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Fehlerquellen bei der Methimoglobinbestimmung
und ihre Ausschaltung*

I. Mitteilung
Von
W. ScHwERD
Mit 6 Textabbildungen
(EBingegangen am 14. Januar 1961 )

Methdmoglobin ist bekanntlich ein Oxydationsprodukt des Blut-
farbstoffs mit dreiwertigem Eisen. Es wird deshalb in Anlehnung an die
sonstige chemische Nomenklatur auch Ferrihdmoglobin oder einfach
Hamiglobin genannt.

Der Sauerstoff ist im Methdmoglobin so stark gebunden, dal es zum
Sauerstofftransport nicht mehr geeignet ist. Schon normalerweise ent-
hélt das Blut etwas Methdmoglobin, jedoch nur in der sehr geringen Menge
von etwa 1% (HeuBNER, KIESE, STUHLMANN und SCHWARTZKOPFF-
Juxa). AuBler bei der seltenen familidren Methdmoglobindmie tritt es in
vermehrter Menge bei Vergiftungen mit sog. Methdmoglobinbildern auf.
Solche Vergiftungen sind nicht mehr so hdufig wie frither, kommen aber
immer noch vor, man denke nur an die gehduften Nitritvergiftungen in
den letzten Jahren. Neuerdings wurde auch mebhrfach von Methdmo-
globindmien bei medikamentdsen Intoxikationen, besonders mit phen-
acetinhaltigen Schmerzmitteln berichtet. Solche Patienten kénnen
Blutschadigungen aufweisen, auch Leber- und Nierenverdnderungen
werden darauf zuriickgefithrt. Bei Sduglingen wird wegen der leichteren
Oxydierbarkeit des fetalen Hamoglobins sogar schon vor der Verab-
reichung therapeutischer Mengen phenacetinhaltiger Préparate gewarnt
(CerNY, WESTHAUS . a.). Wir fanden jedoch bei der Untersuchung
von iiber 100 Blutproben von Sduglingen und Kleinkindern, die (phen-
acetinhaltige) Treupel-Zapfchen in therapeutischen Mengen erhielten
und die uns von der Kinderabteilung der Chirurgischen Universitédtsklinik
Erlangen und den Stadt. Kinderkliniken Niirnberg und Firth dankens-
werterweise zur Verfiigung gestellt wurden, keinen nennenswerten
Anstieg des Methdmoglobingehalts.

* Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir gerichtliche und
soziale Medizin vom 12.—15. Oktober 1960 in Graz.
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Im toxikologischen Laboratorium war die Methdmoglobinbestimmung
bisher von fraglichem Wert. Dies hatte mehrere Griinde:

1. Methdmoglobin ist wegen seines wenig charakteristischen Spek-
trums schwer von anderen Blutfarbstoffderivaten abzugrenzen und auch
sonst nicht besonders gut zu erfassen,

2. es bildet sich in vitro, unter Umstinden auch postmortal in der
Leiche und P ‘ ' ‘

3. kommt es zu allem UberfluB beim primdren Vorhandensein von
Methémoglobin im Blut zu einer schnellen Riickbildung dieses Farb-
stoffs. Deshalb kann oft schon nach Stunden nur noch ein Bruchteil
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Abb. 1: /let-Hb-Rickbiidung

nach Nitritzusatz zu Frischblut

oder kein Methiamoglobin mehr nachgewiesén werden. Hierauf haben
LAvES u. a. schon vor mehr als 30 Jahren hingewiesen.

Die wichtigste Fehlerquelle bei Methdmoglobinbestimmungen ist
zweifellos die M ethdmoglobinriickbildung. Unseres Wissens sind iiber die
Frage, wie die Riickbildung verhindert werden kann, noch keine erfolg-
reichen systematischen Untersuchungen gemacht worden, obwohl die
Grundlagen dafiir bekannt sind. Vor einigen Jahren befaliten sich
OLLIVIER u. Mitarb. mit dieser Frage und empfahlen, die Blutproben
eisgekiihlt aufzubewahren. Wir kennen aber alle die praktische Schwie-
rigkeit einer solchen MaBnahme und iiberdies ist die dadurch erzielte
Verzogerung der Methdmoglobinriickbildung unbedeutend. AuBerdem,
so meinen die Autoren, kénne man die Methdmoglobinriickbildung durch
Zusatz kleinerer Mengen von Natriumnitrit bremsen. Doch scheint uns
die Verhinderung der Methidmoglobinrickbildung durch Zusatz eines
Methémoglobinbildners schon deswegen bedenklich, weil die Methimo-
globinrickbildungsquote offensichtlich variabel ist.
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Dank der eingehenden Untersuchungen vor allem der Heubnerschen
Schule wissen wir, daB die Methimoglobinrickbildung fermentativ
gesteuert wird. Eine wichtige Rolle spielt dabei die von Krese u. Mitarb.
entdeckte und eingehend untersuchte Hdamiglobinreduktase.

Eine spontane Methimoglobinbildung ist auf das Fehlen oder Ver-
sagen der reduzierenden Fermente zuriickzufithren. Da diese Fermente
nach der Blutenthahme in vitro sowie in der Leiche noch einige Zeit
wirksam sind, herrscht zunédchst die Methamoglobinriickbildung vor
(Abb. 1). Bei experimentellem Nitritzusatz zu menschlichem Blut
in vitro sehen die Verhiltnisse so aus, wie es die Abb. 1 zeigt. Der
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Abb. 2. Met-Hb-Bildung und -Riickbildung nach intravendser Seifenwasserinjektion beim
Kaninchen

Maximalwert war meist innerhalb der ersten Stunde erreicht, dann sank
der Methdmoglobingehalt stets wieder ab. Die Abbildung zeigt, daB
bereits am zweiten Tag auch bei hohen Ausgangswerten die Aussichten
auf einen positiven Nachweis gering sind. In vivo verlduft die Methdmo-
globinriickbildung (wenigstens im Tierversuch) noch wesentlich schneller
(Abb. 2). Methdmoglobin war nur wenige Stunden lang nachweisbar.

Um die Methamoglobinriickbildung auszuschalten, mull man also
die reduzierenden Fermente hemmen. Dies gelingt in ganz einfacher
Weise auf zwei Wegen: Einmal dadurch, daB man das Blut mit Wasser
verdiinnt. Nach der Hamolyse verlieren die Reduktionssysteme betracht-
lich an Wirksamkeit (HEuBNER, Z1PF). Wir fanden allerdings erst von
einem Verdiinnungsgrad von 1:5 bis 1:6 an eine ausreichende Hemmung
der Reduktion. Eine stdrkere Verdiinnung haben wir vermieden, weil
uns aus Untersuchungen von ZIpF bekannt war, daB in Blutlésungen
mit weniger als 2 g-% Héamoglobin die spontane Hamoglobinbildung
zunehmend. stark in Erscheinung tritt. Das Ausmal der spontanen
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Methdmoglobinbildung in einer zur spektrophotometrischen Unter-
suchung meBfertigen Blutlosung (Verdinnung etwa 1:100) zeigt die
Abb. 3. Auch bei primirem Vorhandensein von Methimoglobin steigt
der Methidmoglobingehalt an (Abb. 3, gestrichelte Linie).

Wie die Abb. 4 zeigt, gelingt es, durch Verdiinnung des Blutes mit
Wasser (1:6) den Methdmoglobingehalt fiber eine Zeitspanne von 48 Std
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Abb, 3. Spontane Met-Hb-Bildung in wiSriger Blutlésung (1:100)
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Abb, 4. EinfluB der Blutverdiinnung auf die Met-Hb-Riickbildung

praktisch konstant zu halten, wihrend er im gleichen Zeitraum im Voll-
blut fast auf Null sinks.

Mit einer leichten Anderung des Methimoglobingehalts zwischen
Blutentnahme und Untersuchung ist wegen der spontanen Methdmo-
globinbildung schon nach Stunden zu rechnen. Wenn es daher entweder
um sehr exakte Werte geht oder wenn eine lingere Zeitspanne bis zur
Untersuchung verstreicht, dann empfiehlt es sich, das Hamolysat nach
dem Vorschlag von Kigsk zusétzlich mit Kohlenoxyd zu sittigen. Das
intakte Hamoglobin géht dabei in das relativ widerstandsfihige CO-
Hiamoglobin iiber, wihrend Methimoglobin kein CO aufnimmt?!. Die

1 Anmerkung : Nach Untersuchungen, die nach Abschlufi des Manuskripts durch-
gefiihrt wurden, ist die Resistenz des CO-Hb gegen oxydative Einfliisse nicht so
groB, wie bisher angenommen wurde. Falls eine lingere Aufbewahrung nicht zu
umgehen ist, sollte man die Blutlsung zur Einschrinkung einer stdrkeren Met-Hb-
Bildung mit CO séittigen und kiihl stellen.
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Methdmoglobinrickbildung kann man indessen, wie wir bei orientieren-
den Versuchen feststellten, allein durch CO-Sattigung iiberhaupt nicht
bremsen. Dies gilt auch fiir Vollblut.

Die zweite Moglichkeit zur Verhinderung der Methdamoglobinriickbil-
dung besteht im Zusatz von Natriumfluorid zu Vollblut. Zwei Messer-
spitzen voll NaF (etwa 100 mg) auf ein Veniilenglischen mit Blut
geniigen. Hierdurch erzielt man 40
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globingehalt wieder absank, war
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. Abb. 6. Anstieg der Met-Hb-Konzentration in

reduzierenden FermentSySteme der Blutprobe eines anilinvergifteten Kanin-
im Fluoridblut bis zum 5. Ta,ge chens nach Ausschaltung der reduzierenden

. . Fermente durch Natriumfluorid. Im Citratblut
eine weitere Zunahme der Met- fiberwiegt die Meb-Hb-Rickbildung
himoglobinkonzentration  zu
verzeichnen (Abb. 6). Hier hielt also die methémoglobinbildende Anilin-
wirkung bzw. diejenige seiner Oxydationsprodukte Phenylhydroxylamin
und Nitrosobenzol weiter an. Dieser Versuch zeigt, daf das Fluorid am
Fermentsystem angreift und nicht etwa iiber die Bildung von Fluor-
methdmoglobin wirksam wird. Fluormethimoglobin ist ndmlich — eben-
so wie das Methamoglobin selbst — leicht reduzierbar.

Auf methodische Fragen kann aus Platzmangelgriinden nicht ein-
gegangen werden. Wir wandten vor allem die Quotientenmethode von
HEILMEYER an, fiir die wir neue Eichkurven mit dem Zeifschen Spektral-
photometer ausgearbeitet haben, die wir in einer weiteren Mitteilung
veroffentlichen werden. Wenn CO-Hamoglobin im Blut enthalten ist,
so empfiehlt sich die Methode von Kius®, bei der aus der Verdnderung
der Licht-Absorption einer mit CO geséittigten Blutprobe vor und nach
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Reduktion bei 568 mu der Methdmoglobingehalt bestimmt wird. Met-
hémoglobin wird durch Natriumdithionit zum Hamoglobin reduziert
und dieses geht durch das von vorheriger Kohlenoxyddurchleitung
noch vorhandene iiberschiissige Kohlenoxyd ins CO-Hamoglobin iiber.

Zusammenfassung ‘

Die wichtigste Fehlerquelle bei der Methdmoglobin(Hamiglobin)-
bestimmung ist die Methimoglobinrickbildung. Sie ist fermentativ
bedingt. Durch Hamolyse und Verdiinnung des Blutes mit Wasser kann
die Riickbildung praktisch vollstdndig ausgeschaltet werden, ebenso
durch Zusatz von Na-Fluorid zum Blut. Bei, lingerer Aufbewahrung
des Blutes oder der Blutlosung stort die spontane Methdmoglobinbildung.
Sie kann durch CO-Sittigung eingeschrinkt werden.
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