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Versuch 3





 Kohlenhydrate





�
1. Lactatbestimmung mit Lactatdehydrogenase








Pyruvat ist das das Endprodukt der Glycolyse. Außerdem entsteht bei der Oxidation des Glycerinaldehyd-3-phosphats Wasserstoff, der an NAD+ gebunden wird. Bei starker Muskelarbeit oder bei Sauerstoffmangel betreiben die Zellen verstärkt Glycolyse, benötigen also vermehrt NAD+. Aus diesem Grund wird Pyruvat durch die Lactatdehydrogenase zu Lactat reduziert, wobei das zuvor entstandene NADH der Wasserstoffdonator ist, danach also wieder als Wasserstoffakzeptor zur Verfügung steht. 





In diesem Versuch soll die Lactatkonzentration zweier Proben photometrisch  bestimmt werden.   Zum eigentlichen Nachweis wird das Lactat durch Lactatdehydrogenase (LDH) in Pyruvat überführt. Bei dieser Reaktion wird das zugegebene NAD+ zu NADH reduziert. NADH absorbiert im Gegensatz zu NAD+ Licht einer Wellenlänge von 365 nm und läßt sich so quantitativ nachweisen.


Da das Gleichgewicht der LDH-Reaktion sehr weit auf der Seite des Lactas liegt, muß durch das Entfernen der Reaktionsprodukte eine komplette Umsetzung in Pyruvat ermöglicht werden. In unserem Fall war Hydrazin in der Pufferlösung enthalten, das mit Pyruvat ein Hydrazon bildet und dieses so aus dem Gleichgewicht entfernt. 





Mit Hilfe dreier Standardlösungen mit bekannter Lactat-Konzentration kann eine Eichgerade der Absorption in Abhängigkeitr der Konzentration erstellt werden, da die Extinktion nach der Formel E=(.c.d proportional mit der Konzentration zunimmt. Anhand dieser Eichkurve kann dann die Konzentration der Proben abgelesen werden.  








Ansatz�
�
Extinktion�
�
 1      �
Aqua bidest.�
  0�
�
 2�
�
  0�
�
 3�
Standard 1  (0,6 mmol / l Lactat)�
  0,065�
�
 4�
�
  0,065�
�
 5     �
Standard 2  (1,0 mmol / l Lactat)�
  0,120�
�
 6�
�
  0,140�
�
 7�
Standard 3  (1,5 mmol / l Lactat)�
  0,195�
�
 8�
�
  0,200�
�
 9�
Probe 1�
  0,165�
�
10�
�
  0,155�
�
11�
Probe 2�
  0,105�
�
12�
�
  0,115�
�






Anhand des beigehefteten Graphen ergeben sich folgende Lactat-Konzentrationen:





Probe 1:  	1,25 mmol/l 





Probe 2:	0,85 mmol/l
































2. Pyruvatbestimmung mit Lactatdehydrogenase








Dieser Nachweis beruht auf dem gleichen Prinzip wie Versuch 1. In diesem Fall wird das zu bestimmende Pyruvat durch die Lactatdehydrogenase in Lactat umgesetzt. Dabei wird NADH zu NAD+ oxidiert, die Extinktion bei 365 nm nimmt also ab.


 


EPyruvat = (E0-E1) - (E1-E2)








Ansatz�
�
E0�
E1�
E2�
EPyruvat�
�
  1�
Standard 4     (0,10 mmol/l Pyruvat)�
  0,410�
  0,270�
  0,265�
  0,135�
�
  2�
�
  0,405�
  0,270�
  0,260�
  0,125�
�
  3�
Standard 5     (0,15 mmol/l Pyruvat)�
  0,390�
  0,210�
  0,210�
  0,180�
�
  4�
�
  0,390�
  0,210�
  0,210�
  0,180�
�
  5�
Standard 6     (0,20 mmol/l Pyruvat)�
  0,400�
  0,160�
  0,155�
  0,235�
�
  6�
�
  0,400�
  0,160�
  0,150�
  0,230�
�
  7�
Probe 1�
  0,385�
  0,250�
  0,230�
  0,115�
�
  8�
�
  0,385�
  0,250�
  0,230�
  0,115�
�
  9�
Probe 2�
  0,430�
  0,215�
  0,200�
  0,200�
�
 10�
�
  0,400�
  0,205�
  0,200�
  0,190�
�






Anhand des beigehefteten Graphen ergeben sich folgende Pyruvat-Konzentrationen:





Probe 1:  	0,095 	mmol/l 





Probe 2:	1,6     	mmol/l








Lactatacidose / Hyperventilationsalkalose





Die Lactatacidose ist eine Form der metabolischen Acidosen. 


Bei unzureichender Blut- bzw. Sauerstoffversorgung gewinnen die Organe ihre Energie durch anaerobe Glycolyse, bei der Lactat entsteht. Die Lactatkonzentration im Blut beträgt normalerweise 1-2 mmol/l und kann bei starker körperlicher Betätigung bis auf 8 mmol/l steigen, wobei der pH-Wert des Blutes durch die Blutpuffer noch konstant gehalten werden kann (Lactatämie). Bei Werten über 8 mmol/l spricht man von einer Lactatacidose (z.B. bei Schockzuständen), der pH-Wert des Blutes fällt.





Bei Hyperventilation wird verstärkt CO2 abgeatmet; die Konzentration des Hydrogencarbonatpuffers im Blut sinkt. Dies führt zu einer Erhöhung des pH-Wertes (respiratorische Alkalose). Um den        pH-Wert zu senken, wird vom Körper verstärkt Lactat produziert, also steigt auch in diesem Fall die Lactatkonzentration.











Enteiweißen von Blutproben





Blutproben müssen für eine Bestimmung der Lactatkonzentration sofort enteiweißt werden, da die Erythrozyten durch ihren Stoffwechsel (anaerobe Glycolyse) weiter Lactat produzieren. Außerdem ist es denkbar, daß möglicherweise im Blut vorhandenes LDH Pyruvat in Lactat überführt.














3. Glucosebestimmung mit GOD/POD nach oralem Glucosetoleranztest








In diesem Versuch wird die Glucosekonzentration in Blutproben bestimmt, die zu verschiedenen Zeitpunkten (t) nach oraler Glucosegabe entnommen wurden. 


Das untersuchte Blut stammt von einem Diabetiker.





Die Glucosekonzentration wird indirekt bestimmt. Durch die GOD/POD Reaktion wird Glucose und äquimolar ABTS oxidiert, das farbig wird. Die Konzentration des Farbstoffs kann photometrisch bei einer Wellenläne von 436 nm bestimmt.   








Für die Ermittlung der Glucosekonzentration gilt 


			


		CGlucose = EProbe . Estandard-1 . CStandard . Verdünnungsfaktor





Die Standarlösung 10 hat eine Konzentration von 1 mmol/l Glucose; der Verdünnungsfaktor beträgt 6.








Diabetiker (eigene Werte)





Ansatz�
�
E�
E (Mittelwert)�
CGlucose�
�
1�
 Aqua dest.�
  0�
�
�
�
2�
�
  0�
  0�
  0�
�
3�
Standard 10�
  0,27�
�
�
�
4�
�
  0,27�
�
�
�
5�
�
  0,27�
  0,270�
  1 mmol/l�
�
6�
Probe   t0�
  0,14�
�
�
�
7�
�
  0,15�
  0,145�
  3,2 mmol/l�
�
8�
Probe   t30�
  0,18�
�
�
�
9�
�
  0,21�
  0,195�
  4,3 mmol/l�
�
10�
Probe   t60�
  0,32�
�
�
�
11�
�
  0,33�
  0,325�
  7,2 mmol/l�
�
12�
Probe   t90�
  0,53�
�
�
�
13�
�
  0,53�
  0,530�
  11,8 mmol/l�
�
14�
Probe   t120�
  0,24�
�
�
�
15�
�
  0,25�
  0,245�
  5,4 mmol/l�
�
16�
Probe   t180�
  0,20�
�
�
�
17�
�
  0,18�
  0,190�
  4,2 mmol/l�
�
   






































Postprandial (übernommene Werte)





Ansatz�
�
E�
E (Mittelwert)�
CGlucose�
�
1�
 Aqua dest.�
  0�
�
�
�
2�
�
  0,03�
  0,015�
  0�
�
3�
Standard 10�
  0,33�
�
�
�
4�
�
  0,42�
�
�
�
5�
�
  0,33�
  0,360�
  1 mmol/l�
�
6�
Probe   t0�
  0,20�
�
�
�
7�
�
  0,18�
  0,190�
  3,2 mmol/l�
�
8�
Probe   t30�
  0,26�
�
�
�
9�
�
  0,30�
  0,280�
  4,7 mmol/l�
�
10�
Probe   t60�
  0,21�
�
�
�
11�
�
  0,23�
  0,220�
  3,7 mmol/l�
�
12�
Probe   t90�
  0,16�
�
�
�
13�
�
  0,21�
  0,185�
  3,1 mmol/l�
�
14�
Probe   t120�
  0,17�
�
�
�
15�
�
  0,17�
  0,170�
  2,8 mmol/l�
�
16�
Probe   t180�
  0,16�
�
�
�
17�
�
  0,17�
  0,165�
  2,8 mmol/l�
�






Nüchtern (übernommene Werte)





Ansatz�
�
E�
E (Mittelwert)�
CGlucose�
�
1�
 Aqua dest.�
  0�
�
�
�
2�
�
  0�
  0�
  0�
�
3�
Standard 10�
  0,39�
�
�
�
4�
�
  0,38�
�
�
�
5�
�
  0,40�
  0,390�
  1 mmol/l�
�
6�
Probe   t0�
  0,20�
�
�
�
7�
�
  0,22�
  0,210�
  3,2 mmol/l�
�
8�
Probe   t30�
  0,34�
�
�
�
9�
�
  0,35�
  0,345�
  5,3 mmol/l�
�
10�
Probe   t60�
  0,38�
�
�
�
11�
�
  0,38�
  0,380�
  5,8 mmol/l�
�
12�
Probe   t90�
  0,29�
�
�
�
13�
�
  0,38�
  0,335�
  5,2 mmol/l�
�
14�
Probe   t120�
  0,21�
�
�
�
15�
�
  0,25�
  0,230�
  3,5 mmol/l�
�
16�
Probe   t180�
  0,20�
�
�
�
17�
�
  0,20�
  0,200�
  3,1 mmol/l�
�






Bei allen Testpersonen ist die Glucosekonzentration im Blut nach 2 Stunden unter den Schwellenwert von 6,7 mmol/l gefallen - auch beim Diabetiker. Dennoch zeigt dieser den höchsten Maximalwert - zu einem sehr späten Zeitpunkt von 90 Minuten. Eine Konzentration von 11,8 mmol/l ist pathologisch, normal wären etwa 7 mmol/l. Diabetiker können aufgrund einer zu geringen Insulinkonzentration Glucose nur langsam aufnehmen, aus diesem Grund steigt die Glucosekonzentration im Blut stark an.





Der postprandiale Patient verwertet die Glucose sehr schnell, die Konzentration im Blut steigt kaum an - sein Insulinspiegel war aufgrund der vorherigen Nahrungsaufnahme schon zu Beginn des Tests hoch. 


Beim nüchterenen Patienten dauert es etwas länger, bis die Glucose aus dem Blut aufgenommen werden kann, da das notwendige Insulin erst sezerniert werden muß.


Bei Nahrungskarenz, also dem nüchternen Zustand eines normal ernährten Menschen, ist der Insulinspiegel des Blutes niedrig und die Glucosekonzentration konstant bei etwa 5 mmol/l. Muskelzellen können nur in Insulingegenwart Glucose aufnehmen, sie verwerten daher Fettsäuren, Muskelproteine und Ketonkörper. Die Konzentration freier Fettsäuren im Blut steigt an.


Gewebe, die auf Glucose angewisen sind, wie Nerven und Erythrocyten, oxidieren weiterhin Glucose. Das entstehende Pyruvat bzw. Lactat wird durch Gluconeogense in der Leber wieder in Glucose umgesetzt - Glucose dient bei Nahrungskarenz  als Energietransportmolekül und wird nicht verbraucht. Die Energie für die Gluconeogenese wird durch Oxidation von Fettsäuren zu Ketonkörpern gewonnen.








4. Bestimmung von Fructose mit HK / G6P-DH in Gegenwart von Glucose





Bei diesem Versuch wird zuerst die in der Probe enthaltene Glucose zu Gluconalacton oxidiert. Dabei entsteht NADPH, dessen Konzentration man photometrisch bestimmen kann. E0 ist die Extinktion des Probenleerwerts, E1 nach Oxidation der Glucose. 


Anschließend wird die enthaltene Fructose in Glucose überführt, die wiederum oxidiert wird (E2).


EGlucose = E1-E0	 /  EFructose = E2-E1		


Die Konzentrationen kann man durch Vergleich mit Proben bekannter Konzentration ermitteln.








�
Ansatz�
E0�
E1�
E2�
EGlucose�
EFructose�
�
1�
Standard 7�
  0,14�
  0,21�
  0,27�
  0,07�
  0,06�
�
2�
Glc - 0,5 mmol/l   Fru 0,5 mmol/l�
  0,10�
  0,20�
  0,25�
  0,10�
  0,05�
�
3�
Standard 8�
  0,12�
  0,24�
  0,38�
  0,12�
  0,14�
�
4�
Glc - 1,0 mmol/l   Fru 1,0 mmol/l�
  0,13�
  0,22�
  0,38�
  0,09�
  0,16�
�
5�
Standard 9�
  0,12�
  0,34�
  0,53�
  0,22�
  0,19�
�
6�
Glc - 1,5 mmol/l   Fru 1,5 mmol/l�
  0,11�
  0,32�
  0,51�
  0,21�
  0,19�
�
7�
Probe�
  0,14�
  0,26�
  0,40�
  0,12�
  0,14�
�
8�
�
  0,11�
  0,23�
  0,39�
  0,12�
  0,16�
�






Aus dem beigehefteten Graphen ergeben sich folgende Konzentrationen:





Glucose:	0,85   	mmol/l





Fructose:	1,2	mmol/l








Die Fructosekonzentration im Blut liegt normalerweise im Bereich von µmol/l. In dieser Probe liegt sie bei 1,2 mmol/l, ist also sehr hoch. Möglicherweise hat die Testperson kurz zuvor Obst gegessen - oder es handelte sich bei der Probe gar nicht um Blut.








Fructoseintoleranz





Bei Fructoseintoleranz kommt in Leber und Nieren des Patienten nur Aldolase A vor, die Fructose sehr langsam umsetzt. Die Aldolase B fehlt.


In der Leber kommt es daher zu einer Ansammlung von Fructose und Fructose-1-phosphat. Dieses hemmt die Fructose-1,6-Bisphosphatase und blockiert so die Gluconeogenese. Weiterhin wird die Glycolyse blockiert (Hemmung der Aldolase A), ebenso der Glykogenabbau  in der Leber. Insgesamt kommt es also zu einer Hypoglykämie, die sich zuerst durch eine Mangelversorgung des auf Glucose angewiesenen Gehirns bemerkbar macht. Mögliche Spätfolge ist eine Lebercirrhose.























