lut

Erythrozyten-
stoffwechsel

Erythrozyten

- kernlose, hochspezialisierte, sterbende Zellen

- 5 x 10%/mm? Blut, Durchmesser 7,5 ym,
Verweilzeit im Blut etwa 120 Tage, 2,5 x 10'%/Tag
gebildet und abgebaut

- 50 % des Proteins Hamoglobin

- Funktionen: O, und CO,-Transport, Scavenging
von Immunglobulinen und Komplementfaktoren

- differenzieren aus Knochenmarkstammezellen,
gesteuert durch Cytokine
Iymphatische 4

/_—. B ) T-Lymphocyt
Stamnmaelle

. Te—— N m——
Plasmazelle

Monacyt

Stammnzeie 08

myeloische B
Stammaelle nbid
" Makr
neutrophiler Hiuphige
Geanulocyt
Thiomibo
ryten
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Regulation der Erythrozytenbildung

0O,-Mangel

Knochenmarkstammzelle HIE - Induktion

Hypoxie-induzierbarer Faktor-1
'\’ rythropoietin (EPO)
Proerythroblast™peritubulire Nierenzellen)

Erythroblast

Normoblast

I\’ Kern

Retikulozyt

Erythrozyt

zu viele Erythrozyten:
Polyglobulie (gutartig), Polycythamie (pathol.)

Zu wenige:

Anamie (z. B. hamolyt. A., Eisenmangel-A., Vit.
B12-Mangel (perniziose A.), megaloblastische A.
(Folat- oder B12-Mangel), Schadigung der
Knochenmarkstammzellen (aplastische A.).

Strukturelle Besonderheiten der Erythrozyten

bikonkav, kaum Zytoskelett, reversible
Formveranderung nétig, wenn durch Kapillaren.
Dafiir besondere Stitzstruktur unter Membran.

Membranbilayer wie alle Zellen, reich an
transmembranalen Glykoproteinen (Antigene,
Rezeptoren (Glykophorine), Transportproteine

) Anionen- Blutgruppen-
Glykophorin - austauscher antigene Komplement-
N\ inhibitoren

Membran

Spektrin

nach: Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie




Innenseite der Membran: Netzwerk peripherer
Membranproteine, keine Glykoproteine, bilden
membranstabilisierendes Skelett.
Spektrinfilamente mit Lipiden der Membran tUber
Ankyrinverbunden, zweidimensionales
Spektrinnetzwerk durch Aktin verstarkt.

Ankyrin

Actin,
Bande 4.1,
Bande 4.9

|
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erblicher Mangel an Spektrin oder Bande 4.1-Protein:
Sphéarocytose (Kugelzellanamie), Erythr.-
Uberlebenszeit erniedrigt, Gallensteine (Hb-Abbau
erhoht), Retikulozyten erhoht, hamolyt. Fieber,
Ikterus.

Therapie: Splenektomie (nach 5. Lebensjahr), so Ery-
throzyteniiberlebenszeit erhoht.

Metabolische Besonderheiten des Erythrozyten

- hohe Carboanhydrase (Bicarbonattransport)

- kein Kern: keine DNA-Synthese
keine RNA-Synthese

- keine Ribosomen: keine Proteinbiosynthese

- keine Nukleotidsynthese

- keine Phospholipidsynthese

- keine Delta-Aminolavulinsauresynthese
(Hamsynthese)

- keine Fettsauresynthese

- keine Ketonkorpersynthese

— relativ geringer ATP-Bedarf

- keine Mitochondrien:
- anaerober Stoffwechsel,
- kein Zitratzyklus, Atmungskette,
Fettsdureabbau

— Glucose ist einziges, essentielles
Substrat, viele Glucosetransporter, nicht Insulin-
abh.(v.a. Glut 1)

Glucoseabbau zu Laktat, Substratphosphory-
lierung (Phosphoglyceratkinase, Pyruvatkinase) ist
einzige Energiequelle.

Glukosestoffwechsel des Erythrozyten

praktisch kein Glykogen, keine Glukoseoxidase
nur Glykolyse (90 % der Glukose) und Pentose-
phosphatweg (10 %)

Besonderheiten der Erythrozyten-Glykolyse

2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG)
(= 2,3-Diphosphoglycerat, 2,3-DPG)
in hohen Konz. (5 mM), in anderen Zellen pM.

ll '.
1,3-Bisphasphoghycerat.

13-Bisphosphoglyceratmutase o

o H,C—0—P—0

i
0 _ C;
G

ADp
2.3-Bisphosphoghyceral)

3-Phasphoglycerat | Bisphosphoglyceratphosphatase

o—| 70*(‘:H

2-Phosphaghycerat

Funktionen des 2,3-BPG

- Cofaktor fur Phosphoglyceratmutase
- schnell nutzbarer Energiespeicher

- allosterischer Effektor des Hb: bindet
nicht-kovalent an Desoxy-Hb = T-Konformation

ll '.
1,3-Bisphasphoghycerat.

13-Bisphosphoglyceratmutase o

t‘) HC—0—P—

ADp
1.3-Bisphosphoghyceral) ‘ \ I
ofPfo—t‘:H
SN
g

3-Phasphagiycerat [Bisphosphoglyceratphosphatase °
l Phosphoglyceratmutase (Cofaktor)

2-Phosphaghycerat
Phosphoenolpyruvat
ADP

Pyruvat
|

Laktat

<]




2,.3-BPG-Bindung an Hamoglobin

414 Histiin

=

Nl

s 2 Histidin

B - Ly 41 Valin
/Y, - »

82 Lysin

{4 2 Histidin

HileCH
4143 Histidin |
[ he

Bindung an HbA (a,,) , nicht an HbF (a,y,) !

80 = 7 Hb+ 0,
; Hb + BPG
T Hb+BPG+C0,

60

pes]
2
40
204
0= T T T
L] 0 40 60
pO; [mm Ha]
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erst die Anwesenheit normaler Konz. von 2,3-BPG
ergibt normale Sauerstoffbindungskurve des Hb.

2,3-BPG ist nicht immer konstant, Konzentration ist
abhangig von Balance zwischen Synthese- und
Abbaugeschwindigkeit.

2,3-DPG-Konzentration im Erythrozyten ist reguliert

v.a. abhangig von intrazellularem pH
Azidose: 2,3-BPG sinkt, Alkalose: 2,3-BPG steigt

Beispiel: Hypoxie

Abbau von
13-BPG- gl e
e
lut-

Hyper- B Erythracyten- 13-Bis-
r wentilation = pH wer! —2 pH ot 1—= _PFK_']_" 13806 —> phospho-

glycerat
Hypoude ATPIADP §
Desony- frefes 2,3- 2,3-8PG-
h.mucn;lohmt Bisphasphoglycerat ' Mutase t i

hohes 2,3-BPG wirkt der Linksverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve entgegen

[ Prictogischa O-Bindumgnurve
oM 7.4, wa-F 40 mes Hg, T=37°C

[5] ;«},-((,,,_, ol .’E’?}g)b'
Lo it

FAY r"ié/Jr

~5itigung dey Hamogloting (%)

Lone i 8 K

b}

Wozu braucht der Erythrozyt die Glykolyse?

v.a. zur ATP- und NADH-Gewinnung

ATP: 30 % fir akt. lonentransport (v.a. Na*/K*-

ATPase, Ca**-ATPase)

Rest fur Aufrechterhaltung der Zellstruktur
(Zytoskelett) und fur Glutathionsynthese

maximal 2 Mol ATP/Mol Glukose, aber

40 % Glykolyse Uber 2,3-BPG, das reduziert die
theor. ATP-Ausbeute/Mol Glukose!

NADH: fur Methamoglobin-Reduktase

Glycolyse

lactel  — ~ _—NAD _-w Hamoglobin

:X\ X -
Pyruvat NADHy ~ = Methi@moglobin
IFe3)

NADH; = Methamoglobin -
reductase




Das Prinzip der Blutkonservierung ist aus der
Biochemie des Erythrozyten abgeleitet

Problem: moglichst langes Uberleben der Zellen in
Konserve, d.h. méglichst lange ATP-Produktion
aufrechterhalten bei langsamem Verbrauch.

wie?
- kuhl (4 °C)

- spezifisches Medium: ACD-Medium

Acid Citrat Dextrose
pH7,1 (Ca**-fangen (=Glucose)
wegen Blut-
gerinnung

Glykolyse langsamer, weniger iiber 2,3-BPG, so
2,3-BPG langsam aufgebraucht

so 3 Wochen Lagerung moglich

mit weiteren Zuséatzen (Inosin, Adenosin u.a.):
5-6 Wochen)

Kryokonservierung (Glycerol, -80 °C)
mehrere Jahre

10 % der Glukose werden im PPW verbraucht

auch dadurch reduziert sich die theoretische
ATP/Ausbeute pro Mol Glukose

Funktion des Pentosephosphatwegs im Erythrozyten:

Lieferung von NADPH fiir Reduktion von Glutathion
(Speicher fiir red. Aquivalente)

red. Glutathion (GSH) dient der Entgiftung von H,0,

Glucose -6 - phosphat NADF I\.)J Glulathion o4 \ /4262
A I A
y /
PO NADPH, A *\-Elu'.n'.nnr‘.am & "\‘IH?{)

Gluconsiure - 6- phosphat

Glucose -6 -.phosli-?'ut |

dehydrogencse | .
Glutathion=- Glutathion-

reductase peroxidase

Im Erythrozyten ist GSH besonders wichtig um
die Oxidation der polyungesattigten Fettsduren in

der Membran zu verhindern

‘00 H

N

‘00 | H H

‘ " N ':><: |

|

|
(Fe ) Fortsetzung
der Ketten-

H HO-O_ H H reakfion

X _ A 0,

H202 == = 02 = =
Unmwandlung eines Bildung eines Fettsaureperonyl-
Hydropercxylradikals radikals und danach Bildung eines

in H,0, durch Abspaltung Fettsaureperaxids durch Abspaltung
eines H-Radikals von einer eines weileren H-Radikals von einem
ungeséttigten Fettséure anderen C-Atom

Dia Entstehung von Fettsd durch eine Radikalkettenreaktion.

Fe?* +H,0, —» Fe¥ + OH" + OH’

Fenton-Reaktion

Wie entsteht H,0,im Erythrozyten?

Hb(Fe?)+0, —— Hb (Fe®)+0;

Bildung von Methdmoglobin

205+ 2H* — Hy0,+ 0,
Superoxiddismutase
2 H,0, — > 2H,0+0,
Katalase

H,0,+26SH ~ ———> G-55-G+2Hy0

Glutathionperoxidase

Entgiftungsreaktionen fur H,O, im
Erythrozyten




Enzymdefekte des Erythrozyten

G6PDH-Mangel: >100 Millionen Patienten
weltweit, haufigster monogener Enzymdefekt!

- Mangel an NADPH — Mangel an reduziertem
Glutathion, verminderte Peroxidentgiftung —
erhohte Ox. der polyunges. Fettsduren in Membran
— Hamolyseneigung
- Pat. oft erst auffallig nach Stoffwechselbelastung
(Pharmaka, die Peroxidbildung férdern
(Chlorochin), G6PDH hemmen (Aspirin,
Sulfonamide (Cotrimoxazol)) oder Nahrungsmittel,
die reduktives Potential belasten (Fava-Bohnen,
enthalten Convicin) Favismus: Durchfall,
Erbrechen, Fieber, Ikterus Hamoglobinurie.
- Retikulozytenzahl erhéht
- in Erythrozyten Heinz-Korper (prazipitiertes Met-
Hb und Hb-Glutathion-Komplexe)
- betroffen: hemizygote Manner und homozygote
Frauen (Gen X-chromosomal)

heterozygote Frauen haben Mosaik
- verbreitet v.a. im 6stl. Mittelmeerraum u. Afrika
- heterozygot und hemizygot weniger schwere
Malaria

auch Pyruvatkinase-, Glutathionreduktase-, MetHb-
Reduktase-Mangel u.v.a.

Hamoglobin (Hb)

- Familie Globine (Myoglobin, Neuroglobin)

- 50 % des Erythr.-Proteins, 140 g/l Blut, 800 g
total, 6 g pro Tag umgesetzt

- Hb-Masse pro Erythr.-volumen: MCHC (mean

corpuscular Hb content): 320-360 g/I, erhéht bei

langjahrigem Cobalaminmangel.

Hb-Struktur: MW 65000, 4 UE, je UE 1
prosthetische Gruppe (Ham, enthélt Fe**), fest,

Genetik des Hamoglobins

Alle Globingene: 3 Exons, 2 Introns

a-Globingenfamilie: Chromosom 16, 2 a-
Gene, £-Gen

3-Globingenfamilie: Chromosom 11,
13,v,8,e-Globingene, Reihenfolge wie in
Ontogenese exprimiert.

a-Globingenfamilie
¢  Pseudogene o, O,

alEd € € G 6

Chromosom 16

B-Globingenfamilie
e G A i 5 B

Chrormosom 11

Hamoglobintypen

adult: Hb A, (o,R,) (neuerdings HbA,) Ketten
funktionell identisch, alloster. Protein, S-form.
Sauerstoffbindungskurve, Sauerstoffaffinitat
erniedrigt duch héhere Temp., Protonen, 2,3-BPG,
CO,. CO bindet kompetitiv zu Sauerstoff, in niedr.
Konz. Affinitatserhdhung fir Sauerstoff!

Spektrale Eig. der verschieden ligandierten Hbs,
also auch von Oxy- und Deoxy-Hb, verschieden,
ausgenutzt bei Pulsoxymetrie.

Hb bindet auch NO: HbO, + NO = Met-Hb + Nitrat

HbA, (a5, ) hohere Sauerstoffaffinitat als
HbA, 2,5 % des adulten Hb.

fotal:  HbF (a,y, ) hohere Sauerstoffaffinitéat als
HbA, keine 2,3-BPG Bindung (Affinitat wie die von
HbA ohne Effektoren), tiber Geburt durch HbA
ersetzt, adult: 1% HbF.

embryonal: embryonale Hbs, zuerst Gowerl-Hb
(€ ,&, ), dann Portland-Hb (£ ,v,), dann Gower2-Hb
= Hb E (a,¢, ), alle haben noch hohere
Sauerstoffaffinitat als HbF.
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Hamoglobingenexpression wahrend der Ontogenese

Himoglobin

100
fetales |
80 ‘ ; -
Hamoglobin| Erwachsenen-
z (y-Ketten) | 4 “hamoglobin
= 60 (HbA,)
g (B-Kette)
£ 40
i)
= < embryonales|
Hamoglobin Hamoglobin A
0 / (e-Ketten) | (5-Kette) 2‘
0 | : .E
/ 3 6 Geburt 3 6
Dauer der Schwangerschaft Alter
[Monate] [Monate]

,Globin-Switching“: Transkriptionsregulation

verandert nach: Léffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie

Glykiertes Hamoglobin: HbAl

N-terminale Valinreste der R-Ketten des adulten
Hb kdnnen leicht (nichtenzymatisch)
glycosyliert (glykiert) werden.

normal: 2-4 % glykiertes Hb

Moderne Einteilung (so auch in unserem
Praktikum:

HbA, (a,3,): nicht glykiert
HbA, : (a,RB,) glykiert,
verschiedene Formen:
HbA,,; : Fru-1,6-P,
HbA,,, : G-6-P
HbA,, : unbekannter Zucker
HbA,. : Glukose

in klin. Chemie meist HbA, (Peak ,c* in HPLC)
bestimmt.

Bestimmung von HbA,  ist der Goldstandard
fur die Langzeitkontrolle von Diabetikern.




Hamoglobinsynthese

Proteinbiosynthese, in Erythroblasten, stimuliert
durch Erythropoietin.

Pathobiochemie:
Quantitative und qualitative Stérungen =
Hamoglobinopathien

1. Quantitative Veranderungen: Thalassamien
(Cooley's anemia)
Biosynthese einer oder beider Ketten in
Erythroblasten verlangsamt oder fehlend.

Ursachen: groRRe Deletionen, nonsense-

Punktmutationen, Intronmutationen, die zu alt.

Spleil3en fihren, Promotormutationen.
Mehr als 1000 versch. Mutationen!
Thalassamiehaufigkeit korreliert mit Malaria.

Totalausfall einer Kette:
T. major, Tod in utero oder Kindesalter

Partieller Ausfall:
T. minor

normal

Thalass.
major

. ,hair-on-end“-Phanomen
im Schadelrontgenbild
eines Thalassamie-
patienten

selten: a-Thalassdmien

da je 2 a-Globingene: nur doppelt homozygoter
Defekt fuhrt zu T. major, Tod meist in utero.

3 defekte a-Globingene:

Hamoglobin H-Erkrankung (34 = HbH (kein Bohr-
Effekt, instabil, Erythr.-Uberlebenszeit verkiirzt)).
in Fetus y4 = Hb Bart.

haufiger: B-Thalassamien

weil nur 1 3-Gen.

130 keine B-Ketten, Ursache meist
Rasterschubmutationen

3* wenig R-Kette, Ursachen meist Promotor- oder
Spleimutationen

3-Thalassamien: Hb erniedrigt, nie a4-Tetramere,
sondern Préazipitation uberschissiger a-Unter-
einheiten; manchmal y-Kette weitersynthetisiert
(HbF).

Exonl Intron T Exon I intron I Exon 11
ons |
1 30 Eal 104 105 146
- Codon-Nr.
Transcription;
Aufbereitung des priméren
Transcriptionsproduktes
normal
b
Exon [ Intron T Exonll Intren 11 Exon 1
DNS
1 30 31 104 108 146
Cocon-Nr.
Coden 39
Punktrmutatien
CAG ——— UAG
39 39
norrigl Stoppeodon
B Thalassamie
c
Exon f Intron L Exon 1l Intron 11 Exon 1
DNS
1 30 31 104 105 148
Codon-Nr.
Nugleotid 19
i Intron [
G A

neue SpleiBungsstelle
Erzeugung eines Stoppcodons
Kettenabbruch
B’-Thalassémie




B-Thalassamien:

Homozygot oder gemischt-heterozygot: Th. major

Gestorte Erythropoese (Préazipitation der a-
Untereinheiten) und Anamie, — Erythropoietin-
vermittelte erythroide Hyperplasie des Knochen-
markes mit Skelettdeformationen (Facies
thalassaemica, ,hair-on-end" im Schéadelrontgen)
und erhéhtem Folatbedarf. Meist regelmégiger,
lebenslanger Transfusionsbedarf. Dadurch und
durch erhdhte intestinale Eisenresorption
Hamosiderose, — Kardiomyopathie, Leberfibrose
und endokrine Stérungen.

Heterozygot: Th. minor

Meist klin. gesund, aber hdmatolog. aufféllig: MCHC
erniedrigt, Erythrozytenvol. erniedrigt, Kompensation
durch erhéhte Erythrozytenzahl, — Hb normal oder
wenig eniedrigt.

Klinisch sind B-Thalassamien sehr variabel, sowohl
milde homozygote als auch schwere heterozygote
Formen (= Th. intermedia).

2. Qualitative Veranderungen der Hb-Synthese

Anomale Hb-Molekile, oft
- Aminoséaure-Austausche durch Punktmutationen
in Exons.
- Kettenverlangerungen (Mut. des Stop-Kodons)
- Kettenverkirzungen (Punktmut., Deletionen,
crossing over-Storungen), die zu vorzeitigem
Stop-Codon fuhren.

autosomal rezessiv vererbt, homozygot oft
schwere Krankheiten, heterozygot meist kein

Sichelzellanamie: HbS

In Pos. 6 der R-Kette Glu (gesund) gegen Val
ausgetauscht, IP erhoht, Loslichkeit vermindert.

3 versch. Mut., unabhéngig voneinander in 3
Regionen Afrikas entstanden, haufigste
Hamoglobinopathie.

Homozygot: Aggregationsneigung des desox. Hb,
verstarkte Met-Hb-Bildung, Anamie, Milzatrophie,
schwere Infektionen.

Heterozygot: kein Phanotyp; bei Malaria:
intrazellulare Parasiten senken pH in Erythrozyten,
so sicheln diese, verlieren Kalium und der Parasit
stirbt; so milderer Verlauf der Malaria (kein
~Schutz").

HDbS leicht in Proteinelektrophorese tber
veranderten IP der B-Kette nachweisbar:

-+

a0 0O O4—Wels

Phénotyp.
Himoglobin Storung Substitu-
tion
HbS Sichelzellbildung ¢  Glu—Val
HbM  Iwate Methamoglobin- ¢ His—Tyr
bildung
HbM  Boston Methidmoglobin- % His—Tyr
bildung
HbM Hyde Park  Methimoglobin-  § His—Tyr
bildung :
HbM Saskatoon Methimoglobin- B s Ty
bildung
HbM Milwaukee | Methimoglobin- A% Val—Glu
bildung
HbH Hammersmith Abspaltung des B Phe—Ser
Hamanteils
normal
sichelnder
Erythrozyt




Hamoglobin C: In Pos. 6 der 3-Kette Glu
(gesund) gegen Lys ausgetauscht. weniger
schwere Krankheit als Sichelzellanamie.

Hamoglobin E: In Pos. 26 der 3-Kette Glu
(gesund) gegen Lys ausgetauscht. Weltweit
dritthaufigste Hamoglobinopathie! Homozygot
milde hypochrome mikrozytare Anamie,
heterozygot gesund, aber wenn in
Kombination mit heterozygoter 3-Thalassamie
schwere Krankheit.

Ham-Stoffwechsel

Hamin (= Hamatin (in Met-Hamoglobin))
i

CHy, CH
L Pyrrol
=C

Ne—cH
men
c—cC
CH, CHy )
i i Methin
CH,
coo-

Hamoproteine: - Himoglobin, Myoglobin, Neuroglobin
- Cytochrome der Atmungskette
- Cytochrom P450
- Peroxidasen, Katalase
- Fettsduredesaturasen

Ham-Biosynthese = Shemin-Zyklus
= Succinat-Glycin-zyklus

85 % in Knochenmark, 15 % in Leber

a- und 3-Ketten
Schwer-
metalle

@Feﬂm @

Ferrochelatase
Protoporphyrin IX
4

» Hamoglobin

Zitratzyklus //

uccinyl-CoA Glycin

Protoporphyrinogen IX-oxidase = “pejia-Aminolavulinatsynthase

Protoporphyrinogen IX SChtW”ef/ Delta-Aminoplavulinat
metalle

Mitochondrium

Zytosol 2 Delta-Aminoléavulinat
1
Koproporphyrinogen lll-oxidase Delta-Aminolavulinatdehydratase
v
. Schwer- .
Koproporphyrinogen IlI metalle @ Porphobilinogen

\ PBG-
desaminase
Uroporphyrinogen lll-decarboxylase

Uroporphyrinogen |l «—— Hydroxymethylbilan
Uroprphyrinogen-Ill-synthase

Porphyrine: normalerweise mit Faeces
(Koproporphyrin) und Urin (Uroporphyrin)
ausgeschieden.

reduzierte Porphyrine (alle intrazellularen P. auBer
Protoporphyrin IX) sind farblos, nach Oxidation
(extracellular) farbig

Protoporphyrin IX: einziges farbiges (braunes, rot
fluoreszierendes) intrazellulares Porphyrin




Regulation der Hambiosynthese:

Uber 8-Aminolavulinatsynthase (Schrittmacher-
enzym), Cofaktor: Pyridoxalphosphat (Vit. B6).
2 Isoenzyme der 5-Aminolavulinatsynthase:
8-ALAS-1 ubiquitar, 3-ALAS-2 Knochenmarkspez.

beide: neg. feed back durch Ham (allosterische
Hemmung, Repression der Enzymsynthese und
Translokationshemmung (Aufnahme in Mitoch.).

Leber:
8-ALAS-1Hemmung durch Glukose,
aktiviert durch Barbiturate und best. Steroide.

Knochenmark, Erythroblasten:
- Regulation iber Sauerstoffpartialdruck:
8-ALAS-2 durch Erythropoietin induziert
(Transkriptionsaktivierung, wie auch bei
Ferrochelatase, Globinen), d.h. bei Hypoxie mehr
Hamsynthese
auferdem
Uber Bereitstellung von Succinat: wenn gute
Sauerstoffversorgung, dann schneller Zitratzyklus,
wenig Succinat fir Hamsynthese; wenn
Sauerstoffmangel, dann mehr Succinat fur
Hamsynthese.

- Translationsregulation durch Eisen:

mRNA der §-ALAS-2 hat Bindungsstelle fur
Eisensensorisches Protein wie Ferritin-
MRNA, so Koord. mit Eisenversorgung:
(Translationshemmung bei Eisenmangel).

Pathobiochemie der Hdmsynthese

Delta-Aminolavulinatsynthase (SALAS)-2-Defekt:

sideroblastische Anamie (Eisenakkumulation in
Mitochondrien der Knochenmarkzellen).

Hemmung einzelner Zwischenschritte der Ham-
Synthese fuhrt zu Porphyrien (erhdhter Anfall von
Porphyrinen, erhéhte Ausscheidung in Harn und
Stuhl (nach Wasserl@slichkeit))

zweifaches Problem: Anstau und fehlende
Ruckkopplungshemmung der 3-ALAS durch Ham.

primére Porphyrien = genetisch bedingt,
Biochem. Diagnose tber Porphyrinnachweis im
Harn, heute auch molekularbiologisch.

Oft auch heterozygot schon Symptome, v.a.
wenn vermehrt Ham gebraucht (z.B. Induktion von
Cyt P450 in Leber nach Arzneimittelgabe).

Symptome: komplex, Defekt in vord. Teil der Ham-
Biosynthese meist neurol. Stérungen, in hinterem
Teil Hautveréanderungen, Photosensibilitat

Primare Porphyrien

Glyeine Suececinyl CO-A
L ]

ALA-Synthase .
Aminolevulinic Acid (ALAY

R

Porphobilinogen (PGE)

Acute Intermittent
Formhyria (AIP] lq. PBG Deaminase

Hydroxymethybilane

Spontaneous

Emlhn;"u‘géglli: b | = URO'GEN Co-synthase

Porp (CEP)
Uroparphyrinogen I Uroparphyrinogen |

Pﬂmﬁﬁlﬂ - UROD'GEN Decasboxylase —3m
Coproporphyrinogen Il Coproporphyrinogen |
aedRany <&~ COPROU'GEN Oxidase

Coproporphyria (HCP)

Protoporphyrinogen
Nm"p] -~ PROTCPGEM Oyidase

Protoporphyrin

[
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PBG-Synthase: selten, nur homozygot
symptomatisch, schwere anfallsartige Beschwerden

PBG-Deaminase: hepatisch; bereits heterozygot
symptomatisch. Symptome nach Provokation
(Pharmaka, Kontrazeptiva, Alkohol), durch
Glukosegabe Besserung (Hemmung der Delta-
ALAS), mehr als 230 versch. Mut. bekannt, wegen
fehlender Rickkopplung mehr Delta-Ala-Synthese, so
ausreichend Ham. Leitsymptome: neurol. und
psychiatr., abdominelle Koliken, Tachykardie, labiler
Bluthochdruck. Diagnostik: PBG-Deaminaseakt. in
Erys. oder DNA-Diagnostik.

Uroporphyrinogen IlI-Synthase: erythropoetisch, rote
Windeln, rote Zahne, manchmal schwere Anamien.

Uroporphyrinogendecarboxylase: hepatisch,
Porphyrea cutanea tarda, haufig, Blasen an Handen,
Hypertrichosis (ilbermaf. Behaarung). schwere
Formen hepatoerythropoetisch.

Koproporphyrinogen IlI-Oxidase: neurol. und
Hautsymptome, vermehrte Ausscheidung von
Porphyrinen im Stuhl (Namet).

Porphyria variegata: neurol. und Hautsymptome

Ferrochelatase: Protoporphyrie, Protoporphyrin IX in
Erythrozyten, Plasma und Stuhl erhéht (Diagnose),
Hautjucken und Schmerz nach Sonnenexposition,
Erytheme, Odeme.

Porphyria cutanea tarda

oft auch Hypertrichosis (UbermafR. Behaarung)

aus: Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie

sekundéare Porphyrien = erworben

bei Gallenabflusstdrungen, Fettleber oder
Leberzirrhose (Alkoholismus) oder
Schwermetallvergiftungen (Blei!)

Bleivergiftung:

verminderte Hamsynthese (Anamie) und
erhdhtes Delta-Aminolavulinat im Plasma,
Harnausscheidung von Delta-Aminolavulinat und
Porphobilinogen erhdht (wie bei allen primaren
P.).

Bei allen anderen sek. Porphyrien sind Uro- und
Koproporphyrine im Harn erhoht, aber nicht
Delta-Aminolavulinat und Porphobilinogen!
(Differentialdiagnose)

Bei primaren Porphyrien ist Porphyrinaus-

scheidung im Stuhl viel héher als bei
sekundéren.

Hamsynthese ist Haupt-Eisenverbraucher

Gold is for the Mistress —
Silver for the Maid —

Copper for the Craftsman
Cunning in his trade.

Good, said the Baron,
Sitting in his Hall,

But iron — cold iron —

Is Master of them all.

Rudyard Kipling, ,,Cold iron*
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Eisenstoffwechsel des Organismus

Eisen: Ubergangsmetall

- zwischen Makro- und Spurenelement

- an Sauerstofftransport, Elektronentransport
und Redox-Prozessen beteiligt

- Eisenstoffwechsel ist dynamisch und extrem
O6konomisch

zirkulierende 15
17
Makrophagen

Knochen-

mark . 74} ymem

R

Farenchym-Zellen

" T T WP
R

| / | (13 mgmensh

E"Ti';.;:’:'"'" |

Eisenumsatz: 25 mg/d,
Blutplasma: Drehscheibe

Eisenzufuhr
(10-20 myd}

- 2/3 des Korpereisens in Hamoglobin
- 10 % in Nichthameisenproteinen (Eisen-

Schwefel-Cluster der Atmungskette,
Ribonukleotidreduktase, Eisensensor. Protein)

- begrenzte Eisenspeicherung in der Leber

- Frauen haben labileren Eisenstoffwechsel
(Verluste 50 mg/Menstruation, 300 mg/Kind)

Eisenquellen in der_Nahrung:

Ham-Eisen v. a. in Fleisch, Ei, wenig Eisen in
Milch, aber aus Muttermilch gut resorbiert;
dagegen hemmt Kuhmilch Eisenresorption
— Eisentabletten nicht mit Milch nehmen.

Nicht-Ham Eisen auch in Pflanzen, aber oft
schwer resorbierbar.

Vegetarier kbnnen Eisenbedarf aus Pilzen und
Vollkornprod. decken.

Kochen entfernt viele Liganden von Eisen, so
besser resorbierbar.

Im Mittel nur 10 % des Nahrungseisens
resorbiert.

Eisenbedarf (Zufuhr): Mann 10 mg/Tag
Frau: 15-20 mg/Tag

Intestinale Eisenresorption

e
Blut I Fet++

Transferrin . .
Hephaestin/Coeruloplasmin

Fett (Cu**-haltige Ferrooxidasen)

e
IREG1=MTP1= Ferroportin (lim. Schritt)
Hephaestin ;. ™ N

M Fet* |

M Ferritin (Fe***)
f Reduktase

Mobilferrin —= (M +— e ™ra
ks

AJ

Ferrireduktase
Dcytb

Fet+++

DCT1
Vit. C,

Fe
=DMT1 L
Fe**
Duodenallumen Cystein

verand. nach: Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie

Eisen meist als Fe+++ mit Nahrung aufgenommen,
in saurem Milieu des Magens Reduktion zu Fe++
beguinstigt

auler Eisenionen auch Hameisen aufgenommen,
molekularer Mechanismus nicht bekannt

apikaler Transporter DCT1 (oder DMT1),
basolateraler Transporter: Ferroportin (IREG1
IMTP1), kooperiert mit Hephaestin. Bei
Hamochromatose IREG1durch Mutation auf 600 %
erhoht

Fe*++- Zwischenspeicherung als Ferritin, 24
Apoferritine umhullen 4500 Fe(lll)-hydrat-Molekiile.

Darmmukosa ist Schranke fur Eisenaufnahme

Regulation: Wenn geringer Eisenbedarf des
Organismus, dann viel mukosales Apoferritin
synthetisiert, so viel Eisen als Ferritin in Mukosa
gespeichert, spater abgeschilfert und verloren. Bei
Eisenmangel fast kein Apoferritin in Mukosa
synthetisiert, DMT1, Dcytb und IREG1 induziert,
Eisen wird verstarkt resorbiert und gelangt schnell
durch Mukosa ins Blut.
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Ferritin

Apoferritin
(Dimer aus H- und
L-Ketten)

Iron
Mineral
Core

in Blutplasma je 2 Fe*** an Transferrin
(in Leber synth. Glycoprotein) gebunden,
physiologisch nur 20-40 % des Plasma-
Transferrins komplexiert.

Freie Eisenionen sind toxisch (Fenton-
Reaktion!!)

Eisensequestrierung als Schutz gegen
Parasiten.

CD-Transferrin:
Kohlenhydratdefizientes Transferrin

MaR fir regelmafRigen Alkoholkonsum (je hoher,
desto weniger ist Transferrin glykosyliert).

Eisenaufnahme in periphere Zellen

Transferrin

Transferrin-
Rezeptor-1

AP PN saurs iti
87 L P Ferritin

Reduktase
Rezeptor-

. Ferro-
Recycling oxidase
Fe2*
G-ALA-S
Ham
verand. nach: Léffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie B

Zellulare Eisenspeicherung als Ferritin, bei
Eisenuberladung vermehrt als Hamosiderin.
Plasmaferritin ist besserer Indikator fur Eisenversorgung
als Plasmaeisen!

Cave: Leberzellschaden, Entziindungen, manche Tumoren

Reqgulation des Eisenspiegels im Blut

Resultante aus intestinaler Resorption und
peripherem Verbrauch.

Regulatorisches Protein: Hepcidin (,Hormon* des
Eisenstoffwechsels), in der Leber gebildetes
Blutplasmaprotein (Peptid).

Eisen und IL6 fordern, Hypoxie hemmt
Hepcidinfreisetzung

Hepcidin bindet an Ferroportin (IREG-1) der
Mukosazellen, fordert dessen Internalisierung und
bremst so die Eisenaufnahme im Darm.

Hepcidin bremst auch die Freisetzung von Eisen
aus dem MPS (Makrophagen) unter Beteiligung
von Hamojuvelin.
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Reqgulation des zelluldren Eisenstoffwechsels
in Erythroblasten

5 wichtige Proteine : Transferrinrezeptor (Tfr), DCT1,
IREG1, Ferritin (Ft), 3-ALAS-2

deren Biosynthese wird von aktuellem Eisengehalt der
Zelle reguliert durch posttranskriptionale Regulation:
eisenfreies Eisensensorprotein (ES-BP) bindet an
Eisen-sensible Elemente der mRNAs.

5 (i
~Fe3-Region von ES-BP besetzt; porql vy
und THR-mRNA stabilisiert " __'J [ o
+Fe mRNA-Bindungsaktivitat verloren; —

DCJl'IfR-mRNA wird abgebaut

DCT-1, Tfr-mRNA _ /- p Ty
i
wijnoemas, 1?Lr- Trpapan ﬂu’ I
" coierend ™) MY IL‘J N
= Ersenpool
,.,__ / [ ]
T huligewicht)

£ A
€D A —m

Zellkem
\\. ;_-
T ES-BP -
\ cytosol. Aconitase
Ft-, 5-ALAS-2-, IREGI-mRNA " faus
5 m.«:uPL'\,ﬂ ;?;’;‘d haey — O J
—Fe 5Region von ES-BP besetzt; — prre
hemmt Fi- und &-ALA-S | |REG1- —

mRNA-Translation s
+Fe mRNA-Bindungsaktivitat verloren; = — —
a )

i der Tellmembean

nach: Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie

i 1
Translatable region 3 Flanking iron respansive
element

Figure 214, Structure of transferrin receptor mRNA. and DCT1-mRNA

Teathood of Biochrmsitry Wih Chmid Covmrations, ik Echiom, Eid by Thomas M, D, Copyrght €008 ks Wiky & Soms, I

' Flanking iron responsive

i

Figure 215, Structure of apoferritin H-subanit mRNA.8-ALAS-2 u. IREG1
mRNA

Teszhod o Biochesmitry Wish Clonk Covrrdarions, Seash Eiition, Eulind by Thorman M. Dl Coparil © 200 hobe Wiy &k Soms, b

mANA 5T T T 13

Translatable region

Pathobiochemie des Eisenstoffwechsels

Eisenmangel:

- weltweit verbreitetster Mineralienmangel
Symptome: mikrozytare, hypochrome Anamie
(typ. f. Eisenmangel)), 16sl. Transferrinrezeptor in
Blutplasma erhoht, Plasmaferritin erniedrigt

Ursachen:
- ungentigende Aufnahme (Vegetarier, chron
Darmentzindungen)

zu grofRe Verluste (z.B. chron. Infektionen,
Parasiten, chron. Ulcus (gastrointest. Blutungen
héaufigste Ursache fiir Eisenmangel bei
Mannern in Deutschland !)

- erhohter Eisenbedarf (Schwangerschaft, Wachstum)

Kompensatorisch bis vierfache Steigerung der
Eisenaufnahme im Darm méglich.

Behandlung: Eisentabletten (oder Nagel in Apfel)
aber:

bei Parasiteninfektionen Absinken des Eisenspiegels
durch verstarkte Akkumulation in Leber =
Abwehrmechanismus!

am Ort der Infektion Eisen durch Lactoferrin (aus
neutrophilen Granulozyten) sequestriert.

Eisenlberladung:

Problem: keine gesteigerte Ausscheidung méglich
(kein Ausscheidungsmechanismus vorhanden!)

akut: Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen,
Diarrhoe; bis Coma; Leberschaden méglich;
Serumeisen erhoht, Transferrin zu >50 % gesattigt;
Behandlung mit Chelatoren (Deferoxamin)

Hamosiderose: zellulare Eisenuberladung, bei
hoher Eisenuberladung Transferrin erschopft, freies
Eisen hoch in Plasma, — verstarkte Radikalbildung,
Herz-, Leber- und Drusenschéden (Gonaden).

0s-. + Fe¥* — 0y + Fe?*

Haber-Weiss-
Hy09 + Fe* —> ,OH + OH- + Fe¥*

Reaktion,
0y + H0; — .OH + OH- + 0;  Fenton-Reaktion

Hamosiderose bei Acoeruloplasminamie oder
bei B-Thalassaemia major, weil Therapie durch
haufige Transfusionen, so schrittweise
Eisenuiberladung. Therapie: Chelatoren, um Eisen
ausscheidbar zu machen (Deferoxamin).

bes. kritisch ist Eisenuberladung in Kombination mit
Alkoholabusus (,Iron pot disease" der Bantus).
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Hamochromatosen: rel. hauf. Erbkrankheiten,
mindestens 5 Gene kdnnen mutiert sein:

Typ 1: haufigste Erbkrankheit in Nordeuropa (1:225)
HFE-Gen defekt (ein (nichtklassisches) MHC | Gen,
heterodimeres Protein, bindet aber keine Peptide),
HFE-Protein bindet an Transferrinrezeptor auf
basolateraler Membran der Enterozyten

(-feedback des Transferrin-Eisens); C282Y-Mutation
des HFE fuhrt zu fehlender Ruckkopplungs-
hemmung und so zu excessiver Eisenresorption an
Birstensaummembran.

Typ 2A: Hamujuvelin-, 2B: Hepcidin-, 3:
Transferrinrezeptorgendefekte

Typ 4:

Mutationen in Ferroportin (= IREG1 =MTP1), ein
Mitglied der DMT-family; duodenal metal
transporter), Aktivitat hochreguliert, gesteigerte
Resorption von Eisen im Darm.

Symptome: Excessive Eisenspeicherung, v.a. in der
Leber, Leber und Pankreasschaden, Diab. mellitus,
Cardiomyopathie, Pigmentierungsstoérungen,
erhdhte Gefahr schwerer Infektionen.

Therapie: Aderlal, Blutaustausch, Deferoxamin
(Chelatbildner), Alkohol meiden!

Typl-Hamochromatose durch Mutation des HFE-Gens

e
Blut T g

Transferrin . .
eruloplasmin (Cu**-haltig)

IREG1 = MTP1= limitierender Schritt

&5 —>

Ferrireduktase

=DMT1 T_
Fe** T vit.c, \ Fe***
Duodenallumen '

Cystein
verand. nach: Léffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie

Hamoglobin-Abbau

6 g/Tag!

2 Probleme: hydrophoben Porphyrinring 16sl.
machen fir Ausscheidung, Eisen bewahren.

beginnt in mononukledrem Phagozytensystem
(MPS)

erster Schritt: Erkennen und Extrahieren alter
Erythrozyten.

Wie vom MPS erkannt?:

- am geringen Sialinsduregehalt der Glykoproteine
der Erythrozytenmembran. Asialoglycoprotein-
Rezeptoren auf phagozytierenden Zellen.

- an Antikérpern und Komplemenfaktoren (v.a.C3)
auf Oberflache. Komplement-Rezeptoren auf
phagozytierenden Zellen.

wenn Hamolyse aul3erhalb MPS: Hb gelangt ins
Plasma, gebunden an Haptoglobin (in Leber
geb. a,-Globulin, Tetramer mit o,R,-Struktur)

Haptoglobin-Hb-Komplex von MPS extrahiert.

Warum Haptoglobin? Eisenverluste durch renale
Hb-Ausscheidung verhindern.

Haptoglobinkonzentration im Plasma ist ein
sensitives MaR fir intravaskulare Hamolyse.

N-Acetyl-Neuraminic Acid

= Sialinsaure
(@),.5
L
2,6 Sialic Acid 2,8 Polysialic Add
2,3 Stalic Acid L : @ + a2,3 Shalic Acid
880 2,3 Siatic Acid [_]
[ || a2,6 Sialic ,\cid\ @
®_0 “ 4 D
] Q@D
[l (o]
O =
~Asn-X-Ser/Thr~ ~Ser/Thr~

Glykoproteine, z. B. auf Zelloberflachen
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von intravasal freigesetztem Hb kann H&m
abgespalten werden, das wird gebunden an
Hamopexin (in der Leber synth. R-Globulin).
Hamopexin-Ham Komplexe von Leber extrahiert.

Wenn excessive Hamolyse und Hamopexin
erschopft, dann Ham-Bindung auch an Albumin
und so zur Leber.

aus Ham freigesetztes Eisen wird nach Oxidation
(Coeruloplasmin) an Transferrin gebunden.

weiter im Hauptweg des Hb-Abbaus:

in Zellen des MPS (RES) wird Ham von Globin
getrennt,

Globinabbau: lysosomale Proteolyse.

Ham-Abbau: (Ham nicht nur aus Hb, auch aus
anderen Hamoproteinen)

prahepatische Phase:

Ham (rot) (|3Hg CH,

Fe?*,C0 3H,0 + 3NADP*
Cytochrom P450 beteiligt
2 Hamoxigenasen:
I (MPS), Il (ZNS, Hoden) (s M

He

Hamoxygenase : 30,, 3NADPH + 3H*
Cl
Il

| A

He=0Qy

CHy Gem€  H
[o Dwi o B

“00G—CH;—CH—C—€ C~C—CH=CH,

o7

Biliverdin (griin) GHy  CHy

i
s
CI: | O
A L
HC=C c”
| N //O
CHy—G==6 H _E=6—CH,
D OnH o BN B |
~00C—CH,—CH,—C—¢C C~—C—CH=CH,
[ s
HC—G G—CH
[ C
I
Biliverdin (griin) flin CHy
[
COO0~
Biliverdinreduktase NADPH + H+
NADP+
it
a1
LA |0
HC=0C c#
CH;—G ([‘. o c/oc CH
EE H et — LH,
b Dne Hng B |
-ooc—CHz—cHz—c:tlz n ﬁ—c—CH:GH2
H,G—C/C\C—CH
- Il |l
| |
Bilirubin (orange-rot) ?Hz CHy
i1
Ccoo~

Bilirubin in Blutplasma hochaffin an Albumin
gebunden = indirektes Bilirubin
B. ist lipophiler Radikalfanger (vasoprotektiv)

hepatische Phase des Ham-Abbaus:

Bilirubinaufnahme in Leberparenchymzellen:

carriervermittelter Transport (OATP2, ein
ATP-Transporter)

Gallen-
OATP2 (OATP-C): kanalchen

Aufnahme von
konjugiertem und
nicht-konjugiertem Bilirubin

apikale

‘gap-
junction”
Membran

2 UDPGlc-

uronat ubp

Bilirubin
(8)

B B-Digl

uron
B.-glukuronyl-

basolateralg
transferase

Membran

Blutplasma Leberzelle
“gap-
junction”
MRP-2:
: Sekretion von Bilirubinmono-

MRP_Z (Multldru.g und -diglucuronid = direktes Bilirubin
resistance associated (wasserloeslich) aus der Leberzelle in
protein Typ 2, ein die Galle

ATP-Transporter)
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Bilirubin-Glukuronyltransferase: am
Endoplasmatischen Retikulum; 1 Gen, 3 mRNAs fiir 3
Isoenzyme durch alternatives Spleil3en
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Bilirubin-Diglucuronid = direktes Bilirubin
= Hauptgallenfarbstoff

Bilirubinabbau im Darm
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Pathobiochemie des Bilirubins

Bilirubin: 250 mg/d synthetisiert

Gesamtbilirubin im Blut = 2-3 mg% = 34-51 pmol/l
indir. (80 %) + dir. (20 %)

Zuviel Gesamtbilirubin im Blut: Ikterus

Erworbene Ikteren:

prahepatisch (hamolytisch): chronische Hamolyse,
(z.B. G6PDH-Mangel, Spektrinmangel)

indir. B. hoch, dir. B. kaum erhéht,
Stuhl und Harnfarbe normal
hepatisch: Zirrhose, Hepatitis, Chloroform
indir. B. hoch, Stuhl hell, Harnfarbe normal

gruppiert nach Ursache:
Bilirubinaufnahmestor. (Absorptionsikterus)
Konjugationsstor. (Konjugationsikterus)
Bilirubinabgabe (Ausscheidungsikterus)

posthepatisch: Gallenstein, Tumor
dir. B. hoch, Stuhl hell, Harn dunkel

Neugeborenenikterus: ungentgende Induktion
der Glukuronyltransferase, Rh-Unvertraglichkeit
mild: physiologisch, stark: pathologisch

Gefahr: Kernikterus (subthalamische Kerne) weil
Blut-Hirnschranke unreif

Therapie: Phototherapie (Photobilirubin Uber Galle
ausscheidbar), Barbiturate, Austauschtransfusion.

Erbliche Stérungen des Bilirubinstoffwechsels:

Crigler-Najjar-Syndrom:
Ursache: Gendefekte der Glukuronyltransferase

2 Formen, schwer: keine Glukuronyltransferase
Kernikterus), leichter: Monoglukuronyl-Bilirubin
(Ikterus), Therapie mit Phenobarbital.

Mb. Meulengracht (= Gilbert Syndrom),

relativ haufig (3-10 % der Bevolkerung!)

indir. Bilirubin mild erhéht, v.a. nach Fasten oder
korperl. Belastung

Ursache: TA-Einschiibe in TATA-Box des
Glucuronyltransferase-Gens
Dubin-Johnson- und Rotor-Syndrom:
MRP2-Gendefekte
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