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Hämoglobin

Allgemeines

In den Erythrocyten enthaltenes Hämoglobin (Hb) der Protomerenformel 22 enthält in jeder der 4 Untereinheiten ein Hämmolekül. Das Einsenion des Häm muß die Oxidationsstufe +2 besitzen, damit es O2 als 6. Liganden binden kann.
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Gelegentlich oxidiert das gebundene O2-Molekül das Fe2+ zu Fe3+, indem es vom Fe2+ ein Elektron übernimmt und selbst in das O2--Radikalanion (Superoxidradikal) übergeht, das ein ungepaartes Valenzelektron besitzt. Diese sehr stark oxidierende Substanz muß dann durch ein mehrstufiges biochemisches Entsorgungssystem (mittels kupferhaltiger Superoxid-Dismutase) beseitigt werden, wobei die Anwesenheit von NADPH/H+ notwendig ist. Das gebildete, Fe3+- enthaltende, als Met-Hämoglobin bezeichnete Hb trägt als 6. Liganden OH-. Es kann kein O2 mehr binden. In den Erythrocyten kann es jedoch durch NADPH/H+ enzymatisch zu Fe2+ - Hb reduziert und damit wieder funktionsfähig gemacht werden. Dieses und das oben aufgeführte NADPH/H+ entstammen dem Glucosemetabolismus im Pentosephosphatweg. Diese Tatsache unterstreicht die zentrale Rolle der Glucose im Energiestoffwechsel unseres Körpers. Der Wertigkeitswechsel des Eisenions im Hämoglobin ist Gegenstand des nachfolgenden Versuches. Allerdings werden die Wirkungen des Physiologischen Oxidationsmittels O2 und des physiologischen Reduktionsmittels NADPH/H+ durch unphysiologische Substanzen mimikriert.

Teilversuch1: Gewinnung von Methämoglobin

Zunächst werden in 2 Eppendorfgefäße folgende Lösungen pipettiert:

a)
-1000µl 20mM Phosphatpuffer pH=7,4


- 100µl „EDTA-Blut“


- 20µl 500mM Kaliumhexacyanoferrat (III)  (K3[Fe(CN)6] = rotes Blutlaugensalz)

b)
-1000µl 150mM Phosphatpuffer pH=7,4


- 100µl „EDTA-Blut“


- 20µl 500mM Kaliumhexacyanoferrat (III)  (K3[Fe(CN)6] = rotes Blutlaugensalz)

Nach gutem Umschütteln werden die Eppendorfgefäße in der Mikroliterzentrifuge 3 Minuten bei 1500 min-1 Umdrehungen zentrifugiert. Da der Phosphatpuffer von b) eher isotonisch ist als der Phosphatpuffer von a), zerplatzen die Erythrozyten in a) und es entsteht nach folgender Gleichung Methämoglobin.

4[Fe(CN)6]3- + Hb(Fe2+)4                   4[Fe(CN)6]4- + Hb(Fe3+)4

Nun werden aus diesem Eppendorfgefäß für die Teilversuche 2 und 3 je 500µl abpipettiert, ohne das Sediment aufzuwirbeln.

Teilversuch2: Chromatographie zur Gewinnung einer Methämoglobinlösung für die spektroskopische Untersuchung

In einer vom Assistenten gegossenen Sephadex G25 - Säule werden nacheinander folgende Lösungen pipettiert:


- 0,5ml Methämoglobinlösung


- 0,5ml Puffer (20 mM Phosphat pH 7,4)


- 1,0ml Puffer (20 mM Phosphat pH 7,4)


- 10-15ml Puffer (20 mM Phosphat pH 7,4)

Die methämoglobinhaltige Fraktion wird dabei in einem Plastikreagensglas abgefangen, die Pufferfraktion wird verworfen.

Teilversuch3: Gewinnung einer Oxyhämoglobinlösung für die spektroskopische Untersuchung

Zunächst wird die Dithionitlösung durch Zugabe der entsprechenden Menge Puffer zur eingewogenen Menge Natriumdithionit angesetzt. Nun werden folgende Lösungen auf die  Sephadex G25 - Säule pipettiert:


- 0,2ml Dithionitlösung


- 0,5ml Puffer (20mM Phosphat pH 7,4)


- 1,0ml Puffer (20mM Phosphat pH 7,4)


- 0,5ml Methämoglobinlösung (aus Teilversuch 1!)


- 0,5ml Puffer (20mM Phosphat pH 7,4)


- 1,0ml Puffer (20mM Phosphat pH 7,4)


- 10-15ml Puffer (20mM Phosphat pH 7,4)

Zu dem Zeitpunkt, an dem das Methämoglobin das Dithionit „überholt“, tritt ein Farbwechsel des Methämoglobins auf, es reagiert nach folgender Gleichung zu Oxyhämoglobin (roter Streifen):

Hb(Fe3+)4 + 2 S2O42- + 4 H2O                    Hb(Fe2+)4 + 4 SO32- + 8 H+

Das abgefangene Oxyhämoglobin wird wie das Methämoglobin aus Teilversuch 2 für den nun folgenden Teilversuch 4 verwendet.

Teilversuch 4: Messung der Absorptionsspektren von Methämoglobin und Oxyhämoglobin

Die Spektren der beiden Hämoglobinspezies werden im Wellenlängenbereich von 490nm - 610nm gegen 20mM Phosphatpuffer als Leerwert gemessen. Dabei muß bei jeder neu eingestellten Wellenlänge der Leerwert auf Null abgeglichen werden. Es ergibt sich folgende Wertetabelle:

Wellenlänge
Methämoglobin
Oxyhämoglobin

490
0,51
0,474

500
0,512
0,433

510
0,484
0,417

520
0,459
0,517

530
0,457
0,840

535
0,462
1,008

540
0,455
1,089

545
0,428
1,039

550
0,388
0,876

560
0,329
0,667

570
0,333
0,918

575
0,337
1,118

580
0,329
0,977

585
0,303
0,560

590
0,276
0,294

600
0,232
0,105

610
0,206
0,068

Die Absorptionsspektren des Methämoglobins und des Oxyhämoglobins sind im anliegenden Grafen zu erkennen.

