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3

garantieren muf;

4. die Reaktionszeiten der verschiedenen Hamoglo-
bin-Derivate sind unterschiedlich und zum Teil er-
heblich zu lang. Urspriinglich wurde fiir alle Himo-
globin-Derivate eine Reaktionszeit von 3 Minuten
angegeben (van KAMPEN und ZIJLSTRA, 1961),
eine Aussage, die in den folgenden Jahren modifi-
ziert wurde.

1965 weisen TAYLOR und MILLER nach, daB3 die
Cyan-Héamiglobin-Bildung beim Vorliegen von Car-
boxy-Hamoglobin deutlich verlidngert ist und dement-
sprechend erhebliche Fehler bei der Himoglobin-Be-
stimmung auftreten miissen. Van KAMPEN und
Z1JLSTRA schlagen 1965 eine Reaktionszeit von 90 Mi-
nuten vor, falls mit Carboxy-Hamoglobin im zu untersu-
chenden Blut zu rechnen ist. RODKEY weist 1967 nach,
daB die Konvertierung von HbCO in Cyan-Hamiglobin
bei Zimmertemperatur 90— 120 Minuten bendtigt, wéih-
rend HbO; nur 10 Minuten beansprucht. Dieser Autor
kann die Reaktionszeit fiir die Umwandlung von HbCO
zu Cyan-Himiglobin auf 15 Minuten verkiirzen, wenn
die Konzentration von Kalium-Ferricyanid verfiinffacht
wird. RICE (1967) 16st dieses Problem dadurch, daB3 die
Losung auf 56°C erhitzt wird. Die Reaktion von HbCO
zu Cyan-Himiglobin ist dann nach 3—5 Minuten abge-
schlossen.

DaB3 Carboxy-Hiamoglobin sehr viel langsamer zu
Himoglobin oxidiert wird als andere Derivate (Hb,
HbO,), wird zudem bei der sogenannten HOPPE-SEY-
LER’schen Probe fiir einen qualitativen HbCO-Nach-
weis im Blut benutzt (vergleiche MASSMANN, 1954).

Weitere Fehlermoglichkeiten konnten ausgeschlos-
sen werden. Zum Beispiel wurde eine Ausfillung von
Plasma-EiweiBen und eine damit verbundene Triibung
(vergl. z. B. GREEN und TEAL, 1959) dadurch vermie-
den, daB der Reaktionslosung ein Detergens zugegeben
wurde (van KAMPEN und ZIJLSTRA, 1961).

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen zu-
verldssigen quantitativen Hémoglobin-Nachweis zu
entwickeln, der die genannten Vorteile des derzeitigen
Cyan-Himiglobin-Verfahrens besitzt und die genannten
Nachteile desselben beseitigt.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB mit einem Rea-
genz geldst, das aus einer wiBrig-alkalischen Losung
mit einem Gehalt an einem wasserloslichen nichtioni-
schen Detergens besteht, wobei das Detergens ein Poly-
athylglykol-p-alkylphenylather der allgemeinen Formel

H—(O—CH;——CHz)x—O—©—R

ist, wobei 7 = x = 12 und R einen Alkylrest vom Typ
Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl, Oc-
tyl, Nonyl, Decyl, Undecyl und Dodecyl bedeutet, oder
ein Polyithylenglycollauryl-, -cetyl, -oleyl- oder -steary-
lither ist.

Dadurch werden alle (im Blut vorkommenden) Ha-
moglobin-Derivate und Him-Derivate in ein einheitli-
ches Endprodukt mit einem ausgeprigten Absorptions-
maximum im sichtbaren Spektralbereich iiberfiihrt. Das
Absorptionsmaximum der Endprodukte liegt bei etwa
575 nm. Weiterbildungen und bevorzugte Ausfithrungs-
formen der Erfindung sind in den Unteranspriichen be-
schrieben.

D.ic Bestimmung des Himoglobins als alkalisches Ha-
matin wurde erstmals 1922 von WU beschrieben. Aller-
dings zeichnete sich dieses Verfahren durch eine gewis-
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se Umsténdlichkeit aus: Himoglobin wurde durch Zu-
gabe von konzentrierter Salzsdure in saures Hdmatin
umgewandelt, das anschlieBend durch Zugabe von Na-
tronlauge alkalisiert wurde. Die benétigte Zeit fiir eine
Bestimmung betrug deshalb auch etwa eine Stunde. Den
Vorteil gegeniiber anderen Verfahren, wie saures Ha-
matin, Methimoglobin oder Cyan-Hédmoglobin, sah WU
darin, daBB Stérungen durch Plasmabestandteile nicht
auftraten. CLEGG und KING (1942) gaben ein Verfah-
ren zur Himoglobin-Bestimmung tber das alkalische
H#matin an, bei welchem als Reaktionslosung eine 0,1 n
Natronlauge benutzt wurde, die nach Zugabe des Blutes
fiir 4—5 Minuten im Wasserbad von 100°C erhitzt wur-
de. Dieses Vorgehen erschien den Autoren deshalb not-
wendig, da fetales Himoglobin und alkali-resistentes
Erwachsenen-Hédmoglobin eine zu langsame Farbent-
wicklung zeigten.

Nach 1942 gab es eine Reihe von Autoren, die iiber
zufriedenstellende Ergebnisse mit dem Verfahren alka-
lisches Hamatin berichteten (KING et al, 1948; Mac-
FARLANE et al, 1948; DONALDSON et al, 1951;
KING et al, 1951; SCAIFE, 1955). Es wurden auch eini-
ge Modifizierungen vorgeschlagen, z. B. die Verwen-
dung einer anderen Wellenldnge (SCAIFE, 1955) oder
eines speziellen Standards (KING, 1947).

Andere Autoren hingegen verwarfen das Verfahren
alkalisches Hamatin wegen zu langer Reaktionszeiten
oder stérender Einfliisse durch Plasmabestandteile
(PONDER, 1942; SUNDERMAN et al, 1953). Die zur
gleichen Zeit weit verbreitete Methode des Cyan-Hémi-
globins verdrangte das Verfahren alkalisches Hamatin
mehr und mehr, so daB spater sogar auf eine "Bespre-
chung des alkalischen Hamatins verzichtet werden
konnte” (LEGOWSKI und BOROVICZENY, 1962).

Das erfindungsgeméBe Verfahren geht von dem klas-
sischen Verfahren auf der Basis von alkalischem Héama-
tin aus, wie es etwa bei J. F. SCAIFE, Analyst, Vol. 80,
Seite 562—565 beschrieben ist. Jedoch unterscheidet
sich das erfindungsgemiBe Verfahren von dem bekann-
ten insofern, als ein alkalisches Himatin mit besonderen
Eigenschaften beziiglich

— Spektrum,
— Bildungsgeschwindigkeit und
— Haltbarkeit

entsteht, das im folgenden kurz als "alkalisches Hdmatin
D —575” bezeichnet wird.

Mit der Erfindung sind folgende Besonderheiten und
Vorteile verbunden:

1. Alle Him- und Hamoglobin-Derivate werden
quantitativ in ein einheitliches Reaktionsprodukt,
alkalisches Hamatin D—575, tiberfiihrt und bei der
photometrischen Messung erfat: Hémoglobin,
Oxy-Hémoglobin, Carboxy-Hédmoglobin, Hamiglo-
bin, Sulf-Hamiglobin, Cyan-Héamiglobin, fetales
Himoglobin sowie Chlorhamin.

2. Die Bildung des alkalischen Hamatins D—575
nach Zugabe der Probe zur Reaktionslosung ist
nach spitestens 2 Minuten abgeschlossen, und das
Reaktionsprodukt zeigt iiber Wochen die gleiche
Extinktion. Dies gilt ohne Ausnahme fiir alle unter
1. genannten Ham- und Hamoglobin-Derivate.

3. Die verwendete Reaktionslésung zeigt ideale Ei-
genschaften:

a. Es wird nur eine Reaktionslésung benétigt.



REPUBLIK OSTERREICH

}!Em!.\ &

IPATENTURKUNDE

\
\
\
\
§ GEMASS DEM PATENTGESETZ IST
R FUR DIE IN DER ANGEFUGTEN PATENTSCHRIFT
L} BESCHRIEBENE ERFINDUNG
§ EIN PATENT UNTER DER
JE NR. 367204
@‘ % ERTEILT WORDEN.
Ry
ALY

OSTERREICHISCHES PATENTAMT
PATENTREGISTER

e

DIE JAHRESC

YUHREN
WERDEN AL

HRLICH FALLIG AM 15. OKTOBER



PATENTAMT

AT PATENTSCHRIFT

\ OSTERREICHISCHES @) Int.C3.: GOLN 033/72

® Nr.367204

®

SRR

B2

Patentinhaber:  ZANDER ROLF DR.
: MAINZ, BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND
LANG WERNER DR.
MAINZ, BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND
WOLF HANS UWE DR.
NEU—ULM, BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND

Gegenstand: VERFAHREN UND REAGENZ ZUR BESTIMMUNG DES

HAMOGLOBINGEHALTES DES BLUTES

Zusatz zu Patent Nr.

Ausscheidung aus:

Angemeldet am: 1979 01 22+  432/79
Ausstellungsprioritit:

Unionsprioritit: BUNDESREPUBL IK DEUTSCHLAND
2803109

Beginn der Patentdauer: 1981 10 15
Lingste mdgliche Dauer:

Ausgegeben am: 1982 06 11
Erfinder:

Abhingigkeit:

(DE) 1978 01 25
BEANSPRUCHT

Druckschriften, die zur Abgrenzung vom Stand der Technik in Betracht gezogen wurden:

US-PS 3964865



SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT - CONFEDERATION SUISSE - CONFEDERAZIONE SVIZZERA

URKUNDE

tiber die Erteilung des Erfin-
dungspatentes Nr.

Nachdem die gesetzlichen
Bedingungen erfiillt worden
sind, ist fiir die in der beige-
fiigten Patentschrift darge-
legte Erfindung ein Patent
erteilt worden, das die oben
angegebene Nummer erhalten
hat.

Erfindungspatente ~ werden
ohne Gewihrsleistung des
Staates erteilt.

Bern, Datum der Patentertei-
lung.

Auf der ersten Seite der Patentschrift
sind alle wesentlichen Angaben betref-
fend das vorliegende Erfindungspatent
enthalten,

‘Weitere Angaben, die fiir den Patent-
inhaber von Interesse sind, befinden
sich auf der dritten Umschlagseite.

CERTIFICAT

de délivrance du brevet d’in-
vention no

Les conditions requises par
la loi étant remplies, un bre-
vet portant le numéro sus-
mentionné a été délivré pour
Pinvention décrite dans le
fascicule ci-joint.

Les brevets d’invention sont
délivrés sans garantie de
PEtat.

Berne, date de la délivrance
du brevet.

CERTIFICATO

di rilascio del brevetto d’in-
venzione no

Le condizioni prescritte dalla
legge essendo soddisfatte, un
brevetto contrassegnato dal
suindicato numero & stato
rilasciato per [linvenzione
descritta nel fascicolo alle-
gato.

I brevetti d’invenzione sono
rilasciati senza garanzia dello
Stato.

Berna, data del rilascio del
brevetto.

BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM
OFFICE FEDERAL DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE
UFFICIO FEDERALE DELLA PROPRIETA INTELLETTUALE

Der Direktor / Le Directeur / 11 Direttore:

Cle.

Sur la premiére page du fascicule du
brevet figurent toutes les indications
essentielles relatives au brevet d’inven-
tion considéré,

D’autres indications utiles au titulaire
du brevet figurent a I’avant-demnigére
page du présent certificat.

Braendli

Sulla prima pagina del fascicolo del
brevetto figurano tutte le indicazioni
essenziali concernenti il brevetto in
questione.

Altre indicazioni utili al titolare del
brevetto si trovano in terza pagina del
presente certificato.

A303dfi

8.82 10000 17174/1




CH 646 525 AS

o4

il
=+

\

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein

SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT
BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM

6) Int.Cl: GOIN 33/72

Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22. Dezember 1978

@ PATENTSCHRIFT as

@) 646 525

@) Gesuchsnummer: 3392/80

@2 Anmeldungsdatum:

19.01.1979

Prioritit(en): 25.01.1978 DE 2803109

Patent erteilt: 30.11.1984
Patentschrift
veroffentlicht: 30.11.1984

@ Inhaber:
Prof. Dr. med. Rolf Zander, Mainz (DE)
Dr. rer. nat. Werner Lang, Mainz (DE)
Prof. Dr. rer. nat. Hans Uwe Wolf, Neu-Ulm (DE)

@2 Erfinder:
Zander, Rolf, Prof. Dr. med., Mainz (DE)
Lang, Werner, Dr. rer. nat., Mainz (DE)
Wolf, Hans Uwe, Prof. Dr. rer. nat., Neu-Ulm
(DE)

Vertreter:

Schmauder & Wann, Patentanwaltsbiiro, Ziirich

Européische Anmeldung: EP 79100171.2 (De)

Européische Verdffentlichung: EP 0 003 340 (De)
08.08.1979

Reagenz und seine Verwendung zur Bestimmung des Hiimoglobingehaltes einer Blutprobe.

@ Beschrieben wird ein Reagenz fiir die photometrische

Bestimmung des Hidmoglobingehaltes im Blut, das
nach Zugabe der Blutprobe eine charakteristische Farbe
zeigt. Dieses Reagenz besteht aus einer wéssrigen alka-
lischen Lésung, die ein wasserldsliches nicht-ionisches De-
tergens enthilt. Diese Losung bewirkt die Umwandlung
aller Himoglobin- und Hdm-Derivate, die im Blut enthal-
ten sind, in ein einziges Endprodukt, das ein bestimmtes
Absorptionsmaximum im sichtbaren Spektralbereich auf-
weist. 3

Beschrieben wird ferner das Verfahren zur Bestim-
mung des Himoglobingehaltes im Blut unter Verwendung
des oben erwidhnten Reagenz.




5y

This application was originally filed on 19 Jan 1978 at the European Patent Office (EPO) under application number
79100171 and published on 8 Aug 1979 by the EPQ under serial number 0003340 in the German language. The
application has been converted to an application under Section 81(1HA) of the Patents Act 1977.

(12) UK Patent '(19)GB (11)2 052 056

(54} Title of invention

Process and reagent for determining the haemoglobin

content of the blood

{51) INT CL3: GOTN 33/72

(21) Application No
8004473

(22) Date of filing
19Jan 1979

(30} Priority data
{31) 2803109
{32) 25Jan 1978
A(33) Fed. Rep. of Germany (DE)

(43) Date of issue
21 Jan 1981

(45) Patent published
12Jan 1983

{52) ‘Domestic classification
G1B BV

(66) Documents cited
GB, 1582224
GB, 1572509
GB 1533661
US, A, 3847545
FR, A, 1422881
Chemical Abstracts, Vol. 89, Nr
9,28 Aug 1978
Zusammenfassung Nr. 71645n,
Columbus, Ohio, USA
L. Bolis et al; “Action of Some
Amionic and Non-lonic
Detergents on Human
Erythrocyte Membranes” Seite
115 Rechte Spalte & Boll, Soc
ital Biol, Sper, 1977, 63 {20},
1755-61 (ltal) US, A, 4050898

(68) Field.of search
GO1N 33/16 G1B

LONDON THE PATENT OFFICE

" {73) Proprietors

(72}

(74)

Rolf Zander,

1 Reinhold-Schneider-Strasse,
D-—6500 Mainz, Federal
Republic of Germany,

Hans Uwe Wolf,

Prof. Dr. Lisztstrasse 10,
D-—7910, Neu-Ulm, Federal
Republic of Germany,

E. Werner Lang,

Alter Ruh-Weg, D—6500
Mainz, Federal Republic of
Germany

inventors

Rolf Zander,
Werner Lang,
Hans Uwe Wolf

Agents

Frank B Denn & Co.,

Imperial House, 15—19
Kingsway, London WC2B 6UZ

gd940¢40¢ 99



GB 2 052 056 B

1

10

1.3

15

25

30

356

40

45

50

55

60

SPECIFICATION
Process and reagent for determining the
haemoglobin content of the blood

The invention is concerned with a process and
a reagent for photometric determination of the
haemoglobin content of the blood, producing a
characteristic staining upon addition of a blood
sample.

The quantitative determinationof haemoglobin
in blood is one of the most frequently performed
analyses in the field of clinical chemistry. During
this century various processes have been
developed therefor, showing, however,
considerable differences regarding accuracy,
reliability and reproducibility (see the following
textbooks of clinical chemistry: HALLMANN, L.
“Klinische Chemie und Mikroskopie”, 10th
Edition, Thieme, Stuttgart, 1966; HENRY R. J.
“Clinical Chemistry”, 1st Edition, Harper & Row,
New York, 1964; RICHTERICH, R. “Klinische
Chemie”, 3rd Edition, Karger, Basel, 1971;
HENRY, R. J., CANNON, D. C. and WINKELMAN, J.
W. "Clinical Chemistry”, 2nd Edition, Harper &
Row, New York, 1974; and RICK, W. “Klinische
Chemie und Mikroskopie”, 4th Edition, Springer,
Berlin/Heidelberg/New York, 1976):

1. Spectrophotometric processes {(as carboxy-
haemoglobin, oxy-haemoglobin or cyano-
haemiglobin, as cyanohaematin, acid or alkaline
haematin, as well as pyridine-haemo-
chromagen);

2. Gasometric processes (determination of
oxygen or carbon monoxide capacity);

3. Chemical processes (determination of iron
content); '

4. Other processes {refractometry, densimetry,
and enzymatic reactions such as the
pseudoperoxidase activity of haemoglobin).

Of these methods the spectrophotometric
cyano-haemiglobin process has become
predominant and is now used worldwide. In the
years 1953 to 1963, after practically all
laboratories had introduced this process in place
of other processes (see SPAANDER, J. "Die
Ververtung von Blutuntersuchungen”,
Strahlenschutz i. Forschung und Praxis 4 (1964)
122—127 and SUNDERMAN, F. W. “Status of
clinical hemoglobinometry in the United States”,
Am. J. Clin. Pathol. 43 (1965) 9—15) and a
cyano-haemiglobin standard has been
recommended (CANNAN, R. K. “Proposal for a
certified standard for use in hemoglobinometry —
second and final report”, J. Lab. Clin. Med. 52
(1958) 471—478), this process was
recommended by the “"Deutsche Geseilschaft fur
innere Medizin” 1962 (see “Beschluss der’
Deutschen Gesellschaft fiir Innere Medizin
betreffend Standardisierung der Hamoglobin —
Bestimmung”, Arztl. Labor & (1962) 188) and the
International Committee for Standardisation in
Haematology (ICSH) 1967 (see ICSH
"Recommendations for haemoglobinometry in
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human blood" Brit. J. Haemat. 73 {1967)
71—75). Since this time the process has been
considered as routine procedure.

In Germany it has the function of a reference
process, that is other processes may be applied
only if the relation of the results obtained
therewith to the result of the reference method is
known (Deutsche Normen “Bestimmung des
Hamoglobingehaltes im Blut”, DIN standard
58 931 (1970)).

Introduction of the cyano-haemiglobin
process as a standard process has led to the
formation of prejudices against other methods
among the specialists:

“"Haemiglobin cyanide is the only known
stable haemoglobin derivative” (RICHTERICH, R.
“Klinisthe Chemie”, 1971); “all other processes
are to be rejected”” (RICK, W. “Klinische Chemie
und Mikroskopie”, 1976); “. .. cyano-haemiglobin
{most accurate proof)’ (HALLMANN, L. “Klinische
Chemie und Mikroskopie”, 1966).

The principle of the cyano-haemiglobin
process consists of oxidising the haemoglobin
with potassium ferrocyanide to haemiglobin and
converting same with potassium cyanide to
cyano-haemiglobin. In doing so, a modified so-
called Drabkin solution is used as reaction
solution, as indicated originally by E. J. van
KAMPEN and W. G. ZIJLSTRA ("Standardization
of hemoglobinometry . The extinction coefficient
of hemoglobincyanide at v = 540 mu: £533,”, Clin.
Chim. Acta 5 (1960) 719—726 and
“Standardization of hemoglobinometry. ll. The
hemoglobincyanide method”, Clin. Chim. Acta 6
(1961)538-—544).

This process has the following advantages;

1. Use of one solution reaction only;

2. All haemoglobin derivatives of the blood are
included {deoxy-haemoglobin, oxy-
haemoglobin, carboxy-haemoglobin,
haemiglobin and largely also sulpho-
haemoglobin);

3. The cyano-haemiglobin possesses a broad
and flat extinction maximum at 540 nm, so that
even with unpretentious filter photometers
reliable results may be obtained;

4, The Lambert-Beer law is valid over a wide
measuring range;

5. Production and dispatch of stable standard
solutions for control purposes is possible; they
may be produced either from crystalline
haemoglobin or from washed erythrocytes;

6. Cyano-haemiglobin is a stable haemoglobin
derivative, allowing measurement of the
extinction after several minutes or after a
matter of several days.

The disadvantages of the cyano-haemiglobin
process are as follows (see HENRY, R. J. “Clinical
Chemistry”, 1964, page 740):

1. The toxicity of the reaction solution demands
special measures for handling it (use of
mechanical pipettes, careful elimination of the
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/() <
Gouvernement / \s{v

Le Ministre de 1'Economie Nationalej;

Vu la loi modifiée du 30 juin 1880 sur les brevets d'inven-
tion et les dispositions complémentaires applicables aux demandes
européennes transformées et aux demandes internationales confor-
mément aux lois du 27 mai 1977;

Vu la requéte en délivrance d'un titre de protection
luxembourgeois présentée le 3% mars 1979
et fondée sur la demande européenne/irtryRativrede
No. 79100171.2 déposée le 19 janvier 1979

Attendu que la requéte et les piéces annexées sont régu-
lieres en la forme;

ARRETE:

ART., 1ler,- T1 est de€livré a Messieurs Hans Uwe WOLF Prof.Dr.a
NEU ULM,Werner LANG,&% MAINZ et Rolf ZANDER,Prof.Dr.,a MAINZ,

représentéspar lMonsieur Jacques de Muyser, & Luxembourg,

qui a fait élection de domicile, pour lui et son mandant 2
Luxembourg, en sa demeure, un

BREVET D’INVENTION
vo 82 &52

pour: "Verfahren und Reagenz zur Bestimmung des Himoglobingehaltes
des Blutes"

Int.Cl. GolN

La durée de protection vient & expiration au plus tard au
terme de la vingtiéme année comptée & partir du lendemain du
jour de dépdt de la demande de brevet.

La délivrance de ce titre de protection a lieu sans examen
préalable, aux risques et périls du demandeur,et sans garanties,
soit de la réalité,de la nouveauté ou du mérite de 1'invention,
soit de la fidélité et de l'exactitude de la description.
Revendication de la priorité de la demande de brevet,déposée en
R.F.A. le 25.1.1978. Les inventeurs de la présente sont Messieurs

Rolf ZANDER,Prof.Dr.,4 MAINZ, Werner LANG,Dr.:& MAINZ et Hans Uwe
WOLF,Prof.Dr.,a NEU-ULM.

Art.2.- Le présent arrété,qui constitue le brevet d'invention,
est expédié au déposant pour lui servir de titre. .

A cet arrété demeureront Jjoints lesldupllcata Qe la descrip-
tion et éventuellement des dessins déposés a l'appui de la
demande.

Luxembourg, le 23 “"R. 1980

Pr. Le Ministre defl’Economie Nationale,
Le Conseiller de Gouvernement,

T.S.V.P.

A 68052
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und ein Reagenz zur
photometrischen Bestimmung des Hidmoglobingehaltes des Blutes,
' das beim Eindosieren der Blutprobe eine charakteristische

Verfiarbung liefert.

Die quantitative Bestimmung des Himoglobins im Blut ist eine
der am hdufigsten durchgefiihrten Analysen im Bereich der
klinischen Chemie. Im Laufe dieses Jahrhunderts sind dazu
verschiedene Verfahren entwickelt worden, die sich Jjedoch
beziiglich Genauigkeit, Zuverldssigkeit und Reproduzierbar-
keit erheblich voneinander unterscheiden (vgl. Lehrbiicher
der klinischen Chemie: HALLMANN, 1966; HENRY, 1964;
RICHTERICH, 1971; HENRY et-al., 1974; RICK, 1976): ~—-

1. Spektrophotometrische Verfahren (als Carboxy-Himoglobin,
Oxy-H&moglobin oder Cyan-Himiglobin, als Cyan-Himatin,
saures oder alkalisches Hdmatin sowie als Pyridin-Himo-

chromogen) ;

2. Gasometrische Verfahren (Bestimmung der Sauerstoff- oder
Kohlenmonoxid-Kapazitsdt);

3. Chemische Verfahren (Bestimmung des Eisengehaltes);

4. Andere Verfahren (Refraktometrie, Dichtemessung, enzyma-
tische Reaktionen wie die Pseudoperoxidaseaktivitit des
Himoglobins).

Von diesen hat sich das spektrophotometrische Cyan-Himi-
globin-Verfahren durchgesetzt und eine weltweite Verbreitung
gefunden. Nachdem in den Jahren 1953 bis 1963 praktisch alle
Laboratorien dieses Verfahren anstelle anderer Verfahren
eingefiihrt hatten (vgl. SPAANDER, 1964; SUNDERMAN, 1965) und
ein Cyan-Hi&miglobin-Standard empfohlen worden war (CANNAN,
1958), wurde dieses Verfahren von der Deutschen Gesellschaft
flir innere Medizin 1962 und vom International Committee for
Standardization in Hematology (ICSH) 1967 empfohlen. Seit
dieser Zeit gilt dieses Verfahren als Routineverfahren.




ROYAUME

" DE BELGIGHE BREVET D'INVENTION

NBTR o

Classif. Internat.: G 01 N 55/’16

MINISTERE DES AFFAIRES ECONOMIQUES

Le Minlstre des Affaires Economiques,

Vu la Convention sur la dé/lvrance de brevets européens, notamment les articles 135 &
137; , .

Vu la loi du 8 juillet 1977 portant approbation de divers actes internationaux, dont ladite
Convention, notamment l'article 8;

Vu la loi du 24 mai 1854 sur les brevets d’invenvt/on;
Vu la Convention d’Union pour la protection de la propriété industrielle;

Vu la demande de brevet européen déposée le...19...Janviex.......... 1979
sous le numéro.......7S1.. 00171 .2

Vu la requéte en transformation de cette demande en demande de brevet belge re¢ue par
le service belge de la propriété industrielle et commerciale le ..... ..Janvier 1980

ARRETE

Article 1.- Il est déliviéa MM. Rolf ZANDER, Werner LANG et Hans Uwe WOLF,

resp. : Reinhold-Schneider-Strasse 1, 6500 Mainz,
: Alter Ruh-Weg, 6500 Mainz,
: Lisztstrasse 10, 7910 Neu-Ulm (Allemagne)

repr. par 1'0Office Kirkpatrick-G.C. Plucker & Bruxelles,

un brevetd'invention pour:  Procédé et réactif pour la détermination de
la teneur en hémoglobine du sang,
_(Inv. : R. Zander , W. Lang et H.U. Wolf)

gqu'ils déclarent avoir fait 1! obget d'une demande de orevet
déposée en Allemagne (Republ¢que Fédérale) le 25 janvier
1978, n°® P 28 03109-6

Article 2.- Ce brevet lui est délivré sans examen préalable, & ses risques et périls, sans
garantie soit de la réalité, de la nouveauté ou du mérite de l'invention, soit de l'exactitu-
de de la description, et sans préjudice du droit des tiers.

Au présent arrété demeurera foint un des doubles de la spécification de Iinvention
(mémoire descriptif et éventuellement dessins) fournie & 'appui de la requéte en trans-
formation.

Pour expddition certifiée conforme Bruxelles, le 21 mars 19 80
— - N

A
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MENMOIRE DESCRIPTIF

DEPOSE A L'ARPPUI D'UNE DEMANDE

DE

e ———

l | BREVET DINVENTION

FORMEE PAR

Rolf ZANDER, Werner LANG et Hans Uwe WOLF.

pour

Procédé et rédactif pour la détermination de la teneur en
hémoglobine du sang.

- ——

Demande de brevet déposée en Allemagne Fédérale n°® P 2803109-6 v
du 25 janvier 1978 en leur faveur.
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@ Procédé et réactif pour la détermination de la teneur en hémoglobine du sang.
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Il du décret n° 781011 du 10 octobre 1978).

@ Demandeur(s) : ZANDER Rolf, LANG Werner et WOLF
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Procédé et réactif pour la détermination de la teneur
en hémoglobine du sang.

L'invention concerne un procédé et un réactif pour
la détermination photométrique de la teneur en hémoglo-

bine du sang qui fournit une coloration caractéristique

lors de l'introduction de l'échantilion de sang. .
La détermination gquantitative de 1'hémoglobine dans

le sang est 1'une des analyses les plus souvent effectuées

dans le domaine de la chimie clinique. Au cours du sié-

cle actuel on a développé différents procédés dans ce

but, qui cependant se différencient de facon considérable

les uns des autres en ce qui concerne la précision, 1l'exac-

titude et la reproductibilité (voir Lehrblicher der klinis-

chen Chemie : HALLMANN, 1966; HENRY, 1964; RICHTERICH, 1971;

HENRY et al., 1974; RICK, 1976) :

1. Procédé spectrophotométrique (sous forme de carboxy-
hémoglobine, d'oxy-hémoglobine ou de cyano-hémiglobine,
sous forme de cyano-hématine, d'hématine acide ou alca-
line ainsi que sous forme de pyridine-hémochromogéne) ;

2. Procédé gasométrique (dosage de la capacité en oxygéne
ou en monoxyde de carbone) ;

3. Procédé chimique (détermination de la teneur en fer);

4. Autres procédés (réfractométrie, densitométrie, réac-
tions enzymatiques telles gue l'activité de la pseudo-

peroxydase de 1'hémoglobine) .

Parmi ceux-ci, le procédé spectrophotométrique a la
cyano-hémiglobine s'est imposé et a trouvé une diffusion
mondiale. Aprés que dans les années 1953 a 1963 pratique-
ment tous les laboratoires aient introduit ce procédé au
lieu d'autres procédés (voir SPAANDER, 1964; SUNDERMAN,
1965) et qu'une cyano-hémiglobine étalon ait été recomman-
dée (CANNAN, 1958), ce procédé a été recommandé par le
Comité Allemand pour la médecine interne (Deutsche Gesell-
schaft fiir innere Medizin) en 1962 et par le Comité Inter-
national pour la standardisation en hématologie (Interna-

tional Committee for. Standardization in Hematology -
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