich.

Die Hämoglobingehalte im Blut von Säugetieren, Vögeln, Reptilien, Amphibien und Fischen stehen im Verhältnis von 1 : 0,83 : 0,40 :0,42 :0,38 zueinander. Der Hb-Gehalt des Menschen beträgt etwa 15 Gewichtsprozente, unterliegt aber physiologischen Schwankungen. Nach starken Blutverlusten sinkt der Hb-Gehalt, da die Erythrozyten im Knochenmark schneller ersetzt werden als Hämoglobin gebildet werden kann. Mit Abnahme des Hb-Gehaltes ist eine Minderung der O2 Transport-kapazität des Blutes verbunden, woraus sich seine Bedeutung für die klinische Diagnostik ergibt.

Ziel: Qualitativer Nachweis von Hämoglobin.

Prinzip: Durch Säurebehandlung wird das Häm vom Globin abgespalten und das zweiwertige Eisen (Fe2+) in die dreiwertige Oxidationsstufe (Fe3+) überführt. Nach Bindung von Chlorid -Ionen bilden sich rhomboide, mikroskopisch kleine Chlorhämin-Kristalle. 

Material

• Mikroskop • Objektträger • Deckgläschen • Pasteur-/Einwegpipette • Bunsenbrenner • Streichhölzer

• Reagenzglashalter • Schutzbrille

• NaCl-Eisessig, gesättigte Lösung (Natriumchlorid in 96%iger Essigsäure unter Wärmezufuhr lösen, 

  bis NaCl ausfällt - Vorsicht: Spritzgefahr!)

• 1 Tropfen Oxalatblut

Dauer: Vorbereitung: 10 min / Durchführung: 20 min

Durchführung

1. Einen Tropfen Blut auf einem Objektträger ausstreichen und an der Luft oder sehr  

     vorsichtig über der Sparflamme eines Bunsenbrenners trocknen.

2. NaCl-Eisessig aufschütteln, einige Tropfen auf den Objektträger geben und Deck- 

gläschen auflegen. Schutzbrille tragen und Reagenzglashalter benutzen!

3. Vorsichtig über der Sparflamme des Bunsenbrenners zum Sieden bringen   

(Bläschenbildung), abkühlen lassen.

Auswertung

Die kleinen, braungelben Kristalle unter dem Mikroskop betrachten.
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