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Eine automatisierte Bestimmungsmethode der Himoglobin-Bindungskapazitit des Serums mit dem System Wasserstoffperoxid — sal-
petrige Siure wird beschrieben. Die Nitritkonzentration wird kolorimetrisch bestimmt, Konzentrationsminderungen sind dem Hapto-
globingehalt direkt proportional. Beim Vergleich der Methode mit der von TAruxoskr (10) angegebenen zeigt sich eine gutc Uberein-
stimmung. Das Vorkommen von Seren mit Inhibitoren gegen den Himoglobin-Haptoglobin-Komplex wird nachgewiesen. Normalwette

werden angegeben.

An 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 agrecment 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 (1—3) abgesehen,
sind es einmal elektrophoretische Bestimmungsme-
thoden (4—6), die die gréBere Wanderungsgeschwin-
digkeit des Himoglobin-Haptoglobin-Komplexes (Hb-
Hp) im Vergleich zu freiem Himoglobin (Hb) aus-
nutzen, zum anderen Methoden, die auf der hdheren
Peroxydase-Aktivitit 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-Aktivitit beruhenden Ver-
fahren. Durch Anwendung der Agargelhochspannungs-
elektrophorese (11) oder durch Elektrophorese auf
Membranfolien (12) wurde die Elektrophoreselaufzeit
wesentlich verkiirzt; die Schwierigkeiten bei den die
Peroxydase-Aktivitit 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 fiir Serien-
analysen geeignet ist.

Die im folgenden beschriebene Methode fuflt auf einer
Veroftentlichung von B. CHANCE (16). Danach ist bei
Gegenwart von Peroxydasen die Umsetzungsgeschwin-
digkeit von Wasserstoffperoxid (H,O,) mit salpetriger
Siure (HNO,) wesentlich 'groBer als die mit Alko-
holen. — Die Nitritkonzentration 1iBt sich kolori-
metrisch nach dem Prinzip der BRATTON-MARSHALL-
Reaktion bestimmen (17). Die Einwirkung des Hb-
Hp-Komplexes und in weit geringerem Mafle auch die
von freiem Hb auf das System H,0,HNO, bewirkt
eine Verringerung der Ausgangskonzentration des
Nitrits und damit eine Extinktionsabnahme, welche in
weiten Bereichen der Himoglobin-Bindungskapazitit
des Haptoglobins direkt proportional ist.
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Substanzen und Methodik

Alle Reagengien wurden von Fa. E. Merck-Darmstadt in p. a.-
Qualitit bezogen.

1. Acetat-Puffer (18) 0,1s; pH 4,20; 0,4: an NaCl: 736 m/
0,2m Essigsidure + 264 m/ 0,2y Natriumacetat + 1/ 0,8m 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/ ciner 30proz. (w/w) H,0,-Lésung (Perhydrol)
mit demineral. Wasser auf 1/ auffiillen. Tiglich frisch bereiten.

3. Nattriumnitrit 0,3 mm
20,7 mg NaNO, mit demineral. Wasser auf 1/ l6sen. Mehrere
Wochen verwendbar.

4. Sulfanilsdure 11,55 mm
2 g Sulfanilsdure in 1/ 30 proz. (v/v) Essigsiure 16sen (Magnet-
rithrer). Unbegrenzt haltbar.

5. N-[Naphthyl-(1)]-dthylendiammoniumdichlorid 3,43 mm
200 mg des Salzes mit demineral. Wasser auf 200 m/ l6sen. Im
Kiihlschrank aufbewahrt mehrere Wochen verwendbar.

6. Natriumchlorid 0,154m (physiol. NaCl-Losung).
7. Kaliumhexacyanoferrat-[III] 40 mum. Im Dunkeln aufbewahren.
8. Methimoglobin (400 mg/100 m/).

Die Herstellung der Himoglobinlisnng erfolgte nach der von
Nyman (5) angegebenen Modifikation der Methode von McQUAR-
RIE und Benrams (19).

1 Volumen Etythrocyten (vom Menschen) — mit 0,154y NaCl-
Lésung gewaschen, bis sich mit einer der iiblichen EiweiBfillungs-
methoden keine Triibung der Waschfliissigkeit mehr nachweisen
1iBt — wird mit 2 Volumina demineral. Wasser himolysiert.
Durch Ansiuern der Lésung mit 0,1 HCl auf pH 5,8 4 0,1 und
anschlieBendes Zentrifugieren werden die Zellmembranen ab-
getrennt. Die Lésung wird dadn mit 0,1N NaOH auf pH 7,1 4 0,1
ncutralisiert und die nochmals auftretende sehr kleine Nieder-
schlagsmenge abzentrifugiert. Diese Hb-Losung, deren Gehalt
bei ungefihr 5 g/100 m/ liegen sollte, wird in Portionen zu ctwa
5 m/ bei —23° aufbcwahrt.

Nach dem Auftauen und evtl. nochmaligem Zentrifugieren wird
der Hb-Gehalt nach der Himiglobin-Cyanid-Methode genau
bestimmt, und dic Anzahl m/, dic zur Herstellung von 50 m/
einer 400 mg/100 m/-Lésung crforderlich sind, berechnet. In
einen 50 m/ MeBkolben pipetticrt man 0,5m/ der 40 mnm
K [Fe(CN)g]-Losung, dic betechneten m/ der Hb-Losung und
fiillt mit 0,154 NaCl-Lésung zur Macke auf.
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FlieBschema fiir die Haptoglobinbestimmung. Volumenverhdltnisse
imI Reaktionsansatz: Pufzfexl':1 gezro(;(izd:Nltnt:MetHb:Serum =
:1:1:0,2:0,

Apparatur

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

Anmerkungen

Es hat sich ein Kamm (30 1/1) mit lingerer Zwischenspiilzeit als
zweckmiBig ‘erwiesen, da aufeinanderfolgende Peaks unter-
schiedlicher Hohe ohne Schwierigkeit ausgemessen werden
konnen. — Das Zustandekommen eines einwandfreien Blasen-
musters bei HO ist fiir die Beschaffenheit der Peaks entscheidend. —
Eine Verinderung der Basislinie im Laufe einer Analysenfolge
kommt nicht vor, da die Methode mit Dialyse arbeitet und so die
Kiivette von allmihlich auftretendem Belag frei bleibt. — Die
Zeit vom Einsaugen der Probe bis zum Erscheinen des Peaks auf
dem Registrierpapier betrigt etwa 9 Min. — Die Umrechnung
von der auf dem Registrierpapier angegebenen Transmission
T [%)] in Extinktionsunterschiede AE erfolgt nach der Formel:
4E = log% Tprobe — log% Tgasis-

Vorgehen bei Serienanalysen

Man setzt zunichst die Puffer-, Peroxid-(0,98 mm), Sulfanilsiure-,
N-[Naphthyl-(1)]-ithylendiammoniumdichlorid-Lésung und an-
statt MetHb 0,154s NaCl-Losung ein und justiert das Kolori-
meter auf E = 0. Danach li8t man die Nitrit-Losung eingehen.
Die Extinktion soll dann zwischen 0,9 und 1,0 liegen. SchlieBlich
tauscht man die 0,154m NaCl- gegen die MetHb-Lésung 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 Himoglobin dagegen nicht. Auch das
hier angewandte System ist nicht ideal, deshalb miissen
die Bedingungen so gewihlt werden, daB die Eigen-
aktivitit des Himoglobins moglichst klein bei mog-
lichst groBer Aktivitit des Hb-Hp-Komplexes bleibt.
Das Verhiltais der Aktivititen ist zu beeinflussen durch:

1. pH der Pufferlésung

Wie Abbildung 2 zeigt, ist der durch den Hb-Hp-
Komplex (Hb-Bindungskapazitit 80 mg[100 m/) her-
vorgerufene Extinktionsunterschied iiber den unter-
suchten pH-Bereich nahezu konstant, wihrend MetHb
(400 mg/100 m/) mit steigendem pH eine starke Zu-
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Extinktionsunterschiede bei variiertem pH des 0,Im Acetat-Puffers,
0,4Mm an NaCl, bewirkt durch den MetHb-Hp-Komplex (Hb-Bindungs-
kapazitdt 80 mg/100 ml) x——X bzw. durch MetHb (400 mg/100 ml)
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Extinktionsunterschiede bei Variation der NaCl-Molaritdt (Abszisse:
Endkonzentrationen im Reaktionsgemisch) des 0,1M Acetat-Puffers,
pH 4,2. Ubrige Bedingungen wie in Abb. 2

nahme von AE und damit der Aktivitit erkennen lif3t.
Unter pH 4 wirkt sich die zunehmende Siuredena-

turierung des MetHb storend aus (vgl. eine jiingst

beschriebene Methode (20)).

2. NaCl-Konzentration der Pufferlésung

Abbildung 3 zeigt, daB Zusatz von NaCl zum Puffer
die Eigenaktivitit von MetHb wesentlich herabsetzt.
Die optimale NaCl-Konzentration ist mit 0,182 Mol//
im Reaktionsgemisch erreicht.

3. Wasserstoffperoxidkonzentration
Fiir die Reaktion dieses Systems

HNO, + H,0, = NOj + H,0+

wire eine der Nitrit- dquimolare Peroxidmenge theo-
retisch ausreichend. Eine geniigende Empfindlichkeit
erhilt man jedoch erst bei hoheren Peroxidkonzen-
trationen (s. Abb. 4).

Bei weiterer Steigerung der Peroxidkonzentration tritt
ab etwa 5,4 mu fiir den Hb-Hp-Komplex wieder eine
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Extinktionsunterschiede bei Variation der Wasserstoffperoxidkonzen-

tration (Abszisse: log. Einteilung, Endkonzentrationen im Reaktions-

gemisch). 0,1m Acetat-Puffer pH 4,2; 0,4M an NaCl. Ubrige Bedin-
gungen wie in Abb. 2

Verminderung von AE, also eine Abnahme der Ak-
tivitit, ein.

Zur Wabl von Methimoglobin

NymaN (5) und andere Autoren wiesen nach, dal Hb
und MetHb bei der Kopplung an Haptoglobin iden-
tische Peroxydase-Aktivititen 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
Priifung des Systems obne Wasserstoffperoxid findet man
bei der Untersuchung von himolysefreien Seren einen
Nitritverlust von etwa 1—29%, im Vergleich zu protein-
freien Losungen, der dadurch eintritt, daB Nitrit-
Molekiile in der Proteinstruktur haften bleiben und
nicht die Dialyse passieren. (Fir die Haptoglobin-
bestimmung ist dies bedeutungslos, da in den Standard-
seren der gleiche Effekt auftritt.) Untersucht man aber
hidmolytische Seren oder Hb-Ldsungen, so treten dem
Hb-Gehalt entsprechend groBere Nitrit-Verluste auf,
sie unterbleiben, wenn man das Hb-Fe?+ vorher mit
K;[Fe(CN)g] oxydiert. Offensichtlich wird Nitrit fiir
einen etwa folgendermafen zu formulierenden Vorgang
verbraucht: :

2H;Ot 4 NOj 4 Fe?+ — NO + Fe®+ 4 3H,0.

Es 1aBt sich weiterhin zeigen, daB sich diese Reaktion
innerhalb sehr kurzer Zeiten in quantitativ gleichem
AusmaB sowohl fiir Hb als auch fiir den Hb-Hp-
Komplex abspielt, was ein weiterer Beweis fiir die
allgemeine Ansicht sein mag, daB das Him bei der
Kopplungsreaktion zwischen Hb und Hp unbeteiligt
bleibt.

‘Die Ermittlung der Himoglobin-Bindungs-
kapazitit von Standardseren
Uberschiissig - anfallende, himolysefreie Seren von
Patienten werden gesammelt. Die Hb-Bindungskapa-
zitit so gewonnener Poolseren pflegt zwischen 100 bis
200 mg/100 m/ zu liegen. (Serén von gesunden Personen
sind wegen des zu niedrigen Titers weniger geeignet.)
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Die Standardisiersng kann erfolgen:

1. durch Titration mit steigenden Methimoglobin-
mengen. Vorgehen: Von der genau 400 mg/100 m/
enthaltenden MetHb-Losung stellt man sich durch Ver-
diinnen mit 0,154M NaCl MetHb-Lésungen der Kon-
zentrationen 40, 80, 120 usw. mg/100 m/ her und setzt
diese in den Probenwechsler. In Schlauch 7 148t man das
zu standardisierende Serum eingehen. Bei graphischer
Darstellung der erhaltenen Extinktionsunterschiede
gegen die entsprechenden MetHb-Konzentrationen
erhilt man zwei sich schneidende Geraden (s. Abb. 5).
Der Schnittpunkt entspricht der MetHb-Konzentration,
bei der die Bindungskapazitit des Haptoglobins erschpft
ist. Die geringe Steigung der zweiten Geraden ist auf die
kleine Eigenaktivitit des MetHb zuriickzufiihren.

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 Verdiinnungsteihe 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) muf3
kleiner sein als die zu erwartende Hb-Bindungskapa-
zitdt, zweckmiBig 80 oder 100 mg/100 m/. Es ergeben
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Standardisierung eines Poolserums durch Titration mit steigenden
MetHb-Mengen. 0,98 mM H,O,-Lésung
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Standardisierung eines Poolserums durch Titration mit steigenden
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sich bei der graphischen Darstellung von AE gegen die
Serumverdiinnungen wieder zwei sich sch1:1e1dende
Geraden (Abb. 6); der Schnittpunkt egtspncht der
Serummenge, bei der die vorgelegte M.etH})-Menge
gerade verbraucht ist. Die -Himoglobin-Bindungs-
kapazitit (Hb-Bk) berechnet sich dann wie folgt:
vorgelegtes Hb [mg/100 m/] . 1,0 [m/]
austitrierte Serummenge [m/]

Hb— Bk [mg/100 m/]=

Tabelle 1 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-
KOSKIY).
Tab. 1
Ergebnisse der Titrationen einiger Standardseren

diese Methode nach

- - ienanalyse,
St:enr?x?rl;d- 'lq’i‘::al?i%n Tsig::g:)n ge;l: Sata:dyard TARUKOSKI®)
Hamoglobin-Bindungskapazitit (mg/100 ml)
A 182 179 — 180
B 166 161 ! 159
[ 163 166 158 158
D~ — 76 67 62
E v 145 144 145 135
F 190 187 202 190

Die Standardseren wurden bei —23° aufbewahrt. Bei
einmaligem Auftauen nach 8 Monaten lieB sich keine
Verinderang der Hb-Bindungskapazitit nachweisen.
Fir die Untersuchung einer groBeren Anzahl von
Proben sind die oben beschriebenen Verfahren wegen
der relativ grofien bendtigten Serummenge, der zeit-
raubenden Pipettier- und graphischen Auswertungs-
arbeit gleichermallen ungeeignet.

Serienanalysen

Ist eine groBere Anzahl von Proben zu untersuchen,
geht man analog JavLEs Aktivationsmethode vor, d. h.,
man liBt die Seren stets mit einem UberschuB an
MetHb reagieren. Um primir einen mdglichst groBen
Bereich zu erfassen, werden etwa 400 mg MetHb/
100 m/ eingesetzt, so daB sich Seren bis zu einer Hb-
Bindungskapazitit von etwa 300 mg/100 m/ bestimmen
lassen, da bis dahin das LamBErRT-BEERsche Gesetz
gilt (s. Abb. 7). Seren mit noch hoheren Titern miissen
verdiinnt werden. Bei der Berechnung der Hb-Bin-
dungskapazitit (Hb-Bk) geht man von den in der
Probenfolge mitgefiihrten Standardseren (s. oben) aus.
Der Haptoglobingehalt der unbekannten Proben be-
rechnet sich dann wie folgt:

Hb—Bke
[mg/100 m/] — Ho—Bkstandara (mg/100 m/]

4 Est,andard

| Eprove (1)
= f - AEprove

Der Faktor f lag wihrend einer Untersuchungsreihe bei
460 4 35 (2sg), wihrend einer zweiten bei 390; zu

f) Die Bestimmungen nach der Methode von TARUKOSKI wurden
im chem. Zentrallaboratorium, Allminna Sjukhuset, Malmd
(Ditektor: Prof. Dr. C. B. LAURELL) ausgefiihrt.
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Abb. 7

Titration der Verdiinnungsreihe eines Serums mit der Hb-Bindungs-
kapazitit 625 mg/100 ml bei 400 mg/100 ml vorgelegtem MetHb. Das
LAMBERT-BEERsche Gesetz gilt bis zu der Hb-Bindungskapazitat von

etwa 300 mg/100 m!
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Vergleich der nach dieser Methode ermittelten Hb-Bindungskapazi-
tdts-Werte mit denen nach der Methode von TARUKOSKI') ermittelten

Abweichungen tragen am stirksten Verinderungen der
H,0,-Lésung bei. Die Reproduzierbarkeit der Stan-

dards, an beliebiger Stelle in einer Analysenfolge gc—r

setzt, ist sehr hoch (V. K.= 1,19, im Bereich der
Hb-Bindungskapazitit von 160 mg/100 m/, vgl. auch
Abb. 9). ' '

Beim Vergleich dieser Methode mit der von TARUKOSKIY)
zeigt sich eine gute Ubereinstimmung (s. Abb. 8).
Abbildung 9 zeigt eine Analysenfolge mit-dem Stan-
dardserum B und verschiedenen Verdiinnungsgraden

desselben (die Zahlen geben die Hb-Bindungskapazitit -

in mg(100 m/ an), dazu einige pathologische und nor-
male Seren. H. A. bezeichnet das Serum eines Patienten
mit einer himolytischen Animie (Sphirocytosis here-
ditaria), das erwartungsgemif keine Aktivitit zeigt. Es
folgt ein Serum mit hoher Hb-Bindungskapazitit P*
von einem Patienten mit einer Pneumonie. Dieses
Serum zeigte eine deutliche Himolyse. Mit N* ist das
stark hidmolytische, aus der Nabelschour gewonnene
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Verzeichnis der Inserenten im Jahre 1970

Ausgaben

Firma Januar Mdrz Mai Juli September November

Seite Seite Seite Seite Seite Seite
Beckman Instruments GmbH, 8 Miinchen 25 53 87 129
BF-Vertr. Gesellschaft mbH fiir MeBtechnik, 75 KA-Durlach 63
BIO CAL Instrument GmbH, 8 M-Grifelfing 41
Biotronik, 6 Frankfurt/M. 54 87 102
Bodenseewerk Perkin-Elmer & Co. GmbH, 777 Uberlingen 11 27 55
C. F. Boehringer -+ Soehne GmbH, 68 MA-Waldhof 16 36 68 92 112 140
Burger Eisenwerke AG, 6348 Herborn 61
Calbiochem AG, CH-6000 Luzern Beilage
Camag AG, CH-4132 Muttenz 8 26 50 74 104 128
Colora, 7093 Lorch/Wttbg. 31 50, 57 83 107 131
C. Desaga GmbH, 69 Heidelberg 82 118
Deutsche Metrohm GmbH & Co., 7024 Bernhausen 122
Deutsche Pharmacia GmbH, 6 Frankfurt/M. 9 23 39 77 101 121
Ferdinand Enke Verlag, 7 Stutigart Beilage
Farbwerke Hoechst AG, 623 F-Hoechst 5 19 45 71 95 117
Ferak Berlin, 1 Berlin 47 Beilage
Fry Consultants Inc., CH-8044 Ziirich ) 64
Gédecke & Co., 78 Freiburg 2,7 18,2 42, 47 70,75 94,99,103 114,125
Hartmann + Braun Digital GmbH, 1 Berlin 81 109 126
Karl Hecht, 8741 Sondheim/Rhén 132
Heidolph-Elektro KG, 842 Kelheim 84
Heinrich-Wieland-Preis » 123
Kurt Hillerkus, 415 Krefeld Beilage
A. Halzel, 825 Dorfen | 48
Hormuth-Vetter, 69 Heidelberg + Wiesloch 46 74 100 118
Ima GmbH & Co. KG, 63 GieBen 48
Janke & Kunkel KG, 7813 Staufen 54 80 102
Jenaer Glaswerk Schott & Gen., 65 Mainz 59
Dr.-Ing. Herbert Knauer & Co. GmbH, 1 Berlin Beilage 100 128
Fritz Kniese, 355 Marburg-Marbch 7 v 128
Labotron MefBtechnik GmbH, 8191 Gelting 108 122
E. Merck, 61 Darmstadt 3 21 43 73 97 115
Merz & Dade SA, CH-3018 Bern 1 17 37 69 93 113
Millipore Filter GmbH, 6078 Neu-Isenburg 52
Dr. Molter GmbH, 69 Heidelberg 15 35 67 91 111 139
Miinchener Messe Ges~mbH, '8 Miinchen o 29 61
Philips industrie elektronik GmbH, 2 Hamburg _ ' 51 79,85 105
Carl Roth, 75 Karlsruhe : T ‘ ‘ - Beilage  Beilage
Walter Sarstedt, 5221 Rommelsdorf - ) 62
Sartorius-Membranfilter GmbH, 34 Géttingen o Beilage 78 96
Serva-Technik GmbH & Co. KG, 6909 Malsch ' 40
Shimadzu (Europa) GmbH, 4 Disseldorf 65
Siemens AG, 852 Erlangen v o 127
Sigma Chemical Comp., St. Louis/USA 4 22 44 72 98 116

(Fortsetzung auf Seite 138) -
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Verzeichnis der Inserenten im Jahre 1970
(Fortsetzung von Selte 137) ’

Ausgaben

Firma Januar Mdrz Mai Juli September November

Seite Seite Seite Seite Seite Seite
Carl Schleicher & Schiill, 3354 Dassel 48 §2 o _
Giinther Schmidt, 2 Hamburg 68 _ 20 76 120
Max Schmidt-Rémhild, 24 Libeck Beilage ] _
Schwabe & Co. GmbH, 7 Stuttgart Beilage
Otto Spatz, 8 Minchen ~ _ » 82 R
Springer-Verlag, 1 Berlin 49
Studienférderung d. Erndhrungswissenschaften ‘ L 119 ]
Technicon GmbH, é Frankfurt/M. , : 8 - _ 38 B
Tempus NV, Oegsigeest/Holland 84 ) o
Thurgauisches Kantonsspital, CH-8596 Munsterlingen L .100
Travenol International GmbH, 8 Minchen 124‘
Vitatron GmbH, 5024 Pulheim 10 o
M. Woelm, 344 Eschwege S 29 63 o
WTW Wissenschaftl. Techn. Werkstéitten GmbH, 812 Weilheim | 10 26 7. RE
Carl Zeiss, 7082 Oberkochen Beilage
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[AG CHEMIE

Als Abschlufband erscheint:

Neuere Methoden der priparativen
organischen Chemie Band VI .

Heransgegeben von Wilbelm Foerst

Uber dieses Buch:

Mit dem vorliegenden Band VI wird die
Reihe abgeschlossen. Sie brachte und bringt
Methoden, die fiir die priparative Chemie
klassisch geworden sind. Den in diesen
Binden verdffentlichten Aufsitzen liegen
Arbeiten namhafter Autoren zugrunde, die
zuerst in der Zeitschrift ,,Angewandte
Chemie“ erschienen sind. Gegeniiber der
dort abgedruckten Fassung sind alle Beitrige
erweitert und auf den neuesten Stand ge-
bracht worden.

Inhalt::

H. Holtschmidt, E. Degener, H.-G. Schmel-
zer, H. Tarnow und W. Zecher: Herstellung,
Eigenschaften und Reaktionen von Poly-
chloraminderivaten - H. Reiff: Die gezielte
Aldolkondensation - K. Bott und H. Hell-
mann: Carbonsiuresynthesen mit 1,1-Di-
chlorithylen + M. Regitz: Diazogruppen-
Ubertragung - E. Kiihle, B. Anders und
G. Zumach: Isocyaniddihalogenid-Synthe-
sen - E. Grigat und R. Piitter: Synthese und
Reaktionen der Cyansiureester -. J. Falbe:

RingschluBiteaktionen mit Kohlenmonoxid -
H. Ulrich und A. A. R. Sayigh: Synthesen
von Isocyanaten und Carbodiimiden - E.
Winterfeldt: Additioneni an die aktivierte
CC-Dreifachbindung - H. Ulrich und R.
Richter: s-Triazinderivate: durch polare
Cycloaddition von Isocyanaten.

1970. VII, 297 Seiten mit 3 Abbildungen und
60 Tabellen. Kunststoffeinband DM 49,—.
Die Binde I-V" sind westerhin lieferbar.

VERLAG CHEMIE - GMBH
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Kohne: Automatisierte Haptoglobinbestimmungsmethode

653
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85
10 4 8 16 32 4B G4 B0 160 HA P* N* N 160 160 BS NEG.NEG.64 160 160

Abb. 9
Probenfolge von Seren mit bekannter Hb-Bindungskapazitidt (Zahlen),

pathologischen und normalen Seren. — Oben: MetHb 400 mg/100 m!,
0,98 mm H,0,-Lésung. — Unten: MetHb 100 mg/100 m!, 4,9 mm
H,0,-Lésung. (Erlduterungen s. Text.)

Serum eines Neugeborenen bezeichnet, mit N ein auf die
gleiche Weise gewonnenes himolysefreies Serum eines
Neugeborenen. Im letzteren Fall findet man erwartungs-
gemil} eine Hb-Bindungskapazitit nahe Null.

FHimolytische Seren (in Abb. 9 mit * bezeichnet) wiirden
je nach Himolysegrad eine filschlich erhéhte Hb-
Bindungskapazitit vortiuschen, wenn man die Himolyse
unberiicksichtigt lieBe. — Vorgehen bei himolytischen
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 anndhernd die Menge des noch Hb-
bindungsfihigen Haptoglobins an. AuBer bei himo-
lytischen sollte auch bei bilirubinhaltigen Seren, in
denen der Himolysegrad 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 abfillt. (Bei Abwesen-
heit von MetHb — Leerwert — witd keine Negativitit
beobachtet.) Das Auftreten sog. negativer Serem, d. h.
Seren, in denen die Aktivitit kleiner ist als die des vor-
gelegten MetHbs, ist aus Untersuchungen mit JAviEs
System bekannt (5). Die Frage liegt nahe, ob durch
Inhibitoren die Formierung des Hb-Hp-Komplexes in
der Spirale (116—103—1) verhindert wird oder ob die
Inhibitoren gegen dem formierten Hb-Hp-Komplex
wirksam werden. Geht man von im Reagenzglas pri-
formiertem Hb-Hp aus (80 mg/100 m/);, so findet man
bei 1:1 Verdinnung mit 0,154 NaCl erwartungs-
gemiBl eine Hb-Bindungskapazitit von 40 mg/100 m/,
nach Zusatz des NEG-Serums im gleichen Verhiltnis
aber nur 14 mg(100 m/. Abbildung 9 zeigt, wie das
Serum BS nach Vermischen mit der gleichen Menge
des NEG-Serums seine Aktivitit vollstindig verliert
(BS/NEG). (Wegen der zu geringen Zahl zur Ver-
fiigung stehender negativer Seren konnten quanti-
tative Verhiltnisse nicht niher untersucht werden.) Die

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 8. Jahrg. 1970 / Heft 6

Tab. 2

Héamoglobin-Bindungskapazitdt Hb-Bk (mg/100 ml) der in Abb. 9 ge-
zeigten Seren

Hb-Bk Standard Hb-Bk berechnet Hb-Bk graphisch

bzw. Seren- nach Gleichung (1) ermittelt aus
bezeichnung Abb. 10
4 4
8 11
16 17
32 28
48 38
64 55
80 70
160 160 112
H. A (—10) neg.
p* 2641) 1181)
N* 121) 8t)
N 0 4
160 158 112
160 162 108
BS 54 52
NEG (—46) neg.
BS/NEG (—18) 0
64 52
160 157 109
160 163 - 107
MetHb (mg/100 mi) 400 100
H,0, (mMol/l) 0,98 4,9
f 474 400
a —_ 0,0375

1) Nach Beriicksichtigung der Hémolyse

Befunde beweisen jedoch, daf3 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-
Bindungskapazitit der Seren von Abbildung 9 (obere
Reihe) finden sich in Tabelle 2.

Vorgehen bei Seren mit einer Hb-Bk unter 100 mg|100 ml.

Bei Einschrinkung des Untersuchungsbereiches auf
Seren mit nicdrigem Haptoglobingehalt 1Bt sich die
Empfindlichkeit der Methode auf verschiedene Weise
steigern, am einfachsten durch die Erhohung der
H,O,-Konzentration. Abbildung 9 (untere Reihe)
zeigt die gleiche Serenfolge wie zuvor beschrieben, nur
daB anstelle von 400 mg/100 m/ jetzt 100 mg/100 m/
MetHb und anstelle der 0,98 mm die 4,9 mm H,O,-
Losung gesetzt wurde. Das Standardserum mit der
Hb-Bindungskapazitit von 4 mg/100 m/ liefert jetzt
einen deutlichen Peak. Es ist jedoch zu beachten, daf3
die Eichgerade nicht durch den Nullpunkt geht und
daB mehrere Standards mitzufithren sind, um die
Konstante a fiir Gleichung (2) graphisch ermitteln zu
kénnen (s. Abb. 10). Auch die Bestimmung der Hb-
Bindungskapazitit (Hb-Bk) unbekannter Proben et-
folgt am einfachsten aus der graphischen Darstellung
(vgl. Tab. 2). Folgende Bezichung gilt fiir einen groflen
Beteich:

Hb—Bkstandard
—ZET-lamlard—a

Da nur 100 mg/100 m/ MetHb eingesetzt wurden,
sollten die hochsten zu erwartenden Werte fiir die
Hb-Bindungskapazitit etwa den gleichen Zahlenwert
haben. Hohere Werte findet man bei himolytischen

Hb-Bkprove == * (4 Eprove —2) )
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Abb. 10

Graphische Darstellung zur Ermittlung von Hb-Bindungskapazitats-
Werten < 100 mg/100 m! und der Konstanten a. Eichwerte aus Abb.
9, untere Reihe

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

Normalwerte

Fir die Aufstellung von Normalwerten wurden will-
kiirlich Seren von Personen ausgewshlt, die an einer
Reihenuntersuchung in Eskilstuna bzw. an einer
Reihenuntersuchung von Bauarbeitern teilgenommen
hatten. Diese Personen wurden irztlich untersucht und
folgende Laboratoriumsuntersuchungen wurden vor-
genommen: SMA7 (Leukocyten, Himatokrit, Hb,
Erythrocyten, Mean corpuscular- volume (MCYV), Mean
corpuscular hemoglobin (MCH), Mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC)); SMA 12 (Ge-
samtcholesterin, Calcium, anorg. Phosphat, Gesamt-
bilirubin, Albumin, GesamteiweiB, Harnsiure, Harn-
stoff, Glucose, alkal. Phosphatase, Lactat-Dehydro-
genase, Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase); ei-
weillgebundenes Jod (PBI), Serumeisen und Trans-
ferrin. Hb-Bindungskapazitits-Werte, erhalten aus Seren
von Personen, die bei obigen Untersuchungen einen
pathologischen Befund zeigten, wurden vor der sta-
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Abb. 11

Darstellung des Normalmaterials auf Wahrscheinlichkeitspapier. Or-
dinate: kumulative Haufigkeit, Abszisse: Klassen

Tab. 3
Normalwerte der Himoglobin-Bindungskapazitit (Hb-Bk)

X 1sX
N Alter (J.) ) (mg/lOO mi)
Ges;mf ~ 104 30—70 95 39
o3 54 30—68 a8 40
Q . 50

45—70 92 38

tistischen Berechnung eliminiert. Die so erhaltenen
Normalwerte finden sich in Tabelle 3.

Eine Differenzierung in genetische Haptoglobintypen
konnte nicht vorgenommen werden; das Gesamt-

material verhilt sich wie eine echte Normalverteilung
(Abb. 11).

B. von Porar, M. D., danke ich fiir die wertvollen Hinweise,
Ing. D. Horviru fiir das Anfertigen der graphischen Darstel-
lungen.
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