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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine fluidische medizini-
sche Diagnostiziervorrichtung zur Messung der Ana-
lytkonzentration in oder einer Eigenschaft von Blut-
proben; insbesondere betrifft sie ein Verfahren zur In-
itierung einer derartigen Messung, wenn die Blutpro-
be bestimmte Merkmale aufweist.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Eine Vielzahl von medizinischen Diagnosti-
zierverfahren betreffen Tests an biologischen Flis-
sigkeiten wie Blut, Urin oder Speichel und basieren
auf einer Veranderung der physikalischen Eigen-
schaften einer solchen Flissigkeit oder eines Ele-
mentes dieser Flussigkeit, wie zum Beispiel Blutse-
rum. Die Eigenschaft kann eine elektrische, magneti-
sche, flissige oder optische Eigenschaft sein. Wenn
eine optische Eigenschaft beobachtet wird, nutzen
diese Verfahren eine transparente oder transluzente
Vorrichtung, um die biologische Flissigkeit und ein
Reagenz zu enthalten. Eine Veranderung der Licht-
absorption der Flissigkeit kann mit einer Analytkon-
zentration in oder einer Eigenschaft der Flissigkeit
verbunden sein. Typischerweise ist die Lichtquelle
neben einer der Oberflachen der Vorrichtung und ein
Detektor ist neben der gegentiberliegenden Oberfla-
che angebracht. Der Detektor mifdt Licht, welches
durch eine fliissige Probe geschickt wird. Alternativ
kdnnen die Lichtquelle und der Detektor auf der glei-
chen Seite der Vorrichtung angebracht sein; in die-
sem Fall mif3t der Detektor durch die Probe gestreu-
tes und/oder reflektiertes Licht. Schlief3lich kann ein
Reflektor an oder neben der gegeniberliegenden
Oberflache positioniert sein. Eine Vorrichtung von
dieser letzten Art, in welcher Licht zunachst durch
das Probengebiet geschickt wird und dann ein zwei-
tes Mal dort hindurch reflektiert wird, wird eine
"Transflektionsvorrichtung" genannt. Wird in dieser
Patentanmeldung und den angehangten Anspriichen
Bezug auf "Licht" genommen, schlieBt dies den Infra-
rot- und Ultraviolettbereich wie auch das sichtbare
Licht mit ein. Der Begriff "Absorption" soll sich auf die
Verminderung der Intensitat beziehen, wenn ein
Lichtstrahl ein Medium passiert; daher umfaf3t dieser
Begriff sowohl "echte" Absorption wie auch Streuung.

[0003] Ein Beispiel fir eine transparente Testvor-
richtung wird von Wells et al. in WO 94/02850 be-
schrieben, veroéffentlicht am 03.02.1994. lhre Vorrich-
tung umfallt ein versiegeltes Gehause, welches
transparent oder transluzent, dicht und steif oder
halbsteif ist. Innerhalb des Gehauses ist ein Assay-
material zusammen mit einem oder mehreren Assay-
reagenzien an vorbestimmten Stellen enthalten. Das
Gehéause wird kurz vor der Ausfiihrung des Assays
geodffnet und die Probe eingebracht. Die Kombination
von Assayreagenzien und Analyt in der Probe resul-
tiert in einer Veranderung der optischen Eigenschaf-

ten wie der Farbe, von ausgewahlten Reagenzien am
Ende des Assays. Die Ergebnisse koénnen visuell
oder mit einem optischen Instrument ausgelesen
werden.

[0004] Das U.S.-Patent 3,620,676, erteilt am
16.11.1971 an Davis, beschreibt einen kolorimetri-
schen Indikator fir FlUussigkeiten. Dieser Indikator
umfaldt eine "halbkolbenférmige Hohlung", welche
komprimierbar ist. Der Kolben wird komprimiert und
entspannt, um einen Sog zu bilden, welcher Flissig-
keit aus einer Quelle durch eine halbréhrenformige
Hoéhlung zieht, welche auf ihrer Wandung einen Indi-
kator aufgedruckt hat. Die einzigen Kontrollen fir den
Flussigkeitsstrom in den Indikator sind, wie stark der
Kolben komprimiert wird und wie lange der Indikator-
einlass in die Quelle eingetaucht wird, wenn der Kol-
ben entspannt wird.

[0005] Das U.S.-Patent 3,640,267, erteilt am
08.02.1972 an Hurtig et al., beschreibt einen Behalter
fur die Probensammlung von Koérperflussigkeit, wel-
cher eine Kammer mit elastischen, klappbaren Wan-
den umfalt. Die Wande werden zusammengedruickt,
bevor der Behaltereinlass in der zu sammelnden
Flussigkeit platziert wird. Beim Loslassen gelangen
die Wande wieder in ihren ungeklappten Zustand und
ziehen dabei Flissigkeit in und durch den EinlaR. Wie
auch bei der oben diskutierten Vorrichtung von Davis
ist die Kontrolle des Flussigkeitsstroms in den Indika-
tor sehr begrenzt.

[0006] Das U.S.-Patent 4,088,448, erteilt am
09.05.1978 an Lilja et al., beschreibt eine Kuvette,
welche eine optische Analyse einer mit einem Rea-
genz vermischten Probe ermdglicht. Das Reagenz ist
an den Wanden einer H6hlung aufgebracht, welche
anschlieBend mit der flissigen Probe gefiillt wird. Die
Probe vermischt sich mit dem Reagenz, was eine op-
tisch detektierbare Veranderung hervorruft.

[0007] Eine Vielzahl von Patenten, die im Folgen-
den diskutiert werden, beschreiben Vorrichtungen
zum Verdinnen und/oder Analysieren von biologi-
schen Flissigkeitsproben. Diese Vorrichtungen um-
fassen Ventil-dhnliche Entwirfe, um den Flul} der
Probe zu steuern.

[0008] Das U.S.-Patent 4,426,451, erteilt am
17.01.1984 an Columbus, beschreibt eine fluidische
Multizonenvorrichtung, welche ein durch Druck aus-
I6sbares Mittel zur Steuerung des Flusses einer Flis-
sigkeit zwischen den Zonen aufweist. Seine Vorrich-
tung nutzt das Druckgleichgewicht an einem Flissig-
keitsmeniskus an der Grenzschicht zwischen einer
ersten Zone und einer zweiten Zone, welche einen
anderen Querschnitt aufweist. Wenn sich sowohl die
erste als auch die zweite Zone bei Atmospharen-
druck befinden, erzeugt die Oberflachenspannung ei-
nen Rickdruck, welcher den Flissigkeitsmeniskus

2117



DE 600 26 933 T2 2006.11.23

davon abhalt, von der ersten in die zweite Zone vor-
zudringen. Die Konfiguration dieser Grenzflache oder
dieses "Stopknotenpunkis" ist dergestalt, dal® die
Flissigkeit nur in die zweite Zone flief3en kann, wenn
ein von aulRen erzeugter Druck auf die Flussigkeit in
der ersten Zone ausgelbt wird, der ausreicht, um den
Meniskus in die zweite Zone zu driicken.

[0009] Das U.S.-Patent 4,868,129, erteilt am
19.09.1989 an Gibbons et al., beschreibt, dal® der
Ruckdruck an einem Stopknotenpunkt durch einen
hydrostatischen Druck auf die Flussigkeit der ersten
Zone uberwunden werden kann, zum Beispiel indem
eine Saule aus Flussigkeit in der ersten Zone vorliegt.

[0010] Das U.S.-Patent 5,230,866, erteilt am
27.07.1993 an Shartle et al., beschreibt fluidische
Vorrichtungen mit einer Vielzahl an Stopknotenpunk-
ten, in welchen der durch Oberflachenspannung in-
duzierte Riickdruck am Stopknotenpunkt erhdht wird,
zum Beispiel, durch Einfangen und Komprimieren
von Gas in der zweiten Zone. Das komprimierte Gas
kann abgelassen werden, bevor zusatzlicher hydro-
statischer Druck auf die erste Zone ausgelbt wird,
um die Flussigkeit zu veranlassen, in die zweite Zone
zu flieRen. Durch Variation des Ruckdrucks der Viel-
zahl von parallel angeordneten Stopknotenpunkten
kénnen "RiBknotenpunkte" gebildet werden, die ei-
nen geringeren maximalen Rickdruck aufweisen.

[0011] Das U.S.-Patent 5,472,603, erteilt am
05.12.1995 an Schembri (siehe auch U.S.-Patent 5
627 041), beschreibt die Verwendung von Zentrifu-
galkraft, um den Ruckdruck in einem Stopknoten-
punkt zu Gberwinden. Wenn der Flul} stoppt, ist die
erste Zone bei atmospharischem Druck zuziglich ei-
nem zentrifugal erzeugten Druck, welcher geringer
ist als der Druck, der zur Uberwindung des Riick-
drucks bendtigt wird. Die zweite Zone befindet sich
bei Atmospharendruck. Um den Flu® wieder aufzu-
nehmen, wird an der ersten Zone ein zentrifugaler
Druck angelegt, der den Ruckdruck des Meniskus
Uberwindet. Die zweite Zone bleibt bei Atmosphéaren-
druck.

[0012] Die europaische Patentanmeldung EP 0 803
288, von Naka et al., veroffentlicht am 29.10.1997,
beschreibt eine Vorrichtung und ein Verfahren zur
Analyse einer Probe, welche das Ziehen der Probe in
die Vorrichtung durch einen Sog sowie die anschlie-
Rende Reaktion der Probe mit einem Reagenz in ei-
ner analytischen Sektion umfalt. Die Analyse wird
mittels optischer und elektrochemischer Mittel ausge-
fuhrt. In alternativen Ausfihrungsformen gibt es eine
Vielzahl von analytischen Sektionen und/oder Umge-
hungskanalen. Der FluR unter diesen Sektionen wird
ohne die Verwendung von Stopknotenpunkten aus-
geglichen.

[0013] Das U.S.-Patent

5,700,695, erteilt am

23.12.1997 an Yassinzadeh et al., beschreibt eine
Apparatur zum Sammeln und Handhaben einer bio-
logischen Flussigkeit, welche eine "thermale Druck-
kammer" verwendet, um eine treibende Kraft zu lie-
fern, um die Probe durch die Apparatur zu bewegen.

[0014] Das U.S.-Patent 5,736,404, erteilt am
07.04.1998, an Yassinzadeh et al., beschreibt ein
Verfahren zur Bestimmung der Gerinnungszeit einer
Blutprobe, welches umfalt, ein Ende der Probe dazu
zu veranlassen, innerhalb eines Durchgangs zu os-
zillieren. Diese Oszillationsbewegung wird durch al-
ternatives Erhdhen und Senken des Drucks an der
Probe erzeugt.

[0015] EP 0 922 954 A2 beschreibt ein Verfahren,
um die Gegenwart einer Probenflissigkeit auf einem
Teststreifen zu erkennen, indem die ersten und zwei-
ten Ableitungen eines Parameters, wie das Reflexi-
onsvermdgen einer Mischung aus der Flussigkeit
und einem Reagenz, Uberwacht werden.

[0016] Das US-Patent 5,508,521 beschreibt ein
Verfahren gemafy des Oberbegriffs des Anspruchs
fur die Detektion der Anwendung einer Flussigkeit auf
einer optisch reflektierenden Oberflache in Gegen-
wart von Umgebungslicht und vortibergehender Be-
wegung der Kammer. Die Reaktionskammer kann so
sein wie in US 4,849,340 beschrieben.

[0017] US 4,849,340 beschreibt eine Vorrichtung fur
flissige Assays. Die Vorrichtung verwendet Kapillar-
wirkung, um ein vorbestimmtes Volumen einer fliissi-
gen Probe in eine mit dem Reagenz beladenen Re-
aktionskammer zu ziehen, in welcher jegliche Reak-
tion zwischen flissiger Probe und Reagenz Uber-
wacht wird.

[0018] EP-A-0 974 840, welches nach Artikel 54(3)
EPU einen Stand der Technik darstellt, der nur fiir die
Neuheit relevant ist, beschreibt eine Diagnostizier-
vorrichtung fur Flissigkeiten zum Messen einer Ana-
lytkonzentration oder Eigenschaft einer biologischen
Flussigkeit. Die Vorrichtung umfallt eine erste
Schicht und eine zweite Schicht, von der mindestens
eine ein elastisches Gebiet Uber mindestens einem
Teil seiner Flache aufweist, die durch eine Zwischen-
schicht getrennt sind, in welcher Ausschnitte in der
Zwischenschicht, mit der ersten und zweiten Schicht,
bilden:
a) eine Probendffnung zur Einfuhrung einer Probe
einer biologischen Flissigkeit in die Vorrichtung;
b) eine erste Meliflache, in welcher ein physikali-
scher Parameter der Probe gemessen und mit der
Analytkonzentration oder einer Eigenschaft der
Flissigkeit in Bezug gebracht wird.
c¢) einem ersten Kanal mit einem ersten Ende und
einem zweiten Ende, um einen fluidischen Pfad
von der Probendffnung am ersten Ende durch die
erste Mel¥flache bereitzustellen;
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d) eine erste Blase am zweiten Ende des ersten
Kanals, umfassend mindestens einen Teil des
elastischen Gebiets in mindestens der ersten oder
zweiten Schicht und mit einem Volumen, das min-
destens gleich grof ist, wie die vereinigten Volu-
mina der ersten MeRflache und des ersten Ka-
nals; und

e) einen ersten Stopknotenpunkt im ersten Kanal
zwischen der ersten Mel¥flache und der ersten
Blase, welcher ein damit in einer Reihe liegendes
durchgehendes Loch in mindestens der ersten
oder zweiten Schicht umfalt, wobei der Durch-
bruch mit einer dritten Schicht Uberlagert wird.

[0019] EP-A-0 974 840 beschreibt in einer weiteren
Ausfuhrungsform eine Vorrichtung, welche eine erste
Schicht umfal¥t, die ein elastisches Gebiet ber min-
destens einem Teil ihrer Flache aufweist, und eine
zweite Schicht, die durch eine Zwischenschicht ge-
trennt werden, in welcher Vertiefungen in einer ersten
Oberflache der Zwischenschicht, mit der ersten
Schicht, bilden:
a) eine Probendffnung zur Einfiihrung einer Probe
einer biologischen Flissigkeit in die Vorrichtung;
b) eine Mel¥flache, in welchem die Probe eine
Veranderung in einem physikalischen Parameter
erfahrt, welcher gemessen und mit der Analytkon-
zentration oder einer Eigenschaft der Flissigkeit
in Bezug gebracht wird;
¢) einen Kanal mit einem ersten Ende und einem
zweiten Ende, um einen fluidischen Pfad von der
Probendffnung am ersten Ende durch die erste
Melflache bereitzustellen;
d) eine Blase am zweiten Ende des Kanals,

umfassend, mindestens einen Teil eines elastischen
Gebiets in einer ersten Schicht und mit einem Volu-
men, welches mindestens etwa gleich den vereinig-
ten Volumina der MeRflache und des Kanals ist; und
einem Stopknotenpunkt in dem Kanal zwischen der
MeRflache und der Blase, welche zwei Durchgange
umfalt, die im Wesentlichen senkrecht zur ersten
Oberflache der Zwischenschicht sind, wobei jeder
Durchgang ein erstes Ende in flie3fahiger Verbin-
dung mit dem Kanal und ein zweites Ende in flief3fa-
higer Verbindung mit einer Vertiefung in einer zweiten
Oberflache der Zwischenschicht aufweist, wobei die-
se Vertiefung eine flieRfahige Verbindung zwischen
den zweiten Enden der Durchgénge bereitstellt.

Die Erfindung

[0020] Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Initiie-
rung der Messung einer Analytkonzentration oder Ei-
genschaft einer Blutprobe bereit, welche eine "Rou-
leaux"-Ausrichtung  zeigt. "Rouleaux-Formation"
("Geldrollenbildung") betrifft die Stapelung von roten
Blutzellen, welche eine charakteristische optische Si-
gnatur fir eine solche Probe, typischerweise Vollblut,
ermdglicht.

[0021] Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Initiie-
rung einer Messung einer Analytkonzentration oder
einer physikalischen Eigenschaft einer Blutprobe be-
reit, umfassend
(a) zur Verfugung stellen eines MeRgerats, wel-
ches die Analytkonzentration oder die physikali-
sche Eigenschaft einer Blutprobe auf einer fluidi-
schen Diagnostiziervorrichtung (10) mif3t;
(b) Einfuhren des Mel3gerates in die Vorrichtung
(10), umfassend:
(i) eine Probendffnung (12) zum Einfuhren einer
Probe des Blutes in die Vorrichtung (10),
(ii) eine Mel¥flache (18), auf welcher die Analyt-
konzentration oder die physikalische Eigenschaft
gemessen wird;
(iii) einen Kanal (16) mit einem ersten Ende und
einem zweiten Ende, um einen fluidischen Pfad
von der Probe am ersten Ende zur MeR¥flache zur
Verfligung zu stellen;
(c) Zufuhren der Blutprobe zur Probendffnung
(12); wobei das Verfahren weiterhin umfaf3t:
(d) Beleuchten der Probendéffnung (12) und Beob-
achten des Lichts Uber eine vorbestimmte Zeit-
spanne; und
(e) Messen der Analytkonzentration oder der phy-
sikalischen Eigenschaft;

wobei

die Probendffnung (12) transparent ist und das tber
eine vorbestimmte Zeitspanne durch die Probe Uber-
tragene Licht beobachtet wird und die Messung im
Schritt (e) nur vorgenommen wird, wenn wahrend der
vorbestimmten Zeitspanne das Licht zuerst schlagar-
tig abnimmt und dann zunimmt, wobei das Mel3gerat
die Messung nur durchfiihrt, wenn die Blutprobe Voll-
blut ist.

[0022] Das erfindungsgemafle Verfahren hat eine
breite Anwendung bei verschiedenen Vorrichtungen
fur die Messung von Analytkonzentrationen und Ei-
genschaften von Blut, aber es ist besonders gut an-
gepal’t an die Messung der Prothrombin-Zeit
(PT-Zeit) von Vollblut. In diesem Fall, hat die Mel3fla-
che eine Zusammensetzung, welche die Blutgerin-
nungskaskade katalysiert.

Beschreibung bevorzugter Ausfiihrungsbeispiele
[0023] Die Erfindung wird im folgenden anhand von
Ausfuhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf Figu-
ren einer Zeichnung naher erlautert. Hierbei zeigen:
[0024] Fig. 1 eine Draufsicht einer Vorrichtung, die
fur die Verwendung in der vorliegenden Erfindung ge-

eignet ist;

[0025] Fig.2 eine Explosionsdarstellung der Vor-
richtung aus Fig. 1;

[0026] Fig. 3 eine perspektivische Ansicht der Vor-
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richtung aus Fig. 1;

[0027] Fig. 4 eine schematische Darstellung eines
MeRgerats;

[0028] Fig.4A ein Element des Melgerats von
Fig. 4 dar und illustriert das erfindungsgemafie Ver-
fahren;

[0029] Fig.5 einen Graph von Kurven, die eine
Flissigkeit identifizieren, die Vollblut sein kann oder
auch nicht;

[0030] Fig. 6 ein Graph von Daten, welcher zur Be-
stimmung der PT-Zeit, unter Verwendung des Mef-
gerats aus Fig. 4 verwendet wird;

[0031] Fig. 7 eine Draufsicht einer alternativen Aus-
fuhrungsform der Vorrichtung aus Fig. 1;

[0032] Fig.7A, Fig. 7B und Fig. 7C eine Zeitse-
quenz, wahrend der eine Probe in die Vorrichtung
aus Fig. 7 eingelassen wird; und

[0033] Fig. 8 eine schematische Zeichnung einer
Vorrichtung, die mehrere MefRflachen und einen Um-
gehungskanal umfaf3t.

[0034] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Initiie-
rung einer Messung in einer fluidischen Vorrichtung
zur Analyse von Vollblut. Die Vorrichtung ist im We-
sentlichen von einer Art, dal® sie zusammen mit ei-
nem geeigneten MeRgerat einen physikalischen Blut-
parameter oder einen Bestandteil des Bluts mit einer
Analytkonzentration in dem Blut oder mit einer Eigen-
schaft des Bluts in Bezug bringt. Optische Parameter
bilden die Basis fur die Messung. Das Verfahren kann
an eine Vielzahl von Vorrichtungsentwirfen ange-
paflt werden, einschliefllich Vorrichtungen, die ein
kapillares Fullen einschlieRen; wir stellen jedoch De-
tails fiir eine besonders geeignete Vorrichtung bereit,
welche eine Probenaufbringungsflache, eine Blase,
die eine Saugkraft erzeugt, um die Blutprobe in die
Vorrichtung zu ziehen, eine Mef3flache, in welcher die
Probe eine Veranderung in einem optischen Parame-
ter erfahren kann, wie Lichtstreuung, und einen Stop-
knotenpunkt, um den Fluf3 genau nach dem Aufflllen
der Mel¥flache zu stoppen, umfassen. (Die Anpas-
sung des vorliegenden Verfahrens an andere Vor-
richtungen oder fiir andere Messungen schlief3t nur
Routineexperimente ein.)

[0035] Vorzugsweise ist die Vorrichtung tber der
MeRflache im Wesentlichen transparent, so dal® die
Flache durch eine Lichtquelle an einer Seite beleuch-
tet werden und das Ubertragene Licht an der entge-
gengesetzten Seite gemessen werden kann. Die
Messung an der Probe kann an einem Parameter
stattfinden, der sich nicht andert, aber typischerweise
erfahrt die Probe in der MeRflache eine Veranderung

und die Veranderung in Ubertragenem Licht ist ein
MaR fur den untersuchten Analyten oder die unter-
suchte fluide Eigenschaft. Alternativ kann Licht, das
von einer flissigen Probe gestreut wird, oder Licht,
das die Probe passiert und ein zweites Mal durch sie
zuruckreflektiert wird (durch einen Reflektor am ent-
gegengesetzten Ende), von einem Detektor an der
gleichen Seite wie die Lichtquelle detektiert werden.

[0036] Diese Art von Vorrichtung ist fiir eine Vielzahl
von analytischen Tests an Blut geeignet, wie der Be-
stimmung von biochemischen oder hamatologischen
Eigenschaften oder der Messung der Konzentration
von Proteinen, Hormonen, Kohlenhydraten, Lipiden,
Drogen, Toxinen, Gasen, Elektrolyten usw. Die Ver-
fahren fur die Durchflihrung dieser Tests wurden in
der Literatur beschrieben. Unter den Tests, und wo
sie beschrieben werden, sind die folgenden:

(1) Chromogener Faktor Xlla Assay (und auch ande-
re Gerinnungsfaktoren): Rand, M. D. et al., Blood, 88,
3432 (1996).

(2) Faktor X Assay: Bick, R. L. Disorders of Thrombo-
sis and Hemostasis: Clinical and Laboratory Practice.
Chicago, ASCP Press, 1992.

(3) DRVVT (Dilute Russells Viper Venom Test): Ex-
ner, T. et al., Blood Coag. Fibrinol., 1, 259 (1990).
(4) Nephelometrischer und turbidimetrischer Immu-
nassays fur Proteine: Whicher, J. T., CRC Crit. Rev.
Clin Lab Sci. 18: 213 (1983).

(5) TPA-Assay: Mann, K. G., et al., Blood, 76, 755,
(1990); und Hartshorn, J. N. et al., Blood, 78, 833
(1991).

(6) APTT (Activated Partial Thromboplastin Time As-
say): Proctor, R. R. und Rapaport, S. I. Amer. J. Clin.
Path, 36, 212 (1961); Brandt, J. T. und Triplett, D. A.
Amer. J. Clin. Path., 76, 530 (1981); und Kelsey, P. R.
Thromb. Haemost. 52, 172 (1984).

(7) HbA1c Assay (Glykosyliertes Hamoglobin Assay):
Nicol, D. J. et al., Clin. Chem. 29, 1694 (1983).

(8) Gesamthamoglobin: Schneck et al., Clinical
Chem., 32/33, 526 (1986); und Patent U.S.
4,088,448.

(9) Faktor Xa: Vinazzer, H., Proc. Symp. Dtsch. Ges.
Klin. Chem., 203 (1977), ed. By Witt, I.

(10) Kolorimetrisches Assay flr Stickoxid: Schmidt,
H. H., et al., Biochemica, 2, 22 (1995).

[0037] Das Verfahren ist besonders gut geeignet fiir
die Verwendung in einer Vorrichtung zur Messung
der Blutgerinnungszeit — "Prothrombin-Zeit" oder
"PT-Zeit"- und Details beziiglich einer derartigen Vor-
richtung folgen unten. Die notwendigen Modifikatio-
nen zur Anpassung des Verfahrens und der Vorrich-
tung fir Anwendungen wie die oben aufgefiihrten er-
fordern nur routinemafige Experimente.

[0038] Fig. 1 zeigt eine Draufsicht einer Vorrichtung
10, die fur die Verwendung in der vorliegenden Erfin-
dung geeignet ist. FEig. 2 ist eine Explosionsdarstel-
lung und Eig. 3 eine perspektivische Ansicht der Vor-
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richtung. Die Probe wird in die Probendéffnung 12 ein-
gefuhrt, nachdem die Blase 14 komprimiert wurde.
Offensichtlich muf3 das Gebiet der Schicht 26
und/oder der Schicht 28, welche dem Ausschnitt fur
die Blase 14 benachbart ist, elastisch sein, um der
Blase 14 zu ermdglichen, komprimierbar zu sein. Po-
lyester mit einer Dicke von etwa 0,1 nm haben eine
geeignete Elastizitat und Sprungkraft. Vorzugsweise
hat die obere Schicht 26 eine Dicke von etwa 0,125
mm, und die untere Schicht 28 von etwa 0,100 mm.
Wenn die Blase freigegeben wird, zieht ein Sog die
Probe durch den Kanal 16 zu der MeRflache 18, wel-
che vorzugsweise ein Reagenz 20 enthalt. Um si-
cherzustellen, dald die MeRflache 18 mit Probe gefullt
werden kann, ist das Volumen der Blase 14 vorzugs-
weise mindestens gleich den vereinigten Volumina
des Kanals 16 und der MeRflache 18. Soll die Mel3-
flache 18 von unten beleuchtet werden, mul} die
Schicht 28, wo sie an die Melflache 18 angrenzt,
transparent sein. Fur einen PT-Test enthalt Reagenz
20 Thromboplastin, welches frei von gerinnungsfor-
dernden Reagenzien ist, die normalerweise in lyo-
phylilisierten Reagenzien gefunden werden.

[0039] Wie in den Eig. 1, Fig. 2 und Eig. 3 gezeigt,
grenzt der Stopknotenpunkt 22 an die Blase 14 und
an die Mel¥flache 18 an; es kann sich jedoch auf ei-
ner oder auf beiden Seiten des Stopknotenpunktes
22 eine Fortsetzung des Kanals 16 befinden, welche
den Stopknotenpunkt von der Mefflache 18 und/oder
der Blase 14 trennt. Wenn die Probe den Stopknoten-
punkt 22 erreicht, stoppt der Probenflu3. Fiir PT-Mes-
sungen ist es wichtig, den Probenflul3 beim Erreichen
dieses Punktes zu stoppen, um eine reproduzierbare
Rouleaux-Bildung zu ermdglichen, was einen wichti-
gen Schritt bei der Beobachtung der Blutgerinnung
unter Verwendung des hier beschriebenen Verfah-
rens darstellt. Es ist zu beachten, dafl die Rou-
leaux-Bildung reversibel ist und die friher in der Pro-
bendéffnung gebildeten Rouleaux beseitigt werden,
wenn das Blut durch Kanal 16 stromt. Das Prinzip der
Arbeitsweise des Stopknotenpunkts wird im U.S. Pa-
tent 5 230 866 beschrieben, welches hiermit durch
Nennung eingeschlossen ist.

[0040] Wie in Fig. 2 gezeigt, werden alle oben ge-
nannten Elemente durch Ausschnitte in der Zwi-
schenschicht 24 geformt, welche zwischen der obe-
ren Schicht 26 und der unteren Schicht 28 angeord-
net ist. Vorzugsweise ist Schicht 24 ein doppelseiti-
ges Klebeband. Der Stopknotenpunkt 22 wird durch
einen zusatzlichen Ausschnitt in Schicht 26 und/oder
28 gebildet, ist in einer Linie mit dem Ausschnitt von
Schicht 24 angeordnet und mit einer Dichtungs-
schicht 30 und/oder 32 abgedichtet. Vorzugsweise
umfaldt der Stopknotenpunkt, wie gezeigt, Ausschnit-
te in beiden Schichten 26 und 28 mit Dichtungs-
schichten 30 und 32. Jeder Ausschnitt fiir den Stop-
knotenpunkt 22 ist mindestens so breit wie Kanal 16.
Ebenfalls in Eig. 2 gezeigt, ist ein optionaler Filter

12A, der die Probendffnung 12 bedeckt. Der Filter
kann rote Blutkérperchen aus der Vollblutprobe ab-
trennen und/oder kann ein Reagenz enthalten, wel-
ches mit dem Blut wechselwirkt, um zusatzliche Infor-
mationen zu liefern. Aus Griinden, die im Folgenden
deutlich werden, missen rote Blutkérperchen von
"unten" sichtbar sein, so daf die Membran transpa-
rent sein muss, wenn sie rote Blutkdrperchen ausfil-
tert. Ein optionaler Reflektor 18A kann sich auf einer
Oberflache der Schicht 26 befinden oder an sie an-
grenzen, und Uber der Mel¥flache 18 positioniert sein.
Ist der Reflektor anwesend, wird die Vorrichtung eine
transflektierende Vorrichtung.

[0041] Das Verfahren unter Verwendung der Strei-
fen aus den Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 3 kann in Bezug
auf eine schematische Zeichnung der Elemente ei-
nes in Fig. 4 gezeigten Meligerats verstanden wer-
den. Der erste vom Verwender ausgefiihrte Schritt ist
das Einschalten des Melgerats, wodurch der Strei-
fendetektor 40, der Probendetektor 42, das Mel3sys-
tem 44 und das optionale Heizgerat 46 mit Energie
versorgt werden. Der zweite Schritt ist die Einfihrung
des Streifens. Vorzugsweise ist der Streifen Uber
mindestens einem Teil seiner Flache nicht transpa-
rent, so dal ein eingefiihrter Streifen die Beleuchtung
des Detektors 40b durch die LED 40a blockiert.
(Mehr bevorzugt wird die Zwischenschicht aus einem
undurchlassigen Material geformt, so dal Hinter-
grundlicht nicht in das Mel3system 44 eindringt.) Der
Detektor 40b erfaldt dadurch, dal ein Streifen einge-
fuhrt wurde und aktiviert die Blase 48, um die Blase
14 zu komprimieren. Ein MeRgeratedisplay 50 veran-
laf3t den Anwender dann, die Probe in die Probendff-
nung 12 einzufthren; und dies ist der dritte und letzte
Schritt, den der Anwender in der MelRsequenz aus-
fihren mul3.

[0042] Es ist fir ein korrektes Arbeiten der Vorrich-
tung wichtig, dal® eine "geeignete" Probe (d.h., Voll-
blut) aufgebracht wurde. So darf das MeRgerat keine
Messung melden, wenn etwas anderes als Vollblut
eine Veranderung beim vom Detektor 42b detektier-
ten Licht verursacht. Solch eine Veranderung kénnte
daher kommen, dal} der Streifen entfernt wurde, et-
was (z.B. ein Finger) in die Nahe der Probendffnung
gebracht wurde, oder sogar, wenn Blutserum in die
Probendffnung eingefiihrt wird. Jedes dieser Ereig-
nisse konnte ein fehlerhaftes Ergebnis verursachen.
Um diese Art von Fehler zu vermeiden, kann die Pro-
bendffnung 12 mit 42a erleuchtet werden und diffus
reflektiertes (d.h. "gestreutes") Licht wird mit dem De-
tektor 42b, der senkrecht zur Ebene des Streifens 10
angebracht ist, gemessen. Wenn eine Vollblutprobe
in die Probendéffnung 12 eingefihrt wurde, nimmt das
von 42b detektierte Signal, aufgrund von Streuung in
der Blutprobe, schlagartig zu und nimmt dann ab, da
die roten Zellen sich wie Geldstiicke zu stapeln be-
ginnen (Rouleaux-Bildung). Diese Alternative wird
nur als erklarender Hintergrund gegeben und ist kein
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Bestandteil der Erfindung.

[0043] Fig. 5 stellt diese schlagartige Zunahme an
gestreuter Lichtintensitat (I) gefolgt von einer Abnah-
me als Funktion der Zeit (t) dar, was eine Blutprobe
kennzeichnet — Kurve A. Ebenfalls gezeigt — Kurve B
— ist eine unterschiedliche Kurve, die eine Probe
kennzeichnet, die nicht Vollblut ist.

[0044] In der Erfindung, gezeigt in Fig. 4A, wird an-
stelle von gestreutem Licht, Ubertragenes Licht ge-
messen. Das Phanomen der Rouleaux-Bildung ver-
ursacht beim detektierten Signal eine schlagartige
Abnahme und dann eine Zunahme (d.h. das Gegen-
stlick zu Kurve A.)

[0045] Das Detektorsystem 42 ist programmiert, zu-
nachst die Art von Signal zu bendtigen, die in Fig. 5
fur Vollblut gezeigt ist (Kurve A oder ihr Gegenstlick,
je nach Fall), und dann den Aktuator 48 zu veranlas-
sen, die Blase 14 freizugeben, um die Probe in den
Kanal 16 einzulassen. Dies erfordert, selbstverstand-
lich, eine Verzdégerung (vorzugsweise von mindes-
tens funf Sekunden) im Vergleich zu einem einfachen
Zulassen der Probe, ohne zunachst zu bestimmen,
ob es sich um Vollblut handelt. Die Verzdgerung bei
der Freigabe der Blase 14 beeintrachtigt jedoch die
unten beschriebenen Anzeigen nicht wesentlich. Die
Freigabe der Blase 14 verursacht in Kanal 16 einen
Sog, welcher die Probe durch die MefRflache 18 zum
Stopknotenpunkt 22 zieht. Licht von LED 44a pas-
siert die MefRflache 18, und Detektor 44b beobachtet
das Licht, das durch die Probe bei der Gerinnung
Ubertragen wird. Gibt es mehrere Mefflachen, um-
fallt das MeRsystem 44 ein LED/Detektor-Paar (wie
44a und 44b) fir jede MelRflache. Die Analyse des
Ubertragenen Lichts als Funktion der Zeit (wie unten
beschreiben) ermdglicht eine Berechnung der
PT-Zeit, welche auf dem MeRgeratdisplay 50 ange-
zeigt wird. Vorzugsweise wird die Probentemperatur
durch ein Heizgerat 46 auf etwa 37°C gehalten.

[0046] Fig. 6 stellt eine typische "Gerinnungssigna-
tur"-Kurve da, in welcher der Strom von Detektor 44b
als Funktion der Zeit aufgetragen wird. Blut wird zu-
erstin der MeRflache von 44b zur Zeit 1 detektiert. Im
Zeitintervall A, zwischen den Punkten 1 und 2, flillt
das Blut die Mefflache. Die Verminderung beim
Strom wahrend dieses Zeitintervalls beruht auf von
roten Blutkdrperchen gestreutem Licht und ist so ein
ungefahres Mall des Hamatokritwerts. Am Punkt 2
hat die Probe die MeRflache gefillt und ruht, da ihre
Bewegung vom Stopknotenpunkt gestoppt wurde.
Die Rouleaux-Bildung ermdglicht dann eine erhdéhte
Lichtibertragung durch die Probe (und weniger
Streuung) im Zeitintervall zwischen den Punkten 2
und 3. Am Punkt 3 beendet die Blutgerinnung die
Rouleaux-Bildung und die Ubertragung durch die
Probe erreicht ein Maximum. Die PT-Zeit kann aus
dem Interval B zwischen den Punkten 1 und 3 oder

zwischen 2 und 3 berechnet werden. Danach geht
Blut von einem flussigen Zustand in ein halbfestes
Gel uber, mit einer korrespondierenden Verminde-
rung der Lichtibertragung. Die Verminderung im
Strom C zwischen dem Maximum 3 und dem End-
punkt 4 korreliert mit dem Fibrinogen in der Probe.

[0047] Die in Fig. 2 dargestellte und oben beschrie-
bene Vorrichtung wird vorzugsweise gebildet, indem
thermoplastische Folien 26 und 28 an eine thermo-
plastische Zwischenschicht 24 laminiert werden, wel-
che auf beiden Oberflachen einen Klebstoff aufweist.
Die Ausschnitte, welche die in Fig. 1 gezeigten Ele-
mente bilden, kdnnen, zum Beispiel, durch Laser-
stahlschneiden oder Ausstanzen aus den Schichten
24, 26 und 28 geformt werden. Alternativ kann die
Vorrichtung aus geformtem Kunststoff gebildet wer-
den. Vorzugsweise ist die Oberflache von Folie 28
hydrophil. (Film 9962, erhaltlich von 3M, St. Paul,
MN.) Die Oberflachen missen jedoch nicht hydrophil
sein, da die Probenflussigkeit die Vorrichtung ohne
Kapillarkrafte fullt. So kénnen die Folien 26 und 28
unbehandelte Polyester oder andere thermoplasti-
sche Folien sein, die auf diesem Fachgebiet wohlbe-
kannt sind. Gleichfalls kann die Vorrichtung, da
Schwerkraft beim Fllen nicht beteiligt ist, in jeder
Orientierung verwendet werden. Anders als Vorrich-
tungen mit Kapillarfillung, welche Bellftungslécher
haben, durch die Probe austreten kdnnte, wird die
Vorrichtung durch die Probendéffnung beluftet, bevor
die Probe aufgebracht wird, was bedeutet, dal® der
Teil des Streifens, der zuerst in das MeRgeréat einge-
fiihrt wird, ohne eine Offnung ist, was das Risiko einer
Kontamination vermindert.

[0048] Fig. 7 zeigt eine Draufsicht einer anderen
Ausfihrungsform der Vorrichtung, die fiir eine Ver-
wendung mit dem Verfahren der vorliegenden Erfin-
dung geeignet ist, in welcher die Vorrichtung einen
Umgehungskanal 52 umfalt, der Kanal 16 mit der
Blase 14 verbindet. Die Funktions- und Arbeitsweise
des Umgehungskanals kann mit Bezug auf die
Fig. 7A, Fig. 7B und Fig. 7C verstanden werden,
welche eine Zeitsequenz darstellen, wahrend der
eine Probe zur Messung in die Vorrichtung 10 gezo-
gen wird.

[0049] Fig. 7A stellt die Situation dar, nachdem der
Anwender eine Probe auf den Streifen aufgebracht
hat, wahrend die Blase 14 komprimiert war. Dies
kann durch Aufbringen von einem oder mehreren
Tropfen Blut erreicht werden. Die Probe verbleibt
dort, wahrend das Melgerat bestimmt, ob die Probe
Vollblut enthalt. Ist das der Fall, wird die Blase ent-
spannt.

[0050] Fig. 7B stellt die Situation dar, nachdem die
Blase entspannt wurde. Der resultierende verminder-
te Druck im Einlaf3kanal 16 zieht die Probe anfangs
in die MeRflache 18. Wenn die Probe den Stopkno-
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tenpunkt 22 erreicht, trifft die Probe auf einen Rick-
druck, welcher veranlafdt, da® die Probe stoppt und
eine zusatzliche Probe in den Umgehungskanal ge-
zogen wird.

[0051] Fig. 7C stellt die Situation dar, wenn abgele-
sen wird. Die Probe ist in der Mel¥flache 18 zur Ruhe
gekommen. Die Probe fillt auch etwas oder (wie ge-
zeigt) den gesamten Kanal 16.

[0052] Fig. 8 stellt eine bevorzugte Ausflihrungs-
form einer Vorrichtung dar, die fir die Verwendung
mit dem Verfahren geeignet ist. Es handelt sich um
eine Multikanalvorrichtung, die einen Umgehungska-
nal 152 einschlieRt. Der Umgehungskanal 152 dient
in dieser Vorrichtung einem Zweck, der analog zu
dem ist, dem der Umgehungskanal 52 in der Vorrich-
tung aus Fig. 7 dient, die weiter oben beschrieben
wurde. MeRflache 118 enthalt Thromboplastin. Vor-
zugsweise enthalten die Mef¥flachen 218 und 318
Kontrollen, mehr bevorzugt die unten beschriebenen
Kontrollen. Flache 218 enthalt Thromboplastin, bovi-
nes Eluat (,bovine eluate") und rekombinanten Fak-
tor Vlla. Die Zusammensetzung ist ausgewahlt, um
die Gerinnungszeit einer Blutprobe zu normalisieren,
indem der Wirkung eines gerinnungshemmenden
Mittels wie Warfarin entgegengewirkt wird. MefRfla-
che 318 enthalt Thromboplastin und bovines Eluat al-
lein, um die Wirkung eines gerinnungshemmenden
Mittels teilweise zu Uberwinden. So werden auf ei-
nem Streifen drei Messungen durchgefihrt. Die
PT-Zeit der Probe, die Messung, die vom grof3ten In-
teresse ist, wird in der Flache 118 gemessen. Die
Messung wird jedoch nur bestatigt, wenn Messungen
in den Flachen 218 und 318 Ergebnisse innerhalb ei-
nes vorbestimmten Bereichs ergeben. Befindet sich
eine oder beide Kontrollmessungen auflerhalb die-
ses Bereichs, wird ein Wiederholungstest angezeigt.
Der ausgedehnte Stopknotenpunkt 122 stoppt den
Fluss in allen drei MeRflachen.

[0053] Die folgenden Beispiele zeigen Vorrichtun-
gen, die fur die Verwendung beim erfindungsgema-
Ren Verfahren geeignet sind, sollen aber in keinerlei
Weise einschranken.

Beispiel 1

[0054] Ein fir die Verwendung beim erfindungsge-
malen Verfahren geeigneter Streifen wird herge-
stellt, indem zunachst ein doppelseitiges Klebeband
(RX 675SLT, erhaltlich von Scapa Tapes, Windsor,
CT) zwischen zwei Tragermaterialien in einem Lami-
nier- und Rotationsstanz-Konvertierungssystem an-
geordnet wird. Das in Fig. 7 gezeigte Muster, mit
Ausnahme des Stopknotenpunkts, wird durch das
obere Tragermaterial und das Klebeband, aber nicht
durch das untere Tragermaterial geschnitten, wel-
ches dann als Abfall zusammen mit den Ausschnitten
vom Band entfernt wird. Ein Polyesterfilm, der behan-

delt wurde, um hydrophil zu sein, (3M9962, erhaltlich
von 3M, St. Paul, MN) wird auf die exponierte untere
Seite des Klebebands laminiert. Dann wird Reagenz
(Thromboplastin, erhaltlich von Ortho Clinical Diag-
nostics, Raritan, NJ) auf die Reagenzflache (18) des
Polyesterfilms mittels Dampfblasenstrahlens, unter
Verwendung von Druckkdpfen 51612A, von Hewlett
Packard, Corvallis, OR, aufgedruckt. Eine Probenoff-
nung wird dann in unbehandelten Polyesterfilm
(AR1235, erhaltlich von Adhesives Research, Glen
Rock, PA) geschnitten und dann, zur Deckung ge-
bracht, oben auf das doppelseitige Klebeband lami-
niert (nach Entfernen des Tragermaterials). Eine
Stanze schneidet dann den Stopknotenpunkt durch
die drei Schichten des "Sandwichs". Schlie8lich wer-
den Streifen aus einseitigem Klebeband (MSX4841,
erhaltlich von 3M, St. Paul, MN) auf der Aulienseite
der Polyesterschichten angebracht, um die Stopkno-
tenpunkte abzudichten.

Beispiel 2

[0055] Ein gleichartiges Verfahren, wie das in Bei-
spiel 1 beschriebene, wird durchgefihrt, um einen
Streifen von der in Eig. 8 gezeigten Art herzustellen.
Die Reagenzien, die auf die Flachen 118P, 218P und
318P dampfblasengestrahlt werden, sind jeweils
Thromboplastin; Thromboplastin, bovines Eluat und
rekombinanter Faktor Vlla; und Thromboplastin und
bovines Eluat allein. Das bovine Eluat (bovines Plas-
ma-Bariumcitrat-Eluat) ist erhaltlich von Haemotolo-
gic Technologies, Burlington, VT, und der rekombi-
nante Faktor Vlla von American Diagnostica, Green-
wich, Ct.

[0056] Messungen, die an Vollblutproben unter Ver-
wendung des Streifens aus diesem Beispiel gemacht
wurden, ergaben eine Kurve von der in Eig. 6 gezeig-
ten Art fur jede der MeRflachen. Die Daten aus den
Kurven fir die Kontrollen (MeRflachen 218P und
318P) werden zur Qualifizierung der Daten aus der
Kurve fir die Melflache 118P verwendet. Als Ergeb-
nis kann die PT-Zeit verlaRlicher bestimmt werden,
als dies mit einem Streifen gemacht werden kann,
der nur eine einzige MelRflache hat.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Initiieren einer Messung einer
Analytkonzentration oder einer physikalischen Eigen-
schaft einer Blutprobe, wobei das Verfahren die fol-
genden Schritte umfal3t:

(a) Zur Verfligung stellen eines MeRgerates, welches
die Analytkonzentration oder die physikalische Ei-
genschaft einer Blutprobe auf einer fluidischen Diag-
nostiziervorrichtung (10) mift,

(b) Einfihren des Melgerates in die Vorrichtung (10),
wobei die Vorrichtung (10) die folgenden Merkmale
umfafdt:

(i) eine Probendffnung (12) zum Einflhren einer Pro-
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be des Blutes in die Vorrichtung (10),

(ii) eine MeRflache (18), auf welcher die Analytkon-
zentration oder die physikalische Eigenschaft ge-
messen wird;

(iii) einen Kanal (16) mit einem ersten Ende und ei-
nem zweiten Ende, um einen fluidischen Pfad von
der Probe am ersten Ende zur MeRflache zur Verfu-
gung zu stellen;

(c) Zufiihren der Blutprobe zur Probendéffnung (12);
wobei das Verfahren durch die folgenden Schritte ge-
kennzeichnet ist:

(d) Beleuchten der Probendéffnung (12) und Beobach-
ten des Lichts Uber eine vorbestimmte Zeitspanne;
und

(e) Messen der Analytkonzentration oder der physi-
kalischen Eigenschaft;

wobei die Probendffnung (12) transparent ist und das
Uber eine vorbestimmte Zeitspanne durch die Probe
Ubertragene Licht beobachtet wird und die Messung
im Schritt (e) nur vorgenommen wird, wenn wahrend
der vorbestimmten Zeitspanne das Licht zuerst
schlagartig abnimmt und dann zunimmt, wobei das
MeRgerat die Messung nur durchfihrt, wenn die Blut-
probe Vollblut ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dal3 die vorbestimmte Zeit wenigstens 5
Sekunden ist.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 3
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