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(57 Sammendrag

Oppfinnelsen vedrerer et reagens for
bestemmelse av hemoglobin for bestemmelse av
leukocytter i en blodpreve. Reagenset omfatter
minst ett overflateaktivt middel av kationisk type,
en forbindelse av glykosidtype, og mere spesielt
et saponin; minst ett uorganisk salt og/eller et
osmotisk og/eller leuko-beskyttende middel; samt
en organisk og/eller uorganisk buffer som kan
justere reagensets pH selektivt, enten til eni det
vesentlige noytral verdi (pH 5 - 8) eller til en
basisk verdi (pH 8 -12). Reagenset er anvendbart
for hematologiske analyser innen human- og
veterinermedisinen.
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Oppfinnelsen vedrgrer et reagens for bestemmelse av hemo-
globin og bestemmelse av leukocytter i en blodpreve som an-
gitt i krav 1.

Bestemmelse av konsentrasjonen av hemoglobinet og bestem-
melse av leukocytter, spesielt spesifikke leukocytt sub-
populasjoner, er av spesiell viktighet ved diagnose av spe-
sifikke patologiske tilstander, bade innen human- og vete-
rinermedisinen,

Hemoglobin er et kromo-protein som inneholdes i de rede
blodlegemer (eller erytrocytter) i blodet.

Bestemmelse av konsentrasjonen av hemoglobin krever séledes
anvendelse av et cellulart lysereagens som kan utfegre lyse
av erytrocyttene eller de rode blodlegemer, i den hensikt a
frigi hemoglobinet slik at sistnevnte kan bestemmes.

For dette formil er det kjent 3 anvende reagenser som inne-
holder cyanidioner, som kan utfere lysen av erytro-cyttene
og transformere hemoglobinet til en stabil kromogen forbin-
delse, dette for & tillate bestemmelse av hemoglobin ved

hjelp av kolorimetriske malinger. Et reagens av denne type

er spesielt beskrevet i US patent nr. 3 874 852. Hovedulem-
pen ved dette reagens er at det benytter cyanid. I tillegg
er det med dette reagens ikke mulig & identifisere og kvan-
tifisere leukocytt sub-populasjoner som er inneholdt i
blodpraven som skal analyseres.

Fra EP-Al1-430 750 og EP-A2-660113 er det ogsd kjent reagen-
ser for & analysere leukocytter i en blodpreve, men disse
har en annen sammensetning enn reagenset ifglge foreliggen-
de oppfinnelse.

I realiteten er bestemmelsen av leukocytt sub-popula-
sjoner, spesielt lymfocytter, monocytter, neutrofiler og
eosinofiler, av stgrste viktighet for identifikasjon av
spesifikke patogene tilstander.
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Forskjellige reagenser som ikke inneholder cyanid, er alle-
rede foreslatt innen teknikkens stand for bestemmelse av
leukocytter i en blodprove.

Eksempler pd reagenser av denne type er eksempelvis beskre-
vet i EP 0 325 710.

Selv om disse reagenser har den fordel at de ikke anvender

cyanid, sa har de den ulempe at de ikke kan tillate neyak-

tig identifikasjon og kvantifisering av leukocytt sub-popu-
lasjoner i blodet.

Sédledes gjor reagenset i henhold til EP 0 325 710 det mulig
eksempelvis 4 bestemme eosinofiler som er tilstede i en
blodpreve, imidlertid uten & gjere det mulig & identifisere
neyaktig hver av de andre leukocytt sub-popula-sjoner.

I tillegg beskriver EP 0 424 871 reagenser som tillater
differensiering av leukocytt sub-populasjoner. Imdlertid
oppstar det enkelte ganger visse vanskeligheter med disse
reagenser med hensyn til & overkomme membranresistensen som
er tilstede i humanpatalogi og i veterinarbiologi.

Hensikten med foreliggende oppfinnelse er spesielt & elimi-

nere de ovenfor nevnte ulemper.

Mer spesielt er hensikten med oppfinnelsen & tilveiebringe
et hematologisk analysereagens for bestemmelse av hemoglo-
bin og bestemmelse av leukocytter i en blodprsve, og som
spesielt tillater lyse av erytrocyttene eller de rode blod-
legemer, sa vel som a bestemme hemoglobin uten anvendelse
av cyanidforbindelser. '

Hensikten med oppfinnelsen er ogsd & tilveiebringe et rea-
gens av denne type som gjer det mulig & kvantifisere de to-
tale leukocytter eller hvite blodlegemer, for & identifise-
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re i det minste én leukocytt sub-populasjon, samt & kvanti-~
fisere minst én leukocytt sub-populasjon.

Hensikten med oppfinnelsen er ogsd a4 tilveiebringe et rea-
gens av denne type som kan anvendes innen human- og veteri-
nermedisinen.

I tillegg er hensikten med oppfinnelsen & tilveiebringe et
reagens av denne type som kan eliminere analyseproblemene
som er assosiert med membranresistensen som oppstar ved hu-
manpatologi og i veterinzrbiologi.

For dette formal, og i henhold til oppfinnelsen er det fo-

reslatt et reagens av den ovenfor beskrevne type, som om-

fatter:

- minst ett overflateaktivt middel av kationisk type,

- en forbindelse av glykosidtype og spesielt et saponin;

- minst ett uorganisk salt og/eller et osmotisk og/eller
leukobeskyttende middel; og

- en organisk og/eller uorganisk buffer som kan justere
reagensens pH selektivt enten til en i det vesentlige
neytral verdi (pH mellom S og 8) eller til en basisk
verdi (pH 8 - 12).

Saledes omfatter det hematologiske reagens i henhold til
oppfinnelsen minst fire hovedkomponenter som gjor det mulig
4 oppnd de ovenfor beskrevne hensikter.

Det overflateaktive middel av kationtypen har til hensikt &
utfere lyse av rede blodlegemer eller erytrocytter, hvilket
gjor det mulig & frilegge hemoglobinet som deretter kan be-
stemmes ved adsorbsjonsmiling.

De (anioniske og kationiske) ioniske overflateaktive midler
anvendes hovedsakelig for & dissosiere de proteinaktige
komplekser og for & lose opp proteinene i membranene. De er
sékalpe denatureringsmidler.
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I tillegg s& har de rask og ikke-spesifikk virkning pa cel-
lepopulasjonene i blodet (erytrocytter og leukocytter).

Forbindelsen av glykosidtype, og spesielt et saponin, bi-
drar til lyse av de rede blodlegemer. I tillegg bevirker

det stabilisering av hemoglobinet, hvilket gjer det mulig &

analyse sistnevnte ved en spesifikk belgelengde; og spesi-
elt vil en slik forbindelse bidra til & sdelegge de mot-
standsdyktige membraner i de rede blodlegemer.

Saponinene, som ogsid er kjent som saponosider, er glykosi-
der som har evnen til spesielt & lyse erytrocytter, men
denne lyse er mindre rask enn den som oppnas i narvar av
ioniske overflateaktive midler. Nir saponiner anvendes i
samband med andre overflateaktive midler, er det mulig a
oppna raskere, mer spesifikk lyse av erytrocytter, hvilket
begrenser nedbrytningen av leukocyttene.

I tillegg til den kjemiske struktur av denne forbindel-

sestype som er szrpreget ved flerrings karbonnettverk sa
muliggjeres fysikalsk og kjemisk stabilisering av oksy-

dasjonsderivatene av hemoglobin.

Det uorganiske salt innvirker pa aktiviteten for det over-

flateaktive middel. I tillegg er det nedvendig for a vare i

stand til a utfere motstandsevnemidling.

Det osmotiske middel spiller en vesentlig rolle som leuko-
beskyttende middel'nir reagenset anvendes med en naytral
pH, for & lette differensiering mellom leukocytt sub-
populasjonene.

Endelig er bufferen en negkkelbestanddel, fordi reagensets
pH er en viktig egenskap. I realiteten vil, i henhold til

pH-verdien, reagenset muliggjere identifikasjon av én eller

flere leukocytt sub-populasjoner.
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Nar reagensets pH justeres til i det vesentlige nsoytral
verdi (pH 5 - 8) er det mulig & kvantifisere og identifise-
re de fwlgende tre leukocytt sub-populasjoner: lymfocytter,
monocytter og neutrofiler.

Nar pH for reagenset justeres til en basisk verdi (pH 8 -
12) er det ytterligere mulig & identifisere de polynukleazre
eosinofiler,

Sadledes, for anvendelser som krever identifisering av poly-
nukleazre eosinofiler, s& er det nedvendig a justere reagen-
sets pH til en basisk verdi.

P4 den annen side, hvis identifikasjon av eosinofilene ikke
er nedvendig kan reagensets pH justeres til en i det ve-
sentlige negytral verdi.

I reagenset i henhold til oppfinnelsen er det overflateak-
tive middel valgt fra de feslgende komponenter:

- De prim@re aminer, acetater og hydroklorider av fett-
aminer;

- Kvaternare ammoniumsalter og trimetylcetylammoniumbro-
mid;

- Amidene av substituerte diaminer som gjeres kationiske
med etylsulfat, dietanolaminopropylamin, dietylamino-
propylamid; og

-  ‘Amidene av ringformet dietylentriamin.

Det overflateaktive middel er fortrinnsvis tilstede i en
konsentrasjon i omradet 0 - 50 g/l, og mere spesielt ca. 18
g/l.

Spesielt foretrukne forbindelser av glykosidtypen er sapo-
niner, som ogsd er kjent som saponosider, og kan enten vare
triterpenisk eller steroidale.
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I reagenset i henhold til oppfinnelsen er forbindelsen av
glykosidtypen fordelaktig tilstede i en konsentrasjon i om-
raddet 0,5 - 20 g/l, og mer spesielt ca. 2 g/l.

Det uorganiske salt er fordelaktig valgt fra blant de fel-
gende forbindelser:; klorid, sulfat eller fluorid av natrium
eller kalium.

Dette uorganiske salt er fordelaktig tilstede i en konsent-
rasjon i omradet 1 - 15 g/l, og mer spesielt ca. 8 g/l.

Det osmotiske og/eller leukobeskyttende middel i reagenset
i henhold til oppfinnelsen er fordelaktig valgt fra manni-
tol, D-glukose og lignende forbindelser.

Dette osmotiske og/eller leukobeskyttende middel er fordel-
aktig tilstede i en konsentrasjon i omrddet 0 - 30 g/l og
mer spesielt ca. 2,5 g/l.

Den organiske og/eller uorganiske buffer er fordelaktig
valgt blant de fslgende forbindelser:

- trietanol;

- hydrogenerte fosfater av natrium og/eller kalium;
- N-({2-acetamido] -2-iminodieddiksyre;

- N-[karbamoylmetyl] iminodieddiksyre;
- 2 amino-2-metyl 1,3 propandiol;

- glycin

- natriumkarbonat

- sitronsyre; og

- tris(hydroksymetyl)aminometan.

Denne buffer er med fordel tilstede i en konsentrasjon i
omradet 0 - 2 vekt %.

I henhold til en ferste utferelsesform av oppfinnelsen vil
bufferen justere pH for reagenset til en verdi 1 omradet 5
- B.
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Ifelge en annen utferelsesform vil denne buffer justere pH

for reagenset til en verdi mellom 8 -~ 12,
L

Oppfinnelsen skal beskrives under henvisning til de felgen-
de eksempler.

EKSEMPEL 1

Et reagens ble fremstilt fra de felgende forbindelser og i
de gitte konsentrasjoner:

Forbindelser Konsentrasijon
Natriumklorid 9 g/l
*Cl5 H34 NC1" (kationisk overflate-

aktivt middel) 12 g/1
Triterpensaponin 2 g/l
Natriumkarbonat (buffer) 2 g/l

(0,2 vekt %)

Forbindelsene ble blandet og pH justert til en basisk verdi
i omradet 8 - 12, dvs. 10,5.

Ved hjelp av det s&ledes fremstilte reagens ble to hemato-
logiske analyser utfert under anvendelse av en automatisk
hematologi-anordning solgt under varemerket "ABX-Micros"
fremstilt av det franske firma ABX.

For dette formd&l ble et spesifikt volum av blodpreven som
skal analyseres, pad forhand blandet med spesifikke volumer
av et fortynningsmiddel og med det ovenfor nevnte reagens.

I dette eksempel ble bestemmelsene utfert for dyreblod. Re-
sultatene av malingene utfert pa to forskjellige blodprever
er vist i figur 1 og 2.

Disse figurer viser antall leukocytter i henhold til en re-
lativ intensitet. Det er funnet at det eksisterer 4 leuko-
cytt sub-populasijoner.
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Tegningene vedrgrer en motstandsanalyse, slik at de felgen-
de sub-populasjoner kan sees fra hoyre til venstre, indi-

kert med piler: lymfocytter (LYM), monocytter (MO), granu-
locytter (GRA) og polynuklezre leukocytt eosinofiler (EOQS).

Den automatiske anordning tilveiebrakte de fwlgende ma-
lingsresultater, som indikerte antall talte celler og den
korresponderende prosentandel, for hver leukocytt sub-
populasjon. :

ANALYSE 1 (figur 1)

LYM: 3956 celler 53,23 %
MO: 420 celler 5,65 %
GRA 2576 celler 34,65 %
EOS: 481 celler 6,47 %

ANALYSE 2 (figur 2)

LyM: 1071 celler 9,34 %
MO: 805 celler 7,00 %
GRA: 8906 celler 77,52 %
EOS: 706 celler 6,14 %

Sadledes gjor reagenset i henhold til foreliggende eksempel
det mulig & identifisere og kvantifisere hver av de ovenfor
beskrevne sub-populasjoner.

EKSEMPEL 2

Det samme reagens som i eksempel 1 ble anvendt og tilsva-
rende analyser ble utfert pa to forskjellige prever av men-
neskeblod. Bestemmelsene ble utfert ved hjelp av en automa-
tisk "ABX-Véga" hematologisk anordning fremstilt av firmaet
ABX.

Resultatene er vist i figurene 3 og 4.
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For preven som korresponderer med figur 3, gjer analysen
det mulig & identifisere og kvantifisere de felgende fire
sub-populasjoner: lymfocytter (LYM); monocytter (MO), gra-
nulocytter (GRA) og polynuklezre eosinofiler (EO0S), hvor
sistnevnte representerer 5 % av den totale populasjon.

For tilfellet av preven som tilsvarer figur 4 gjer analysen
det mulig & identifisere og kvantifisere de tre felgende
sub-populasjoner; lymfocytter (LYM), monocytter (MO} og
granulocytter (GRA). I tillegg viser analysen at preven
ikke inneholder noen polynuklezre eosinofiler (0 % niva).

[4

ERSEMPEL 3

Et reagens som var tilsvarende de i henhold til eksempel 1
og 2 ble anvendt, men justert til en neytral pH, dvs. 7,6.
Tilsvarende analyser ble utfert pd en preve av menneske-
blod. Milingene ble utfert ved hjelp av en automatisk "ABX-
Véga" hematologianordning, fremstilt av firmaet ABX. '

Resultatene av bestemmelsene er vist i figur 5. Kun de tre
fzlgende hovedleukocytt sub-populasjoner er pavist: Lymfo-
cytter (LYM), monocoytter (MO) og granulocytter (GRA)}.

EKSEMPEL 4

Et reagens tilsvarende det som anvendes i eksempel 3 ble
benyttet, og for dette formial justert til neytral pH. Til-
svarende analyser ble utfert pd en preve av menneskeblod.
Bestemmelsene ble utfert ved hjelp av en automatisk hemato-
logianordning av "ABX-Micros" type, fremstilt av firmaet
ABX.

Resultatene av malingene er vist i figur 6. Pa samme mate
som i eksempel 3 ble kun de fzlgende tre hovedleukocytt
sub-populasjoner pavist: lymfocytter (LYM), monocytter (MO)
o0g granulocytter (GRA).



10

15

20

25

30

35

1.

10

Patentkrayvw

Reagens for bestemmelse av hemoglobin, o©g bestemmelse

av leukocytter i en blodpreve,
karakterisert ved at det omfatter:

2.

k

minst ett overflateaktivt middel av kationisk type,
en forbindelse av glykosidtypen, og spesielt et sapo-

" nin;

minst ett uorganisk salt og/eller et osmotisk og/eller
leuko-beskyttende middel: og

en organisk og/eller uorganisk buffer, som selektivt
kan justere reagensets pH, enten til en i det vesent-
lige neytral verdi (pH S - 8), eller til en basisk
verdi (pH 8 - 12).

Reagens i henhold til krav 1,

arakterisert ved at det overflateak-

tive middel er valgt fra de fglgende komponenter:

3.

k

primere aminer, acetater og hydroklorider av fettami-
ner;:

kvaternzre ammoniumsalter og trimetylcetylammoniumbro-
mid;

amidene av substituerte diaminer som er gjort katio-
niske med etylsulfat, dietanolamino-propylamin, diety-
laminopropylamid; og

amidene av ringformede dietylentriamin.

Reagens ifglge ett av kravene 1 og 2,

arakterisert ved at det overflateak-

tive middel er tilstede i en konsentrasjon i omradet 0 - 50

g/l.

4.

Reagens ifelge et hvilket som helst av kravene 1 - 3,

karakterisert ved at forbindelsen av

glykosidtype er valgt fra saponiner (eller saponosider).

5.

Reagens ifslge hvilke som helst av kravene 1 - 4,
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karakterisert ved at forbindelsen av
glykosidtype er tilstede i en konsentrasjon i omradet 0,5
- 20 g/1.

6. Reagens ifwlge hvilke som helst av kravene 1 - 5,
karakterisert ved at det uorganiske
salt er valgt blant de fslgende forbindelser: klorid, sul-
fat eller fluorid av natrium eller kalium, og at saltet er
tilstede i en konsentrasjon i omradet 1 - 15 g/l.

7. Reagens ifelge hvilke som helst av kravene 1 - 6,

karakterisert ved at det osmotiske

og/eller leuko-beskyttende middel er valgt fra mannitol, D-
glukose og lignende, og er tilstede i en mengde i omrédet 0
- 30 g/1.

8. Reagens ifelge hvilke som helst av kravene 1 - 7,
karakterisert ved at den organiske
og/eller uorganiske buffer er valgt fra de felgende forbin-
delser:

- trietanolamin;

- hydrogenerte fosfater av natrium og kalium;

- N-{2-acetamido] -2 iminodieddiksyre;

- N-{karbamoylmetyl] iminodieddiksyre;

- 2 amino-2-metyl 1,3 propandiol;
- glycin;

- natriumkarbonat;

- sitronsyre, og

- tris (hydroksymetyl) aminometan,
og er tilstede i en konsentrasjon i omradet 0 - 2 vekt%.

9. Reagens ifeslge hvilke som helst av kravene 1 - 8,
karakterisert ved at bufferen justerer
reagensets pH til en verdi i omradet 5 - 8.

10. Reagens ifelge hvilke som helst av kravene 1 - 8,
karakterisert ved at bufferen juste-
rer reagensets pH til en verdi i omradet 8 - 12.
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