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(54) Verfahren und Reagens zur Bestimmung des Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexes in Gegenwart von
freiem Hamogiobin

(57) Beansprucht wird ein Verfahren zur Bestimmung des Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexes durch Ausnutzen der
unterschiedlichen peroxidatischen Eigenschaften des freien und des gebundenen Hamoglobins, wobei zur selektiven
Inhibierung der Peroxidase-Aktivitit des freien Hadmoglobins ein Detergens zugesetzt und die restliche .
Peroxidase-Aktivitat des Reaktionsgemisches gemessen wird. Es wird ein Reagens zur Durchfiihrung des
Bestimmungsverfahrens bereitgestellt, das neben den zur Bestimmung der Peroxidase-Aktivitat erforderlichen
Substanzen ein Detergens zur Inhibierung der Peroxidase-Aktivitat des freien Hémoglobins enthait. Das
erfindungsgemiaRe Verfahren kann dazu benutzt werden, den Haptoglobin-Gehalt einer Probe zu bestimmen, indem
die Probe mit (iberschiissigem Hamoglobin versetzt und die Peroxidase-Aktivitat bestimmt wird. Auch der Gehalt
einer Probe an glykosiliertem Hamoglobin 1Bt sich in erfindungsgeméaRer Weise durch Messen der peroxidatischen
Aktivitat nach Differenzierung des glyKosilierten und des nicht-glykosilierten Hdmoglobins mit Hilfe von Haptoglobin
ermitteln.

ISSN 0433-6461 _ ’ 11 Seiten




7 AP G 01 N/ 262 051/8
63 T80 11

Veffahren und Reagens zur Bestimmung des Himoglobin - Hapto=
globin - Komplexes ’

Anwendungsgebiet der Erfindung

' Die Erfindung betrifft ein Verfahren und ein Reagens zur Be-
stimmung des Himoglobin-~Haptoglobin-Komplexes in Gegenwart
von freiem Himoglobin durch Ausnutzen der unterschiedlichen
peroxidatischen Eigenschaften des freien und des gebundenen
Himoglobing.

Charakteristik der bekannten technischen ISsungen

Hiémoglobin besgitzt peroxidatische Aktivitdt, die auch im
Himoglobin~Haptoglobin-Komplex erhalten bleibt. Die Bestim=-
mung von Himoglobin liber seine Peroxidase-Aktivitat ist
wegentlich empfindlicher als die direkte photometrische
Bestimmung von geeigneten Himoglobin-Derivaten, beispiels-
welse von Cyan~Methimoglobin« Die peroxidatische Aktivitat
von freiem Hidmoglobin und von dem HiEmoglobin-Haptoglobin-
Komplex 1dB8% sich unterschiedlich beeinflussen, beispiels~
welse durch Verdndern des pH-Wertes.

Zur Messung der pefoxidatischen Aktivitadt von freiem HEmo=-

globin und von dem Hémoglobin~Haptoglobin-Komplex sind zwei
verschiedene MeBprinzipien beschrieben (vgl. hierzu: )

Z.Klin.Chem. u. Klin. Biochem. 6 (1968) S. 69 bis 112 sowie
Biochim.Biophys. Acta 285 (1972) 3. 22 bis 27):

a) Die zu bestimmende, Himoglobin- bzw. den Himoglobin-
Haptoglobin~Komplex enthaltende Ldsung wird mit
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Wasserstoffperox1d und mit einem geeigneten chromo-
genen Substrat versetzt und bis zum Ende der Farbent-
wicklung inkubiert, Das Ende der Reaktion kommt da-
durch zustande, daB das Hémoglobin durch das Wasser-
stoffperoxid inaktiviert wird. Die maximal erreichte
Extinktion wird gemessen, Oft nimmt die Extinktion-
nach Erreichen dieses Maximums infolge Ingtabilitat
des gebildeten Farbstoffs wieder abe
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18t des freien Hidmoglobins verhindert eine zuverlédssige und
exakte Messung der Konzentration an Himoglobin-Haptoglobine
Komplex, vor allem dann, wenn mehr freies Himoglobin als im
Komplex gebundenes Himoglobin vorliegt. |

Ziel der Erfindung

Z2iel der Erfindung ist die Bereitstellung eines verbesserten
Verfahrens zur Bestimmurg des Hamoglobin—Haptoglobln-Kom-
plexes in Gegenwart von freiem Himoglobin,

Darlegcung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren _
bereitzustellen, bel dem die Peroxidase-Aktivitdt des freien
Hdmoglobing weitgehend inaktiviert wird und die Peroxidase-
Aktivitdt des Hémoglobin-Haptglobin~-Komplexes ungestdrt und
gomit genau erfaf3t werden kann,

Geldst wird diese Aufgabe dadurch, daB dem Reaktionsgemisch
ein Detergens zugesetzt wird, das die Peroxidase~Aktivitdt

des freien Himoglobins nahezu vollstdndig inaktiviert, die

peroxidatische Aktivitédt des im Komplex gebundenen Himoglo-
bins jedoch nicht oder nur unwesentlich verdndert,

Insbesondere wird erfindungsgemif zur selektiven Inhibierung
der Peroxidase-Aktivitdt des freien Himoglobins ein Detergens
zugesetzt und die restliche Peroxidase-Aktivit&dt des Reaktions-
gemlsches gemessen,

ErfindungsgemdB verwendbar sind alle Detergentien, die die
Peroxidase-Aktivitdt des freien Himoglobing mdglichst voll-
gtdndig inaktivieren, die Peroxidase-Aktivitdt des gebun-
denen Himoglobing jedoch nicht merklich beeinflussen und



U

3~
die auch nicht die peroxidatische Farbstoffbildung unter-
binden, Als besonders brauchbar haben sich Detergentien aus
der Gruppe der Saponine und Lanoline bzw. Detergentien mit
einem Zucker- oder Zuckeralkoholanteil erwiesen. Besonders
. bevorzugt im Sinne der Erfindung sind Saponim, Digitonin
und Polyoxyethylen-Sorbit., | '

Das Detergens wird erfindungsgem# in einer Konzentration
von 0,1 bis 50 g/l eingesetzt,

zum Messen der Peroxidase-Aktivitdt wird ein Peroxid und ein
chromogenes Substrat verwendet. '
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Ganz besonders bevorzugt ist ein Reagens der folgenden Zu-
gammensetzungs :

1 - 5 g/l Saponin

0,5 = 25 mmol/l Perboratl

0,5 = 2 mmol/l ABTS .

0,01 = 0,2 mol/l Citratpuffer, pH 3,5 - 4,5,

Dag erfindungsgemife Verfahren 1&8% sich in vorteilhafter
Weise auch ausniitzen zur Bestimmung von Haptoglobin, indem
das Haptoglobin durch Zugabe eines Uberschusses an Himoglo-
bin vollstidndig in den Himoglobin-Haptoglobin-Komplex iber-
fiihrt und die Konzentration des Komplexes nach dem erfine
dungsgemdfen Verfahren gemessen'wird. Die zugesetzte Himo-
globin-Menge wird durch das Haptoglobin zu einem Haptoglo-
bln-Hamoglobln—Komplex gebunden bis die gesambte, in der.
Probe vorhandene Haptoglobin-Menge als Komplex vorliegte
Dag iiberschiissige Himoglobin bleibt als freies Hamoglobin
in Lssung, Dieses trdgt bei der Messung der peroxidatischen
Aktivitdt nach dem erfindungsgemdBen Verfahren nicht zu
einer Extinktionssteigerung bei, da Ja die Peroxidase-Akti-
vitdt des freien Himoglobins durch das zugesetzte Detergens
weitgehend inaktiviert wird., Die gemessene Extinktion ent-

spricht der Konzentration an Haptoglobin-Hdmoglobin-Komplex
and damit der in der Probe: urspriinglich vorhandenen Hapio-
globin-Konzentration,

Das erfindungsgemife Verfahren zur Messung des Haptoglobin=-
Himoglobin-Komplexes in Gegenwart von freiem Hiémoglobin
kann auch in vorteilhafter Weise zur Bestlmmung des glyko=-
gilierten Himoglcobin-Anteils gemdB den in der DE-Patebtan-
meldung P 31 41 146,0 beschriebenen und beanspruchten
Verfahren ausgenutzt werden, Hierzu wird die zu be=
gtimmende Probe zur Differenzierung des glykosilierten und
des nicht-glykoailierten Anteils mit Haptoglobin versetzt,
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~ chromogenes Substrat enthslt. Die Peroxidasereaktion wird

durch Zusatz einer Losung gestartet, die das Peroxid und
das erfindungsgemiBe Detergens enthdlt, Die Peroxidase-
reaktion wird durch Messen der Bxtinktionszunahme bei der
filr das eingesetzte chromogene Substrat charakteristischen
Wellenlinge verfolgt. Es wird die Reaktionsgeschwindigkeit,
ausgedriickt in mE/Min,, bestimmt,

Das vorstehend beschriebene Bestimmungsverfahren eignet
gich auch besonders gut zur Durchfuhrung auf einem automa-

tischen Analysenautomaten.

Ausfilhrungsbeispiel

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Bei-
gpiele ndher erlidutert:
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Erfindungsanspruch

1, Verfahren zur Bestimmung des‘Hémoglqbin—Haptoglobin-
Komplexes in Gegenwart von freiem Himoglobin durch
Ausnutzen der unterschiedlichen peroxidatischen Eigen-
~schaften des freien und des gebundenen Hd&moglobins,
gekennzeichnet dadurch, daf zur selektiven Inhibierung
der Peroxidase-Aktivitdt des freien Himoglobins ein |
Detergens zugesetzi und die restliche Peroxidase-Akti-
vitdt des Reaktionsgemisches gemessen wird,

2. Verfahren gem#B Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, .
daB das Detergens aus der Gruppe der Saponine, Lano-
line und Detergentien mit einem Zuckeranteil ausge-
wdhlt wird,.

3, Verfahren gemdl Punkt 2, gekennzeichnet dadurch,
daf als Detergens Saponin, Digitonin oder Polyoxy-
ethylen~-Sorbit-Detergens verwendet wird.,

4, Verfahren gemiB einem der Punkte 1 bis 3, gekennzeichnet
dadurch, daB das Detergens in einer Konzentration von
0,1 bis 50 g/l eingesetzt wird.

5, Verfahren gemiB einem der Punkte 1 bis 4, gekennzeichnet
dadurch, da8 zum Messen der Peroxidase-Aktivitdt ein
Peroxid und ein chromogenes Substrat verwendet wird.

6., Verfahren gemif Punkt 5, gekennzeichnet dadurch,
daB als chromogenes Substrat Guajakol oder ABTS einge-
setzt wird. '
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Verfahren gem#B Punkt 5, gekennzeichnet dadurch,.

]

 daB als chromogenes‘Substrat 4-Aminoantipyrin,.

Be

9

10.

1.

12,

B-Methyl-2-benzthiazolohhydrazon oder 3-Methyl-2-benz=
thiazolonhydrazonsulfonsdure in Kombination mit einem
Phenol- oder Anilin-Derivat eingesetzt wird. '

Réagens zur Durchfiihrung des Verfahrens gemdfl einem

der Punkte 1 bis 7, gekennzeichnet dadurch, daf es
neben Substanzen zur Bestimmung der Peroxidase-Aktivitdt
ein Detergens zur Inhibierung der Peroxidase-Aktivitét
des freien Himoglobins enthdlt,.

Reagens gemdB Punkt 8, gekennzeichnet dadurch, daB
das Reagens aus der Gruppe der Saponine, Lanoline und
Detergentien mit einem Zuckeranteil ausgewdhlt wird.,

Reégéﬁs gemd Punkt 9, gekennzeichnet dadurch, dag
als Detergens Saponin, Digitonin oder ein Polyoxy-
ethylen~-Sorbit-Detergens verwendet wird.

Reagens gemidf Punkt 8, gekennzeichnet dadurch, daf
es

0,1 = 50 g/l Detergens

0,1 = 100 mmol/l Peroxid

0,1 = 5 mmol/l chromogenes Substrat

0,001 = 0,5 mol/l Puffer

enthilt,

Reagens gemdf Punkt 11, gekennzeichnet dadurch, da8
es v .



1 - 5 g/l Saponin

0,5 = 25 mmol/l Perborat
0,5 = 2 mmol/l ABTS
0,01 - 0,2 mol/l Cltratpuffer, pH 3, 5 - 4,5

enthdlt,

Hjzizu 1 8sita Zzichnungen
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