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Verfahren zur Bestimmung eines diagnostischer Indikators des Blutzuckerzustandes und
fliissig-chromatographische Siulen hierfiir.

@ Man bestimmt den numerischen Prozentsatzwert als Bei einem weiteren Verfahren, das noch zusétzliche
diagnostischen Indikator fiir den Blutzuckerzustand Stufen umfasst, werden mit der gleichen Mikrosiule zwei
einer bestimmten Person. Dabei wird ein Teil einer Test- Fraktionen erhalten.

probe mit einem Gehalt an einer Himolysatlosung von
roten Blutzellen in ein Ende einer cyanidfreien Mikrosédule
gegeben. Diese enthilt eine Suspension von Ionenaustau-
scherteilchen (152 um), die entweder CarXH oder
CarYOH, die in Anspruch 1 naher erkldrt sind, darstellen.
Enthilt die Mikrosdule CarXH, so erhélt man beim Eluie-
ren mit einer cyanidfreien Pufferldsung als erste Fraktion
die Himoglobinart Hb-Aa.c, ist CarYOH in der Saule, so
erhilt man die Himoglobinarten ausser Hb-Aja.c. Durch
spektrometrische Analyse wird die erhaltene Fraktion mit
der verdiinnten Test-Hdmolysatldsung verglichen und
man stellt die Himoglobinarten fest. Um einen zahlenmaés-
sigen Prozentsatzwert fiir Hb-Aa.c in der Testprobe als
diagnostischen Indikator fiir die Blutzuckercharakteristika
der Person zu erhalten, werden die Werte gemdss der nach-

- stehenden Gleichung verglichen: (ganze Zahl fiir die erste

Fraktion x 100)/(ganze Zahl fiir die Himolysatlosung) =
ein numerischer Prozentsatzwert.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung eines numerischen Prozent-
satzwertes als diagnostischer Indikator fiir den Blutzuckerzu-
stand einer bestimmten Person, dadurch gekennzeichnet, dass
man

a) eine Gesamtblutprobe von dieser Person nimmt und die-
se Probe als Testprobe mit einem Gehalt an einer Himolysatlo-
sung von roten Blutzellen aufbereitet,

b) einen Teil dieser Testprobe in ein Ende einer ein Sdulen-
bett aufweisenden Mikrosdule gibt, das kein Cyanid enthiilt,
wobei im Sdulenbett der Mikrosdule eine in der Testprobe vor-
handene Hamoglobinart absorbiert wird, und das Siulenbett ei-
ne in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von Ionenaus-
tauschteilchen mit einer Grosse von weniger als einem Sieb ent-
sprechend einer lichten Maschenweite von 152 pm enthélt, und
die Teilchen in dem Séulenbett aus der Gruppe CarXH und
CarYOH gewdhlt sind, worin Car ein inertes Substrat zum Tra-
gen von ionisierbaren Gruppen X—, welche dissoziierte Katio-
nen H* liefern, und von ionisierbaren, dissoziierte Anionen
OH liefernden Gruppen Y* darstellt, wobei die genannten
CarXH-Teilchen ein schwach-saures Kationenaustanschmaterial
mit einem angegebenen Wert pK, von 3 bis 7 sind und in einer
ins Gleichgewicht gebrachten Suspension bei einem pH-Wert
von 6,0 bis 7,5 bei 22,5°C verwendet werden und die CarYOH-
Teilchen ein schwach-basisches Anionenaustauschmaterial mit
einem angegebenen Wert pK, von 7 bis 10 darstellen und in ei-
ner ins Gleichgewicht gebrachten Suspension bei einem pH-
Wert von 7,3 bis 9,0 bei 22,5°C verwendet werden,

c) anschliessend eine Menge einer cyanidfreien Pufferlosung

bis (e) eine aliquote Menge der ersten Eluatfraktionen vom an-
dren Ende der Mikrosdule sammelt
f) eine Menge einer Waschldsung in ein Ende der genannten
Mikrosdule gibt, um aus dem Sdulenbett der Mikrosdule durch
s Desorption und Eluierung eine Fraktion zu erhalten, die im we-
sentlichen alle verbleibenden Himoglobinarten, die in der Test-
probe vorhanden sind, enthilt, wobei man, wenn das Sdulen-
bett eine in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von Car-
HX-Teilchen darstellt, eine zweite Fraktion erhilt, welche im
10 wesentlichen die Gesamtmenge der in der Testprobe enthaltenen
Himoglobinarten mit Ausnahme von Hb-A,.. enthilt, und wo-
bei man, wenn das Sdulenbett eine in das Gleichgewicht ge-
brachte Suspension von CarYOH-Teilchen darstellt, eine zweite
Fraktion erhdlt, welche im wesentlichen die Gesamtmenge der . .
15 in der Testprobe enthaltenen Himoglobinart Hb-A .. enthilt,
g) anschliessend eine aliquote Menge der genannten zweiten
Eluatfraktion an dem anderen Ende der genannten Mikrosdule
sammelt, und dann
h) die in der ersten und der zweiten Eluatfraktion vorhan-

20 denen Hémoglobinarten getrennt durch spektrometrische Ana-

lyse feststellt und misst und anschliessend die jeweiligen Men-
gen hiervon in Form von Zahlenwerten ausgedriickt, die an-
schliessend in Ubereinstimmung mit der nachstehenden mathe-
matischen Gleichung verglichen werden:

25

ganze Zahl fiir die erste Fraktion X 100 numerischer Pro-

= zentsatzwert,

ganze Zahl fiir die erste Fraktion +
ganze Zahl fiir die zweite Fraktion

in ein Ende der genannten Mikroséule einfiihrt, um hieraus eine 3o

erste Fraktion zu eluieren, welche bestimmte der in der Testpro-
be vorhandenen Hidmoglobinarten enthilt, wobei man, wenn
das Sdulenbett eine in das Gleichgewicht gebrachte Suspension
von CarHX-Teilchen darstellt,

d;) eine erste Fraktion erhélt, die im wesentlichen die Ge-
samtmenge der Himoglobinart Hb-A,.c, die in der Testprobe
vorhanden ist, enthélt, und wobei man, wenn das Sdulenbett ei-
ne in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von CarYOH-
Teilchen darstellt, '

dy) eine erste Fraktion erhélt, die im wesentlichen die Ge-
samtmenge der in der Testprobe enthaltenen Himoglobinarten
mit Ausnahme von Hb-A .. enthilt und anschliessend

e) eine aliquote Menge der ersten Eluatfraktion vom ande-
ren Ende der Mikrosdule sammelt und dann

f) eine Menge der genannten Testlosung signifikant ver-
diinnt, um eine Himolysatldsung von roten Blutzellen zu erge-
ben, welche mittels spektrometrischer Analyse bestimmt werden
kann, und anschliessend

g) die in der genannten ersten Eluatfraktion und in der ge-
nannten verdiinnten Hamolysatlésung vorhandene Hamoglo-
binart getrennt mittels spektrometrischer Analyse feststellt und
misst und schliesslich die jeweiligen Mengen hiervor als Zahlen-
werte ausgedriickt, welche anschliessend in Ubereinstimmung
mit der nachstehenden mathematischen Gleichung verglichen
werden:

ganze Zahl fiir die erste Fraktion x 100 ein numerischer

= Prozentsatz,

ganze Zabhl fiir die Himolysatlosung

um einen zahlenméssigen Prozentsatzwert fiir die Himoglobin-
art Hb-Aja.c in der Testprobe zur Verwendung als diagnosti-
scher Indikator fiir die Blutzuckercharakteristika der genannten
bestimmten Person zu erhalten.

2. Verfahren zur Bestimmung eines numerischen Prozent-
satzwertes als diagnostischer Indikator fiir den Blutzuckerzu-
stand einer bestimmten Person, dadurch gekennzeichnet, dass
man gemdss den in Anspruch 1 definierten Verfahrensstufen (a)

35

um einen numerischen Prozentsatzwert fiir den Anteil der Hi-
moglobinart Hb-A .. in der Testprobe zur Verwendung als
diagnostischer Indikator fiir die Blutzuckercharakteristika der
genannten bestimmten Person zu erhalten.

3. Cyanidfreie Mikrosdule zur Durchfiihrung des Verfah-
rens geméss Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie einen Vorratsbehilter aufweist, der in einen
zylindrischen Teil iibergeht, welcher mit einer endstéindigen Ab-
gabespitze versehen ist, wobei die Verbindung zwischen dem ge-

40 nannten Vorratsbehdlter und dem zylindrischen Teil und die

Verbindung zwischen dem zylindrischen Teil und der genannten
Spitze jeweils mittels einer Querscheibe oder Querplatte abge-
schlossen ist, die gegeniiber einer Hdmolysatldsung von roten
Blutzellen einer Testprobe, hergestellt aus einer Gesamtblutpro-

45 be, durchldssig sind, und wobei zwischen diesen Scheiben das in

Anspruch 1 definierte Siulenbett, das eine in das Gleichgewicht
gebrachte Suspension von Ionenaustauscherscheiben enthilt,
angeordnet ist.

4. Mikroséule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,

s0 dass das Sdulenbett eine Suspension von CarYOH-Teilchen, die

bei einem pH-Wert von 8,5 bei 22,5°C ins Gleichgewicht ge-
- bracht wurde, worin Car ein Cellulosematerial und Y* eine Di-
dthylaminoédthylgruppe bedeuten, enthélt.
5. Mikrosédule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,

55 dass das Sdulenbett eine Suspension von CarYOH-Teilchen ent-

- hélt, die bei einem pH-Wert von 7,5. bei 22,5°C ins Gleichge-
wicht gebracht wurde, worin Car ein Harzcopolymeres von Po-
lystyrol und Divinylbenzol und Y* eine Mischung-von priméi-
ren, sekunddren und tertidren Aminogruppen -der allgemeinen

60 Formeln -NH>, -NHR und -N(R), bedeuten, worin R einen ali-

phatischen Kohlenwasserstoff, vorzugsweise -CH; oder -C,Hs,
darstellt. :

6. Mikrosdule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Saulenbett eine Suspension von CarXH-Teilchen ent-

¢s hélt, welche bei einem pH-Wert von 6,98 bei 22,5°C ins Gleich-

gewicht gebracht wurde, worin Car ein Harzpolymeres von
Methacrylsdure und Divinylbenzol und X~ eine Carboxylgrup-
pe bedeuten.



7. Mikroséule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Sdulenbett eine Suspension von CarXH-Teilchen ent-
hilt, welche bei einem pH-Wert von 6,8 bei 22,5°C ins Gleich-
gewicht gebracht wurde, worin Car ein Cellulosematerial und
X~ eine Carboxymethylgruppe bedeuten.

8. Mikrosédule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Sdulenbett eine Suspension von CarHX-Teilchen ent-
hilt, welche bei einem. pH-Wert von 6,1 bei 22,5°C ins Gleich-
gewicht gebracht wurde, worin Car ein Cellulosematerial und
X~ eine Carboxymethylgruppe bedeuten.

9. Mikrosiule nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Sdulenbett eine Suspension von CarHX-Teilchen ent-
hilt, welche bei einem pH-Wert von 6,8 bei 22,5°C. ins. Gleich-
gewicht gebracht wurde, worin Car ein Harzeopolymeres von
Methacrylsdure und Divinylbenzol und X— eine Carboxylgrup-
pe bedeuten.

Technisches Gebiet

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines
numerischen Prozentsatzwertes als diagnostischer Indikator fiir
den Blutzuckerzustand einer bestimmten Person. Die Erfindung
betrifft ebenfalls auch verbesserte fliissig-chromatographische
Séulen, die kein Cyanid enthalten, fiir die praktische Ausfiih-
rung dieses Verfahrens. :

Stand der Technik .

Erfindungsgemaiss wird von der Person, deren Blutzucker-
zustand bestimmt werden soll, eine Gesamtblutprobe genom-
men und diese Probe wird als Testprobe mit einem Gehalt an
einer Himolysatlésung von roten Blutzellen aufbereitet. An-
schliessend folgt eine Reihe von Stufen zur Abtrennung, Festel-
lung und Messung der Menge einer Gruppe von in der Testpro-
be vorhandenen Himoglobinarten unter Verwendung einer ver-
besserten Vorrichtung fiir die Ionenaustausch-Fliissig-Saulenmi-
krophotographie, verbesserten Arbeitsweisen und Verfahrens-
weisen, einer verbesserten spektrometrischen Analyse und ma-
thematischen Berechnungen.

In der Biochemie sind die Himoglobine das amphotere Pro-
teinmolekiil-Farbematerial der roten Blutkorperchen, die der
Zufiithrung von Sauerstoff zu den Geweben dienen. Verschiede-
ne chromatographisch abtrennbare geringere Hdamoglobine sind
in den roten Blutzellenhdmolysaten von normalen Personen
vorhanden. Einige Nebenhimoglobine (minor) werden mit
Hb-A1, Hb-Ayp, Hb-A,, Hb-A 4, und Hb-A |, bezeichnet. Die
Himoglobinart Hb-A | ist die wichtigste und ist fiir den Haupt-
anteil der Neben- oder Unter-Hamoglobine verantwortlich. Es
ist bekannt; dass der Spiegel oder die Konzentration von Hé-
moglobin Hb-A | im Zusammenhang mit dem mittleren Blut-
zuckerspiegel eines Patienten steht. Bei normalen (gesunden)
Personen soll der Gehalt an Hb-A ., bezogen auf den gesamten
Himoglobingehalt, 3 bis 6% betragen.. Unbehandelte Diabeti-
ker kénnen 6 bis 12% Hb-A, bezogen auf ihren gesamten Hi-
moglobingehalt, aufweisen, unabhingig davon, ob es sich um
den Ausbruch der Krankheit im jugendlichen Alter oder im Er-
wachsenenstadium handelt. Es ist ferner ersichtlich, dass die
Konzentrationen der Art Hb-A | als getrennte und identifizierte
Untergruppe als Indikator fiir den Grad der Hyperglykémie,
d.h. ein Uberschuss von Zucker im Blut, wihrend einer lange-
ren Zeitdauer dienen kann.

Die Inhaberin der vorliegenden Erfindung, Isolab Incorpe-
rated, ist nunmehr Eigentiimerin von fiinf US-Patenten beziig-
lich Verfahren und Siulen, die den hier beschriebenen Verfah-
ren und Séulen dhnlich sind. Diese Patente sind: US-PS Nr.

4 142 855, 4 142 856, 4 142 857 und 4 142 858, die jeweils im
Mirz 1979 fiir Acuff erteilt wurden, und US-PS Nr. 4 168 147,
im September 1979 ebenfalls fiir Acuff erteilt..
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Die ersten drei angefiihrten Isolab-Acuff-Patente (*855, ’856
und ’857) verwenden eine Ionenaustauschkolonne, die eine ins
Gleichgewicht gebrachte Suspension von Celluloseteilchen um-
fasst. Die Celluloseteilchen sind von einem schwachen Basen-
und Anionen-Austauschtyp geméss dem Patent *855, und vom
schwachen Séure- und Kationen-Austauschtyp gemdss den Pa-
tenten 856 und ’857. Die zuletzt genannten zwei fritheren Iso-
lab-Acuff-Patente (*858 und ’147) verwenden eine Ionenaus-
tauschkolonne aus einer ins Gleichgewicht gebrachten Suspen-
sion von Harzteilchen. Die Harzteilchen sind von einem schwa-
chen Sdure- und Kationenaustauschtyp.

In jedem der Isolab-Acuff-Patente wird ein Hinweis auf ei-
ne «Behandlungslésung» 28 gegeben, die zur Herstellung der
Ionenaustauschteilchen 27 in der Form einer ins Gleichgewicht
gebrachten Suspension 27 (S) verwendet wird. In jedem Patent
wird die Behandlungslosung 28, die in geeigneter Weise hin-
sichtlich des pH-Wertes und/oder der Ionenstirke eingestellt
ist, auch als «Eluierungslésung» 28 oder 128 verwendet, welche
der Saule 20 nach der Einfiihrung der Testprobe 10 zugegeben
wird. Jede friihere oder bekannte Behandlungslésung 28 und
Eluierungslosung 28 oder 128 war durch die Anwesenheit einer
Cyanidverbindung oder eines Anions CN— gekennzeichnet.

Die Verwendung von Cyanid (KCN) als Bestandteil oder als
aktive Verbindung in Puffern oder Entwicklern fir Hamoglo-
binchromatogramme war seit langem als wichtig angenommen
worden; strenge Befolgung. In der fritheren Literatur beschreibt
eine Veroffentlichung von Allen et al., Observations on the
Chromatography Heterogeneity of Normal Adult and Fetal
Human Hiamoglobin: A study of the Effects and Crystallization
and Chromatography on the Heterogeneity and Isoleucine Con-
tent, Journal of the American Chemical Society, Band 80, Sei-
ten 1628 bis 1634, April 1958, die Lehre, dass «Kaliumcyanid
anfinglich den Entwicklern einverleibt wurde, um die Dissozia-
tion von Ferrihdimoglobincyanid wihrend der Chromatographie
zu verringern. Es wurde aus den Entwicklern nicht entfernt,
wenn das Oxyhdmoglobin chromatographiert wurde, da Ferri-
hdmoglobincyanid und Oxyhédmoglobin ein identisches chroma-
tographisches Verhalten zeigen. Somit werden Spuren von Fer-
rihdmoglobin (Methdmoglobin) in Lésungen von Oxyhdmoglo-
bin in Ferrihdmoglobincyanid umgewandelt und erzeugen keine
langsam sich bewegenden Fremdzonen in der Sdule (vgl. Seite
1630, oben).»

Anschliessend an die Erfindungen, wie sie in den Isolab-Pa-
tenten beschrieben sind, wurde festgestellt, dass mikrochroma-
tographische klinische Techniken und Arbeitsweisen zur Be-
stimmung einer Indikation oder einer Konzentration der Himo-
globinarten Hb-A ... nicht die Anwesenheit einer Cyandverbin-
dung oder eines Cyanidrestes in einer Teilchenbehandlungslé-
sung oder einer Puffer- oder Eluierungslosung erfordern. Tat-
sachlich muss die Anwesenheit von Cyanid als nachteilg und
verschlechternd angesehen werden.

Beispielsweise beschreibt jedes der Isolab-Acuff-Patente die
Lehre, dass die Menge der Hamoglobinart in einer besonderen
Eluatfraktion, insbesondere Hb-A ..., mittels spektrometrischer
(Farb-)Analyse festgestellt und gemessen wird. Jedes Patent be-
schreibt spezifisch, dass die spektrometrische Analyse mit Hilfe
einer Apparatur 40 ausgefiihrt werden kann, welche die durch
die in der Testprobe 10 vorhandene Hamoglobinart verursachte
Lichtabsorption misst. Die &lteren Patente stiitzen sich auf die
bekannte Tatsache, dass der sichtbare Anteil des Spektrums fiir
die Feststellung der Anwesenheit eines Himoglobins in dem
Violettbereich (violet range), insbesondere bei im wesentlichen
415 nm oder 4150 A, liegt.

Nach der Einreichung der den Isolab-Acuff-Patenten vor-
hergehenden Patentanmeldungen wurde es ersichtlich, dass die
ganzen Zahlen, welche die Mengen an in jeder Eluatfraktion
anwesenden Himoglobinart (bestimmt mittels spektrometri-
scher Analyse bei 450 nm) ausdriicken, durch einen Zeitfaktor
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beeinflusst wurden. Wenn die spektrometrische Analyse ziem-
lich rasch (z.B. 30 Minuten nach der Eluierung) ausgefiihrt
wurde, war die sich ergebende ganze Zahl in Ubereinstimmung
mit einem Norm- oder Standardwert. Jedoch nach einer ldnge-
ren Zeitdauer (z.B. 60 Minuten) zeigte die erhaltene ganze Zahl
einen niedrigeren Wert fiir die Himoglobinart Hb-A . an.
Nach einer sorgféltigen Analyse aller Aspekte der Arbeitsweisen
und der Sdulen, wie in den Isolab-Acuff-Patenten beschrieben,
wurde nunmehr festgestellt, und es wird daher als kritisch be-
zeichnet, dass die Anwesenheit einer Cyanidverbindung oder ei-
nes Restes zu einer Ungenauigkeit in der wahren oder annehm-
bar richtigen ganzen Zahl, welche die in einer besonderen und
spezifischen Testprobe enthaltene Himoglobinart Hb-Aj,.c re-
flektiert, beitrug.

Es ist nunmehr ersichtlich, dass die Anwesenheit von Cya-
nid entweder in der Ionenaustauschteilchen-Behandlungslosung
oder in der Pufferlosung das Auftreten einer dem Zeitfaktor
unterworfenen Umwandiung von Ferrohdmoglobinderivaten zu
Ferrihdmoglobincyanid erhoht, wobei damit eine Abénderung
in der ganzen Zahl oder dem Wert, erhalten durch spektrome-
trische Analyse, verbunden ist. Natiirlich wiirde ein geiibter La-
borant oder Techniker eine derartige Abédnderung oder Variie-
rung kompensieren. Jedoch erfordert die Beschaffung eines
Standardtestes, der von relativ ungeiibtem Personal durchge-
fiihrt wird, die Verwendung einer Technik und eines Verfah-
rens, bei welchem kein Cyanid verwendet wird.

Weitere Vorteile der Nicht-Verwendung von Cyanid umfas-
sen die Erleichterung von Export-Import von Mikrosiulen und
Reagenzien. In vielen Lindern der ganzen Welt fiihrt die Kenn-
zeichnung eines Produktes als «Cyanid enthaltend» zu vor-
schriftsbedingten Komplikationen. In Lindern der Produkther-
stellung kann die Beseitigung der Abfallfliissigkeiten oder
Riickstdnde mit Bezug auf entweder die Reagenzherstellung
oder die Gleichgewichtseinstellund des Ionenaustauschmaterials
Umweltgefdhrdung hervorrufen und das Einschreiten der zu-
stdndigen Regierungskorperschaften begriinden. Schiiesslich
wird die Beseitigung von verwendeten Sdulen und Reagenzl6-
sungen vereinfacht.

Darstellung der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist die Schaffung von Verfahren zur
Bestimmung eines numerischen Prozentsatzwertes als diagnosti-
scher Indikator fiir den Blutzuckerzustand einer bestimmten
Person ohne die Verwendung von Reagenzien oder Lésungen
mit einem Gehalt irgendwelcher Mengen, Spuren oder dgl. ir-
gendeiner Cyanidverbindung oder eines Anions CN—.

Gemiss diesem Verfahren kann das Verhéltnis oder der An-
teil der Untergruppe der Hdmoglobinart Hb-Aa.c zu dem Ge-
samthdmoglobingehalt (Hb), wie in dem Blut einer bestimmten
Person vorhanden, rasch abgetrennt, festgestellt und gemessen
werden, wobei dieses Verfahren billig, genau und ohne die An-
wesenheit einer Cyanidverbindung oder des Anions CN— aus-
fithrbar ist.

Das erfindungsgemdsse Verfahren ist, obgleich es auf eine
Anzahl von aufeinanderfolgenden oder konsekutiven Stufen er-
fordert, von einem solchen Charakter und einer solchen Be-
schaffenheit, dass es die Annahme von Arbeitsweisen und Pro-
tokollen gestattet, die zu Standard- und Routinemassnahmen
werden konnen und es den in der klinischen Chemie erfahrenen
Personen gestattet, wiederholt und genau das Blut von grossen
Gruppen von Personen zu testen, um eine Datengrundlage fiir
den Gebrauch durch qualifizierte, spezialisierte und medizinisch
geiibte Personen bei der Diagnose des Blutzuckerzustandes von
bestimmten Personen, die unter dem Diabetikerverdacht ste-
hen, aufzustellen.

Das erfindungsgemisse Verfahren ist dadurch gekennzeich-
net, dass man

a) eine Gesamtblutprobe von dieser Person nimmt und die-

se Probe als Testprobe mit einem Gehalt an einer Himolysatls-
sung von roten Blutzellen aufbereitet,

b) einen Teil dieser Testprobe in ein Ende einer ein Sdulen-
bett aufweisenden Mikrosdule gibt, das kein Cyanid enthiilt,

s wobei im Séulenbett der Mikroséule eine in der Testprobe vor-

handene Hédmoglobinart absorbiert wird, und das Siulenbett ei-

ne in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von Ionenaus-
tauschteilchen mit einer Grosse von weniger als einem Sieb ent-
sprechend einer lichten Maschenweite von 152 um enthdlt, und
die Teilchen in dem Sdulenbett aus der Gruppe CarXH und

CarYOH gewahlt sind, worin Car ein inertes Substrat zum Tra-

gen von ionisierbaren Gruppen X, welche dissoziierte Katio-

nen H* liefern, und von ionisierbaren, dissoziierte Anionen

OH~ liefernden Gruppen Y* darstellt, wobei die genannten

CarXH-Teilchen ein schwach-saures Kationenaustauschmaterial

mit einem angegebenen Wert pK, von 3 bis 7 sind und in einer

ins Gleichgewicht gebrachten Suspension bei einem pH-Wert
von 6,0 bis 7,5 bei 22,5°C verwendet werden und die CarYOH-

Teilchen ein schwach-basisches Anionenaustauschmaterial mit

einem angegebenen Wert pK, von 7 bis 10 darstellen und in ei-

ner ins Gleichgewicht gebrachten Suspension bei einem pH-

Wert von 7,3 bis 9,0 bei 22,5°C verwendet werden,

¢) anschliessend eine Menge einer cyanidfreien Pufferlosung
in ein Ende der genannten Mikroséule einfiihrt, um hieraus eine
erste Fraktion zu eluieren, welche bestimmte der in der Testpro-
be vorhandenen Hamoglobinarten enthélt, wobei man, wenn
das Sdulenbett eine in das Gleichgewicht gebrachte Suspension
von CarHX-Teilchen darstellt,

d;) eine erste Fraktion erhilt, die im wesentlichen die Ge-

30 samtmenge der Himoglobinart Hb-A,.c, die in der Testprobe
vorhanden ist, enthélt, und wobei man, wenn das Sdulenbett ei-
ne in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von CarYOH-
Teilchen darstellt,

dy) eine erste Fraktion erhilt, die im wesentlichen die Ge-

35 samtmenge der in der Testprobe enthaltenen Hidmoglobinarten

mit Ausnahme von Hb-Aj,.. enthilt und anschliessend

¢) eine aliquote Menge der ersten Eluatfraktion vom ande-
ren Ende der Mikrosdule sammelt und dann

f) eine Menge der genannten Testlosung signifikant ver-

40 diinnt, um eine Hamolysatlésung von roten Blutzellen zu erge-

ben, welche mittels spektrometrischer Analyse bestimmt werden

kann, und anschliessend

g) die in der genannten ersten Eluatfraktion und in der ge-
nannten verdiinnten Himolysatlosung vorhandene Hiamoglo-
binart getrennt mittels spektrometrischer Analyse feststellt und
misst und schliesslich die jeweiligen Mengen hiervor als Zahlen-
werte ausgedriickt, welche anschliessend in Ubereinstimmung
mit der nachstehenden mathematischen Gleichung verglichen
werden:
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ganze Zahl fiir die erste Fraktion X 100 ein numerischer

~ Prozentsatzwert,

ganze Zahl fiir die Himolysatlosung

um einen zahlenmassigen Prozentsatzwert fiir die Himoglobin-
art Hb-Aac in der Testprobe zur Verwendung als diagnosti-
scher Indikator fiir die Blutzuckercharakteristika der genannten
bestimmten Person zu erhalten.

Bei einem weiteren erfindungsgemissen Verfahren zur Be-
stimmung eines numerischen Prozentsatzwertes als diagnosti-
scher Indikator fiir den Blutzuckerzustand einer bestimmten
Person wird gemaéss den weiter oben definierten Verfahrensstu-
fen (a) bis () eine aliquote Menge der ersten Eluatfraktion vom
anderen Ende der Mikrosdule gesammelt,

f) eine Menge einer WaschlGsung in ein Ende der genannten
Mikroséule gegeben, um aus dem Sdulenbett der Mikroséule
durch Desorption und Eluierung eine Fraktion zu erhalten, die
im wesentlichen alle verbleibenden Hamoglobinarten, die in der

v
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Testprobe vorhanden sind, enthélt, wobei man, wenn des Séu-
lenbett eine in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von
CarHX-Teilchen darstellt, eine zweite Fraktion erhilt, welche
im wesentlichen die Gesamtmenge der in der Testprobe enthal-
tenen Hdmoglobinarten mit Ausnahme von Hb-A .. enthilt,
und wobei man, wenn das Sdulenbett eine in das Gleichgewicht
gebrachte Suspension von CarYOH-Teilchen darstellt, eine
zweite Fraktion erhélt, welche im wesentlichen die Gesamtmen-
ge der in der Testprobe enthaltenen Hdmoglobinart Hb-A .
enthélt,

g) anschliessend sammelt man eine aliquote Menge der ge-
nannten zweiten Eluatfraktion an dem anderen Ende der ge-
nannten Mikrosdule und dann wird

h) die in der ersten und der zweiten Eluatfraktion vorhan-
denen Hémoglobinarten getrennt durch spektrometrische Ana-
lyse festgestellt und gemessen und anschliessend werden die je-
weiligen Mengen hiervon in Form von Zahlenwerten.ausge-
driickt, die anschliessend in Ubereinstimmung mit der nachste-
henden mathematischen Gleichung verglichen werden:
ganze Zahl fiir die erste Fraktion X 100 numerischer Pro-
= zentsatzwert,

ganze Zahl fiir die erste Fraktion +
ganze Zahl fiir die zweite Fraktion

um einen numerischen Prozentsatzwert fiir den Anteil der H-
moglobinart Hb-A,.c in der Testprobe zur Verwendung als
diagnostischerIndikator fiir die Blutzuckercharakteristika der
genannten bestimmten Person zu erhalten.

Bei jedem der beiden Verfahren liefert eine geeignete mathe-
matische Formel einen numerischen Prozentsatzwert fiir die
Himoglobinart Hb-A ..., welche in der besonderen oder jeweili-
gen Testprobe zum Gebrauch als diagnostischer Indikator der
Blutzuckercharakteristika der Person, welche die Testprobe lie-
fert, vorhanden ist.

Bei jedem Verfahren der vorliegenden Erfindung ist der sich
ergebende zahlenmassige Prozentsatzwert fiir den Gebrauch
durch qualifizierte, spezialisierte und medizinisch geschulte Per-
sonen als diagnostischer Indikator fiir die Blutzuckercharakteri-
stika eines Patienten, der die Testprobe liefert, erhéltlich.

Die cyanidfreie Mikroséule, die zur Durchfithrung der bei-
den weiter oben definierten Verfahren eingesetzt wird, ist da-
durch gekennzeichnet, dass sie einen Vorratsbehilter aufweist,
der in einen zylindrischen Teil iibergeht, welcher mit einer end-
stindigen Abgabespitze versehen ist, wobei die Verbindung zwi-
schen dem genannten Vorratsbehélter und dem zylindrischen
Teil und die Verbindung zwischen dem zylindrischen Teil und
der genannten Spitze jeweils mittels einer Querscheibe oder
Querplatte abgeschlossen ist, die gegeniiber einer Himolysatlo-
sung von roten Blutzellen einer Testprobe, hergestellt aus einer
Gesamtblutprobe, durchléssig sind, und wobei zwischen diesen
Scheiben das im ersten Verfahren definierte Siulenbett, das ei-
ne in das Gleichgewicht gebrachte Suspension von Ionenaustau-
scherscheiben enthilt, angeordnet ist.

Kurze Beschreibung der Zeichnung

Die Zeichnung zeigt schematisch die praktische Ausfiihrung
der Erfindung, insbesondere hinsichtlich der zweiten Verfah-
rensweise, worin eine erste und eine zweite Fraktion von Himo-
globinarten aus einer verbesserten chromatographischen Mikro-
sdule, die im wesentlichen.in voller Grosse dargestellt ist, eluiert
werden.

Bester Weg zur Ausfiihrung

Die praktische Ausfithrung der erfindungsgeméssen Verfah-
ren erfordert die Sammlung einer Gesamtblutprobe von einer
Person oder einem Patienten. Die Gesamtblutprobe kann unter
Anwendung von iiblichen klinischen chemischen Arbeitsweisen
und Techniken entnommen werden.
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Die Offenbarung der bekannten Isolab-Acuff-Patente, die
im einzelnen zwei allgemeine in der Technik bekannte Arbeits-
weisen fiir die Herstellung einer geeigneten Testprobe beschrei-
ben, wie sie allgemein hier durch das Bezugszeichen 10 angege-
ben sind, und die eine Himolysatlésung von roten Blutzellen
aus einer Gesamtblutprobe enthélt, wird hierin bezugsweise ein-
gefiihrt. Eine Arbeitsweise 10-a wird zur Herstellung einer Test-
probe 10 angewendet, die vorwiegend aus dem Hamoglobinge-
halt der Gesamtblutprobe besteht. Eine Arbeitsweise 10-b wird
zur Herstellung einer Testprobe 10 angewendet, welche die
Plasmaproteine, Lipide und die Bruchstiicke von weissen und
roten Blutzellen zusétzlich zu dem Hidmoglobingehalt der Ge-
samtblutprobe enthalten kann.

Mit Bezug auf die Zeichnung, die im wesentlichen massstab-
getreu ist, ist eine chromatographische Mikrosdule allgemein
durch die Bezugszahl 20 bezeichnet. Eine Sdule 20 umfasst ei-
nen Vorratsbehélter 21, der sich in einen rohrférmigen Teil 22
offnet, welcher in eine Abgabespitze 23 endet, die selektiv
durch eine Kappe 24 verschlossen ist. Die Verbindung oder die
Unterbrechung zwischen dem Vorratsbehélter 21 und dem rohr-
formigen Teil 22 ist durch eine Querplatte oder -scheibe 25 ver-
schlossen. Die Verbindung zwischen dem rohrférmigen Teil 22
und der Abgabespitze 23 ist ebenfalls durch eine Querplatte
oder Querscheibe 26 verschlossen. Die Ionenaustauschteilchen,
welche das Sdulenbett zwischen den Scheiben 25 und 26 ausfiil-
len, werden allgemein durch das Bezugszeichen 27 angegeben.

Jede der Zuriickhaltescheiben 25 und 26 ist durchlissig und
weist ein Netzwerk von Mikroporen auf, welche die Einfiihrung
einer Hamolysatlosung von roten Blutzellen aus dem Vorratsbe-
hélter 21 in den rohrférmigen Teil 22 und die Entfernung einer
Eluatfraktion aus dem rohrférmigen Teil 22 durch die Spitze 23
gestattet, wiahrend das Sdulenbett aus Teilchen 27 innerhalb des
rohrférmigen Teiles 22 zuriickgehalten wird. Die Scheiben 25
und 26 kénnen aus gebrauchlichem biegsamen, elastischen, li-
nearen Polyéthylen hoher Dichte vom Zieglertyp hergestellt
sein. Im Handel wird diese Art von Polyéthylen von Filterqua-
litdt unter dem Namen Vyon hergestellt und verkauft.

Gemdss der Erfindung besitzen die lonenaustauschteilchen
27 eine Grosse von weniger als entsprechend einem Sieb mit ei-
ner lichten Maschenweite von 152 pym und werden aus der Klas-
se von CarHX und CarYOH ausgewéhlt. «Car» bedeutet ein
inertes Substratmaterial und kann aus einem celluloseartigen
oder harzartigen Copolymeren von Polystyrol oder Methacryl-
sdure und Divinylbenzol bestehen. X~ bedeutet eine ionisierba-
re Gruppe, welche dissoziierte Kationen H*, getragen von ei-
nem «Cary, liefert, und kann eine Carboxylgruppe oder eine
Carboxymethylgruppe sein. Y * bedeutet eine ionisierbare
Gruppe, welche dissoziierte Anionen OH ™, getragen von einem
«Cary, liefert, und kann eine Didthylaminodthylgruppe oder ei-
ne Mischung von Aminogruppen mit der allgemeinen Formel
-NH,, -NHR und -N(R); sein.

Die CarXH-Teilchen 27 k6nnen auch als schwach-saure Ka-
tionenaustauscher mit einem angegebenen Wert pK, von 3 bis 7
charakterisiert sein. Die CarYOH-Teilchen konnen auch als
schwach-basische Anionenaustauscher mit einem angegebenen
Wert pK, von 7 bis 10 charakterisiert sein.

Die im Handel erhéltliche Form von lonenaustauschmate-
rialteilchen 27 erfordert iiblicherweise eine Aufbereitung oder
eine Behandlung zur Verwendung in einem rohrformigen Teil
22 einer Mikrosdule 20 zwischen den Scheiben 25 und 26. Diese
Behandlung kénnte mit den Teilchen 27 in situ in dem Sédulen-
rohr 22 ausgefiihrt werden. Es wird jedoch bevorzugt, dass die
Teilchen 27 fiir eine Reihe von identischen Sdulen 20 unter Ver-
wendung einer Ansatztechnik behandelt werden, welche die
Verwendung von Sdulen 20 mit vorbestimmten mikrochromato-
graphischen Eigenschaften und Charakteristika gestattet.

Die Ionenaustauschteilchen 27, welche das Sdulenbett einer
Séule 20 bilden, werden in Form von einer ins Gleichgewicht
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gebrachten Suspension 27 (S) mit einem vorbestimmten oder
«Ausgangs»-pH-Wert verwendet. Die CarXH-Teilchen werden
in einer Suspension 27 (S) bei einem pH-Wert von 6,0 bis 7,5
bei 22,5°C verwendet. Die CarYOH-Teilchen werden in einer
Suspension 27 (S) bei einem pH-Wert von 7,3 bis 9,0 bei
22,5°C verwendet. Eine Suspension 27 (S) wird unter Anwen-
dung einer Behandlungslosung 28, welche kein Cyanid darin
enthilt, hergestellt.

Gemiss der Erfindung kann auch eine Behandlungslésung
28 als Pufferldsung 128 zur Eluierung von einem S#ulenbett,
welches eine Suspension 27 (S) von entweder CarHX- oder Car-
YOH-Teilchen umfasst, einer Eluatfraktion mit einem Gehalt
von bestimmten, jedoch nicht von allen, Himoglobinarten,
welche in der Testprobe 10 enthalten sind, verwendet werden.

Eine Menge der Testprobe 10, hergestellt entweder durch
das Verfahren 10-a oder 10-b, wird in ein Ende einer Séule 20
mit einem Sdulenbett aus einer in das Gleichgewicht gebrachten
Suspension 27 (S) eingebracht. Eine gemiss der Arbeitsweise
10-a hergestellte Testprobe erfordert eine Verdiinnung von 1:4
unter Verwendung von destilliertem Wasser.

Vorzugsweise wird die Sdule 20 senkrecht angeordnet, die
Abgabespitzenkappe 24 wird entfernt, und ein vorbestimmtes
Volumen einer Testprobe 10 wird in den Vorratsbehélter abge-
geben oder darin eingebracht. Ein iiberwiegender Teil der Test-
probe 10 geht miihelos durch die Scheibe 25 hindurch und ge-
langt auf das Sdulenbett der Suspension 27 (S). Der kleinere
Teil der Testprobe 10, der auf oder in der Scheibe 25 verbleibt,
sollte auf das Saulenbett unter Verwendung eines kleinen Volu-
mens (z.B. 0,2 ml) einer zur Verwendung als Pufferldsung 128
in der nachfolgenden Verfahrensstufe gemass der Erfindung
vorgesehenen Lésung ausgespiilt oder verdréngt werden.

Eine vorbestimmte Menge oder ein aliquoter Anteil einer
Pufferlésung 128, welche kein Cyanid enthélt, wird in den Sdu-
lenvorratsbehilter 21 abgegeben, um bevorzugt aus der Abga-
bespitze 23 eine erste Fraktion 30 aus der Testprobe 10 zu eluie-
ren. Die erste Fraktion 30 wird in einem Aufnahmegeféss 31 ge-
sammelt. Wenn das Sdulenbett aus einer Suspension 27 (S) von
CarXH-Teilchen besteht, enthilt die erste Fraktion 30 im we-
sentlichen die gesamte Himoglobinart Hb-A ..., welche in der
Testprobe 10 vorhanden ist. Wenn das Saulenbett eine Suspen-
sion 27 (S) aus CarYOH-Teilchen umfasst, enthélt die erste
Fraktion 30 im wesentlichen die gesamte Menge der Hdmoglo-
binart, die in der Testprobe 10 vorhanden ist, mit Ausnahme
der Art Hb-Aja. In jedem Fall wird nach einer Zeitdauer im
Anschluss an den Zusatz des Puffers 28 eine aliquote Menge ei-
ner ersten Fraktion 30 in einem Aufnahmegefdss 31 gesammelt.

Bei einer Ausfiithrungsform des erfindungsgeméssen Verfah-
rens, wie es in der Zeichnung dargestellt ist, wird eine zweite
Fraktion 32 der Testprobe 10 in einem Aufnahmegeféss 33 ge-
sammelt, nachdem eine aliquote Menge einer Waschlsung 34
in den Sdulenvorratsbehilter 21 abgegeben worden ist. Die
zweite Fraktion 32 enthélt im wesentlichen die Gesamtmenge
der verbleibenden Hdmoglobinart, welche in der Testprobe 10
enthalten ist. Wenn das Sdulenbett aus einer Suspension 27 (S)
von CarXH-Teilchen besteht, enthélt die zweite Fraktion 32 im
wesentlichen die Gesamtmenge der Himoglobinart, welche in
der Testprobe 10 enthalten ist, mit Ausnahme von Hb-A,.c.
Wenn das Sdulenbett aus einer Suspension 27 (S) von CarYOH-
Teilchen besteht, enthélt die zweite Fraktion 32 praktisch die
Gesamtmenge der Himoglobinart Hb-Aa.c, welche in der Test-
probe 10 enthalten ist. In jedem Fall wird eine aliquote Menge
einer zweiten Fraktion 32 in einem Aufnahmebehilter 33 ge-
sammelt. :

Die Waschlsung 34 enthilt kein Cyanid darin. Andererseits
ist die genaue Zusammensetzung einer Waschl6sung 34 nicht
kritisch, solange die Verwendung hiervon nicht die spektrome-
trischen Absorptionseigenschaften («Farbe») einer eluierten
Fraktion 32 dndert oder modifiziert. Eine vertrigliche Waschlo-
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sung 34 besitzt entweder eine Ionenstirke oder einen relativen
pH-Wert, der ausreicht, um vollstindig oder in vollem Ausmass
im wesentlichen sdmtliche der verbleibenden Blutkomponenten
einer Testprobe 10 aus einem Séulenbett aus Ionenaustausch-
teilchen 27 zu desorbieren. Beispielsweise kann ein Volumen
von 4 ml einer 4m-NaCl-Losung in einen Sdulenvorratsbehélter
21 abgegeben werden. Nach einer Zeitdauer (z.B. 20 bis 30 Mi-
nuten) wird eine Eluatfraktion von im wesentlichen 4 ml Volu-
men in einem Aufnahmebehilter 33 gesammelt. Eine aus der
Suspension 27 (S) von CarXH-Teilchen eluierte Fraktion 32 er-
fordert eine geeignete Verdiinnung unter Verwendung von de-
stilliertem Wasser vor der néchsten nachfolgenden Verfahrens-
stufe gemdéss der vorliegenden Erfindung.

Gemass den erfindungsgeméissen Verfahren wird bei der Be-
stimmung des Verhéltnisses von Hb-Aa.c zu den gesamten Ha-
moglobinen (Hb), die in der von der Person oder dem Patien-
ten gesammelten Gesamtblutprobe vorhanden sind, im An- .
schluss an die Ausfithrung der Techniken und Verfahrensweisen
der Fliissigsdulen-Mikrochromatographie unter Verwendung ei-
ner Testprobe 10 eine spektrometrische Vorrichtung, die allge-
mein mit dem Bezugszeichen 40 bezeichnet ist, verwendet.

Die spektrometrische Analyse wird mit Hilfe der Vorrich-
tung 40 ausgefiihrt, mit welcher die Absorption von Licht, die
durch die in der Testprobe 10 vorhandene Hamoglobinart ver-
ursacht wird, gemessen wird. Es ist bekannt, dass der sichtbare
Teil des Spektrums fiir die Bestimmung der Anwesenheit eines
Himoglobins im violetten Bereich, insbesondere bei im wesent-
lichen 415 nm oder 4150 A liegt.

Die Vorrichtung 40 kann ein optisches Spektrometer sein,
das der ausgewdhlten Wellenldnge von 415 nm «zugeordnet»
oder auf diese eingestellt ist. Die Vorrichtung 40 kann auch ein
Spektrophotometer, eine Form eines Spektrometers mit einer
damit verbundenen Einrichtung, welche das Verhdltnis oder ei-
ne Funktion des Verhéltnisses der Bestrahlungsstérke von zwei
Strahlen als Funktion einer einstellbaren, gewdhlten spektralen
Wellenlinge zufiihrt, sein. Da die spektrometrische Analyse ge-
miss der Erfindung dem Zweck der Feststellung und Messung
einer Himoglobinart von der Testprobe 10 durch das Lichtab-
sorptionsverhalten dient, konnten auch alternative Formen ei-
ner Vorrichtung 40 zur Anwendung gelangen, z.B. visuelle
Gleichheitspriifer oder Komparatoren, z.B. ein Satz von Ness-
ler-Rohren.

Bei einer Ausfiihrungsform der erfindungsgeméssen Verfah-
ren werden die Inhalte der Aufnahmegefdsse 31 und 33 getrennt
in geeignete Kiivetten fiir die spektrometrische Vorrichtung 40
iiberfiihrt. Die spektrometrische Analyse der ersten und zweiten
Eluatfraktionen 30 und 32 ergeben ganze Zahlen oder natiirli-
che Zahlen, die die Mengen der Himoglobinart, die in der Test-
probe vorhanden sind, ausdriicken, wiedergeben oder anzeigen.
Bei Verwendung eines iiblichen Spektrometers oder Spektro-
photometers als Vorrichtung 40 ist die aufgezeigte ganze Zahl
eine Funktion des Absorptionsvermdgens (A), eine Messung der
Lichtmenge der spektralen Wellenldnge von 415 nm, welche
durch die Himoglobinart wihrend des Durchgangs durch die
Kiivette und zu der Ansprech- oder Abtastphotozelle absorbiert
wurde.

Die ausgedriickten Zahlenwerte fiir die getrennt festgestellte
und gemessene Hidmoglobinart in jeder Eluatfraktion 30 und 32
einer besonderen Testprobe 10 werden dann in Ubereinstim-
mung mit einer mathematischen Formel verglichen.

Wenn die Eluatfraktionen 30 und 32 aus einem Sdulenbett,
das eine Suspension 27 (S) von CarXH-Teilchen umfasst, elu-
iert werden, ist die Berechnung

ganze Zahl fiir die erste Fraktion 30 x 100

ganze Zahl fiir die erste Fraktion 30 +
ganze Zahl fiir die zweite Fraktion 32

ein numerischer Prozentsatzwert.



Wenn die Eluatfraktionen 30 und 32 aus einem Sdulenbett,
welches eine Suspension 27 (S) von CarYOH-Teilchen umfasst,
eluiert werden, ist die Berechnung

ganze Zahl fiir die zweite Fraktion 32 x 100

v

ganze Zahl fiir die erste Fraktion 30 +
ganze Zahl fiir die zweite Fraktion 32

ein numerischer Prozentsatzwert.

Bei einer anderen Ausfiithrungsform der erfindungsgeméssen 10
Verfahren wird unter Anwendung eines Sdulenbettes, das eine
Suspension 27 (S) entweder von CarXH-Teilchen und eine Puf-
ferldsung 128 umfasst, eine aliquote Menge einer ersten Eluat-
fraktion 30 in einem Aufnahmegefiss 31 gesammelt. Auch wird
entweder zu einem friiheren Zeitpunkt, gleichzeitig oder nach-
folgend eine Menge der Testprobe 10 als eine Hamolysatlésung
von roten Blutzellen 42 hergestellt, welche bequem durch spek-
trometrische Analyse festgestellt und gemessen werden kann. Es
ist ersichtlich, dass die Lichtabsorptionscharakteristika der
Testprobe 10 ohne eine signifikante Verdiinnung von solcher
Grosse sein wiirde, dass sie die Betriebs- oder Arbeitsleistung
der Abtast- oder Feststellphotozelle von einer gebréuchlichen
spektrometrischen Apparatur 40 beeintrédchtigen wiirde. Dem-
gemiss und beispielsweise sollte eine Menge der Testprobe 10
gleich dem Volumen der Testprobe 10, welche zu einem Ende
einer Kolonne 20 vor einer Verdiinnung der ersten Fraktion 30
eingefiihrt wurde, unter Verwendung von destilliertem Wasser
in einem Verhiltnis von im wesentlichen 1 : 480 verdiinnt wer-
den, um eine Hamolysatldsung 42 fiir eine Analyse mittels einer
spektrometrischen Apparatur 40 vorzubereiten.

Die ausgedriickten zahlenméssigen Werte fiir die getrennt
festgestellten und gemessenen Hamoglobinarten in der Eluat-
fraktion 30 und in der verdiinnten Himolysatlosung 42 von ei-
ner besonderen Testprobe 10 werden dann verglichen in Uber-
einstimmung mit einer mathematischen Formel.

Wenn die Eluatfraktion 30 von einem Sdulenbett, welches
eine Suspension 27 (S) von CarXH-Teilchen umfasst, eluiert
wird, ist die Berechnung

ganze Zahl fiir die Eluatfraktion 30 x 100 4

G

=3

ganze Zahl fiir die Hamolysatlésung 42

ein numerischer Prozentsatzwert.

Wenn die Eluatfraktion 30 von einem Séulenbett, welches
eine Suspension 27 (S) von CarYOH-Teilchen umfasst, eluiert
wird, ist die Berechnung

45

(ganze Zahl fiir die Eluatfraktion 30 X 100)

100 -

=]

(ganze Zahl fiir die Himolysatlosung 42) : 5

ein numerischer Prozentsatzwert:

Die Verwendung irgendeiner dieser mathematischen Berech-
nungen liefert einen numerischen Wert fiir die Himoglobinart
Hb-A .., die in einer besonderen Testprobe 10 fiir die Verwen-
dung als diagnostischer Indikator der Blutzuckercharakteristika
der diese Testproben liefernden Person vorhanden ist.

Die nachstehenden Beispiele geben eine weitere Erlduterung
und Beschreibung der praktischen Ausfithrung der Erfindung
durch Fachleute in der klinischen Chemie.
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: Beispiel 1
Ein CarYOH-Ionenaustauschteilchen kann von der Art sein,
worin «Car» ein Cellulosematerial und Y+ eine Diédthylamino-
gruppe, -0-CH»-CH;-N(C,Hs), mit einem angegebenen Wert 6
pKa von im wesentlichen 9,5 darstellt. Im Handel wird diese
Art von Ionenaustauschmaterial unter der Bezeichnung «What-
man DEAE-52» vertrieben.

<
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Diese Celluloseteilchen 27 werden in Form einer Suspension
27 (S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen 8,5 bei 22,5°C
durch Vermischen mit einer «trisn-Behandlungslosung 28 der
Zusammensetzung von 6,06 g HoN-C(CH,OH); (0,05 m) mit
0,10 g NaNj3 (0,01%) als Konservierungsmittel, aufbereitet in 1
1 H,0, hergestellt. Nach dem Vermischen mit der Behandlungs-
18sung 28 werden die Celluloseteilchen 27 anschliessend weiter-
behandelt mit einer sauren Losung 29 (z.B. 4 m-HCI), um er-
neut den pH-Wert auf im wesentlichen 8,5 einzustellen.

Bei beiden Verfahrensausfiihrungsformen der Erfindung
wird eine Menge einer Pufferlésung 128 in ein Ende eines Sdu-
lenbettes aus einer Suspension 27 (S) von diesen Celluloseteil-
chen eingefiihrt, um vorzugsweise hieraus eine Eluatfraktion 30
mit einem Gehalt von im wesentlichen der Himoglobinart, die

15 in der Testprobe 10 vorhanden ist mit Ausnahme derjenigen

von Hb-Aja., zu eluieren. Die Pufferlosung 128 kann eine
«trisy-Losung von der gleichen Zusammensetzung wie die Be-
handlungslésung 28 mit dem im wesentlichen auf 7,5 bei
22,5°C unter Verwendung von konzentriertem HCI eingestell-

20 ten pH-Wert auf 7,7 sein.

Beispiel 2
Ein anderes CarYOH-lonenaustauschteilchen 27 kann von
der Art sein, worin «Car» ein Harzcopolymeres von Polystyrol

25 und Divinylbenzol und Y™ eine Mischung aus priméren, sekun-

déren und tertidren Aminogruppen der aligemeinen Formeln

-NH;, -NHR und -N(R);, worin R einen aliphatischen Kohlen-
wasserstoffrest, z.B. -CH3 oder -C;Hs, bedeutet, darstellt. Die-
se Teilchen 27 haben einen angegebenen Wert pK, von 7 bis 9.

30 Im Handel wird diese Art von Ionenaustauschmaterial unter

den Bezeichnungen «Dowdex MWA-1» und «Amberlite IRA-
93» vertrieben.

Diese Harzteilchen 27 k6nnen in Form einer Suspension 27
(S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen 7,5 bei 22,5°C

35 durch Vermischen mit einer «tris»-Behandlungsiésung 28 der

gleichen Zusammensetzung wie in Beispiel 1 hergestellt werden.

Eine erste Fraktion 30 einer Testprobe 10 mit einem Gehalt
von im wesentlichen der gesamten Hdmoglobinarten mit Aus-
nahme von Hb-A ... kann aus dem Sdulenbett einer Suspension
27 (S) von diesen Harzteilchen unter Verwendung einer «tris»-
Pufferldsung 128 der gleichen Zusammensetzung wie in Beispiel
1 mit einem pH-Wert, eingestellt auf im wesentlichen 7,5 bei
22,5°C, eluiert werden.

Beispiel 3

Ein CarXH-Ionenaustauschteilchen 27 kann von der Art
sein, worin «Car» ein Harzcopolymeres von Methacrylsdure
und Divinylbenzol und X* eine Carboxylgruppe, -COOH, mit
einem angegebenen Wert pK, von 4 bis 6 ist. Im Handel ist die-
se Art von Jonenaustauschmaterial vertrieben unter der Be-
zeichnung «Amberlite CG-50».

Die Harzpolymere 27 werden in Form einer Suspension 27
(S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen 6,98 bei 22,5°C
durch Vermischen einer «Phosphat»-Behandlungsidsung 28 der
Zusammensetzung: 3,74 g KH,POy (0,027 M), 0,955 g KOH
(0,017 m) mit 0,10 g NaNj3 (0,01%}) als Konservierungsmittel,
aufbereitet in 1 1 Wasser, hergestellt. Nach dem Vermischen der
Behandlungsldsung 28 werden die Harzteilchen 27 dann weiter
mit einer Saureldsung 29 (z.B. 4 m-H;PO,) behandelt, um den
pH-Wert im wesentlichen auf 6,98 erneut einzustellen.

Bei beiden Ausfithrungsformen des Verfahrens gemdss der
Erfindung wird eine Menge einer Pufferlésung 128 in ein Ende
eines Sdulenbettes von einer Suspension 27 (S) von diesen Harz-
teilchen eingebracht, um hieraus bevorzugt eine Eluatfraktion
30 mit einem Gehalt von im wesentlichen der Gesamtmenge der
Himoglobinart Hb-A .., welche in einer Testprobe 10 vorhan-
den ist, zu eluieren. Die Pufferlosung 128 kann eine «Phos-
phat?-Lésung der gleichen Zusammensetzung wie die Behand-
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lungsldsung 28 sein und einen pH-Wert von im wesentlichen
6,98 aufweisen.

Beispiel 4

Ein anderes CarXH-Ionenaustauschteilchen 27 kann von
der Art sein, worin «Car» ein Cellulosematerial und X~ eine
Carboxymethylgruppe -CH>COOH mit einem angegebenen
Wert pK, von 3,5 bedeuten. Im Handel wird diese Art von Io-
nenaustauschmaterial unter der Bezeichnung « Whatman CM-
52» vertrieben.

Diese Celluloseteilchen 27 kénnen in Form einer Suspension
27 (S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen 6,8 bei 22,5°C
durch Vermischen mit einer «Phosphat»-Behandlungslosung 28
der Zusammensetzung: 3,74 g KHoPO4 (0,027 m) und 0,748 g
KOH (0,013 m) mit 0,10 g NaNj (0,01%) als Konservierungs-
mittel, aufbereitet in 1 1 Wasser, hergestellt werden.

Eine erste Fraktion 30 einer Testprobe 10, welche im we-
sentlichen die Gesamtmenge der Himoglobinart Hb-Aa.c ent-
hilt, kann aus einem Siulenbett von einer Suspension 27 (S)
von diesen Celluloseteilchen unter Verwendung einer «Phos-
phat»-Pufferlésung 128 der gleichen Zusammensetzung wie die

Behandlungslésung 28 und mit einem pH-Wert von im wesentli-

chen 6,8 eluiert werden.

Beispiel 5

lungsldsung 28 der Zusammensetzung: 6,28 g (HOCH,CH,);
NC(CH;0H); (0,03 m) mit 0,10 g NaNj (0,01%) als Konservie-
rungsmittel, aufbereitet in 1 1 Wasser, hergestellt werden. Nach
Vermischen der Behandlungslosung 28 werden die Celluloseteil-
5 chen 27 dann weiter mit einer sauren Losung 29 (z.B. 4 m HCI)
behandelt, um den pH-Wert auf im wesentlichen 6,1 erneut ein-
zustellen.
Eine erste Fraktion 30 einer Testprobe 10, welche im we-
sentlichen die Gesamtmenge der Hdmoglobinart Hb-Aj,.. ent-
10 hélt, kann aus einem Sdulenbett einer Suspension 27 (S) von
diesen Celluloseteilchen unter Verwendung einer «bis-tris»-Puf-
ferlésung 128 der gleichen Zusammensetzung wie die Behand-
lungslésung 28 unter Zusatz von 2,34 g NaCl (0,04 m) und mit
einem pH-Wert von im wesentlichen 6,1 eluiert werden.

Beispiel 6
Die Harzteilchen von Beispiel 3 kénnen in Form einer Sus-
pension 27 (S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen 6,8 bei
22,5°C durch Vermischen mit einer «bis-trisn-Behandlungsié-

20 sung 28 der gleichen Zusammensetzung wie in Beispiel 5 herge-

stellt werden. Eine erste Fraktion 30 einer Testprobe 10, welche
im wesentlichen die Gesamtmenge der Hamoglobinart Hb-Aj,.c
enthélt, kann aus einem Siulenbett einer Suspension 27 (S) von
diesen Harzteilchen unter Verwendung einer «bis-trisy-Puffer-

Die Celluloseteilchen 27 von Beispiel 4 kénnen in Form ei- 25 16sung 128 der gleichen Zusammensetzung wie die Behand-

ner Suspension 27 (S) mit einem pH-Wert von im wesentlichen
6,1 bei 22,5°C durch Vermischen mit einer «bis-trisn-Behand-

lungslosung 28 unter Zusatz von 7,02 g NaCl (0,12 m) mit ei-
nem pH-Wert von im wesentlichen 6,8 eluiert werden.
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