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The cyanide and carbon monoxide methods for the quantitative determination of Met-
hemoglobin in human blood are evaluated critically and assessed as to their suitability
for routine analysis.

The CO method is cumbersome and requires about 120 min for one analysis, with an
error up to +7-5%. The cyanide method requires about 30 min and can yield an accuracy
of +2-:0% under routine analysis conditions. This method as modified by the authors is
capable of an accuracy of +0-39, with an analysis time of 30 min.

Zur quantitativen Bestimmung der Konzentration von Met-Hb im menschlichen Blut
werden die Cyanidmethode und die Kohlenmonoxydmethode experimentell nachgepriift,
die Ergebnisse verglichen und auf ihre Verwendbarkeit als Routinemethode in der klinischen
Chemie untersucht.

Die Kohlenmonoxydmethode ist umstindlich (Herstellung von reinem CO!) und be-
notigt einen Zeitaufwand von ca. 120 Min. Im Routinebetrieb fanden wir Fehler bis
zu+7,5% Met-Hb.

Die Cyanidmethode bendtigt einen Zeitaufwand von ca. 30 Min. und erreicht unter
Bedingungen des Routinebetriebes eine Genauigkeit von +2,09; Met-Hb. Diese Methode
wurde von uns modifiziert und erreicht jetzt bei einem Zeitaufwand von ca. 30 Min. eine
Genauigkeit von max. +0,3%. Sie wird daher als Standardmethode fiir die klinische
Chemie empfohlen.

1. ALLGEMEINES

Met-Hb entsteht durch Oxydation des zweiwertigen Eisens zum dreiwertigen
Eisen im Him des Himoglobins.! Durch den Ubergang des Eisens in die
dreiwertige Form (Bildung von Himiglobin=Met-Hb) geht die Fihigkeit
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zur reversiblen Gasbindung (insbesondere zum Transport von O, und
CO,) verloren.

Zur Darstellung von Met-Hb gibt es folgende Méglichkeiten:

1. Einflul von Oxydationsmitteln.

2. Einbringen von gasformigem Sauerstoff.

3. Autoxydation.

Exf —

600 550 500

nm

ABBILDUNG 1 Spektrum von saurem Met-Hb, pH 6,8
Spektrum von Cyan-Met-Hb
Spektrum von CO-Hb

Die sicherste und rascheste Uberfiihrung von Hb in Met-Hb wird durch
Umsatz mit Kaliumhexacyanoferrat-(1II) erreicht.

Die Verwendung von Nitrit zur Herstellung von Met-Hb-Losungen ist
nicht zu empfehlen, weil durch einen UberschuB an Nitrit aus dem primér
gebildeten Met-Hb ein zweites Himoglobinderivat, das Nitrit-Met-Hb,
entsteht.? Met-Hb ist im sauren pH-Bereich grau-braun, im alkalischen rot-
braun gefirbt. Der durch die pH-Verschiebung bedingten Farbinderung
entspricht eine Verinderung des Spektrums. Die charakteristische Absorp-
tionsbande des sauren Met-Hb liegt bei 630 nm (Abb.1). Durch Zusatz von
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ABBILDUNG 3 Apparatur zur Bereitung von reinem Kohlenmonoxyd.
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Cyanid bildet sich aus Met-Hb das Cyan-Met-Hb, welches bei 630 nm fast
nicht absorbiert (Abb. 1). Auch andere Hb-Derivate, wie z.B. CO-Himo-
globin (Abb. 1), Oxyhdmoglobin (Abb. 2) sowie Cyan-Himoglobin (Abb. 2)
absorbieren bei 630 nm nicht.

Met-Hb ist in kleinen Konzentrationen ein physiologischer Bestandteil des
Blutes. Wie hoch die physiologische Konzentration von Met-Hb ist, steht
derzeitig zur Diskussion. Die Normalwerte liegen nach Heubner et al.® und
Betke* unter 19, Met-Hb. Hohere Werte von Met-Hb sind entweder auf
Einwirkung von exogenen Noxen oder auf eine Stérung des Reduktions-
systems in den Erythrocyten zuriickzufiihren.? Das erste ist bei Vergiftung
mit Met-Hb-Bildnern (z.B. Kaliumchlorat, Nitrite, Nitrose-Gase, aroma-
tische Nitro- und Aminoverbindungen) der Fall, das zweite z.B. bei familidrer
Met-Hidmoglobindmie. Die Erythrocyten bleiben bei reiner Met-Hidmo-
globindmie intakt. Patienten mit hoherem Met-Hb Gehalt (ab etwa 109
Met-Hb) weisen eine grau getonte Cyanose auf, die auf die dunkle Farbe des
Met-Hb zuriickzufiihren ist. Das Vorhandensein von Met-Hb bedeutet nicht
nur einen Ausfall von funktionsfihigem Blutfarbstoff, sondern erschwert
auch den Sauerstofftransport durch das noch intakte Himoglobin (Hawlett-
Effekt).

Bis zu 309, Met-Hb (bei familiirer Met-Héimoglobinimie bis zu 50 %)
konnen ohne schwere Symptome vertragen werden. Kopfschmerzen,
Tachikardi und Kurzatmigkeit sind die wesentlichsten Folgen einer Met-
Himoglobinimie. Dazu kommt aber noch bei Vergiftungen die jeweilige
toxische oder pharmakologische Wirkung der aufgenommenen Noxen.’ Die
todliche Met-Hb-Konzentration diirfte oberhalb von 70-80% Met-Hb
liegen (bezogen auf das Gesamt-Hb)°®.

Zur quantitativen Bestimmung von Met-Hb im menschlichen Blut wurden
verschiedene Methoden angegeben. Nach eingehendem Studium der Literatur
entschlossen wir uns, die dlteren halbquantitativen Verfahren nicht zu
beriicksichtigen, weil zwei quantitative, als modern zu bezeichnende Methoden
bekannt sind, zu deren Ausfiihrung allerdings ein gutes Spektralphotometer
notwendig ist (Filtergerite geniigen nicht). Es handelt sich um die auf
Evelyn und Malloy’ zuriickgehende und spéter von mehreren Autoren
(vgl. Kap. 2) modifizierte Cyanidmethode, sowie die von Kiese® angegebene
und ebenfalls spiter modifizierte Kohlenmonoxydmethode (vgl. Kap. 3).
Beide Methoden wurden nachgearbeitet, kritisch gepriift und im Hinblick
auf ihre Verwendbarkeit in der klinischen Chemie miteinander verglichen.
Dabei erbrachte die Cyanidmethode besser reproduzierbare Resultate.

Die Cyanidmethode war jedoch wegen ihrer manchmal ungenauen
Aussagen, insbesondere im Bereich niedriger Met-Hb-Konzentrationen mit
einer Fehlerbreite von +29%, noch immer zu ungenau (vgl. insbesondere
die Diskussion iiber die physiologische Konzentration von Met-Hb bei
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Gesunden). Wir haben deshalb die Cyanidmethode weiter modifiziert und
erreichen jetzt unter Routinebedingungen eine Genauigkeit von +0,3%
Met-Hb (vgl. Kap. 5).

2. DIE BESTIMMUNG VON MET-Hb NACH DER
CYANIDMETHODE

Diese Methode wurde zuerst von Evelyn und Malloy’ angegeben und von
Havemann et al.,° Leahy und Smith,'® Fleisch'' und anderen modifiziert.
Eine sehr praktische Arbeitsvorschrift stammt von Marti." 2

A. Prinzip der Methode

Met-Hb besitzt in neutraler bis leicht saurer Losung bei 630 nm eine charak-
teristische Absorptionsbande, die durch Zugabe von Cyanid fast vollkommen
verschwindet (Umwandlung von Met-Hb in Cyan-Met-Hb). Die Anderung
der Lichtdurchlissigkeit ist der Met-Hb-Konzentration direkt proportional.
Die Extinktion des Himolysates (Probe) wird bei 630 nm gemessen
(Absorptionsbande von Met-Hb) anschlieBend wird allfilliges Met-Hb in
Cyan-Met-Hb iiberfiihrt, das bei 630 nm praktisch nicht absorbiert. Zur
quantitativen Bestimmung der Met-Hb-Konzentration der Probe sind
Bezugsmessungen desselben Hiamolysates als 1009, Met-Hb [Zusatz von
Kaliumhexacyanoferrat-(III)] und als 1009, Cyan-Met-Hb [Zusatz von
Kaliumhexacyanoferrat~(III) und Kaliumcyanid] erforderlich.

B. Arbeitsvorschrift (entsprechend [.c.'2)
a. Reagenzien und Losungen

i Phosphatpuffer: 1M, pH 6,8 (Stammpuffer); (vor Gebrauch im
Verhdltnis 1:10 verdiinnen): 36,4 g KH,PO, und 45,24 g Na,HPO,-
2 H,0 werden in Wasser gelost und zu 500 ml aufgefiillt.
ii K5[Fe(CN)g]-Losung: 5%ige Losung in 0,5 %iger Na,CO;-Losung.
iii KCN-Losung: 5% ige wiBrige Lésung.

b. Arbeitsweise

0,2 ml frisches Vollblut (Fingerbeere) werden mit etwa 10 mi 0,99, iger
NaCl-Lsung geschiittelt und zentrifugiert; der Uberstand wird moglichst
vollstindig abgezogen (Spritze) und verworfen. Die so gewaschenen Erythro-
cyten werden durch Zugabe von 6,0 ml Wasser himolysiert und mit Luft
kriftig durchgeschiittelt, wodurch eventuell vorhandenes Himoglobin in
Oxyhdmoglobin iiberfiihrt wird. Dem Himolysat setzt man 4,0 ml 0,1M
Phosphatpuffer pH 6,8 (Stammpuffer 1:10 verdiinnt) zu. Die Stromata
werden durch Zentrifugieren (15 Min. bei 3000 g) sedimentiert. Mit dem
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iberstehenden Himolysat (=Probe) werden zwei Kiivetten von 5 mm
Schichtdicke gefiillt. Die erste Kiivette bleibt ohne Zusatz und wird als
Probe 1 bezeichnet. Die 2. Kiivette (Probe 2) wird mit einem Tropfen 5 9/iger
Kaliumhexacyanoferrat-(I11)-Losung versetzt und 10 Min. bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. (Umwandlung von Hb in Met-Hb.) Die Proben 1
und 2 werden bei 630 nm gegen einen Leerwert (4 ml Phosphatpuffer 0,1 M,
mit 6 ml Wasser verdiinnt) wie folgt gemessen:

Messung 1: Probe 1 (x9% Met-Hb).
Messung 2: Probe 2 (1009, Met-Hb).

Messung 3: Probe 1+1 Tr. 5%ige KCN-Losung (allfilliges Met-Hb wird
zu Cyan-Met-Hb umgesetzt).

Messung 4: Probe 2+1 Tr. 5%ige KCN-Losung (1009 Cyan-Met-Hb).

Man erhilt vier Extinktionswerte entsprechend den Messungen 1-4.
Stimmen die MeBwerte 1 und 3 iiberein, ist kein Met-Hb nachweisbar.
Zur quantitativen Berechnung werden folgende Extinktionsdifferenzen
gebildet: E, — E, ist die Extinktionsdifferenz, die durch die Umwandlung von
vorhandenem Met-Hb in Cyan-Met-Hb hervorgerufen wird. Diese Differenz
ist der Met-Hb-Konzentration direkt proportional. E,—E, ist die Extink-
tionsdifferenz, die durch die Umwandlung von 100%jigem Met-Hb in
100%iges CN-Met-Hb entsteht. Aus den beiden Extinktionsdifferenzen
E,—E; und E,—E, kann somit durch folgende Formel dic Met-Hb-
Konzentration in der Probe quantitativ berechnet werden.

E,—E,
E,— E,

-100 = % Met-Hb 1

Zum besseren Uberblick wird die Arbeitsweise schematisch dargestellt.
Das Himolysat wird in zwei Kiivetten von 5mm Schichtdicke gefiillt.
Der weitere Fortgang der Arbeitsweise ist in Tab. I wiedergegeben.

C. Nachpriifung der Methode
a. Absorptionsspektren

Die Absorptionsspektren von Met-Hb, Cyan-Met-Hb, Oxy-Hb und Cyan-
Hb wurden vermessen und sind in den Abb. 1, und 2 wiedergegeben.
Die Lage der Absorptionsmaxima stimmt mit den Angaben der neueren
Literatur iiberein. Geringfiigige Abweichungen (zwischen 2 und 4 nm) sind
vermutlich auf die Genauigkeit des verwendeten Photometers (Unicam SP
1800 B) zuriickzufiihren. Die zur Vermessung gelangenden Losungen wurden
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TABELLE 1
Schematische Darstellung der Arbeitsweise®

Kiivette = Messung Nr. Zusitze Kiivetteninhalt Resultat Ext. 3
1 1 keine (x % Met-Hb) E,
2 2 1 Tropfen K ;[Fe(CN)¢]
(Messung nach 10 Min.) E,
(1009, Met-Hb)
3 1 Tropfen KCN(Met-Hb— CN-Met-Hb) E;
2 4 1 Tropfen KCN (1009 CN-Met-Hb) E,

a Berechnung siehe Formel 1.

nach Kap. 2Bb hergestellt, jedoch hatten nicht alle Losungen die gleiche
Hb-Konzentration. Es zeigt sich, dal saures Met-Hb bei 630 nm ein
ausgeprégtes Absorptions-maximum besitzt, wihrend alle anderen Hb-
Derivate bei dieser Wellenldnge fast nicht absorbieren. Bei den in Frage
kommenden Konzentrationen betrdgt die Absorption praktisch Null.
AuBlerdem wird durch die Art der Berechnung (Differenzbildung zwischen
den Extinktionen E,; und E, bzw. E, und E,) diese minimale Absorption der
anderen Hb-Derivate mathematisch eliminiert.

b. Messung von Hb-Lésungen bekannter Konzentration

Zur Durchfiihrung dieser Versuche wurde ein Hiamolysat (analog 2 Bb) wie
folgt hergestellt: 0,5 ml gewaschene Erythrocyten wurden mit 15 m! aqua
dest. hdmolysiert und 10 ml 0,1 m Phosphatpuffer pH 6,8 zugesetzt. Nach
dem Sedimentieren der Stromata wurde das Himolysat auf 4 Zentrifugen-
réhrchen verteilt und folgende Himoglobin-Derivate hergestellt. (Zur
Berechnung des theoretischen Prozentgehaltes an Met-Hb wurde vorausge-
setzt, daBl das verwendete Blut frei von Met-Hb war. Es stammte von einer
16-jahrigen gesunden Patientin.)

Hb-Losung 1: Ohne Zusatz (1009, Oxy-Hb).

Hb-Losung 2: Zusatz von Kaliumhexacyanoferrat-(I1I) (1009, Met-Hb).
Messung nach 10 Min.

Hb-L6sung 3: Zusatz von Kaliumcyanid (1009, Cyan-Hb bzw. 09, Cyan-
Met-Hb).

Hb-Losung 4: Zusatz von Kaliumhexacyanoferrat-(III) und Kaliumcyanid.
(100% Cyan-Met-Hb).
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Zur Herstellung von Met-Hb-Losungen bekannter Konzentration wurden
die Losungen getrennt in verschiedene Kiivetten bekannter Schichtdicke
gefiillt und die Kiivetten hintereinander geschaltet. Die Losungen diirfen
nicht miteinander vermischt werden, weil die zugesetzten Reagenzien in
unkontrollierbarer Weise weiter reagieren. So simuliert man durch Hinter-
einanderschaltung z.B. einer 5mm Kiivette mit Oxy-Hb-Lésung und
einer Smm Kiivette mit Met-Hb-Losung eine 50%ige Met-Hb-Losung.
Durch Kombination einer 5 mm Kiivette mit Oxy-Hb-Lésung und einer
I mm Kiivette mit Met-Hb-Losung simuliert man z.B. eine 16,7 %ige Met-
Hb-Ldsung.

Diese Kiivettenkombinationen wurden gegen Phosphatpuffer (als Leerwert)
in Kiivetten mit analogen Schichtdickenkombinationen bei 630 nm ge-
messen. Aus den erhaltenen Extinktionswerten der durch diese Simulation

TABELLE 11
Resultate der Nachpriifung der Cyanidmethode von Marti'?

Met-Hb-gegeben Met-Hb gefunden Abweichung
(simuliert)( %) (%) (% Met-Hb)

100 95,6 —4,4

0 3,2 +3,2

50 53,5 +3,5

16,7 14,2 —-2,5

28,6 32,2 +32

71,5 75,1 +4,0

83,5 71,6 —-6,1

hergestellten Met-Hb-Losungen bekannten Gehaltes (Messung E;, vgl
Tab. I) und der aus den gleichen Met-Hb-Losungen erhaltenen Cyan-Met-
Hb-Lésungen (entsprechend Messung 3 vgl. Tab. I) wurde die Differenz
E,—E, gebildet. In analoger Weise wurde aus den Messungen E, (1009,
Met-Hb) und E, (1009, Cyan-Met-Hb vgl. Tab. 1) die Differenz E,—E,
gebildet. Simtliche MeBwerte wurden auf eine Schichtdicke von 10 mm
umgerechnet. Daraus ergibt sich aus Formel 1 der prozentuale Gehalt der
experimentell gefundenen und der durch Rechnung ermittelten Met-Hb-
Konzentration der Probe.

Fehler im Bereich von +0,5%; sind auf MeBungenauigkeiten, insbesondere
auf Streulichteffekte an den hintereinander geschalteten Kiivettenfenstern
zuriickzufiihren. Fiir die praktische Durchfiihrung der Met-Hb-Bestimmung
nach dieser Methode fallen die durch Streulichteffekte (+0,5% Met-Hb)
verursachten Fehler zwar weg, doch ist der experimentelle Fehler noch zu
groB, weshalb wir die Methode modifiziert haben (vgl. Kap. 5). Die einzelnen
Werte Sind in Tab. II Wiedergegeben.
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Bei dieser Methode ist besonders auffillig, da im Bereich von sehr
kleinen Met-Hb-Konzentrationen Uberwerte, bei sehr hohen Met-Hb-
Konzentrationen dagegen Unterwerte gefunden werden. Die Abweichungen
sind relativ groB und bewegen sich in einer GréBenordnung von 3-4%
Met-Hb. Da Uberwerte, die besonders bei geringen Met-Hb-Konzentrationen
auftreten, eine Methimoglobindmie vortiuschen kénnen (besonders bei der
Diagnose entstehender Met-Hiamoglobindmien durch exogene Noxen),
war die Genauigkeit der Methode fiir uns nicht ausreichend. Wir iiberpriiften
deshalb die Kohlenmonoxydmethode, um festzustellen, ob dabei die Fehler-
grenze kleiner ist.

3. DIE BESTIMMUNG VON MET-Hb NACH DER
KOHLENMONOXYDMETHODE

Eine andere, als zuverlissig beschriebene Methode (vgl. Marti'?) zur Bestim-
mung der Met-Hb-Konzentration im Vollblut ist die Kohlenmonoxyd-
methode, die von Kiese® entwickelt und von Schwerd? modifiziert wurde.

A. Prinzip der Methode

Met-Hb reagiert nicht mit Kohlenmonoxyd zu CO-Hb,'?® kann aber leicht
zu Hb reduziert werden, das seinerseits mit Kohlenmonoxyd CO-Hb bildet.
(Benutztes Absorptionsmaximum 578 nm.) Ein Met-Hb enthaltendes
Himolysat, das mit Kohlenmonoxyd geséttigt ist, zeigt nach Zugabe eines
Reduktionsmittels eine Extinktionszunahme bei 578 nm, die der Met-Hb-
Konzentration proportional ist. Als Parameter zur quantitativen Bestimmung
dienen Himolysate gleichen Hb-Gehaltes als 1009, Met-Hb und 1009
CO-Hb.

B. Arbeitsvorschrift
a. Reagenzien und Lésungen
i Phosphatpuffer 1M pH 6,8 (Stammpuffer)

Herstellung siehe Kap. 2B. Der Stammpuffer wird vor dem Gebrauch
im Verhiltnis 1:5 mit Wasser verdiinnt (=0,2 M).

ii Natriumdithionit und Kaliumhexacyanoferrat-(III) werden als feste
Substanzen verwendet.

iii Reines Kohlenmonoxyd wird aus konzentrierter Ameisensiure und
konzentrierter Schwefelsdure unter Verwendung der in Abb. 3 an-
gegebenen Apparatur gewonnen.
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b. Arbeitsweise

Frisches Vollblut (0,2 ml) werden mit 15 ml Wasser hdmolysiert und 5 ml
Phosphatpuffer zugesetzt. Unmittelbar danach wird CO durchgeleitet, um
den Sauerstoff zu entfernen und eine spontane Met-Hb-Bildung zu verhindern.
(In der Praxis hat sich erwiesen, daB das Durchleiten von CO mindestens
15 Min. lang erfolgen muB, um quantitativen Umsatz zu erreichen.) Die
Stromata werden durch Zentrifugieren bei 3000 g sedimentiert und zur
Analyse der Uberstand verwendet. Dieser wird in vier bis fiinf Kiivetten von
10 mm Schichtdicke gefiillt und luftdicht verschlossen. Man mifit die ge-
fiillten Kiivetten gegencinander bei 578 nm und verwendet davon zwei
moglichst extinktionsgleiche Kiivetten zur Bestimmung.

Es wird eine Justierkiivette (Kiivette 1) benutzt und die andere mit ca. 10 mg
Natriumdithionit (Kiivette 2) beschickt, verschlossen, gut durchgemischt und
nach ca. 1 Min. die Extinktionsdifferenz gemessen (E,). Danach wird die
Justierkiivette (Kiivette 1) mit ca. 5 mg Kaliumhexacyanoferrat-(III) versetzt,
gut gemischt und beide Kiivetten mindestens 90 Min. im Dunkeln aufbe-
wahrt. Dann mit man Kiivette 2 gegen Kiivette 1 bei 578 nm (£,).

Das Verhiltnis der Extinktionsdifferenzen zwischen der ersten Messung
(E, = Differenz zwischen x %, Met-Hb und 1009, CO-Hb) und der zweiten
Messung (E, = Differenz zwischen 1009, Met-Hb und 1009, CO-Hb) ist
dem Met-Hb-Gehalt proportional. Der Met-Hb-Gehalt errechnet sich nach
folgender Formel:

E
=£.100 = 9 Met-Hb 2
E,

C. Nachprifung der Methode

Frisches Vollblut (0,5 ml) wurde mit 30 ml Wasser hdmolysiert und 20 ml
0,2 m Phosphatpuffer zugesetzt. Danach wurde CO eingeleitet (ca. 30 Min.)
und nach dem Zentrifugieren das Himolysat auf zwei R6hrchen verteilt.

Lésung 1: Zusatz von Natriumdithionit (100 9, CO-Hb).
Losung 2: Zusatz von Kaliumhexacyanoferrat-(I1I) (100 9, Met-Hb).

Fiir die Priifung wurde vorausgesetzt, daB das Blut frei von Met-Hb war.
Alle Messungen erfolgten bei 578 nm. Durch Hintereinanderschalten von
Kiivetten bekannter Schichtdicken, die mit den beiden L&sungen gefiillt
waren, simulierten wir Lésungen mit bekannten Met-Hb-Konzentrationen.
Die CO-Hb-Lésung (1) wurde gegen die bekannte Mischung gemessen. Die
gemessene Extinktion ist gleichzeitig die Extinktionsdifferenz zwischen
100 %iger CO-Hb-Losung und der simulierten Probe (x%; Met-Hb). Diese
Extinktionsdifferenz wurde auf 10 mm Schichtdicke umgerechnet und daraus
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der Met-Hb-Gehalt ermittelt, wobei die 100%ige Met-Hb-Losung als
Bezugswert diente. Zur Reduktion der Met-Hb-Losung mit Natriumdithionit
und deren Umwandlung in CO-Hb durch vorhandenes CO wurde aus
Griinden der Sicherheit 120 Min. im Dunkeln stehen gelassen.

Ein Teil der Ergebnisse ist in Tab. III zusammengestellt. Es ist ersichtlich,
daB die gefundenen Werte mit den theoretischen nur miBig iibereinstimmen.
Die Kohlenmonoxydmethode zeigt groBere Abweichungen als die Cyanid-
methode nach Marti.!? Die Abweichungen werden hier nur durch metho-
dische Fehler verursacht, wihrend bei der Cyanidmethode die Fehler auch
durch Spuren von vorhandenem Met-Hb im Blut hervorgerufen werden
koénnen.

4. DISKUSSION

Bei den gepriiften Methoden ist keine genau definierte Blutmenge notwendig,
da die Met-Hb-Konzentration in 9 angegeben wird. Bei der Cyanidmethode
stéren andere Hb-Derivate, z.B. CO-Hb, die durch Zusatz von Kalium-
cyanid unverindert bleiben, nicht. Zur Berechnung der Met-Hb Konzentra-
tion in einem Himolysat sind nur Bezugsmessungen desselben Hamolysates
als 1009, Met-Hb und 1009, Cyan-Met-Hb erforderlich. Die Kritik von
Schwerd? an der Cyanidmethode konnte damit widerlegt werden. Er be-
hauptet, die Bezugswerte miiBten aus der Extinktionsdifferenz zwischen einer
Met-Hb freien und einer oxydierten Blutlosung gleicher Hb-Konzentration
ermittelt werden. Deshalb sei diese Methode umstédndlicher als das Kohlen-
monoxydverfahren, bei dem ohne Schwierigkeiten fiir jeden Einzelversuch
die Bezugswerte ermittelt werden kdnnen, weil durch den Zusatz des Reduk-
tionsmittels in einer Kiivette reines CO-Hb und in der anderen nach der
Oxydation reines Met-Hb vorliegt. Ein Vergleich der Resultate zeigt deutlich
den Unterschied in der Genauigkeit und Sicherheit beider Methoden. Die
Cyanidmethode ist genauer als die Kohlenmonoxydmethode. (Vgl. Tab. II.)

Fiir die Diagnose geringfiigiger Methdmoglobindmien und fiir die Klinische
Chemie generell ist jedoch eine Methode zur Bestimmung von Met-Hb
erforderlich, die eine Genauigkeit von mindestens +0,39% Met-Hb hat.
Wir stellten uns daher die Aufgabe, eine derartige Methode zu entwickeln,
bzw. eine bekannte Methode zu modifizieren.

5. MODIFIKATION DER CYANIDMETHODE

Es ist verstindlich, daB wir uns zunichst der Cyanidmethode zuwandten,
dasie einen wesentlich geringeren Zeitaufwand benétigt (maximal 30 Min.)und
auBerdem das Herstellen und Einleiten von reinem Kohlenmonoxyd wegfillt.
Die friiher oft geiibte Praxis, Leuchtgas zur Umwandlung von Hb in CO-Hb
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zu verwenden, ist heute nicht mehr durchfiihrbar, da der gro8te Anteil der
frither mit CO-reichem Leuchtgas gefiillten Stadtgasleitungen auf Erdgas
umgestellt wurden oder werden, das nur noch einen geringen Anteil an
CO enthilt. Zur Durchfiihrung der Kohlenmonoxydmethode ist daher ein
stets betriebsbereiter CO-Generator unumginglich erforderlich. Da die
Kohlenmonoxydmethode auBer diesen Nachteilen auch noch bei der Nach-
priifung eine wesentlich kleinere Genauigkeit ergab, entschlossen wir uns,
die Cyanidmethode zu modifizieren, wozu wir zunichst die Fehler dieses
Verfahrens methodisch untersuchten.

A. Fehlerquellen

Ein Hauptfehler der Cyanidmethode ist die Tatsache, daBl die Zugabe der
Reagenzien in die Kiivetten (deren Fiillung auBerdem nicht genau definiert
ist) in“Tropfen” angegeben wird. Wirhaben eine Untersuchung durchgefiihrt,
wie hoch das Gewicht eines Tropfens unter sonst konstant gehaltenen
Bedingungen (Herstellung des Tropfens stets mit derselben Pipette) sein kann.
Das Tropfengewicht kann zwischen 30,2 mg und 244,2 mg schwanken.

Wir haben 10 Quarzkiivetten von 5 mm Schichtdicke leer und nach
Fiillung mit genau 1,5 ml Hamolysat gewogen. Daraus lie3 sich das Gewicht
der Fiillmenge errechnen. Es lag zwischen 1,4321 g und 1,6010 g. Zu unserer
groBen Uberraschung schwankte die Extinktion des Hémolysates bei einer
Schichtdicke von 5Smm (es wurde stets dasselbe Himolysat verwendet)
zwischen 0,180 und 0,260, obwohl fabrikneue und nach einem Spezial-
verfahren gereinigte Quarzkiivetten verwendet wurden. AnschlieBend setzten
wir aus stets derselben Blutzuckerpipette jeweils einen Tropfen Wasser zu.
Das Tropfengewicht betrug auch bei genauestem Arbeiten zwischen 30,2 mg
und 2442 mg. Bei dem je mit einem Tropfen Wasser versetzten Himolysat
wurden Extinktionen zwischen 0,155 und 0,230 Extinktionseinheiten ge-
messen. Die durch die Verdiinnung bewirkte Extinktionsabnahme in dem
Kollektiv von 10 Kiivetten betrug zwischen 22,42 % und 9,43 %/, das Gewicht
der Kiivettenfiillung schwankte zwischen 17,039 und 1,99 9. Jede einzelne
Kiivette war wihrend aller Versuchschritte und Messungen luftdicht ver-
schlossen. Einzelheiten dieses Versuches gehen aus Tab. IV hervor.

Es war uns klar, daB die Fehler, die durch die Toleranzen in den Schicht-
dicken der einzelnen Kiivetten (es handelte sich um Qualitdtsfabrikate)
gegeben waren, nicht eliminiert werden konnten. Folgende methodische
Fehler kénnen jedoch vermieden werden durch:

i Standardisierung der Fiillmenge der Kiivette.
ii Standardisierung des Tropfenvolumens.

iii Zugabe der gleichen Anzahl Tropfen in alle Kiivetten.
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Aus Tab. IV ist ersichtlich, wie groB die dadurch entstehenden Fehler,
insbesondere bei kleinen Met-Hb-Konzentrationen werden kénnen.

B. Probennahme

Als Probengut hat sich am besten Citratblut (Punktion der Vena cubitalis,
2 ml 3,89, Natriumcitricum+8 ml Vollblut) erwiesen. Bei allen anderen
Arten der Probenahme, auch bei Einsatz von Vacutainern tritt in unkontrol-
lierbarem Mall Autoxydation und Bildung von Met-Hb auf.

C. Beleganalysen

Es wurden Himolysate enthaltend 1009, Met-Hb und 1009, Cyan-Met-Hb
hergestellt. Durch Hintereinanderschalten von Kiivetten, die Met-Hb und
Cyan-Met-Hb enthielten, konnten beliebige Konzentrationen an Met-Hb
simuliert werden (analog der Priifung der Kohlenmonoxydmethode, vgl.
Kap. 3). Dabei stellte sich heraus, daB3 bei Beachtung der in Kap. 6 wieder-
zugebenden Arbeitsvorschrift (bzw. analogem Vorgehen) die Fehlergrenze
bei+0,39, Met-Hb liegt. Einige Beispiele aus diesen Untersuchungen sind
in Tab. V wiedergegeben. Dabei wurde die Extinktionsdifferenz E, — E, fiir
alle anderen simulierten Schichtdicken analog beibehalten (es handelte sich
stets um dieselben Kiivetten mit demselben Kiivetteninhalt). Das Himolysat
zu diesen Untersuchungen wurde aus Citratblut gewonnen, die Erythrocyten
wurden drei mal gewaschen. Die gewaschenen Erythrocyten diirfen niemals
unbedeckt von Fliissigkeit an der Luft stehen, da sonst durch Autoxydation
Met-Hb gebildet wird.

Die Fehlergrenze von 0,39 Met-Hb bei der Bestimmung von Met-Hb
im Vollblut ist das Optimum des unter den gegebenen Umstinden erreich-
baren.

D. Anwendungsbeispiele

i Bestimmung von zwei aus der Anamnese gesicherten, klinisch jedoch
nicht diagnostizierbaren Methimoglobinidmien.” Die Resultate, ein-
schlieBlich der Berechnung sind in den Tab. VI und VII zusammenge-
faBt. Beide Versuchspersonen hatten vier Tage spiter Met-Hb Werte
unterhalb von 0,1 %.

ii Ein Beispiel einer Bestimmung von Met-Hb bei einer gewerblichen
Methimoglobindmie ist in Tab. VIII wiedergegeben. Die klinische
Diagnose war gesichert, es lag eine klare Anamnese vor. Alle Analysen-
werte wurden aus derselben Blutprobe (Citratblut) gewonnen.
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TABELLE VI

Bestimmung von Met-Hb bei geringer Met-Hamoglobinimie
(aus Anamnese gesichert, klinisch nicht zu stellende Diagnose)

Bestimmung 630 nm Resultat
Nr. Ext. ——— Berechnung (% Met-Hb)
1 E, 0,052 0,052—0,047 _ 0,005 0.953
E, 0,640 0,640—0,116 0,524 ’
E; 0,047
E, 0116
2 E, 0,052 0,052—0,046 _ 0,006 12
E, 0,650 0,650—0,113 0,537 ’
E, 0,046
E, 0,113
3 E, 0,053 0,053—0,048 _ 0,005 0.934
E, 0,650 0,650—0,114 0,536 ’
E; 0,048
E, 0,114
4 E, 0,052 0,052—0,045 _ 0,007 127
E; 0,665 0,665—0,113 0,552 ’
E; 0,045
E, 0,113

TABELLE VII

Bestimmung von Met-Hb bei geringer Met-Hadmoglobinimie
(aus Anamnese gesichert, klinisch nicht zu stellende Diagnose)

Bestimmung 630 nm Resultat
Nr. Ext.—— Berechnung (% Met-Hb)
1 1. 0,040
2. 0,465 0,040-0,035 _ 0,005 137
3. 0,035 0,466—0,100 0,366 ’
4. 0,100
2 1. 0,041
2. 0,490 0,041-0,035 _ 0,006 152
3. 0,035 0,490—0,095 0,395 ’
4. 0,095
3 1. 0,027
2. 0,440 0,027—0,022 _ 0,005 L1
3. 0,022 0,440—0,085 0,355 ’
4. 0,085
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iii Bei unseren Bemiihungen, den physiologischen Prozentsatz von
Met-Hb am Gesamt-Hb beim erwachsenen Menschen festzustellen
(was uns wegen der Vieldeutigkeit der Resultate nicht gelang) stieBen
wir auf die Tatsache, daB feuchte, gewaschene, an der Luft stehende
Erythrocyten sehr rasch einer Autoxydation unterliegen. Deshalb war
eine exakte Aussage iiber den physiologischen Prozentsatz des Met-Hb
bei erwachsenen Menschen nicht zu gewinnen; er liegt sicher unter

0,5%.

Ein Beispiel des Verlaufes einer Autoxydation ist in Tab. IX wiedergegeben.
Unter definierten Verhéltnissen verlduft die Zunahme an Met-Hb linear mit
der Zeit.

E. Vergleich der Kohlenmonoxydmethode mit der

modifizierten Cyanidmethode

Wir haben nach beiden Methoden jeweils 100 Bestimmungen in Himolysaten
mit simulierten Met-Hb-Konzentrationen durchgefiihrt. Wir sind daher in
der Lage, beide Methoden sehr gut zu beurteilen. Der Methodenvergleich
ist in Tab. X dargestellt. Es ist deutlich ersichtlich, dal mit der modifizierten
Cyanidmethode cine Genauigkeit von +0,3% Met-Hb erreicht werden
kann, der eine Fehlergrenze von+7,5% Met-Hb nach der Kohlenmonoxyd-
methode gegeniibersteht. Die Kohlenmonoxydmethode erfordert auBlerdem
einen wesentlich groBeren apparativen und zeitlichen Aufwand.

6. ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG DER
ARBEITSVORSCHRIFT (MODIFIZIERTE CYANIDMETHODE)

a. Reagenzien und Lésungen

i Phosphatpuffer: 1M, pH 6,8 (Stammpuffer), 36,4 g KH,PO4+45,24 g
Na,HPO4-2H,0 werden! in aqua dest. zu 500 ml gelost. Vor der
Verwendung muB der Puffer im Verhiltnis 1: 10 verdiinnt werden.

ii K;[Fe(CN)g]-Losung: 5g K [Fe(CN)g]+ 500 mg Na,CO; (wasser-
frei) werden zu 100 ml mit aqua dest. gelost.

iii Cyanidlosung: 5 g KCN werden mit Wasser zu 100 ml geldst.

iv Tetrachlorkohlenstoff: Es wird dringend geraten, ein analysenreines
Produkt zu verwenden und es vor Gebrauch noch zweimal zu destillieren.
Tetrachlorkohlenstoff (auch analysenrein) enthélt oft geringe Mengen
von Substanzen, die die Entstehung von Met-Hb bewirken.
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Bestimmung von Met-Hb tei einer gewerblichen Met-Hémoglobindmie (deutliche Cyanose);
klinische Diagnose gesichert; alle Analysen aus derselben Blutprobe (Citratblut)

Bestimmung 630 nm Resultat

Nr Ext. P Berechnung (% Met-Hb)

1 E, 0,179
E, 0,600 0,179-0,054 _ 0,125 256
E; 0,054 0,600—0,112 ~ 0,488 ’

+ E, 0,112

2 E; 0,182
E, 0,585 0,182—0,061 _ 0,121 258
E; 0,061 0,585—0,116 0,469 ’
E, 0,116

3 E, 0,184
E, 0,620 0,184-0,055 0,129 254
E; 0,055 0,620—0,112 0,508 ’
E. 0,112

4 E, 0,85
E, 0630 0,185-0,052 0,133 556
E; 0,052 0,630—0,110 0,520 )
E. 0,110

5 E, 0,180
E, 0626 0,180—0,050 _ 0,130 254
E; 0,050 0,626—0,114 0,512 ’
E, 0,114

6 E, 0,83
E, 0,611 0,183-0,055 0,128 257
E; 0,055 0,611—0,112 ~ 0,499 ’
E, 0,112

TABELLE IX

Autoxydation von Hiamoglobin in feuchten, frei an der

Luft stehenden Erythrocyten

Stehzeit an der Luft (Min.) % Met-Hb

0 0,02

15 0,29

30 0,63

60 1,24

90 1,16

120 2,51

150 3,18

180 3,76
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b. Probenahme

i Citratblut: Man entnimmt aus der Vena cubitalis Citratblut (2 ml
Natriumcitricum, 3,8%ig+8 ml Vollblut) und schiittelt nach der
Probenahme gleich um.

ii Die Bestimmung kann auch mit Vollblut (Entnahme aus der Finger-
beere) durchgefiihrt werden, jedoch raten wir davon ab, da die Finger-
beere, besonders bei gewerblichen Methdmoglobindmien nur sehr
schwierig ganz von Met-Hb-Bildnern zu reinigen ist und die Gefahr
besteht, daB eine nachtrigliche Bildung von Met-Hb erfolgt.

iii Entnahme mit Vacutainern, denen EDTA zugesetzt ist. Diese Methode
ist nur durchfiihrbar, wenn unmittelbar nach der Blutentnahme die
Aufarbeitung erfolgen kann; Aufarbeitung wie bei Citratblut. Citratblut
(gegebenenfalls wird aus dem mit Vacutainern entnommenen Blut
Citratblut hergestellt) zentrifugiert man sofort, wischt 1-2 mal mit
der 10-fachen Menge physiol. Kochsalzlésung und zieht den Uberstand
so weit wie moglich ab. Die verbleibenden Erythrocyten (feuchter
Riickstand) werden zur Analyse eingesetzt.

c. Bereitung des Hamolysates

0,2 ml gewaschene Erythrocyten werden in einem ZentrifugenrShrchen mit
6 ml dest. Wasser kriftig geschiittelt. AnschlieBend setzt man 4 ml 0,1 m
Phosphatpuffer (Stammpuffer 1:10 verdiinnt) und aus einem Trop-
flischchen ca. 1 ml Tetrachlorkohlenstoff zu. Es wird nochmals krasftig
geschiittelt und 10 Min. bei 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand muB voll-
kommen klar sein und darf keine Triibung mehr aufweisen.

d. Gerite

Zur exakten Bestimmung von Met-Hb im menschlichen Blut ist ein Spektral-
photometer notwendig. Alle Messungen werden bei einer Wellenldnge
von 630 nm durchgefiihrt. Man verwendet Glaskiivetten von 5 mm Schicht-
dicke. Je nach zu erwartendem Probenanfall sucht man 15-20 Kiivetten aus,
die optisch zueinander passen (Fiillung der Kiivetten mit Wasser und
Messung der Kiivetten gegeneinander) (vgl. dazu die groBen Abweichungen
der Schichtdickentoleranzen in Tab. IV). Diese Kiivetten sollten stets fiir
die Bestimmung von Met-Hb bereitstehen und nicht fiir andere Zwecke
verwendet werden.

e. Arbeitsweise

Je Bestimmung werden fiinf Kiivetten von 5 mm Schichtdicke, die optisch
zueinander passen, bendtigt. Der Analysengang ist in Tab. XI schematisch
dargestelit.
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Das Himolysat wird in alle vier Kiivetten mit derseiben Volilpipette pipet-
tiert, alle Zusitze werden mit Marburg-Pipetten dosiert; nach erfolgtem
Zusatz wird mit einem Kunststoffstab gemischt.

Bemerkung:

In verschiedenen Vorschriften wird das fiinf- bis sechsmalige Auswaschen der
Erythrocyten verlangt. Nach unseren Erfahrungen stéren kleine Mengen von
Serumproteinen die Bestimmung nicht, wohl aber besteht bei zu hdufigem
Auswaschen die Gefahr einer Autoxydation von Hb zu Met-Hb.

Der StammpufTerist relativgut haltbar, sofern er unter sterilen Bedingungen
aufbewahrt wird. Im allgemeinen ist Kiihlschrank temperatur vorzuziehen.
Sobald sicht eine geringe Triibung zeigt, meistens Bakterien, ist er zu ver-
werfen und zu erneuern.

Die K,[Fe(CN);]-Losung ist nur etwa eine Woche haltbar; sobald sich
ein Niederschlag am Boden des GefidBes absetzt, ist sie ebenfalls zu verwerfen
und zu erneuern.
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