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Laktat-Leistungsdiagnostik (VIII)

Trockenchemische Laktatmessung
praxisgerecht und valide?

Der
hinsichtlich Exaktheit und Verwertbarkeit von Laktat-
messungen in der sportmedizinischen Praxis erkldrt sich
nicht selten aus grundsdtzlichen Unterschieden in der
Probenvorbereitung und beim verwendeten Probenmate-
rial. Entsprechend ist Vergleichbarkeit von Laktatwerten
nur bei identischem Meflansatz gegeben. Die Entwicklung
einer mobilen Laktatmessung mittels Trockenchemie be-
deutet sicherlich einen Schritt in die richtige Richtung.
Perspektivisch einzufordern ist eine verbindliche Referenz-
methode auch fiir Laktat.
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SERIE LAKTAT-LEISTUNGSDIAGNOSTIK

aktuell wiederholt reklamierte Diskussionsbedarf

Die Heranziehung des Stoffwechsel-
parameters Laktat fiir leistungsdia-
gnostische Fragestellungen und zur Be-
lastungssteuerung ist heute in der Sport-
medizin etabliert und auch weitgehend
akzeptiert. Analytisch betrachtet, hat die
Laktatdiagnostik jedoch einen fach-
fremden Ursprung und hat sich erst all-
mihlich den Weg in die Sportmedizin
gebahnt.

Erstmals in den 70er Jahren konnten
dank der enormen Fortschritte auf dem
Gebiet der Enzymforschung Reagen-
zien-Kits angeboten werden, einer da-
von auch fiir Laktat, das Salz der Milch-
sdure. Laktat ist ein chirales Molekiil,
entsprechend fanden zwei Reagenzien-
Kits Verwendung, einer fiir D(-)- und
einer fiir L(+)-Laktat. Ber der Milch-
sdure handelt es sich bekanntlich um ein
Vergirungsprodukt, sie findet sich bei-
spiclsweise in der Sauermilch. in sauren
Gurken und auch im Magensaft.

AusschlieBlich als L(+)-Milchsdure
signalisiert dieser Stoflwechselparame-
ter energetische Notfallbedingungen in
der Muskulatur und steigt proportional
zu Dauer und Ausmal der anaeroben
Belastung. Um diese biochemischen
Zusammenhiinge analytisch zu erfassen,
mubten entsprechende Anderungen an
den Reagenzien-Kits vorgenommen
werden. Die ersten Probleme in der
analytischen Praxis lieffen dann auch
nicht lange auf sich warten [1]. Blut rea-
giert nun einmal nicht als homogene
willirige Fermentationsfliissigkeit. Viel-
mehr fiihrt sein physiko-chemischer
Aufbau aus zwei Kompartimenten
(zellulire Elemente und Plasma) zu
komplizierten  Verteilungsvorgingen,
die zwangsldufig dic Laktatkinetik be-
einflussen miissen, was meines Erach-
tens bei der Laktatinterpretation in der
Sportmedizin zu wenig Beriicksich-
tigung [indet.

Die vorliegende Arbeit will primér
zur besseren Transparenz bei den ver-
schiedenen Einflufigrofien auf die Lak-
tatanalytik beitragen und damit das
Interesse fiir analytische Zusammen-
hiange steigern. Daneben soll in diesem
Kontext die Bedeutung der aktuell
verfligharen mobilen Laktatmessung
mittels Trockenchemie herausgearbeitet
werden.



Apparativ-analytische Laktatmessung
basiert auf 3 Reaktionswegen

Die mittlerweile in der Praxis
giingigen apparativen Laktatbestim-
mungsverfahren basieren auf 3 ver-
schiedenen biochemischen Reaktions-
wegen (Abb. 1). Der entscheidende
Reaktionsschritt ist dabei immer die
Umsetzung von Laktat zu Pyruvat (Salz
der Brenziraubensiure), alternativ durch
Dehydrogenierung (Abspaltung  von
Wasserstoff) mittels LDH oder Oxida-
tion unter katalytischer Einwirkung von
LOD. Die nachgeschaltete Zweitreak-
tion dient dem Abfangen von Nebenpro-
dukten, bildet Farbe oder setzt Elektro-
nen frei, was dann wiederum zum
eigentlichen Nachweis benutzt wird
(photometrisch oder elektrochemisch).
Eine Ubersicht iiber Biochemie und
Bestimmungsmethoden von Laktat gibt
[2].

Das Reaktionsschema [ (Abb, 1)
wird von den Reagenzien-Kits von
Boehringer Mannheim (Testkombina-
tion fiir die Sportmedizin) und Behring
(Testomar) verwendet, die beide ent-
eiweilite Proben einsetzen (s. u.). Photo-
metrisch ausgewertet wird die Zunahme
von NADH durch Messung im UV-Licht
bei 340 oder 365 nm.

Das Reaktionsschema 2 (Abb. 1)
kann so verwendet werden, dal} das im
ersten Reaktionsschritt gebildete Was-
serstoffperoxid im zweiten Schritt zu
einer Farbreaktion fiihrt. Diesen Weg be-
nutzt z B. der Reagenzien-Kit von
Labo, der ebenfalls enteiweifite Proben
einsetzt. Auch das Dr.-Lange-Mini-
photometer Nr. 8 benutzt diesen Weg,
allerdings nach Himolyse und an-
schliefender Leerwertmessung. Das
vollstindige Reaktionsschema 2 (enzy-
matisch-amperometrisch) benutzt das
Geridt von Yellowsprings Instruments
(YSI 23L. 1500). Hier erfolgt eine Um-
setzung des gebildeten Wasserstoflper-
oxids an einer Platin-Elektrode und eine
Messung der freigesetzten Elektronen.
Das Probenmaterial ist entweder unbe-
handeltes Vollblut oder hdmolysiertes
Blut. Ebenfalls enzymatisch-ampero-
metrisch (nach Hiamolyse) arbeitet
der Laktatanalysator ESAT 6661 von
Eppendorf.

AccusrerT

Mobile Lactat-Kontrolle
lhrer Ausdauerleistung!

W Ersies Selbstkontroll-MeBsystem im
Taschenformat zur Sofortbestimmung
von Lactat

® Fir die Messung gentgt ein Tropfen
Kapillarblut aus Fingerbeere oder
Ohrldppehen

® Benutzerfreundliches und
bewdhrtes Teststreifen-Prinzip

= |n der Glrteltasche macht
Accusports jede Bewegung mit

= Speicherkapazitit fir
100 MeBwerte

B Nur 60 Sekunden bis zum
‘exakten Mefergebnis

Bestellen Sie jetzt das PR
Accusport * Startset: MeBgerit,
BM Lactate Teststreifen, BM Control-
Lactate, Softclix" Stechhilfe, Softclix* Lancetten zum Einfihrungspreis.
Telefon 0621/8197-208 oder Telefax 0621/8197-209

Accusport”
Lactat-Kontrolle bringt Bewegung in Bestform

BOEHRINGER Boehringer Mannheim GmoH HESTI A E —
D-68298 Mannheim EN
AN Hestia Pharma GmbH — B

D-68145 Mannheim MANNHE|M i




Laktatmessung

Reaktionsschema 1:
LDH

GPT
Pyruvat + O,

Reaktionsschema 2:

LoD
L-Laktat 4+ O, = Pyruvat + H,0,

Pt-Anode

H,0, — O, 4 2H + 2o

Reaktionsschema 3:
LOD

L-Laktat + NAD' + OH ¥==5 Pyruvat + NADH + H,0

=) L-Alanin + a-Ketoglutarat

L-Laktat + Mediatar,,,,, =——) Fyruvat + Mediator,,,.,

Mediator,,,, + 2,18-Phospharmolybdat g Molybdénblau + Medistor,,..;

Der jewails zur Messung very Reaktionst

=k

st unterrstrichen

‘Laktat (YSI; unbehandeltes Blut) [mmol/i]
=
1

|
& oo

— —
5 10
Laktat (BM Testkombination Laktat) [mmaoi/I]

n = 183 (Anzahl der MeRwerte)
y =+0.27 + 0.80 X (Ausgleichsgerade)

Al =l

ustration: M. Lakje <

| iiistration: b, Lakie &

Abbildung 3

Abbildung 1

stimmung von Lakiat

Die trockenchemische Methode fiir
den Kodak DT60 benutzt Reagenzirager
(Slides), die auf der Chemie des Reak-
tionsweges 2 basieren. Entsprechend er-
folgt zunidchst die Oxidation mit Hilfe
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Die Wahl des Probenmaterials hat entscheidenden Einfluff auf die Héhe des
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Methodenvergleich unbehandeltes Vollblut (Ordi-
nate) gegen enteiweiftes Blut (Abszisse): Die Werite im unbehan-
delten Blut liegen ca. 20% niedriger als bei der Messung im entei-

Mannheim handelt es sich ebenfalls um
eine Mefimethodik auf Trockenchemie-
Basis, der chemische Reaktionsweg
entspricht allerdings dem Reaktions-
schema 3 (Abb. 1), d. h. eine Elektro-
nenlibertragung mittels eines sog. Me-
diators. Im zweiten Schritt kommt es
ebenfalls zu einer Farbstoffbildung, hier
jedoch eines blauen Farbstoffes, dessen
Intensitit wiederum reflektometrisch
ausgewertet wird. Probenmaterial ist
hier unbehandeltes Vollblut (Kapillar-
blut).

Analytik darf nur Belastungslaktat
erfassen

Die glykolytische Kapazitit der
Erythrozyten und die enzymatische
Aktivitit im Plasma wiirden eine Verfil-
schung der belastungsabhingigen Lak-
tatkinetik  verursachen. Folgerichtig
wurde mit der sofortigen Enteiweilbung
mit Perchlorséure ein pragmatischer
Weg gefunden, die Proben haltbar zu
machen, um sie, fern vom Trainings-
platz, erst spdter bearbeiten zu kénnen.
Des weiteren mufl die Blutentnahme,
speziell bei intensiven Belastungen, sehr



rasch erfolgen, um die schnelle Laktat-
kinetik korrekt zu erfassen. Beim Ver-
gleich zweier Analysenmethoden ist
zeitgleiche Blutabnahme unabdingbar.
Bewihrt hat sich hier die Entnahme von
20 pl Blut aus beiden Ohrlippchen.

Manche Methoden arbeiten nicht mit
durch Perchlorsidure enteiweifiten Pro-
ben. Hier mufl entweder sofort gemessen
(YSL Accusport®™), oder die Probe
himolysiert werden (Lange, YSIL
ESAT). Die Gewinnung von Plasma
(Kodak) erfordert weitere Vorsichits-
mafiregeln. Die Glykolyse (s. 0.) mul}
durch Zugabe von Natriumfluorid ge-
stoppt, danach moglichst unter Kiithlung
sofort zentrifugiert werden. Generell
gilt; Die Probennahme und -vorberei-
tung ist der schwierigste Teil der Laktat-
analytik. Hier kénnen schon kleinste
Fehler in Zeit (Ablauf) und Volumen
(Pipettieren) grofie Fehler bei den spiite-
ren Werten verursachen.

Laktatvarianz in Abhéngigkeit vom
Probenmaterial

Von ganz entscheidendem Einflull
auf die Hohe des gemessenen Laktat-
wertes ist die Wahl des Probenmaterials.
Blut ist, wie bereits ausgefiihrt, in bezug
auf die Laktatverteilung kein homo-
genes Medium. Das bei Muskelarbeit
depletierte Laktat gelangt zundchst ins
Plasma. Von hier erfolgt Abbau, Aus-
scheidung und Verteilung, anfangs in
erster Linie in die Erythrozyten. Even-
tuell gibt es hier einen eigenen Trans-
portmechanismus. Unzweifelhaft sind
die Laktatwerte intraerythrozytiir niedri-
ger und hinken denen im Plasma zudem
hinterher [ 1, 3, 4]. Der Unterschied Plas-
ma zu enteiweiftem Blut (Inhalt von
Erythrozyten und Plasma vermischt) be-
triagt im Mittel ca. 30% (Plasma héher)
mit einer gewissen Streubreite.

Den Einflull dieser Zusammenhénge
aufden gemessenen Laktatmef3wert ver-
anschaulicht Abbildung 2: Methoden,
die enteiweiBlen oder himolysieren, er-
zielen stets einen Mischwert aus dem
niedrigen Erythrozyten- und dem héhe-
ren Plasma-Laktatwert. Methoden, die
in unbehandeltem Vollblut messen, er-
mitteln den Plasmawert, jedoch wver-
falscht um den Volumenfehler der
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Abbildung 4

Erythrozyten, da diese zwar ein Volu-
men einnehmen, ihr Inhalt jedoch einer
Messung nicht zugénglich ist. Hieraus
erklirt sich der methodisch bedingte
Mefiwert-Unterschied zwischen der
YSI-Elektrode, wenn diese in unbehan-
deltem Vollblut mifit, und den enzyma-
tischen Methoden, die enteiweilite Pro-
ben einsetzen (Abb.3). Die mit 193
MeBwerten berechnete  Ausgleichs-
gerade hat eine Steigung on 0,80, d. h.,
die Werte im unbehandelten Blut liegen
ca. 20% niedriger als mit enteiweillen-
den Methoden. Wenn jedoch vorher
hiamolysiert wird, erhilt man vergleich-
bare Ergebnisse. Erfolgt eine Messung
in reinem Plasma, dann bekommt man
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Aufbau des Accusport®-Teststreifens (Lakrat-Reagenzirdger)

dessen hoheren Wert unverfilscht. Uber
diese Unterschiede zwischen verschie-
denen Laktatmelimethoden wird auch in
[5. 6] berichtet.

Laktat-Trockenchemie —mobil,
valide, keine Probenvorbereitung

Wie reiht sich nun hier die Trocken-
chemie ein, was kann sie leisten, wie ist
die Vergleichbarkeit? Wiahrend der Rea-
genztriger des DT60 an einem kli-
nischen Analysator vermessen wird
(Plasma), ist der Reagenztriger des
Accusport® dafiir ausgelegt, mit dem zu-
gehorigen Geridt mobile Messungen zu
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ermdglichen. Den Aufbau des Teststrei-
fens zeigt Abbildung 4.

Zur Messung wird e Tropfen Blut
aus dem Ohrlippchen oder der Finger-
beere auf das Testfeld von oben aufge-
bracht. Der Streifen ist selbstdosierend.
daher ist keine Pipette ndtig. Allerdings
muB man darauf achten, daB man von
oben und nicht seitlich auftropft. Das im
Reagenztriiger integrierte Glasfaser-
vlies trennt die Erythrozyten ab, die
eigentliche Messung erfolgt im Plasma.
Ein Rechenalgorithmus im Geriit er-
moglicht die Anzeige von gewohnten
Werten aus enteiweifitem Blut oder von
Plasmawerten, je nach Wunsch. Die kor-
rekte Umrechnung wurde gemill den
oben gemachten Ausfithrungen in einer
Studie ermittelt [7]. Das Ergebnis 1st ein
mittlerer Umrechnungsfaktor, der einer
gewissen individuellen Streuung unter-
liegt, die Reproduzierbarkeit von einzel-
nen Meliwerten oder Leistungskurven
ist fiir ein Individuum gegeben. In einer
Multicenter-Studie wurde die Vergleich-
barkeit mit den etablierten Laktatbe-
stimmungsmethoden belegt [8].

Ausblick — Einheitliches Vorgehen
bei Probengewinnung und verbind-
liche Referenzmethode fehlen nach

Der Vorteil der mobilen Laktat-
messung  mit  Trockenchemie liegt
sicherlich in der sofortigen Verfiig-
barkeit des Mefiwertes, und zwar ohne
langen Laborvorlauf bei gleichzeitiger
einfacher Geriitehandhabung. Die er-
mittelten Werte kénnen unmittelbar in
den laufenden Trainingsprozell inte-
griert werden.

Aktuell vermiBt der Analytiker bei
den Methoden zur Laktatbestimmung
noch eine einheitliche Vorgehensweise
bei der Gewinnung des Probenmaterials
und eine verbindliche Referenzme-
thode, méglichst physiko-chemisch de-
terminiert, wie sie fiir diverse klinisch-
chemische Parameter lingst verfiigbar
ist. Beides wiirde manche Diskussion
iiber Laktatwerte auf eine sachlich fun-
dierte Grundlage stellen.
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