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(57) Die Erfindung betrifft ein Blutentnahmeréhrchen
umfassend einen rohrenférmigen Behélter mit einer
Offnung an einem Ende und einem Boden am
anderen Ende, der dem einen Ende gegeniber
liegt, und eine Suspension mit zumindest einem
Blutgerinnungsaktivator, bei dem es sich um eine
Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung
zwischen Arginin und irgendeinem Aminosé&urerest
und/oder die Bindung zwischen Lysin und
irgendeinem Aminoséurerest in Peptidketten zu
hydrolysieren, wobei die  Suspension im
Wesentlichen auf einer gesamten Innenoberflache

des réhrenférmigen Behalters durch
Spruhbeschichten aufgebracht und abgelagert ist,
ein Verfahren zur Herstellung des

Blutentnahmerdhrchen, eine Suspension mit
zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem
es sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage
ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem
Aminoséaurerest und/oder die Bindung zwischen
Lysin und irgendeinem Aminosadurerest in
Peptidketten zu hydrolysieren, die Verwendung der
Suspension, sowie ein Verfahren zur Herstellung
der Suspension.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Blutentnahmerdhrchen umfassend einen réhrenférmigen Behal-
ter mit einer Offnung an einem Ende und einem Boden am anderen Ende, der dem einen Ende
gegenuber liegt, und eine Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem es
sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendei-
nem Aminosaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosdurerest in
Peptidketten zu hydrolysieren, einem Verfahren zur Herstellung des Blutentnahmerdhrchens so-
wie eine Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem es sich um eine Hyd-
rolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Amino-saure-
rest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosaurerest in Peptidketten zu
hydrolysieren und einem Verfahren zur Herstellung der Suspension.

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Blutentnahmeréhrchen fiir Anwendungen wie Kili-
nische Untersuchungen, einschlieBlich biochemischer und immunologischer Serumanalysen.

[0003] Bluttests sind haufig durchgefiihrte Tests zur Vorbeugung oder Diagnose von Krankhei-
ten. In den meisten Fallen werden Bluttests aus Blutserum durchgefiihrt. Serumréhrchen werden
bei Bestimmungen fir die klinische Chemie und Immunologie, Hormone, TDM und mikrobiologi-
sche Serologie verwendet.

[0004] Um Serum aus Blut fiir die Serumanalyse zu sammeln, sind Blutentnahmeréhrchen wie
etwa Vakuum-Blutenthnahmerdhrchen und Blutentnahmeréhrchen weit verbreitet.

[0005] Serum wird wie folgt gesammelt: Sammeln von Blut in einem Blutentnahmeréhrchen, ge-
folgt von Koagulation der gesammelten Blutprobe; und Zentrifugieren der Blutprobe, um Serum
und Gerinnsel gemaf dem spezifischen Gewicht zu trennen.

[0006] Herkdmmliche Blutentnahmerdhrchen zum Sammeln von Blut bestehen aus Glas oder
einem Kunstharz wie Polystyrol, Polymethylmethacrylat, Polyethylen oder Polyethylenterephtha-
lat.

[0007] Blutentnahmeréhrchen aus Glas lassen Blut in vergleichsweise kurzer Zeit gerinnen, be-
nétigen aber dennoch etwa 40 bis 60 Minuten zur Blutgerinnung. Im Gegensatz dazu bendtigen
aus Kunstharz hergestellte Rohrchen fir Bluttests vier Stunden oder mehr fir die Blutgerinnung.
Um die fUr die Blutgerinnung erforderliche Zeit weiter zu reduzieren, wurden blutgerinnungsfor-
dernde Mittel zur Férderung der Blutgerinnung verwendet.

[0008] Die Blutgerinnung wird bekanntermaBen mit der Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors XII
eingeleitet und durch die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin durch eine Vielzahl von Reaktio-
nen vervollstandigt und hat eine Vielzahl komplexer Wege.

[0009] Es ist bekannt Thrombin oder ein Schlangengiftenzym zum Férdern der Umwandlungsre-
aktion von Fibrinogen zu Fibrin im Endstadium der Blutgerinnung als blutgerinnungsférderndes
Mittel zur Férderung der Blutgerinnung zu verwenden. Die Verwendung eines solchen enzymati-
schen Mittels als Mittel zur Férderung der Blutgerinnung ermdglicht es dem Blut, innerhalb von
Minuten zu gerinnen.

[0010] Die JP2002323488A beschreibt die Bereitstellung eines Blutgerinnungsbeschleunigers,
der eine Uberlegene Stabilitat aufweist und in der Lage ist, Blut und sogar heparinhaltiges Blut in
kurzer Zeit zu koagulieren, und eines Réhrchens fiir Bluttests, der nicht nur fiir normale Bluttests,
sondern auch verwendet werden kann zur Trennung und Gewinnung eines Blutserums bei Blut-
untersuchungen von Dialysepatienten und Thrombosepatienten, denen Heparin verabreicht wird,
zufriedenstellend. Der Blutgerinnungsbeschleuniger enthalt eine Hydrolase, die in der Lage ist,
die Bindung zwischen Arg und einem beliebigen Aminosaurerest und/oder die Bindung zwischen
Lys und einem beliebigen Aminosaurerest in einer Peptidkette zu hydrolysieren. AuBerdem ent-
halt ein Blutgerinnungsbeschleuniger eine organische Verbindung mit Aminsalz und/oder quater-
narem Stickstoff.

1/23



AT 18 359 U1 2024-11-15

7

T

[0011] Die EP2320208A1 stellt einen Blutentnahmerdhrchen bereit, das in der Lage ist, Blut in
kurzer Zeit koagulieren zu lassen und Blut daran zu hindern, mit darin enthaltenen Blasen zu
koagulieren und somit die Bildung von blasenhaltigen Gerinnseln zu verhindern. Der Blutentnah-
mebehalter, umfasst ein Blutgerinnungs-Férdermittel; Polyoxyalkylen als Antischaummittel, in ei-
ner Menge von 2,0 x 102 bis 0,2 mg pro mL zu sammelndem Blut, wobei das Blutgerinnungs-
Fordermittel und das Antischaummittel so im Blutentnahmebehalter angebracht sind, dass ein
bodenseitiges Ende des Blutgerinnungs-Fordermittels (A) sich ndher dem Offnungsende befindet
als ein bodenseitiges Ende des Antischaummittels.

[0012] Die US6686204B2 beschreibt ein Blutentnahmerdhrchen mit einer inneren Oberflache mit
einer Beschichtung, wobei die Beschichtung eine erste Uberzugsschicht, die einen intrinsischen
Gerinnungsaktivator umfasst, der auf die Innenflache oder auf eine Gber der Innenflache ange-
ordnete Grundbeschichtung aufgebracht ist; und eine zweite Uberzugsschicht, die einen extrinsi-
schen Gerinnungsaktivator umfasst, der auf die erste Uberzugsschicht aufgebracht ist.

[0013] Bei auf den Markt befindlichen Schnellgerinnungsréhrchen, wie z.B. Vacuette ® Serum
Fast Rohrchen, betragt die Gerinnungszeit probandenabhéngig weniger als finf Minuten.

[0014] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des Standes der Technik zu
tberwinden und eine Vorrichtung und eine Zusammensetzung sowie Verfahren zu deren Herstel-
lung zur Verfligung zu stellen, wo trotz rascher Gerinnung des Bluts gleichzeitig die Serumqualitat
verbessert wird und das Serum fir weiterfolgende Analysen geeignet ist.

[0015] Die Aufgabe der Erfindung wird jeweils eigenstandig durch ein Blutentnahmeréhrchen und
einem Verfahren zur Herstellung der Blutentnahmerdhrchens sowie einer Suspension und einem
Verfahren zur Herstellung der Suspension gemai den Anspriichen gelodst.

[0016] Das erfindungsgemafBe Blutentnahmerdhrchen umfasst einen réhrenférmigen Behalter
mit einer Offnung an einem Ende und einem Boden am anderen Ende, der dem einen Ende
gegenuber liegt, und eine Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem es
sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendei-
nem Aminosaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosaurerest in
Peptidketten zu hydrolysieren, wobei die Suspension im Wesentlichen auf einer gesamten Innen-
oberflache des réhrenférmigen Behalters durch Sprihbeschichten aufgebracht und abgelagert
ist.

[0017] Zeit ist ein wichtiger Faktor, wenn es um exakte und rasche Testergebnisse fiir die Ver-
sorgung von Patienten geht. Durch einen raschen Ablauf der Blutgerinnung nach der Blutent-
nahme kénnen entscheidende Minuten gewonnenen werden.

[0018] Das erfindungsgemaBe Blutentnahmerdhrchen verbindet die Schnelligkeit eines Plas-
mardhrchens mit den Vorteilen von Serum. Es lasst die Gerinnung in der Vollblutprobe in nur finf
Minuten vollstandig ablaufen und verkiirzt somit den praanalytischen Prozess um ein Vielfaches.
Eine gezielte Behandlung kann dadurch schneller eingeleitet werden.

[0019] Bei der vorliegenden Erfindung wird die Suspension mit der Hydrolase vorzugsweise
durch Spriihbeschichtung auf die Innenoberflache des Blutentnahmerdhrchens aufgetragen und
liegt somit als Additiv auf der Innenwand des Blutentnahmerdhrchens vor. Durch das Spriihbe-
schichten ist ein gleichmaBiges Aufbringen der Suspension auf die annahernd gesamte Oberfla-
che der Innenwand des Blutentnahmerdhrchens mdglich. Wo der Blutgerinnungsaktivator durch
Sprihbeschichtung aufgebracht wird, koaguliert gesammeltes Blut unmittelbar nach Kontakt mit
dem Blutgerinnungsaktivator. Die Anordnung auf im Wesentlichen der gesamten Innenflache des
Blutentnahmerdhrchens begiinstigt die Gewinnung von hochwertigem Serum, wodurch schnel-
lere Durchlaufzeiten im Labor erzielt werden kénnen, weil die Qualitat der gewonnenen Serum-
probe optimiert ist indem beispielsweise weniger zelluldre Bestandteile des Bluts im Serum ent-
halten sind und gewonnenes Serum annahernd zellfrei und ohne Hamoglobin ist.

[0020] Es werden somit stabilere und besser analysierbare Proben gewonnen und stehen fir die
weitere Analyse zur Verfligung.
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[0021] Somit kann das erfindungsgeméBe Blutentnahmerdhrchen als Schnellgerinnungsréhr-
chen in Notfallambulanzen sowie in Privatlavoren angewendet werden und minimiert die Turn-
around-time.

[0022] Bei einer Zentrifugationszeit von finf Minuten betragt die Zeit von der Blutentnahme bis
zur Analyse 10 Minuten anstelle von 40 Minuten wie bei herkdmmlichen aus dem Stand der Tech-
nik bekannten Serumréhrchen. Die Turn-Around-Time (TAT, Durchlaufzeit) kann effektiv um 30
Minuten pro Probe reduziert werden.

[0023] Auch die Bildung von Blutschwammen (Erythrozyten-Clots) durch zu schnelle Gerinnung
wird durch das erfindungsgeméaBe Blutentnahmeréhrchen minimiert. Dementsprechend ist es
mdoglich, eine Kontamination von roten Blutkdrperchen im Serum wahrend der Zentrifugation zu
verhindern.

[0024] Von Vorteil erweist sich, dass die Menge des Blutgerinnungsaktivators 6,0 Units bis 14
Units pro mL zu sammelndem Blut, insbesondere 7,3 Units bis 13,7 Units pro mL zu sammelndem
Blut, im Blutentnahmeréhrchen betragt.

[0025] Durch die im Blutentnahmerdhrchen enthaltene Menge des Blutgerinnungsaktivators
kommt es zu einer rascheren Gerinnung der Vollblutprobe und zu einer Verbesserung der Pro-
benqualitat bei gleichzeitig verbesserten wirtschaftlichen Aspekten.

[0026] Die Gerinnung des abgenommenen Bluts erfolgt innerhalb von fiinf Minuten vollstandig.
Durch die schnelle Gerinnung erméglichen erfindungsgemafe Blutentnahmeréhrchen potenziell
Zeitgewinne in Form von reduzierten Durchlaufzeiten und umgehen die Verwendung von Plas-
maproben, um Leistungsverbesserungen zu erzielen. Die schnell gerinnenden Blutgerinnungs-
rohrchen kdnnen auch das Problem der kurzen Durchlaufzeiten fiir viele Gesundheitseinrichtun-
gen, die auf die Verwendung von Plasma anstelle von Serum umgestellt haben, I6sen.

[0027] Eine nicht zu schnell aber auch eine nicht zu langsam ablaufende Gerinnung des Proban-
denbluts erfolgt vollstandig und stabiler und bringt somit in Bezug auf Serumausbeute und Se-
rumreinheit Vorteile, wodurch auch Anwenderprobleme beziiglich automatisierter Verarbeitung
und Auswertung von Serumproben gelést werden kénnen.

[0028] Zudem kann die Produkthaltbarkeit im Vergleich zu bisherigen Schnellgerinnungsproduk-
ten mit dem erfindungsgemaBen Blutentnahmerdhrchen von bisher 12 Monaten auf 15 Monate
verlangert werden.

[0029] In der Suspension sind vorzugsweise 0,5 Gew-% bis 1,7 Gew-% des Blutgerinnungsakti-
vators enthalten sind, welche zu einer Aktivitat von 1,9 U/mg in der Suspension fiihren, wodurch
eine ausreichende Menge an Blutgerinnungsaktivator fiir eine vollstandige Gerinnung von Vollblut
innerhalb von finf Minuten selbst nach Ende des Herstellungs- und Lagerungsprozesses des
Blutentnahmeréhrchens gewahrleistet ist.

[0030] Als Hydrolase kann eine Serinprotease, insbesondere Thrombin, in der auf die Innenwand
des Blutentnahmerdhrchens aufgespriihte Suspension enthalten sein.

[0031] In der vorliegenden Erfindung ist der im Blutentnahmerdhrchen enthaltene Blutgerin-
nungsaktivator eine Serinprotease. Die Serinprotease verbessert die Gerinnungseffizienz von
Blut weiter.

[0032] Im Gegensatz zu herkémmlichen Serumréhrchen enthalt das erfindungsgeméane Blutent-
nahmerdhrchen zusatzlich Thrombin, um den Gerinnungsprozess zu beschleunigen. Durch
Thrombin als Gerinnungsaktivator wird die Bildung eines klaren, fibrinfreien Serums und eine
Gerinnungszeit von weniger als fiinf Minuten begiinstigt.

[0033] In der vorliegenden Erfindung kann die Suspension zumindest einen weiteren Gerin-
nungsaktivator, insbesondere Siliziumdioxidpartikel, enthalten.

[0034] Die Innenwand des Blutentnahmerdhrchens ist durch die aufgebrachte Suspension mit
mikroskopisch kleinen Siliziumdioxidpartikeln beschichtet. Sie aktivieren die Gerinnung zuséatz-
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lich, unter anderem wenn das Blutentnahmeréhrchen vorsichtig gewendet werden.

[0035] Die Gerinnung im mit der Suspension beschichteten Blutentnahmerdhrchen, insbeson-
dere Serumrdhrchen, wird durch die Additivmischung aus Gerinnungsaktivator und Thrombin zu-
dem beschleunigt.

[0036] Durch die adsorbierenden Eigenschaften der Siliziumdioxidpartikel koaguliert das Blut un-
mittelbar nach Kontakt mit der spriihgetrockneten Schicht der Suspension enthaltend die Blutge-
rinnungsaktivatoren. Vorteilhafterweise wird dadurch eine gleichmafigere Koagulation des Bluts
in kurzer Zeit erreicht und die Gewinnung eines qualitativ hochwertigen Serums wird ermdglicht.

[0037] Zudem kénnen die Siliziumdioxidpartikel der Bildung von Luftblasen und Schaum entge-
genwirken.

[0038] Vorzugsweise sind in der Suspension 0,5 Gew.-% bis 7 Gew.-%, insbesondere 1 Gew.-%
bis 3 Gew.-%, vorzugsweise 1,5 Gew.-% bis 2 Gew.-% Siliziumdioxidpartikel enthalten. Eine Kon-
zentration von <0,5 Gew.-% Siliziumdioxidpartikeln in der Suspension lasst die Gerinnungszeit
deutlich ansteigen. Durch die erfindungsgemaiBe Menge wird ein Optimum der Gerinnungszeit
des Vollbluts erreicht.

[0039] Die Suspension kann weiters zumindest ein Silikondél, vorzugsweise ein wasserldsliches
Silikondl, zur Verbesserung der Gleitfahigkeit an der Réhrcheninnenwand, enthalten.

[0040] Das Silikondl ist vorzugsweise in einer Menge von 0,05 Gew.-% bis 2 Gew.-%, insbeson-
dere 0,1 Gew.-% bis 1 Gew.-%, vorzugsweise 0,2 Gew.-% bis 0,4 Gew.-% in der Suspension
enthalten. Durch die ausgewahlte Menge an Silikondl wird die Réhrcheninnenwand geschmiert,
damit kein Blutkuchen und/oder das Trenngel beim Zentrifugieren haften bleibt.

[0041] Von Vorteil erweist sich zudem, dass in der Suspension ein Konservierungsmittel, insbe-
sondere ein Paraben, insbesondere Propyl-4-hydroxybenzoat, in einer Menge von 0,001 Gew.-
% bis 1 Gew.-%, insbesondere 0,05 Gew.-% bis 0,1 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 Gew.-% bis 0,03
Gew.-% in der Suspension enthalten ist.

[0042] Propyl-4-hydroxybenzoat (Propylparaben) ist ein Konservierungsmittel aus der Gruppe
der Parabene mit antimikrobiellen Eigenschaften, das fir die Konservierung der Suspension ver-
wendet wird. Es kann mit anderen Konservierungsmitteln, wie z.B. Methylparaben kombiniert
werden.

[0043] In der Suspension kann zudem ein wasserldsliches Bindemittel, ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsdurecopolymeren und Polyoxyal-
kylen-Blockcopolymeren, enthalten sein.

[0044] Das wasserlosliche Bindemittel ermdglicht, dass sich der Blutgerinnungsaktivator gleich-
maBig an der Innenflache des Blutentnahmebehalters anlagert und verhindert zugleich, dass sich
der Blutgerinnungsaktivator von der Innenflache des Blutentnahmebehalters abldst. Bei der Blut-
abnahme flieBt Blut in das Blutentnahmeréhrchen und kommt dann mit dem wasserléslichen Bin-
demittel in Kontakt und wird damit vermischt. Unmittelbar nach dem Kontakt 10st sich das was-
serlésliche Bindemittel im Blut auf und ermdglicht eine gleichméBige Verteilung des Blutgerin-
nungsaktivators im Blut.

[0045] Vorzugsweise wird das wasserldsliche Bindemittel, insbesondere Polyvinylpyrrolidon, in
einer Menge von 0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, insbesondere 0,5 Gew.-% bis 4 Gew.-%, vorzugs-
weise 1,5 Gew.-% bis 3,5 Gew.-% verwendet. Die Verwendung von Polyvinylpyrollidon in der
ausgewahlten Menge verhindert wirksamer, dass sich der Blutgerinnungsaktivator von der Innen-
flache des Blutentnahmerdhrchens vorzeitig abldst und erleichtert das Resuspendieren der Sili-
ziumdioxidpartikel bei Blutkontakt und somit das Ablésen von der Blutentnahmeréhrchenwand.

[0046] Der pH-Wert der Suspension liegt vorzugsweise in einem Bereich mit einer unteren
Grenze von 4,0 und einer oberen Grenze 8,5, vorzugsweise zwischen 5,5 und 8,0, insbesondere
zwischen 6,5 bis 7,5. Die Einstellung des pH-Werts der Suspension erfolgt durch eine Saure oder
Base. Vorzugsweise ist als Base Lithiumhydroxid Monohydrat in der Suspension in einer Menge
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von 0,0001 Gew.-% bis 0,01 Gew.-%, insbesondere 0,0005 Gew.-% bis 0,007 Gew.-%, vorzugs-
weise 0,002 Gew.-% bis 0,005 Gew.-% enthalten, weil dadurch der natirliche pH-Wert im Blut
maoglichst nicht durch die eingespriihte Suspension im Blutentnahmerdhrchen verandert wird.

[0047] Im Blutentnahmerdhrchen kann am Ende des Réhrchens mit der Offnung abdichtend ein
Stopfen befestigt sein, wodurch das Blutentnahmerdéhrchen verschlieBbar ist.

[0048] Von Vorteil erweist sich zudem, dass im Inneren des Blutentnahmeréhrchens ein redu-
zierter Druck vorliegt. Durch den Unterdruck ist es méglich eine vorbestimmte Blutmenge zu sam-
meln. Zudem gelangt durch den Unterdruck im Blutentnahmerdéhrchen das Blut bei der Abnahme
vom Probanden bzw. Patienten direkt zum Boden des Blutentnahmeréhrchens. Nachdem die
Suspension mit dem Blutgerinnungsaktivator anndhernd gleichmafBig an der Réhrcheninnen-
wand angeordnet ist und somit auch im Bereich des Bodens, kommt es unmittelbar nach der
Blutabnahme direkt zum Start der Koagulation des Bluts durch die spriihgetrocknete Suspension
im Bereich des Bodens. Bei steigender Fillmenge gelangt das entnommene Blut auch in Kontakt
mit der spriihgetrockneten Suspension an der Seiteninnenwand des Rdhrchens.

[0049] In einer Weiterbildung des Blutentnahmerdhrchens ist vorgesehen, dass ein Trenngel im
Bereich des Bodens des Blutentnahmeréhrchens angeordnet ist. Das Trenngel ist ein inertes
Gelmaterial im Blutentnahmerdhrchen. Dieses Gel hat eine kontrollierte Viskositat und ein spezi-
fisches Gewicht, das zwischen dem des Serums und des Blutgerinnsels liegt. Wahrend der Zent-
rifugation bildet das Gelmaterial eine undurchléssige und stabile Barriere zwischen Serum und
den festen Bestandteilen des Bluts und Iasst keine Durchmischungen des Serums mit dem Blut-
gerinnsel zu. Die Gelbarriere vereinfacht auch die weitere Verarbeitung der Serumprobe.

[0050] Wahrend des erfindungsgemafen Verfahrens zur Herstellung eines Blutentnahmeréhr-
chens wird die Suspension in einer Menge von 4,5 mg/mL bis 9 mg/mL Blut, vorzugsweise 5
mg/mL bis 8 mg/mL Blut, insbesondere 5,5 mg/mL bis 7,5 mg/mL Blut, insbesondere zu entneh-
mendem Blut, in das Blutentnahmeré&hrchen eingespriiht. Dadurch ist gewahrleistet, dass eine
ausreichende Menge des Blutgerinnungsaktivators vorliegt und die Blutgerinnung rasch erfolgen
kann, um mdoglichst schnell Serum zu erhalten, das einer weiterfiihrenden Analyse zugefiihrt wer-
den kann und somit lebenswichtige Parameter fiir die Entscheidung der weiteren Behandlung
eines Patienten zur Verfligung stehen.

[0051] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird auch eigensténdig durch eine Suspension
mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator geldst, bei dem es sich um eine Hydrolase handelt,
die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Aminosaurerest und/oder die
Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosdurerest in Peptidketten zu hydrolysieren, und
zumindest einem weiteren Gerinnungsaktivator, vorzugsweise Siliziumdioxidpartikel, zumindest
einem wasserldslichen Bindemittel ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Polyvinylalkohol, Po-
lyvinylpyrrolidon, Acrylsdurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockcopolymeren, zumindest ei-
nem Konservierungsmittel, vorzugsweise ein Paraben, insbesondere Propyl-4-hydroxybenzoat,
zumindest einem Silikondl, insbesondere wasserldslichem Silikonél, und einem Mittel zum Ein-
stellen des pH-Werts, insbesondere Lithiumhydroxid Monohydrat. Durch die erfindungsgeméaie
Zusammensetzung der Suspension, welche vorzugsweise in einem Blutentnahmerdhrchen ent-
halten ist, wobei die Suspension vorzugsweise eingespriht und anschlieBend getrocknet wird,
kann qualitativ hochwertiges Serum, welches klar und annahrend zellfrei ist, gewonnen werden.

[0052] Die Aufgabe der Erfindung wird auch durch ein Verfahren zur Herstellung einer Suspen-
sion umfassend die Schritte, geldst: (i) Losen der wasserléslichen Bestandteile: zumindest ein
wasserlésliches Bindemittel, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Polyvinylalkohol, Polyvi-
nylpyrrolidon, Acrylsédurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockcopolymeren, zumindest ein Si-
likondl, vorzugsweise ein wasserlésliches Silikondél, und zumindest ein Konservierungsmittel, ins-
besondere ein Paraben, vorzugsweise Propyl-4-hydroxybenzoat, in einem wassrigen Medium, (ii)
Einstellen des pH-Werts mit einer Saure oder Base, vorzugsweise Lithiumhydroxid Monohydrat,
(iii) Sterilfiltration der Losung, (iv) Einriihren zumindest eines heiB3sterilisierten Gerinnungsaktiva-
tors auf Siliziumdioxidbasis und (v) gegebenenfalls Sterilabfillung der Suspension (vi) Hinzuf(-
gen eines Blutgerinnungsaktivators, bei dem es sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage
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ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Aminosaurerest und/oder die Bindung zwi-
schen Lysin und irgendeinem Aminosaurerest in Peptidketten zu hydrolysieren mit einer Zielkon-
zentration von 1 U/mg bis 3 U/mg, vorzugsweise 1,5 U/mg bis 2,5 U/mg, insbesondere 1,7 U/mg
bis 2,1 U/mg.

[0053] Die Wiederfindung von Thrombin im ausgewahlten Zielkonzentrationsbereich von 1 U/mg
bis 3 U/mg, vorzugsweise 1,5 U/mg bis 2,5 U/mg, insbesondere 1,7 U/mg bis 2,1 U/mg Suspen-
sion zu zwei unterschiedlich gemessen Zeitpunkten, initial und nach 5 Stunden Lagerung, im
Blutentnahmerdhrchen zeigt in der Zusammensetzung der Suspension eine weitgehende Matri-
xunabhangigkeit. Werden geringere Thrombinkonzentrationen unter Anwesenheit von kristallinen
Partikeln eingesetzt fallt die Thrombinwiederfindungsrate ab.

[0054] Im Sinne der Erfindung wird die Bezeichnung Koagulation und Gerinnung gleichwertig
verwendet.

[0055] Die erfindungsgemafie Vorrichtung ist ein Blutentnahmerdhrchen, mit welchem Serum
gewonnen werden kann. Serumréhrchen werden bei Bestimmungen fiir die klinische Chemie und
Immunologie, Hormone, TDM und mikrobiologische Serologie verwendet.

[0056] Das Blutentnahmerdhrchen zur Abnahme von Blut umfasst einen réhrenférmigen Behalter
mit einer der im Blutentnahmerdhrchen enthaltenden Probe zugewandten Innenwand mit einer
Innenoberflache. Der rohrenférmige Behalter weist eine Offnung an einem Ende und einen Boden
am anderen Ende, der dem einen Ende gegeniiber liegt, auf. An bzw. in dieser Offnung ist vor-
zugsweise ein Verschlusselement angeordnet, welches den réhrenférmigen Behalter abdichtend
verschlieBt.

[0057] Im Blutentnahmerdhrchen ist eine Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsakii-
vator, bei dem es sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen
Arginin und irgendeinem Aminoséaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem
Aminoséaurerest in Peptidketten zu hydrolysieren, enthalten.

[0058] Die Suspension ist im Wesentlichen auf der gesamten Innenoberflache des réhrenférmi-
gen Behalters durch Spriihbeschichten aufgebracht und abgelagert. Diese Anordnung ermdglicht
die Gewinnung von zellfreiem Serum ohne Hamoglobin.

[0059] Der Blutgerinnungsaktivator der Suspension ist ein blutgerinnungsférderndes Mittel. Es
handelt sich um eine Hydrolase, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und einem
beliebigen Aminosaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und einem beliebigen Amino-
saurerest in Peptidketten zu hydrolysieren.

[0060] Beispiele fur die Hydrolasen sind Serinproteasen wie Trypsin, Thrombin und Schlangen-
giftthrombin-&hnliches Enzym, Thiolproteasen wie Cathepsin B und Ficin; und Hydrolasen wie
Metalloproteasen einschlieBlich Kininase I.

[0061] Der Blutgerinnungsaktivator im erfindungsgemaBen Blutentnahmerdhrchen ist vorzugs-
weise eine Serinprotease, wobei Thrombin unter den Serinproteasen vorzuziehen ist, weil es die
Gerinnungsrate von Blut verbessert.

[0062] Fiir die Herstellung des erfindungsgemafe Blutentnahmerdhrchen wird technical Grade
Thrombin verwendet um die gewlinschte Probenqualitat sowie Produktperformance zu erzielen.

[0063] Es wird angenommen, dass ein Teil von Thrombin mit den verfligbaren kristallinen Silika-
ten reagiert und so inaktiviert wird. Die Anwesenheit von Siliziumdioxidpartikeln und geringen
Konzentrationen an Thrombin in der Suspension scheint einen signifikanten Teil der Thrombin-
aktivitat zu blockieren. Es muss daher die Thrombinkonzentration so gewahlt werden, dass noch
eine ausreichende Menge zur Gerinnungsaktivierung zur Verfligung steht.

[0064] Um dennoch die erforderliche Gerinnungsaktivitat im Blutentnahmerdhrchen zu erzielen
ist daher eine ausreichende Menge an Thrombin sowie die erfindungsgeméaBe Zusammenset-
zung der Additivmatrix fir die erfindungsgemafe Suspension notwendig.
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[0065] Der Aktivitétskorridor, der einerseits eine Gerinnung innerhalb von fiinf Minuten gewahr-
leistet aber andererseits eine zu schnelle Gerinnung und eine damit einhergehende Gefahr der
Bildung von Blutschwdmmen vermeidet, liegt im Bereich von 6 Units pro ml Blut und 14 Units,
insbesondere 7,3 Units bis 13,7 Units pro ml Blut.

[0066] Eine zu schnelle Gerinnung ist auch fir eine zellfreie Serumprobe ungiinstig. Daher ist es
wichtig, das Optimum an Thrombinmenge und auch der Zusammensetzung der Suspension, wel-
che das Thrombin enthalt, zu ermitteln, um einerseits eine ausreichender Gerinnungszeit inner-
halb von fiinf Minuten zu gewébhrleisten und andererseits beste Serumqualitat zu erhalten.

[0067] Die Kombination aus schneller Gerinnung und zugleich zellfreiem Serum und wenig freiem
Hamoglobin im Serum wird so erreicht, dass Thrombin in einer Menge von 6 Units bis 14 Units
pro mL zu sammelndem Blut, insbesondere 7,3 Units bis 13,7 Units pro mL zu sammelndem Blut
im Blutentnahmerdhrchen enthalten ist.

[0068] Um dies zu erreichen sind in der Suspension 0,5 Gew-% bis 1,7 Gew-% des Blutgerin-
nungsaktivators enthalten, welche zu einer Aktivitat von 1,9 U/mg in der Suspension fihren.

[0069] Das Verschlusselement kann entweder in Form einer Verschlusskappe, eines Stopfens
oder einer Kombination daraus ausgebildet sein. Vorzugsweise verschlie3t das Verschlussele-
ment das Rohrchen sowohl flissigkeits- als auch luftdicht. Mdgliche Ausbildungsformen eines
Verschlusselements sind aus dem Stand der Technik bekannt und beispielsweise in der
EP445707B1, EP419490B1, US5275299A, US5495958A sowie US5522518A beschrieben.

[0070] Das Material und die Form des Stopfens sind so gewahlt, dass der Stopfen fllissigkeits-
und gasdicht an der Offnung des rohrférmigen Behalters befestigt werden kann. Der Stopfen ist
vorzugsweise so gestaltet, dass er von einer Blutentnahmenadel durchstoBen werden kann. Bei
dem Stopfen kann es sich beispielsweise um einen Gummistopfen handeln, der so geformt ist,
dass er in die Offnung des Blutentnahmerdhrchens passt. Dessen AuBenflache kann mit einem
Kunststoff oder dergleichen beschichtet sein. Beispiele fiir das Material des Stopfens sind Kaut-
schuke wie Kunstharze, Elastomere, Butylkautschuk und halogenierte Butylkautschuke. Unter
diesen ist Butylkautschuk wegen seiner Fahigkeit die Dichtungseigenschaften zu verbessern zu
bevorzugen.

[0071] Beispiele fir das Material des réhrenférmigen Behélters sind aus der Gruppe von Po-
lyethylenterephthalat (PET), Polyethylen (PE), Polypropylen (PP), Polystyrol (PS), Polycarbonat
(PC), High-Density-Polyethylen (PE-HD), Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymere (ABS), Poly-
amid (PA) bzw. einer Kombination daraus gewéahlt.

[0072] Bevorzugt wird ein Kunststoff bzw. mehrere Kunststoffe gewahlt, welcher flissigkeitsdicht,
insbesondere wasserdicht, sowie annahernd gasdicht ist. Das erfindungsgemafe Blutentnahme-
réhrchen ist aus nahezu unzerbrechlichem PET hergestellt. Es bietet verbesserte Sicherheit und
Hygiene bei der Probenentnahme mit dem Vorteil, dass es glasklar ist.

[0073] Die Suspension ist im Blutentnahmerdhrchen in Form einer Beschichtung, die auf die In-
nenwand des Blutentnahmeréhrchen aufgebracht, insbesondere eingespriiht und abgelagert ist,
enthalten.

[0074] Durch das erfindungsgemage Blutentnahmerdhrchen wird die Bereitstellung eines klaren
Serums nach der Zentrifugation ermdéglicht, weil der schnelle Gerinnungsprozess innerhalb von
finf Minuten auf Basis der im Blutentnahmer&hrchen enthaltenen Suspension mit einem Blutge-
rinnungsaktivator, insbesondere Thrombin, unter anderem die Zelllyse im Blutentnahmerdéhrchen
minimiert. Die Verwendung des erfindungsgemaBen Blutentnahmerdéhrchens flihrt somit auch zu
schnelleren Durchlaufzeiten im Labor, weil die Qualitat des Serums eine rasche und vielseitige
weitere Analyse ermdglicht.

[0075] Die Spriihbeschichtung erfolgt annahernd auf der gesamten Oberflache der Innenwand
des Blutentnahmerdhrchens. Diese umfasst den Réhrchenboden und die Réhrcheninnenwand.
Die Beschichtung ist im Bereich, wo das Verschlusselement in Kontakt mit der Innenoberflache
der Réhrcheninnenwand, nicht angeordnet. Dieser Bereich entspricht bei einem 5 ml Blutentnah-
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merdhrchen etwa 10 mm unterhalb des Rohrchenhalses. Auch das Verschlusselement, insbe-
sondere der Stopfen wird nicht beschichtet, weil sich hier nicht mehr abzentrifugierbare Blutver-
klumpungen bilden kdnnen, wenn der Stopfen nicht perfekt silikonisiert ist.

[0076] Eine zu geringe Menge des Blutgerinnungsaktivators kann zu einer unzureichenden Ge-
rinnung fihren, und eine zu groBe Menge kann nachfolgende analytische Testergebnisse nach-
teilig beeinflussen. Die Menge des Blutgerinnungsaktivators im Blutentnahmebehalter betragt da-
her vorzugsweise 6 Units bis 14 Units pro mL zu sammelndem Blut, insbesondere 7,3 Units bis
13,7 Units pro mL zu sammelndem Blut, im erfindungsgemaBen Blutentnahmerdhrchen.

[0077] Im Blutentnahmerdhrchen ist zumindest ein weiterer Gerinnungsaktivator enthalten. Der
weitere Gerinnungsaktivator in der Suspension ist vorzugsweise eine adsorbierende Substanz.

[0078] Beispiele fir die adsorbierende Substanz sind Kieselerde, insbesondere Silikatpartikel,
Glaser, Kaolin, Celit und Bentonit. Da diese adsorbierenden anorganischen Substanzen eine
groBe spezifische Oberflache haben, ermdglicht die Verwendung einer solchen adsorbierenden
anorganischen Substanz als blutgerinnungsférderndes Mittel eine gleichmaBigere Gerinnung des
Blutes in kirzerer Zeit, da das Blut mit der adsorbierenden anorganischen Substanz in Kontakt
kommen kann.

[0079] Dieser zumindest eine weitere Gerinnungsaktivator ist vorzugsweise Siliziumdioxid, das
in mikroskopisch feinen Partikeln in der zur Spriihtrocknung vorgesehenen Suspension enthalten
ist. Die Pulverform der Siliziumdioxidpartikel weist eine gréBere spezifische Oberflache auf, was
eine noch gleichmaBigere Gerinnung des Blutes in noch kiirzerer Zeit ermdglicht.

[0080] Durch das Vorliegen des weiteren Gerinnungsaktivators in der Suspension muss dieser
nicht in einem separaten Schritt auf die Réhrcheninnenwand aufgebracht werden.

[0081] Der zweite Gerinnungsaktivator auf Siliziumdioxidbasis hat bei bestimmungsgemager La-
gerung und Gebrauch kaum eine Wirkung auf die Schnellgerinnung. Es wirkt vorwiegend das
Thrombin, um die Schnellgerinnung auszuldsen. Aber der zweite Gerinnungsaktivator auf Silizi-
umdioxidbasis wirkt als Backup, falls durch unsachgemafie Lagerung, beispielsweise zu warm
und/oder unter permanenter Sonnenbestrahlung das Thrombin degradiert und unwirksam wird.
Die Menge des weiteren Gerinnungsaktivators, insbesondere von Siliziumdioxidpartikel, in der
zur Spriihbeschichtung vorgesehenen Suspension betragt 0,5 Gew.-% bis 7 Gew.-%, insbeson-
dere 1 Gew.-% bis 3 Gew.-%, vorzugsweise 1,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%. Die erfindungsgemane
Menge der SiO- Partikel stellt sicher, dass sich diese nach der Zentrifugation am Réhrchenboden
befinden.

[0082] Eine zu groBe Menge des weiteren Gerinnungsaktivators in der Suspension, welche auf
die Blutentnahmerdhrcheninnenwand aufgebracht wird, kann in weiterer Folge zu Rickstanden
unléslicher Substanzen im aus dem Blut gewonnenen Serum fiihren, die die Entstehung von Ha-
molyse begiinstigen. Dies ist bei einer automatisierten Verarbeitung der Serumproben umso
wichtiger.

[0083] Vorzugsweise werden fir das erfindungsgemafe Blutentnahmerdhrchen drei kristalline
Komponenten von Siliziumdioxidpartikeln verwendet, insbesondere Feldspat, Silica und Diatomit.
Aber es ist auch méglich mit nur einer Siliziumdioxidpartikelquelle das erfindungsgemafe Blut-
entnahmeréhrchen auszustatten.

[0084] Durch mehrmaliges Wenden des erfindungsgemaBen Blutentnahmerdhrchens kann die
Gerinnung zuséatzlich aktiviert werden und noch gleichméBiger ablaufen.

[0085] Als ein Agens zur Verbesserung der Gleitfahigkeit des Trenngels bzw. des Blutkuchens
an der Réhrcheninnenwand kann zumindest ein Silikondl, vorzugsweise ein wasserlésliches Sili-
kondl, verwendet werden. Es kdnnen aber auch zwei oder mehrere Silikondle in Kombination
verwendet werden.

[0086] Silikondl ist in einer Menge von 0,05 Gew.-% bis 2 Gew.-%, insbesondere 0,1 Gew.-% bis
1 Gew.-%, vorzugsweise 0,2 Gew.-% bis 0,4 Gew.-% in der Suspension enthalten. Eine zu ge-
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ringe Menge des Silikondls kann keine ausreichende Gleitfahigkeit des Trenngels und Schmieren
der Réhrcheninnenwand erzielen.

[0087] Zur Stabilisierung und besseren Haltbarkeit der Suspension ist ein Konservierungsmittel,
insbesondere ein Paraben, vorzugsweise Propyl-4-hydroxybenzoat, in der Suspension enthalten.
Um eine optimale konservierende Wirkung zu erreichen aber dennoch die Wirksamkeit des Blut-
gerinnungsaktivators in der Suspension nicht negativ zu beeinflussen, ist das Konservierungs-
mittel, insbesondere Propyl-4-hydroxybenzoat, in einer Menge von 0,001 Gew.-% bis 1 Gew.-%,
insbesondere 0,05 Gew.-% bis 0,1 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 Gew.-% bis 0,03 Gew.-% in der
Suspension enthalten. Die Suspension des Blutentnahmerdéhrchens enthalt vorzugsweise ein
wasserldsliches Bindemittel. Die Verwendung des wasserléslichen Bindemittels ermdglicht eine
gleichméaBigere Anhaftung des Blutgerinnungsaktivators an der Innenflache des Blutentnahme-
réhrchens und verhindert, dass sich der Blutgerinnungsaktivator von der Innenflache des Blutent-
nahmerdhrchens abldst. Das Blut flieBt in das Blutentnahmeréhrchen, kommt mit dem wasser-
I6slichen Bindemittel der an der Innenwand des Blutentnahmerdéhrchen angeordneten und ge-
trockneten Suspension in Bertihrung und wird mit dieser vermischt. Unmittelbar nach dem Kon-
takt des Bluts mit der getrockneten Suspension werden die Komponenten geldst und gleichmaBig
im Blut dispergiert.

[0088] In der Suspension ist ein wasserldsliches Bindemittel, ausgewahlt aus der Gruppe umfas-
send Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsdurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockco-
polymeren, enthalten. Als wasserlésliches Bindemittel kann auch eine Kombination der angefiihr-
ten Verbindung verwendet werden, die nachfolgende Analysen aus dem Serum nicht beeintrach-
tigt.

[0089] Unter diesen ist Polyvinylpyrrolidon vorzuziehen, weil es wirksamer verhindert, dass sich
der weitere Blutgerinnungsaktivator vorzeitig von der Innenflache des Blutentnahmerdhrchens
ablost.

[0090] Zudem erleichtert das Polyvinylpyrrolidon das Resuspendieren und die Dispergierbarkeit
der Siliziumdioxidpartikel und verhindert UngleichmaBigkeiten in der Verteilung der Bestandteile
der Suspension, die zu Schwierigkeiten beim Auftragen der Suspension durch Spriihbeschich-
tung fiihren kénnen.

[0091] Eine zu geringe Menge and wasserléslichem Bindemittel, insbesondere Polyvinylpyrro-
lidon, kann dazu fiihren, dass sich der Blutgerinnungsaktivator von der inneren Oberflache des
Blutentnahmeréhrchens ablést oder dass Zellen hamolysiren, und eine zu gro3e Menge kann zu
einer Hemmung der Wirkung der Hydrolase und somit zu einer unzureichenden Ldéslichkeit im
Blut fihren, was mdglicherweise Testergebnisse beeintrachtigt. Daher betragt die Menge des
wasserldslichen Bindemittels der fir die Spriihbeschichtung des Blutentnahmeréhrchen vorgese-
henen Suspension vorzugsweise 0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, insbesondere 0,5 Gew.-% bis 4
Gew.-%, vorzugsweise 1,5 Gew.-% bis 3,5 Gew.-%.

[0092] Der pH-Wert der Suspension liegt in einem Bereich mit einer unteren Grenze von 4,0 und
einer oberen Grenze 8,5, vorzugsweise zwischen 5,5 und 8,0, insbesondere zwischen 6,5 bis 7,5
und wird mit einer Saure oder Base eingestellt. Vorzugsweise ist in der Suspension als Base
Lithiumhydroxid Monohydrat zur Einstellung des pH-Werts enthalten, weil durch die Verwendung
von Lithiumhydroxid Monohydrat zur Einstellung der pH-Werts der Suspension der natiirliche pH-
Wert des Bluts nicht verandert wird.

[0093] Lithiumhydroxid Monohydrat ist in der Suspension in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis
0,01 Gew.-%, insbesondere 0,0005 Gew.-% bis 0,007 Gew.-%, vorzugsweise 0,002 Gew.-% bis
0,005 Gew.-%, enthalten.

[0094] Im Inneren des Blutentnahmerdhrchens herrscht vorzugsweise ein reduzierter Druck.
Durch den Unterdruck im Blutentnahmerdhrchen kann es als Vakuumblutentnahmerdhre verwen-
det werden.

[0095] In einer Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass ein Trenngel im Bereich des

9/23



AT 18 359 U1 2024-11-15

7

T

Bodens des Blutentnahmerdhrchens angeordnet ist.

[0096] Das Serumtrennmittel ist eine thixotrope Substanz in Gelform und kann beispielsweise
durch Zugabe von Additiven wie Thixotropievermittlern, wie z.B. Kondensationsprodukte von Sor-
bit und einem aromatischen Aldehyd sowie Polyoxyethylen/Polyoxyalkylen-Blockcopolymere,
Mitteln zur Kontrolle der spezifischen Schwerkraft, oder Viskositatsmodifikatoren, z.B. Kiesel-
saure, zu einem Kunstharz, z. B. Oligomere von Dicyclopentadien, oder &hnlichem, das bei
Raumtemperatur flieBfahig ist, und durch Mischen hergestellt werden. Alternativ kann einem
Harz, das bei Raumtemperatur fest ist, ein Weichmacher zugesetzt werden, um FlieBféhigkeit zu
erreichen, und dann kénnen Additive wie Thixotropievermittler, Mittel zur Steuerung der spezifi-
schen Schwerkraft, Kompatibilisierungsmittel, z.B. teilweise hydriertes Terphenyl, oder Viskosi-
tatsmodifikatoren, z.B. Phthalatester und Trimellithsureester zugesetzt werden.

[0097] Die Gelbarriere vereinfacht die Verarbeitung der Probe. Das im Blutentnahmerdhrchen
enthaltende Trenngel formt nach der Zentrifugation eine stabile Barriere zwischen Serum und
den festen Bestandteilen des Bluts und bietet dadurch Stabilitat fiir die meisten Analyten bis zu
24 Stunden bei Messung aus dem Primarréhrchen bei Lagerung bei Raumtemperatur und bei
Lagerung bei 4°C bis 8°C fiir bis zu 48 Stunden.

[0098] Beim Verfahren zur Herstellung des erfindungsgeméaBen Blutentnahmerdhrchens wird die
Suspension vorzugsweise in der Mindestmenge verwendet, die erforderlich ist, um die ge-
winschte Leistung zu erzielen.

[0099] Erfindungsgemaf wird die Suspension in einer Menge von 4,5 mg/mL bis 9 mg/mL Blut,
vorzugsweise 5 mg/mL bis 8 mg/mL Blut, insbesondere 5,5 mg/mL bis 7,5 mg/mL Blut, in das
Blutentnahmerdhrchen eingespriht.

[00100] Die Zielkonzentration fiir die Spriihsuspension betragt 1,9 Units/mg Suspension. Weiters
betragt die Zielkonzentration fiir Thrombin pro mL Blut 6 Units bis 14 Units/mL Blut. Um Verluste
bei der Lagerung und im weiteren Herstellungsprozess zu kompensieren, wird beim Spriihpro-
zess vorzugsweise eine Menge an der Obergrenze dieser Toleranz, also in einem Bereich 11
Units bis 14 Units/mL Blut eingespriiht. Somit ist im Zuge der Produktlebensdauer von 12 Mona-
ten noch Toleranz fir einen Thrombinabbau, z.B. durch UV-Strahlung oder Temperatureinwir-
kung, gegeben. Daraus ergibt sich, dass pro mL Blutprobe folgende minimal/maximal Mengen an
Suspension verspriht werden:

* Min: 11,0 U/mL Blut/1,9 U/mg = 5,8 mg/mL Blut
+ Max: 14,0 U/mL Blut/1,9 U/mg = 7,4 mg/mL Blut

[00101] Fir ein 3,5 mL Blutentnahmerdhrchen werden also beispielsweise folgende Suspensi-
onsmengen verspriht:

Minimal: 5,8 mg/mL x 3,5 mL = 20,3 mg
Maximal: 7,4 mg/mL x 3,5 mL = 25,9 mg

[00102] Fir die Trocknung der eingespriihten Suspension in das Blutentnahmerdéhrchen kann
ein Standardtrocknungsprozess oder eine Vakuumtrocknungskammer verwendet werden. Zur
Herstellung des erfindungsgemafen Blutentnahmerdhrchens wird eine Kombination aus Wéarme
und Vakuumtrocknung bevorzugt, weil hierbei die Enzymaktivitat von Thrombin erhalten wird.

[00103] Um das Blutentnahmeréhrchen mit der Suspension zu sterilisieren, wird das Endprodukt,
also das Réhrchen mit der darin auf der Innenwand des Réhrchens enthaltenen spriihgetrockne-
ten Suspension bestrahlt. Als Bestrahlungsmethoden kann eine entweder eine Gamma-Bestrah-
lung, Elektronenbestrahlung oder X-Ray (Rontgenbestrahlung) durchgefiihrt werden.

[00104] Die Elektronenbestrahlung ist ein Sterilisationsprozess mittels ionischer Strahlung. Da-
bei werden Mikroorganismen und DNA-Fragmente innerhalb weniger Sekunden unwirksam ge-
macht. Die Sterilisation mittels Elektronenbestrahlung zeichnet sich durch ihre Wirtschaftlichkeit
aus. Der Vorteil der Methode ist, dass sich das Verfahren besonders fir empfindliche Werkstoffe
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sehr gut eignet. Besonders thermolabile Gegenstande, wie z.B. das Enzym Thrombin, profitieren
von dieser Methode, da die Elektronenbestrahlungsmethode Temperaturen von 20°C bevorzugt.

[00105] Zudem ist die bendtigte Strahlendosis deutlich geringer als bei vergleichbaren Metho-
den, wie die Sterilisation mittels Gammastrahlen. Das zu sterilisierende Produkt geht riickstands-
los aus dem Prozess heraus.

[00106] Die Gamma-Bestrahlung ist das haufigste Verfahren zur Sterilisation verschiedenster
Verbrauchsmaterialien. Kleidung, aber auch Petrischalen oder Reinigungsstabchen zur Proben-
entnahme werden mit sehr energiereichen, elektromagnetischen Wellen behandelt, um Keime zu
eliminieren. Im Unterschied zu Alpha- oder Betastrahlung durchdringt die Gammastrahlung die
meisten Materialien vollstdndig. Mit einer Ublichen Strahlendosis von 25 kGy kdnnen jedoch phy-
sikalische und chemische Veranderungen auftreten, besonders bei Kunststoffen. Dazu gehéren
Verfarbungen, Ausdiinnung oder spréde Materialien zum Beispiel bei Kunststoffverpackungen.
Diese Belastungen sollten besonders beim Einsatz von Schutzgasen berlicksichtigt werden, da
die Dichtheit der Verpackungen gemindert werden kann.

[00107] Bei der Herstellung des erfindungsgeméBen Blutentnahmerdhrchens wird die Elektro-
nenbestrahlung bevorzugt, weil dadurch die Thrombinaktivitdt am wenigsten beeintrachtigt wird.

[00108] Die erfindungsgemane Suspension zur Beschleunigung der Blutgerinnung in einem Blut-
entnahmerdéhrchen enthéalt zumindest einen Blutgerinnungsaktivator, bei dem es sich um eine
Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Aminosau-
rerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminoséurerest in Peptidketten zu
hydrolysieren. Ferner ist zumindest ein weiterer Gerinnungsaktivator, vorzugsweise Siliziumdi-
oxidpartikel, zumindest ein wasserldsliches Bindemittel ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsaurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockcopoly-
meren, zumindest ein Konservierungsmittel, vorzugsweise ein Paraben, insbesondere Propyl-4-
hydroxybenzoat, zumindest einem Silikondl, insbesondere wasserldsliches Silikondl und ein Mit-
tel zum Einstellen des pH-Werts, insbesondere Lithiumhydroxid Monohydrat enthalten.

[00109] Die Suspension umfasst einen Blutgerinnungsaktivator, insbesondere Thrombin, in einer
Menge von 0,5 Gew-% bis 1,7 Gew-%, welche zu einer Aktivitat von 1,9 U/mg in der Suspension
flhrt.

[00110] Ferner ist zumindest ein weiterer Gerinnungsaktivator, vorzugsweise Siliziumdioxidpar-
tikel, in einer Menge von 0,5 Gew.-% bis 7 Gew.-%, insbesondere 1 Gew.-% bis 3 Gew.-%, vor-
zugsweise 1,5 Gew.-% bis 2 Gew.-% enthalten.

[00111] Das zumindest eine wasserldsliche Bindemittel ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsaurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockcopoly-
meren, ist in einer Menge von 0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, insbesondere 0,5 Gew.-% bis 4 Gew.-
%, vorzugsweise 1,5 Gew.-% bis 3,5 Gew.-% in der Suspension enthalten, wobei vorzugsweise
Polyvinylpyrrolidon, in der oben angefiihrten Menge in der Suspension zur Spriihtrocknung ent-
halten ist.

[00112] Das zumindest eine Konservierungsmittel, vorzugsweise ein Paraben, insbesondere
Propyl-4-hydroxybenzoat, ist in einer Menge von 0,001 Gew.-% bis 1 Gew.-%, insbesondere 0,05
Gew.-% bis 0,1 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 Gew.-% bis 0,03 Gew.-% in der Suspension enthal-
ten.

[00113] Das zumindest eine Mittel zur Verbesserung der Gleitfahigkeit des Trenngels bzw. Blut-
kuchens und zum besseren Resuspendieren ist vorzugsweise Silikondl, insbesondere wasser-
I6sliches Silikondl, und ist in einer Menge von 0,05 Gew.-% bis 2 Gew.-%, insbesondere 0,1
Gew.-% bis 1 Gew.-%, vorzugsweise 0,2 Gew.-% bis 0,4 Gew.-% in der Suspension enthalten.

[00114] Das Mittel zum Einstellen des pH-Werts, insbesondere Lithiumhydroxid Monohydrat, ist
in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 0,01 Gew.-%, insbesondere 0,0005 Gew.-% bis 0,007
Gew.-%, vorzugsweise 0,002 Gew.-% bis 0,005 Gew.-%, in der Suspension enthalten.

11/23



AT 18 359 U1 2024-11-15

7

T

[00115] Liegt die Suspension basisch vor kann auch eine Saure zum Einstellen des Ziel pH-
Werts verwendet werden.

[00116] Die oben genannten Komponenten sind in Wasser, vorzugsweise ultrareinem Wasser,
enthalten.

[00117] Es entsteht eine milchig weiBe wassrige Suspension mit einem Partikelgehalt von 1,6
Gew.-% bis 1,8 Gew.-% und einem pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5.

[00118] Die erfindungsgeméBe Suspension kann in Form einer Fliissigkeit oder als Beschich-
tung, insbesondere spriihgetrocknet, in einem Blutentnahmeréhrchen enthalten sein.

[00119] Im erfindungsgeméBen Blutentnahmeréhrchen kann in der fiir die Spriihbeschichtung
vorgesehenen Suspension auf die Verwendung eines Stabilisators fiir die Hydrolase verzichtet
werden, und dennoch ist das Enzym in der Suspension ausreichend stabilisiert. Durch das Weg-
lassen eines Stabilisators in der Suspension kénnen somit auch die Produktionskosten fiir das
erfindungsgemafe Blutentnahmerdhrchen gesenkt werden.

[00120] Durch finf- bis zehnmaliges Schwenken des Réhrchens unmittelbar nach der Blutent-
nahme wird eine vollstdndige Durchmischung der Vollblutprobe mit dem spriihgetrockneten Ad-
ditiv an der Réhrcheninnenwand gewéhrleistet und somit kommt der Blutgerinnungsaktivator
gleichméBig mit der Blutprobe in Kontakt und es kann eine gleichmaBige und vollstéandige Gerin-
nung der Blutprobe erfolgen, um Serum zu gewinnen.

[00121] Das Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemafBen Suspension umfasst die Schritte:
(i) L&sen der wasserloslichen Bestandteile:

zumindest ein wasserl6sliches Bindemittel, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Polyvi-
nylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsaurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockcopolyme-
ren,

zumindest ein Silikondl, vorzugsweise ein wasserlésliches Silikondl, und

zumindest ein Konservierungsmittel, insbesondere ein Paraben, vorzugsweise Propyl-4-hyd-
roxybenzoat, in einem wassrigen Medium,

(i) Einstellen des pH-Werts mit einer Sdure oder Base, vorzugsweise Lithiumhydroxid Mono-
hydrat,

(iiiy Sterilfiltration der Lésung,

(iv) Einrihren zumindest eines heiBsterilisierten Gerinnungsaktivators auf Siliziumdioxidbasis
und

(v) gegebenenfalls Sterilabfiillung der Suspension,

(vi) Hinzufligen eines Blutgerinnungsaktivators, bei dem es sich um eine Hydrolase handelt, die
in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Aminosaurerest und/oder die
Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminoséaurerest in Peptidketten zu hydrolysieren
mit einer Zielkonzentration von 1 U/mg bis 3 U/mg, vorzugsweise 1,5 U/mg bis 2,5 U/mg,
insbesondere 1,7 U/mg bis 2,1 U/mg. Das wassrige Medium ist vorzugsweise ultrareines
Wasser.

BEISPIELE

BEISPIEL 1

[00122] Auf den Boden des Blutentnahmeréhrchens werden 0,8 ml des thixotropen Trennmittels,
insbesondere Trenngels, welches als Serumtrennmittel agiert, gefullt.

[00123] AnschlieBend werden Siliziumdioxidpartikel in Menge von 2,5 Gew.-% in Wasser gel6st,
um eine Suspension zu erhalten, danach wird Polyvinylpyrrolidon in einer Menge von 4 Gew.-%
aufgeldst. AnschlieBend werden noch Silikondl in einer Menge von 1 Gew.-%, Propyl-4-hydroxy-
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benzoat in deiner Menge von 0,5 Gew.-% und Lithiumhydroxid Monohydrat in einer Menge von
0,009 Gew.-% hinzugefiigt und dispergiert, um eine Suspension zu erhalten. Zuletzt wird zur ge-
brauchsfertigen Suspension noch die Hydrolase, vorzugsweise Thrombin, in einer Menge von 11
Units pro mL zu sammelndem Blut hinzugeflgt.

[00124] Die so erhaltene blutgerinnungsférdernde Suspension wird gleichmafig durch Spriihbe-
schichtung auf die gesamte Innenflache des réhrenférmigen Behélters gespriht und getrocknet.

[00125] Das Verschlusselement wird dicht an der Offnung des réhrenférmigen Behalters ange-
bracht. Der Druck im Inneren wird reduziert, um ein Vakuum-Blutentnahmeréhrchen zu erhalten,
dessen Blutentnahmemenge 3,5 mL oder 5 mL betragt.

[00126] In der nachfolgenden Tabelle 1 sind weitere Beispiele fir mdgliche Zusammensetzun-
gen fir die Suspension zur Spriihbeschichtung fiir das Blutentnahmerdhrchen aufgelistet, wobei

die Mengen fiir die einzelnen Komponenten wie angefiihrt variieren.

Tabelle 1: Beispiele

Stoff Beispiel 2 Beispiel 2 Beispiel 2 Beispiel 5
Wasser Rest Rest Rest Rest
Siliziumdioxidparti- | 1,1 Gew.-% 1,5 Gew.-% 1,7 Gew.-% 1,8 Gew.-%

kel

Polyvinylpyrrolidon |5 Gew.-% 0,5 Gew.-% 1,5 Gew.-% 3,5 Gew.-%
Silikonaél 0,9 Gew.-% 0,1 Gew.-% 1 Gew.-% 0,8 Gew.-%
Propyl-4-hydroxy- [0,002 Gew.-% 0,9 Gew.-% 0,05 Gew.-% 0,02 Gew.-%
benzoat

Lithiumhydroxid 0,01 Gew.-% 0,0005 Gew.-% |0,007 Gew.-% |0,002 Gew.-%
Monohydrat

Thrombin 6 UpromlBlut |14 U promlBlut {8 UpromlBlut [10 U pro ml Blut
Stoff Beispiel 6 Beispiel 7 Beispiel 8 Beispiel 9
Wasser Rest Rest Rest Rest
Siliziumdioxidparti- | 1,7 Gew.-% 1,7 Gew.-% 1,7 Gew.-% 1,7 Gew.-%

kel

Polyvinyl- 2,5 Gew.-% 2,5 Gew.-% 2,5 Gew.-% 2,5 Gew.-%
pyrrolidon

Silikondl 0,33 Gew.-% 0,33 Gew.-% 0,33 Gew.-% 0,33 Gew.-%
Propyl-4-hydroxy- |0,02 Gew.-% 0,02 Gew.-% 0,02 Gew.-% 0,02 Gew.-%
benzoat

Lithiumhydroxid 0,0036 Gew.-% |0,0036 Gew.-% [0,0036 Gew.-% [0,0036 Gew.-%
Monohydrat

Thrombin 11 Uproml Blut {12 U proml Blut [13 U pro ml Blut [14 U pro ml Blut
Stoff Beispiel 10 Beispiel 11 Beispiel 12 Beispiel 13
Wasser Rest Rest Rest Rest
Siliziumdioxidparti- | 1,7 Gew.-% 2,1 Gew.-% 1,5 Gew.-% 1,9 Gew.-%

kel

Polyvinyl- 2,5 Gew.-% 1,9 Gew.-% 2 Gew.-% 3 Gew.-%
pyrrolidon

Silikondl 0,3 Gew.-% 0,2 Gew.-% 0,4 Gew.-% 0,1 Gew.-%
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Propyl-4-hydroxy- |0,02 Gew.-% 0,015 Gew.-% |0,01 Gew.-% 0,03 Gew.-%
benzoat
Lithiumhydroxid 0,005 Gew.-% |0,01 Gew.-% 0,009 Gew.-% |0,0009 Gew.-%
Monohydrat
Thrombin 16 U proml Blut {12 U pro ml Blut [11 U pro ml Blut [13 U pro ml Blut

[00127] In Beispiel 9, bei welchem der Blutgerinnungsaktivator in einer Menge von 14 U pro ml
gesammeltem Blut verwendet wird, werden weder Fibrinfaden noch zellulare Bestandteile im Se-
rum detektiert. Zudem ist die Koagulationszeit im Rahmen von unter finf Minuten. Andererseits
zeigt Beispiel 10, wo der Blutgerinnungsaktivator in einer Menge von 16 U pro ml zu sammelndem
Blut enthalten ist, Hamolyse, das in weiterer Folge einen Einfluss auf die Qualitat des Analysere-
sultats haben kann.

[00128] Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse betragt die Menge des Blutgerinnungsaktiva-
tors der Suspension vorzugsweise 6 bis 14 Units pro ml des zu entnehmenden Blutes.

[00129] Die Ausfiihrungsbeispiele zeigen mdgliche Ausfiihrungsvarianten, wobei an dieser Stelle
bemerkt sei, dass die Erfindung nicht auf die speziell dargestellten Ausfiihrungsvarianten dersel-
ben eingeschrankt ist, sondern vielmehr auch diverse Kombinationen der einzelnen Ausfiihrungs-
varianten untereinander mdéglich sind und diese Variationsmdglichkeit aufgrund der Lehre zum
technischen Handeln durch gegenstandliche Erfindung im Kénnen des auf diesem technischen
Gebiet tatigen Fachmannes liegt.

EXPERIMENTE

[00130] In Untersuchungen wird die Qualitéat der erfindungsgemafen Blutentnahmeréhrchen be-
stimmt. Es werden dabei unterschiedliche Zusammensetzungen der Suspension, insbesondere
der Thrombinmenge, als auch unterschiedliche Parameter im Herstellungsverfahren analysiert.

[00131] Zur Beurteilung der Probenqualitat wurden die folgenden Parameter bewertet und ge-
messen:

+ Visuelle Bestimmung der Gerinnungszeit,
+ visuelle Bestimmung der Fibrinriickstédnde,

+ analytische Bestimmung des freien Hamoglobins mit der 3-Wellenldngen- Methode nach
Harboe.

+ Quantitative Bestimmung der freien Zellen (Messung durch Blutzentrale Linz).

[00132] Um die Thrombinstabilitédt zu bestimmen, werden nach der Herstellung der Blutentnah-
merdhrchen verschiedene Behandlungen zur Nachtrocknung, wie Standard- und Vakuumtrock-
nung, und unterschiedliche Sterilisationsverfahren, wie Elektronenbestrahlung und Gammabe-
strahlung, verglichen. Um den Einfluss der einzelnen MaBnahmen auf die Thrombinaktivitat zu
bestimmen, werden die Thrombinaktivitat und der Wassergehalt bei bestimmten Prozessschritten
auch wahrend des Herstellungsprozesses bestimmt. Aber auch die Lagerungsstabilitét der fertig
hergestellten Suspension vor dem Einbringen in das Blutentnahmerdéhrchen wird unter Einfluss
unterschiedlicher Temperaturen bestimmt.

[00133] Um die Thrombinstabilitét in der erfindungsgemaBen Suspension-Sprihlésung besser
beurteilen zu kdnnen, wird die Aktivitat (ber einen Zeitraum von 6 Tagen, aufgeteilt auf 6 Mess-
zeitpunkte, und nach 26 Tagen bei unterschiedlichen Temperaturen, wie bei Raumtemperatur
und 4°C bis 8°C, gemessen.

[00134] Die Lagerungsstabilitdt des Thrombins in der Suspension, welche zum Bespriihen der
Innenwand des Blutentnahmerdhrchens vorgesehen ist, wird durch die Temperatur beeinflusst.
Sie ist in allen Fallen besser, wenn die Suspension im Kihlschrank bei 4°C bis 8°C gelagert wird.
Ein maximaler Thrombinabbau von -10% Uber einen Zeitraum von 72 Stunden wird als tolerierbar
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erachtet. Ein weiterer Abbau des Thrombin erfolgt zu den weiteren Messzeitpunkten. Die Sus-
pension wird daher mit zusatzlichen 10% Thrombin hergestellt, um diesen Verlust auszugleichen,
und die maximale Lagerzeit der Suspension zum Besprihen ist auf 3 Tage beschrankt.

[00135] Des Weiteren wird auch der Einfluss des Trocknungsverfahrens des Blutentnahmerdhr-
chens nach dem Bespriihen der Réhrcheninnenwand auf die Thrombinstabilitat analysiert. Es soll
gezeigt werden, welchen Einfluss ein Standardtrocknungsprozess oder eine Vakuumtrocknungs-
kammer auf die Thrombinstabilitédt hat. Trocknen die Réhrchen nach der Herstellung in einem
Standardtrocknungsprozess langsam, kommt es zu einem Thrombinaktivitatsreduktion von 10 %
bis 19 %, wohingegen bei einer Vakuumtrocknung es lediglich zu einer Reduktion von 9 bis 17 %
kommt. Es wird angenommen, dass die Restfeuchtigkeit die Hydrolyse des Thrombins beglinstigt
und somit mit dem Abbau des Enzyms zusammenhangt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die vollstandige Trocknung der Blutentnahmerdéhrchen unmittelbar nach der Herstellung die
Thrombinstabilitat verbessert.

[00136] Im Vergleich zur Elektronenbestrahlung, wo ca. 15 % der Thrombinaktivitat verloren
geht, wird durch Gammastrahlen, wo ca. 40 % der Thrombinaktivitat verloren geht, wesentlich
mehr Thrombin zerstdrt, wobei die die Standarddosis fiir Elektronenbestrahlung 7,1-15,0 kGy und
fir Gammastrahlung 24,5 bis 40 kGy betragt. Dementsprechend ist das Ausmaf3 des Thrombi-
nabbaus von der Dosis und der Art der Bestrahlung abhangig.

[00137] Bei einem Standardbestrahlungsverfahren mit Elektronenbestrahlung von 7,1 kGy bis
15,0 kGy fir Blutentnahmerdhrchen mit Trenngel gehen etwa 15 % der Thrombinaktivitat verlo-
ren, wobei die Blutentnahmeréhrchen zudem 6 Tage vor der Bestrahlung noch gelagert werden.

[00138] Es zeigt sich somit, dass die vollstdndige Trocknung unmittelbar nach dem Spriihen die
Thrombinstabilitat erhélt. Die Elektronenbestrahlung in der validierten Dosis von 7,1 kGy bis 15,0
kGy verhindert zudem einen erhéhten Thrombinabbau im erfindungsgemafen Blutentnahme-
réhrchen.

[00139] Sowohl die Funktionalitat des Blutentnahmer&hrchen nach der Herstellung mit einer an-
fanglichen Thrombinaktivitét als auch die die Funktionalitédt des Blutentnahmerdhrchen am Ende
der Haltbarkeitsdauer nach 12 Monaten muss gewahrleistet sein.

[00140] Die Wiederfindungsrate von Thrombin bei Blutentnahmerdéhrchen mit einer Thrombin-
ausgangskonzentration von 6 Units bis 10 Units pro mL Blut betragt unmittelbar nach der Her-
stellung 95 bis 105 %.

[00141] Finf Tage nach der Herstellung und einen Tag nach der Elektronenstrahlen-Sterilisation
liegt die Wiederfindungsrate zwischen 79 % und 93 % der Ausgangskonzentration, insbesondere
bei getesteten 6 U/mL bis 10 U/mL Prototypen werden 86 % bei einem Blutentnahmerdhrchen
mit einer anfanglichen Thrombinaktivitat von 6 U/mL, 93 % bei einem Blutentnahmerdhrchen mit
einer anfanglichen Thrombinaktivitat von 8 U/mL und 90 % bei einem Blutentnahmeréhrchen mit
einer anfanglichen Thrombinaktivitat von 10 U/mL wiedergefunden.

[00142] Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wird ein durchschnittlicher Verlust von 15 % der
Thrombinaktivitat zwischen der Produktion und nach der Sterilisation im erfindungsgemagen Blut-
entnahmerdéhrchen angenommen.

[00143] Blutentnahmerdhrchen mit niedrigeren Thrombinausgangsmengen von 2 U/mL bis 4
Units pro mL Blut zeigten einen erhéhten relativen Thrombinabbau. Blutentnahmeréhrchen mit
héherer Thrombinkonzentration von 6 U/mL bis10 Units pro mL Blut zeigen wahrend der Sterili-
sation und in den ersten Tagen der Lagerung weniger Thrombin abzubauen mit einer Wiederfin-
dungsrate von 86 % bis 93 % Thrombin.

[00144] Selbst nach 4 Monaten Lagerung bei 25°C weisen die Blutentnahmerdhrchen mit 10
U/mL Thrombin einen Verlust von etwa 23% auf, wobei sich die Aktivitadt wahrend dieser Lagerzeit
nicht wesentlich verandert hat. Durch den parallelen Verlust des Ziehvolumens bis zum Ende der
Lagerzeit und somit einem geringeren Fillvolumen liegt eine konstante Aktivitat im Rdhrchen
auch dber eine langere Lagerung der Blutentnahmerdhrchen vor.
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[00145] Nachfolgende Experimente zeigen, dass die im erfindungsgemafien Blutentnahmerdhr-
chen enthaltene Menge Thrombin eine volle Funktionalitét zeigt. Das erfindungsgeméaBe Blutent-
nahmerdhrchen ist in vielen nachfolgend bestimmten Parametern besser als jene aus dem Stand
der Technik bekannten Blutentnahmeréhrchen.

[00146] Als Referenz fir diese Studie wird das aus dem Stand der Technik bekannte Vacuette®
Serum Fast Blutentnahmeréhrchen (Probe A) verwendet. Es werden finf erfindungsgeméaie Blut-
entnahmeréhrchen (Probe B bis F), ein BCA-Fast-Investigational R6hrchen mit 5 U/mL Thrombin
(Probe G), BD Vacutainer® RST (Probe H), SEKISUI Insepack® II-D (Probe 1) und AB Medical
VQ-Tube (Probe J) getestet und untersucht. Die Zentrifugation erfolgt bei 1800 g fir 10 Minuten.

[00147] Zusatzlich werden erfindungsgemafe Blutentnahmerdhrchen mit 2 U/mL (Probe K) und
10 U/mL (Probe L) fir 5 Minuten bei 3000 g zentrifugiert.

[00148] Um die Probenqualitédt zu messen und zu bewerten, werden standardisierte Messver-
fahren implementiert, auf deren Basis ein Vergleich der Probenqualitat méglich ist. Zur Beurtei-
lung der Probenqualitat werden die folgenden Parameter bewertet und gemessen:

+ Visuelle Bestimmung der Gerinnungszeit,
+ visuelle Bestimmung der Fibrinriickstédnde,

+ analytische Bestimmung des freien Hamoglobins mit der 3-Wellenldngen- Methode nach
Harboe zur Bewertung von Hamolysen,

+ Quantitative Bestimmung der freien Zellen.

[00149] Zur Bestimmung der Bewertung der Gerinnungsperformance werden Messverfahren zur
standardisierten Bewertung von Gerinnungsablaufen implementiert: automatisiert: Hamostase-
analysesystem Rotem Delta, und manuell: mittels Schwenkmethode und optischer Bewertung.

[00150] Die Ergebnisse zeigen einen indirekt proportionalen Zusammenhang zwischen Throm-
binaktivitdt und Gerinnungszeit. Der Prototyp Probe C mit 4 U/mL Zielthrombinspiegel (zum Zeit-
punkt der Studie 2,5 U Thrombin pro mL Blut) erreicht zwar die gewilinschte Gerinnungszeit von
weniger als finf Minuten (Ergebnis: 1,7 Minuten), allerdings weist diese Probe C eine unbefriedi-
gend niedrige Anzahl fibrinfreier Serumproben von nur 60 % auf. Es scheint die Gerinnung in den
restlichen 40 % der R6hrchen optisch abgeschlossen zu sein, wahrend erhebliche Teile der Ge-
rinnung klinisch nicht abgeschlossen sind, was zu Nachgerinnungseffekten nach der Zentrifuga-
tion fihrt. Der Mindestthrombinspiegel muss daher hdher sein als in dieser Prototypenprobe
Probe C und somit Gber 4 U/mL betragen.

[00151] Ziel ist es, dass mindestens 80 % der Proben ein fibrinfreies Serum liefern. Ein Prototyp
mit 6 U/mL (mit tats&chlich 5,4 U/mL Thrombinaktivitat zum Zeitpunkt der Studie) liefert 70 % und
ein Prototyp mit 8 U/mL (mit einer tatsachlichen Thrombinaktivitat von 7,7 U/mL zum Zeitpunkt
der Studie) liefert 90 % fibrinfreie Serumproben. Daher liegt der Zielthrombinwert, der das 80%
Kriterium erfillt, zwischen 5,4 U/mL und 7,7 U/mL. Geht man von einer linearen Korrelation zwi-
schen den beiden Prototypen mit 70 % und 90 % aus, so liegt der Zielthrombinspiegel fir 80 %
in der Mitte bei 6,5 U/mL. Daher werden 6,5 U/mL Thrombin als der minimal notwendige Throm-
binwert definiert, um eine zufriedenstellende Produktleistung zu erzielen.

[00152] Um jedoch die Produktqualitat weiter zu erhéhen und die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen,
dass die minimal erforderliche Thrombinaktivitdt auch am Ende der Haltbarkeitsdauer erfillt ist,
ist die Thrombinmenge auf mindestens 7,3 U/mL anzusetzen.

TABELLE 2: ZUSAMMENFASSUNG ALLER ERGEBNISSE (MITTELWERTE) UND RWBC,
RRBC UND RPLT (MEDIAN) UBER ALLE PROBEN
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Probe A

GBO Vacuette ® CAT Serum Fast Sepera-{ 11,2| 1,0 | 60 | 7,1 |0,100| 563 | 173

tor

Probe B

Serum-Fast Prototyp 2 U/mL 1,51 34| 25| 21 10,190| 120 | 42

Probe C

Serum-Fast Prototyp 4 U/mL 25| 17 |60 | 37 |0280| 83 | 46

Probe D

Serum-Fast Prototyp 6 U/mL 541 11170} 24 10,100 115 | 66

Probe E

Serum-Fast Prototyp 8 U/mL 77 1,11 90 1 2,5 10,190 157 | 119

Probe F

Serum-Fast Prototyp 10 U/mL 10,6 1,0 | 95 | 2,7 |0,190| 144 | 206

Probe G

BCA-Fast - investigational 5 U/mL 31| 1,8 |375| 3,7 |0,190| 143 | 37

Probe H

BD Vacutainer® RST 19,9| 1,0 {925 45 |0,470| 238 | 273

Probe |

Sekisui Insepack® I1-D 16,3 1,1 |77,5| 3,5 |0,470| 222 | 145

Probe J

AB Medical VQ-Tube 04| 3,7 15 | 8,1 [3,000| 1254 | 155

Probe K

Serum-Fast Prototype 2 U/mL * 1,51 34 | 10| 3,5 (0,190 124 | 36

Probe L

Serum-Fast Prototyp 10 U/mL * 106 1,0 |87,5| 3,8 |0,190| 294 | 283

* Zentrifugation bei 3000 g fir 5 Minuten

[00153] Beziiglich freien Hamoglobins (fHb) zeigen die fiinf erfindungsgemaBen Blutentnahme-
rohrchen (Proben B bis F) mit 2 U/mL bis 10 U/mL die beste Serumqualitat bei allen getesteten
Proben. Sie schneiden deutlich besser ab als die Referenzprobe BCA-Fast (Probe A), wie auch
alle anderen getesteten Produkte (Proben G bis J). Selbst die Probe L, die bei 3000g und 5
Minuten zentrifugiert wurde (Serum-Fast Prototypen 10 U/mL) zeigte vergleichbar gute fHb-
Werte. Durch einen zu schnellen Gerinnungsablauf werden Hamolysen verursacht, die durch ei-
nen erkennbaren freien Hamoglobin-Anstieg im Serum nachgewiesen werden kdnnen.

[00154] Hinsichtlich der freien Zellen im Serum (wei3e Blutkdrperchen (rWBC), rote Blutkérper-
chen (rRBC) und Blut Blutplattchen (rPLT)) zeigen die erfindungsgeméaBen Blutentnahmerdéhr-
chen (Proben B bis F) 2-10 U/mL eine vergleichbare oder bessere Leistung im Vergleich zum
Referenzrohrchen Probe A (Vacuette® CAT Serum Fast Separator (BCA-Fast), als auch im Ver-
gleich zu den anderen Wettbewerbsproben Probe H (BD Vacutainer® RST), Probe | (SEKISUI
Insepack® II-D) und Probe J (AB MedicalVQ-Tube). Mit zunehmender Thrombinaktivitat kann ein
Anstieg der Medianwerte der freien Thrombozyten (rPLT) in den erfindungsgemafBen Blutentnah-
merdhrchen Probe E und Probe F, welche eine Thrombinaktivitat von 8 U/mL und 10 U/mL auf-
weisen, beobachtet werden. Aber auch Probe H (BD Vacutainer® RST) zeigt héhere Werte im
Median. Dies kann auf die ultraschnelle Gerinnung zuriickzuflihren sein. Es wird gezeigt, dass
die mittlere Zellzahl/uL von rWBC (free white blood cells), rRBC (free red blood cells), rPLT (free
platelets) im Serum der erfindungsgemaBen Blutentnahmerdhrchen gering ist.
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[00155] Im Vergleich zu den aus dem Stand der Technik bekannten BCA-Fast- Blutentnahme-
réhrchen und Konkurrenzprodukten weisen die erfindungsgemaien Blutentnahmerdhrchen (Pro-
ben B bis F) mit steigender Thrombinaktivitat von 8-10 U/mL im Allgemeinen eine zufriedenstel-
lende Gerinnungszeit von ca. einer Minute auf, eine vergleichsweise gute Serumqualitat in Bezug
auf den Anteil fibrinfreier Proben, niedriges freies Hamoglobin sowie einen geringen Gehalt an
freien Zellen im Serum.

[00156] Probe L mit 10 U/mL wird bei 3000g fiir 5 Minuten zentrifugiert und zeigt ebenfalls gute
Resultate. Daher fihrt auch eine Zentrifugation bei 3000g fiir 5 Minuten zu einer zufriedenstel-
lenden Serumqualitdt und kann die Durchlaufzeiten (TAT) fir Blutproben weiter minimieren.
Durch die hdheren g-Kréfte steigen die Werte fiir freies Hamoglobin und freie Zellen nur leicht an.

[00157] Dieser Test zeigte eine gute Serumqualitat fir R6hrchen mit Thrombinkonzentrationen
zwischen 4 und 10 U/mL.

[00158] Es wird auch analysiert, wie sich die Lagerungsdauer auf die Thrombinaktivitat auswirkt.
Der starkste Thrombinabbau tritt nach der Lagerung bereits in den ersten Wochen und veréandert
sich dann kaum noch. Nach 4 Monaten Lagerung ist ein Verlust von etwa 23 % im Vergleich zur
Thrombinaktivitéat, gemessen nach der Sterilisation, zu beobachten. Dieser Verlust ist bereits
nach einem Monat vorhanden und andert sich danach nicht mehr wesentlich. Fir die weitere
Lagerungszeit wird davon ausgegangen, dass die Thrombinaktivitat stabil ist. Am Ende der Halt-
barkeitsdauer von 12 Monaten soll noch eine mittlere Thrombinaktivitat von 7,3 U/mL vorhanden
sein.

Tabelle 3: Abbau von Thrombin wahrend des Produktlebenszyklus

Abschnitt des Thrombinabbaus Verlust der Thrombinaktivitat
Herstellung der Suspension und 3 Tage Lage- 10 %

rung im Kilhlschrank °
Vakuumtrocknung, Lagerung fir 6 Tage und

anschlieBende Elektronenbestrahlung bei 5 bis -15%

10 kGy

Lagerung von 12 Monaten -23%

[00159] In einem weiteren Versuch werden drei Chargen der erfindungsgemaie Blutentnahme-
réhrchen mit 5 mL Nennentnahmevolumen (Proben B, C, D und Proben G, H, I) mit dem BCA-
Fast Rohrchen (Probe A und F) als Referenz und BD Vacutainer® RST (Probe E und J) nach der
Zentrifugation bei 1800 g fir 10 Minuten (Proben A bis E) bzw. 3000 g fir 5 Minuten (Proben F
bis J) verglichen.

[00160] In diesem Versuch werden die erfindungsgemaBen Blutentnahmeréhrchen, insbeson-
dere Serumschnellrdhrchen, mit bereits auf den Markt befindlichen Serumschnellréhrchen hin-
sichtlich ihrer Performance und Serumqualitat anhand der Parameter

+ Gerinnungszeit,
+ Geldicke,
+ Fibrinfadenbildung,
+ freies Hamoglobin, und
+ Restzellen
beurteilt.

[00161] Die Beobachtungen und Messungen werden von 2 Beobachtern durchgefiihrt, wobei
Beobachter 1 die Proben A bis E und Beobachter 2 die Proben F bis J analysiert.

[00162] Der Versuch wird Giber mehrere Tage mit insgesamt 46 Blutspendern durchgefiihrt, wo-
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bei von jedem der maximal 12 Blutspender pro Studientag 10 Réhrchen Blut entnommen und
getestet werden.

[00163] Vor Beginn des Versuchs wird die Thrombinaktivitat bestimmt. Diese betragt bei Probe
B und G jeweils 10,0 U/mL bis 13,2 U/mL , Probe C und H jeweils 11,1 U/mL bis 13, 3 U/mL, und
Probe D und | jeweils 10,0 U/mL bis 13.6 U/mL.

[00164] Die Blutentnahmerdhrchen werden zur Einleitung der Gerinnung finf Mal invertiert und
das Akzeptanzkriterium fir die Gerinnungszeit betragt finf Minuten.

[00165] Es erfolgt eine visuelle Bewertung der Erythrozyten-Clotbildung und der Fibrinfadenbil-
dung. Fir die Fibrinfadenbildung werden Kategorien von 1 bis 6 wie in Tabelle 4 angefiihrt fest-
gelegt und bestimmt.

Tabelle 4: Optisch feststellbare Fibrinreste

Kategorie Fibrinformationen

1 Rote Fibrinfaden

2 Gelbliche Fibrinfaden

3 Erythrozytenklumpen

4 Gelseparation-beeintrachtigende Fibrinstrukturen
5 Fibrinwolke

6

Uberstand geliert

[00166] Des Weiteren werden das Minimum und Maximum der Gelschichtdicke in mm gemes-
sen.

[00167] In der nachfolgenden Tabelle 5 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse fiir Gerin-
nungszeit, Gelschichtdicke, freies Hamoglobin, Gesamitfibrinbildung (%) und rWBC, rRBC und
rPLT (Median) fir alle Proben der Studie in tabellarischer Form dargestellt. Fir die Gerinnungs-
zeit, Gelschichtdicke, freies Hamoglobin ist der Mittelwert und das 95% Konfidenzintervall ange-
fOhrt.

Tabelle 5: Ergebnis des Chargenvergleichs der erfindungsgeméaten Blutentnahmeréhrchen

= E |2 =

E| E |3 |& - - -
= o | =2 = = = =
Py ~x | o S s c <
N S |E5|ET|R2| Q2| K
> | 2 |88|€2|zT O3 | &7
c 5 = IE 4':‘- L-o':‘- L-o':‘-
= Q c = Yo n 0
= S | & ® @ @ @
S o | @ o T, T, @,

)
O] o | O L

Probe A
GBO Vacuette ® CAT Serum Fast
Seperator (BCA Fast)

—_
—_
1

17,4 8 |[0,096|426,14 | 256,41

Probe B
Schnellgerinnungsréhrchen 1.2 6.9 | 174 3 0,096 172,23 197,81
Probe C
Schnellgerinnungsréhrchen 1,1 68 | 22 4 0,099/163,041233,70
Probe D

Schnellgerinnungsréhrchen 1,0 7.0 8.7 4 10,096 180,31 187,81

Probe E 1,4 - 13,0 4 0,20 [219,30( 117,74
BD Vacutainer® RST Rapid Serum
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Clotting

Probe F
GBO Vacuette ® CAT Serum Fast Se-| 1,2 - 13,0 | 10 - - -
perator (BCA Fast)

Probe G
Schnellgerinnungsréhrchen
Probe H
Schnellgerinnungsréhrchen
Probe |
Schnellgerinnungsréhrchen
Probe J

BD Vacutainer® RST Rapid Serum| 1,5 - 6,5 5 - - -
Clotting

1,1 7,8 | 43 4 - - -

1,0 | 79 | 13,0 5 - - -

12 | 79 | 87 5 - - -

[00168] Bei der gemessenen Gerinnungszeit kann das Akzeptanzkriterium von finf Minuten (Mit-
telwert und 95% Konfidenzintervall) fiir alle Proben erflllt werden.

[00169] Was die Dicke der Gelschicht betrifft, so erfiillen alle Proben das Akzeptanzkriterium von
5 mm (Mittelwert und 95% Konfidenzintervall).

[00170] Obwohl Fibrinformationen in einzelnen Réhrchen beobachtet werden, kann das Akzep-
tanzkriterium, dass weniger als 20 % aller Proben Fibrinreste aufweisen, ebenfalls fir alle Pro-
dukte erfillt werden.

[00171] Fallweise werden Uberschreitungen des Akzeptanzkriteriums von 50 mg/dL freies Ha-
moglobin beobachtet. Zuséatzlich zur Probandenabhangigkeit wird auch ein Anstieg der Einzel-
werte bei einer hdheren g-Zahl von 3000 beobachtet.

[00172] Im Vergleich zu 1800 g wird bei 3000 g ein signifikanter Anstieg von Einzelproben, die
den Referenzbereich von 5 mg/dL Uberschreiten, beobachtet. Obwohl dies zu einem Anstieg des
Mittelwerts fOhrt, wird das erforderliche 95 % Intervall fir die erfindungsgemaBen Proben G (4
mg/dL fHb), H (5 mg/dL fHb) und Probe | (5 mg/dL fHb) erfillt.

[00173] Generell spielen praanalytische Faktoren eine groBe Rolle bei diesem Parameter und
beeinflussen die Statistik im Einzelfall stark.

[00174] Bei den erfindungsgemafen Blutentnahmerdhrchen Proben B, C, D und G, H, | der un-
terschiedlichen Chargen wird das erforderliche Akzeptanzkriterium von 5 mg/dL fHb fiir alle Pro-
ben unabhangig von den Zentrifugationsbedingungen (Mittelwert +Cl) erfiillt. Zur Messung des
freien Hamoglobins werden 150 pL des Uberstandes jeder Probe direkt in eine Semi-Mikroklivette
pipettiert und nach CE-TP006_Bestimmung des freien Hamoglobins (fHb) mit der 3-Wellenlan-
gen-Methode nach Harboe bestimmt.

[00175] Fir die Bestimmung der Restzellen im Serum (weiBBe Blutkérperchen, rote Blutkdrper-
chen, Thrombozyten) konnte das Akzeptanzkriterium ebenfalls fir alle Proben erfiillt werden
(nach Zentrifugation von 1.800 g/10min) mit einem Konfidenzintervall von 95 % bei rWBC: <=
0,47 Zellen/y, rRBC: <= 238 Zellen/uL, rPLT: <= 273 Zellen/uL. Die Bestimmung der Restzellen
erfolgt geman der IFU des Herstellers und der internen SOP der Blutzentrale Linz am Gerat FACS
Canto II. Die Bestimmung der Restzellen erfolgt aus dem oberen Drittel des Serumiiberstands.

[00176] Die getesteten erfindungsgemafen Blutentnahmerdéhrchen Proben B, C, D, G, H und |
zeigen eine bessere Gesamtleistung im Vergleich zum Referenzprodukt GBO Vacutte® CAT Se-
rum Fast Separator (BCA-Fast, Probe A und F), sowie eine vergleichbar gute Gesamtleistung im
Vergleich zum Mitbewerberprodukt (BD Vacutainer® RST, Probe F und J).

[00177] Der Versuch zeigt, dass erfindungsgemaen Blutentnahmeréhrchen beziiglich der hau-
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figsten biochemischen Analyten, die in der Notaufnahme und im ambulanten Bereich ermittelt
werden, bessere bzw. zumindest vergleichbare Testergebnisse liefern wie derzeitig auf dem
Markt befindliche Serumschnellréhrchen. Die erfindungsgemaen Blutentnahmerdhrchen ermdg-
lichen somit kurze Durchlaufzeiten flir Serumproben.

[00178] Der Schutzbereich ist durch die Anspriiche bestimmt. Die Beschreibung und die Zeich-
nungen sind jedoch zur Auslegung der Anspriiche heranzuziehen. Einzelmerkmale oder Merk-
malskombinationen aus den gezeigten und beschriebenen unterschiedlichen Ausfiihrungsbei-
spielen kénnen fir sich eigenstandige erfinderische Losungen darstellen. Die den eigenstandigen
erfinderischen Lésungen zugrundeliegende Aufgabe kann der Beschreibung enthnommen wer-
den.

[00179] Samtliche Angaben zu Wertebereichen in gegenstandlicher Beschreibung sind so zu
verstehen, dass diese beliebige und alle Teilbereiche daraus mitumfassen, z.B. ist die Angabe 1
bis 10 so zu verstehen, dass samtliche Teilbereiche, ausgehend von der unteren Grenze 1 und
der oberen Grenze 10 mit umfasst sind, d.h. sémtliche Teilbereiche beginnen mit einer unteren
Grenze von 1 oder gréBer und enden bei einer oberen Grenze von 10 oder weniger, z.B. 1 bis
1,7, oder 3,2 bis 8,1, oder 5,5 bis 10.

[00180] Der Ordnung halber sei abschlieBend darauf hingewiesen, dass zum besseren Ver-
standnis des Aufbaus Elemente teilweise unmaBstablich und/oder vergrdoBert und/oder verklei-
nert dargestellt wurden.
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Anspriiche

1.

10.

11.

12.

13.

Blutentnahmerdhrchen umfassend einen réhrenférmigen Behalter mit einer Offnung an ei-
nem Ende und einem Boden am anderen Ende, der dem einen Ende gegeniber liegt, und
eine Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem es sich um eine
Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Ami-
nosaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosaurerest in Pep-
tidketten zu hydrolysieren, dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension im Wesentlichen
auf einer gesamten Innenoberflache des réhrenférmigen Behalters durch Spriihbeschichten
aufgebracht und abgelagert ist.

Blutentnahmeréhrchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Menge des
Blutgerinnungsaktivators im Blutentnahmeréhrchen 6 Units bis 14 Units pro mL zu sammeln-
dem Blut, insbesondere 7,3 Units bis 13,7 Units pro mL zu sammelndem Blut, betragt.

Blutentnahmerdhrchen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass in der Sus-
pension 0,5 Gew-% bis 1,7 Gew-% des Blutgerinnungsaktivators enthalten sind, welche zu
einer Aktivitat von 1,9 U/mg in der Suspension fiihren.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die Hydrolase eine Serinprotease, insbesondere Thrombin, ist.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die Suspension zumindest einen weiteren Gerinnungsaktivator, insbesondere Siliziumdi-
oxidpartikel, enthalt.

Blutentnahmeréhrchen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass in der Suspen-
sion 0,5 Gew.-% bis 7 Gew.-%, insbesondere 1 Gew.-% bis 3 Gew.-%, vorzugsweise 1,5
Gew.-% bis 2 Gew.-% Siliziumdioxidpartikel enthalten sind.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass
die Suspension zumindest ein Silikondl, vorzugsweise ein wasserldsliches Silikondl, enthalt.

Blutentnahmeréhrchen nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass Silikondl in einer
Menge von 0,05 Gew.-% bis 2 Gew.-%, insbesondere 0,1 Gew.-% bis 1 Gew.-%, vorzugs-
weise 0,2 Gew.-% bis 0,4 Gew.-% in der Suspension enthalten ist.

Blutentnahmerdhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass
in der Suspension ein Konservierungsmittel, insbesondere ein Paraben, vorzugsweise Pro-
pyl-4-hydroxybenzoat, enthalten ist.

Blutentnahmerdhrchen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Konservie-
rungsmittel, insbesondere Propyl-4-hydroxybenzoat, in einer Menge von 0,001 Gew.-% bis
1 Gew.-%, insbesondere 0,05 Gew.-% bis 0,1 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 Gew.-% bis 0,03
Gew.-% in der Suspension enthalten ist.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass
in der Suspension ein wasserldsliches Bindemittel, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsaurecopolymeren und Polyoxyalkylen-Blockco-
polymeren, enthalten ist.

Blutentnahmerdhrchen nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das wasserlds-
liche Bindemittel, insbesondere Polyvinylpyrrolidon, in einer Menge von 0,1 Gew.-% bis 5
Gew.-%, insbesondere 0,5 Gew.-% bis 4 Gew.-%, vorzugsweise 1,5 Gew.-% bis 3,5 Gew.-
% in der Suspension enthalten ist.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass
der pH-Wert der Suspension in einem Bereich mit einer unteren Grenze von 4,0 und einer
oberen Grenze 8,5, vorzugsweise zwischen 5,5 und 8,0, insbesondere zwischen 6,5 bis 7,5
liegt.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
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Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass
der pH-Wert der Suspension durch eine Sédure oder Base einstellbar ist, vorzugsweise in der
Suspension als Base Lithiumhydroxid Monohydrat zur Einstellung des pH-Werts enthalten
ist.

Blutentnahmerdhrchen nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass Lithiumhydroxid
Monohydrat in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 0,01 Gew.-%, insbesondere 0,0005
Gew.-% bis 0,007 Gew.-%, vorzugsweise 0,002 Gew.-% bis 0,005 Gew.-%, in der Suspen-
sion enthalten ist.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass
am Ende des Rdhrchens mit der Offnung abdichtend ein Stopfen befestigt ist.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass
im Inneren des Blutentnahmeréhrchens ein reduzierter Druck vorliegt.

Blutentnahmeréhrchen nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass
ein Trenngel im Bereich des Bodens des Blutentnahmeréhrchens angeordnet ist.

Verfahren zur Herstellung eines Blutentnahmerdhrchens nach zumindest einem der Anspri-
che 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension in einer Menge von 4,5 mg/mL
bis 9 mg/mL Blut, vorzugsweise 5 mg/mL bis 8 mg/mL Blut, insbesondere 5,5 mg/mL bis 7,5
mg/mL Blut, in ein Blutentnahmerdhrchen eingespriiht wird.

Suspension mit zumindest einem Blutgerinnungsaktivator, bei dem es sich um eine Hydro-
lase handelt, die in der Lage ist, die Bindung zwischen Arginin und irgendeinem Aminosau-
rerest und/oder die Bindung zwischen Lysin und irgendeinem Aminosaurerest in Peptidket-
ten zu hydrolysieren, und zumindest einem weiteren Gerinnungsaktivator, vorzugsweise Si-
liziumdioxidpartikel, zumindest einem wasserldslichen Bindemittel ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsdurecopolymeren und Po-
lyoxyalkylen-Blockcopolymeren, zumindest einem Konservierungsmittel, vorzugsweise ein
Paraben, insbesondere Propyl-4-hydroxybenzoat, zumindest einem Silikondl, insbesondere
wasserldslichem Silikondl, und einem Mittel zum Einstellen des pH-Werts, insbesondere Li-
thiumhydroxid Monohydrat.

Verwendung der Suspension nach Anspruch 20, vorzugsweise sprihgetrocknet an der Rohr-
cheninnenwand eines Blutentnahmerdhrchens, als Blutgerinnungsaktivator in einem Blutent-
nahmerdhrchen.

Verfahren zur Herstellung einer Suspension umfassend die Schritte: (i) LOsen der wasser-
I6slichen Bestandteile: zumindest ein wasserldsliches Bindemittel, ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Acrylsdurecopolymeren und Po-
lyoxyalkylen-Blockcopolymeren, zumindest ein Silikondl, vorzugsweise ein wasserldsliches
Silikondl, und zumindest ein Konservierungsmittel, insbesondere ein Paraben, vorzugsweise
Propyl-4-hydroxybenzoat, in einem wassrigen Medium, (ii) Einstellen des pH-Werts mit einer
Saure oder Base, vorzugsweise Lithiumhydroxid Monohydrat, (iii) Sterilfiltration der Ldsung,
(iv) Einriihren zumindest eines heiBsterilisierten Gerinnungsaktivators auf Siliziumdioxidba-
sis und (v) gegebenenfalls Sterilabfillung der Suspension (vi) Hinzufligen eines Blutgerin-
nungsaktivators, bei dem es sich um eine Hydrolase handelt, die in der Lage ist, die Bindung
zwischen Arginin und irgendeinem Aminosaurerest und/oder die Bindung zwischen Lysin
und irgendeinem Aminosdurerest in Peptidketten zu hydrolysieren mit einer Zielkonzentra-
tion von 1 U/mg bis 3 U/mg, vorzugsweise 1,5 U/mg bis 2,5 U/mg, insbesondere 1,7 U/mg
bis 2,1 U/mg.

Hierzu keine Zeichnungen
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