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Eine neue Methode der Hamoglobinbestimmung

Von R. Frey

681.784.87:612.111.11

Nach einleitenden Erklirungen iiber Bedeutung und Funktionsweise des Hdmoglobins werden die Standardmethode der photometrischen
Hiimoglobinbestimmung und deren Nachteile bei der Anwendung in schnellen Automaten fiir die Blutkirperchenzihlung beschrieben. Diese
Methode wird einem neuen Messverfahren gegeniibergestellt, das auf der breitbandigen photometrischen Analyse des Himoglobins beruht und
sich insbesondere fiir Anwendungen in Blutkdorperchen-Zdihlautomaten eignet.

Aprés quelques explications sur 'importance et le fonctionnement de I’hémoglobine, I’auteur décrit la méthode classique de détermination
photométrique de I’hémoglobine et ses inconvénients d’application a des dispositifs automatiques de comptage des globules sanguins. Cette méthode
est comparée a un nouveau procéde de mesure, basé sur I’analyse photométrique a bande large de I’hémoglobine et qui convient notamment au

comptage automatique de celles-ci.

1. Das Hamoglobin und seine funktionelle Bedeutung

Hiamoglobin, der rote Blutfarbstoff, erfiillt zwei lebens-
wichtige Funktionen: Einerseits nimmt es in der Lunge Sauer-
stoff auf, gibt ihn im Gewebe ab und transportiert das Ver-
brennungsprodukt Kohlendioxyd vom Gewebe in die Lunge
zuriick. Anderseits {ibt das Himoglobin einen stabilisierenden
Einfluss auf den pH-Wert des Blutes aus; der hochentwickelte
menschliche Organismus ertridgt nur geringfiigige Schwan-
kungen um den mittleren Wert von pH 7.4.

Das Transportmittel fiir das Hdmoglobin sind die roten
Blutkorperchen, die Erythrozyten. Deren mittlere Konzentra-
tion im Blut betrdgt 5 - 10%/ul, volumenmassig machen sie
rund 45 9% des Blutes aus. Mit den Leukozyten (weisse Blut-
korperchen) sind sie die wichtigsten zelluliren Bestandteile des
Blutes. Die Bestimmung der Konzentration der Erythrozyten
und Leukozyten ist mit modernen elektronischen Zahlgeriten
sehr rasch und genau moglich. Sie sind zusammen mit der
Hiamoglobinkonzentration die wichtigsten hamatologischen
Parameter.

Jeder Erythrozyt enthilt im Mittel 2,8 - 108 Hamoglobin-
molekiile mit einem Gesamtgewicht von rund 3110712 g
Ein Liter Blut vermag etwa 200 ml Sauerstoff zu binden ; ohne
Himoglobin wire die Menge 70mal kleiner. Mit der Auf-
kldrung der Himoglobinstruktur durch M. F. Perutz im Jahre
1960 wurde das Tor erdffnet, welches schliesslich zum Ver-
stindnis der Himoglobinfunktion auf molekularer Basis
fiihrte.

Das Hiamoglobin ist ein globuldres Riesenmolekiil mit
einem mittleren Durchmesser von 56 A und einem Atomge-
wicht von nahezu 64500. Der Aufbau des Molekiils ist in
Fig. 1 schematisch dargestellt. Ein zweifach ionisiertes Eisen-
atom ist im Zentrum eines Porphyrinringes gebunden und
bildet mit diesem das Him-Molekiil. Das Ham seinerseits, ein
planares Gebilde, ist in eine Polypeptidkette eingelagert. Diese
Kette, das Globin, ist eine lange Sequenz von Aminosiduren,
die sich in einem typischen Wiederholungsmuster aneinander-
reihen. Vier solcher Him-Globin-Einheiten bilden zusammen
das Hamoglobinmolekiil. Die Polypeptidketten werden dabei
in tiberaus komplizierter, jedoch bedeutungsvoller und in allen
Molekiilen identischer Weise gefaltet, wodurch die funktionell
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Fig. 1 Schematischer Aufbau des Himoglobinmolekiils
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wichtigen Abschnitte der Ketten an der Oberflache der globu-
laren Struktur zu liegen kommen.

Die vier Him-Molekiile selbst sind in Taschen der Globin-
struktur eingelagert. Wird an eines der vier Him-Eisen ein
Sauerstoffmolekiil gebunden, &ndert sich die Hidmstruktur
geringfiigig. Uber einen komplexen Kopplungsmechanismus
dndert sich auch die Struktur des ganzen Himoglobinmolekiils
derart, dass der Zugang von Sauerstoff zu den drei iibrigen
Ham-Eisen erleichtert wird. Die Sauerstoffaffinitét erhoht sich
so schrittweise, bis schliesslich das Himoglobin mit vier Sauer-
stoffmolekiilen gesdttigt ist. Umgekehrt werden bei der Sauer-
stoffabgabe nach Loslosung des ersten Sauerstoffmolekiils alle
weiteren mit sukzessiv erhchter Leichtigkeit abgegeben. Diese
Eigenart der Himoglobine ermdglicht eine rationelle Abgabe
des Sauerstoffs im Gewebe.

2. Die quantitative Bestimmung des Hamoglobins

Die rote Farbe des Blutes riithrt vom Eisen des Himoglobins
her. Die dussersten Hiillenelektronen, welche das Eisen mit
seinen Nachbaratomen teilt, vermogen Licht vornehmlich aus
dem griinen Teil des Spektrums zu absorbieren. Dadurch tritt
das Blut im weissen Licht in der Komplementirfarbe Rot in
Erscheinung. Durch quantitative photometrische Bestimmung
des Absorptionsvermégens in einem schmalen Band des griinen
Spektrums ldsst sich daher die Konzentration des Eisens und
damit auch diejenige des Himoglobins bestimmen. Konzen-
tration und Absorption stehen im folgenden exponentiellen
Zusammenhang:

1= Al = —gg) — getcd )

Es bedeuten:

A(L) die Absorption der Probe in Abhingigkeit von der Wellen-
ldnge A
Io(2), I(2) die Intensitdt des auf die Probe einfallenden bzw. des von

ihr durchgelassenen Lichts bei der Wellenlinge 4

e(A) der Absorptionskoeffizient der Probe bei der Wellenl&nge A
c die Konzentration der Probe
d die Dicke der durchstrahlten Probe

Wihrend A (1) bei der Himoglobinbestimmung gemessen
wird, miissen d als Gerdtekonstante und der Absorptionskoeffi-
zient als bekannt vorausgesetzt werden, damit die Konzentra-
tion bestimmt werden kann.

Eine weitere Bedingung ist priparativer Natur: Die Ery-
throzyten, Triger des Hidmoglobins, verursachen als kleine
Partikel eine starke Lichtstreuung, die sich als Triibung in
storender Weise der Absorption iiberlagert. Das Himoglobin
muss daher aus den Erythrozyten freigesetzt werden durch
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Auflosen der Zellmembran. Ferner muss das Blut in geeigneter
Weise verdiinnt werden, da Vollblut zu stark absorbierend
wirkt. Bei der Freisetzung des Hdmoglobins liegt nun dieses
nicht in einer einheitlichen chemischen Konfiguration vor.
Der Grossteil besteht aus Oxy-Hdmoglobin HbO» (mit Sauer-
stoff gesittigtes Himoglobin), ein gewisser Anteil — bis 15 %
bei starken Rauchern — liegt als Carboxy-Hamoglobin HbCO
(mit Kohlenmonoxyd geséttigtes Hamoglobin) vor; ein ge-
ringer Teil mag auch als reduziertes Himoglobin Hb vorliegen.
Diese drei Derivate des Himoglobins weisen unterschiedliche
Absorptionsspektren auf, wie aus Fig. 2 ersichtlich ist.
Schliesslich kann ein variabler Anteil des Hiamoglobins in
Form des physiologisch inaktiven Methimoglobins auftreten.
Das Absorptionsspektrum dieses Derivats ist veranderlich und
vom pH-Wert der Losung abhidngig. Die Messung der Ab-
sorption bei einer bestimmten Wellenlinge liefert wegen der
variablen relativen Konzentration der verschiedenen Hamo-
globinderivate kein zuverldssiges Mass fiir die interessierende
totale Hamoglobinkonzentration.

Heute werden durch Zugabe von cyanhaltigen Reagenzien
alle Derivate mehr oder weniger rasch in eine einheitliche Form
ibergefiihrt, indem an alle Eisenatome eine Kohlenstoff-
Stickstoff-Gruppe gebunden wird. Diese 1966 standardisierte
Methode hat jedoch nicht zu iibersehende Nachteile, z. B. den
Umgang mit cyankalihaltigen Reagenzien, vor allem aber die
relativ langsam verlaufende Umwandlungsreaktion, die eine
Wartezeit von minimal drei Minuten vor der Messung bedingt.
Dieser Umstand hat dazu gefiihrt, dass insbesondere fiir Auto-
maten modifizierte Reagenzien entwickelt wurden, welche
eine schnelle Himoglobinbestimmung erlauben sollen. Solcher-
art durchgefiihrte Bestimmungen weichen in unspezifischer
Weise vom Standardverfahren ab. Dadurch miissen die Gerite
eigens auf die verwendete Methode eingeeicht werden. Ent-
sprechend schlecht fallen jeweils auch die Korrelationen
zwischen verschiedenen Methoden aus. Angesichts der grossen
Bedeutung des Hamoglobingehalts als klinischer Parameter
ist eine genaue und zuverldssige Bestimmung unerldsslich.

3. Die breitbandige photometrische Messmethode

Als Erginzung zu bereits in der Praxis im Einsatz stehenden
automatischen Blutkorperchenzéhlgerdten sowie als integrie-
render Bestandteil eines in Entwicklung stehenden Blutkorper-
chenzihlgerites wurde eine Himoglobinbestimmungsmethode
benotigt, welche die genannten Nachteile der Standard-
methode nicht aufweist, sondern bei grosserer Einfachheit und
Schnelligkeit genaue Bestimmungen zuldsst und zudem eine
simultane Leukozytenzdhlung ermdoglicht. Ein neues chemi-
sches Verfahren mit einem modifizierten Reagenz erwies sich
als unfruchtbar, da neben der mehr oder weniger komplizierten
Zusammensetzung des Reagenzes einerseits vor der photo-
metrischen Bestimmung stets eine Reaktionszeit abgewartet
werden musste und anderseits das Reagenz die Leukozyten
schddigte und deren Zihlung erschwerte.

Der Schliissel zu einer eleganten sowie einfachen Losung
ergab sich schliesslich aus der Analyse der Absorptionsspek-
tren der hiufigsten Hdmoglobinderivate. Integriert man nam-
lich die Absorptionsspektren der in Fig. 2 gezeigten Derivate
in geeigneten Grenzen, so ist das Integral fiir alle drei Derivate
nahezu gleich gross. Dies ist in Fig. 2 anhand der schraffierten
Flachen im Wellenldngenbereich von 500 bis 600 nm ange-
deutet. Misst man also inyegral die Absorption eines Gemisches
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Fig.2 Absorptionskurven 4 von Himoglobinderivaten

in Funktion der Wellenlinge A

HbCO Carboxy-Hdmoglobin
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HbO:z2 Oxy-Hdmoglobin

dieser drei Derivate in diesem Wellenldngenbereich, so ist die
gemessene Absorption ein Mass fiir die totale Himoglobin-
konzentration und unabhéngig von der relativen Zusammen-
setzung des Gemisches. Eine chemische Umsetzung des Ge-
misches eriibrigt sich damit. Unmittelbar nach dem in bekann-
ter Weise erfolgten Freisetzen des Hadmoglobins aus den
Erythrozyten durch Auflésung der Zellmembran kann die
Himoglobinbestimmung durchgefiihrt werden. Durch das
Fehlen zusitzlicher Chemikalien bleiben dabei die Leukozyten
tiber ldngere Zeit fiir die Zdhlung intakt.

4. Ein neues Hamoglobinmeter

Ein auf dem beschriebenen integralen Messprinzip beruhen-
des Hiamoglobinmeters erfordert die Losung der folgenden
zwei Probleme: Einerseits die Realisierung einer Empfindlich-
keitscharakteristik des Photometers, durch welche die hiufig-
sten Himoglobinderivate quantitativ gleich erfasst werden,
anderseits die Linearisierung der Beziechung zwischen Kon-
zentration und Absorption nach Gl. (1), damit das Ausgangs-
signal des Gerites digital weiterverarbeitet werden kann.

Die spektrale Empfindlichkeitskurve des Photometers ist
das Produkt aus der Emissionscharakteristik der Lichtquelle,
der Empfindlichkeitskurve des Detektors und der Transmis-
sionscharakteristiken der verwendeten Filter. Eine Empfind-
lichkeitskurve mit dem Wert 1 innerhalb eines gewissen Be-
reichs (z.B. 500...600 nm) und 0 ausserhalb dieses Bereichs
wadre weder optimal noch praktisch zu realisieren. Unter Be-
riicksichtigung von GI. (1) ergibt sich die optimale Empfind-
lichkeitskurve aus der Gleichung

A2
_zzi—h f E(J)e9%s® 4 — const. ®)
M

E(A) ist die spektrale Empfindlichkeit des Photometers und
&1(A) der Absorptionskoeffizient des i-ten Hdmoglobinderivats.
Die Gleichung fordert, dass bei geeigneten Integrationsgrenzen
A1 und As die linke Seite unabhidngig vom Index i ist. Eine
approximative Losung von GL. (2) fiir A1, A2 und E(A) ergibt
eine Empfindlichkeitscharakteristik mit maximalem Wert im
Bereich von 540...570 nm, wo die Derivate die wichtigsten
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Fig.3 Spektrale Charakteristiken der Elemente des Photometers

F Durchlidssigkeit der Farbfilter

D Detektorempfindlichkeit

L Spektrale Emission der Lichtquelle

E Resultierende spektrale Empfindlichkeit des Photometers

Absorptionen aufweisen. Ausserhalb dieses Bereichs, wo die
spektrale Information der Himoglobinderivate geringer ist,
fallt die Empfindlichkeitskurve gegen Null. Die approximative
Realisation einer idealen Empfindlichkeitscharakteristik ist in
Fig. 3 dargestellt. Die Kombination einer Wolframglithlampe
als Lichtquelle, eines CdS-Photowiderstandes als Detektor
und einer Gelb-Blau-Filterkombination ergibt eine weitgehend
ideale Empfindlichkeitscharakteristik des Photometers.

Gewissermassen als Zugabe dieser breitbandigen Mess-
methode ergibt sich eine grosse Lichtleistung am Detektor.
Auch bei Verwendung von Mikroglithlampen von geringer
Leistungsaufnahme sind keinerlei optisch aktive Elemente wie
Sammel- und Abbildungslinsen erforderlich. Dies ermoglicht
eine sehr kompakte Bauweise der Optik. Der Messdetektor
erzeugt ein geniigend starkes Signal, mit dem ohne Verstdrkung
eine Anzeige direkt angesteuert werden kann.

Die experimentelle Verifikation der neuen Messmethode
zeigte, dass bei der vollstindigen Substitution eines beliebigen
Derivates durch ein anderes die Absorption sich nur wenig
dndert. Unter Beriicksichtigung des physiologisch moglichen
Variationsbereiches der relativen Konzentrationen der wich-
tigsten Hamoglobinderivate ist der maximale Fehler in der
Konzentrationsbestimmung in jedem Fall kleiner als 19.
Bemerkenswert ist auch die zeitliche Stabilitdat des Messwertes;
nach einer 24stiindigen Inkubation einer Probe bei 37 °C
dnderte sich der Messwert nur um 1%, obwohl sich in dieser
Zeit ein beachtlicher Anteil der Derivate in Methimoglobin
umgewandelt hat.

Fig. 4 Linearisierungsbriicke fiir direkte Konzentrationsbestimmung

Ri1, Rz Vorwiderstinde
Z1, Z» Photowiderstinde
L Lichtquelle

K Kiivette mit Probe

In einer grossen Anzahl von Vergleichsmessungen mit der
Standardmethode an Patientenblut hat sich die Richtigkeit
und Zuverldssigkeit des neuen Messprinzips bestétigt, in ge-
wissen pathologischen Fillen hat sie sich als der Standard-
methode iiberlegen erwiesen.

Eine #usserst einfache Linearisierung der Beziehung zwi-
schen Konzentration und Absorption schliesslich ergab sich
aus der Verwendung von Photowiderstinden. Werden geméss
Fig. 4 zwei Photowiderstinde als Referenz- und als Mess-
detektor in einer Briickenschaltung angeordnet, so ist die
Briickenquerspannung proportional zur Konzentration des
absorbierenden Farbstoffes in der Kiivette, falls das Teiler-
verhiltnis Ri/Z1 in gewissen Grenzen liegt. Durch diese An-
ordnung der Detektoren werden auch temperaturbedingte
Drifts weitgehend kompensiert.

Abschliessend seien stichwortartig die besonderen FEigen-
schaften der beschriebenen Hémoglobinmessmethode zusam-
mengestellt:

— hohe Geschwindigkeit, da keine chemische Reaktion nétig ist

— einfache Zusammensetzung des Reagenzes

— beziiglich Richtigkeit ist die Methode der Standardmethode
ebenbirtig

— hohe zeitliche Stabilitit der Messwerte durch integrale Erfas-
sung der Hamoglobinderivate

— die breitbandige Messmethode erlaubt einen dusserst einfachen
optischen und elektronischen Aufbau
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