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Eine automatisierte Bestimmungsmethode der Hämoglobin-Bindungskapazität des Serums mit dem System Wasserstoffperoxid — sal-
petrige Säure wird beschrieben. Die Nitritkonzentration wird kolorimetrisch bestimmt, Konzcntrationsminderungen sind dem Hapto-
globingehalt direkt proportional. Beim Vergleich der Methode mit der von TARUKOSKI (10) angegebenen zeigt sich eine gute Überein-
stimmung. Das Vorkommen von Seren mit Inhibitoren gegen den Hämoglobin-Haptoglobin-Komplex wird nachgewiesen. Normalwerte
werden angegeben.

automated method for the determination of haptoglobin

An automated method is described for the colorimetric determination of serum haptoglobin, based on the measurement of its peroxidase
activity with the system hydrogen peroxide — nitrous acid. The results are in good agreement with those from the method of TARUKOSKI
(10). Normal values are presented.

Zur Bestimmung des Haptoglobin (Hp)-Gehaltes des
Serums sind zahlreiche Methoden beschrieben, worden.
Von immunologischen Verfahren (l—3) abgesehen,
sind es einmal elektrophoretische Bestimmungsme-
thoden (4—6), die die größere Wanderungsgeschwin-
digkeit des Hämoglobin-Haptoglobin-Komplexes (Hb-
Hp) im Vergleich zu freiem Hämoglobin (Hb) aus-
nutzen, zum anderen Methoden, die auf der höheren
Peroxydase-Aktivität des Hb-Hp-Komplexes im Ver-
gleich zu freiem Hb beruhen (7—10).
Im allgemeinen sind elektrophoretische Methoden
zeitraubender, jedoch technisch einfacher als die auf
Messung der Peroxydase-Aktivität beruhenden Ver-
fahren. Durch Anwendung der Agargelhochspannungs-
elektrophorese (11) oder durch Elektrophorese auf
Membranfolien (12) wurde die Elektrophoreselaufzeit
wesentlich verkürzt; -die Schwierigkeiten bei den die
Peroxydase-Aktivität messenden, manuellen Methoden
hat man durch deren Automatisation (13—15) zu
mindern versucht.
Ziel dieser Untersuchung war es, ein System zu finden,
das mit relativ haltbaren Reagenzien arbeitet, ohne ein
sehr teures Alkylperoxid auskommt und für Serien-
analysen geeignet ist.
Die im folgenden beschriebene Methode fußt auf einer
Veröffentlichung von B. CHANCE (16). Danach ist bei
Gegenwart von Peroxydasen die Umsetzungsgeschwin-
digkeit von Wasserstoffperoxid (H2O2) mit salpetriger
Säure (HNOg) wesentlich 'größer als die mit Alko-
holen. — Die Nitritkonzentration läßt sich kolori-
metrisch nach dem Prinzip der BRATTON-MARSHALL-
Reaktion bestimmen (17). Die Einwirkung des Hb-
Hp-Komplexes und in weit geringerem Maße auch die
von freiem Hb auf das System H2O2-HNO2 bewirkt
eine Verringerung der Ausgangskonzentration des
Nitrits und damit eine Extinktionsabnahme, welche in
weiten Bereichen der Hämoglobin-Bindungskapazität
des Haptoglobins direkt proportional ist.

Substanzen und Methodik
Alle Reagenzien wurden von Fa. E. Merck-Darmstadt in p. a.-
Qualität bezogen.
1. Acetat-Puffer (18) O,!M; pH 4,20; 0,4M an NaCl: 736 m/
0,2M Essigsäure + 264 m/ 0,2.M Natriumacetat + l / 0,8.\i NaCl.
(Der NaCl-Zusatz bewirkt eine pH-Minderung um 0,12).
2. Wasserstoffperoxid 0,98 bzw. 4,9 mM
0,1 bzw. 0,5 m/ einer 30proz. (w/w) H2O2-Lösung (Perhydrol)
mit demineral. Wasser auf l / auffüllen. Täglich frisch bereiten.
3. Natriumnitrit 0,3 mM
20,7 mg NaNO2 mit demineral. Wasser auf l / lösen. Mehrere
Wochen verwendbar.
4. Sulfanilsäure 11,55 mM
2 g Sulfanilsäure in l / 30 proz. (v/v) Essigsäure lösen (Magnet-
rührer). Unbegrenzt haltbar.
5. N-[Naphthyl-(l)]-äthylendiammoniumdichlorid 3,43 mM
200 mg des Salzes mit demineral. Wasser auf 200 m/ lösen. Im
Kühlschrank aufbewahrt mehrere Wochen verwendbar.
6. NatriumchJorid 0,154M (physiol. NaCl-Lösung).
7. Kaliumhexacyanoferrat-[III] 40 mM. Im Dunkeln aufbewahren.
8. Methämoglobin (400 mg/100 m/).

Die Herstellung der Hämoglobinlösung erfolgte nach der von
NYMAN (5) angegebenen Modifikation der Methode von McQuAR-
RIE und BENIAMS (19).
l Volumen Erythrocyten (vom Menschen) — mit 0,154M NaCl-
Lösung gewaschen, bis sich mit einer der üblichen Eiweißfällungs-
methoden keine Trübung der Waschflüssigkeit mehr nachweisen
läßt — wird mit 2 Volumina demineral. Wasser hämolysiert.
Durch Ansäuern der Lösung mit O,!N HCl auf pH 5,8 ± 0,1 und
anschließendes Zentrifugieren werden die Zellmembranen ab-
getrennt. Die Lösung wird darin mit O,!N NaOH auf pH 7,1 i 0,1
neutralisiert und die nochmals auftretende sehr kleine Nieder-
schlagsmenge abzentrifugiert. Diese Hb-Lösung, deren Gehalt
bei ungefähr 5 g/100 m/ liegen sollte, wird in Portionen zu etwa
5 m/ bei —23° aufbewahrt.
Nach dem Auftauen und evtl. nochmaligem Zentrifugieren wird
der Hb-Gehalt nach der Hämiglobin-Cyanid-Methode genau
bestimmt, und die Anzahl m/, die zur Herstellung von 50 m/
einer 400 mg/100 m/-Lösung erforderlich sind, berechnet. In
einen 50 m/ Meßkolben pipetticrt man 0,5 m/ der 40 nur
K3[Fe(CN)e]-Lösung, die berechneten m/ der Hb-Lösung und
füllt mit 0,154M NaCl-Lösung zur Marke auf.
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Abb. l
Fließschema für die Haptoglobinbestimmung. Volumenverhältnisse
im Reaktionsansatz: Puffer: Peroxid: Nitrit: MetHb: Serum =

2:1:1:0,2:0,2

Apparatur
Es wurde das Auto-Analyzer-System der Fa. Technicon mit fol-
genden Einheiten verwendet: Probenwechsler II, Proportionier-
pumpe , Dialysator, Kolorimeter (540 nm) und Registrierein-
richtung. Das Fließschema zeigt Abbildung 1.

Anmerkungen
Es hat sich ein Kamm (30 l/l) mit längerer Zwischenspülzeit als
zweckmäßig erwiesen, da aufeinanderfolgende Peaks unter-
schiedlicher Höhe ohne Schwierigkeit ausgemessen werden
können. — Das Zustandekommen eines einwandfreien Blasen-
musters bei H 0 ist für die Beschaffenheit der Peaks entscheidend. —
Eine Veränderung der Basislinie im Laufe einer Analysenfolge
kommt nicht vor, da die Methode mit Dialyse arbeitet und so die
Küvetce von allmählich auftretendem Belag frei bleibt. — Die
Zeit vom Einsaugen der Probe bis zum Erscheinen des Peaks auf
dem Registrierpapier beträgt etwa 9 Min. — Die Umrechnung
von der auf dem Registrierpapier angegebenen Transmission

[%] in Extinktionsunterschiede , erfolgt nach der Formel:
/IE = log% — log% Tßasis·

Vorgehen bei Serienanalysen
Man setzt zunächst die PufTer-, Peroxid- (0,98 HIM), Sulfanilsäure-,
N-[Naphthyl-(l)]-äthylendiammoniumdichlorid-Lösung und an-
statt MetHb 0,1 54M NaCl-Lösung ein und justiert das Kolori-
meter auf E = 0. Danach läßt man die Nitrit-Lösung eingehen.
Die Extinktion soll dann zwischen 0,9 und 1,0 liegen. Schließlich
tauscht man die 0,154M NaCl- gegen die MetHb-Lösung aus und
wartet, bis sich die neue Basislinie nach 3 — 4 Min. stabilisiert hat.
Dann startet man den Probenwechsler.

Ergebnisse und Diskussion
Zur Wahl der Reaktionsbedingungen
In einem idealen System sollte nur der Hb-Hp-Komplex
katalytisch eine Beschleunigung des Reaktionsablaufes
bewirken, freies Hämoglobin dagegen nicht. Auch das
hier angewandte System ist nicht ideal, deshalb müssen
die Bedingungen so gewählt werden, daß die Eigen-
aktivität des Hämoglobins möglichst klein bei mög-
lichst großer Aktivität des Hb-Hp-Komplexes bleibt.
Das Verhältnis der Aktivitäten ist zu beeinflussen durch:
1. pH der Pufferlösung
Wie Abbildung 2 zeigt, ist der durch den Hb^Hp-
Komplex (Hb-Bindungskapazität 80 mg/ 1 00 m/) her-
vorgerufene Extinktionsunterschied über den unter-
suchten pH-Bereich nahezu konstant, während MetHb
(400 mg/100 m/) mit steigendem pH eine starke Zu-

Ü3.6

Abb. 2
Extinktionsuntefschiede bei variiertem pH des O,!M Acetat-Puffers,
0.4M an NaCI. bewirkt durch den MetHb-Hp-Komplex (Hb-Bindungs-
kapazität 80 mg/100 ml) x bzw. durch MetHb (400 mg/100 n?/)

o :<>. 0,98 mM Peroxid^, 0,3 mM Natriumnitritlösung

0,182 0,273
[NaClJ IM]

0,364 55

Abb. 3
Extinktionsunterschiede bei Variation der NaCl-Molarität (Abszisse:
Endkonzentrationen im Reaktionsgemisch) des 0,1 M Acetat-Puffers,

pH 4,2. Übrige Bedingungen wie in Abb. 2

nähme von und damit der Aktivität erkennen läßt.
Unter pH 4 wirkt sich die zunehmende Säuredena-
turierung des MetHb störend aus (vgl. eine jüngst
beschriebene Methode (20)).

2. NaCl-Konzentration der Pufferlösung
Abbildung 3 zeigt, daß Zusatz von NaCl zum Puffer
die Eigenaktivität von MetHb wesentlich herabsetzt.
Die optimale NaCl-Konzentration ist mit 0,1 82 Mol//
im Reaktionsgemisch erreicht.

3. Wasserstofrperoxidkonzentration
Für die Reaktion dieses Systems

HNO H2O2

wäre eine der Nitrit- äquimolare Peroxidmenge theo-
retisch ausreichend. Eine genügende Empfindlichkeit
erhält man jedoch erst bei höheren Peroxidkonzen-
trationen (s. Abb. 4).
Bei weiterer Steigerung der Peroxidkonzentration tritt
ab etwa 5,4 mM für den Hb-Hp-Komplex wieder eine
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Abb. 4
Extinktionsunterschiede bei Variation der Wasserstoffperoxidkonzen-
tration (Abszisse: log. Einteilung, Endkonzentrationen im Reaktions-
gemisch). 0,1 M Acetat-Puffer pH 4,2; 0,4w an NaCl. Übrige Bedin-

gungen wie in Abb. 2

Verminderung von ATL, also eine Abnahme der Ak-
tivität, ein.

Zar Wahl von Methämoglobin
NYMAN (5) und andere Autoren wiesen nach, daß Hb
und MetHb bei der Kopplung an Haptoglobin iden-
tische Peroxydase-Aktivitäten entfalten. In dem hier
beschriebenen System .tritt jedoch beim Arbeiten mit
Hb eine weitere Nitrit-verbrauchende Reaktion auf, die
bei Verwendung von MetHb unterbleibt. — Bei
Prüfung des Systems ohne Wasserstoffperoxid findet man
bei der Untersuchung von hämolysefreien Seren einen
Nitritverlust von etwa l — 2% im Vergleich zu protein-
freien Lösungen, der dadurch eintritt, daß Nitrit-
Moleküle in der Proteinstruktur haften bleiben und
nicht die Dialyse passieren. (Für die Haptoglobin-
bestimmung ist dies bedeutungslos, da in den Standard-
seren der gleiche Effekt auftritt.) Untersucht man aber
hämolytische Seren oder Hb-Lösungen, so treten dem
Hb-Gehalt entsprechend größere Nitrit-Verluste auf,
sie unterbleiben, wenn man das Hb-Fe2+ vorher mit
K3[Fe(CN)6] oxydiert. Offensichtlich wird Nitrit für
einen etwa folgendermaßen zu formulierenden Vorgang
verbraucht:

Fe2 NO + Fe3+ 3H2O.2H30+
Es läßt sich weiterhin zeigen, daß sich diese Reaktion
innerhalb sehr kurzer Zeiten in quantitativ gleichem
Ausmaß sowohl für Hb als auch für den Hb-Hp-
Komplex abspielt, was ein weiterer Beweis für die
allgemeine Ansicht sein mag, daß das Häm bei der
Kopplungsreaktion zwischen Hb und Hp unbeteiligt
bleibt.

Die Ermittlung der Hämoglobin-Bindungs-
kapazität von Standardseren
Überschüssig anfallende, hämolysefreie Seren von
Patienten werden gesammelt. Die Hb-Bindungskapa-
zität so gewonnener Poolseren pflegt zwischen 100 bis
200 mg/100 m/ zu liegen. (Seren von gesunden Personen
sind wegen des zu niedrigen Titers weniger geeignet.)

Die Standardisierung kann erfolgen:
1. durch Titration mit steigenden Methämoglobin-
mengen. Vorgehen: Von der genau 400 mg/100 m/
enthaltenden MetHb-Lösung stellt man sich durch Ver-
dünnen mit 0,154M NaCl MetHb-Lösungen der Kon-
zentrationen 40, 80, 120 usw. mg/100 m/ her und setzt
diese in den Probenwechsler. In Schlauch 7 läßt man das
zu standardisierende Serum eingehen. Bei graphischer
Darstellung der erhaltenen Extinktionsunterschiede
gegen die entsprechenden MetHb-Konzentrationen
erhält man zwei sich schneidende Geraden (s. Abb. 5).
Der Schnittpunkt entspricht der MetHb-Konzentration,
bei der die Bindungskapazität des Haptoglobins erschöpft
ist. Die geringe Steigung der zweiten Geraden ist auf die
kleine Eigenaktivität des MetHb zurückzuführen.
2. durch Titration mit steigenden Serummengen bei
konstanter MetHb-Konzentration. Dieses Vorgehen
entspricht im Prinzip JAYLES Saturations-Methode. Von
dem zu standardisierenden Serum stellt man sich mit
0,154M NaCl eine Verdünnungsreihe mit 0,1, 0,2 usw.
m/ Serum auf 1,0 m/ her und setzt diese in den Proben-
wechsler. Die MetHb-Konzentration (Schlauch 7) muß
kleiner sein als die zu erwartende Hb-Bindungskapa-
zität, zweckmäßig 80 oder 100 mg/100 m/. Es ergeben
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Abb. 5
Standardisierung eines Poolserums durch Titration mit steigenden

MetHb-Mengen. 0,98 mM H2O2-Lösung
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Abb. 6
Standardisierung eines Poolserums durch Titration mit steigenden
Serummengen. 4,9 mM H2O3-Lösung. Berechnung der Hb-Bindungs-

kapazität(Hb-Bk):
Hb— Bk 144 mg/100 ml-~~

Abszisse: Relative Serummenge (m/ Serum im Gesamtvolumen von
1,0 m/)
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sich bei der graphischen Darstellung von gegen die
Serumverdünnungen wieder zwei sich schneidende
Geraden (Abb. 6); der Schnittpunkt entspricht der
Serummenge, bei der die vorgelegte MetHb-Menge
gerade verbraucht ist. Die Hämoglobin-Bindungs-
kapazität (Hb-Bk) berechnet sich dann wie folgt:

vorgelegtes Hb [mg/100 m/]. 1,0 [m/]
Hb-Bk [mg/100 m/]= austitrierte Serummenge [m/]

Tabelle l zeigt die Ergebnisse der Titrationen einiger
Standardseren mit den eben beschriebenen zwei Ver-
fahren, dazu die bei Anwendung der Serienanalyse
dieser Methode (s. unter „Serienanalysen") erhaltenen
sowie die Ergebnisse nach der Methode von TARU-
KOSKI1).

Tab. l
Ergebnisse der Titrationen einiger Standardseren

diese Methode M!a,>v,
Standard-

serum
MetHb-
Titration

Serum-
Titration

Serienanalyse, TARUKOSKIMB als Standard AARUKOSKI ;
Hämoglobin-Bindungskapazität (mg/100

A
B
C
D
E
F

182
166
163

—\ 145
190

179
161
166
76

144
187

—/
158
67

145
202

m/)

180
159
158
62

135
190

Die Standardseren wurden bei — 23° aufbewahrt. Bei
einmaligem Auftauen nach 8 Monaten ließ sich keine
Veränderung der Hb-Bindungskapazität nachweisen.
Für die Untersuchung einer größeren Anzahl von
Proben sind die oben beschriebenen Verfahren wegen
der relativ großen benötigten Serummenge, der zeit-
raubenden Pipettier- und graphischen Auswertungs-
arbeit gleichermaßen ungeeignet.

Serienanalysen
Ist eine größere Anzahl von Proben zu untersuchen,
geht man analog JAYLES Aktivationsmethode vor, d. h.,
man läßt die Seren stets mit einem Überschuß an
MetHb reagieren. Um primär einen möglichst großen
Bereich zu erfassen, werden etwa 400 mg MetHb/
100 ml eingesetzt, so daß sich Seren bis zu einer Hb-
Bindungskapazität von etwa 300 mg/100 m/ bestimmen
lassen, da bis dahin das LAMBERT-BEE R sehe Gesetz
gilt (s. Abb. 7). Seren mit noch höheren Titern müssen
verdünnt werden. Bei der Berechnung der Hb-Bin-
dungskapazität (Hb-Bk) geht man von den in der
Probenfolge mitgeführten Standardseren (s. oben) aus.
Der Haptoglobingehalt der unbekannten Proben be-
rechnet sich dann wie folgt:
Hb — Bkp r ...- m 1

0.7
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0.5

0,3

0,2

0.1

l ' . » IU0 31 63 94125156188219250 313 375 438 500 563 625 -
Hb-BindungskopQzität [mg/100ml]

Abb. 7
Titration der Verdünnungsreihe eines Serums mit der Hb-Bindungs-
kapazität 625 mg/100 ml bei 400 mg/100 ml vorgelegtem MetHb. Das
LAMBERT-BEER sehe Gesetz gilt bis zu der Hb-Bindungskapazität von

etwa 300 mg/100 ml
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J
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— probe TT1 1 r ...
[mg/100 m/] = Hb-BkStandard [mg/100 m/]

Der Faktor f lag während einer Untersuchungs reihe bei
460 ± 35 (2sR), während einer zweiten bei 390; zu

i) Die Bestimmungen nach der Methode von TARUKOSKI wurden
im ehem. Zentrallaboratorium, Allmänna Sjukhuset, Malmö
(Direktor: Prof. Dr. C. B. LAURELL) ausgeführt.

Abb. 8
Vergleich der nach dieser Methode ermittelten Hb-Bindungskapazi-
täts-Werte mit denen nach der Methode von TARUKOSKI1) ermittelten

Abweichungen tragen am stärksten Veränderungen der
H2O2-Lösung bei. Die Reproduzierbarkeit der Stan-
dards, an beliebiger Stelle in einer Analysenfolge ge-
setzt, ist sehr hoch (V. K. = 1,1% im Bereich der
Hb-Bindungskapazität von 160 mg/100 m/, vgl. auch
Abb. 9).
Beim Vergleich dieser Methode mit der von TARUKOSKI1)
zeigt sich eine gute Übereinstimmung (s. Abb. 8).
Abbildung 9 zeigt eine Analysenfolge mit-dem Stan-
dardserum B und verschiedenen Verdünnungsgraden
desselben (die Zahlen geben die Hb-Bindungskapazität
in mg/100 m/ an), dazu einige pathologische und nor-
male Seren. H. A. bezeichnet das Serum eines Patienten
mit einer hämolytischen Anämie (Sphärocytosis here-
ditaria), das erwartungsgemäß keine Aktivität zeigt. Es
folgt ein Serum mit hoher Hb-Bindungskapazität P*
von einem Patienten mit einer Pneumonic. Dieses
Serum zeigte eine deutliche Hämolyse. Mit N* ist das
stark hämolytische, aus der Nabelschnur gewonnene
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Als Abscklußband erscheint:

Neuere Methoden der präparativen
organischen Chemie Band VI
Herausgegeben von Wilhelm Foerst

Über dieses Buch:
Mit dem vorliegenden Band VI wird die
Reihe abgeschlossen. Sie brachte und bringt
Methoden, die für die präparative Chemie
klassisch geworden sind. Den in diesen
Bänden veröffentlichten Aufsätzen liegen
Arbeiten namhafter Autoren zugrunde, die
zuerst in der Zeitschrift „Angewandte
Chemie" erschienen sind. Gegenüber der
dort abgedruckten Fassung sind alle Beiträge
erweitert und auf den neuesten Stand ge-
bracht worden.
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Köhne: Automatisierte Haptoglobinbestimmungsmethode 653

4 8 1 6 3 2 (B 6480160 HA. P* N* N 160160

80 160 HA P* N* N 160 160 BS ME6.NEG.64 160 160

Tab. 2
Hämoglobin-Bindungskapazität Hb-Bk (mg/100 m/) der in Abb. 9 ge-

zeigten Seren

Abb. 9
Probenfolge von Seren mit bekannter Hb-Bindungskapazität (Zahlen),
pathologischen und normalen Seren. — Oben: MetHb 400 mg/100 m/,
0,98 IHM HzO2-Lösung. — Unten: MetHb 100 mg/100 m/, 4,9 mM

HaOs-Lösung. (Erläuterungen s. Text.)

Serum eines Neugeborenen bezeichnet, mit N ein auf die
gleiche Weise gewonnenes hämolysefreies Serum eines
Neugeborenen. Im letzteren Fall findet man erwartungs-
gemäß eine Hb-Bindungskapazität nahe Null.
Hämolytiscbe Seren (in Abb. 9 mit * bezeichnet) würden
je nach Hämolysegrad eine fälschlich erhöhte Hb-
Bindungskapazität vortäuschen, wenn man die Hämolyse
unberücksichtigt ließe. — Vorgehen bei hämolytischen
Seren: Man setzt anstelle von MetHb (Schlauch 7)
0,154M NaCl und zieht den so erhaltenen Leerwert von
dem mit MetHb erhaltenen Extinktionsunterschied ab,
bevor man mit dem Faktor f multipliziert. Der so
erhaltene Wert gibt annähernd die Menge des noch Hb-
bindungsfähigen Haptoglobins an. Außer bei hämo-
lytischen sollte auch bei bilirubinhaltigen Seren, in
denen der Hämolysegrad schwer zu beurteilen ist, so
verfahren werden.
Das Serum eines gesunden Blutspenders ist in Abbildung
9 mit BS bezeichnet. Dann folgt ein Serum (NEG),
dessen Peak unter die Basislinie abfällt. (Bei Abwesen-
heit von MetHb — Leerwert — wird keine Negativität
beobachtet.) Das Auftreten sog. negativer Seren> d. h.
Seren, in denen die Aktivität kleiner ist als die des vor-
gelegten MetHbs, ist aus Untersuchungen mit JAYLES
System bekannt (5). Die Frage liegt nahe, ob durch
Inhibitoren die Formierung des Hb-Hp-Kornplexes in
der Spirale (116—103—1) verhindert wird oder ob die
Inhibitoren gegen den formierten Hb-Hp-Komplex
wirksam werden. Geht man von im Reagenzglas prä-
formiertem Hb-Hp aus (80 mg/100 m/); so findet man
bei 1:1 Verdünnung mit 0,154M NaCl erwartungs-
gemäß eine Hb-Bindungskapazität von 40 mg/100 m/,
nach Zusatz des NEG-Serums im gleichen Verhältnis
aber nur 14 mg/100 m/. Abbildung 9 zeigt, wie das
Serum BS nach Vermischen mit der gleichen Menge
des NEG-Serums seine Aktivität vollständig verliert
(BS/NEG). (Wegen der zu geringen Zahl zur Ver-
fügung stehender negativer Seren konnten quanti-
tative Verhältnisse nicht näher untersucht werden.) Die
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Befunde beweisen jedoch, daß es Seren mit Inhibitoren
nicht nur gegen freies Hb, sondern auch gegen den
Hb-Hp-Komplex gibt.
Die Werte der nach Gleichung (1) berechneten Hb-
Bindungskapazität der Seren von Abbildung 9 (obere
Reihe) finden sich in Tabelle 2.

Vorgeben bei Seren mit einer Hb-Bk unter WO mg\1QQ ml.
Bei Einschränkung des Untersuchungsbereiches auf
Seren mit niedrigem Haptoglobingehalt läßt sich die
Empfindlichkeit der Methode auf verschiedene Weise
steigern, am einfachsten durch die Erhöhung der
H2O2-Konzentration. Abbildung 9 (untere Reihe)
zeigt die gleiche Serenfolge wie zuvor beschrieben, nur
daß anstelle von 400 mg/100 m/ jetzt 100 mg/100 m/
MetHb und anstelle der 0,98 im-i die 4,9 mM H2O2-
Lösung gesetzt wurde. Das Standardserum mit der
Hb-Bindungskapazität von 4 mg/1 00 m/ liefert jetzt
einen deutlichen Peak. Es ist jedoch zu beachten, daß
die Eichgerade nicht durch den Nullpunkt geht und
daß mehrere Standards mitzuführen sind, um die
Konstante a für Gleichung (2) graphisch ermitteln zu
können (s. Abb. 10). Auch die Bestimmung der Hb-
Bindungskapazität (Hb-Bk) unbekannter Proben er-
folgt am einfachsten aus der graphischen Darstellung
(vgl. Tab. 2). Folgende Beziehung gilt für einen großen
Bereich :

Tn «t **k — Bkstandard . . ,ON
Hb-Bkprobe = -T? --- (A Eprotoe — a) (2)

— a

Da nur 1 00 mg/1 00 m/ MetHb eingesetzt wurden,
sollten die höchsten zu erwartenden Werte für die
Hb-Bindungskapazität etwa den gleichen Zahlenwert
haben. Höhere Werte findet man bei hämolytischen
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Abb. 10 1
Graphische Darstellung zur Ermittlung von Hb-Bindungskapazitäts-
Werten < 100 mg/ 100 ml und der Konstanten a. Eichwerte aus Abb. 0.5

9, untere Reihe

Seren (P*, N* in Abb. 9). Die Wichtigkeit der Leer-
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1. 1 1 1 1 1 1 1wertssubtraktion bei hämolytischen Seren wird so
nochmals deutlich.

Normalwerte
Für die Aufstellung von Normalwerten wurden will-
kürlich Seren von Personen ausgewählt, die an einer
Reihenuntersuchung in Eskilstuna bzw. an einer
Reihenuntersuchung von Bauarbeitern teilgenommen
hatten. Diese Personen wurden ärztlich untersucht und
folgende Laboratoriumsuntersuchungen wurden vor-
genommen: SMA7 (Leukocyten, Hämatokrit, Hb,
Erythrocyten, Mean corpuscular-volume (MCV), Mean
corpuscular hemoglobin (MCH), Mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHQ); SMA 12 (Ge-
samtcholesterin, Calcium, anorg. Phosphat, Gesamt-
bilirubin, Albumin, Gesamteiweiß, Harnsäure, Harn-
stoff, Glucose, alkal. Phosphatase, Lactat-Dehydro-
genase, Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase); ei-
weißgebundenes Jod (FBI), Serumeisen und Trans-
ferrin. Hb-Bindungskapazitäts-Werte, erhalten aus Seren
von Personen, die bei obigen Untersuchungen einen
pathologischen Befund zeigten, wurden vor der sta-

20-39 40-59 60-79 80-99 100-119 120-139 140-199 160-179
Hb-Bindungskopozitot [mg/100ml]

Abb. 11
Darstellung des Normalmaterials auf Wahrscheinlichkeitspapier. Or-

dinate: kumulative Häufigkeit, Abszisse: Klassen

Tab. 3
Normalwerte der Hämoglobin-Bindungskapazität (Hb-Bk)

Gesamt
er
9

N

104
54
50

Alter (J.)

30—70
30—68
45—70

Isx
(rag/ 100 mi)

95 39
98 40
92 38

tisüschen Berechnung eliminiert. Die so erhaltenen
Normalwerte finden sich in Tabelle 3.
Eine Differenzierung in genetische Haptoglobintypen
konnte nicht vorgenommen werden; das Gesamt-
material verhält sich wie eine echte Normalverteilung
(Abb. 11).

B. VON PORAT, M. D., danke ich für die wettvollen Hinweise,
Ing. D. HORVATH für das Anfertigen der graphischen Darstel-
lungen.
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