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(57) Abstract: The invention relates to a method for the quantitative
determination of hemoglobin in a liquid biological medium outside of the
body and the use of at least one luminescent lanthanoid complex for the
quantitative determination of hemoglobin in a liquid biological medium
outside of the body.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
quantitativen Bestimmung von Hédmoglobin in einem {fliissigen biologischen
Medium auBlerhalb des Korpers sowie die Verwendung mindestens eines
lumineszenten Lanthanoidkomplexes zur quantitativen Bestimmung von
Héamoglobin in einem fitissigen biologischen Medium auflerhalb des K&rpers.
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Lanthanoidkomplexbasierte spektroskopische Himoglobinbestimmung in einem

fliissigen biologischen Medium

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium auflerhalb des Kérpers sowie
die Verwendung mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes zur
quantitativen Bestimmung von Himoglobin in einem fliissigen biologischen Medium

auBerhalb des Korpers.

Das eisenhaltige Sauerstofftransportprotein Himoglobin (Hb) kommt normalerweise
in den roten Blutkérperchen (Erythrozyten) von Menschen und Tieren und nur zu
einem duflerst geringen Anteil als freies Protein in den Korperfliissigkeiten vor. Die
beispielsweise in Blutplasma vorhandene Hamoglobinkonzentration betréigt bei
gesunden Menschen zwischen 10 und 30 mg/l. Abnorme Konzentrationen in den
Korperfliissigkeiten weisen daher auf pathologischen Erythrozytenabbau in vivo
(durch Krankheiten, Gifte u.4.) oder in vitro (beispielsweise durch unsachgeméfie
Abnahme von Blut eines Patienten) hin. Hb ist daher ein klinisch sehr niitzlicher
Parameter zur Beurteilung sowohl der Qualitit von Blutproben als auch der
Krankheitserkennung. Ersteres ist von grof3er Bedeutung, da Hb Messungen
verschiedenster Biomarker in Plasma und Serum verfélscht und so die Analysen im
schlimmsten Fall unbrauchbar macht. Letzteres ist wichtig, da viele Krankheiten wie
Malaria, Sichelzellenandmie oder immunologische Stérungen aber auch Gifte
beispielsweise zum Anstieg der Konzentration freien Himoglobins in Blutplasma
und -serum flihren. Die Konzentration freien Himoglobins in Korperfliissigkeiten
moglichst genau zu kennen ist daher von groer Bedeutung. Die Bestimmung freien
Hamoglobins ist aus diesem Grund eine der am hdufigsten durchgefiihrten
Messungen sowohl in der klinischen Diagnostik als auch der Laboranalytik und der

Veterindrmedizin.
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Verschiedenste Verfahren zur Bestimmung von Hdmoglobin sind bekannt, wobei
diese Verfahren hauptsichlich auf photometrischen Messungen basieren. Hier
existieren verschiedene Methoden (Fairbanks et. al., Clinical Chemistry, 1992, vol.
38, 132-140, Tsuda et. al., Laboratory Hematology, 1998, vol. 4, 276-280). Zu
nennen sind insbesondere: die Cyanmethode (Standardbestimmungsmethode), die
Laurylsulfat-Methode und die Tetramethylbenzidin-Methode (TMB). Gemein ist all
diesen Verfahren, dass die Bildung eines Komplexes in Abhéngigkeit von der
Hamoglobinkonzentration zu einer Farbidnderung der Probe fiihrt, die iiber

Absorption bestimmt wird.

Diese Verfahren sind jedoch zeitaufwendig und mit der Verwendung hoher Mengen
verschiedenster Chemikalien verbunden, die ferner zu einem hohen
Entsorgungsaufwand fithren. Dartiber hinaus ist die Probenvorbereitung aufwendig

und fiihrt zu einer Vielzahl méglicher Fehlerquellen.

Weitere Verfahren basieren auf der rein spektroskopischen Bestimmung von
Hamoglobin. Zu nennen sind hier insbesondere die Methode nach Harboe sowie die
Methode nach Kahn. Bei diesen Verfahren wird die Absorption der Probe bei
verschiedenen Wellenldngen bestimmt und daraus dann die
Hamoglobinkonzentration in der Probe ermittelt. Die Methode nach Harboe arbeitet
mit verdiinnten Losungen, bei der Methode nach Kahn erfolgen die Messungen in

unverdunnten Proben.

Diese Verfahren haben jedoch den Nachteil, dass bereits kleine Abweichungen in der
Zusammensetzung der Proben (beispielsweise zu wenig Wasser im Blut oder ein
vom Durchschnitt abweichender Metabolismus) zur Unbrauchbarkeit der

Messergebnisse flihren kdnnen. Ferner kdnnen verschiedene Bestandteile in der
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Probe das Messergebnis verfalschen, wobei das Ausmal} dieser Stérung nicht

feststellbar ist. Die moglichen Abweichungen kdnnen daher sehr grof3 sein.

Neben diesen ctablierten Verfahren, werden in den JP 57059151A, JP 57133350A,
WO 96/23223A, US 2010/267538A, JP 62000838A, US 5,149,503A und JP
2122267A, weitere Verfahren beschrieben.

Alle vorgenannten Verfahren beschreiben Losungswege, die mit dem der

vorliegenden Erfindung keine Ubereinstimmung aufweisen.

Daher besteht nach wie vor Bedarf an Verfahren zur Bestimmung von Himoglobin
in einem fliissigen biologischen Medium, die auf einfache Weise, d.h. ohne
aufwendige Probenvorbereitung, ohne chemische Verdnderung der Probe, und unter
geringem Einsatz von Chemikalien durchfiihrbar sind und die gleichzeitig eine

geringe Anfilligkeit fiir Stérungen aufweisen.

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher, ein Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium bereit zu
stellen, das auflerhalb des Korpers durchgefiihrt werden kann. Eine weitere Aufgabe
besteht darin, dass das Verfahren ohne aufwendige Probenvorbereitung und ohne
chemische Verdnderung der Probe durchgefiihrt werden kann. Weiterhin besteht eine
Aufgabe darin, ein Verfahren bereit zu stellen, dass eine geringe Stérungsanfalligkeit
durch in der Probe enthaltene Verbindungen aufweist. Eine zusétzliche Aufgabe
besteht darin, dass das Verfahren ohne Verwendung gro3er Mengen
unterschiedlichster Chemikalien durchgefiihrt werden kann und somit gleichzeitig

ein geringer Entsorgungsaufwand bestehen soll.
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Die Losung der genannten und weiterer Aufgaben ergibt sich aus den Gegenstinden
der unabhéngigen Anspriiche. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen ergeben sich durch

deren Kombination mit den Merkmalen der abhédngigen Anspriiche.

Gemil einem Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur
quantitativen Bestimmung von Himoglobin in einem fliissigen biologischen Medium
aullerhalb des Korpers bereitgestellt, umfassend die Schritte:
a) die Bereitstellung eines fliissigen biologischen Mediums enthaltend eine zu
bestimmende Menge an Himoglobin,
b) die Bereitstellung mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes,
¢) Inkontaktbringen des fliissigen biologischen Mediums aus Schritt a) mit
dem mindestens einen lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) zur
Erméglichung einer Wechselwirkung zwischen dem mindestens einen
lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) und dem in dem fliissigen
biologischen Medium aus Schritt a) enthaltenen Himoglobin, und
d) Bestimmung der emittierten Lumineszenz von dem Hamoglobin
interagierenden Lanthanoidkomplex in dem fliissigen biologischen Medium

aus Schritt ¢).

Das erfindungsgeméifie Verfahren erméglicht eine quantitative Bestimmung von
Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium auflerhalb des Kérpers.
Zusitzlich kann das Verfahren ohne aufwendige Probenvorbereitung und chemische
Verianderung der Probe durchgefiihrt werden. Zusitzlich kann der Verbrauch an
Chemikalien deutlich reduziert werden, wodurch Kosten, Arbeitsaufwand und
Entsorgungsaufwand minimiert werden koénnen. Des Weiteren weist das Verfahren

eine geringe Stérungsanfilligkeit durch in der Probe enthaltene Verbindungen auf.
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In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird die Verwendung
mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes zur quantitativen
Bestimmung von Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium auferhalb

des Korpers bereitgestellt.

In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, ist das fllissige
biologische Medium aus Schritt a) ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Vollblut,

Serum, Plasma, Speichel, Urin, Fruchtwasser, Liquor und Gemische von diesen.

In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst das
fliissige biologische Medium aus Schritt a) eine zu bestimmende Menge an
Hiamoglobin in einem Bereich von 1 bis 5000 mg/l, bevorzugt in einem Bereich von

5 bis 4000 mg/l und weiter bevorzugt in einem Bereich von 10 bis 2000 mg/1.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, ist der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) a) wasserldslich,
und/oder b) wird in einer Menge von 1 ng/l bis 1000 mg/1, bevorzugt in einem
Bereich von 10 ng/l bis 500 mg/l und weiter bevorzugt in einem Bereich von 10 ng/l
bis 100 mg/l, basierend auf der Menge des fliissigen biologischen Mediums aus

Schritt a), bereitgestellt.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mindestens ein

Lanthanoid(I1I)-lon.

In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, ist das
mindestens eine Lanthanoid(I1T)-lon ausgewéhlt ist aus der Gruppe umfassend

Ytterbium(IID)-Ton (Yb*"), Terbium(I1D)-Ton (Tb*"), Europium(I1l)-lon (Eu’"),
p
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Erbium(IIl)-Ton (Er’ "), Samarium(IIT)-Ion (Sm’ "), Dysprosium(III)-Ion (Dy’ "),
Neodymium(III)-Ton (Nd*") und Gemische von diesen, und bevorzugt aus der
Gruppe umfassend Terbium(III)-Ion (Tb*"), Europium(IIl)-Ion (Eu’"),

Samarium(I1I)-Ion (Sm’ ), Dysprosium(III)-Ion (Dy’ ") und Gemische von diesen.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mindestens einen

mit dem Lanthanoid(IIl)-Ion komplexbildenden Liganden.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst der
mindestens eine komplexbildende Ligand mindestens ein mit dem Lanthanoid(I1I)-
Ion komplexbildendes Element ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Stickstoff,

Sauerstoff, Schwefel, Phosphor und Gemische von diesen.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, wird die
Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) in einem
Wellenlédngenbereich gréfier 400 nm, bevorzugt in einem Wellenlédngenbereich von

400 bis 1000 nm, durchgefiihrt.

In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt die
Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) durch Bestimmung der

Lumineszenzabklingzeit und/oder Lumineszenzintensitét.

In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst das
Verfahren ferner Schritt ¢), in dem die quantitative Bestimmung des Himoglobins in
dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a) durch Vergleich der in Schritt d)

bestimmten emittierten Lumineszenz mit einer Kalibrierkurve erfolgt.
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In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird die
Kalibrierkurve durch Bestimmung der emittierten Lumineszenz von definierten
Mengen an Hamoglobin in einem fliissigen Kalibriermedium erhalten und das
fliissige Kalibriermedium entspricht dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt
a) oder das fliissige Kalibriermedium stellt eine mit Zusitzen versehene Pufferlésung
dar, die in ihrer Zusammensetzung dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt

a) im Wesentlichen entspricht.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt Schritt
¢) und/oder Schritt d) und/oder Schritt ¢) bei einer Temperatur in einem Bereich von

15 °C bis 50 °C, bevorzugt in einem Bereich von 20 °C bis 40 °C.

Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung genauer beschrieben:

Das Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Hamoglobin in einem fliissigen
biologischen Medium auflerhalb des Korpers der vorliegenden Erfindung umfasst
mindestens die Schritte:
a) die Bereitstellung eines fliissigen biologischen Mediums enthaltend eine zu
bestimmende Menge an Himoglobin,
b) die Bereitstellung mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes,
¢) Inkontaktbringen des fliissigen biologischen Mediums aus Schritt a) mit
dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) zur Erméglichung
einer Wechselwirkung zwischen dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus
Schritt b) und dem in dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a)
enthaltenen Himoglobin, und
d) Bestimmung der emittierten Lumineszenz von dem Hidmoglobin
interagierenden Lanthanoidkomplex in dem fliissigen biologischen Medium

aus Schritt ¢).
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Gemil Schritt a) des erfindungsgeméfBen Verfahrens, wird ein fliissiges biologisches

Medium enthaltend eine zu bestimmende Menge an Himoglobin bereitgestellt.

Der Begriff "fliissiges Medium" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung in
seiner iiblichen, dem Fachmann geldufigen Bedeutung verstanden. Insbesondere
bezieht sich dieser Begriff auf ein biologisches Medium, dass bei einer Temperatur
in einem Bereich von 15 °C bis 50 °C, bevorzugt in einem Bereich von 20 °C bis 40
°C fliissig ist. Unter dem Begriff "biologisches Medium" wird im Sinne dieser
Erfindung eine menschliche oder tierische Korperfliissigkeit verstanden.
Insbesondere bezieht sich dieser Begriff auf extrazelluldre Korperflussigkeiten, wie
Korperflissigkeiten, die in Kreisldufen zirkulieren, Verdauungssifte, Sekrete und
Exkrete. Unter dem Begriff "Korper" wird im Sinne dieser Erfindung ein
menschlicher oder tierischer Korper verstanden. Insbesondere bezieht sich dieser

Begriff auf einen menschlichen Kérper.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist das fliissige biologische
Medium aus Schritt a) ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Vollblut, Serum,

Plasma, Speichel, Urin, Fruchtwasser, Liquor und Gemische von diesen.

Beispielsweise ist das fliissige biologische Medium aus Schritt a) ausgewdhlt aus der
Gruppe umfassend Vollblut, Serum, Plasma, Speichel, Urin, Fruchtwasser oder

Liquor.

Insbesondere ist das fliissige biologische Medium aus Schritt a) ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend Vollblut, Serum, Plasma, Speichel oder Urin. Alternativ ist das

fliissige biologische Medium aus Schritt a) ausgewihlt aus der Gruppe umfassend
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Vollblut, Serum oder Plasma. In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung

ist das fliissige biologische Medium aus Schritt a) Serum oder Plasma.

Der Begrift "Hémoglobin" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung in seiner
iiblichen, dem Fachmann geldufigen Bedeutung verstanden. Insbesondere bezieht
sich dieser Begriff auf Himoglobin A1 (HbA1 oder HbA) Hamoglobin A2 (HbA2),

sowie die fetalen Himoglobine HbF und Gower-2

Die zu bestimmende Menge an Himoglobin in dem flissigen biologischen Medium
aus Schritt a) kann in einem weiten Bereich variieren. In einer Ausfithrungsform der
vorliegenden Erfindung umfasst das fliissige biologische Medium aus Schritt a) eine
zu bestimmende Menge an Himoglobin in einem Bereich von 1 bis 5000 mg/1.
Beispiclsweise umfasst das fliissige biologische Medium eine zu bestimmende
Menge an Himoglobin in einem Bereich von 5 bis 4000 mg/l oder in einem Bereich

von 10 bis 2000 mg/I.

Insbesondere umfasst das fliissige biologische Medium eine zu bestimmende Menge
an Hdmoglobin in einem Bereich von 10 bis 1000 mg/l oder in einem Bereich von 10
bis 500 mg/l. Alternativ umfasst das fliissige biologische Medium eine zu
bestimmende Menge an Himoglobin in einem Bereich von 10 bis 100 mg/1.
Beispiclsweise umfasst das fliissige biologische Medium eine zu bestimmende
Menge an Himoglobin in einem Bereich von 10 bis 50 mg/l oder in einem Bereich

von 10 bis 30 mg/l.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist das fliissige biologische
Medium Blutplasma und umfasst eine zu bestimmende Menge an Hamoglobin in

einem Bereich von 10 bis 1000 mg/l. Alternativ ist das fliissige biologische Medium
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Blutserum und umfasst eine zu bestimmende Menge an Himoglobin in einem

Bereich von 10 bis 1000 mg/I.

Das fliissige biologische Medium kann das fliissige biologische Medium als solches
oder verdiinnt sein. Beispielsweise ist das fliissige biologische Medium das fliissige

biologische Medium als solches.

Gemail Schritt b) des erfindungsgeméBen Verfahrens, wird mindestens ein

lumineszenter Lanthanoidkomplex bereitgestellt.

Der Begriff "lumineszent" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung in seiner
iiblichen, dem Fachmann geldufigen Bedeutung verstanden. Insbesondere umfasst
dieser Begriff Lanthanoidkomplexe, die nach entsprechender Anregung

elektromagnetische Strahlung im UV-/VIS-/NIR-Bereich emittieren.

Lumineszente Lanthanoidkomplexe, die in Wechselwirkung mit Himoglobin eine
lange Lebensdauer aufweisen, sind Komplexe mit einer Lebensdauer von mehr als
100 ps. Lumineszente Lanthanoidkomplexe, die in Wechselwirkung mit Himoglobin
eine kurze Lebensdauer aufweisen, sind Komplexe mit einer Lebensdauer von

weniger als 100 ps.

Beispiclsweise hat der mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt
b), in Wechselwirkung mit Himoglobin, eine lange Lebensdauer. Alternativ hat der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b), in Wechselwirkung

mit Himoglobin, eine kurze Lebensdauer.

Unter dem Begriff "Lanthanoidkomplex" wird im Sinne dieser Erfindung eine

Verbindung verstanden, die ein oder mehrere Lanthanoidionen als Zentralion und
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einen oder mehrere Liganden umfasst. Beispielsweise umfasst, vorzugsweise enthilt,
der mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex ein Lanthanoidion als
Zentralion und einen oder mehrere Liganden. In einer Ausfithrungsform der
vorliegenden Erfindung, umfasst, vorzugsweise enthélt, der mindestens eine
lumineszente Lanthanoidkomplex ein Lanthanoidion als Zentralion und einen

Liganden.

An den mindestens einen lumineszenten Lanthanoidkomplex werden keine
besonderen Anforderungen gestellt, vorausgesetzt es handelt sich um einen
hidmoglobin-sensitiven lumineszenten Lanthanoidkomplex. Unter dem Begriff
"hdmoglobin-sensitiver" lumineszenter Lanthanoidkomplex wird im Sinne dieser
Erfindung eine Verbindung verstanden, die in Wechselwirkung mit Himoglobin
verdnderte lumineszente Eigenschaften aufweist. In anderen Worten, das
Emissionsspektrum des lumineszenten Lanthanoidkomplexes muss zumindest
teilweise mit dem Absorptionsspektrum des Himoglobins tliberlappen, so dass der
Energictransfer zwischen lumineszentem Lanthanoidkomplex und Hamoglobin
zumindest eine Lumineszenzeigenschaft des lumineszenten Lanthanoidkomplexes

meBbar andert.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, wird in Schritt b) ein
lumineszenter Lanthanoidkomplex bereitgestellt. Alternativ werden in Schritt b)

mehrere lumineszente Lanthanoidkomplexe bereitgestellt.

Der Begriff "Lanthanoid"komplex wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung in
seiner iiblichen, dem Fachmann geldufigen Bedeutung verstanden. Insbesondere
umfasst dieser Begriff Lanthanoidionen ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus

Cer, Prascodym, Neodym, Promethium, Samarium, Europium, Gadolinium,
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Terbium, Dysprosium, Holmium, Erbium, Thulium, Ytterbium, Yttrium und

Gemische von diesen.

Beispiclsweise umfasst der mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus
Schritt b) mindestens ein Lanthanoid(IIT)-Ion. In einer Ausfithrungsform der
vorliegenden Erfindung, umfasst der mindestens eine lumineszente
Lanthanoidkomplex aus Schritt b) ein Lanthanoid(IIT)-lon. Alternativ umfasst der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) zwei oder drei

Lanthanoid(I1I)-lonen.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, ist das mindestens eine
Lanthanoid(I1T)-lon ausgewdhlt aus der Gruppe umfassend Ytterbium(I1I)-lon
(YH*"), Terbium(III)-Ion (Tb*"), Europium(IIN)-Ion (Eu’"), Erbium(III)-Ion (Er’"),
Samarium(III)-Ion (Sm’ "), Dysprosium(III)-Ion (Dy’ ), Neodymium(III)-Ion (Nd*")

und Gemische von diesen.

Beispielsweise ist das mindestens eine Lanthanoid(III)-lon ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend Terbium(III)-Ion (Tb*"), Europium(IIl)-Ion (Eu’"),

Samarium(III)-Ion (Sm’ ), Dysprosium(III)-Ion (Dy’ ") und Gemische von diesen.

Vorzugsweise ist das mindestens eine Lanthanoid(IIl)-Ion ein Terbium(I1I)-lon
(Tb*"), Europium(III)-Ion (Eu’"), Samarium(IIT)-Ion (Sm’ ") oder ein
Dysprosium(IIT)-Ton (Dy’").

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst der mindestens eine
lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mindestens einen mit dem
Lanthanoid(IlT)-lon komplexbildenden Liganden. Beispielsweise umfasst der

mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) einen mit dem
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Lanthanoid(IIT)-lon komplexbildenden Liganden. Alternativ umfasst der mindestens
eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mehrere mit dem

Lanthanoid(IlT)-lon komplexbildende Liganden.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst der mindestens eine
komplexbildende Ligand mindestens ein mit dem Lanthanoid(III)-lon
komplexbildendes Element ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Stickstoff,
Sauerstoff, Schwefel, Phosphor und Gemische von diesen. Beispielsweise umfasst
der mindestens eine komplexbildende Ligand mindestens ein mit dem
Lanthanoid(IlT)-lon komplexbildendes Element ausgewdhlt aus der Gruppe
umfassend Stickstoff, Sauerstoff und Gemische von diesen. Vorzugsweise umfasst
der mindestens eine komplexbildende Ligand ein Gemisch aus Stickstoff und
Sauerstoff als mit dem Lanthanoid(Ill)-Ion komplexbildendes Element. Alternativ
umfasst der mindestens eine komplexbildende Ligand mindestens ein mit dem
Lanthanoid(IlT)-lon komplexbildendes Element ausgewdhlt aus der Gruppe

umfassend Schwefel oder Phosphor.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, wird der kommerziell
erhiltliche Lanthanoidkomplex Lumi4Tb-NHS (Lumiphore Inc., Kalifornien, USA)
als der mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex in Schritt b) bereitgestellt.
Alternativ wird der kommerziell erhiltliche Luminophor Europium Tris(bipryridin
(Eu-TBP; Cisbio Bioassays, Frankreich, Europa) als der mindestens eine

lumineszente Lanthanoidkomplex in Schritt b) bereitgestellt.

In einer Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, wird die folgende Struktur I

als der mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex in Schritt b) bereitgestellt:
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Struktur 1

In der Struktur I ist das Lanthanoid(IlI)-lon vorzugsweise Europium oder Terbium.
In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, ist das Lanthanoid(I1I)-lon in

der Struktur I vorzugsweise Europium oder Terbium.

In einer Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung, ist der mindestens eine

lumineszente Lanthanoidkomplex wasserldslich.

Vorzugsweise weist der lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) eine
Loslichkeit in Wasser bei 20 °C (+ 2 °C) von mehr als 1 g/l. Beispielsweise weist
der lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) eine Loslichkeit in Wasser bei
20 °C (=2 °C) von 1 bis 50 g/l, bevorzugt von 1 bis 40g/1, weiter bevorzugt von 1 bis
30 g/l und noch weiter bevorzugt von 1 bis 20 g/l auf.
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In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, wird der mindestens eine
lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) in einer Menge von 1 ng/l bis 1000
mg/l, bevorzugt in einem Bereich von 10 ng/l bis 500 mg/l und weiter bevorzugt in
einem Bereich von 10 ng/l bis 100 mg/1, basierend auf der Menge des fliissigen

biologischen Mediums aus Schritt a), bereitgestellt.

Gemal Schritt ¢) der vorliegenden Erfindung wird das fliissige biologische Medium
aus Schritt a) mit dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) in Kontakt
gebracht. Das Inkontaktbringen erméglicht eine Wechselwirkung zwischen dem
lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) und dem in dem fliissigen

biologischen Medium aus Schritt a) enthaltenen Hamoglobin.

Das Inkontaktbringen des fliissigen biologischen Mediums aus Schritt a) mit dem
lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) erfolgt beispielsweise durch
Diffusion in der Probe oder unter Rithren. In einer Ausfithrungsform der
vorliegenden Erfindung erfolgt das Inkontaktbringen des fliissigen biologischen
Mediums aus Schritt a) mit dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b)

unter Rithren vorzugsweise unter Riihren.

Unter dem Begriff "Riithren" wird im Sinne dieser Erfindung jegliche
Durchmischung des erhaltenen Gemisches verstanden, die zu einer ausreichenden
rdumlichen Nihe zwischen Himoglobin und dem lumineszenten Lanthanoidkomplex

fiihrt, um eine Emission von Lumineszenz zu erzielen.

Dementsprechend kann das Rithren durch Schiitteln des Gemisches oder durch ein

mechanisches Gerit, wie ein Riihrfisch oder ein Riihrstab, erfolgen.
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In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst das in Schritt c)
erhaltene fliissige biologische Medium den mindestens einen lumineszenten
Lanthanoidkomplex aus Schritt b) in einer Menge von 1 ng/l bis 1000 mg/1,
bevorzugt in einem Bereich von 10 ng/l bis 500 mg/l und weiter bevorzugt in einem
Bereich von 10 ng/l bis 100 mg/l, basierend auf der Menge des fliissigen

biologischen Mediums aus Schritt a).

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt Schritt ¢) bei einer
Temperatur in einem Bereich von 15 °C bis 50 °C. Beispielsweise erfolgt Schritt ¢)

bei einer Temperatur in einem Bereich von 20 °C bis 40 °C.

Gemil Schritt d) der vorliegenden Erfindung erfolgt die Bestimmung der emittierten
Lumineszenz von dem mit Himoglobin interagierenden Lanthanoidkomplex in dem

fliissigen biologischen Medium aus Schritt ¢).

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt die Bestimmung der

emittierten Lumineszenz in Schritt d) in einem Wellenldngenbereich gréBer 400 nm.

Beispielsweise erfolgt die Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) in

einem Wellenldngenbereich von 400 bis 1000 nm.

Der strahlungslose Energietransfer zwischen Himoglobin und dem mindestens einen
lumineszenten Lanthanoidkomplex hidngt von der rdumlichen Néhe beider
Verbindungen ab. Daher dndern sich die bestimmbaren Lumineszenzwerte wie
Lumineszenzintensitit und Lumineszenzabklingzeit des lumineszenten
Lanthanoidkomplexes besonders effizient, wenn eine substanticlle Anzahl von
Molekiilen beider Verbindungen in engen rdumlichen Kontakt gebracht wird. Ferner

ist bevorzugt, dass die Menge an dem mindestens einen lumineszenten
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Lanthanoidkomplex nicht zu hoch ist. Beispielsweise umfasst das in Schritt ¢)
erhaltene fliissige biologische Medium den mindestens einen lumineszenten
Lanthanoidkomplex in einer Menge von 1 ng/l bis 1000 mg/l, bevorzugt in einem
Bereich von 10 ng/l bis 500 mg/l und weiter bevorzugt in einem Bereich von 10 ng/l
bis 100 mg/l, basierend auf der Menge des fliissigen biologischen Mediums aus

Schritt a).

Daher erfolgt die Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d)
vorzugsweise durch Bestimmung der Lumineszenzabklingzeit und/oder

Lumineszenzintensitit.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt die Bestimmung der
emittierten Lumineszenz in Schritt d) durch Bestimmung der
Lumineszenzabklingzeit und Lumineszenzintensitit. Alternativ erfolgt die
Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) durch Bestimmung der

Lumineszenzabklingzeit oder Lumineszenzintensitt.

Beispielsweise erfolgt die Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d)

durch Bestimmung der Lumineszenzabklingzeit.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt Schritt d) bei einer
Temperatur in einem Bereich von 15 °C bis 50 °C. Beispielsweise erfolgt Schritt d)

bei einer Temperatur in einem Bereich von 20 °C bis 40 °C.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, umfasst das erfinderische
Verfahren ferner Schritt ¢), in dem die quantitative Bestimmung des Himoglobins in
dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a) durch Vergleich der in Schritt d)

bestimmten emittierten Lumineszenz mit einer Kalibrierkurve erfolgt.
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In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, wird die Kalibrierkurve durch
Bestimmung der emittierten Lumineszenz von definierten Mengen an Himoglobin in
einem flissigen Kalibriermedium erhalten. Das Kalibriermedium entspricht dabei in
seiner Zusammensetzung dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a), mit der
MaBgabe, dass kein Himoglobin enthalten ist oder nur eine bekannte Menge an
Hamoglobin enthalten ist. Alternativ stellt das fliissige Kalibriermedium eine mit
Zusitzen versehene Pufferlosung dar, die in ihrer Zusammensetzung dem fliissigen

biologischen Medium aus Schritt a) im Wesentlichen entspricht.

In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt Schritt ¢) bei einer
Temperatur in einem Bereich von 15 °C bis 50 °C. Beispielsweise erfolgt Schritt ¢)

bei einer Temperatur in einem Bereich von 20 °C bis 40 °C.

Unter dem Begriff "quantitative Bestimmungen von Hidmoglobin" im Sinne der
vorliegenden Erfindung wird die Bestimmung der Konzentration des in dem

fliissigen biologischen Mediums enthaltenden Hamoglobins verstanden.

In anderen Worten, die quantitative Bestimmung von Hamoglobin in dem fliissigen
biologischen Medium erfolgt durch Bestimmung der emittierten Lumineszenz in
Schritt d), wie durch die Bestimmung der Lumineszenzabklingzeit und/oder
Lumineszenzintensitit. Beispielsweise erfolgt die quantitative Bestimmung von
Hamoglobin in dem fliissigen biologischen Medium durch Bestimmung der
Lumineszenzabklingzeit oder Lumineszenzintensitit. Vorzugsweise erfolgt die
quantitative Bestimmung von Hidmoglobin in dem fliissigen biologischen Medium

durch Bestimmung der Lumineszenzabklingzeit.
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Das dargestellte Verfahren bietet insbesondere den Vorteil, dass es eine quantitative
Bestimmung von Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium auferhalb
des Korpers ermoglicht und das Verfahren ohne aufwendige Probenvorbereitung und
chemische Verdnderung der Probe durchgefiihrt werden. Zusétzlich kann der
Verbrauch an Chemikalien deutlich reduziert werden, wodurch Kosten,
Arbeitsaufwand und Entsorgungsaufwand minimiert werden kénnen. Des Weiteren
weist das Verfahren eine geringe Stérungsanfilligkeit durch in der Probe enthaltene
Verbindungen auf. Insgesamt resultiert daraus, dass bei vergleichbarer Sensitivitét
der Messungen, auch eine Zeit-, als auch eine Verbrauchsmaterialienersparnis im
Vergleich zu gebriuchlichen Verfahren auftritt. Es ist weiterhin moglich, dieselbe
Probe zur Bestimmung weiterer Biomarker zu nutzen. Dies kann beispielsweise auf
der Basis von Forsterresonanzenergietransfer (FRET) in FRET-Immunoassays
geschehen, bei dem der in Schritt b) bereitgestellte lumineszente
Lanthanoidkomplexe als Donor fungiert. Dies macht die gleichzeitige Bestimmung

mehrerer Biomarker mit einer Messung (Multiplexing) méglich.

Aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften, kann der mindestens eine lumineszente
Lanthanoidkomplex in einem weiteren Aspekt zur quantitativen Bestimmung von
Hamoglobin in einem fliissigen biologischen Medium auflerhalb des Korpers

verwendet werden.

Die Ausgestaltungen des fliissigen biologischen Mediums und des mindestens einen
lumineszenten Lanthanoidkomplexes gemif3 dem erfinderischen Verfahren gelten

auch fiir die Verwendung und umgekehrt.
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Kurze Beschreibung der Figuren

Fig.1: Abhéngigkeit der Lumineszenzabklingzeit von Lumi4Tb von der

Hamoglobinkonzentration in Wasser.

Fig. 2: Bestimmung von Hamoglobin in Wasser nach dem erfinderischen Verfahren
und gebriuchlichen Bestimmungsmethoden im Vergleich zu der tatsdchlichen

(erwarteten) Hb-Konzentration der Probe (durchgehende Linie).

Fig. 3: Abhingigkeit der Lumineszenzabklingzeit von Lumi4Tb von der

Hamoglobinkonzentration in Blutserum.

Fig. 4: Vergleich der experimentell durch Lumi4Tb bestimmten
Hamoglobinkonzentration verschiedener Proben von Blutserum mit den erwarteten

Konzentrationen (gestrichelte Linie).

Fig. 5: Vergleich der experimentell durch Lumi4Tb bestimmten
Hamoglobinkonzentration verschiedener Proben von Blutplasma und Blutserum mit

den erwarteten Konzentrationen (durchgehende Linie).

Fig. 6: Bestimmung von Hdmoglobin in Plasma und Vergleich der mit verschiedenen

Bestimmungsmethoden ermittelten Hb-Konzentration in der Probe.

Fig. 7: Abhéngigkeit der Lumineszenzabklingzeit von Lumi4Tb von der

Hamoglobinkonzentration in Urin und Speichel.
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Beispiele

Zum Nachweis der quantitativen Bestimmung von Hamoglobin (Hb) in einem
fliissigen biologischen Medium auflerhalb des Korpers sind u.a. die nachfolgend
dargestellten Versuche durchgefiihrt worden. Es haben sich reproduzierbare
Ergebnisse gezeigt, die mit der tatsdchlichen Himoglobinkonzentration besser

iibereinstimmen wie die die durch gebrauchliche Verfahren bestimmt wurden.

Ein hamoglobinsensitives Luminophor wurde zur Bestimmung der
Hamoglobinkonzentration in einer Probe untersucht. Lanthanoidkomplexe stellten
sich im Verlauf der Untersuchungen als geeignete Luminophore heraus. Thre
Lumineszenz hingt sowohl in Intensitit als auch Abklingzeit von der Konzentration
an Hiamoglobin in der zu untersuchenden Probe ab (siche Fig 1), wobei die
Verdanderung der Lumineszenzabklingzeit als Parameter eindeutiger ist. Die
Untersuchungen wurden sowohl mit dem Mikrotiterplattenlesegerit Kryptor
(BRAHMS, Hennigsdorf, Deutschland), dem Mikrotiterplattenlesegerit Nanoscan
LF500 (IOM, Berlin, Deutschland) als auch dem Spektrometer FLS920 (Edinburgh
Instruments, Edinburgh, UK) durchgefiihrt. Ein Vergleich der mit Hilfe des
kommerziell erhiltlichen Lanthanoidkomplexes Lumi4Tb-NHS (Lumiphore Inc.
Kalifornien, USA) ermittelten Himoglobinkonzentrationen in Wasser im Vergleich
zu verschiedenen bisher gebrduchlichen Verfahren zeigt, dass das erfinderische
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Himoglobin mittels
Lanthanoidlumineszenz mindestens vergleichbare, im Mittel sogar exaktere
Messergebnisse liefert als die bisher gebrauchlichen Verfahren (siche Fig. 2). Die
mit dem erfinderischen Verfahren und den gebriuchlichen Verfahren bestimmten
Hamoglobinkonzentrationen sind im Vergleich zur tatsdchlichen Hb-Konzentration

der Probe dargestellt.



WO 2014/154615 PCT/EP2014/055805

10

15

20

25

22

Bei Messungen in anderen Medien als Wasser sind Wechselwirkungen mit weiteren
in dem Medium enthaltenen Probenbestandteilen generell moglich, die die zu
emittierende Lumineszenz der Lanthanoidkomplexe beeinflussen kénnen. Dies ist
vor allem bei Messungen in Blutplasma und —serum zu beriicksichtigen, da diese
einen hohen Anteil an verschiedensten Proteinen aufweisen. Zu nennen sind hier
insbesondere Albumin und verschiedene Globuline, deren Konzentrationen
iiblicherweise 38 — 52 g/l (Albumin), 3,9 — 9,4 g/l (a~-Globuline), 5 -9 g/1 (B-
Globuline) bzw. 7 — 15 g/l (y-Globuline) betragen.

Trotz dieser Vielzahl méglicher Wechselwirkungspartner, zeigt das erfinderische
Verfahren nur eine sehr geringe Anfalligkeit fiir Stérungen. Insbesondere ist
festzustellen, dass die Lumineszenzlebenszeit von Lanthanoidkomplexen in
verschiedenen Proben von Plasma und Serum nur wenig schwankt. Die Abhédngigkeit
der Lumineszenzabklingzeit von Lumi4Tb von der Himoglobinkonzentration in
Blutserum ist in Fig. 3 dargestellt. Aufgrund dieser geringen Schwankungen der
Lumineszenzabklingzeit kann davon ausgegangen werden, dass eine Kalibrierkurve
fiir Blutplasma und —serum Giiltigkeit fiir alle Messungen in diesen
Korperfliissigkeiten besitzt. Diese Kalibrierkurve kann daher als Kalibrierkurve fiir

alle durchgefiihrten Messungen in Blutplasma und Blutserum verwendet werden.

Die vorherige Annahme wird durch Bestimmungen der Himoglobin-Konzentration
mit Hilfe dieser Kalibrierkurve in Plasma und Serum verschiedener Personen
gestiitzt (siche Fig. 4 und 5), da die erzielten Ergebnisse, insbesondere fiir Blutserum,

sehr gut mit den Erwartungen tibereinstimmen.

Dazu wurden zu einer Plasma- oder Serumprobe zunechmende Konzentrationen an
Hamoglobin pipettiert und anschlieend die Hb-Konzentration in den Proben

bestimmt. Im Idealfall sollte die ermittelte Konzentration mit der zugegebenen
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identisch sein. Im Gegensatz zum Blutserum wiesen alle Plasmaproben eine
Initialkonzentration zwischen 0.3 und 0.5 g/l Himoglobin auf. Diese wurde zum
besseren Vergleich der erwarteten mit den ermittelten Hb-Konzentrationen von den
experimentell ermittelten Hb-Gesamtkonzentrationen in der Probe abgezogen.
Dadurch kam es zu groferen Schwankungen der Ergebnisse in Blutplasma (siche

Fig. 5), verglichen mit denen in Blutserum (siche Fig. 4).

Ein Vergleich der iiber die Lanthanoidlumineszenz ermittelten Hb-Konzentrationen
einer Plasmaprobe mit den Ergebnissen, die durch andere gebriuchliche
Bestimmungsmethoden gewonnen wurden, zeigt eine gute Ubereinstimmung der
ermittelten Konzentrationen aller Methoden (siche Fig. 6). Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte fiir die Methode nach Kahn direkt, fiir TMB und
Lumi4Tb durch Vergleich der Ergebnisse der Plasmamessung mit der jeweiligen
Kalibrierkurve. Der Himoglobingehalt des genutzten Plasmas ohne Zugabe von

Hamoglobin wurde zu etwa 0.23 g/l bestimmt.

Dies verdeutlicht eindrucksvoll die Anwendbarkeit des erfinderischen Verfahrens zur
quantitativen Bestimmung der Hb-Konzentration mit Lanthanoidkomplexen in einem
fliissigen biologischen Medium, wie z.B. Blutplasma oder Serum. Die Sensitivitit ist

damit ausreichend, um untypische Himoglobinkonzentrationen nachzuweisen.

Auch die quantitative Bestimmung von Hdmoglobin in einem fliissigen biologischen
Medium wie Urin oder Speichel ist moglich. Bei diesen Korperflissigkeiten ist zu
erwarten, dass der Einfluss des pH-Werte in den Vordergrund tritt, da bei sauren pH-
Werten die Lumineszenz des verwendeten Lanthanoidkomplexes stark verdndert sein
kann. Es konnte aber gezeigt werden, dass auch bei Messungen in Urin und Speichel
eine konzentrationsabhiingige Anderung der Lumineszenzlebenszeit auftritt (siche

Fig. 7). Da bereits bei Konzentrationen von wenigen mg/l zum Teil deutliche
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Anderungen der Lumineszenzlebenszeit auftreten, sind dhnlich sensitive Messungen

wie in Blutplasma und —serum méglich.

Der Ablauf der Messung der Himoglobinkonzentration mit Lanthanoidkomplexen ist

fiir alle Messungen wie folgt:

Zu einer zu untersuchenden Probe wird ein Lanthanoidkomplex zugegeben. Dessen
Konzentration kann relativ frei gewéhlt werden. Es sind Lanthanoid-Konzentrationen
bis in den fM-Bereich moglich, was im Sinne einer Kosten- und Materialienersparnis
wiinschenswert ist. Direkt anschlieBend kann, ohne ecine Inkubationszeit beachten zu
missen, die Messung der Lumineszenz des Lanthanoidkomplexes erfolgen. Dieser
wird dabei im spektralen Bereich seiner Absorption mit einer gepulsten
Anregungslichtquelle (Laser, Blitzlichtlampe, LED, LD) bestrahlt, sofern die
Messung zeitaufgeldst und/oder steady-state erfolgen soll bzw. mit einer
kontinuierlichen Lichtquelle (Xe-Lampe, LED) falls die Messung nur steady-state
erfolgt. Die Messung der Lumineszenzintensitét (steady-state oder zeitaufgelost)
oder der Lumineszenzabklingzeit erfolgt im Bereich eines oder aller
Emissionsmaxima der Lanthanoidkomplexe. Die Messung kann durch verschiedene
Gerite verschiedener Hersteller erfolgen, wie beispielsweise einem
Mikrotiterplattenlesegerit Kryptor (BRAHMS, Hennigsdorf, Deutschland), einem
Mikrotiterplattenlesegerdt Nanoscan LF500 (IOM, Berlin, Deutschland) als auch
einem Spektrometer FLS920 (Edinburgh Instruments, Edinburgh, UK). Da die
Lumineszenz der Lanthanoidkomplexe von der Himoglobinkonzentration in der
Probe abhingig ist, kann die Intensitdt bzw. die Abklingzeit derselben mit der einer
Kalibrierkurve verglichen und so diec Himoglobinkonzentration in der zu

untersuchenden Probe bestimmt werden.
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Die Kalibrierkurve wird durch die Aufnahme einer Kurve von Himoglobinstandards
verschiedener Konzentration im jeweils zu untersuchenden Medium (Plasma, Serum,
Urin, Speichel, u.d. bzw. Pufferlosungen, deren Zusammensetzung der des
untersuchten Mediums sehr dhnlich ist) fiir das jeweils zur Messung benutzte

5  Messgerit (Spektrometer, Fluoreszenzreader) erstellt (siche Fig. 3).
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Anspriiche

Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Himoglobin in einem fliissigen
biologischen Medium auflerhalb des Korpers, umfassend:

a) die Bereitstellung eines fliissigen biologischen Mediums enthaltend eine zu
bestimmende Menge an Himoglobin,

b) die Bereitstellung mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes,
¢) Inkontaktbringen des fliissigen biologischen Mediums aus Schritt a) mit
dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus Schritt b) zur Erméglichung
einer Wechselwirkung zwischen dem lumineszenten Lanthanoidkomplex aus
Schritt b) und dem in dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a)
enthaltenen Himoglobin, und

d) Bestimmung der emittierten Lumineszenz von dem Hamoglobin
interagierenden Lanthanoidkomplex in dem fliissigen biologischen Medium

aus Schritt ¢).

Das Verfahren nach Anspruch 1, wobei das fliissige biologische Medium aus
Schritt a) ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Vollblut, Serum, Plasma,

Speichel, Urin, Fruchtwasser, Liquor und Gemische von diesen.

Das Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das fliissige biologische
Medium aus Schritt a) eine zu bestimmende Menge an Himoglobin in einem
Bereich von 1 bis 5000 mg/l, bevorzugt in einem Bereich von 5 bis 4000 mg/1

und weiter bevorzugt in einem Bereich von 10 bis 2000 mg/l umfasst.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b)

a) wasserloslich ist,
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und/oder

b) in einer Menge von 1 ng/l bis 1000 mg/1, bevorzugt in einem Bereich von
10 ng/1 bis 500 mg/l und weiter bevorzugt in einem Bereich von 10 ng/l bis
100 mg/1, basierend auf der Menge des fliissigen biologischen Mediums aus

Schritt a), bereitgestellt wird.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei der
mindestens eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mindestens

ein Lanthanoid(IIl)-lon umfasst.

Das Verfahren nach Anspruch 5, wobei das mindestens eine Lanthanoid(I1I)-
Ton ausgewihlt ist aus der Gruppe umfassend Ytterbium(IIT)-Ion (Yb*"),
Terbium(IIT)-Ion (Tb*"), Europium(I1I)-Ion (Eu’"), Erbium(IIl)-Ion (Er’ "),
Samarium(I1I)-Ion (Sm’*), Dysprosium(III)-Ion (Dy" "), Neodymium(III)-Ion
(Nd*") und Gemische von diesen, und bevorzugt aus der Gruppe umfassend
Terbium(IIT)-Ion (Tb*"), Europium(I1T)-Ion (Eu’ "), Samarium(III)-Ion (Sm>"),

Dysprosium(I1T)-Ton (Dy’") und Gemische von diesen.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 5 oder 6, wobei der mindestens
eine lumineszente Lanthanoidkomplex aus Schritt b) mindestens einen mit

dem Lanthanoid(III)-Ion komplexbildenden Liganden umfasst.

Das Verfahren nach Anspruch 7, wobei der mindestens eine komplexbildende
Ligand mindestens ein mit dem Lanthanoid(I1T)-Ion komplexbildendes
Element ausgewdhlt aus der Gruppe umfassend Stickstoff, Sauerstoff,

Schwefel, Phosphor und Gemische von diesen umfasst.
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Das Verfahren nach einem der vorstechenden Anspriiche, wobei die
Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) in einem
Wellenlidngenbereich groBer 400 nm, bevorzugt in einem

Wellenlidngenbereich von 400 bis 1000 nm, durchgefiihrt wird.

Das Verfahren nach einem der vorstechenden Anspriiche, wobei die
Bestimmung der emittierten Lumineszenz in Schritt d) durch Bestimmung der

Lumineszenzabklingzeit und/oder Lumineszenzintensitit erfolgt.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Verfahren
ferner Schritt ¢) umfasst, indem die quantitative Bestimmung des
Hamoglobins in dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a) durch
Vergleich der in Schritt d) bestimmten emittierten Lumineszenz mit einer

Kalibrierkurve erfolgt.

Das Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Kalibrierkurve durch
Bestimmung der emittierten Lumineszenz von definierten Mengen an
Hamoglobin in einem fliissigen Kalibriermedium erhalten wird und das
fliissige Kalibriermedium dem fliissigen biologischen Medium aus Schritt a)
entspricht oder das fliissige Kalibriermedium eine mit Zusétzen versehene
Pufferlosung darstellt, die in ihrer Zusammensetzung dem fliissigen

biologischen Medium aus Schritt a) im Wesentlichen entspricht.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei Schritt ¢)
und/oder Schritt d) und/oder Schritt ¢) bei einer Temperatur in einem Bereich

von 15 °C bis 50 °C, bevorzugt in einem Bereich von 20 °C bis 40 °C erfolgt.
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14.  Verwendung mindestens eines lumineszenten Lanthanoidkomplexes gemaf3
einem der Anspriiche 4 bis 8 zur quantitativen Bestimmung von Hdmoglobin
in einem fliissigen biologischen Medium geméif einem der Anspriiche 1 bis 3

auBerhalb des Korpers.
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