Blut



Faust: Was willst Du, boser Geist, von mir ?
Erz, Marmor, Pergament, Papier ?
Soll ich mit Griffel, Meil3el, Feder schreiben,
ich gebe jede Wahl Dir frei.

Mephisto:  Wie magst Du Deine Rednerei
Nur gleich so hitzig Ubertreiben ?
Du unterzeichnest Dich mit einem Tropfchen Blut.

Faust: Wenn dies Dir vollig Genulge tut,
So mag es bei der Fratze bleiben.

Mephisto: Blut ist ein ganz besondrer Saft.

Goethe, Faust |



Blut

/ \Zentrifugation

Plasma (Serum) zelluldre Bestandteile
Erythrozyten, Leukozyten , Thrombozyten

Elektrophorese l
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Plasmaproteine




Trennung von Proteingemischen: Elektrophorese
Wanderung von ionisierten Teilchen im elektrischen Feld in Abhangigkeit von:

*Feldstarke (Spannungsgradient in V/cm)
*Nettoladung

*Grofde und Form der wandernden Partikel
*Beschaffenheit des Tragermediums
*Pufferzusammensetzung



Elektrophorese der Plasmaproteine auf Cellulosecetatfolie als Trager
pH 8,6

Albunyin | Serumproteinfraktionen:
‘! | Albumine 55 — 70%
o5 fi ¥ o-Globuline 2-5%
§ 3 f\f/”'\__»_,.—v-ﬂ"*\\\ 3 az—GIobu.Iine 5-10 %
B-Globuline 10-15 %

-Globuline 12-20%
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Beispiele wichtiger Plasmaproteine

Albumine
(gut wasserloslich), verantwortlich fir Transport (Fettsauren, Pharmaka, Ca-lonen),
sorgt durch Wasserbindung fur konstantes Plasmavolumen

a:-Globuline

saures o, -Glykoprotein (akute-Phasen-Protein)
oy-Fetoprotein (Tumormarker)

oy-Lipoprotein (HDL)

a-Globuline
a-Caeruloplamin (Transport von Cu-lonen)
ox-Haptoglobin (Hb-Bindung nach Hamolyse)

B-Globuline

Transferrin (Eisentransport)

C-reaktives Protein (akute-Phasen-Protein)
R-Lipoprotein (LDL)

Fibrinogen

[-Globuline
Immunglobuline



Immunglobuline oder Antikorper

Sind Proteine, die von B-Lymphozyten als Reaktion auf ein Antigen
(Protein, Polysaccharid oder Nucleinsaure) gebildet und sezerniert werden.

*Der Antikorper erkennt spezifisch sein Antigen.
*Antigen/Antikbrperkomplexe konnen von Makrophagen beseitigt werden.

Die Bildung von Antigen/Antikorperkomplexen kann die Aktivierung des
Komplementsystems und die Lyse von Zellen bewirken.



Wie sind Antikérpermolekutle aufgebaut ?

Schwere Ketten (H)

ijw av;  Leichte Kette (L)
=S S

Antigenbindungsstelle wird
von den variablen Domédnen
beider Ketten gebildet
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Stryer, Biochemie, 4.Aufl.



Was sind monoklonale Antikorper ?

Anti Myelomlinie
s in Zellkultur
Fusion in
\L Polyethylenglykol
%0 _ ee®
009 [ '}
Milzzellen Myelomzellen
Selektion der Hybridzellen
\
Selektion der Zellen, die Antikérper der
gewilinschten Spezifitat synthetisieren
Ziichtung > Einfrieren
gewlnschter Klone Auftauen

Kultur in
groRem Malstab

Antikorper

Tumor-
erzeugung

Antikorper



Einsatz monoklonaler Antikorper

*Nachweis von Antigenen in Zellen und Geweben (Typisierung), z. B.
durch Immunfluoreszenzmarkierung

GS FISH

Als Therapeutikum (z.B. Krebstherapie)



Monoklonale Gammopathien

Monoklonale Antikdrper, gebildet von transformierten Plasmazellen (Plasmocytom
oder Myelom) oder B-Lymphozyten (Lymphom)

a—






Polyacrylamidgel :
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Gel mit definierter Porengrolie



Die Trennung der Proteine erfolgt nicht mehr nach Ladung und GroRe, sondern
nur noch nach Groélie :

* Polyacrylamid-Gel mit definierter Maschenweite

 Beladen der Taschen im Gel

sample loaded onto gel
by pipette

* Anlegen einer elektrischen Spannung. Negativ
geladene SDS-Proteine wandern zur Anode
(+ Pol)

plastic casing

e Kleinere Proteine konnen schneller durch das
Gel wandern als grof3e.

* Anfirben der Proteine im Gel (z.B. mit Coomassie
Brilliant Blue)




Elektrophorese der Plasmaproteine in Polyacrylamidgel unter denaturierenden
Bedingungen (SDS-PAGE)
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8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

,,Molekulargewichtsmarker:“ Mischung von
Proteinen mit bekannter Masse



Erythrozyten

-entstehen aus Knochenmarkstammzellen unter dem Einflu8 von Erythropoietin (Cytokin)
-verlieren wahrend der Entwicklung ihren Zellkern
-verlieren wahrend der Entwicklung ihre Mitochondrien (keine oxidative Phosphorylierung !)

Cytosolische Stoffwechselwege

Glykolyse Pentosephosphatzyklus
90-95 % der Glucose zur ATP-Gewinnung 5-10% der Glucose zur NADPH-Gewinnung
aktiver lonentransport Ham-Biosynthese
Glutathion-Biosynthese Met-Hb-Reduktase

Aufrechterhaltung der Zellform

Nebenweg der Glykolyse: Erzeugung von 2,3-Bisphosphoglycerat



Voraussetzung fur die Evolution einer
aeroben Lebensweise und grosserer
Lebewesen:

1. Entwicklung eines Kreislaufsystems

2. Entwicklung sauerstofftransportierender Systeme



Hamoglobin

Quartarstruktur aus 4 Untereinheiten, je UE eine Hamgruppe

Berg, Tymoczko, Stryer, 2006



Ham

Propionate
group

"/ Pyrrole
ring

enhalt 2-wertiges Fe !

Methyl group

Vinyl
Vinyl group

Heme
(Fe-protoporphyrin IX)

Berg, Tymoczko,Stryer 2006



Eigenschaften allosterischer Enzyme
(Proteine):

Sie bestehen aus Untereinheiten

*Bindung von Substrat an eine Untereinheit beeinflufdt die
Substratbindung an die anderen Untereinheiten (kooperativer
Effekt)

Allosterische Enzyme zeigen keine Michaelis-Menten-Kinetik,
sondern eine sigmoide Abhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration

*Die Aktivitat allosterischer Proteine (Enzyme) wird durch
Bindung von Kleinmolekulen an allosterische Zentren beeinflul3t



Allosterische Eigenschaften des Hamoglobins

Die Bindung von O, an eine Untereinheit beginstigt die
Sauerstoffbindung an die anderen Untereinheiten - kooperativer Effekt
Die Affinitat des Hamoglobins zu O, wird durch den pH-Wert und die
CO,-Konzentration beeinfluldt (Bohr-Effekt)

*Bindung von 2,3-Bisphosphoglycerat vermindert die Sauerstoffaffinitat
von Hb

2,3-Bisphosphoglycerat :
(Nebenprodukt der Glykolyse



Kooperativitat der O, - Bindung
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Stryer, Biochemie, 4. Auflage



Kleinmolekule beeinflussen die Sauerstoffaffinitat des Hb:
Hamoglobin und 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG)
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2,3-Bisphosphoglycerate Berg, Tymoczko,
(2,3-BPG) Stryer 2006

Konzentration im Erythrozyten: 2 mM

2,3-BPG erniedrigt als allosterischer Effektor die
Sauerstoffaffinitat von Hb: Erleichterte Sauerstoffabgabe im
Gewebe



Hamoglobinopathien

Genetische Defekte der Hamoglobinbiosynthese (ca. 7% der
Weltbevdlkerung sind betroffen)

Thalassamien: Verlust oder Reduktion der Menge einer Hb-Kette
fahrt zu geringen Mengen an funktionalem Hamoglobin, in der
Folge verringerte Erythrozytenzahl, Anamie

Sichelzellanamie: Ersatz von Glu in Position 6 der [3-Kette durch
Val fuhrt zu verminderter Loslichkeit von Desoxy-Hb, Verformung
von Erythrozyten und Gefahr des Gefaldverschlusses.

Berg, Tymoczko,Stryer
2006



Hambiosynthese:
In den Mitochondrien aus Glycin und Succinyl-CoA

....und Hamabbau:

-Lebensdauer eines Erythrozyten: 120 Tage

-Abbau des Hb in Leber, Milz und Knochenmark (endoplasmatisches
Retikulum) zu Gallenfarbstoffen (Bilirubin)

-aus extrahepatischen Geweben wird Bilirubin an Aloumin gebunden zur Leber
transportiert

-Veresterung mit Glucuronat und Ausscheidung in die Gallenfllssigkeit

-im Darm bakterieller Abbau zu Stercobilin und Dipyrrolen



Erythrozyten und Glutathion

v-Glu A Cys Gly
By, T 1118 A
/C—(ll—CHZ—CHZ—C—N—C—C—N—CHz c
oy H CH, H 0
éH
Glutathion (GSH)

y—Glu—CP/s—GIy

‘s 2 y—Glu—Clys—GIy
+ NADPH + Ht* —= NADP*
S SH *

I
v-Glu—Cys—Gly

oxidiert_es reduziertes
Glutathion Glutathion
(GSSG)

(GSH)

Reduzierte Form des Glutathions, erforderlich
zur Aufrechterhaltung des 2-wertigen Zustands
von Fe im Hb (Sulfhydrylpuffer und Antioxidans)

Glutathion-Reduktase regeneriert GSH mittels NADPH



