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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft lytische Reagenzzusammensetzungen, Verdiinnungsmittel und Ver-
fahren zur Verwendung firr die entweder manuelle oder automatische Messung der Gesamthamoglobinkon-
zentration in einer Blutprobe und weiter zur Verwendung in Kombination mit einem gleichzeitigen Zahlen der
Leukozyten oder einem differentiellen Zahlen von Leukozytensubpopulationen.

DISKUSSION DES STANDES DER TECHNIK

[0002] Die Bestimmung des Gesamthamoglobins zeigt das Sauerstoffaufnahmevermégen von Vollblut an.
Mehr als 300 abnormale Hamoglobine wurden durch die Untersuchung von Patienten mit klinischen Sympto-
men und durch elektrophoretische Studien einer klinisch normalen Population entdeckt. Viele dieser Abnorma-
litdten fihren zu klinischen Pathologien, die veranderte Hamoglobingehalte aufweisen, oder zu Hdmoglobin,
das eine veranderte Sauerstoffbindungsfahigkeit aufweist. Zu diesen Krankheiten gehdren die Sichelzellana-
mie, sowohl die a- als auch die p-Thalassdmie und Hamoglobin M.

[0003] Die Fahigkeit zur Messung des Hamoglobins (Hgb) in Blutproben ist ein wesentlicher Teil der diagnos-
tischen Analyse und ist ebenfalls wichtig zur Uberwachung des Ansprechens auf Therapien, die auf Krankhei-
ten, die das Hamoglobin beeinflussen, gerichtet sind und auf Therapien, die auf andere Krankheiten gerichtet
sind, die jedoch nachteilige Nebenwirkungen auf den Hamoglobingehalt haben kénnen.

[0004] Leukozyten in dem peripheralen Blut normaler Personen setzen sich aus finf Arten zusammen, das
heiflt aus Lymphozyten, Monozyten, Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen. Die letztgenannten drei Arten
von Leukozyten werden gemeinsam als Granulozyten bezeichnet. Unterschiedliche Arten von Leukozyten wei-
sen unterschiedliche biologische Funktionalitaten auf. Das Zahlen und Differenzieren der unterschiedlichen Ar-
ten von Leukozyten in einer Blutprobe liefert wertvolle Information fur die klinische Diagnose. Zum Beispiel tritt
eine erhdhte Monozytenzahl entweder wahrend der Genesungsdauer von Patienten auf, die an infektidsen
Krankheiten leiden, oder bei solchen Krankheiten, wie monozytische Leukamie, auf.

[0005] Die Klassifikation und das Zahlen von Leukozyten wurde am haufigsten durch das differentielle Zahl-
verfahren durchgefihrt, das ebenfalls als manuelles Verfahren bezeichnet wird. Automatische Blutanalysato-
ren, die ein hamolytisches Reagenz zur Lyse von Erythrozyten verwenden und eine nur Leukozyten enthalten-
de Probe herstellen, werden ebenfalls gewdhnlich zum Zahlen von Leukozyten verwendet. Die Probenmi-
schung wird dann Uber ein Impedanzverfahren analysiert. Es wurde eine kompliziertere Vorrichtung entwickelt,
die verschiedene Arten von Leukozyten (differentielles Zahlen), einschlieBlich Monozyten, Lymphozyten und
Granulozyten, zahlt. Idealerweise wirde man gerne in der Lage sein, mehrfache diagnostische Analysen in
einem einzigen automatisierten Schritt auszufiihren, wie zum Beispiel die Hdmoglobinmessung und das Zah-
len der Leukozytenzahlen oder das differentielle Zahlen der Leukozytensubpopulationen.

[0006] Unter den vielen zur Hamoglobinbestimmung gut bekannten Verfahren wurde das Cyanidhamoglobin-
verfahren vom International Comittee for Standardization in Hematology als Standardverfahren empfohlen. Die
Modifikation dieses Verfahrens durch Matsubara und Okuzono hat zu dessen breiten Verwendung in klinischen
Laboratorien gefuhrt. In diesem Verfahren wird das Eisenion der Hamgruppe in allen Hamoglobinformen der
roten Zellen durch Kaliumferricyanid zu Methdmoglobin oxidiert. Dann wird das Methdmoglobin mit einem Cy-
anidanion, das eine sehr hohe Affinitadt zu dem Eisenion der Hamgruppe aufweist, unter Bildung eines Cyan-
methamoglobinchromogens komplexiert. Dieses extrem stabile Chromogen weist eine maximale Absorption
bei 540 nm auf, die durch UV Spektroskopie manuell gemessen wird.

[0007] Trotz des stabilen Chromogens, das durch das Standard-Cyanhamoglobinverfahren und dessen mo-
difizierten automatischen Verfahren gebildet wird, hat jedoch der Reagenzienabfall aufgrund des verwendeten
Kaliumcyanids eine grof3e Umweltproblematik hervorgerufen. In den letzten zehn Jahren wurde eine gewaltige
Anstrengung unternommen, um automatisierte Hamoglobinanalyseverfahren ohne die Verwendung von Cya-
nid zu entwickeln.

[0008] Oshiro et al, Clin. Biochem. 1583 (1982), lehren die Verwendung eines Reagenz zur Hamoglobinana-
lyse, das Natriumlaurylsulfat (SLS) und Triton® X-100 (ein nichtionisches grenzflachenaktives Mittel) in einem
neutralen pH-Wert (7,2) umfal3t. Das SLS wird zur Lyse der Erythrozyten verwendet und es wird angenommen,
dass es ferner einen SLS-Hamoglobinkomplex erzeugt, der eine maximale Absorption bei 539 nm und eine
Schulter bei 572 nm aufweist. Die Reaktion verlauft innerhalb von 5-10 Minuten vollstandig und die Gesamt-
hamoglobinmessung ist quantitativ. Wie jedoch spater in dem US Patent Nr. 5,242,832 (fur Sakata) erklart wird,
ist es nicht mdglich mit Oshiros Verfahren mit der Hdmoglobinmessung gleichzeitig die Leukozyten zu analy-
sieren.
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[0009] Das US Patent Nr. 5,242,832 (fir Sakata) offenbart ein cyanidfreies Lysereagenz zum Zahlen der Leu-
kozyten und zum Messen der Hamoglobinkonzentration in Blutproben. Das Lysereagenz umfal’t mindestens
ein erstes grenzflachenaktives Mittel, das ein quartares Ammoniumsalz ist, mindestens ein zweites grenzfla-
chenaktives Mittel, das kationische und amphotere grenzflachenaktive Mittel umfallt, und mindestens einen
Hamoglobinstabilisator, der aus der Gruppe ausgewabhlt ist, die Tiron, 8-Hydroxychinolin, Bipyridin, 1-10-Phen-
anthrolin, phenolische Verbindungen, Bisphenol, Pyrazol und Derivate, sec-Phenyl 5-pyrazolon und Derivate,
Phenyl-3-pyrazolon, und Imidazol und dessen Derivate umfal3t. Sakata lehrt, dass die Fraktionierung der Leu-
kozyten in zwei oder drei Gruppen, einschliel3lich einem Aggregat von Monozyten, Esosinophilen und Baso-
philen und einem Aggregat von Neutrophilen, nur unter Verwendung von mindestens zwei grenzflachenaktiven
Mitteln und durch strenge Kontrolle der Konzentration des grenzflachenaktiven Mittels ausgefiihrt werden
kann. Sakata lehrt ebenfalls, dass der bevorzugte pH-Wert des Lysereagenz im Bereich von 5,0 bis 8,0 liegt.
Betragt der pH-Wert 3,0 oder weniger so nimmt die Beschadigung der Leukozyten zu, wodurch die Messung
der Leukozyten schwierig wird, und betragt der pH-Wert 9,0 oder mehr, so verschlechtert sich die Stabilitat des
Hamoglobins mit der Zeit.

[0010] Die PCT/US95/02897 (Kim) offenbart ein cyanidfreies Verfahren und ein Reagenz zur Hadmoglobinbe-
stimmung in einer Vollblutprobe. Das Reagenz umfalit einen Liganden, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, be-
stehend aus Imidazol und Derivaten, N-Hydroxyacetamid, H-Hydroxylamin, Pyridin, Oxazol, Thiazol, Pyrazol,
Pyrimidin, Purin, Chinolin und Isochinolin, und ein grenzflachenaktives Mittel mit einer grof3en erythrolytischen
Fahigkeit, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Lauryldimethylaminoxid und Octylphenoxypoly-
ethoxyethanol. Das Analyseverfahren ist schnell und dauert weniger als 10 Sekunden. Das Reagenz ist jedoch
nur unter extrem alkalischer Bedingung bei einem pH-Wert von 11 bis 14 wirksam. Zusatzlich wird von Kim
keine Fahigkeit zum Zahlen der Leukozyten oder zum Differenzieren der Leukozytensubpopulationen gelehrt.
[0011] Keines der vorstehenden cyanidfreien Verfahren zur Hdmoglobinmessung ist in der Lage gleichzeitig
mit der Hdmoglobinmessung die Monozyten- und Gesamtgranulozytenzahlen zu liefern, beide Parameter sind
jedoch wertvolle Hilfsmittel fur die klinische Diagnose verschiedener Krankheiten. Es entsteht ein Bedarf fur
ein vielseitigeres Verfahren zur cyanidfreien Hdmoglobinmessung und fir ein multifunktionelles Reagenz, das
in der Lage ist, in einem einzigen automatisierten Schritt mehrfache diagnostische Analysen durchzufihren.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0012] Im Hinblick auf die vorstehenden Diskusionen besteht ein Ziel dieser Erfindung darin, eine cyanidfreie
lytische Reagenzzusammensetzung zur Messung der Gesamthamoglobinkonzentration, die in einer Blutprobe
vorhanden ist, zur Verfigung zu stellen.

[0013] Die cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung umfalit eine wassrige Losung von mindestens ei-
nem grenzflachenaktiven Mittel in einer ausreichenden Menge, die befahigt, die Erythrozyten zu hamolysieren
und Hamoglobin freizusetzen, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus quartdren Ammoniumsal-
zen, Pyridiniumsalzen, Alkylsulfonsaure oder Alkalimetallsalzen von Alkylsulfonaten, und organischen Phos-
phatestern oder Alkalimetallsalzen organischer Phosphatester; und einem organischen Liganden in einer aus-
reichenden Menge, um ein stabiles Chromogen mit Himoglobin zu bilden, der ausgewahlt ist aus der Gruppe,
bestehend aus Triazol und dessen Derivaten und Tetrazol und dessen Derivaten. Die lytische Reagenzzusam-
mensetzung weist einen pH-Wert im Bereich von 1 bis 13 auf.

[0014] In einem bevorzugten Verfahren wird eine Kombination eines quartdren Ammoniumsalzes oder -sal-
zen mit einem offenbarten organischen Liganden dazu verwendet, die Messung der Gesamthamoglobinkon-
zentration und das gleichzeitige Zahlen der Leukozytenzahlen in einer Blutprobe durch ein DC-Impedanzmes-
sungsverfahren zur Verfigung zu stellen.

[0015] In einem besonders bevorzugten Verfahren wird eine Kombination aus einem quartaren Ammonium-
salz oder -salzen mit einem organischen Liganden, der mit der Leukozytendifferentialanalyse vertraglich ist,
dazu verwendet, die Messung der Gesamthamoglobinkonzentration, das Zahlen der Leukozytenzahlen und
das differentielle Zahlen der Leukozytensubpopulationen einer Blutprobe gleichzeitig zur Verfligung zu stellen,
wobei die Leukozyten in drei Subpopulationen differenziert werden, die Lymphozyten, Monozyten und Granu-
lozyten umfassen.

[0016] Wie aus der nachfolgenden genauen Beschreibung der bevorzugten Ausfihrungsformen klarer wird,
ist die Erfindung im Vergleich zum Stand der Technik besonders vorteilhaft darin, dass sie ein cyanidfreies ly-
tisches Reagenz zur Hdmoglobinmessung in einem breiten pH-Wertbereich zur Verfligung stellt.

[0017] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Verwendung der lytischen Rea-
genzzusammensetzung mit einem geeigneten Blutverdiinnungsmittel zur Messung der Hamoglobinkonzentra-
tion von Blut oder in Kombination mit dem gleichzeitigen Zahlen der Leukozytenzahlen oder dem differentiellen
Zahlen der Leukozytensubpopulationen zur Verfligung zu stellen.

[0018] In einem Aspekt umfaldt das Verfahren das Verdiinnen einer Blutprobe mit einem geeigneten Blutver-
dinnungsmittel, das Mischen einer ausreichenden Menge der lytischen Reagenzzusammensetzung mit der
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verdinnten Probe, dann das photometrische Messen der Probe beziiglich der Hamoglobinkonzentration bei
einer vorher festgelegten Wellenlange und gleichzeitig das Zahlen der Leukozytenzahlen oder das differenti-
elle Zahlen der Leukozytensubpopulationen auf einem Blutanalysator, der mit einer DC-Impedanzmessungs-
vorrichtung ausgestattet ist.

[0019] Die Erfindung und ihre verschiedenen Vorteile werden aus der nachfolgenden Beschreibung der be-
vorzugten Ausfihrungsformen, unter Bezugnahme auf die beigefligten Zeichnungen besser verstandlich.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0020] Die Fig. 1a und 1b sind die Absorptionsspektren von Vollblutproben, die nach dem in Beispiel 1 be-
schriebenen Verfahren, unter Verwendung der lytischen Reagenzzusammensetzungen aus dem Beispiel 1 der
vorliegenden Erfindung, verarbeitet wurden (Vorschriften 1b und 1c).

[0021] Fig. 2 zeigt eine Reihe von Absorptionsspektren einer Vollblutprobe, die nach dem Verfahren von Bei-
spiel 1, unter Verwendung der lytischen Reagenzzusammensetzung der Vorschrift 1a, verarbeitet wurde. Es
wurden insgesamt 12 Spektren in zwolf Stunden mit einem zeitlichen Abstand von einer Stunde erfasst.
[0022] Die Fig. 3a und 3b zeigen die Spektren einer Vollblutprobe, die nach dem in Beispiel 2 beschriebenen
Verfahren, unter Verwendung der lytischen Reagenzzusammensetzung von Beispiel 2 und einer Phosphat-ge-
pufferten Standardsalzlésung und einem handelsiblichen Blutverdiinnungsmittel, mit COULTER® ISOTON® llI
als Verdinnungsmittel, behandelt wurden.

[0023] Die Fig. 4a, 4b, 4c und 4d zeigen die Histogramme der Leukozytensubpopulationsverteilung von vier
Vollblutproben, die unter Verwendung der lytischen Reagenzzusammensetzungen von Beispiel 4 der vorlie-
genden Erfindung auf einem handelstblichen Blutanalysator, COULTER COUNTER® Model S-Plus N, erhalten
wurden.

[0024] Die Fig. 5a und 5b zeigen die Korrelationen zwischen der Hamoglobinkonzentration und den Leuko-
zytenzahlen, die auf einem automatisierten handelstiblichen Blutanalysator, COULTER® STKS, unter Verwen-
dung eines herkdmmlichen lytischen Reagenz, COULTER® LYSE S° Ill diff, erhalten wurden und die Ergebnis-
se, die unter Verwendung einer lytischen Reagenzzusammensetzung von Beispiel 3 (Vorschrift 3a) der vorlie-
genden Erfindung auf demselben Gerat erhalten wurden.

[0025] Die Fig. 6a und 6b zeigen die Korrelationen zwischen der Hamoglobinkonzentration und den Leuko-
zytenzahlen, die auf einem automatisierten handelsiblichen Blutanalysator, COULTER® STKS unter Verwen-
dung des COULTER® LYSE S° IlI diff lytischen Reagenz erhalten wurden, und die Ergebnisse, die unter Ver-
wendung einer lytischen Reagenzzusammensetzung von Beispiel 3 (Vorschrift 3b) der vorliegenden Erfindung
auf demselben Gerat erhalten wurden.

[0026] Die Fig. 7a, 7b, 7c, 7d und 7e zeigen die Korrelationen zwischen den Leukozytenzahlen, der differen-
tiellen Leukozytenzahlung und der Hamoglobinkonzentration, die auf einem COULTER COUNTER® Modell
S-Plus IV erhalten wurden, und die Ergebnisse, die unter Verwendung einer lytischen Reagenzzusammenset-
zung (Vorschrift 4a und das Verdinnungsmittel) von Beispiel 4 der vorliegenden Erfindung auf demselben han-
delsublichen Gerat erhalten wurden.

GENAUE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0027] Im allgemeinen ist es fiir die photometrische Messung der Gesamthamoglobinkonzentration in einer
Blutprobe notwendig, die Erythrozyten zu lysieren und das Hamoglobin unter Verwendung eines hamolyti-
schen Reagenz freizusetzen, dann das Hamoglobin in ein stabiles Chromogen umzuwandeln, das nachgewie-
sen werden kann und durch UV-Spektroskopie bei einer vorher festgelegten Wellelange gemessen werden
kann. Damit die Messung quantitativ und genau ist, mu das gebildete Chromogen stabil sein, zumindest in
dem Zeitrahmen der Messung. Die Lyse der Erythrozyten kann durch saures Lysieren, osmotisches Lysieren
und durch die Verwendung verschiedener natlrlicher und synthetischer grenzflachenaktiver Mittel erreicht wer-
den. Das freigesetzte Hamoglobin umfallt verschiedene Formen, wie zum Beispiel Oxyhamoglobin, Desoxy-
hamoglobin, Methamoglobin, Carboxyhamoglobin und so weiter.

[0028] Das wirkungsvollste Verfahren zur Umwandlung von Hamoglobin in ein stabiles Chromogen besteht
darin, einen Liganden zur Verfligung zu stellen, der eine hohe Affinitdt zu dem Hameisen aufweist, um einen
stabilen Hamoglobinkomplex zu bilden. Dies wurde erfolgreich durch das Cyanmethamoglobinverfahren ge-
zeigt, bei dem das Cyanidanion eine extrem hohe Affinitat zu dem Hameisen aufweist. Die Ausdriicke Hamo-
globinkomplex und Hamoglobinchromogen werden in diesem Zusammenhang untereinander austauschbar
verwendet. Normalerweise ist das gebildete Hamoglobinchromogen in Abwesenheit eines Liganden mit hoher
Affinitat nicht sehr stabil. Seine Absorption variiert und zerfallt in den meisten Fallen mit der Zeit. Unter dieser
Bedingung ist das Analyseverfahren unzuverlassig, sogar wenn die Kinetik der Zersetzungsreaktion gut tiber-
wacht und korrigiert wird, weil das Chromogen auf die Umgebung, wie zum Beispiel die Temperatur und die
Probenpraparationsbedingungen usw., sehr empfindlich sein kénnte. Wird ein geeigneter Hamoglobinligand
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zur Verfugung gestellt, so kann die Hamoglobinumsetzung quantitativ sein und die Zuverlassigkeit des Analy-
severfahrens wird durch die Stabilitat des gebildeten Hamoglobinkomplexes sichergestellt.
[0029] Die Auswahl eines Liganden hangt von der auszufiihrenden Analyse ab, wie zum Beispiel nur die Ha-
moglobinmessung oder eine mehrfache diagnostische Analyse, wie zum Beispiel das Zahlen der Leukozyten-
zahlen oder das differentielle Zahlen der Leukozytensubpopulationen in Kombination mit der Himoglobinmes-
sung. Ein Ligand, der fiir die Hamoglobinmessung perfekt ist, kdnnte, wenn der Ligand mit den anderen Ana-
lysen nicht vertraglich ist, fir spatere Anwendungen nicht geeignet sein. Die Lehre eines Beispiels von Sakata
(in der US 5,242,832) besteht darin, dass das zum Lysieren von Erythrozyten und zur Bildung des Hgb-SLS
Chromogens verwendete SLS nicht zur Leukozytenmessung verwendet werden kann.
[0030] Die vorliegende Erfindung richtet sich auf eine cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung zur
Messung der in einer Blutprobe vorhandenen Gesamthamoglobinkonzentration, oder in Kombination mit ei-
nem gleichzeitigen Zahlen der Leukozytenzahlen oder dem differentiellen Zahlen der Leukozytensubpopulati-
onen. Die cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung umfafit eine wassrige Losung von:
(i) mindestens einem grenzflachenaktiven Mittel in einer ausreichenden Menge, die in befahigt, Erythroyz-
ten zu hamolysieren und Hamoglobin freizusetzen, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus quartaren
Ammoniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur:

R R ¥
1\ y 2
/N\

R3 ' R4

worin R, eine Alkyl-, Alkenyl oder Alkynylgruppe mit 10 bis 18 Kohlenstoffatomen ist; R,, R, und R, Alkyl-
gruppen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind und X~ Chlorid- und Bromidanionen ist;
Pyridiniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur:

4 N *——(CH,), — CHy X~
y (CH3) 3

worin n eine ganze Zahl von 7 bis 12 ist und X~ eine anionische Gruppe ist;

Alkylsulfonsdure oder Alkalimetallsalzen von Alkylsulfonaten;

organischen Phosphatestern oder Alkalimetallsalzen von organischen Phosphatestern;

(I1) einem organischen Liganden in einer ausreichenden Menge, um ein stabiles Chromogen mit Hamoglo-
bin zu bilden, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus

(a) Triazol, wie zum Beispiel 1,2,3-Triazol und 1,2,4-Triazol und Triazolderivaten, wie zum Beispiel 1,2,4-Tri-
azol-3-thiol, 1,2,4-Triazolnatriumderivat, Triazoldicarbonsdure und heterocyclische Derivate von Triazol;
und

(b) Tetrazol und dessen Derivate, wie zum Beispiel 5-Aminotetrazol

[0031] Der pH-Wert der lytischen Reagenzzusammensetzung liegt im Bereich von 1 bis 13.

[0032] Unter den hdmolytischen grenzflachenaktiven Mitteln werden quartdre Ammoniumsalze besonders
bevorzugt. Die Konzentration des grenzflachenaktiven Mittels in der lytischen Reagenzzusammensetzung
mul in einer Menge vorhanden sein, die ausreicht, um die Erythrozyten zu lysieren und das Hdmoglobin frei-
zusetzen, wahrend die Leukozytenkernvolumina erhalten bleiben. Zum Zahlen der Leukozyten braucht man
die Leukozytenmembran nicht intakt zu lassen. Im allgemeinen sind unter Verwendung der in der lytischen Re-
agenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung vorstehend beschriebenen hamolytischen grenzflachen-
aktiven Mittel die Leukozytenmembranen teilweise lysiert, wenn die Erythrozyten vollstandig lysiert und zer-
stort sind. Es sind die Ubrig bleibenden Kerne der Leukozyten, die das Zahlen der Leukozytenzahlen und die
Differenzierung der Leukozytensubpopulationen in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unter Verwen-
dung des DC-Impedanzverfahrens ermdglichen. Die Konzentration der grenzflachenaktiven Mittel in der Iyti-
schen Reagenzzusammensetzung liegen im Bereich von 2 g/l bis 250 g/l, vorzugsweise von 4 g/l bis 80 g/l.
[0033] Die Konzentration des organischen Liganden in der lytischen Reagenzzusammensetzung muf aus-
reichend sein, um ein stabiles Hdmoglobinchromogen zu bilden. Die Konzentration variiert mit der Art des Li-
ganden, in Abhangigkeit von der Affinitdt des Liganden zu Hadmoglobin. Im allgemeinen kdnnte das gebildete
Hamoglobinchromogen instabil sein, wenn die Menge an Ligand in der lytischen Reagenzzusammensetzung
nicht ausreicht. Es wurde festgestellt, dass die Konzentration des organischen Liganden in der lytischen Rea-
genzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung in einem breiten Bereich von 1 g/l bis 30 g/l, vorzugsweise
von 3 g/l bis 15 g/l wirksam ist.

5/23



DE 698 16 272 T2 2004.04.22

[0034] Die Konzentrationen der chemischen Bestandteile in der lytischen Reagenzzusammensetzung sind
die Konzentrationen unter den Bedingungen, bei denen die Hamoglobin- und Leukozytenmessungen unter
Verwendung eines geeigneten Blutverdinnungsmittels fir die Bequemlichkeit der Verwendung herkdmmlicher
Blutanalysatoren, ausgefihrt werden. Die Konzentrationen de chemischen Bestandteile kann jedoch, abhan-
gig von dem Volumenverhaltnis zwischen der lytischen Reagenzzusammensetzung und dem Verdinnungsmit-
tel, verandert werden.

[0035] Uberdies kann man, falls ein Gerat eine einzige lytische Reagenzzusammensetzung ohne vorherige
Verdunnung durch ein Blutverdiinnungsmittel anwendet, die Konzentrationen der chemischen Bestandteile der
lytischen Reagenzzusammensetzung verringern und die Leitfahigkeit der lytischen Reagenzzusammenset-
zung anpassen, wodurch deren Verwendung fir Impedanzmesungen ermdglicht wird. Die Leitfahigkeit kann
durch Zugabe geeigneter Mengen an Alkalimetallsalzen angepasst werden. Bei dieser Art des Verfahrens mit
einem einzelnen Reagenz sollten die Konzentrationen der chemischen Bestandteile der lytischen Reagenzzu-
sammensetzung dieselben sein, wie die Konzentrationen, die in der Probenendmischung der vorliegenden Er-
findung enthalten sind, die sowohl ein Verdinnungsmittel, als auch eine lytische Reagenzzusammensetzung
enthalt.

[0036] Ebenfalls kbnnen optionale Zusatzstoffe in der lytischen Reagenzzusammensetzung in Konzentratio-
nen enthalten sein, so dass ihr Vorhandensein mit den primaren funktionellen Komponenten der lytischen Re-
agenzzusammensetzung vertraglich ist. Unter diesen Zusatzstoffen sind Konservierungsmittel, die der Oxida-
tion entgegenwirkende Eigenschaften aufweisen, um die Lagerbestandigkeit der Zusammensetzung zu erhoé-
hen, und die antimikrobielle Eigenschaften aufweisen.

[0037] Die vorliegende Erfindung ist ebenfalls auf ein Verfahren zur Verwendung der vorstehend beschriebe-
nen cyanidfreien lytischen Reagenzzusammensetzung fir die Messung der in einer Blutprobe vorhandenen
Gesamthamoglobinkonzentration oder in Kombination mit einem gleichzeitigen Zahlen der Leukozytenzahlen
oder dem differentiellen Zahlen der Leukozytensubpopulationen gerichtet.

[0038] Eine antikoagulierte Blutprobe wird durch ein geeignetes Blutverdinnungsmittel verdiinnt, dann wird
eine ausreichende Menge der vorstehend beschriebenen lytischen Reagenzzusammensetzung mit der ver-
dinnten Probe durch manuelles oder mechanisches Mischen gemischt. Das Verdiinnungsverhaltnis des Bluts
geht von ungefahr 125 : 1 bis ungefahr 500 : 1, in Bezug auf das gesamte Reagenzvolumens gegen Blut. Die
Probenmischung wird 8 bis 60 Sekunden nach der Zugabe der lytischen Reagenzzusammensetzung entweder
auf einem UV Spektrometer oder auf einem automatisierten Blutanalysator, der mit einem UV Detektor ausge-
stattet ist, bei einer vorher festgelegten Absorptionswellenlange fiir die Gesamthamoglobinmessung gemes-
sen. Die Probenmischung kenn ebenfalls in einen Blutanalysator eingefihrt werden, der mit einem UV Detektor
und einer DC-Impedanzmessungsvonichtung ausgestattet ist, um die Hamoglobinkonzentration der Blutprobe
zu messen und die Leukozytenzahlen zu zahlen oder um weiterhin die Leukozytensubpopulationen, basierend
auf dem erhaltenen Populationsverteilungshistogramm, zu differenzieren. In dem letzteren Fall werden die
Leukozyten in drei Subpopulationen, einschlieRlich Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten, differenziert.
[0039] Die Nachweisverfahren, die fir das Zahlen der Leukozyten durch einen Blutanalysator, der mit einer
DC-Impedanzmessungsvorrichtung ausgestattet ist, verwendet werden, sind allgemein in dem US Patent Nr.
2,656,508 (fur Wallace H. Coulter) beschrieben, auf dessen Offenbarungsgehalt hier vollumfanglich Bezug ge-
nommen wird. Das Verfahren zur Differenzierung der Leukozytensubpopulationen, unter Verwendung der
DC-Impedanzmessung, wird in den US Patenten mit den Nummern 4,485,175 und 4,528,274 beschrieben.
[0040] Die vorstehend beschriebenen organischen Liganden, wie zum Beispiel Triazol und Melamin, bilden
nicht nur mit Hamoglobin stabile Chromogene, sondern stabiliseren auch die Leukozyten in der behandelten
Probenmischung. Dieser Leukozytenstabilisierungseffekt verhindert ein Uberlysieren der Leukozyten und eine
Kernschrumpfung, erleichtert die auf ihren Kernvolumina basierende Trennung der Leukozytensubpopulatio-
nen und macht die Differentiation der Leukozyten in drei Subpopulationen mit einem breiten pH-Wertebereich
moglich. Beispiel 4 erlautert solche erfolgreichen Beispiele, die Leukozytenstabilisatorliganden in den lytischen
Reagenzzusammensetzungen der vorliegenden Erfindung verwenden.

[0041] Im allgemeinen ist die lytische Reagenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung, die die vorste-
hend beschriebenen organische Liganden und grenzflachenaktiven Mittel umfalit, befahigt, die Gesamthdmo-
globinkonzentration einer Blutprobe in einem sehr breiten pH-Wertbereich zu messen. Vorzugsweise wird eine
Kombination eines quartdren Ammoniumsalzes oder -salze mit irgendeinem der organischen Liganden ver-
wendet, um die gleichzeitige Messung der Gesamthamoglobinkonzentration und das Zahlen der Leukozyten-
zahlen in einer Blutprobe durch ein DC-Impedanzmessungsverfahren zu liefern.

[0042] Besonders bevorzugt wird eine Kombination eines quartaren Ammoniumsalzes oder -salze mit einem
organischen Liganden, der mit der differentiellen Leukozytenanalyse vertraglich ist, verwendet, um gleichzeitig
die Messung der Gesamthamoglobinkonzentration, das Zahlen der Leukozytenzahlen und das differentielle
Zahlen der Leukozytensubpopulationen einer Blutprobe zu liefern. In dem am meisten bevorzugten Verfahren
werden die Leukozyten in drei Subpopulationen, einschlieBlich Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten,
differenziert.
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[0043] Die cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung und das Verfahren fiir deren Verwendung liefern
im Vergleich zu den Verfahren der Hdmoglobinmessung aus dem Stand der Technik mehrere Vorteile. Die vor-
liegende Erfindung erlaubt eine genaue Messung der Hamoglobinkonzentration einer Blutprobe in Abwesen-
heit von Cyanid, zusammen mit einer Bestimmung der Gesamtleukozytenzahlen oder der Differenzierung der
Leukozytensubpopulationen in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Die lytische Reagenzzusammen-
setzung wandelt das, in einer Blutprobe vorhandene Hamoglobin, wahrend ungefahr von 8 Sekunden bis 60
Sekunden, in Abhangigkeit von dem verwendeten organischen Liganden und dem Verdiinnungsmittel, schnell
in ein stabiles Chromogen um, wodurch eine schnelle automatische Analyse gestattet wird. Das einmal gebil-
dete Hamoglobinchromogen ist wahrend der Zeit der Messung stabil.

[0044] Fig. 2 zeigt eine Reihe von Absorptionsspektren einer Blutprobe, die nach dem Verfahren von Beispiel
1 verarbeitet wurde, wobei die lytische Reagenzzusammensetzung von Vorschrift 1a verwendet wurde, die Te-
trazol als den Hamoglobinliganden und COULTER® ISOTON® Il (ein handelsibliches Blutverdiinnungsmittel)
als das Verdunnungsmittel enthielt. Fig. 2 veranschaulicht insgesamt 12 Spektren, die von 12 Sekunden bis
12 Stunden nach der Zugabe der lytischen Reagenzzusammensetzung mit einem zeitlichen Abstand von einer
Stunde erfasst wurden. Die Spektren des Hgb-Tetrazol Chromogens sind sehr stabil und zeigen keine Ver-
schiebung oder Zerfall wahrend der Zeitdauer der Datenerfassung Uber zwolIf Stunden.

[0045] Die Art eines spezifischen Hamoglobinchromogens hangt von dem organischen Liganden ab, der in
der lytischen Reagenzzusammensetzung verwendet wird. Die meisten Chromogene, die durch die Behand-
lung der Blutprobe mit der lytischen Reagenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung unter Verwen-
dung der vorstehend beschriebenen organischen Liganden gebildet werden, haben ihre maximale Absorptio-
nen zwischen 510 nm und 560 nm. Daher kénnen die Chromogene durch die meisten handelstiblichen Bluta-
nalysatoren unter Einbeziehung des Absorptionskoeffizienten des spezifischen Chromogens gemessen wer-
den.

[0046] Die lytische Reagenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung kann mit vielen geeigneten Blut-
verdinnungsmitteln verwendet werden. Fig. 3 zeigt die Spektren einer Vollblutprobe, die mit dem vorstehend
beschriebenen Verfahren behandelt worden ist, wobei die lytische Reagenzzusammensetzung, die Tetrazol
(Beispiel 2) enthielt, verwendet wurde und die Phosphat-gepufferte Standardsalzlésung und ein handelstibli-
ches Blutverdiinnungsmittel, mit COULTER® ISOTON® Il als die Verdiinnungsmittel, verwendet wurden. Mit
beiden Verdiinnungsmitteln bildet sich im wesentlichen dasselbe Hamoglobinchromogen, das bei 540 nm ge-
messen werden kann.

[0047] Im Gegensatz zu den friheren Reagenzien weist die lytische Reagenzzusammensetzung der vorlie-
genden Erfindung einen breiten pH-Wertbereich von 1 bis 13 auf. Dies erweitert den Umfang der Chemikalien,
die als Hamoglobinligand verwendet werden kdnnen. Zum Beispiel bildet das Kaliumsalz der Oxonsaure mit
Hamoglobin ein stabiles Chromogen, das bei 538 nm eine starke Absorption aufweist. Das Kaliumsalz der
Oxonsaure ist jedoch nur in Wasser bei einem niedrigen pH-Wert, der geringer als pH-Wert 3 ist, leicht 16slich.
Die vorherigen neutralen und alkalischen Reagenzien schlieRen die Verwendung dieser Chemikalie fur die Ha-
moglobinmessung aus. Sakata lehrt in dem US Patent Nr. 5,242,832, dass bei einem pH-Wert von 3,0 oder
weniger die Beschadigung der Leukozyten zunimmt, wodurch die Messung der Leukozyten schwierig gemacht
wird. Fig. 4 zeigt die Histogramme der Leukozytensubpopulationsverteilung, die nach dem Verfahren der vor-
liegenden Erfindung unter Verwendung einer lytischen Reagenzzusammensetzung von Beispiel 4 erhalten
wurden, die 0,5% Kaliumsalz der Oxonséaure enthalt und einen pH-Wert von 2,3 und COULTER® ISOTON® IlI
als das Verdiinnungsmittel aufweist. Wie durch die Fig. 4c und 4d veranschaulicht wird, werden die Leukozy-
ten deutlich in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten differenziert. Fig. 6b zeigt eine ausgezeichnete li-
neare Korrelation zwischen den Leukozytenzahlen, die auf einem handelslblichen automatisierten Blutanaly-
sator, COULTER® STKS, erhalten wurden und den Ergebnissen, die unter Verwendung von einer der lytischen
Reagenzzusammensetzungen von Beispiel 3 (Vorschrift 3b) auf demselben Gerat erhalten wurden, wobei der
pH-Wert der lytischen Reagenzzusammensetzung nur 1,67 betragt.

[0048] Die lytische Reagenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung und das Verfahren fir deren Ver-
wendung liefert eine genaue Hamoglobinmessung, eine genaue Zahlung der Leukozyten und differentielles
Zahlen der Leukozytensubpopulationen. Die Fig. 5a und 6a zeigen eine ausgezeichnete lineare Korrelation
zwischen den Hamoglobinkonzentrationen, die auf einem COULTER® STKS unter Verwendung eines her-
kdmmlichen lytischen Reagenz erhalten wurden, und den Hamoglobinkonzentrationen, die unter Verwendung
der lytischen Reagenzzusammensetzungen von Beispiel 3 (Vorschrift 3a und 3b) erhalten wurden. Die Fig. 5b
und 6b veranschaulichen die ausgezeichnete Korrelation zwischen der Leukozytenzahlung, die auf einem
COULTER® STKS erhalten wurde, und den Ergebnissen, die unter Verwendung von Vorschrift 3a und 3b auf
demselben Gerat erhalten wurden.

[0049] Die lytische Reagenzzusammensetzung der vorliegenden Erfindung liefert eine genaue Hamoglobin-
messung in Gegenwart gewodhnlicher stérender Materialien. Es wurden insgesamt 72 Vollblutproben unter Ver-
wendung der Vorschrift 3a von Beispiel 3 auf einem COIULTER® STKS analysiert. 70% der Proben sind klini-
sche Proben, die verschiedene Krankheiten umfassten, wie zum Beispiel Sichelzellkrise und Hepatitis C. Es
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ist bekannt, dass diese abnormalen Blute abnormale Hamoglobine und Stérmaterialien fir die Hdmoglobin-
messung enthalten. Die Messergebnisse unter Verwendung der lytischen Reagenzzusammensetzung und
dem Verfahren der vorliegenden Erfindung korrelieren jedoch ausgezeichnet mit dem herkémmlichen Cyanid
Hgb-Verfahren, wie durch die Fig. 5 und 6 veranschaulicht wird, wodurch gezeigt wird, dass die Gesamthamo-
globinkonzentration der verschiedenen klinischen Proben durch Verwendung der lytischen Reagenzzusam-
mensetzung der vorliegenden Erfindung gemessen werden kann.

[0050] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sollen in keiner Weise derart ausgelegt werden,
dass sie den Umfang der Erfindung, so wie er in den Anspriichen definiert ist, beschranken. Es versteht sich,
dass offenbarungsgeman verschiedene andere Bestandteile und Verhaltnisse verwendet werden kénnen.

Beispiel 1
[0051] Es wurden die Reagenzien der folgenden Zusammensetzungen hergestellit.

Vorschrift 1a

Tetrazol 5049
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 15,09
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

pH-Wert 2,77

Vorschrift 1b

Tetrazol 10,0 g
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Lésung) 35,0 mi
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 3,59
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

pH-Wert 6,19

Vorschrift 1c

Chinaldinsaure 509
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Losung) 50,0 ml
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

pH-Wert 2,55

Vorschrift 1d

Melamin 5049
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 3649
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Lésung) 36,0 mi
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

pH-Wert 4,55

Vorschrift 1e

Tetrazol 5049
Chemfac NB-104 (Komplex-Phosphatester, hergestellt von Chemayx, Inc.) 30,09
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

pH-Wert 7,11

[0052] 11,6 pl einer Vollblutprobe wurden mit 2500 pl ISOTON® Il verdiinnt, dann wurden 403 pl von einer der
vorstehenden lytischen Reagenzzusammensetzungen manuell mit der vorher verdiinnten Probe gemischt.
Das Absorptionsspektrum der Probe wurde dann sofort auf einem Beckman DU 7500 Spektrophotometer ge-
messen. Die Fig. 1a bis 1b zeigen die Spektren der Blutproben, die entsprechend dem vorstehenden Verfah-
ren unter Verwendung der Vorschriften 1b und 1c behandelt worden sind. Fig. 2 zeigt insgesamt zwolf Spek-
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tren, die von einer Blutprobe erhalten wurden, die entsprechend dem vorstehenden Verfahren unter Verwen-

dung der Vorschrift 1a verarbeitet worden ist. Die Spektren wurden von 12 Sekunden bis 12 Stunden nach der

Zugabe der lytischen Reagenzzusammensetzung mit einem zeitlichen Abstand von einer Stunde erfasst.
Beispiel 2

[0053] Es wurde ein Reagenz mit der folgenden Zusammensetzung hergestellt.

Tetrazol 5049
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Losung) 36,0 ml
Tetradecylammoniumbromid 3,69
destilliertes Wasser 1 Liter
pH-Wert 2,73

[0054] 11,6 pl einer Vollblutprobe wurden mit 2500 pl eines Blutverdiinnungsmittels verdinnt, dann wurden
403 pl der vorstehenden Vorschrift manuell mit der vorher verdiinnten Probe gemischt. Das Absorptionsspek-
trum der Probe wurde dann sofort auf einem Beckman DU 7500 Spektrophotometer gemessen. Fir die Hamo-
globinmessung wurden fiinf handelsiibliche Blutverdiinnungsmittel verwendet, das heiRt COULTER® I1SO-
TON® Ill, COULTER® ISOTON® Il, Technicon H™ Systems RBC DIL (ein handelsiibliches Produkt von Tech-
nicon Instruments Corp.), die Phosphat-gepufferte Standardsalzlésung und die Natriumchlorid Standardsalz-
I6sung. Das gebildete Chromogen weist einen maximalen Absorptionspeak bei ungefahr 540 nm mit einer
Schulter bei ungefahr 565 nm auf. Die maximale Absorption des Chromogen unterscheidet sich nur schwach
bei der Verwendung von verschiedenen Verdinnungsmitteln, das heif3t 540 nm mit ISOTON® IIl, 539 nm mit
ISOTON® Il, Technicon H™ Systems RBC DIL und der Phosphat-gepufferten Standardsalzlésung und 538 nm
mit der Natriumchlorid Standardsalzlésung. Das Chromogen bildete sich sofort nach der Reaktion der vorste-
henden lytischen Reagenzzusammensetzungen, in von 8 Sekunden bis ungeféhr 35 Sekunden in Abhangig-
keit von dem verwendeten Blutverdinnungsmittel. Fig. 3 zeigt die Spektren, die nach dem vorstehenden Ver-
fahren erhalten wurden, unter Verwendung der Phosphat-gepufferten Standardsalzlésung und ISOTON® Il als
VerdUnnungsmittel.

Beispiel 3

[0055] Es wurden die Reagenzien der folgenden Zusammensetzungen hergestellt.

Vorschrift 3a
Tetrazol 5049
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 15,0¢g
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser
pH-Wert 12,06
Vorschrift 3b
Anilin-2-sulfonsaure 50¢9
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 10,0 g
Ketyltrimethylammoniumbromid 409
destilliertes Wasser 1 Liter
pH-Wert 1,67
Vorschrift 3c
Chinaldinsaure 50¢9
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Lésung) 40,0 ml
destilliertes Wasser 1 Liter
pH-Wert 2,58

[0056] Ungefahr 70 Blutproben, deren Hamoglobinkonzentration im Bereich von 6 bis 17 g/dl lagen und deren
Leukozytenzahl im Bereich von 1000/ul bis 40000/ul lag, wurden auf einem kalibrierten COULTER® STKS Ge-
rat bei einer Standard Geratekonfiguration gemessen, mit der Ausnahme, dass das lytische Reagenz, das
LYSE S® Il diff durch die vorstehenden Formulierungen ersetzt worden ist. Fiir jede Vorschrift waren ungefahr
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die Halfte der Proben klinische Proben, die verschiedene Krankheiten umfassten. Im Falle der Vorschrift 3a
waren 70% der Proben klinische Proben. Fig. 5 zeigt die Korrelationen zwischen der Himoglobinkonzentration
und den Leukozytenzahlen (aufgezeichnet als WBC in 10%/ul), die unter Verwendung des Referenzreagenz
LYSE S° Ill diff erhalten wurden, und die Ergebnisse, die unter Verwendung der Vorschrift 3a auf demselben
Gerat erhalten wurden. Fig. 6 zeigt die Korrelationen zwischen der Hamoglobinkonzentration und den Leuko-
zytenzahlen, die unter Verwendung des lytischen Reagenz LYSE S° lIl diff erhalten wurden, und die Ergebnis-
se, die unter Verwendung der Vorschrift 3b auf demselben Gerat erhalten wurden.

[0057] Die Fig. 5 und 6 zeigen zwischen den lytischen Reagenzzusammensetzungen der vorliegenden Erfin-
dung und dem herkdmmlichen Cyanid enthaltenden lysierenden Reagenz ausgezeichnete lineare Korrelatio-
nen in der Hamoglobinkonzentration und den WBC-Messungen.

Beispiel 4

[0058] Es wurden die Reagenzien der folgenden Zusammensetzungen hergestellt. Lytisches Reagenz

Vorschrift 4a
Triazol 10,0 g
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Ldsung) 35,0 ml
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 3,59
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser
pH-Wert 6,39
Vorschrift 4b
Kaliumsalz der Oxonsaure 5049
Dodecyltrimethylammoniumchlorid (50%ige Losung) 35,0 ml
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 3,59

auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser
der pH-Wert wurde mit HCI auf 2,3 eingestellt

Verdinnungsmittel

Natriumsulfat 9,79
Natriumchlorid 409
auf 1 Liter angepasstes destilliertes Wasser

der pH-Wert wurde mit 1%iger NaOH auf 7,14 eingestellt

[0059] 85 Blutproben, deren Hamoglobinkonzentration im Bereich von 6 bis ungefahr 17 g/dl lagen und deren
Leukozytenzahl im Bereich von 1500/pl bis 45000/l lag, wurden auf einem kalibrierten COULTER COUNTER®
Modell S-Plus IV bei einer Standard Geratekonfiguration gemessen, wobei die Referenzreagenzien, LYSE S®
[l diff und ISOTON® Il verwendet wurden. Dann wurden dieselben Proben nochmals auf demselben Gerét
analysiert, mit der Ausnahme, dass das lytische Reagenz, LYSE S® IlI diff durch die vorstehenden lytischen
Reagenzzusammensetzung ersetzt wurde und ISOTON® Il durch das vorstehende Verdiinnungsmittel ersetzt
wurde. Fig. 4 zeigt die Histogramme der Leukozytensubpopulationsverteilung von 4 dieser Blutproben, die auf
dem COULTER COUNTER® Modell S-Plus IV erhalten wurden. Die Fig. 4a und 4b wurden unter Verwendung
der Vorschrift 4a und dem vorstehenden Verdiinnungsmittel erhalten, wobei Fig. 4a ein Histogramm von einem
normalen Blut zeigt und Fig. 4b ein Histogramm von einem Blut mit vermehrten Monozyten zeigt. Die Fig. 4c
und 4d wurden unter Verwendung der Vorschrift 4b und ISOTON® Il erhalten, wobei Fig. 4c ein Histogramm
von normalem Blut zeigt und Fig. 4d ein Histogramm von einer klinischen Probe mit mehr als 90% Granulozy-
ten zeigt. Die Fig. 7a bis 7e zeigen die Korrelationen zwischen der Anzahl der Leukozyten (aufgezeichnet als
WBC in 10%ul, Fig. 7a), der Lymphozyten % (Fig. 7b), der Monozyten % (Fig. 7c), der Granulozyten %
(Fig. 7d) und der Hamoglobinkonzentration (Fig. 7€), die unter Verwendung der Referenzreagenzien erhalten
wurden und diejenigen, die unter Verwendung der Vorschrift 4a und dem vorstehenden Verdiinnungsmittel er-
halten wurden. Die Korrelationskoeffizienten, so wie die Steigungen und Achsenabschnitte der Regressionsli-
nien zeigen ausgezeichnete lineare Korrelationen fir die Hamoglobinkonzentration, WBC, Lymphozyten %
und Granulozyten % und eine gute Korrelation fiir Monozyten %.
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Patentanspriiche

1. Cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung, umfassend eine wassrige Losung von
(I) mindestens einem grenzflachenaktiven Mittel in einer ausreichenden Menge, um Erythrozyten zu hamoly-
sieren und Hamoglobin zu einer Bestimmung der Hadmoglobinkonzentration freizusetzen, ausgewahlt aus der
Gruppe, bestehend aus
(a) quartaren Ammoniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

.— +

.

\/ X
/\

worin R, eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe mit 10 bis 18 Kohlenstoftatomen ist, R,, R, und R, Alkylgrup-
pen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind und X~ Chlorid- und Bromidanionen ist,
(b) Pyridiniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

Oﬂ'——(C}hL"—C}ﬁ b q

worin n eine ganze Zahl von 7 bis 12 ist und X eine anionische Gruppe ist,

(c) Alkylsulfonsaure oder Alkalimetallsalzen von Alkylsulfonaten und

(d) organischen Phosphatestern oder Alkalimetallsalzen von organischen Phosphatestern und

(1) einem organischen Liganden in einer ausreichenden Menge, um ein stabiles Chromogen mit Hdmoglobin
zu bilden, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus

(a) Triazol und dessen Derivaten und

(b) Tetrazol und dessen Derivaten,

und wobei der pH der lytischen Reagenzzusammensetzung im Bereich von 1 bis 13 ist.

-i

2. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das grenzflachenaktive Mittel ein quarta-
res Ammoniumsalz mit einer Konzentration im Bereich von etwa 2 g/l bis etwa 250 g/| umfal3t.

3. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das grenzflachenaktive Mittel ein Pyridi-
niumsalz mit einer Konzentration im Bereich von etwa 2 g/l bis etwa 130 g/l umfaf3t.

4. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das grenzflachenaktive Mittel eine Alkyl-
sulfonsaure oder ein Alkalimetallsalz eines Alkylsulfonats mit einer Konzentration im Bereich von etwa 8 g/l bis
etwa 30 g/l umfafit.

5. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das grenzflachenaktive Mittel einen orga-
nischen Phosphatester oder ein Alkalimetallsalz eines organischen Phosphatesters mit einer Konzentration im
Bereich von etwa 15 g/l bis etwa 70 g/l umfalt.

6. Lytische Reagenzzusammensetzung nach einem vorhergehenden Anspruch, wobei der organische Li-
gand Konzentrationen in einem Bereich von etwa 1 g/l bis etwa 30 g/l aufweist.

7. Cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das grenzflachenaktive Mittel

aus der Gruppe, bestehend aus
(a) quartdaren Ammoniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

— 1 R’- +
N x
7w,

v70rin R, eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe mit 10 bis 18 Kohlenstoffatomen ist, R,, R, und R, Alkylgrup-
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pen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind und X~ Chlorid- und Bromidanionen ist, und
(b) Pyridiniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

\ / *_—(aﬁ)n_a'h X-

worin n eine ganze Zahl von 7 bis 12 ist und X~ eine anionische Gruppe ist, ausgewahlt ist, und wobei das
grenzflachenaktive Mittel in einer ausreichenden Menge vorliegt, um Erythrozyten zu hamolysieren und Hamo-
globin zu einer Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration freizusetzen und Leukozytenzellkerne zu einer Be-
stimmung der Leukozytenanzahl zu erhalten.

8. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 7, wobei das grenzflachenaktive Mittel ein quarta-
res Ammoniumsalz mit einer Konzentration im Bereich von etwa 4 g/l bis etwa 150 g/l umfaf3t.

9. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 7, wobei das grenzflachenaktive Mittel ein Pyridi-
niumsalz mit einer Konzentration im Bereich von etwa 2 g/l bis 130 g/l umfaft.

10. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 7, wobei der organische Ligand Konzentrationen
in einem Bereich von etwa 1 g/l bis etwa 30 g/l aufweist.

11. Cyanidfreie lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 7, wobei
(I) das grenzflachenaktive Mittel ein quartares Ammoniumsalz ist, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

R, R
\N/ x‘
_Ra/ \R4_

worin R, eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe mit 10 bis 18 Kohlenstoftatomen ist, R,, R, und R, Alkylgrup-
pen mit 1 bis 4 Kohlenstoftatomen sind und X~ Chlorid- oder Bromidanionen ist, wobei das grenzflachenaktive
Mittel in einer ausreichenden Menge vorliegt, um Erythrozyten zu hdmolysieren und Hamoglobin zu einer Be-
stimmung der Hamoglobinkonzentration freizusetzen und Leukozytensubpopulationszellkerne zu einer diffe-
rentiellen Analyse der Leukozyten zu erhalten, und

(1) der organische Ligand in einer ausreichenden Menge, um ein stabiles Chromogen mit Hamoglobin zu bil-
den, aus Triazol und dessen Derivaten ausgewahlt ist, und wobei der pH der lytischen Reagenzzusammenset-
zung im Bereich von 2 bis 10 ist.

.

12. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 11, wobei das quartare Ammoniumsalz eine Kon-
zentration im Bereich von etwa 4 g/l bis etwa 50 g/l aufweist.

13. Lytische Reagenzzusammensetzung nach Anspruch 11, wobei der organische Ligand Konzentrationen
in einem Bereich von etwa 1 g/l bis etwa 30 g/l aufweist.

14. Verfahren zur Messung der Gesamthamoglobinkonzentration einer Blutprobe unter Verwendung der
cyanidfreien, lytischen Reagenzzusammensetzung nach einem vorhergehenden Anspruch, umfassend
(a) das Verdiinnen einer Blutprobe mit einem Blutverdiinnungsmittel,
(b) das Mischen der verdiinnten Blutprobe mit der cyanidfreien, lytischen Reagenzzusammensetzung nach
Anspruch 1, um Erythrozyten zu lysieren und ein stabiles Hdmoglobinchromogen zu bilden,
(c) das Messen der Extinktion des gebildeten Hamoglobinchromogens bei einer vorherbestimmten Wellenlan-
ge,
(d) das Bestimmen der Gesamthamoglobinkonzentration der Blutproben aus der gemessenen Extinktion des
Hamoglobinchromogens, und
(e) das Aufzeichnen der Gesamthamoglobinkonzentration der Blutprobe.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Extinktion der Blutprobe zwischen etwa 510 nm und etwa 560
nm gemessen wird.
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16. Verfahren nach Anspruch 14 oder Anspruch 15, wobei das grenzflachenaktive Mittel in der lytischen
Reagenzzusammensetzung aus der Gruppe, bestehend aus
(a) quartaren Ammoniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstrukyur

- .
R R

N | x
R

worin R, eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe mit 10 bis 80 Kohlenstoffatomen ist, R,, R, und R, Alkylgrup-
pen mit ein bis vier Kohlenstoffatomen sind und X~ Chlorid- oder Bromidanionen ist, und
(b) Pyridiniumsalzen, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

O‘——(Cﬂz)n_(:& x

worin n eine ganze Zahl von 7 bis 12 ist und X~ eine anionische Gruppe ist, ausgewahlt ist, und wobei das
grenzflachenaktive Mittel in einer ausreichenden Menge vorliegt, um Erythrozyten zu hadmolysieren und Hdmo-
globin zu einer Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration freizusetzen und Leukozytenzellkerne zu einer Be-
stimmung der Leukozytenanzahl zu erhalten, und weiter die Schritte umfal3t von

das Zahlen der Leukozytenanzahl in einem automatisierten Blutanalysator unter Verwendung einer DC-Impe-
danzmessung, und

das Aufzeichnen der Leukozytenanzahl der Blutprobe.

17. Verfahren nach Anspruch 14 oder Anspruch 15, wobei
() das grenzflachenaktive Mittel ein quartdres Ammoniumsalz ist, dargestellt durch folgende Molekularstruktur

R, Ry
N | x
R,/ \R,

worin R, ein Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe mit 10 bis 18 Kohlenstoffatomen ist, R,, R, und R, Alkylgruppen
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind und X~ Chlorid- oder Bromidanionen ist, wobei das grenzflachenaktive Mittel
in einer ausreichenden Menge vorliegt, um Erythrozyten zu hamolysieren und Hamoglobin zu einer Bestim-
mung der Hamoglobinkonzentration freizusetzen und Leukozytensubpopulationszellkerne zu einer differenti-
ellen Analyse der Leukozyten zu erhalten, und

(1) der organische Ligand in einer ausreichenden Menge, um ein stabiles Chromogen mit Hamoglobin zu bil-
den, aus

(a) Triazol und dessen Derivaten ausgewahlt ist,

und wobei der pH der lytischen Reagenzzusammensetzung im Bereich von 2 bis 10 ist, und weiter die Schritte
umfalfdt von

das Zahlen der Leukozytenanzahl in einem automatisierten Blutanalysator unter Verwendung einer DC-Impe-
danzmessung,

das Unterscheiden der Leukozytensubpopulationen nach einem Populationsverteilungshistogramm und

das Aufzeichnen der Leukozytenanzahl und Leukozytensubpopulationen.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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