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Fehlerquellen bei der Methiimoglobinbestimmung 
und ihre Ausschaltung* 

I. Mit~eilung 

Von 
W. SCHWERD 

Mit 6 Text~bbildungen 

(Eingega, ngen am 14. Januar 1961) 

Meth/~moglobin ist bekanntlich ein Oxydationsprodukt des Blut- 
farbstoffs mit dreiwertigem Eisen. Es wird deshalb in Anlehnung an die 
sonstige chemische Nomenklatur auch Ferrihgmoglobin oder einfach 
I-I/~miglobin genannt. 

Der Sauerstoff is~ im Meth/imoglobin so stark gebunden, dab es zum 
Sauerstofftransport nicht mehr geeignet ist. Schon normalerweise ent- 
h/~lt das Blur etwas Methgmoglobin, jedoch nur in der sehr geringen Menge 
yon etwa 1% (H~vB~n~, KIES~, STV~LMA~ und SCttW.4~TZKOPFF- 
Jv~G). Auger bei der seltermn famili/iren Meth/imoglobin/imie tr i t t  es in 
vermehrter Menge bei Vergiftungen mit sog. Methgmoglobinbildern auf. 
Solehe Vergiftungen sind nieht mehr so h/iufig wie frfiher, kommen aber 
immer noeh vor, man denke nur an die geh/~uften Nitritvergiftungen in 
den letzten Jahren. Neuerdings wurde aueh mehrfach yon Meth/~mo- 
globingmien bei medikament6seia Intoxikationen, besonders mit phen- 
acetinhaltigen Schmerzmitteln berichtet. Solehe Patienten k6nnen 
Blutseh~digungen aufweisen, aueh Leber- und Nierenver/~nderungen 
werden darauf zurfiekgeffihr~. Bei S/~uglingen wird wegen der leich~eren 
0xydierbarkei~ des fetalen I-Igmoglobins sogar schon vor der Verab- 
reiehung therapeutiseher Mengen phenaeetinhaltiger Pr/~parate gewarnt 
(C~Nu WESTgAVS u.a.).  Wit fanden jedoeh bei der Untersuclmng 
yon fiber 100 Blutproben yon Sguglingen undKleinkindern, die (phen- 
acetinhaltige) Treupel-Z~pfchen in therapeutisehen Mengen erhielten 
und die uns von der Kinderabteilung der Chirurgisehen Universitgtsklinik 
Erlangen und den St~dt. Kinderkliniken Nfirnberg und Ffirth dankens- 
werterweise zur Verffigung gestellt wnrden, keinen nennenswerten 
Anstieg des Meth/~moglobingehalts. 

* Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft ffir gerichtliche und 
soziale Medizin vom 12.--15. Ok~ober 1960 in Graz. 
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I m  toxikologischen Laborator ium war die Meth/~moglobinbestimmung 
bisher yon fraglichem Wert. Dies hatte mehrere Grfinde: 

1. Meth/~moglobin ist wegen seines wenig charakteristischen Spek- 
t rums schwer yon anderen Blutfarbstoffderivaten abzugrenzen und auch 
sonst nicht besonders gut zu erfassen', 

2. es bildet sich in vitro, unter Umstgnden auch postmortal  in der 
Leiche und �9 ' 

3. kommt  es zu ahem ~berf lug beim pr imdren  Vorhandensein yon 
Meth/~moglobin im Blur zu einer sehnellen l~fickbildung dieses Farb- 
stoffs. Deshalb kann oft schon nach Stunden nur noch ein Bruchteil 
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oder kein Me~hgmoglobin mehr naehgewiesen werden. Hierauf haben 
LAVES u. a. sehon vor mehr Ms 30 Jahren hingewiesen. 

Die wiehtigste Fehlerquelle bei Methamoglobinbestimmungen ist 
zweifellos die Methiimoglobinri~ckbildung. Unseres Wissens sind fiber die 
Frage, wie die I~tiekbildnng verhindert werden kalm, noah keine erfolg- 
reiehen systematisehen Untersnehungen gemaeht worden, obwohl die 
Grundlagen daf/ir bekannt  sind. Vor einigen Jahren befagten sieh 
OLLIVlE~ u. Mitarb. mit  dieser Frage  nnd empfahlen, die Blutproben 
eisgekiihlt aufzubewahren. Wit kennen aber alle die praktisehe Sehwie- 
rigkeit eiaer solehen MM3nahme und fiberdies ist die dadureh erzielte 
VerzSgerung der Me~h~moglobinrfiekbildung unbedeutend. AuBerdem, 
so meinen die Autoren, k6nne man die Methgmoglobinrfiekbildung dureh 
Zusatz kleinerer Mengen yon Natriumnitr i t  bremsen. Doeh seheint uns 
die Verhinderung der Methg~moglobinriic/~bildung dutch Zusatz eines 
Methgmoglob inb i ldners  sehon deswegen bedenklieh, weft die Methgmo- 
globinrfiekbildungsquote offensiehtlieh variabel ist. 
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Dank der eingehenden Untersuchungen vor allem der tIeubnerschen 
Schule wissen wit, dab die Methi~moglobinr/iekbildung /ermentativ 
gesteuert wird. Eine wiehtige Rolle spielt dabei die yon KIEsE u. Mitarb. 
entdeckte und eingehend untersuehte Hiimiglobinreduktase. 

Eine spontane Methiimoglobinbildung ist auf das Fehlen oder Ver- 
sagen der reduzierenden Fermente zuriiekzufiihren. Da diese Fermente 
nach der Blutentnahme in vitro sowie in der Leiehe noeh einige Zeit 
wirksam sind, herrseht zuni~ehst die Methi~moglobinriickbildung vor 
(Abb. 1). Bei experimentellem Nitritzusatz zu menschlichem Blur 
in vitro sehen die Verh/~ltnisse so aus, wie es die Abbl 1 zeigt. Der 
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Abb. 2. ~Iet-Hb-Bildung und -Rfiekbildung nach intravenSser Seifenwasserinjektion beim 

Kaninchen 

Maximalwer~ war meist i•nerhalb der ersten Stunde erreicht, dann sank 
der Meth~tmoglobingehalt stets wieder ab. Die Abbildung zeigt, dab 
bereits am zweiten Tag aueh bei hohen Ausgangswerten die Aussiehten 
auf einen positiven Nachweis gering sind. In  vivo verl/~uft die Methgmo- 
globinrfiekbildung (wenigstens im Tierversueh) noeh wesentlich sehneller 
(Abb. 2). Methgmoglobin war nut  wenige Stunden lang naehweisbar. 

Um die Meth~moglobinrfickbildung auszusehalten, mug  man also 
die reduzierenden Fermente hemmen. Dies gelingt in ganz einfaeher 
Weise auf zwei Wegen: Einmal dadurch, dab man das Blur mit  Wasser 
verdfinnt. Naeh der H/~molyse verlieren die Rednktionssysteme betr/teht- 
lieh an Wirksamkeit  (ttEUBNER, ZIPF). ~Tir fanden allerdings erst yon 
einem Verdfinnungsgrad yon 1 : 5 bis 1 : 6 an eirte ausreichende Hemmung 
der geduktion.  Eine st~rkere Verdfinnung habe~ wir vermieden, weft 
uns aus Untersuchungen yon ZIFF bekannt  war, dab in BlutlSsungen 
mit weniger als 2 g-% H/tmoglobin die spontane tIamoglobinbildung 
zunehmend stark in Erscheinnng tritt .  Das AusmaB der  spontanen 
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Meth~moglobinbildung in einer zur spektropho~ometrisehen Un~er- 
suehung megfertigen Blutl6sung (Verd/innung etwa 1:100) zeigt die 
Abb. 3. Aueh bei prim/~rem Vorhandensein yon Methgmoglobin steigt 
der Meth/~moglobingehalt an (Abb. 3, gestriehelte Linie). 

Wie die Abb. 4 zeigt, gelingt es, dureh Verdfinnung des Blutes mit  
Wasser (1:6) den Meth/imoglobingehalt fiber eine Zeitspanne yon 48 Std 
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Abb. 3. Spontane Met-tIb-Bildung in w~Briger Blutl6sung (1:100) 
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Abb. 4. Einflug der Blutverdfinnung auf die ~'Vlet-Itb-lUiekbildung 
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praktiseh k o n s ~ t  zu halgen, w/~hrend er im gleiehen Zeigraum im Yell- 
Nut  fast auf Null sink~. 

Mit einer teiehten Xnderung des Meth&moglobingehalts zwisehen 
Blutentnahme und Untersuehung ist wegen der spon~anen Meth/~mo- 
globinbildung seh0n naeh Stunden zu reehnen. Wenn es daher engweder 
um sehr exakte Werge geht oder wenn eine 1/~ngere Zeitspanne his zur 
Ungersuehung verstreieht, dann empfiehlt es sieh, das tt/~molysat naeh 
dem Vorsehlag yon KIv.SE zus/~tzlieh mit  Kohlenoxyd zu sgttigen. Das 
ingak~e H/imoglobin geht dabei in das relativ widerstandsf/~hige CO- 
I-I/~moglobin fiber, w/~hrend Methgmoglobin kein CO aufnimmt 1. Die 

1 Anmerkung: Nach Untersuchungen, die nach AbschluB des Manuskripts durch- 
gefiihrt wurden, ist die Resistenz des CO-lib gegen oxydative Einflfisse nieht so 
groB, wie bisher angenommen wurde. Falls eine 1Engere Aufbewahrung nieht zu 
umgehen ist, sollte man die Blutl6sung zur EinsehrEnkung einer st/~rkeren Met-Nb- 
Bildung mit CO s/ittigen und kiihl stellen. 
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Me~hgmoglobinriickbildung kann man indessen, wie wir bei orientieren- 
den Versuehen feststellten, alMn dutch CO-S~t*igung iiberhaup~ nieht 
bremsen. Dies gilt aueh ftir Vollblut. 

Die zweite MSglichkeit zur Verhinderung der Methiimoglobinriickbil- 
clung besgeh~ im Zusatz yon Na~riumfluorid zu Vollblut. Zwei Messer- 
spitzen roll  NaF  (etwa 100 rag) auf ein Ven/ilengl/isehen mit Blur 
gen/igen. Hierdureh erzielt mall  
eine tagelang anhaltende Kon- 
stanz der Methgmoglobinwerte 
(Abb. 5). 

Bei unseren Tierversuchen 
mit Me~hs 
maehten wir mit  der Blutprobe 
eines mit  Ani l in  vergilteten 
Meersehweinehens folgende in- 
~eressante Beobaehtung : Der 
Megh/~moglobingehalt stieg naeh 
dem Tode des Tieres sowohl in 
der mit  ci t rat ,  besonders s tark 
abet  in der mit  Fluorid ver- 
setz~en Probe an. Ws nun 
im Citratblut vom 2. Tage an 
die Reduktionsw~rl~ung iiber- 
wog und deshalb der Methamo- 
globingehalt wieder absank, war 
dutch die Aussehaltung der 
reduzierenden Fermentsys~elne 
im Fluoridblug his zum 5. Tage 
eine weitere Zunahme der Met- 
hgmoglobinkonzentration zu 
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Abb. 6. Anst ieg der lVIet-Hb-Konzentrat ion in 
der Blutprobe eines ani l invergif te ten Kanin-  
chens nach  Aussehal tung der reduzierenden 
F e r m e n t e  drench Natr iumfluor id .  I m  Ci t ra tb lu t  

f iberwiegt die Met- I Ib-Rt iekbi ldung 

:E 
~,o 

20 

verzeichnen (Abb. 6). I t ier hielt also die me~Mmoglobinbildende Anilin- 
wirkung bzw. diejenige seiner Oxydationsprodukte Phenylhydroxylamin 
und Nitrosobenzol welter an. Dieser Versueh zeigt, daft das Fluorid am 
Fermentsystem angreift und nicht etwa fiber die Bildung yon Fluor- 
meth/~moglobin wirksam wird. Fluormeth/~moglobin ist ngmlieh - -  eben- 
so wie das Meth/~moglobin selbst - -  Meht  reduzierbar. 

Auf methodisehe Fragen kann aus Platzmangelgr/inden nich~ ein- 
gegangen werden. Wir wandten vor allem die Quotientenmethode yon 
tt~IL~I~u an, iiir die wir neue Eichkurven mit  dem ZeiBsehea Spektral- 
photometer ausgearbeitet haben, die wit in einer weiteren Mitteilung 
ver6ffen$1ichen werden. Wenn CO-Hgmoglobin im Blu~ enthalten ist, 
so empfiehlt sich die Methode yon Kiosk,  bei der aus der Ver/Lnderung 
der Lieh$-Absorption eider mit  CO ges/~ttigten Blutprobe vor und naeh 
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Redukt ion  bei 568 m #  der Meth~moglobingehMt best immt wird. Met- 
h~moglobin wird dureh Natr iumdithioni t  zum Hi~moglobin reduziert  
und dieses geht durch das yon vorheriger Kohlenoxyddurehle i tung 
noch Vorhandene fiberschfissige Kohlenoxyd  ins CO-tt~moglobin fiber. 

Zusammenfassung 
Die wich~igste Fehlerquelle bei der Meth~moglobin(H~imiglobin)- 

bes t immung ist die Methi~moglobinrfiekbildung. Sie ist fe rmenta t iv  
bedingt. Durch  Hs und Verdfimmng des Blutes mit  Wasser kann  
die Rfickbildung pruktiseh vollst~ndig ausgeschaltet  werden, ebenso 
durch Zusatz yon  Na-Fluorid  zum Blur. Bei, l~ngerer Aufbewahrung 
des Blutes oder der BlutlSsung stSrt die spontane Meth~moglobinbildung. 
Sie kann  dutch CO-S~ttigung eingesehriiakt werden. 
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