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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
Testvorrichtungen und -verfahren zur Bestimmung
von Analyten, die in Flussigkeiten vorhanden sein
kdnnen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Die quantitative Bestimmung chemischer
und biologischer Komponenten in wasserigen Pro-
benldsungen, wie ganzem Blut, Plasma, Serum und
Urin, ist wichtig fur die zeitgerechte und genaue Dia-
gnose verschiedener Erkrankungen ebenso wie flr
die Uberwachung des Fortschrittes der medizini-
schen Behandlung von Erkrankungen. In vielen Fal-
len sind die gemessenen Analyten nur in winzigen
Mengen vorhanden und sie sind haufig vermischt mit
sehr viel groReren Mengen irrelevanter oder stéren-
der Komponenten. Einige Komponenten, wie rote
Blutzellen, verhindern die Analyse der Probe, wenn
sie vorhanden sind. Problematisch sind auch die Re-
agenzien und Indikatoren, die zum Nachweisen und
Messen der Analyten benutzt werden, die haufig
stark gefarbt sind und den Reaktionsprodukten hin-
sichtlich ihrer Absorptions-Spektren sehr ahneln. Zu-
satzlich erfordert die Messung von Analyten haufig
mehrere unvertragliche Reagenzien, die separat ge-
lagert und nacheinander zugegeben werden mus-
sen. Jeder dieser Faktoren kann den Nachweis und
die quantitative Bestimmung von Analyten in flussi-
gen Proben komplizieren.

[0003] An diese Probleme ist man in verschiedener
Weise herangegangen. Analytische Verfahren, die
beim klinischen chemischen Testen benutzt werden
und andere Anwendungen kdnnen in zwei breite Ka-
tegorien von Assayformaten unterteilt werden: Flis-
sigchemie-Formate und Trockenchemie-Formate.
Flussigchemie-Systeme erfordern, dass Probe und
flissige Reagenzien in einer zeitlich abgestimmten
Reihenfolge in Reaktionskammern abgegeben wer-
den. Proben mussen haufig mit speziellen Puffern
verdinnt werden, um stérende Komponenten zu ver-
mindern oder zu eliminieren und werden dann zu Re-
agenzien hinzugegeben, die zur Reaktion mit spezifi-
schen Analyten vorgesehen sind. In einigen Fallen
mussen Mehrfachreagenzien wegen der Stabilitats-
probleme unmittelbar vor dem Einsatz vorvermischt
werden. In anderen Fallen kénnen zusatzliche Rea-
genzien erforderlich sein, um farberzeugende ables-
bare Reaktionen zu liefern. Die Resultate kénnen er-
halten werden durch Messen der Absorption von
Licht durch die flissige Probe. Reaktionen, die Ab-
nahmen in der Reaktionsfarbe oder untergeordnete
Unterschiede bei Farbandrungen einschlieen, kon-
nen weiter separate Rohre von Reagenzien erfor-
dern, um die Resultate zu standardisieren oder als

Vergleich zu dienen.

[0004] Trockenchemie-Systeme nutzen Reagenzi-
en, die getrocknet auf absorbierenden Oberflachen
vorhanden sind. Die meisten kommerziell erhaltli-
chen Produkte weisen mehrere Schichten von Reak-
tenten sandwichfdrmig angeordnet auf. Einige sind
vertikal angeordnet und einige kombinieren vertikale
und horizontale Anordnungen. In allen Fallen beru-
hen Trockenchemie-Systeme, die chromogene Re-
aktionen benutzen, auf der Messung an entweder der
oberen oder Bodenoberflache des endgiiltigen Rea-
genzkissens reflektierten Lichtes. Das Untersuchen
ganzen Blutes prasentiert zusatzliche Probleme, da
es ein separates Verfahren zum Abtrennen von roten
Blutzellen von der Probe erfordert, wie Zentrifugieren
oder den Einsatz Blut trennender Filter, die das Plas-
ma zur Analyse abtrennen. Das Wesen der Trocken-
chemie-Analyse ist es, eine Flussigreaktion zu ent-
halten, sodass gefarbte Reaktionsprodukte visuali-
siert werden kénnen. Dies erfolgt mit Gelen und Po-
lymeren, z.B., Vitros-(Johnson & Johnson) oder fase-
rigen papierartigen Materialien, z.B. Seralyzer (Bayer
Diagnostics). In allen Fallen muss die Reaktion bei ei-
ner Mischung von Probe, Verdiinnungsmittel, Reak-
tanten und Produkt beobachtet werden, was zu
Schwierigkeiten fuhren kann, Produkt vom Nichtpro-
dukt zu unterscheiden. Da der gesamte oder ein Teil
des urspringlichen Reaktanten verbraucht wird,
kann es unméglich sein, sich auf das Ausgangsmate-
rial zurlickzubeziehen, wie, eine Reagenz-Basislinie
festzulegen. Im Gegensatz dazu behalt die vorliegen-
de Erfindung alle Komponenten fir weitere Bewer-
tungen zurtick.

[0005] Verfahren, die eine genaue Reaktions-Ein-
stellung erfordern, wie solche, die rasche Reaktionen
oder das Messen einer Rate einer Anderung erfor-
dern, ist es haufig schwierig, die genaue Startzeit der
Reaktionen zu bestimmen. In den meisten Fallen
hangt die Leistungsfahigkeit des Assay und daher die
Zuverlassigkeit der Resultate von der Fahigkeit des
Testsystems ab, gleichmaRig eine gewisse Menge
von Flussigkeit (Ublicherweise Blutplasma oder -se-
rum) zu einem Endreaktanten-Material zu liefern.
Dieses Material muss eine bekannte Menge der Flis-
sigkeit mit auBerordentlicher Genauigkeit und Repro-
duzierbarkeit absorbieren, damit die Resultate
brauchbar sind. Die erforderlichen genauen Volu-
menmessungen zum Erhalt genauer Resultate mit
diesen Arten von Assays prasentieren besondere
Herausforderungen und machen es schwierig, mit ih-
nen zu arbeiten.

[0006] Sowohl Flussig- als auch Trockenche-
mie-Systeme sind in der Konzentration von Reaktan-
ten, die eingesetzt werden kdnnen, beschrankt. Die-
se Konzentrationen sind haufig aufgrund der Anwe-
senheit stark gefarbter Reaktanten begrenzt, die
Licht bei Wellenlangen absorbieren oder reflektieren,
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die mit dem Nachweis von Reaktionsprodukt interfe-
rieren oder diesen verdecken, da das Reaktionspro-
dukt Licht bei ahnlichen Wellenlangen absorbieren
oder reflektieren kann. Es wurden verschiedene Ver-
fahren bei Versuchen eingesetzt, dieses Problem zu
I6sen. Hochstrasser, US-PS 3,964,871, beschreibt
einen ausgebbaren Indikator zum Messen von Sub-
stanzen, der die Konzentration einer Substanz in ei-
ner gegebenen biologischen Flissigkeit mit Indizien
registriert, die in einer bequemen Notierung direkt ab-
lesbar sind, was die Zuverlassigkeit beim Vergleich
mit einer Farbintensitatsskala vermindert. Kim et al.,
US-PS 4,303,408, beschreiben Elemente mit interfe-
rierende Materialien reduzierenden Zonen, die inter-
ferierende Materialien vor der Reaktionszone entfer-
nen. Trotz dieser Versuche sind nur marginale Ver-
besserungen mdglich aufgrund der physikalischen
Beschrankungen, die den Verfahren innewohnen.

[0007] US-PS 5,716,852, ausgegeben an Yager et
al., lehrt ein Kanal-Zell-System zum Nachweisen der
Anwesenheit und/oder Messen der Anwesenheit von
Analyt-Teilchen in einem Probenstrom, umfassend
einen laminaren Strémungskanal, zwei Einlasse in
Flissigkeits-Verbindung mit dem laminaren Str6-
mungskanal, um einen Indikatorstrom in den lamina-
ren Stromungskanal zu leiten, der eine Indika-
tor-Substanz umfassen kann, die die Anwesenheit
der Analyt-Teilchen durch eine nachweisbare Ande-
rung in Eigenschaften anzeigt, wenn sie mit den Ana-
lyt-Teilchen und dem Probenstrom in Kontakt kommt.
Der laminare Stromungskanal hat eine geniigend ge-
ringe Tiefe, um ein laminares Fliel3en von Strémen zu
gestatten und eine genligende Lange, um es Teil-
chen des Analyten zu gestatten, in den Indikator-
strom zu diffundieren, bis zum betrachtlichen Aus-
schluss der gréReren Teilchen im Probenstrom, um
einen Nachweisbereich zu bilden. Ein Auslass leitet
die Strdme aus dem laminaren Strémungskanal un-
ter Bildung eines einzigen vermischten Stromes. Ya-
ger offenbart die Bildung einer Reaktions-Grenzfla-
che, die sich zwischen zwei Flissigkeiten bildet, die
sich durch ein Kapillarrohr in der gleichen Richtung
bewegen. Wir offenbaren die Erfindung einer stabilen
Grenzflache, die sich bildet, wenn sich zwei Flussig-
keiten treffen und in einer Strdémungsmatrix stoppen,
nachdem sie von entgegengesetzten Richtungen
Ubertragen wurden. Das Yager-Patent beruht auf
dem Prinzip laminarer Flissigkeitsstromung, das im
Stande der Technik bekannt war. Im Gegensatz dazu
benutzt die vorliegende Erfindung saugfahiges Mate-
rial, um die flissige Grenzflache physisch zu enthal-
ten.

[0008] US-PS 5,187,100, ausgegeben an Matzinger
et al., diskutiert eine Kontrollldsung zum Einsatz mit
einem pordsen Reagenten-Streifen und umfasst ein
in Wasser dispergiertes flexibles halbfestes Polymer,
wie Polyvinylacetat in destilliertem Wasser, mit geeig-
neten Glukosekonzentrations-Kontrollniveaus. Diese

Lésung ist brauchbar bei der Nachahmung ganzen
Blutes in Verbindung mit porésen Reagenz-Streifen
zum Bestimmen der Nachgiebigkeit der Streifen und
mit Messgeraten zur Festlegung von Messungs- und
Leistungsfahigkeit-Kriterien.

[0009] US-PS 5,147,606, ausgegeben an Charlton
et al., lehrt eine diagnostische Vorrichtung, die
Blut-Analyten mit einem Probenvolumen so wenig
wie 2 Mikrolitern im Hamatokrit-Bereich von 0% bis
60% oder mehr nachweist. Dies erfolgt durch Benut-
zen eines Gehauses mit verschiedenen Kammern
und Abteilen zur Behandlung des Blutes. Eine Pro-
ben-Anwendungséffnung in dem Gehduse wird zum
Einfihren von Blut in eine Kammer zum Abmessen
benutzt. Von der Kammer zum Abmessen flie3t das
Blut in einer Reaktionskammer zum Analysieren von
Blut-Analyten. Blut, das in die Kammer zum Abmes-
sen eintritt, fliet in eine Flissigkeits-Kapillare, die
anzeigt, dass eine angemessene Menge des Blutes
in der Kammer zum Abmessen empfangen worden
ist. Das Reaktionsabteil schlie3t ein Reagenz und ei-
nen Filter ein, wobei der Letztere zwischen der Kam-
mer zum Abmessen und dem Reagenz angeordnet
ist, sodass das Reagenz mit dem filtrierten Blut rea-
giert.

[0010] US-PS 4,839,297, ausgegeben an Freitag et
al., lehrt eine Testapparatur zur analytischen Bestim-
mung einer Komponente einer Korperflissigkeit mit
einer Basisschicht und mindestens zwei planaren
Testschichten, die sich im anfanglichen Zustand des
Testtragers vor dem Ausflhren der Bestimmung se-
parat voneinander befinden, die jedoch durch dulere
Manipulation in Kontakt miteinander gebracht wer-
den kénnen. Eine erste Testschicht und eine zweite
Testschicht sind auf der Basisschicht im Wesentli-
chen nebeneinander, aber im urspriglichen Zustand
durch einen Spalt voneinander getrennt angeordnet,
ein Kontaktelement wird bereitgestellt, das aus ei-
nem kapillaraktiven Material besteht, das so dimensi-
oniert ist, dass es den Spalt Gberbriicken kann und
das so montiert und angeordnet ist, dass es in einer
ersten Position zumindest eine der Testschichten
nicht berthren kann, dass jedoch durch externen
Druck in eine zweite Position gebracht werden kann,
in der es beide Testschichten in einer solchen Weise
berihrt, dass ein Flissigkeitsaustausch zwischen
den Testschichten mdglich ist.

[0011] US-PS 4,637,978, ausgegeben an Dappen,
offenbart einen Assay, brauchbar fiir die Bestimmung
eines Analyten im ganzen Blut. Im Besonderen ist
dieser Assay brauchbar zur quantitativen Bestim-
mung von Peroxid erzeugenden Analyten, wie Gluko-
se oder Cholesterin, im ganzen Blut. Dieser Assay
benutzt ein Mehrzonen-Element, das im Wesentli-
chen aus einem Trager besteht, auf dem sich in der
Reihenfolge und in Flissigkeits-Kontakt eine Regist-
rierungszone und eine Reagenz/Ausbreitungs-Zone
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befindet. Die Reagenz/Ausbreitungs-Zone hat ein
Hohlraum/Porenvolumen und eine mittlere Porengro-
Re, die wirksam ist flir ganzes Blut, und enthalt eine
interaktive Zusammensetzung, die erforderlich ist fur
die Analyse. Eine solche Zusammensetzung ist in der
Lage, bei Wechselwirkung mit dem Analyten eine
Farbe zu liefern, die spektrofotometrisch bei einer
Wellenlange von mehr als etwa 600 mm nachgewie-
sen werden kann.

[0012] US-PS 5,408,535, ausgegeben an Howard
[ll et al., offenbart ein Videoteststreifen-Lesegerat,
das gleichzeitig Mehrreagenz-Teststreifen lokalisie-
ren, farbanalysieren und einstellen kann, wie solche,
die bei klinischen Assays auf Festkdrperbasis be-
nutzt werden. Das Lesegerat schlie3t einen Video-
bildgeber ein, der ein analoges Signal erzeugt, das in
ein digitales Signal umgewandelt wird, das das Bild
reprasentiert. Das digitale Signal wird in Form von Pi-
xelanordnungen gespeichert, die Farbinformation
enthalten. Das digitale Signal wird dann verarbeitet,
um die erwunschten Testresultate zu errechnen, wie
die Konzentration eines Bestandteils oder andere
messbare Eigenschaften.

[0013] US-PS 4,160,008, ausgegeben an Feno-
cketti et al., lehrt eine Testvorrichtung zum Bestim-
men der Anwesenheit eines Flissigproben-Bestand-
teils. Die Vorrichtung umfasst ein Basis-Tragerteil, an
dem ein Indikatorglied angebracht ist, das eine nach-
weisbare Antwort, wie eine Farbanderung, in Gegen-
wart des Probenbestandteils erzeugt. Das Indikator-
glied umfasst eine obere Reagenzschicht, eine unte-
re absorbierende Schicht und eine im Wesentlichen
probenundurchlassige Sperrschicht zwischen der
oberen und unteren Schicht. Das Indikatorglied ist an
dem Basisteil entlang der unteren Seite der absorbie-
renden Schicht angebracht.

[0014] US-PS 4,042,335, ausgegeben an Clement,
offenbart ein Mehrschicht-Element zur Analyse von
Flussigkeiten, wie die biochemischen und biologi-
schen Flussigkeiten. Die Erfindung schlieft eine Re-
agenzschicht mit einer Zusammensetzung ein, die in
Gegenwart einer vorbestimmten zu analysierenden
Substanz (Analyt) interaktiv ist, um eine diffundierba-
re nachweisbare Spezies, z.B. einen Farbstoff, zu lie-
fern, der nachgewiesen werden kann. Vorzugsweise
kann zwischen der Reagenzschicht und der Regist-
rations-Schicht eine Strahlung blockierende Schicht
existieren, wie eine opake reflektierende Schicht, um
den Nachweise der diffundierbaren Spezies inner-
halb der Registrierungs-Schicht zu férdern. Eine sich
ausbreitende Schicht ist von der Registrati-
ons-Schicht durch eine Reagenzschicht getrennt. Im
Betrieb wird eine Flissigkeitsprobe, die zu analysie-
ren ist, auf die Reagenzschicht oder, falls vorhanden,
auf eine sich ausbreitende Schicht aufgebracht. Ent-
halt die Probe den Analyten, dann ergibt eine chemi-
sche Reaktion oder eine andere Interaktion mit der

Reagenzschicht eine nachweisbare Spezies, die
Uber irgendwelche dazwischen liegenden Schichten,
wie eine Strahlung blockierende Schicht, in die Re-
gistrations-Schicht zum Nachweis dort diffundiert,
wie durch radiometrische Techniken, wie Reflexi-
ons-Spektrofotometrie.

[0015] US-PS 3,992,158, ausgegeben an Przybylo-
wicz et al., offenbart ein integrales analytisches Ele-
ment, das bei der Analyse von Flissigkeiten einge-
setzt werden kann, wobei das Element mindestens
zwei Ubereinander liegende Schichten einschlieflich
einer sich ausbreitenden Schicht und einer Reagenz-
schicht in Flissigkeits-Kontakt aufweist. Die sich
ausbreitende Schicht, die eine isotrop porése Schicht
sein kann, breitet innerhalb sich selbst mindestens
eine Komponente einer Flissigkeitsprobe aus, die
auf das Element aufgebracht ist, oder ein Reaktions-
produkt einer solchen Komponente, um eine gleich-
maRige Konzentration von mindestens einer solchen
Ausbreitungssubstanz an der Oberflache der Aus-
breitungsschicht zu erhalten, die der Reagenzschicht
gegenuberliegt. Die Reagenzschicht, die vorzugs-
weise gleichmaRig fur mindestens eine geldste oder
dispergierte Komponente der Flissigkeitsprobe oder
eines Reaktionsproduktes einer solchen Komponen-
te durchlassig ist, kann eine Matrix einschlief3en, in
der ein Material verteilt ist, das, z.B., mit einem Ana-
lyten oder einem Analyten-Reaktionsprodukt intera-
gieren kann, um eine nachweisbare Anderung in dem
Element zu erzeugen, wie eine durch Messung von
elektromagnetischer Strahlung nachweisbare Ande-
rung. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann
das interaktive Material chemisch mit einem Analyten
oder Analyten-Reaktionsprodukt reagieren, um eine
Farbanderung in dem Element zu erzeugen. In einer
anderen bevorzugten Ausfihrungsform kann die Pro-
ben-Ausbreitungsschicht chemisch beeintrachtigen-
de oder andere unerwlinschte Materialien ausfiltrie-
ren und ein selektives Ausbreiten der Proben-Kom-
ponenten erhalten und/oder sie kann einen reflektie-
renden Hintergrund bereitstellen, der haufig brauch-
bar ist beim Erhalt analytischer Resultate.

[0016] US-PS 3,811,840, ausgegeben an Bauer et
al., lehrt eine Testvorrichtung zum Nachweisen gerin-
ger Konzentrationen von Substanzen in Testfllssig-
keiten, die einen absorbierenden Docht einschliel3t,
der einen im Wesentlichen flachen Oberflachenab-
schnitt hat, der in einer flissigkeitsundurchlassigen
Hulle eingeschlossen ist, die eine darin ausgebildete
Offnung vorbestimmter begrenzter Flache aufweist.
Die Offnung grenzt an den flachen Oberflachenab-
schnitt des Dochtes und legt eine vorbestimmte be-
schrankte Flache davon frei, wobei der Docht ein Re-
agenz aufweist, das sich spezifisch mit der nachzu-
weisenden Substanz umsetzt. Im Gebrauch wird die
Vorrichtung in die Testflissigkeit eingetaucht, sodass
die Offnung untergetaucht ist, und man lasst die Vor-
richtung darinnen, wahrend die Testflissigkeit die
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Reagenzflache benachbart der Offnung kontaktiert
und in den Rest des Dochtes wandert. Das Reagenz
ist mit Bezug auf die Flissigkeit immobilisiert.

[0017] US-PS 4,061,468, ausgegeben an Lange et
al., offenbart einen Teststreifen zu Nachweisen von
Komponenten in FlUssigkeiten, insbesondere Kor-
perflissigkeiten. Der Teststreifen schlie3t einen Hal-
ter und mindestens eine Indikatorschicht ein, die
Nachweis-Reagenzien enthalt. Eine Oberflache der
Indikatorschicht ist an dem Halter angebracht und die
andere Oberflache ist mit einem feinen Maschenwerk
abgedeckt.

[0018] Die analytischen Vorrichtungen des obigen
Standes der Technik benutzen die Flissigkeits-Be-
wegung in nur einer einzigen Richtung. Weil keine
Reaktions-Grenzflache durch eine Bewegung von
zwei Flussigkeiten in entgegengesetzten Richtungen
erzeugt wird, kdnnen die obigen Druckschriften nach
dem Stande der Technik nicht benutzt werden, um
die Reaktions-Intensitat oder Reaktionsrate an einer
Reaktions-Grenzflache zu messen, wie durch die
vorliegende Erfindung offenbart.

[0019] Die vorliegende Erfindung bietet eine L6sung
der Probleme und Nachteile der oben diskutierten ge-
genwartigen Systeme. Spezifisch bietet die vorlie-
gende Erfindung Vorrichtungen, die alle fur die Pro-
ben-Zubereitung und den Analyt-Nachweis erforder-
lichen Reaktanten enthalt sowie Verfahren zu ihrer
Anwendung. Die vorliegende Erfindung bietet Vor-
richtungen und Verfahren, die die extreme Genauig-
keit bei der Volumenmessung beseitigen, die nach ei-
nigen Verfahren erforderlich ist. Die Resultate von
Assays, die mit der vorliegenden Erfindung ausge-
fuhrt sind, werden in einem allgemeinen Ablesebe-
reich der Vorrichtung abgelesen und es wird eine wei-
te Vielfalt in der Reagenzchemie und den Rea-
genz-Konzentrationen geboten.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0020] Die vorliegende Erfindung bietet eine Vor-
richtung zum Nachweisen und quantitativen Bestim-
men mindestens eines Analyten in einer fliissigen
Probe, von der angenommen wird, dass sie den Ana-
lyten enthalt, durch Einsetzen eines flissigen Reak-
tanten, der zur Reaktion mit dem Analyten unter Bil-
dung eines nachweisbaren |6slichen Reaktionspro-
duktes in der Lage ist. Die Vorrichtung umfasst ein
Material zum Transportieren von Flussigkeiten, kurz
Flussigkeits-Transportmaterial, das eine erste Zone
("Flussigproben-Zone") zum Aufbringen der flissigen
Probe an einer Flissigkeitsproben-Aufbringstelle und
eine zweite Zone ("Flissigreaktanten-Zone") zum
Aufbringen eines flissigen Reaktanten an einer Flis-
sigreaktanten-Aufbringstelle aufweist, wobei die flis-
sige Probe auf die erste Zone aufgebracht wird und
der flissige Reaktant auf die zweite Zone aufge-

bracht wird, die fllissige Probe von einer Flissigpro-
ben-Kante in einer ersten Richtung zur zweiten Zone
hin flie3t und der flissige Reaktant von einer Flissi-
greaktanten-Kante in einer zweiten Richtung, entge-
gengesetzt zu der ersten Richtung und zur ersten
Zone hin flieRt. Treffen sich die flieBende FlUssig-
keitsprobe und der flieRende flissige Reaktant, dann
endet das FlieRen, die Reaktanten diffundieren auf-
einander zu und ein nachweisbares Reaktionspro-
dukt wird durch eine Reaktion zwischen dem flussi-
gen Reaktanten und dem Analyten an einer stabilen
Reaktions-Grenzflache gebildet, die an einem Uber-
gang und visuell verschieden von der Flissigkeits-
probe und dem fliissigen Reaktanten gebildet wird,
und weiter umfassend eine Einrichtung zum Kalibrie-
ren einer Konzentration des fllissigen Reaktanten,
wobei die genannte Einrichtung eine Kalibrierungs-
zone mit einer Menge des Analyten umfasst, die Ka-
librierungszone zwischen der ersten Zone und der
Reaktions-Grenzflache angeordnet ist, wobei bei der
Anwendung der Analyt in der Analytenmenge in einer
ersten Richtung zur zweiten Zone hin fliet und der
flissige Reaktant von einer Flussigreaktanten-Kante
in einer zweiten Richtung entgegen der ersten Rich-
tung und zur ersten Zone hin fliefl3t, wobei, wenn sich
der flieRende Analyt in der genannten Menge des
Analyten und das flieRende fliissige Reagenz treffen,
das FlieRen aufhért und ein nachweisbares Kalibrie-
rungsprodukt durch eine Reaktion zwischen dem
Analyten in der genannten Menge des Analyten und
des genannten flissigen Reaktanten gebildet wird
und eine stabile Kalibrierungsreaktions-Grenzflache
an einem Ubergang zwischen und visuell verschie-
den von dem Analyten in der genannten Menge des
Analyten und dem flissigen Reaktanten gebildet
wird.

[0021] In einer anderen Ausfiihrungsform bietet die
vorliegende Erfindung auch eine Vorrichtung zum
Nachweisen und quantitativen Bestimmen mindes-
tens eines Analyten in einer FlUssigkeitsprobe, von
der angenommen wird, dass sie den Analyten ent-
halt, umfassend ein Flussigkeits-Transportmaterial
mit einer ersten Zone ("FlUssigproben-Zone") zum
Aufbringen der flissigen Probe an einer FlUssigpro-
ben-Aufbringstelle und eine zweite Zone ("FlUssigre-
aktanten-Zone") flr das Aufbringen eines flissigen
Reaktanten an einer Flussigreaktanten-Aufbringstel-
le, wobei das Reagenz und die Flussigkeit einen flis-
sigen Reagenz bilden, der ein Reaktanten-Reagenz
enthalt, das zur Reaktion mit dem in der flissigen
Probe vorhandenen Analyten in der Lage ist, um ein
nachweisbares Reaktionsprodukt zu bilden, wobei,
wenn die FlUssigkeitsprobe auf die erste Zone aufge-
bracht wird und der flissige Reaktant auf die zweite
Zone aufgebracht wird, die Flissigkeitsprobe von ei-
ner Flissigproben-Kante in einer ersten Richtung zu
einer zweiten Zone fliel3t, das Reagenz rekonstituiert
wird und das Reagenz und die Flissigkeit ein flissi-
ges Reagenz bilden, das einen flissigen Reaktanten
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enthalt, der zum Reagieren mit dem Analyten unter
Bildung eines nachweisbaren Reaktionsproduktes in
der Lage ist, und der flissige Reaktant von einer
Flissigreaktanten-Kante aus in einer zweiten Rich-
tung entgegen der ersten Richtung und zu der ersten
Zone hinflielt. Treffen sich die flielende Flussigkeits-
probe und der flieRende flissige Reaktant, dann en-
det das Flieen und die Reaktanten diffundieren auf-
einander zu und das nachweisbare Reaktionsprodukt
wird durch eine Reaktion zwischen dem flissigen Re-
aktanten und dem Analyten an einer stabilen Reakti-
ons-Grenzflache gebildet, die an einem Ubergang
zwischen und visuell verschieden von der flissigen
Probe und dem flissigen Reaktanten gebildet wird,
und weiter umfassend eine Kalibrierungs-Zone mit
einer Menge des Analyten, wobei die Kalibrie-
rungs-Zone zwischen der ersten Zone und der Reak-
tions-Grenzflache angeordnet ist, wobei im Ge-
brauch der Analyt in der genannten Menge des Ana-
lyten in einer ersten Richtung zur zweiten Zone hin
flieBt und der flissige Reaktant von einer Flissigre-
aktanten-Kante aus in einer zweiten Richtung entge-
gen der ersten Richtung und zu der ersten Zone hin
flieRt, wobei, wenn sich der fliekende Analyt in der
genannten Menge des Analyten und der flieRende
flissige Reaktant treffen, das FlieRen aufhért und ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch eine Re-
aktion zwischen dem Analyten in der genannten
Menge des Analyten und dem flussigen Reaktanten
gebildet wird und eine stabile Kalibrierungsreakti-
ons-Grenzflache an einem Ubergang zwischen und
visuell verschieden von dem Analyten in der genann-
ten Menge des Analyten und dem flissigen Reaktan-
ten gebildet wird, wobei die Kalibrierungs-Grenzfla-
che weiter benachbart zur Reaktions-Grenzflache
liegt. Bevorzugte Merkmale der Vorrichtung finden
sich in den Anspriichen 3 bis 22.

[0022] Beschrieben wird auch eine Vorrichtung zum
Nachweisen und quantitativen Bestimmen eines
Analyten in einer Flissigkeitsprobe, von der ange-
nommen wird, dass sie den Analyten enthalt, durch
Einsetzen eines Reagenz, das zum Binden an den
Analyten und Bilden eines nachweisbaren Reakti-
onsproduktes von einem Substrat in der Lage ist, um
eine Menge des Analyten zu einer Menge des nach-
weisbaren Reaktionsproduktes in Beziehung zu set-
zen. Die Vorrichtung umfasst ein Flussigkeits-Trans-
portmaterial, das zum Absorbieren einer Flissigkeit
und Verursachen einer Kapillarstrémung der Flissig-
keit in der Lage ist. Das Flissigkeits-Transportmate-
rial hat eine erste Zone zum Aufbringen der flissigen
Probe, enthaltend das Reagenz auf einem ersten
Kissen, an dem der gleiche Analyt, der nachgewie-
sen und/oder quantitativ bestimmt wird, im Wesentli-
chen irreversibel gebunden ist, und eine zweite Zone
fur das Aufbringen eines Flussigkeit auf ein zweites
Kissen, das ein rekonstituierbares Substrat enthalt.
Wird die das Reagenz enthaltende fliissige Probe zu
dem ersten Kissen hinzugegeben, dann wird die flis-

sige Probe, die das Reagenz enthalt, das nicht durch
den Analyten gebunden wird, der im Wesentlichen ir-
reversibel an das erste Kissen gebunden ist, von ei-
ner Flissigproben-Kante in einer ersten Richtung zur
zweiten Zone hin flieken. Wird die Flissigkeit zu dem
zweiten Kissen hinzugegeben, dann wird das Subst-
rat in dem zweiten Kissen durch die Flissigkeit zur
Bildung eines flussigen Reaktanten rekonstituiert,
der zum Reagieren mit dem Reagenz in der Lage ist,
und der flussige Reaktant flieRt von einer Flissigre-
aktanten-Kante in einer zweiten Richtung entgegen-
gesetzt zur ersten Richtung und zu der ersten Zone
hin. Wenn sich die flieRende Flussigkeitsprobe, die
das Reagenz enthalt, das nicht durch den Analyten
auf dem ersten Kissen gebunden wird, und der flie-
Rende flissige Reaktant treffen, dann endet das Flie-
Ren und das nachweisbare Reaktionsprodukt wird
durch eine Reaktion zwischen dem flissigen Reak-
tanten und dem Reagenz gebildet, und eine stabile
Reaktions-Grenzflache wird an einem Ubergang zwi-
schen und visuell unterscheidbar von der flissigen
Probe und dem flissigen Reaktanten gebildet.

[0023] Das Flussigkeits-Transportmaterial, das in
der vorliegenden Erfindung benutzt wird, ist vorzugs-
weise in der Lage, die flissige Probe und das flissige
Reagenz durch Kapillarwirkung zu transportieren und
dadurch die Bewegung der flissigen Probe durch
das Material zu erleichtern. Weiter ist das Flissig-
keits-Transportmaterial vorzugsweise in der Lage,
eine definierte Grenzflache mit geringem Vermischen
der gegeniiberstehenden Flissigkeiten aufrechtzuer-
halten, wahrend es Diffusion erlaubt. In einer beson-
ders bevorzugten Ausflihrungsform umfasst das
Flussigkeits-Transportmaterial ein Nitrocellulosema-
terial, das auf ein rickwartiges Material aus Polyvi-
nylchlorid oder Polyester (d.h., Mylar™) gegossen ist.

[0024] Ein oder mehrere rekonstituierbare Reagen-
zien kénnen auf dem saugfahigen Material in einer
oder mehreren Reagenzzonen enthalten sein. Durch
die flussige Probe zu rekonstruierende Reagenzien
kénnen auf dem Flussigkeits-Transportmaterial an ei-
ner Stelle lokalisiert sein, die dichter zur Aufbringstel-
le fur die Flussigkeitsprobe ist als zur Aufbringstelle
fur die Verdinnungsmittelldsung. Anders kénnen Re-
agenzien, die durch die Verdinnungsmittel-LOsung
zu rekonstituieren sind, auf dem Flissigkeits-Trans-
portmaterial an einer Stelle lokalisiert sein, die dichter
zur Aufbringstelle fur die Verdinnungsmittel-Losung
als zur Aufbringstelle fiir die FlUssigkeitsprobe ist. Die
Flissigkeitsstromung durch diese Reagenzienzonen
rekonstituiert die Reagenzien, fuhrt zu einer wirksa-
men Vorbehandlung der Probe oder Mischen
und/oder Umsetzen eines Reagenz mit einem ande-
ren. In anderen Ausfihrungsformen kénnen das Re-
agenz oder die Reagenzien in einem absorbierenden
Kissen enthalten sein, das in Kontakt mit dem Flus-
sigkeits-Transportmaterial an der Flussigrea-
genz-Zone angeordnet ist. Das absorbierende Kis-
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sen kann ausgewabhlt sein aus der Gruppe bestehend
aus Zellulose, Glasfaser, Polyester oder irgendeinem
absorbierenden Polymer. Ein absorbierendes Kissen
kann auf der Stelle angeordnet sein, auf die die Flis-
sigkeitsprobe aufgebracht wird, um die Flissigkeits-
probe vorzubehandeln, bevor sie in das absorbieren-
de Material eintritt, z.B., um rote Blutzellen aus einer
rote Blutzellen enthaltenden Probe zu entfernen. Das
Reagenz oder die Reagenzien kénnen an mehreren
Stellen auf dem Flissigkeits-Transportmaterial vor-
handen sein.

[0025] In eine anderen Ausflihrungsform kann das
Flissigkeits-Transportmaterial in der Lage sein, rote
Blutzellen vom ganzen Blut abzutrennen, wahrend
die Flissigkeitsprobe durch das saugfahige Material
wandert. In verschiedenen Ausflihrungsformen kann
das Flussigkeits-Transportmaterial eine HEMASEP
L®-Membran, eine HEMASEP V®-Membran oder eine
SUPOR®-Membran (jeweils von Pall-Gelman, Port
Washington, NY erhaltlich), eine CYTOSEP®-Memb-
ran (Allstrom Filtration, Mont Holly Springs, PA) oder
eine Nitrocellulose-Membran sein.

[0026] Die Menge des Analyten, die in der Probe
vorhanden ist, wird bestimmt durch Messen der Men-
ge des nachweisbaren Reaktionsproduktes und Be-
stimmen der Menge des Analyten aus der gemesse-
nen Menge des Reaktionsproduktes. Das nachweis-
bare Reaktionsprodukt kann durch irgendwelche ge-
eigneten, dem Fachmann bekannte Mittel gemessen
werden. Wenn das Reaktionsprodukt, z.B., Licht bei
einer speziellen Wellenlange absorbiert, dann kann
das Absorptionsvermégen bei dieser Wellenlange
gemessen und mit der Menge des Analyten in Bezie-
hung gesetzt werden. Das Reaktionsprodukt kann al-
ternativ, wie geeignet, mittels Durchlassigkeit, Refle-
xionsvermogen, Fluoreszenz, Lumineszenz oder
durch elektrochemische Verfahren, z.B. elektrische
Leitfahigkeit, gemessen werden.

[0027] Die Konzentration nicht umgesetzter Rea-
genzien auf dem Flissigkeits-Transportmaterial kann
einen Bezugswert, eine Kontrolle oder einen Blind-
wert flr den Assay ergeben. Die Konzentration der
nicht umgesetzten Probe auf dem saugfahigen Mate-
rial kann auch einen Bezugswert, eine Kontrolle oder
einen Blindwert fir die Probe ergeben, z.B. eine rote
Blutzellen enthaltende Probe kann auf Hamolyse
Uberprift werden. Die Vorrichtung der vorliegenden
Erfindung kann weiter eine Einrichtung zum Kalibrie-
ren einer Konzentration des flissigen Reagenz ent-
halten, indem man eine Menge des Analyten an ei-
nem Punkt benachbart, aber verschieden von dem
Punkt in der ersten Zone hinzugibt, bei der die fllssi-
ge Probe hinzugegeben wurde, sodass sich der Ana-
Iyt und der flissige Reaktant treffen und ein nach-
weisbares Kalibrierungsprodukt erzeugen. Die Vor-
richtung der vorliegenden Erfindung kann weiter eine
Einrichtung zum gleichzeitigen Aufbringen der flussi-

gen Probe auf die erste Zone und des flissigen Re-
aktanten auf die zweite Zone und einen Sensor um-
fassen, der das nachweisbare Reaktionsprodukt
nachweisen kann. Der Sensor kann, z.B., eine
CCD-Abbildungskamera oder eine optische Abbil-
dungsvorrichtung sein.

[0028] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Ver-
fahren zum Nachweisen und quantitativen Bestim-
men mindestens eines Analyten in einer fliissigen
Probe bereit, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, durch Einsetzen eines flissi-
gen Reaktanten, der zur Umsetzung mit dem Analy-
ten unter Bildung eines nachweisbaren l6slichen Re-
aktionsproduktes in der Lage ist. Das Verfahren
schlie3t die Stufen des Bereitstellens eines Flissig-
keits-Transportmaterials mit einer ersten Zone ("Flus-
sigproben-Zone") fir das Aufbringen der flissigen
Probe an einer Flissigproben-Aufbringstelle und ei-
ner zweiten Zone ("Flissigreaktanten-Stelle") fir das
Aufbringen des flissigen Reaktanten an einer Fliissi-
greaktanten-Aufbringstelle, Hinzugeben der flissi-
gen Probe zu der ersten Zone und des flissigen Re-
aktanten zu der zweiten Zone, woraufhin die flissige
Probe von einer Flissigproben-Kante in einer ersten
Richtung zur zweiten Zone hin flieBt und der flissige
Reaktant von einer Flissigreaktanten-Kante aus in
einer zweiten Richtung, die der ersten Richtung ent-
gegengesetzt ist und zur ersten Zone hin fliel3t. Tref-
fen sich die flieRende flissige Probe und der flieRen-
de flissige Reaktant, dann endet das FlieRen, die
Reaktanten diffundieren aufeinder zu und das nach-
weisbare Reaktionsprodukt wird durch eine Umset-
zung zwischen dem flissigen Reaktanten und dem
Analyten an einer stabilen Reaktions-Grenzflache
gebildet, die an einem Ubergang zwischen der fliissi-
gen Probe und dem fliissigen Reaktanten gebildet
wird und davon verschieden ist. Das nachweisbare
Reaktionsprodukt wird dann nachgewiesen und ge-
gebenenfalls gemessen. Das nachweisbare Reakti-
onsprodukt kann nachgewiesen und gegebenenfalls
gemessen werden durch irgendein geeignetes Ver-
fahren, wie, z.B., Absorptionsvermoégen, Fluores-
zenz, Lumineszenz, Durchlassigkeit oder elektroche-
mische Parameter, wie Anderungen im Leitvermé-
gen.

[0029] In einer anderen Ausflihrungsform stellt die
vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zum Nach-
weisen und quantitativen Bestimmen eines Analyten
in einer flissigen Probe bereit, von der angenommen
wird, dass sie den Analyten enthalt, durch Einsetzen
eines Reagenz, das zum Binden an den Analyten
und Bilden eines nachweisbaren Reaktionsproduktes
von einem Substrat in der Lage ist, um die Menge
des Analyten zu einer Menge des nachweisbaren Re-
aktionsproduktes in Beziehung zu setzen. Das Ver-
fahren umfasst das Bereitstellen eines Flissig-
keits-Transportmaterials, das zum Absorbieren einer
Flussigkeit und Verursachen einer Kapillarstromung
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der FlUssigkeit in der Lage ist, wobei das Flissig-
keits-Transportmaterial eine erste Zone zum Aufbrin-
gen der das Reagenz enthaltenden flissigen Probe
auf ein erstes Kissen, enthaltend den Analyten, der
im Wesentlichen irreversibel an das erste Kissen ge-
bunden ist, und eine zweite Zone zum Aufbringen ei-
ner Flussigkeit auf ein zweites Kissen aufweist, das
ein rekonstituierbares Substrat enthalt. Die das Rea-
genz enthaltende flissige Probe wird zu dem ersten
Kissen hinzugegeben und die Flussigkeit zu dem
zweiten Kissen, wobei die flissige Probe danach von
einer Flussigprobenkante in einer ersten Richtung zu
der zweiten Zone hin flieRt und das Substrat durch
die Flussigkeit zur Bildung eines flissigen Reaktan-
ten rekonstituiert wird, der zur Umsetzung mit dem
Reagenz in der Lage ist, und der flissige Reaktant in
einer zweiten Richtung entgegen der ersten Richtung
und von einer Flissigreaktantenkante aus zur ersten
Zone hin flie3t. Wenn die flieRende fllissige Probe,
die das Reagenz enthalt, das nicht durch den Analy-
ten auf dem ersten Kissen gebunden ist, und der flie-
Rende flissige Reaktant sich treffen, dann endet das
FlieRen und das nachweisbare Reaktionsprodukt
wird durch eine Umsetzung zwischen dem flissigen
Reaktanten und dem Reagenz gebildet und eine sta-
bile Reaktions-Grenzflache wird an einem Ubergang
zwischen der fliissigen Probe und dem flissigen Re-
aktanten gebildet und ist visuell verschieden davon.
Danach wird das nachweisbare Reaktionsprodukt
nachgewiesen und kann weiter quantitativ bestimmt
werden.

[0030] Das Reagenz kann eine Vielzahl von Rea-
genzien an einer Vielzahl von Stellen auf dem Flis-
sigkeits-Transportmaterial sein. Die flissige Probe
kann ganzes Blut, Blutplasma, Blutserum, Urin oder
irgendeine Korperflussigkeit sein. Zusatzlich ist die
Erfindung brauchbar fur den Nachweis von Analyten
in einer breiten Vielfalt von Materialien, wie Milch,
Umweltproben und anderen Proben, die Zielanalyte
enthalten. Die Reagenzien kdnnen weiter zu entwe-
der der flissigen Probe oder der Verdinnungsmit-
tel-Lésung oder beiden vor dem Kontakt mit dem
Flissigkeits-Transportmaterial hinzugegeben wer-
den. In diesem Aspekt schlielen die Verfahren das
Bereitstellen eines Flissigkeits-Transportmaterials,
wie oben beschrieben, ein, und das saugfahige Ma-
terial braucht keine Reagenzien zu enthalten oder
kann zusatzliche Reagenzien enthalten, die entwe-
der getrocknet sind im Flissigkeits-Transportmaterial
oder in einem Kissen, das mit dem FlUssig-
keits-Transportmaterial in Kontakt steht.

[0031] Die obigen und andere Aufgaben, Merkmale
und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden aus
der folgenden Beschreibung in Verbindung mit der
beigeflgten Zeichnung deutlicher.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNG

[0032] Fig. 1 ist eine isometrische Ansicht des Test-
streifens der vorliegenden Erfindung, der Orte von
Aufbringstellen fur flissige Proben und Verdin-
nungsmittel-Lésung, Richtung des Verdinnungsmit-
tel-Losungs- und Flissigproben-Flielens und die
Stelle des Reaktionsproduktes nach Abschluss des
Testes zeigt.

[0033] Fig. 2 ist eine isometrische Ansicht einer an-
deren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung,
bei der ein getrocknetes Reagenzienkissen, enthal-
tend ein oder mehrere Reagenzien, an einem Ende
des Teststreifens angebracht ist und die Stelle des
Aufbringens der Verdiinnungsmittel-Lésung auf ei-
nem Abschnitt des getrockneten Reagenzkissens
angeordnet ist.

[0034] Fig. 3 ist eine schematische Darstellung der
Konzentrationen von Analyt, Reagenz und Reakti-
onsprodukt an Stellen entlang dem saugfahigen Ma-
terial und veranschaulicht, dass an der Grenzflache
die Konzentration nicht umgesetzten Analyten und
nicht umgesetzter Reagenzien scharf abfallen, da sie
reagieren und Reaktionsprodukt bilden, und dass die
Konzentration des Reaktionsproduktes an der
Grenzflache entsprechend scharf steigt.

[0035] Fig. 4A bis Fig. 4F sind Fotografien, die Re-
sultate eines Glukose-Assay im Verlaufe der Zeit zei-
gen, der mit der vorliegenden Erfindung ausgefiihrt
worden ist.

[0036] Fig. 5A bis Fig. 51 sind Fotografien, die Re-
sultate von drei Konzentrationen von Calcium-As-
says, die gemaf der vorliegenden Erfindung ausge-
fuhrt wurden, Uber die Zeit zeigt.

[0037] FEig. 6 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegentber der Zeit fiir sechs unabhan-
gig abgelesene Reflexionswerte an einer Reakti-
ons-Grenzflache von einer Probe mit einer Albu-
min-Konzentration von 1,2 g/dl, bezogen auf einen
Assay, der mit der vorliegenden Erfindung ausgefihrt
wurde.

[0038] Fig. 7 ist eine numerische Tabelle der Far-
bintensitat gegen die Zeit fir sechs unabhangig ab-
gelesene Reflexionswerte einer Reaktions-Grenzfla-
che und der Mittelwert und die Steigung der Probe
mit einer Albumin-Konzentration von 1,2 g/dl, bezo-
gen auf einen Assay, der mit der vorliegenden Erfin-
dung ausgefuhrt wurde.

[0039] Fig. 8 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fur sechs unabhangig
abgelesene Reflexionswerte einer Reaktions-Grenz-
flache von einer Probe mit einer Albumin-Konzentra-
tion von 1,9 g/dl, bezogen auf einen Assay, der mit

8/63



DE 600 35316 T2 2008.03.06

der vorliegenden Erfindung ausgefuhrt wurde.

[0040] Fig.9 ist eine numerische Tabelle der Far-
bintensitat gegen die Zeit fir sechs unabhangig ab-
gelesene Reflexionswerte einer Reaktions-Grenzfla-
che und der Mittelwert und die Steigung einer Probe,
die eine Albumin-Konzentration von 1,9 g/dl aufweist,
bezogen auf einen Assay, der mit der vorliegenden
Erfindung ausgefihrt wurde.

[0041] Fig. 10 ist eine graphische Darstellung von
Farbintensitat gegen Zeit der gemittelten roten Refle-
xionswerte von Proben mit Albumin-Konzentrationen
von 1,2 g/dl und 1,9 g/dl, bezogen auf einen Assay,
der mit der vorliegenden Erfindung ausgefiihrt und
Uber 15 Sekunden abgelesen wurde.

[0042] Fig. 11 ist ein digitales Farbbild eines Assay,
der mit der vorliegenden Erfindung von einer Probe
mit einer Albumin-Konzentration von 1,2 g/dl ausge-
fuhrt wurde, innerhalb von 200 Millisekunden der
Grenzflachenbildung und 2,0 Sekunden nach dem
Aufbringen der Probe ebenso wie die dazugehdrige
graphische Darstellung der Farbabsorption fir einen
ausgewahlten Abschnitt des digitalen Farbbildes.

[0043] Fig. 12 ist ein digitales Farbbild eines Assay,
der mit der vorliegenden Erfindung ausgefihrt wurde,
von einer Probe mit einer Albumin-Konzentration von
1,2 g/dl, bei 3 Sekunden nach der Grenzflachenbil-
dung und 5 Sekunden nach dem Aufbringen der Pro-
be ebenso wie die dazugehdrige graphische Darstel-
lung der Farbabsorption fir einen ausgewahlten Ab-
schnitt des digitalen Farbbildes.

[0044] Fig. 13 ist ein digitales Farbbild eines Assay,
der mit der vorliegenden Erfindung ausgefihrt wurde,
einer Probe mit einer Albumin-Konzentration von 1,9
g/dl, innerhalb von 200 Millisekunden der Grenzfla-
chenbildung und 2,0 Sekunden nach dem Aufbringen
der Probe ebenso wie die dazugehdrige graphische
Darstellung der Farbabsorption fiir einen ausgewahl-
ten Abschnitt des digitalen Farbbildes.

[0045] Fig. 14 ist ein digitales Farbbild eines As-
says, der mit der vorliegenden Erfindung ausgefuhrt
wurde, von einer Probe mit einer Albumin-Konzentra-
tion von 1,9 g/dl, bei 3 Sekunden nach der Grenzfla-
chenbildung und 5 Sekunden nach dem Aufbringen
der Probe ebenso wie die dazugehdrige graphische
Darstellung der Farbabsorption fiir einen ausgewahl-
ten Abschnitt des digitalen Farbbildes.

[0046] Fig. 15 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fur drei verschiedene
Vorrichtungen zum Ablesen einer Probe mit einer
Glukose-Konzentration von 50 mg/dl, bezogen auf ei-
nen mit der vorliegenden Erfindung ausgefiihrten As-
say.

[0047] Fig. 16 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fir drei verschiedene
Vorrichtungen zur Ablesung einer Probe mit einer
Glukose-Konzentration von 150 mg/dl, beruhend auf
einem Assay, der mit der vorliegenden Erfindung
ausgefihrt wurde.

[0048] Fig. 17 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fir drei verschiedene
Vorrichtungen zur Ablesung einer Probe mit einer
Glukose-Konzentration von 250 mg/dl, beruhend auf
einem Assay, der mit der vorliegenden Erfindung
ausgefihrt wurde.

[0049] Fig. 18 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fir den Mittelwert von
Proben mit einer Glukose-Konzentration von 50
mg/dl, 150 mg/dl und 250 mg/dl, beruhend aus einem
Assay, der mit der vorliegenden Erfindung ausgefihrt
und Uber 4,5 Minuten abgelesen wurde.

[0050] Fig. 19 ist eine graphische Darstellung der
Farbintensitat gegen die Zeit fur Proben mit Calci-
um-Konzentrationen von 9,3 mg/dl und 13 mg/dl, be-
ruhend auf einem Assay, der mit der vorliegenden Er-
findung ausgefihrt wurde.

[0051] Fig. 20 ist eine graphische Darstellung der
Grenzflachenbreite gegen die Zeit fiir Proben mit Cal-
cium-Konzentrationen von 9,3 mg/dl und 13 mg/dI,
beruhend auf einem Assay, der mit der vorliegenden
Erfindung ausgefiihrt wurde.

[0052] Fig. 21 ist eine schematische Darstellung
der verschiedenen Parameter, die in den Verfahren
und den Vorrichtungen der vorliegenden Erfindung
gemessen werden kénnen.

[0053] Fig. 22 ist eine schematische Darstellung
der Messung eines Teiles der Flache der Pro-
dukt-Grenzflachenregion als eine Messung der Bio-
aktivitat in einem Assay der Glukose-Konzentration.

[0054] Fig. 23 ist eine schematische Darstellung
der internen Kalibrierungs-Prozeduren, die in den
Verfahren und Vorrichtungen der vorliegenden Erfin-
dung benutzt werden, und das Aufbringen des Ana-
lytiberschusses nahe dem Probenkissen in einem
Streifenformat und die nachfolgende Bildung des
Analytfleckes an der Reaktionsprodukt-Grenzflache
zeigt.

[0055] Fig. 24 ist ein digitales Farbbild eines Gluko-
se-Assays, das die interne Kalibrierungs-Prozedur
der vorliegenden Erfindung demonstriert. Der kalib-
rierte Analyt (Glukose) wurde in einer Uberschuss-
konzentration von etwa 100 mg/dl aufgebracht und
der Glukose-Assay wurde gemafl dem Verfahren der
vorliegenden Erfindung ausgefiihrt. Das Produkt an
der Reaktions-Grenzflache wurde bei 20 Sekunden
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und 60 Sekunden nach dem Aufbringen der Probe
gemessen.

[0056] Fig. 25ist ein digitales Farbbild eines Assays
auf alkalische Phosphatase, ausgefiihrt mit dem Ver-
fahren der vorliegenden Erfindung, bei 15 Sekunden
und 120 Sekunden nach dem Aufbingen der Probe,
sowie die dazugehérige graphische Darstellung der
Farbabsorption fiir einen ausgewahlten Abschnitt
des digitalen Farbbildes an jedem Zeitpunkt.

[0057] Fig. 26 ist ein digitales Farbbild eines Assays
auf Gesamtbilirubin, ausgefihrt gemal dem Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung, bei einer Konzentra-
tion von 4,73 mg/dl Gesamtbilirubin und gemessen
bei 15 Sekunden und 275 Sekunden nach dem Auf-
bingen der Probe, sowie die dazugehorige graphi-
sche Darstellung der Farbabsorption fir einen aus-
gewahlten Abschnitt des digitalen Farbbildes bei je-
dem Zeitpunkt.

[0058] Fig. 27 ist ein digitales Farbbild eines Assays
auf Harnsaure, ausgefiihrt gemaf dem Verfahren der
vorliegenden Erfindung, bei einer Konzentration von
0,3 mg/dl Harnsaure und gemessen bei 5 Sekunden
und 295 Sekunden nach dem Aufbingen der Probe,
ebenso wie die dazugehorige graphische Darstellung
der Farbabsorption fiir einen ausgewahlten Abschnitt
des digitalen Farbbildes bei jedem Zeitpunkt.

[0059] Fig. 28 ist ein digitales Farbbild eines Assays
auf y-Glutamyltransferase-Aktivitat, ausgefiihrt ge-
mak dem Verfahren der vorliegenden Erfindung, bei
einer Konzentration von 380 U/l von y-Glutamyltrans-
ferase-Aktivitat und gemessen bei 15 Sekunden und
285 Sekunden nach dem Aufbingen der Probe, eben-
so wie die dazugehérige graphische Darstellung der
Farbabsorption fiir einen ausgewahlten Abschnitt
des digitalen Farbbildes bei jedem Zeitpunkt.

[0060] Fig. 29 istein digitales Farbbild eines Assays
auf Amylase, ausgefiihrt gemal dem Verfahren der
vorliegenden Erfindung, bei einer Konzentration von
16.800 U/l Amylase und gemessen bei 35 Sekunden
und 275 Sekunden nach dem Aufbingen der Probe,
ebenso wie die dazugehorige graphische Darstellung
der Farbabsorption fiir einen ausgewahlten Abschnitt
des digitalen Farbbildes bei jedem Zeitpunkt.

[0061] Fig. 30 ist ein digitales Farbfoto eines As-
says auf Kreatinin, ausgefiihrt gemaR dem Verfahren
der vorliegenden Erfindung, bei einer Konzentration
von 150 mg/dl Kreatinin und gemessen bei 5 Sekun-
den und 295 Sekunden nach dem Aufbingen der Pro-
be, ebenso wie die dazugehdrige graphische Darstel-
lung der Farbabsorption fir einen ausgewahlten Ab-
schnitt des digitalen Farbbildes an jedem Zeitpunkt.

[0062] Fig. 31 istein digitales Farbbild eines Assays
auf Cholesterin, ausgefihrt gemall dem Verfahren

der vorliegenden Erfindung, bei einer Konzentration
von 96 mg/dl Cholesterin und gemessen bei 10 Se-
kunden und 300 Sekunden nach dem Aufbingen der
Probe, ebenso wie die dazugehdrige graphische Dar-
stellung der Farbabsorption fiir einen ausgewahlten
Abschnitt des digitalen Farbbildes bei jedem Zeit-
punkt.

[0063] Fig. 32 ist ein digitales Farbfoto eines As-
says auf Gesamtprotein, ausgefuhrt gemafl dem Ver-
fahren der vorliegenden Erfindung, bei einer Konzen-
tration von 6.200 mg/dl Gesamtprotein und gemes-
sen bei 5 Sekunden und 295 Sekunden nach dem
Aufbingen der Probe, ebenso wie die dazugehorige
graphische Darstellung der Farbabsorption flr einen
ausgewahlten Abschnitt des digitalen Farbbildes bei
jedem Zeitpunkt.

[0064] Fig. 33 ist ein digitales Farbabsorptionsbild
eines Assays auf Magnesium, ausgefihrt gemafn
dem Verfahren der vorliegenden Erfindung, bei einer
Konzentration von 4,7 mg/dl Magnesium und gemes-
sen bei 5 Sekunden und 295 Sekunden nach dem
Aufbingen der Probe, ebenso wie die dazugehorige
graphische Darstellung der UV-Absorption flir einen
ausgewahlten Abschnitt des digitalen UV-Absorpti-
onsbildes an jedem Zeitpunkt.

[0065] Fig. 34 ist ein digitales Farbbild eines Immu-
noassays auf auf T4, ausgefihrt gemal dem Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung, und gemessen bei 5
Minuten nach dem Aufbingen der Probe, ebenso wie
die dazugehdrige graphische Darstellung der Farb-
absorption fiir einen ausgewahlten Abschnitt des di-
gitalen Farbbildes.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

[0066] Die vorliegende Erfindung stellt Vorrichtun-
gen zum Nachweisen von Analyten bereit, die in ei-
ner flissigen Probe vorhanden sein kénnen, durch
Umsetzen eines flissigen Reaktanten mit der flissi-
gen Probe und Bilden eines nachweisbaren Reakti-
onsproduktes. Die Vorrichtung der vorliegenden Er-
findung umfasst einen absorbierenden Streifen, her-
gestellt aus einem Flissigkeits-Transportmaterial
("saugfahigen Material"), das in der Lage ist, flissige
Probe, Reagenzien und Verdinnungsmittel-Flussig-
keiten durch Kapillarwirkung zu absorbieren und zu
transportieren. Analytische Reagenzien, die inner-
halb des absorbierenden Streifens aufgeldst und ver-
teilt werden koénnen, kénnen in den absorbierenden
Streifen hinein oder in Reagenzien-Kissen in Kontakt
mit dem absorbierenden Streifen getrocknet werden.
Die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung ist be-
sonders brauchbar fir klinische chemische Anwen-
dungen.

[0067] Wir haben das unerwartete Resultat beob-
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achtet, dass sich zwei FlUssigkeiten, die von entge-
gengesetzten Enden eines saugfahigen Materials
konvergieren, an einer sehr scharf definierten Grenz-
flache treffen, wobei wenig Vermischen der beiden
gegeniberstehenden Ldsungen Uber Zeitdauern bis
zu mehreren Minuten eintritt. Dies gestattet die Er-
zeugung einer stabilen Reaktions-Grenzflache, wo
sich die beiden einander gegenuberstehenden Flis-
sigkeiten, die Reagenzien oder Analyte enthalten, die
zum Reagieren miteinander in der Lage sind, treffen,
diffundieren und ein nachweisbares Produkt bilden.
Das resultierende Produkt ist an der Grenzflache fur
eine signifikante Zeitdauer lokalisiert, was die Analy-
se der Reaktionsrate und der Reaktionspro-
dukt-Bandintensitat ohne die Notwendigkeit gestat-
tet, Volumina der Ausgangsreagenzien zu messen.
Da das Reaktionsprodukt sich visuell von den Reak-
tanten unterscheidet, kénnen hohe Konzentrationen
der Reaktanten benutzt werden. Dies gestattet den
Einsatz groRer Mengen gewisser Reagenzien, die
endogen stérenden Verbindungen entgegenwirken
kénnen, ohne Resultate aufgrund eng verwandter
Absorptionsspektren oder Dichte nicht umgesetzter
Reagenzien zu verdunkeln. Die vorliegende Erfin-
dung umfasst eine signifikante Verbesserung gegen-
Uber wegwerfbaren analytischen Reagenzsystemen
nach dem Stande der Technik, da die nachweisbare
Reaktionszone unterschieden und separat von den
nicht umgesetzten Reagenzien ist, was den Einsatz
von Reaktions-Indikatoren erlaubt, die nur unterge-
ordnete Anderungen ebenso wie auRerordentlich
hohe Konzentrationen von Reaktanten zeigen.

[0068] Weil die Reaktanten, d.h., die flissige Probe
und die flissigen Reaktanten, sich visuell vom Reak-
tionsprodukt unterscheiden, enthalt das System eine
eingebaute Probe sowohl der unumgesetzten flussi-
gen Probe als auch der unumgesetzten fllissigen Re-
aktanten-Loésung. Diese kdnnen als Bezug fur gewis-
se Arten analytischer Reaktionen benutzt werden,
wie solcher, die Dichtednderungen und nicht Spek-
tralanderungen einschlieBen oder solcher, die ein
Ausgangs-Reagenz oder einen Bezugswert erfor-
dern.

[0069] Die Vorrichtungen der vorliegenden Erfin-
dung koénnen aus irgendeinem Material hergestellt
werden, das in der Lage ist Flissigkeiten zu absor-
bieren und eine Kapillarstromung von Bereichen ho-
her Konzentration zu Bereichen geringer Konzentra-
tion auf der Vorrichtung zu verursachen, wahrend
eine definierte Reaktionsprodukt-Grenzflache unter
geringem Vermischen der gegeniberstehenden
Flissigkeiten aufrechterhalten wird. Die Materialien
der Vorrichtung kénnen aus Nitrocellulose-Membra-
nen, Zellulose-Folien, porésem Polyethylen, Polye-
thersulfon oder Membranen einer Vielfalt anderer
Materialien hergestellt werden. Porése Kunststoffe,
hergestellt aus einer Vielzahl von Polymeren, kdnnen
auch benutzt werden, wie Polyethylen, Polystyrol

oder Polypropylen. Am bevorzugtesten sind saugfa-
hige Materialien, hergestellt aus Nitrocellulose, die
auf ein riickwartiges Material gegossen ist, wie PVC
oder Mylar™ (oder ein anderer Polyesterfilm). Ein
Beispiel dieser Art pordsen Materials ist das von
Schleicher und Schuell, Katalognummer FF-170, er-
haltliche Material. Benutzt man Nitrocellulose, dann
sollten die Nitrocellulose-Materialien zuerst vorbe-
handelt werden, um die Membranen hydrophil zu ma-
chen. Das Flissigkeits-Transportmaterial kann an ei-
nem festen rickwartigen oder Stltzmaterial haften,
wie PVC oder Polystyrol, um Haltbarkeit bei der
Handhabung zu erhalten. Diese Materialien sind bei-
spielsweise genannt und sollen nicht beschranken.
Der Fachmann wird realisieren, dass eine Vielfalt von
Materialien erfolgreich in der vorliegenden Erfindung
benutzt werden kann, solange das Material die Ei-
genschaften hat, die Probe zu absorbieren, Kapillar-
wirkung zu unterstitzen und dadurch die Bewegung
der flissigen Probe durch das Material zu erleichtern
und eine definierte Grenzflache mit geringem Vermi-
schen der gegenulberstehenden Flissigkeiten auf-
rechtzuerhalten.

[0070] Hinsichtlich hydrophiler absorbierender Ma-
terialien beeinflussen zwei Faktoren die Brauchbar-
keit in der vorliegenden Erfindung. Als Erstes beein-
flusst die PorengrofRe die Integritdt der Reakti-
ons-Grenzflache. Mit zunehmender Porengrél3e brei-
tet sich die Reaktions-Grenzflache aus und wird diffu-
ser. Zweitens nimmt mit zunehmenden Prozent Fest-
stoffen (V/V) in der Membran die Signalintensitat der
Reaktions-Grenzflache ab, vermutlich aufgrund ei-
nes geringeren Volumens der Reaktions-Flissigkeit
an der Grenzflache. Vorzugsweise liegt die Poren-
gréRe in der Gréflenordnung von 5 pm, bezogen auf
die derzeit erhéaltlichen Materialien. Es ist vorstellbar,
dass ein Material geringer Porengréf3e und geringen
Feststoffgehaltes ein ausgezeichnetes Material sein
kann.

[0071] In bevorzugten Ausfiihrungsformen zum Un-
tersuchen von Proben die ganzes Blut oder Blutpro-
dukte enthalten, die unerwinschte rote Blutzellen
enthalten, kann das Flissigkeits-Transportmaterial
ein Material sein, das Plasma oder das Blutprodukt
von den roten Blutzellen abtrennt. In diesen Ausfuh-
rungsformen kann das Flussigkeits-Transportmateri-
al eine HEMOSEP V®- oder HEMOSEP L®-Membran
(erhaltlich von Pall-Gelman Inc. Port Washington,
NY) oder eine CYTOSEP®-Membran (erhaltlich von
Allstrom Filtration, Mount Holly Springs, PA) sein.

[0072] Die Verfahren und Vorrichtungen der vorlie-
genden Erfindung sorgen daflir, dass die Probenzu-
bereitung und -analyse in einer Stufe auf der gleichen
Vorrichtung ausgefiihrt werden kann. Die Vorrichtung
kann ein Streifen in Form einer allgemein rechtecki-
gen Gestalt sein. Alternativ kann das saugfahige Ma-
terial auch eine kreisférmige oder lineare Anordnung
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oder eine sternférmige Konfiguration sein, die den
zusatzlichen Vorteil hat, dass mehrere Analyten in ei-
nem einzigen Assay analysiert werden kdnnen. Der
Fachmann wird naturlich realisieren, dass das saug-
fahige Material von irgendeiner Gestalt sein kann, die
unter den speziellen Umstanden vorteilhaft ist.

[0073] Die vorliegende Erfindung kann Reagenzien-
systeme benutzen, die in der Lage sind, eine chemi-
sche Bewertung von Analyten auszufiihren, die Ubli-
cherweise in biologischen Flissigkeiten vorhanden
sind. Solche Reagenziensysteme sind im Stande der
Technik bekannt. Von besonderem Interesse sind
solche Reagenziensysteme, die eine einzige Kompo-
nente benutzen, d.h., wo die Reaktion in einer einzi-
gen LOsung stattfindet, statt solcher, die mehr als
eine zeitlich bemessene Inkubationsstufe erfordern.
Die vorliegende Erfindung liefert Einkomponen-
ten-Reagenziensysteme, zusammengesetzt aus
mehreren verschiedenen chemischen Reagenzien,
wobei die Reagenzien in rdumlich getrennten Zonen
auf den Streifen getrocknet sind. Wie in den Fig. 1
und Fig. 2 gezeigt, kdnnen getrocknete Reagenzi-
enstreifen der vorliegenden Erfindung benutzt wer-
den, durch Aufbringen einer Verdiinnungsmittel-Lo-
sung ("Verdinnungsmittel-Losung" ist definiert als ir-
gendeine Flussigkeit, die zum Auflésen eines Rea-
genz in der Lage ist. Irgendwelche Reagenzien, die
zu der Verdunnungsmittel-Lé6sung hinzugegeben
oder durch die Verdinnungsmittel-Lésung rekonstitu-
iert werden, sollen als Teil der Verdinnungsmittel-L6-
sung in die Definition eingeschlossen sein) auf ein
Ende des Streifens und einer flissigen Probe ("flls-
sige Probe" ist als irgendein Flissigkeit definiert, die
einen Analyten enthalt, der durch den Assay zu be-
stimmen ist. Irgendwelche Reagenzien, die zu der
flissigen Probe hinzugegeben oder durch die fllissi-
ge Probe rekonstituiert werden, sollen als Teil der
flissigen Probe in die Definition eingeschlossen
sein), die durch den Assay nachgewiesen werden
soll, auf das andere Ende. Bezugnehmend auf Fig. 1,
kann die fliissige Probe auf die Stelle 1 zum Aufbrin-
gen der flissigen Probe in der Fliussigproben-Zone
("Flussigproben-Zone" ist als ein Bereich auf dem
saugfahigen Material definiert, der dichter zur Flus-
sigproben-Aufbringstelle ist als zur Stelle zum Auf-
bringen des flissigen Reaktanten) aufgebracht wer-
den und der flissige Reaktant kann auf die Stelle 2
zum Aufbringen des flissigen Reaktanten in der
Flissigreaktanten-Zone ("Flussigreaktanten-Zone"
ist als irgendein Bereich auf dem saugfahigen Mate-
rial definiert, der dichter zur Stelle zum Aufbringen
des flussigen Reaktanten als zur Stelle zum Aufbrin-
gen der flissigen Probe liegt) aufgebracht werden.
Wahrend die beiden Flissigkeiten sich durch die
Streifen aufeinander zu bewegen kann sich die Probe
in Komponenten auftrennen. Werden, z.B., zelltren-
nende Streifen benutzt, dann kann sich die flissige
Probe in Plasma und rote Blutzellen auftrennen. Die
flissige Probe kann auch ein oder mehrere Reagen-

zien rekonstituieren, wahrend sie sich durch das
Flissigkeits-Transportmaterial bewegt, und dadurch
die Probe vorbehandeln, bevor die endgultigen Re-
aktionen auftreten. Der flissige Reaktant wandert
gleichzeitig vom gegenlberliegenden Ende des
Streifens und kann gegebenenfalls nacheinander ein
oder mehrere getrocknete Reagenzien auflésen, die
in der Flussigreaktanten-Zone des Streifens vorhan-
den sein mdgen. Treffen sich die flussige Probe und
der flissige Reaktant, dann bildet sich eine Reakti-
ons-Grenzflache zwischen den beiden transportier-
ten Flussigkeiten. Die Reaktionsprodukte nehmen
ein sehr enges Band an der Grenzflache ein und es
werden die Rate und Intensitat der Bildung gemes-
sen. Gewodhnlich wird die Zunahme in der Menge des
gebildeten Produktes (oder die Abnahme in der Men-
ge des zugefiihrten Reagenz und/oder Analyten) als
eine Funktion der Zeit gemessen. Alternativ kann die
Menge des Produktes, Reagenz und/oder Analyten
an einem oder mehreren festgelegten Zeitpunkten
gemessen werden. Die Anderung in der Menge des
gebildeten Produktes wird typischerweise gemessen
durch Messen der Zunahme oder Abnahme im Ab-
sorptionsvermaogen Uber die Zeit bei einer Wellenlan-
ge, bei der das maximale Absorptionsvermégen
nachgewiesen wird. In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform werden die Reaktionsprodukte unter Be-
nutzung der Reflexion gemessen. Der Fachmann
wird jedoch feststellen, dass andere Mittel des Mes-
sens der Reaktionsprodukte ebenfalls benutzt wer-
den kénnen, wie durch den Gebrauch elektrochemi-
scher Methoden (z.B. Messen von Anderungen im
Leitvermdgen), Fluoreszenz, Lumineszenz, Durch-
I&ssigkeit oder anderen im Stande der Technik be-
kannten Verfahren, die ein nachweisbares Signal er-
geben, das in Beziehung steht zur Anwesenheit
und/oder der Menge eines Reaktionsproduktes. Das
resultierende Reaktantenband ist Uber mehrere Mi-
nuten stabil, wobei wenig Produktdiffusion in den um-
gebenden Bereich erfolgt, was einem angemessen
Zeit fur die Bestimmung der Rate und Intensitat der
Farbentwicklung lasst.

[0074] Fig. 2 veranschaulicht eine andere Ausfih-
rungsform der Erfindung, bei der ein oder mehrere
Reagenzien, die auf dem saugfahigen Material vor-
handen sein kdnnen, in Form eines getrockneten Re-
agenzkissens 3 vorhanden sein kdnnen. In dieser
Ausfuhrungsform befindet sich das getrocknete Rea-
genzkissen 3 auf einem Abschnitt der Stelle 2 zum
Aufbringen der Verdinnungsmittel-Losung.

[0075] Die Stelle zum Aufbringen der flissigen Pro-
be kann ein oder mehrere Kissen zum Behandeln der
flissigen Probe aufweisen, bevor man sie dem Rea-
genz aussetzt. Als ein Beispiel kann die Stelle zum
Aufbringen der fliissigen Probe ein Blutproben be-
handelndes Kissen zur Vorbehandlung von Proben
gesamten Blutes oder von Proben, die das gesamte
Blut enthalten, aufweisen. Beispiele solcher Kissen
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schlieRen Hemasept L oder, bevorzugter, Hemasept
V (Pall Corporation) oder Glasfaser ein. Zuséatzlich
kann die Stelle zum Aufbringen des Reagenz weiter
ein Kissen aufweisen, das ein getrocknetes Reagenz
enthalt, das durch Zugabe eines Verdiinnungsmittels
rekonstituiert werden kann. Dies ersetzt die Anforde-
rung des Aufbringens eines flissigen Reagenz durch
die sehr viel einfachere Rekonstitution eines getrock-
neten Reagenz unter Benutzung eines Verdinnungs-
mittels.

[0076] In einigen Fallen mag es bevorzugt sein, das
Verschwinden eines Reagenz oder Analyten statt
des Erscheinens eines Produktes zu messen. So ab-
sorbiert, z.B., reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinuc-
leotid (NADH), ein Kofaktor fur viele Enzyme, Licht
sehr viel starker bei 340 nm als in seiner oxidierten
Form, NAD. Wenn man die Aktivitat eines Enzyms
misst, das NADH als einen Kofaktor benutzt, dann
kann es vorteilhaft sein, die Reduktion im Absorpti-
onsvermaogen bei 340 nm zu messen. Alternativ kann
die Bildung von NADH als eine Zunahme des Ab-
sorptionsvermdogens bei 340 nm gemessen werden.

[0077] FEig. 3 ist eine graphische Darstellung, die
hypothetische relative Konzentrationen von zu unter-
suchendem Analyten, Reaktionsprodukt und Reak-
tant an Stellen entlang dem saugfahigen Material
zeigt. Die veranschaulichten relativen Konzentratio-
nen kénnen typisch fiir solche sein, die wahrend ei-
nes Assays auf dem saugfahigen Material gefunden
werden. Fig. 3 veranschaulicht vier Arten von As-
says, die auf dem saugfahigen Material auftreten
kdnnen. Linie 70 reprasentiert gebildetes Produkt. Li-
nien 50 und 60 bezeichnen "verbrauchten Analyten"
bzw. "verbrauchtes Reagenz" und kénnen eine Reak-
tion veanschaulichen, bei der das Reagenz oder der
Analyt verbraucht wird, wie einen farbbindenden As-
say, bei dem Farbe an einen Analyten gebunden
wird, und sowohl Farbe als auch Analyt in dem Kom-
plex "verbraucht" werden, wenn die Reaktion auftritt.
An der Reaktions-Grenzflache fallen die Konzentrati-
onen nicht verbrauchten Analyten und nicht ver-
brauchten Reagenz scharf ab, wahrend die Konzen-
tration an Reaktionsprodukt scharf ansteigt. In ande-
ren Arten von Reaktionen wird das Reagenz in der
Reaktion nicht verbraucht. So wird, z.B., in enzymati-
schen Assays das Enzym nicht verbraucht, sondern
es wandelt lediglich einen Analyten (oder ein Subst-
rat) in ein nachweisbares Produkt um. In diesem Fal-
le wird das nicht verbrauchte Reagenz durch Linie 80
reprasentiert und der verbrauchte Analyt durch Linie
50. In einer anderen Art von Assay kann Reagenz
verbraucht und Analyt nicht verbraucht werden, wie
fur ein Serumenzym (reprasentiert durch Linie 90).
Es gibt somit vier Arten von Assays, die auftreten
kénnen und in Eig. 3 veranschaulicht sind: solche,
bei denen Analyt verbraucht und Reagenz nicht ver-
braucht wird, solche, bei denen Analyt nicht ver-
braucht und Reagenz verbraucht wird, und solche,

bei denen Analyt und Reagenz beide verbraucht oder
nicht verbraucht werden.

[0078] Weil die Reaktions-Grenzflache visuell ver-
schieden von der flussigen Probe und der Reagenz-
I6sung auf dem saugfahigen Material bleibt, schlief3t
die Vorrichtung eine eingebaute Methodologie zum
Bestimmen sowohl der Reagenz- als auch der Flis-
sigproben-Konzentrationen und -Verdiinnungen ein.
Werden getrocknete Reagenzien rekonstituiert, sorgt
die Vorrichtung auch fur die interne Berechnung von
Bezugswerten, die das Ausmal der Verdinnung von
Reagenzien in der Verdinnungsmittel-Lésung und in
der fliissigen Probe in Betracht ziehen (d.h., reflektie-
ren das AusmalR, zu dem die getrockneten Reagen-
zien, die vorhanden gewesen sein kénnen, sich in der
Verdinnungsmittel-Lésung oder der flissigen Probe
geldst haben) und flr die Messung von Hintergrund-
signal, die alle brauchbar sein kdnnen fur gewisse Ar-
ten analytischer chemischer Formate. So konnen,
z.B., gewisse flissige Proben Material enthalten, das
Licht bei einer Wellenlange oder dicht zu der des Re-
aktionsproduktes reflektiert, und dieses Signal muss
daher von der endgliltigen Reaktionsprodukt-Farbin-
tensitat abgezogen werden. In anderen Formaten,
z.B., bei denen Resultate direkt in Beziehung zur Re-
agenz-Konzentration stehen, z.B., in Raten-Reaktio-
nen, bei denen Analyten im Uberschuss vorhanden
sind, gestattet eine gleichzeitige Messung sowohl der
Ausgangsreagenz-Konzentration als auch der Pro-
dukt-Konzentration durch reflektierte Lichtintensitat
bei verschiedenen Wellenlangen die Einstellung der
resultierenden Analyt-Konzentrationswerte auf der
Grundlage der Variabilitat im Ausmal® der Rea-
genz-Auflésung. Ein Fachmnn wird erkennen, dass
das Verfahren der vorliegenden Erfindung die Mes-
sung zahlreicher anderer Parameter gestattet und
brauchbar sein kann bei Messungen der Betriebssta-
bilitdt ebenso wie Kalibrierung und Berechnung von
Hintergrund- oder Bezugswerten. Beispiele solcher
Parameter schlief3en, ohne Einschrankung, ein:
1. den Abstand zwischen der Kante der Pro-
ben-Aufbringstelle und der Reaktions-Grenzfla-
che und die Anderung des Abstandes (ber die
Zeit (A'in Fig. 21);
2. den Abstand zwischen der Kante der Rea-
genz-Aufbringstelle und der Reaktions-Grenzfla-
che und die Anderung des Abstandes (ber die
Zeit (B in Fig. 21);
3. den Abstand zwischen der Kante der Pro-
ben-Aufbringstelle und der Flissigkeits-Grenzfla-
che und die Anderung des Abstandes (ber die
Zeit (C in Fig. 21);
4. den Abstand zwischen der Kante der Rea-
genz-Aufbringstelle und der Flissigkeits-Grenz-
flache und die Anderung des Abstandes iiber die
Zeit (D in Fig. 21);
5. den Abstand zwischen der Reaktions-Grenzfla-
che und der Flussigkeits-Grenzflache und die
Rate der Anderung des Abstandes (iber die Zeit
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(E in Fig. 21);

6. die Flache der Flussigkeits-Grenzflache (I in
Fig. 21);

7. das Absorptionsvermdgen oder Reflexionsver-
mogen des Proben-Hintergrundes (J in Fig. 21);
8. das Absorptionsvermogen oder Reflexionsver-
mogen des Reagenz-Hintergrundes (K in
Fig. 21); und

9. das Absorptionsvermogen oder Reflexionsver-
mogen der Flussigkeits-Grenzflache und die Rate
der Anderung im gleichen Parameter (iber die Zeit
(L in Fig. 21).

[0079] Klinische chemisches Assays, seien sie auf
Flissigkeits- oder Festkdrper-Grundlage, koénnen
durch kinetische Analyse (Rate der Produktbildung;
G in Fig. 21) oder Endpunkt-Analyse (Menge der
Produktion an einem oder mehreren gegebenen Zeit-
punkten; F in Fig. 21) abgelesen werden. Vorzugs-
weise wird das nachweisbare Reaktionsprodukt ge-
messen durch Bestimmen der Rate der Produktbil-
dung (G in Fig. 21). Hinsichtlich klinisch-chemischer
Assays auf Festkoérper-Grundlage bietet die vorlie-
gende Erfindung den einzigen Weg zum Messen der
Rate von einem wahren Zeit-Nullpunkt, da man den
Beginn der Reaktion innerhalb von Millisekunden vi-
sualisieren und einstellen kann. Dies gestattet einem,
Raten innerhalb der ersten paar Sekunden des As-
says zu messen, was einzigartig und brauchbar ist.
Zusatzlich kann die Breite des Reaktions-Grenzfla-
chenbandes gemessen werden, das mit der Ana-
lyt-Konzentration korrelieren kann. SchlieRlich kann
die gesamte oder ein Teil der Flache des Grenzfla-
chenbandes innerhalb einer interessierenden Region
gemessen werden als eine Bestimmung der Gesamt-
produktbildung (H in Fig. 21; Eig. 22). Diese Para-
meter kann man Uber die Zeit verfolgen oder die glei-
che Region kann zwischen verschiedenen Proben
verglichen werden, um ein relatives Mal der Pro-
dukt-Entwicklung und dadurch der Analyt-Konzentra-
tion zu liefern.

[0080] Der erwiinschte Parameter kann gemessen
werden unter Benutzung einer geeigneten abbilden-
den Vorrichtung. Besonders bevorzugt sind abbilden-
de Vorrichtungen, die die quantitative Bestimmung
der gemessenen Parameter durch, z.B., Umwand-
lung der gemessenen Werte flir den Parameter in
Daten gestatten, die zur Verarbeitung durch einen
Computer geeignet sind. Beispiele solcher Vorrich-
tungen schliefen Dreifarben-CCD-Abbildungskame-
ras oder Dreichip-Abbildungsvorrichtungen ein, die
optische Bestandteile und eine rotierende Filterschei-
be benutzen kénnen.

[0081] In einer anderen Ausfihrungsform kann eine
nicht beeintrachtigende Komponente auf der Seite
der flissigen Probe des saugfahigen Materials ge-
trocknet und an verschiedenen Punkten entlang des
saugfahigen Materials untersucht werden, wahrend

sie sich in der fortschreitenden Front der flissigen
Probe auflést, um die Anwesenheit der Probe an der
Grenzflache zu bestimmen. So kann, z.B., eine Farbe
mit einem Absorptionsspektrum, das sich von dem
des Produktes unterscheidet, auf der Seite der flussi-
gen Probe des Kissens getrocknet werden. Die Mes-
sung dieser Farbe an der Seite der flissigen Progbe
der Reaktions-Grenzflache kann ausgefuhrt werden,
um die Anwesenheit der flissigen Probe an der Re-
aktionsstelle zu bestimmen.

[0082] In einer anderen Ausflihrungsform kann eine
Menge des nachzuweisenden und/oder zu messen-
den Analyten an einem Fleck auf dem saugfahgen
Material getrocknet werden, der zwischen der Stelle
zum Aufbringen der flissigen Probe und der Stelle
zum Aufbringen des flissigen Reagenz liegt. Der
Analyt wird mit einem Verdinnungsmittel rekonstitu-
iert und das flissige Reagenz und der Analyt flief3en,
wie oben beschrieben, aufeinander zu. Das flissige
Reagenz und der Analyt treffen sich und bilden ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt. Die Berech-
nung der Menge des Reaktionsproduktes wird durch
eine Bestimmung der Menge des an der Reakti-
ons-Grenzflache vorhandenen Reagenz unterstiitzt,
die eine Funktion der Menge des nachweisbaren Ka-
librierungsproduktes sein kann. Im Allgemeinen gibt
es bei den Verfahren der vorliegenden Erfindung, die
auf die Messung der Konzentration eines Analyten
gerichtet sind, einen groRen Uberschuss an Reagenz
gegenuber dem Analyten. Um jedoch die Menge des
Reagenz an der Reaktions-Grenzflache zu kalibrie-
ren, wird die Situation umgekehrt, um einen Uber-
schuss an Analyt mit Bezug auf das Reagenz zu er-
zeugen, durch Anordnen einer relativ grolken Menge
des Analyten auf dem saugfahgen Material in einer
Position in Ausrichtung mit der Stelle zum Aufbringen
der flissigen Probe (Fig. 23) aber verschieden da-
von. Der Analyt kann in Form eines einzigen Fleckes
hoher Konzentration aufgebracht werden, doch wird
er bevorzugter als ein Streifen oder Schlitz aus Analyt
(Fig. 23) aufgebracht, da dies die Aufbringung der
gleichen Menge an Analyt bei einer geringeren Kon-
zentration gestattet, was die Moglichkeit von Proble-
men vermeidet, die mit hohen Konzentrationen an
Anlyt verbunden sind, wie Ausfallung oder Kristallisa-
tion des Analyten. Der so aufgebrachte Analyt wan-
dert mit der Probe in Richtung der Reagenz-Aufbring-
stelle und bildet einen groRen Produktfleck an der
Reaktions-Grenzflache (Fig. 24). Dieser Fleck kann
in der gleichen Weise gemessen werden, wie das
Reaktionsprodukt, das durch die Analytprobe erzeugt
wird. Abweichungen von erwarteten Werten in der
Messung des Kalibrierungsfleckes kdnnen das Auf-
treten irgendeines einer Anzahl von Punkten signali-
sieren, die die Reagenz-Konzentration beeinflussen
kénnen, wie, z.B., Reagenz-Abbau, Reagenz-Zufih-
rungsschwierigkeiten, Mangel an Reagenz-Aufl6-
sung, Ausfallung des Reagenz und Ahnliche.
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[0083] Das oben beschriebene Kalibrierungs-Ver-
fahren kann auch als ein positives Kontroll-Verfahren
benutzt werden, um die Aktivitdt des Assays zu be-
statigen, wo ein negatives Resultat haufig erwartet
wird. Bei dieser Ausfihrungsform wird eine geringe
Menge des Analyten auf das saugfahige Material auf-
gebracht und wandert in Richtung der Reagenz-Auf-
bringstelle.

[0084] Die Bildung eines nachweisbaren Kalibrie-
rungs-Produktes an der Kalibrierungs-Grenzflache
zeigt, dass der Assay richtig arbeitet, und dass ir-
gendein negatives Resultat der Abwesenheit des
Analyten in der gleichzeitig mitlaufenden flissigen
Probe zuzuschreiben ist.

[0085] Das Folgende ist eine beispielhafte, nicht er-
schopfende Liste der Analyten, die mit der vorliegen-
den Erfindung identifiziert werden kénnen: Alanina-
minotransferase (ALT) (Enzymsubstrat), Albumin
(farbstoffbindend), alkalische Phosphatase (Enzym-
substrat), Ammoniak (enzymatisch), Amylase (En-
zymsubstrat), Aspartataminotransferase (AST) (En-
zymsubstrat), Gesamtbilirubin (farbstoffbindend),
Calcium (farbstoffbindend), Cholesterin (Gesamt)
(enzymatisch), Kreatinkinase (CK) (Enzymsubstrat),
Kreatinin (farbstoffbindend), 2-Glutamyltransferase
(GGT) (Enzymsubstrat), Glukose (enzymatisch),
Lactatdehydrogenase (Enzymsubstrat), Lipase (En-
zymsubstrat), Magnsium (farbstoffbindend), Phos-
phor (farbstoffbindend), Protein (Gesamt) (farbstoff-
bindend), Triglycerid (enzymatisch), Harnstoffstick-
stoff (BUN) (enzymatisch) und Harnsaure (enzyma-
tisch). Die oben angegebenen Reaktionstypen, En-
zymsubstrat, farbstoffbindend und enzymatisch, kon-
nen zu einer chromogenen und/oder Ultraviolett-Re-
aktion fuhren, um die oben aufgefihrten Analyten zu
identifizieren.

[0086] Die vorliegende Erfindung kann auch anstel-
le des flissigen Reaktanten, der zur Reaktion mit
dem Analyten in der Lage ist, ein Reagenz einsetzen,
das zum Binden an den Analyten in der Lage ist. Das
Reagenz kann irgendein Molekil sein, das in der
Lage ist, an einen interessierenden Analyten zu bin-
den, wie ein Antikorper, ein Rezeptor, ein Rezeptor-
kérper, ein Antikérperfragment, ein Abtid oder Ahnli-
che. Das Reagenz enthalt weiter (d.h., ist konjugiert
oder verbunden mit) ein Enzym oder Enzymfrag-
ment, das ein nachweisbares Reaktionsprodukt bei
Inkubation des Reagenz mit einem geeigneten Sub-
strat erzeugt. Es gibt zahlreiche bekannte Verfahren,
um das Binden eines Analyten an ein solches Rea-
genz nachzuweisen. In einer Ausfuhrungsform, hier
in Fig. 34 veranschaulicht, wird eine definierte Men-
ge des Reagenz mit der fliissigen Probe vermischt,
von der angenommen wird, dass sie den interessie-
renden Analyten enthalt. Nach dem Vermischen bin-
det das Reagenz an irgendeinen in der flissigen Pro-
be vorhandenen Analyten, bildet einen fest verbun-

denen Komplex zwischen dem Analyten und dem
Reagenz. Die Mischung wird dann auf ein Kissen auf-
gebracht, das an einem Ende des saugfahigen Flus-
sigkeits-Transportmaterials angeordnet ist. Das Kis-
sen enthalt eine definierte Menge des Analyten, der
im Wesentlichen irreversibel an das Material gebun-
den ist, aus dem das Kissen besteht. Unter im We-
sentlichen irreversibel verbunden wird verstanden,
dass Uber den Zeitverlauf des Assay keine nachweis-
bare Menge des Analyten von dem Kissen dissozi-
iert. Das ungebundene Reagenz in der flissigen Pro-
be bindet an den Analyten, der an dem Kissen befes-
tigt ist, wahrend das Reagenz in der flissigen Probe,
in der vorher gebundener Analyt vorhanden ist, nicht
an den Analyten auf dem Kissen bindet. Dieses Rea-
genz, in Form eines Reagenz/Analyt-Komplexes, be-
wegt sich dann durch das Flussigkeits-Transportma-
terial.

[0087] Zur gleichen Zeit fliet ein Substrat, das am
anderen Ende des saugfahigen Flissigkeits-Trans-
portmaterials vorhanden ist, in Richtung der flissigen
Probe. An dem Punkt, an dem sich das Substrat und
die flussige Probe treffen, wird ein nachweisbares
Reaktionsprodukt durch die Wirkung des En-
zymabschnittes des Reagenz mit dem Substrat gebil-
det. Wie vorher, ist das resultierende Produkt an der
Reaktions-Grenzflache fiir eine signifikante Zeitdau-
er lokalisiert, was es leicht gestattet, die Reaktionsra-
te und Reaktionsprodukt-Intensitédt zu analysieren.
Die Reaktionsrate und/oder Produkt-Konzentration
kénnen durch irgendwelche geeigneten Mittel, wie
Anwendung einer Kalibrierungsreaktions- oder Stan-
dard-Kurve, in Beziehung gesetzt werden zu der
Konzentration oder Menge des Analyten in der flissi-
gen Probe.

[0088] Das Reagenz kann irgendein Molekil sein,
das zum Binden an den interessierenden Analyten in
der Lage ist. Solche Molekiile kénnen ein monoklo-
naler Antikdrper oder einen Teil davon, ein Rezeptor-
protein oder ein Abschnitt davon oder ein Abtid oder
ein Abschnitt davon sein. Beispiele bekannter Anti-
korper-Bindeabschnitte schlieRen, ohne Einschran-
kung, ein ein F(ab)-Fragment, ein F(ab')-Fragment,
ein F(ab'),-Fragment, ein Fv-Fragment, ein
scFv-Fragment und Ahnliche. Ein Beispiel eines Re-
zeptorabschnittes, der in der vorliegenden Erfindung
benutzt werden kann, ist ein Rezeptorkdrper. Die Ver-
fahren zum Erzeugen solcher Antikérper-Bindeab-
schnitte und Rezeptorkérper und zur Nutzung dersel-
ben in Bindereaktionen sind dem Fachmann be-
kannt. Das Reagenz, in welcher Form auch immer,
muss in der Lage sein, spezifisch an den interessie-
renden Analyten in der flissigen Probe bei einer ge-
nugenden Affinitat fir den Komplex zu binden, um bis
zu dem Kissen zu wandern, das am anderen Ende
des saugfahigen Flissigkeits-Transportmaterials lo-
kalisiert ist, ohne dass ein signifikanter Abschnitt des
Komplexes dissoziiert. Tritt eine solche Dissoziation
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auf, dann kdnnte das Reagenz an den Analyten bin-
den, der an dem Kissen befestigt ist und nicht durch
das Kissen hindurchgehen, um mit dem Substrat in
dem saugfahigen Flissigkeits-Transportmaterial zu
reagieren.

[0089] Die Menge des Reagenz, die zu der fllssi-
gen Probe hinzugegeben wird, sollte in einen Bereich
fallen, der durch die Menge des Analyten im Kissen
und durch die vorhergesehene Menge des Analyten
in der flissigen Probe diktiert ist. Die Menge sollte
mindestens die Menge sein, die erforderlich ist, den
gesamten Analyten in der flissigen Probe zu binden.
Ist die zugegebene Menge des Reagenz geringer als
die Menge des Analyten in der Probe, dann wird das
berichtete Resultat geringer sein als die wahre Kon-
zentration des Analyten in der flissigen Probe. Die
Menge des zu der flissigen Probe hinzugegebenen
Reagenz sollte jedoch nicht grofRer sein als die Men-
ge des an das Kissen gebundenen Analyten. Ist die
Menge des zu der flissigen Probe hinzugegebenen
Reagenz groRer als die Menge des im Kissen vor-
handenen Analyten, dann wird das berichtete Resul-
tat gréRRer sein als die wahre Konzentration des Ana-
lyten in der flissigen Probe. Weiter sollte die Menge
des Analyten in dem Kissen weit im Uberschuss sein
zu der Menge des Analyten, von der angenommen
wird, dass sie in der fliissigen Probe vorhanden ist.
Ist die Menge des Analyten in dem Kissen ungenii-
gend, um das ungebundene Reagenz in der flissigen
Probe zu binden, dann wird das berichtete Resultat
wieder groRer sein als die wahre Konzentration des
Analyten in der flissigen Probe.

[0090] Das Reagenz ist mit einem Enzym verbun-
den, das mit dem Substrat reagieren kann, das vom
anderen Ende des Flussigkeits-Transportmaterials
wandert. Das Reagenz und das Enzym kénnen mit-
einander durch irgendwelche Mittel verbunden sein,
die dem Fachmann allgemein bekannt sind, wie ko-
valente Bindung, Disulfidbriicke und Ahnliche, und
sie sind kommerziell erhaltlich von einer weiten Viel-
falt von Verkaufern (z. B. Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Das Substrat und das Enzym sind
aneinander angepasst, sodass das Enzym auf das
Substrat einwirkt, um ein nachzuweisendes Reakti-
onsprodukt zu erzeugen. Beispiele solcher Enzyme
schlieen alkalische Phosphatase, p-Galactosidase
und Peroxidase ein. Fur alkalische Phosphatase kon-
nen akzeptable Substrate, ohne Einschrankung, sein
p-Nitrophenolphosphat,  4-Methylumbelliferylphos-
phat oder BCIP/NBT (5-Brom-4-chlor-indolylphos-
phat/Nitroblautetrazolium). Die alkalische Phospha-
tase wirkt auf p-Nitrophenolphosphat-Substrat zur
Erzeugung des nachweisbaren Reaktionsproduktes
p-Nitrophenol. Alkalische Phosphatase wirkt auf
4-Methylumbelliferylphosphat unter Erzeugung des
fluoreszierenden Produktes Methylumbelliferon. Fur
B-Galactosidase akzeptable Substrat kénnen, ohne
Einschrankung, einschlieBen o-Nitrophenyl-3-D-ga-

lactosid oder 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galacto-
pyranosid ("X-gal"). Das Substrat o-Nitrophe-
nyl-B-D-galactosid wird durch B-Galactosidase unter
Bildung von D-Galactosid und dem nachweisbaren
Reaktionsprodukt o-Nitrophenol gespalten. Fir Pero-
xidase akzeptable Substrate schlieBen ein 3-Ami-
no-9-ethylcarbazol ("AEC"), o-Phenylendiamindihy-
drochlorid ("OPD"), 4-Chlor-1-naphthol, 3,3'-Diami-
nobenzidintetrahydrochlorid (TAB) und Ahnliche. Die
Konzentrationen des Substrates, die erforderlich
sind, akzeptable Niveaus des nachweisbaren Pro-
duktes zum Einsatz in der vorliegenden Erfindung zu
produzieren, kdnnen, wie erforderlich, fiir die ausge-
wahlte Probe, den ausgewahlten Assay und die aus-
gewahlten Bedingungen geandert werden, wie der
Fachmann leicht feststellen kann. Andere Substrate
fur diese Enzyme sind im Stande der Technik be-
kannt und kénnen, wie geeignet, statt dessen einge-
setzt werden. Zusatzlich kbnnen andere Enzym/Sub-
strat-Paare, die dem Fachmann bekannt sind, bei
den Verfahren und Vorrichtungen der vorliegenden
Erfindung, wie geeignet, eingesetzt werden.

[0091] Die folgenden Beispiele veranschaulichen
die Anwendung der vorliegenden Erfindung zum
Nachweisen und quantitativen Bestimmen spezieller
Komponenten in einer flissigen Probe. Diese Bei-
spiele sind zur Veranschaulichung angegeben und
nicht zur Einschrankung. Der Fachmann wird reali-
sieren, dass die veranschaulichten Prinzipien und
Techniken angewendet werden kénnen, um eine
Vielfalt von Analyten in einer Vielfalt flissiger Proben
nachzuweisen.

Beispiel 1

[0092] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie eine
Vorrichtung der vorliegenden Erfindung benutzt wur-
de, um die Anwesenheit und Konzentration (246
mg/dl) Glukose in einer Probe aus ganzem Blut zu
bestimmen.

[0093] Eine HEMOSEP L®-Membran wurde an ei-
ner adhasiven Kunststoffrickwand befestigt und in
Streifen von 4 mm x 25 mm zerschnitten. Trinder-Re-
agenz (15 pl) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
enthaltend Glukoseoxidase (15.000 U/l), 4-Aminoan-
tipyrin (0,5 mM), p-Hydroxybenzolsulfonat (20 mM)
und Peroxidase (10.000 U/l) bei pH von etwa 7,0 wur-
de auf einem Ende jedes Teststreifens getrocknet,
der etwa eine Halfte der gesamten Streifenflache um-
fasste. Dies erfolgte durch gleichzeitiges Abgeben
von 10 pl Wasser auf ein Ende des Streifens (die
Flissigproben-Seite) und 10 pl Trinder-Reagenz (bei
5-facher Konzentration) auf das andere Ende des
Streifens (die Verdunnungsmittellésungs-Seite). Der
Streifen wurde dann fir 1 Stunde bei Raumtempera-
tur getrocknet.

[0094] Nach dem Trocknen wurden 15 uyl Wasser
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zum aulleren Ende der Verdiinnungsmittel-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der Verdin-
nungsmittelldsung hinzugegeben und 15 ul des gan-
zen Blutes wurden gleichzeitig auf das andere Ende
der Flissigproben-Seite des Streifens an der Stelle
zum Aufbringen der flissigen Probe aufgebracht. Die
beiden Flussigkeiten flossen aufeinander zu und er-
gaben schlief3lich vier bestimmte Bander auf dem
Streifen: ein rotes Blutzellen-Band, ein Plasma-Band,
eine rot/braunes Trockenreaktionsprodukt-Chinoni-
min-Band (die Reaktions-Grenzflache) und ein Band
von unumgesetztem Trinder-Reagenz. Wie in
Fig. 4A bis Fig. 4F gezeigt, entwickelte sich das
durch Chinonimin-Farbstoff gefarbte Produkt-Grenz-
flachenband uUber mehrere Minuten, wobei die Ent-
wicklungsrate und Farbintensitat am Schluss propor-
tional zur Ausgangs-Konzentration von Glukose in
der Probe war.

Beispiel 2

[0095] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung benutzt wurde, um Calcium in f6-
talem Kalbsserum nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen.

[0096] Drei Polyethersulfon-Membranen, wurden,
wie in Beispiel 1 beschrieben, zubereitet und mit 50
pl verdunnter HCI bei pH 2,0 gewaschen. Ein Beispiel
einer geeigneten Polyethersulfon-Membran zum Ein-
satz in der vorliegenden Erfindung ist eine SU-
POR®-Membran (Pall-Gelman, Port Washington,
NY). Der Fachmann wird realisieren, dass andere po-
rose Membranen mit ahnlichen Charakteristika auch
in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden
kénnen. 15 Mikroliter fotalen Kalbsserums, enthal-
tend 6,8, 13 und 18,6 mg/dl Calcium, wurden zu der
Flissigproben-Seite jedes Streifens an der Stelle
zum Aufbringen der flissigen Probe aufgebracht,
wahrend gleichzeitig 15 pl angesauerter rot/purpurne
Arsenazo lll-Farbstofflosung (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO; Katalognummer 588, hergestellt gmaf
den Instruktionen des Herstellers) auf die Verdin-
nungsmittellésung-Seite des Streifens bei der Stelle
zum Aufbringen der Verdiinnungsmittelldsung aufge-
bracht wurden. In jeden Falle flossen die beiden Flis-
sigkeiten aufeinander zu und nach ihrem Treffen bil-
dete sich eine diskrete Grenzflache. Das blaue Reak-
tionsprodukt, Calcium-arsenazo lll, entwickelte sich
an der Produkt-Grenzflache. Wie in den Fig. 5A bis
Fig. 51 gezeigt, waren sowohl die Zeit fir die Farben-
twicklung als auch die Endintensitat der blauen Farbe
proportional der Ausgangs-Konzentration des Calci-
ums in den flissigen Proben.

Beispiel 3
[0097] In diesem Beispiel wurden 1,2 g/dl- und 1,9

g/dl-Konzentrationen von Albumin in fétalem Kalbs-
serum mit der vorliegenden Erfindung unter Einsatz

von grinem Bromkresol-Farbstoff nach Einstellung
auf pH 5,5 getestet.

[0098] Eine HEMOSEP L®-Membran wurde an ei-
ner adhasiven Kunststoffrickwand befestigt und in
Streifen von 4 mm x 25 mm geschnitten. BCG-Rea-
genz (15 pl; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO; Ka-
talognummer 631, hergestellt gemal den Instruktio-
nen des Herstellers mit der Ausnahme, dass eine L6-
sung 10-facher Konzentration des Reagenz benutzt
wurde), wurde auf ein Ende jedes Teststreifens auf-
gebracht, umfassend etwa eine Halfte der gesamten
Streifenflache. Serum (15 pl) wurde gleichzeitig auf
das &aussere Ende des Flissigproben-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der flissigen
Probe aufgebracht. Die beiden Flissigkeiten flossen
aufeinander zu und ergaben schlieRlich drei be-
stimmte Banden auf dem Streifen: ein Serum-Band,
ein Reaktionsprodukt-Band (die Reaktions-Grenzfla-
che), einschlieBlich eines Farbstoff/Albumin-Komple-
xes und ein Band von unumgesetztem BCG-Rea-
genz. Fig. 5, Fig. 7 und Fig. 10 sind graphische Re-
prasentationen und Fig. 5 und Fig. 9 sind numeri-
sche Reprasentationen der Farbintensitat des Reak-
tionsproduktes in Abhangigkeit von der Zeit fir so-
wohl die 1,2 g/dI- als auch die 1,9 g/dI-Probe. Diese
graphischen Darstellungen zeigen, dass der Assay,
der gemal der vorliegenden Erfindung ausgefuhrt
wurde, eine betrachtliche Farbintensitéat innerhalb
von 5 Sekunden vom Aufbringen der Probe auf den
Teststreifen der vorliegenden Erfindung erzeugt, die
proportional der urspriinglichen Analyt-Konzentration
ist, basierend auf Neigung und Endfarbintensitat.

[0099] Fig. 11 bis Fig. 14 sind Digitalfotographien
der 1,2 g/dl- und 1,9 g/dl-Teststreifen bei 200 Millise-
kunden (2,0 Sekunden nach dem Aufbringen der Pro-
be auf den Teststreifen) und 3,0 Sekunden nach der
Grenzflachen-Bildung (5,0 Sekunden nach dem Auf-
bringen der Probe auf den Teststreifen). Diese Digi-
talbilder wurden mit einer Sony Progressive
3CCD-Kamera aufgezeichnet und die Digitaldaten
wurden in einen Gateway PC geladen, wo eine aus-
gewahlte Reihe von Pixeln der Bilder analysiert wur-
de unter Benutzung der INSPECTOR-Farbabsorpti-
onssoftware von Matrox. Vergleicht man Fig. 11 mit
Fig. 12 fiir die 1,2 g/dI-Probe und Fig. 13 mit Fig. 14
fur die 1,9 g/dI-Probe, dann ist eine starke Zunahme
der Rotabsorption (griine Farbe) in unter drei Sekun-
den aufgetreten, wie durch Linie "R" in Fig. 11 bis
Fig. 14 gezeigt, die die Zunahme der Rotabsorption
(starkere grune Farbe) Uber die Reaktions-Grenzfla-
che reprasentiert. Allgemein wird in dieser Anmel-
dung eine Zunahme der Absorption bei einer gegebe-
nen Farbe als eine Verminderung der Deflexion in der
graphischen Farbdarstellung reflektiert. Das Testpro-
tokoll der vorliegenden Erfindung erzeugt somit eine
feststellbare Reaktion bei einer Reaktionsrate, dass
der Test in 5 Sekunden nach der Probenzugabe und
in drei Sekunden nach der Grenzflachen-Bildung
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ausgefiihrt werden kann.
Beispiel 4

[0100] Dies ist ein anderes Beispiel, das das Proto-
koll von Beispiel 1 benutzt und veranschaulicht, wie
eine Vorrichtung der vorliegenden Erfindung benutzt
wurde, um die Anwesenheit und Konzentration von
Glukose in einer Probe ganzen Blutes zu bestimmen.
In diesem Beispiel wurden 50 mg/dl-, 150 mg/dI- und
250 mg/dI-Proben benutzt.

[0101] Eine HEMOSEP L®-Membran wurde an ei-
ner klebenden Kunststoffrickwand befestigt und in
Streifen von 4 mm x 25 mm geschnitten. 15 pl Trin-
der-Reagenz (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
Katalognummer 315, hergestellt gemaf den Instruk-
tionen des Herstellers mit der Ausnahme, dass eine
Reagenz-Lésung 5-facher Konzentration benutzt
wurde), enthaltend Glukoseoxidase (15.000 U/I),
4-Aminoantipyrin (0,5 mM), p-Hydrolybenzolsulfonat
(20 mM) und Peroxidase (10.000 U/l) wurden beim
pH etwa 7,0 an einem Ende jedes Teststreifens hin-
zugegeben, umfassend etwa eine Halfte der gesam-
ten Streifenflache. Serum (15 ul) wurde gleichzeitig
zum auleren Ende der Flissigproben-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der flissigen
Probe hinzugegeben. Die beiden Flissigkeiten flos-
sen aufeinander zu und ergaben schliellich drei be-
stimmte Banden auf dem Streifen: ein Serum-Band,
ein rot/braunes Chinoniminfarbstoff-Reaktionspro-
duktband (die Reaktions-Grenzflache) und ein Band
von nicht umgesetztem Trinder-Reagenz. Eig. 15 bis
Eig. 18 zeigen die Rate der Entwicklung des Chinoni-
min-Farbstoffproduktes. Diese graphischen Darstel-
lungen zeigen, dass der Assay, der gemaf der vorlie-
genden Erfindung ausgefiihrt wurde, innerhalb von
zwei bis vier Minuten vom Aufbringen der Probe auf
den Teststreifen der vorliegenden Erfindung eine be-
trachtliche Farbintensitat erzeugt.

Beispiel 5

[0102] Dies ist ein anderes Beispiel der Benutzung
des Protokolls von Beispiel 2 und veranschaulicht,
wie die vorliegende Erfindung angewendet wurde,
um Calcium in fétalem Kalbsserum nachzuweisen
und quantitativ zu bestimmen. In diesem Beispiel
wurden 9,3 mg/dl- und 13 mg/dl-Proben benutzt.

[0103] Polyethersulfon-Membranen, wurden, wie in
Beispiel 1 beschrieben, zubereitet und mit 50 pl ver-
dinnter HCI bei pH 2,0 gewaschen. Fiinfzehn Mikro-
liter fotalen Kalbsserums, enthaltend 9,3 mg/dl und
13 mg/dl Calcium, wurden zu der Fliissigproben-Sei-
te jedes Streifens an der Stelle zum Aufbringen der
flissigen Probe hinzugegeben, wahrend gleichzeitig
15 pl angesauerter rot/purpurner Arsenazo Ill-Farb-
stofflésung zur Verdinnungsmittellésungs-Seite des
Streifens bei der Stelle zum Aufbringen der Verdin-

nungsmittellésung aufgebracht wurden. In jeden Fal-
le flossen die beiden Flissigkeiten aufeinander zu
und bildeten beim Treffen eine diskrete Grenzflache.
Das blaue Reaktionsprodukt, Calcium-arsenazo llI,
entwickelte sich an der Grenzflache. Bezugnehmend
auf Fig. 19 und Fig. 20, die graphische und numeri-
sche Reprasentationen dieses Beispiels zeigen,
zeigt Fig. 19, dass der Assay, der gemaR der vorlie-
genden Erfindung ausgefiihrt wurde, eine betrachtli-
che Farbintensitat innerhalb einer Minute vom Auf-
bringern der Probe auf den Teststreifen der vorliegen-
den Erfindung erzeugt.

[0104] Fig. 20 zeigt die relative Stabilitat der Grenz-
flachenbreite Uber die Zeit. Die Grenzflachenbreite
verdoppelte sich in etwa von 100 Sekunden bis 250+
Sekunden.

Beispiel 6

[0105] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung benutzt wurde, um die gesamte
alkalische Phosphatase in fotalem Kalbsserum nach-
zuweisen und quantitativ zu bestimmen. In diesem
Beispiel wurden Reihenverdiinnungen alkalischer
Phosphatase uber einen 10-fachen Bereich in der
Konzentration eingesetzt.

[0106] Nitrocellulose-Membranstreifen wurden mit
verdunnter NaOH bei pH 10 gewaschen. Funfzehn
Mikroliter fétalen Kalbsserums, enthaltend verschie-
dene Verdinnungen alkalischer Phosphatase, wur-
den auf die Flissigproben-Seite des Membranstrei-
fens an der Stelle zum Aufbringen der flissigen Pro-
be aufgebracht, wahrend gleichzeitig 15 pl alkalische
Phosphatase-Reagenz (Sigma, Katalognummer 245,
hergestellt gemaR den Instruktionen des Herstellers
mit der Ausnahme, dass eine doppelt konzentrierte
Reagenz-Lésung eingesetzt wurde) zur Verdin-
nungsmittellésung-Seite des Streifens an der Stelle
zum Aufbringen der Verdiinnungsmittelldsung aufge-
bracht wurden. In jedem Falle flossen die beiden
Flussigkeiten aufeinander zu und bildeten beim Tref-
fen eine diskrete Grenzflache. Das Reaktionspro-
dukt, p-Nitrophenol, entwickelte sich an der Pro-
dukt-Grenzflache. Fig. 25 ist eine Digitalfotographie
eines der Teststreifen, die die Produktbildung bei 15
Sekunden und 120 Sekunden nach dem Aufbringen
der Probe auf den Teststreifen zeigt. Diese Digitalbil-
der wurden, wie fur Beispiel 3 beschrieben, aufge-
zeichnet. Fig. 25 zeigt, dass der Assay, der gemaf
der vorliegenden Erfindung ausgefihrt wurde, eine
nachweisbare Farbintensitat innerhalb von 15 Se-
kunden vom Aufbringen der Probe auf den Teststrei-
fen der vorliegenden Erfindung und eine betrachtli-
che Farbintensitat nach 120 Sekunden erzeugt.

Beispiel 7

[0107] Dieses Beispiel zeigt, wie die vorliegende Er-
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findung zum Nachweisen und quantitativen Bestim-
men des Gesamtbilirubins in fétalem Kalbsserum an-
gewendet wurde. In diesem Beispiel wurden 0,65
mg/dl-, 2,55 mg/dl-, 4,73 mg/dl-, 9,39 mg/dl- und
19,57 mg/dI-Proben benutzt.

[0108] Polyethersulfon-Membranen wurden, wie in
Beispiel 1 beschrieben, zubereitet und mit Wasser
bei pH 7,0 gewaschen. Fiinfzehn Mikroliter einer
kommerziellen Standardlésung, enthaltend 0,65
mg/dl, 2,55 mg/dl, 4,73 mg/dl, 9,39 mg/dl oder 19,57
mg/dl Bilirubin wurden zu der Flissigproben-Seite je-
des Streifens an der Stelle zum Aufbringen der flis-
sigen Probe hinzugegeben, wahrend gleichzeitig 15
pl des Gesamtbilirubin-Reagenz (Sigma, Katalog-
nummer 550-4, rekonstituiert mit Natriumnitrit, wie
durch den Hersteller angegeben, ausgenommen,
dass eine 20-fach konzentrierte Reagenz-Losung
eingesetzt wurde) zu der Verdiinnungsmittello-
sung-Seite des Streifens an der Stelle zum Aufbrin-
gen der Verdinnungsmittellésung hinzugegeben
wurden. In jedem Falle flossen die beiden Flussigkei-
ten aufeinander zu und bildeten beim Treffen eine
diskrete Grenzflache. Das Reaktionsprodukt, Azobili-
rubin, entwickelte sich an der Produkt-Grenzflache.
Fig. 26 ist eine Digitalfotographie der 4,73 mg/dl.
Fig. 26 zeigt die Produktbildung bei 15 Sekunden
und 275 Sekunden nach dem Aufbringen der Probe
auf den Teststreifen. Diese Digitalbilder wurden, wie
fur Beispiel 3 beschrieben, aufgezeichnet. Fig. 26
zeigt, dass der Assay, der gemal der vorliegenden
Erfindung ausgefuhrt wurde, eine betrachtliche Far-
bintensitat innerhalb von 15 Sekunden nach dem
Aufbringen der Probe auf den Teststreifen der vorlie-
genden Erfindung erzeugt.

Beispiel 8

[0109] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung benutzt wurde, um Harnsdure in
fotalem Kalbsserum nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen. In diesem Beispiel wurden Proben im
Bereich von 0,15 mg/dl und 15,5 mg/dl eingesetzt.

[0110] Polyethersulfon-Membranen wurden, wie in
Beispiel 1 beschrieben, zubereitet und mit Wasser
bei pH 7,0 gewaschen. Flinfzehn Mikroliter fétalen
Kalbsserums, enthaltend 0,15 mg/dl, 0,3 mg/dl, 0,6
mg/dl, 1,0 mg/dl, 3,7 mg/dl, 7,3 mg/dl und 15,5 mg/dI
Harnsaure, wurden zu der Flissigproben-Seite jedes
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der flissigen
Probe hinzugegeben, wahrend gleichzeitig 15 pl des
Harnsaure-Reagenz (Sigma, Katalognummer 685,
mit der Ausnahme, dass eine 3,3-fach konzentrierte
Reagenz-Lésung eingesetzt wurde) zu der Verdin-
nungsmittellésungs-Seite des Streifens an der Stelle
zum Aufbringen der Verdinnungsmittellésung hinzu-
gegeben wurden. In jedem Falle flossen die beiden
Flissigkeiten aufeinander zu und bildeten beim Tref-
fen eine diskrete Grenzflache. Das Reaktionspro-

dukt, ein Chinonimin-Farbstoff mit einer maximalen
Absorption bei 520 nm, entwickelte sich an der Pro-
dukt-Grenzflache. Fig. 27 ist eine Digitalfotographie
des 0,3 mg/dl-Teststreifens, die die Produktbildung
innerhalb von 5 Sekunden und 295 Sekunden nach
dem Aufbringen auf den Teststreifen zeigt. Diese Di-
gitalbilder wurden, wie fir Beispiel 3 beschrieben,
aufgezeichnet und zeigen eine betrachtliche Produk-
tintensitat, die sich nach 295 Sekunden entwickelt
hat.

Beispiel 9

[0111] Dieses Beispiel zeigt, wie die vorliegende Er-
findung zum Nachweisen und quantitativen Bestim-
men von y-Glutamyltransferase in fotalem Kalbsse-
rum benutzt wurde. In diesem Beispiel wurden Pro-
ben im Bereich von 8 Einheiten/Liter (U/l) und 725
U/I-Proben eingesetzt.

[0112] Nitrocellulose-Membranen wurden mit Was-
ser bei pH 7,0 gewaschen. Funfzehn Mikroliter féta-
len Kalbsserums, enthaltend 8, 37, 107, 380 und 725
U/l von y-Glutamyltransferase, wurden an der Stelle
zum Aufbringen der flissigen Probe aufgebracht,
wahrend gleichzeitig 15 pl y-Glutamyltransferase-Re-
agenz (Sigma, Katalognummer 419, hergestellt ge-
maR den Instruktionen des Herstellers mit der Aus-
nahme, dass eine 2-fache Konzentration der Rea-
genz-Ldsung eingesetzt wurde) zu der Verdinnungs-
mittelldsungs-Seite des Streifens an der Stelle zum
Aufbringen der Verdinnungsmittellésung hinzugege-
ben wurden. In jedem Falle flossen die beiden Flus-
sigkeiten aufeinander zu und bildeten beim Treffen
eine diskrete Grenzflache. Das Reaktionsprodukt,
5-Amino-2-nitrobenzoat, das eine maximale Absorp-
tion bei 405 nm aufwies, entwickelte sich an der Pro-
dukt-Grenzflache. Fig. 28 ist eine Digitalfotographie
des 380 U/I-Teststreifens, die die Produktbildung bei
5 Sekunden und 285 Sekunden nach dem Aufbrin-
gen der Probe auf den Teststreifen zeigt. Diese Digi-
talbilder wurden, wie fir Beispiel 3 beschrieben, auf-
gezeichnet und zeigen, dass eine betrachtliche Pro-
dukt-Entwicklung nach 285 Sekunden stattgefunden
hatte.

Beispiel 10

[0113] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung angewendet wurde, um Amylase
in fétalem Kalbsserum nachzuweisen und quantitativ
zu bestimmen. In diesem Beispiel wurden Proben im
Bereich zwischen 88 Einheiten/Liter (U/l) und 16.800
U/I-Proben eingesetzt.

[0114] Nitrocellulose-Membranen wurden mit Was-
ser bei pH 7,0 gewaschen. Flinfzehn Mikroliter fota-
len Kalbsserums, enthaltend 88, 362, 1.680 und
16.800 U/L von Amylase, wurden zu der Stelle zum
Aufbringen der flissigen Probe hinzugegeben, wah-
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rend gleichzeitig 15 yl Amylase-Reagenz (Sigma, Ka-
talognummer 419, hergestellt gemaf den Instruktio-
nen des Herstellers mit der Ausnahme, dass eine
2-fach konzentrierte Reagenz-Losung eingesetzt
wurde) zu der Verdinnungsmittelldsungs-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der Verdin-
nungsmittellésung hinzugegeben wurden. In jedem
Falle flossen die beiden Fliissigkeiten aufeinander zu
und bildeten beim Treffen eine diskrete Grenzflache.
Das Reaktionsprodukt, p-Nitrophenol, das eine maxi-
male Absorption bei 405 nm aufwies, entwickelte sich
an der Produkt-Grenzflache. Fig. 29 ist eine Digital-
fotographie des 16.800 U/I-Teststreifens, die die Pro-
duktbildung 35 Sekunden und 275 Sekunden nach
dem Aufbringen der Probe auf den Teststreifen zeigt.
Diese Digitalbilder wurden, wie in Beispiel 3 beschrie-
ben, aufgezeichnet. Ein signifikantes Niveau der Pro-
dukt-Entwicklung trat nach 275 Sekunden auf.

Beispiel 11

[0115] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung benutzt wurde, um Kreatinin in f6-
talem Kalbsserum nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen. In diesem Beispiel wurden Proben im
Bereich zwischen 75 mg/dl und 300 mg/dl benutzt.

[0116] Nitrocellulose-Membranen wurden mit Was-
ser bei pH 7,0 gewaschen. Funfzehn Mikroliter fota-
len Kalbsserums, enthaltend 75 mg/dl, 150 mg/dl und
300 mg/dl von Kreatinin, wurden zu der Stelle zum
Aufbringen der flissigen Probe hinzugegeben, wah-
rend gleichzeitig 15 pl Kreatinin-Reagenz (Sigma,
Katalognummer 557-A und 557-B, hergestellt wie
vom Hersteller instruiert mit der Ausnahme, dass
eine doppelt konzentrierte Reagenz-Losung benutzt
wurde) zu der Verdinnungsmittelldsung-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der Verdin-
nungsmittellésung hinzugegeben wurden. In jedem
Falle flossen die beiden Fliissigkeiten aufeinander zu
und bildeten beim Treffen eine diskrete Grenzflache.
Das Reaktionsprodukt, ein Janovski-Komplex, der
eine maximale Absorption zwischen 480 und 520 nm
aufwies, entwickelte sich an der Grenzflache. Eig. 30
ist eine Digitalfotographie des 150 mg/dl-Teststrei-
fens, die Produktbildung 5 Sekunden und 295 Sekun-
den nach dem Aufbringen der Probe auf den Test-
streifen zeigt. Diese Digitalbilder wurden, wie in Bei-
spiel 3 beschrieben, aufgezeichnet und zeigen, dass
sich ein signifikantes Niveau des Produktes nach 295
Sekunden gebildet hatte.

Beispiel 12

[0117] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung zum Nachweisen und quantitati-
ven Bestimmen von Cholesterin angewandt wurde.
In diesem Beispiel wurden Proben im Bereich zwi-
schen 61 mg/dl und 183 mg/dl eingesetzt.

[0118] Nitrocellulose-Membranen wurden mit Was-
ser bei pH 7,0 gewaschen. Finfzehn Mikroliter einer
kommerziellen Cholesterin-Standardldsung, enthal-
tend 61 mg/dl, 96 mg/dl, 160 mg/dl oder 183 mg/dI
Cholesterin, wurden zu der Stelle zum Aufbringen der
flissigen Probe hinzugegeben, wahrend gleichzeitig
15 yl Cholesterin-Reagenz (Sigma, Katalognummer
352) zu der Verdinnungsmittelldsung-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der Verdin-
nungsmittellésung hinzugegeben wurden. In jedem
Falle flossen die beiden Flissigkeiten aufeinander zu
und bildeten beim Treffen eine diskrete Grenzflache.
Das Reaktionsprodukt, ein Chinonimin-Farbstoff mit
einer maximalen Absorption bei 500 nm, entwickelte
sich an der Produkt-Grenzflache. Fig. 31 ist eine Di-
gitalfotographie des 96 mg/dI-Teststreifens, die Pro-
duktbildung 10 Sekunden und 300 Sekunden nach
dem Aufbringen der Probe auf den Teststreifen zeigt.
Diese Digitalbilder wurden, wie in Beispiel 3 beschrie-
ben, aufgezeichnet. Ein nachweisbares Produktni-
veau wurde innerhalb von 10 Sekunden nach dem
Aufbringen der Probe auf den Teststreifen gebildet
und hatte sich nach 300 Sekunden betrachtlich ver-
mehrt.

Beispiel 13

[0119] Dieses Beispiel zeigt, wie die vorliegende Er-
findung angewendet wurde, um Gesamtprotein nach-
zuweisen und quantitativ zu bestimmen. In diesem
Beispiel wurden Proben im Bereich zwischen 2,1 g/dl
und 8,2 g/dl eingesetzt.

[0120] Nitrocellulose-Membranen wurden mit Was-
ser bei pH 7,0 gewaschen. Flinfzehn Mikroliter fota-
len Kalbs- oder Hunde-Serums, enthaltend 2,1 g/dl,
4,1 g/dl, 6,2 g/dl und 8,2 g/dl von Gesamtprotein, wur-
den zu der Stelle zum Aufbringen der flissigen Probe
hinzugegeben, wahrend gleichzeitig 15 pl alkalisches
Biuret-Reagenz (Sigma, Katalognummer 541, herge-
stellt gemal den Instruktionen des Herstellers, aus-
genommen, dass eine 15-fache Konzentration in der
Reagenz-Lésung benutzt wurde) zu der Verdin-
nungsmittellésungs-Seite des Streifens an der Stelle
zum Aufbringen der Verdinnungsmittelldsung hinzu-
gegeben wurden. In jedem Falle flossen die beiden
Flissigkeiten aufeinander zu und bildeten beim Tref-
fen eine diskrete Grenzflache. Das Reaktionspro-
dukt, ein purpurfarbener Kupfer-Proteinkomplex mit
einer maximalen Absorption bei 540 nm, entwickelte
sich an der Produkt-Grenzflache. Fig. 32 ist eine Di-
gitalfotographie des 6,2 g/dl-Teststreifens, die Pro-
duktbildung 5 Sekunden und 295 Sekunden nach
dem Aufbringen der Probe auf den Teststreifen zeigt.
Diese Digitalbilder wurden, wie in Beispiel 3 beschrie-
ben, aufgezeichnet. Ein signifikantes Produktniveau
war nach 5 Sekunden nachweisbar und eine be-
trachtliche Menge des Produktes war nach 295 Se-
kunden gebildet.

20/63



DE 600 35316 T2 2008.03.06

Beispiel 14

[0121] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung zum Nachweisen und quantitati-
ven Bestimmen von Magnesium in fétalem Kalbsse-
rum benutzt wurde. In diesem Beispiel wurde eine
Probe, enthaltend 4,7 mg/dl Magnesium, benutzt.

[0122] Nitrocellulose-Membranen wurden mit ver-
dinnter NaOH bei pH 10,0 gewaschen. Funfzehn Mi-
kroliter fotalen Kalbsserums, enthaltend 4,7 mg/dl
Magnesium, wurden zu der Stelle zum Aufbringen
der flissigen Probe hinzugegeben, wahrend gleich-
zeitig 15 pl Magnesium-Reagenz (Sigma, Katalog-
nummer 595, hergestellt, wie vom Hersteller be-
schrieben, ausgenommen, dass ein groRer Uber-
schuss an Magnesium-Reagenz (= 100x) eingesetzt
wurde) zu der Verdinnungsmittelldsung-Seite des
Streifens an der Stelle zum Aufbringen der Verdin-
nungsmittellésung hinzugegeben wurden. In jedem
Falle flossen die beiden Fliissigkeiten aufeinander zu
und bildeten nach dem Treffen eine diskrete Grenz-
flache. Das Reaktionsprodukt, ein Calmagit-Magne-
sium-Komplex, der eine maximale Absorption bei
520 nm aufwies, entwickelte sich an der Pro-
dukt-Grenzflache. Eig. 33 ist eine Digitalfotographie
des 4,7 mg/dI-Teststreifens, die Produktbildung 5 Se-
kunden und 295 Sekunden nach dem Aufbringen der
Probe auf den Teststreifen zeigt. Diese Digitalbilder
wurden, wie in Beispiel 3 beschrieben, aufgezeich-
net. Das Produkt war nach 5 Sekunden nachweisbar
und war betrachtlich nach 295 Sekunden.

Beispiel 15

[0123] Dieses Beispiel veranschaulicht, wie die vor-
liegende Erfindung zum Nachweisen und quantitati-
ven Bestimmen eines Haptens, Thyroxin ("T4"), ge-
bunden an BSA als dem Analyten, eingesetzt wurde.
Das T4-BSA wurde an Mause-anti-T4, konjugiert an
alkalische Phosphotase, gebunden. In diesem Bei-
spiel wurde Anti-T4-BSA bei Konzentrationen von 5
pg/ml und 50 pg/ml eingesetzt.

[0124] Nitrocellulose-Membranen wurden in Triton
X-100 gewaschen und mit Wasser gesplilt. T4-BSA
wurde an ein Kissen auf einer Seite des Flissig-
keits-Transportmaterials gebunden, wahrend ein
Substrat fir alkalische Phosphatase, p-Nitrophenol-
phosphat, auf einem Kissen am gegenuber liegen-
den Ende des Flissigkeits-Transportmaterials ge-
trocknet wurde. Mause-Anti-T4-alkalische Phospha-
tase-Konjugat wurde zu dem Kissen hinzugegeben,
das das gebundene T4-BSA enthielt, wahrend Was-
ser gleichzeitig zu dem das Substrat enthaltenden
Kissen hinzugegeben wurde. Die Flussigkeiten flos-
sen aufeinander zu und bildeten eine diskrete Grenz-
flache. Das Reaktionsprodukt, p-Nitrophenol, entwi-
ckelte sich an der Produkt-Grenzflache und wurde
bei 405 nm gemessen. Fig. 34 ist eine Digitalfotogra-

phie des Produktes, gebildet aus der Reaktion von
Mause-Anti-T4-alkalische Phosphatase-Konjugat mit
dem Substrat.

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zum Nachweisen und quantitati-
ven Bestimmen mindestens eines Analyten in einer
flissigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, durch Einsetzen eines flissi-
gen Reaktanten, der zur Reaktion mit dem Analyten
unter Bildung eines nachweisbaren Idslichen Reakti-
onsproduktes in der Lage ist, durch Inbeziehungset-
zen des Analyten zu dem nachweisbaren l6slichen
Reaktionsprodukt des Analyten und des fliissigen
Reaktanten, umfassend:
ein FlUssigkeits-Transportmaterial, das zum Absor-
bieren einer Flissigkeit und zum Verursachen einer
Kapillarstromung dieser Flissigkeit in der Lage ist,
wobei das Flissigkeits-Transportmaterial eine erste
Zone zum Aufbringen der flissigen Probe, von der
angenommen wird, dass sie den genannten Analyten
enthalt, und eine zweite Zone zum Aufbringen des
flissigen Reaktanten aufweist, die derart angeordnet
sind, dass bei Zugabe der flissigen Probe zu der ers-
ten Zone und des fllissigen Reaktanten zu der zwei-
ten Zone die flussige Probe von einer Flissigpro-
ben-Kante in einer ersten Richtung zu der zweiten
Zone hin fliel3t und der flissige Reaktant von einer
Flissigreaktanten-Kante aus in einer zweiten Rich-
tung entgegengesetzt zu der ersten Richtung und zu
der ersten Zone hin flieft, und
eine stabile Reaktions-Grenzflache an einem Uber-
gang zwischen der flissigen Probe und dem flussi-
gen Reaktanten gebildet wird und visuell davon un-
terscheidbar ist, wobei beim Treffen der flieRenden
flissigen Probe und des flieBenden flissigen Reak-
tanten das FlieRen endet und das nachweisbare Re-
aktionsprodukt durch eine Reaktion zwischen dem
flissigen Reaktanten und dem Analyten gebildet
wird, und
weiter umfassend ein Mittel zum Kalibrieren einer
Konzentration des flissigen Reaktanten, wobei das
Mittel eine Kalibrierungszone umfasst, die eine Men-
ge des genannten Analyten umfasst, wobei die Kali-
brierungszone zwischen der ersten Zone und der Re-
aktions-Grenzflache angeordnet ist, wobei im Ge-
brauch der Analyt in der genannten Menge des Ana-
lyten in der Kalibrierungszone in einer ersten Rich-
tung zu der zweiten Zone hin flieRt und der flussige
Reaktant von einer Flissigreaktanten-Kante aus in
einer zweiten Richtung, die der ersten Richtung ent-
gegengesetzt ist und zu der ersten Zone hin flief3t;
wobei beim Treffen des flieRenden Analyten in der
genannten Menge des Analyten und des flieRenden
flissigen Reaktanten das FlieBen endet und ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch eine Re-
aktion zwischen dem Analyten in der genannten
Menge des Analyten und dem fliissigen Reaktanten
gebildet wird und eine stabile Kalibrierungsreakti-
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ons-Grenzflache an einem Ubergang zwischen dem
genannten Analyten in der genannten Menge des
Analyten und dem flissigen Reaktanten gebildet wird
und visuell davon unterscheidbar ist.

2. Vorrichtung zum Nachweisen und quantitati-
ven Bestimmen mindestens eines Analyten in einer
flissigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, durch Benutzen eines flussigen
Reaktanten, der zur einer Reaktion mit dem Analyten
unter Bildung eines nachweisbaren I6slichen Reakti-
onsproduktes in der Lage ist, durch Inbeziehungset-
zen des Analyten zu dem nachweisbaren l6slichen
Reaktionsprodukt des Analyten und fliissigen Reak-
tanten, umfassend:
ein Flussigkeits-Transportmaterial, das zum Absor-
bieren einer Flissigkeit und zum Verursachen einer
Kapillarstromung der genannten FlUssigkeit in der
Lage ist, wobei das Flussigkeits-Transportmaterial
eine erste Zone zum Aufbringen der genannten flus-
sigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, und eine zweite Zone zum Auf-
bringen einer Flussigkeit auf ein Kissen aufweist, das
einen rekonstituierbaren Reagenten enthalt, die der-
art angeordnet sind, dass bei der Zugabe der ge-
nannten flissigen Probe zu der ersten Zone und der
genannten Flussigkeit zu der zweiten Zone die flissi-
ge Probe von einer Flissigkeitsproben-Kante in einer
ersten Richtung zu der zweiten Zone hin flie3t und
das Reagenz rekonstituiert wird und das Reagennz
und die Flissigkeit ein flissiges Reagenz bilden, das
einen flissigen Reaktanten enthalt, der zur Reaktion
mit dem genannten Analyten unter Bildung eines
nachweisbaren Reaktionsproduktes in der Lage ist
und dieser flussige Reaktant von einer Flissigreak-
tanten-Kante aus in einer zweiten Richtung, die der
ersten Richtung entgegengesetzt ist und zu der ers-
ten Zone hin flief3t, und
eine stabile Reaktions-Grenzflache an einem Uber-
gang zwischen der fllissigen Probe und dem flissi-
gen Reaktanten gebildet wird und visuell davon un-
terscheidbar ist, wobei beim Treffen der flieRenden
flissigen Probe und des flieBenden flissigen Reak-
tanten das FlieRen endet und das nachweisbare Re-
aktionsprodukt durch eine Reaktion zwischen dem
Reaktanten und dem Analyten gebildet wird, und
weiter umfassend eine Kalibrierungszone mit einer
Menge des genannten Annalyten, wobei die Kalibrie-
rungszone zwischen der ersten Zone und der Reak-
tions-Grenzflache angeordnet ist, wobei im Ge-
brauch der Analyt in der genannten Menge des Ana-
lyten in der Kalibrierungszone in einer ersten Rich-
tung zur zweiten Zone hin fliet und der flissige Re-
aktant von einer Flussigreaktanten-Kante aus in ei-
ner zweiten Richtung, die der ersten Richtung entge-
gengesetzt ist und zu der ersten Zone hin flief3t;
wobei beim Treffen des flieRenden Analyten in der
genannten Menge des Analyten und des flieBenden
flissigen Reaktanten das FlieBen endet und ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch eine Re-

aktion zwischen dem Analyten in der genannten
Menge des Analyten und dem fliissigen Reaktanten
gebildet wird und eine stabile Kalibrierungsreakti-
ons-Grenzflache an einem Ubergang zwischen dem
Analyten in der genannten Menge des Analyten und
dem flissigen Reaktanten gebildet wird und visuell
davon unterscheidbar ist, wobei die Kalibrie-
rungs-Grenzflache weiter benachbart der Reakti-
ons-Grenzflache liegt.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2,
worin die genannte Menge des Analyten, die zu der
Kalibrierungaszone hinzugegeben wird, im Uber-
schuss zu der Menge des Analyten in der genannten
flissigen Probe ist, sodass die genannte Menge des
Analyten, die zu der Kalibrierungszone hinzugege-
ben wird, genlgt, um eine Menge des Kalibrierungs-
produktes zu bilden, die die Bestimmung einer Men-
ge des flissigen Reaktanten gestattet.

4. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriche
1 bis 3, worin mindestens eine von der ersten Zone
und der zweiten Zone ein Reagenz enthalt.

5. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 4, weiter umfassend ein Kissen, das auf der ers-
ten Zone angeordnet ist.

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, worin das ge-
nannte Kissen wirksam ist zum Entfernen roter Blut-
zellen aus der Flussigkeitsprobe.

7. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 6, worin das nachweisbare Kalibrierungspro-
dukt mit einer Rate gebildet wird, die gentgt, um sei-
nen Nachweis innerhalb von etwa 15 Sekunden nach
dem Aufbringen der genannten fliissigen Probe auf
die Zone der flUssigen Probe zu gestatten.

8. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 7, worin das FlUssigkeits-Transportmaterial ein
Nitrocellulosematerial ist, das auf ein rickwartiges
Material gegossen ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, worin das riick-
wartige Material eines aus Polyvinylchlorid oder ei-
nem Polyesterfilm (Mylar™) ist.

10. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 9, weiter umfassend ein Mittel zum Nachweisen
und wahlweisen Messen einer Menge des genannten
nachweisbaren Reaktionsproduktes.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, worin das Mit-
tel zum Nachweisen und wahlweisen Messen einer
Menge des nachweisbaren Reaktionsproduktes ei-
nes einschlielt, ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus Absorption, Reflexion, Durchlassigkeit, Flu-
oreszenz, Lumineszenz und Leitfahigkeit.
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12. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 11, weiter umfassend:
ein Mittel zum gleichzeitigen Aufbringen der Flissig-
keitsprobe auf die erste Zone und des flissigen Re-
aktanten auf die zweite Zone und einen Sensor, der
wirksam ist, das nachweisbare Reaktionsprodukt
nachzuweisen.

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, worin der
Sensor wirksam ist, das nachweisbare Reaktionspro-
dukt, das mindestens eine erwlinschte Wellenlange
der Reflexion oder Absorption von 2 250 Nanometern
hat, nachzuweisen.

14. Vorrichtung nach Anspruch 12, worin der
Sensor wirksam ist, eine Menge des nachweisbaren
Reaktionsproduktes nachzuweisen und zu messen,
die proportional einer Konzentration des genannten
Analyten ist, basierend auf einer Peakintensitat der
Reflexion oder Absorption des nachweisbaren Reak-
tionsproduktes.

15. Vorrichtung nach Anspruch 12, worin der ge-
nannte Sensor wirksam ist, eine Bildungsrate des
nachweisbaren Reaktionsproduktes nachzuweisen
und zu messen, die proportional einer Konzentration
des genannten Analyten ist.

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, worin die ge-
nannte Rate als eine Anderung einer Peakintensitat
der Reflexion oder Absorption des nachweisbaren
Reaktionsproduktes tber die Zeit errechnet ist.

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, worin die
Peakintensitat der Reflexion oder Absorption Uber
eine Linie gemessen ist, die im Wesentlich senkrecht
zu der Reaktions-Grenzflache liegt.

18. Vorrichtung nach Anspruch 16, worin die
Peakintensitat der Reflexion oder Absorption inner-
halb einer polygonalen Region gemessen ist, die die
gesamte oder einen Teil der Reaktions-Grenzflache
umfasst.

19. Vorrichtung nach Anspruch 12, worin der
Sensor wirksam ist, eine Menge des nachweisbaren
Reaktionsproduktes nachzuweisen und zu messen,
die groRer ist oder gleich einer vorbestimmten
Schwellenintensitat der Reflexion oder Absorption,
das die Anwesenheit des genannten Analyten an-
zeigt.

20. Vorrichtung nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 19, worin das Flussigkeits-Transportmaterial in
der Lage ist, rote Blutzellen aus dem gesamten Blut
abzutrennen.

21. Verfahren zum Nachweisen und quantitativen
Bestimmen mindestens eines Analyten in einer flis-
sigen Probe, von der angenommen wird, dass sie

diesen Analyten enthalt, durch Anwenden eines flis-
sigen Reaktanten, der zum Reagieren mit dem Ana-
lyten unter Bildung eines nachweisbaren I3slichen
Reaktionsproduktes in der Lage ist, durch Inbezie-
hungsetzen des Analyten zu dem nachweisbaren
I6slichen Reaktionsprodukt aus Analyten und flissi-
gem Reaktanten, umfassend:

Bereitstellen eines Flissigkeits-Transportmaterials,
das zum Absorbieren einer Flissigkeit und zum Ver-
ursachen eines Kapillarflusses der genannten Flis-
sigkeit in der Lage ist, wobei das Flissigkeits-Trans-
portmaterial eine erste Zone flir das Aufbringen der
flissigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, und eine zweite Zone fiir das
Aufbringen des flissigen Reaktanten aufweist;
Hinzugeben der flissigen Probe zu der ersten Zone
und des fliissigen Reaktanten zu der zweiten Zone,
wobei die flissige Probe danach von einer Flissig-
proben-Kante in einer ersten Richtung zur zweiten
Zone hin fliel3t und der flissige Reaktant von einer
Flissigreaktanten-Kante in einer zweiten Richtung,
entgegengesetzt zu der ersten Richtung, und zu der
ersten Zone hin flief3t;

wobei beim Treffen der flieBenden flissigen Probe
und des flie3enden flissigen Reaktanten das Fliel3en
endet und das nachweisbare Reaktionsprodukt
durch Reaktion zwischen dem flissigen Reaktanten
und dem Analyten und eine stabile Reaktions-Grenz-
flaiche an einem Ubergang zwischen der fliissigen
Probe und dem flissigen Reaktanten und visuell da-
von unterscheidbar gebildet wird, und

Nachweisen des nachweisbaren Reaktionsproduk-
tes.

22. Verfahren nach Anspruch 21, weiter umfas-
send das Kalibrieren einer Konzentration des flussi-
gen Reagenz durch Aufbringen einer Menge des
Analyten auf eine Kalibrierungszone, wobei diese
Kalibrierungszone zwischen der genannten ersten
Zone und der Reaktions-Grenzflache angeordnet ist,
wobei bei Zugabe der Menge des Analyten zu der
Kalibrierungszone der Analyt in der genannten Men-
ge des Analyten in einer ersten Richtung zur zweiten
Zone hin fliel3t und der flissige Reaktant von einer
Flussigreaktanten-Kante in einer zweiten Richtung
entgegengesetzt zu der ersten Richtung und zu der
ersten Zone hin flief3t;
wobei beim Treffen des flieRenden Analyten in der
genannten Menge des Analyten und des flieRenden
flissigen Reaktanten das Flielen endet und ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch eine Re-
aktion zwischen dem Analyten in der genannten
Menge des Analyten und dem fliissigen Reaktanten
und eine stabile Kalibrierungsreaktions-Grenzflache
an einem Ubergang zwischen dem Analyten in der
Uberschissigen Menge des Analyten und dem fliissi-
gen Reaktanten gebildet wird und visuell davon un-
terscheidbar ist, und
Nachweisen des nachweisbaren Kalibrierungspro-
duktes.
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23. Verfahren zum Nachweisen und quantitativen
Bestimmen mindestens eines Analyten in einer flis-
sigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, durch Einsetzen eines flissi-
gen Reaktanten, der zum Reagieren mit dem Analy-
ten zur Bildung eines nachweisbaren l6slichen Reak-
tionsproduktes in der Lage ist, durch Inbeziehungset-
zen des Analyten zu dem nachweisbaren I6slichen
Reaktionsprodukt des Analyten und des fllissigem
Reaktanten, umfassend:

Bereitstellen eines Flissigkeits-Transportmaterials,
das zum Absorbieren einer Flissigkeit und zum Ver-
ursachen einer Kapillarstrémung der Flissigkeit in
der Lage ist, wobei das Flissigkeits-Transportmateri-
al eine erste Zone zum Aufbringen der flissigen Pro-
be, von der angenommen wird, dass sie den Analy-
ten enthalt, und eine zweite Zone zum Aufbringen ei-
ner Flussigkeit auf ein Kissen, das ein rekonstituier-
bares Reagenz enthalt, aufweist, wobei bei der Zuga-
be der flissigen Probe zu der ersten Zone und der
Zugabe der Flussigkeit zu der zweiten Zone die flis-
sige Probe von einer Flissigproben-Kante in einer
ersten Richtung zur zweiten Zone hin fliet, das Re-
agenz rekonstituiert wird und das Reagenz und die
Flissigkeit ein flissiges Reagenz bilden, das einen
flissigen Reaktanten enthalt, der zum Reagieren mit
dem Analyten zur Bildung eines nachweisbaren Re-
aktionsproduktes in der Lage ist, und der flissige Re-
aktant von einer FlUssigreaktanten-Kante in einer
zweiten Richtung entgegengesetzt zu der ersten
Richtung und zu der ersten Zone hin flief3t;

wobei beim Treffen der flieBenden flissigen Probe
und des flieRenden flissigen Reaktanten das Flief3en
endet und das nachweisbare Reaktionsprodukt
durch Reaktion zwischen dem flissigen Reaktanten
und dem Analyten und eine stabile Reaktions-Grenz-
flache an einem Ubergang zwischen der fliissigen
Probe und dem fliissigen Reaktanten gebildet wird
und visuell davon unterscheidbar ist, und
Nachweisen des nachweisbaren Reaktionsproduk-
tes.

24. Verfahren nach Anspruch 23, weiter umfas-
send das Kalibrieren einer Konzentration des flussi-
gen Reagenz durch Aufbringen einer Menge des
Analyten auf eine Kalibrierungszone, wobei die Kali-
brierungszone zwischen der ersten Zone und der Re-
aktions-Grenzflache angeordnet ist, wobei bei der
Zugabe der Menge des Analyten zu der Kalibrie-
rungszone der Analyt in der genannten Menge des
Analyten in einer ersten Richtung zur zweiten Zone
hin fliet und der flissige Reaktant von einer Flissi-
greaktanten-Kante in einer zweiten Richtung entge-
gengesetzt der ersten Richtung und zu der ersten
Zone hin flief3t;
wobei beim Treffen des flieRenden Analyten in der
genannten Menge des Analyten und des flieBenden
flissigen Reaktanten das Flieen endet und ein
nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch eine Re-
aktion zwischen dem Analyten in der genannten

Menge des Analyten und dem fliissigen Reaktanten
sowie eine stabile Kalibrierungsreaktions-Grenzfla-
che an einem Ubergang zwischen dem Analyten in
der genannten Menge des Analyten und dem flissi-
gen Reaktanten gebildet wird und visuell davon un-
terscheidbar ist, wobei die Kalibrierungs-Grenzflache
benachbart der Reaktions-Grenzflache angeordnet
ist, und Messen des Kalibrierungsproduktes bei der
gleichen mindestens einen erwiinschten Wellenlan-
ge der Reflexion oder Absorption des genannten Re-
aktionsproduktes.

25. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 24, worin mindestens eine von der ersten Zone
und der zweiten Zone ein Reagenz enthalt.

26. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 25, weiter umfassend das Bereitstellen eines
Kissens, das auf der ersten Zone angeordnet ist.

27. Verfahren nach Anspruch 26, worin das Kis-
sen wirksam ist, rote Blutzellen aus der fliissigen Pro-
be zu entfernen.

28. Verfahren nach Anspruch 21 oder Anspruch
23, worin das nachweisbare Reaktionsprodukt in ei-
ner Rate gebildet wird, die genligt, um es innerhalb
von etwa 15 Sekunden nach dem Aufbringen der
flissigen Probe auf die Flissigproben-Zone nachzu-
weisen.

29. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 28, wobei der mindestens eine Analyt ein Glied
einschliel3t, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Glukose, Calcium, Albumin, alkalischer Phos-
phatase, Ammoniak, Bilirubin, Harnsaure, 2-Gluta-
myl-Transferase, Amylase, Kreatin-Kinase, Kreati-
nin, Cholesterin, Gesamtprotein, Magnesium, Lac-
tat-Dehydrogenase, Lipase, Phosphor, Triglycerid,
Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransfera-
se und Blutharnstoff-Stickstoff.

30. Verfahren nach Anspruch 22 oder Anspruch
24, worin die genannte Menge des genannten Analy-
ten, die zu der Kalibrierungszone hinzugegeben wird,
im Uberschuss zu der Menge des Analyten in der
flissigen Probe ist, sodass die genannte Menge des
genannten Analyten, die zu der Kalibrierungszone
hinzugegeben wird, genugt, um eine Menge des Ka-
librierungsproduktes zu bilden, das die Bestimmung
einer Menge des flissigen Reaktanten ermdglicht.

31. Verfahren nach Anspruch 22 oder Anspruch
24, wobei das nachweisbare Kalibrierungsprodukt
mit einer Rate gebildet wird, die proportional zu einer
Konzentration des Analyten ist.

32. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
21 bis 29, worin das nachweisbare Reaktionsprodukt
in einer Menge gebildet wird, die groRer als oder
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gleich einer vorbestimmten Schwellenintensitat der
Reflexion oder Absorption ist, die die Anwesenheit
des Analyten anzeigt.

33. Verfahren zum Nachweisen und quantitativen
Bestimmen mindestens eines Analyten in einer flis-
sigen Probe, von der angenommen wird, dass sie
den Analyten enthalt, durch Einsetzen eines Rea-
genz, das zum Binden an den Analyten und zum Bil-
den eines nachweisbaren Reaktionsproduktes von
einem Substrat in der Lage ist, um eine Menge des
Analyten mit einer Menge des nachweisbaren Reak-
tionsproduktes in Beziehung zu setzen, umfassend:
Bereitstellen eines Flissigkeits-Transportmaterials,
das zum Absorbieren einer Flissigkeit und zum Ver-
ursachen eines Kapillarflusses dieser Flissigkeit in
der Lage ist, wobei das Flissigkeits-Transportmateri-
al eine erste Zone zum Aufbringen der flissigen Pro-
be, die das Reagenz enthalt, auf ein Kissen, dass
den Analyten enthalt, im Wesentlichen irreversibel an
das Kissen gebunden, und eine zweite Zone zum
Aufbringen einer Flissigkeit auf ein zweites Kissen,
das ein rekonstituierbares Substrat enthalt, aufweist;
Hinzugeben der flissigen Probe, die das Reagenz
enthalt, auf das erste Kissen und der Flissigkeit auf
das zweite Kissen, wobei die flissige Probe danach
von einer Flussigproben-Kante in einer ersten Rich-
tung zur zweiten Zone hin flie3t und das Substrat
durch die Flussigkeit zur Bildung eines flissigen Re-
aktanten rekonstituiert wird, der in der Lage ist, mit
dem Reagenz zu reagieren, und der flissige Reak-
tant von einer FlUssigreaktanten-Kante in einer zwei-
ten Richtung entgegengesetzt zu der ersten Richtung
und zur ersten Zone hin fliel3t;
wobei, wenn sich die flieBende fllissige Probe, die
das Reagenz enthalt, das nicht durch den Analyten
gebunden ist, der im Wesentlichen irreversibel an
das erste Kissen gebunden ist, und der flieRende
flissige Reaktant treffen, das FlieRen endet und das
nachweisbare Reaktionsprodukt durch eine Reaktion
zwischen dem flissigen Reaktanten und dem Rea-
genz und eine stabile Reaktions-Grenzflache an ei-
nem Ubergang zwischen der fliissigen Probe und
dem flissigen Reaktanten gebildet wird und visuell
davon unterscheidbar ist, und Nachweisen des nach-
weisbaren Reaktionsproduktes.

34. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
21 bis 33, worin das Flissigkeits-Transportmaterial in
der Lage ist, rote Blutzellen vom ganzen Blut abzu-
trennen.

35. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
21 bis 34, worin das Flussigkeits-Transportmaterial
ein Nitrocellulosematerial ist, das auf ein rickwarti-
ges Material gegossen ist.

36. Verfahren nach Anspruch 35, worin das riick-
wartige Masterial eines von Polyvinylchlorid oder ei-
nem Polyesterfilm (Mylar™) ist.

37. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 36, weiter umfassend das Messen einer Men-
ge des nachweisbaren Reaktionsproduktes.

38. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 37, worin die genannte Menge des nachweis-
baren Reaktionsproduktes proportional einer Kon-
zentration des Analyten ist, auf der Grundlage einer
Peakintensitat der Reflexion oder Absorption des
nachweisbaren Reaktionsproduktes.

39. Verfahren nach Anspruch 37 oder Anspruch
38, worin die Stufe des Messens einer Menge des
nachweisbaren Reaktionsproduktes das Messen ei-
ner Eigenschaft einschlief3t, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Absorption, Reflexion, Durch-
lassigkeit, Fluoreszenz, Lumineszenz und Leitfahig-
keit.

40. Verfahren nach Anspruch 39, worin das nach-
weisbare Reaktionsprodukt durch eines von Absorp-
tion und Reflexion gemessen wird.

41. Verfahren nach Anspruch 40, worin das eine
von Absorption und Reflexion bei einer oder mehre-
ren Wellenlangen von 2 250 Nanometern gemessen
wird.

42. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
21 bis 36, worin das nachweisbare Reaktionsprodukt
in einer Rate gebildet wird, die proportional einer
Konzentration des Analyten ist.

43. Verfahren nach Anspruch 42, worin die Rate
als eine Anderung einer Peakintensitat der Reflexion
oder der Absorption des nachweisbaren Reaktions-
produktes Uber die Zeit errechnet wird.

44. Verfahren nach Anspruch 43, worin die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption Uber eine
Linie gemessen wird, die im Wesentlichen senkrecht
zur Reaktions-Grenzflache verlauft.

45. Verfahren nach Anspruch 43, worin die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption innerhalb
einer polygonalen Region gemessen wird, die die ge-
samte oder einen Teil der Reaktions-Grenzflache
umfasst.

46. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
21 bis 36, worin das nachweisbare Reaktionsprodukt
in einer Menge groler als oder gleich einer vorbe-
stimmten Schwellenintensitat der Reflexion oder Ab-
sorption gebildet wird, die die Anwesenheit des Ana-
lyten anzeigt.

47. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
21 bis 46, weiter umfassend das Messen eines Glie-
des, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: ei-
nem Abstand zwischen der Flissigproben-Kante und
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einem Mittelpunkt der stabilen Reaktions-Grenzfla-
che, einem Abstand zwischen der Flissigreakten-
ten-Kante und einem Mittelpunkt der stabilen Reakti-
ons-Grenzflache, einem Abstand zwischen der Flis-
sigproben-Kante und einem Mittelpunkt einer stabi-
len Flissigkeits-Grenzflache, einem Abstand zwi-
schen der Flussigreaktenten-Kante und einem Mittel-
punkt einer stabilen Flissigkeits-Grenzflache, einem
Abstand zwischen dem Mittelpunkt der stabilen Re-
aktions-Grenzflache und dem Mittelpunkt einer stabi-
len Flussigkeits-Grenzflache, einer Reflexion oder
Absorption des nachweisbaren Reaktionsproduktes
an einer Vielzahl festgelegter Zeitpunkte, einer Refle-
xion oder Absorption der stabilen Flissigkeits-Grenz-
flache an einer Vielzahl festgelegter Zeitpunkte, einer
Rate der Anderung der Reflexion oder Absorption
des nachweisbaren Reaktionsproduktes, einer Fla-
che der stabilen Reaktions-Grenzflache, einer Flache
der stabilen Flissigkeits-Grenzflache, einem Hinter-
grundniveau der flissigen Probe und einem Hinter-
grundniveau des flissigen Reaktanten.

48. Verfahren nach Anspruch 33, weiter umfas-
send das Kalibrieren einer Konzentration des flussi-
gen Reagenz durch Aufbringen einer Menge des Re-
agenz auf eine Kalibrierungszone, wobei die Kalibrie-
rungszone zwischen der ersten Zone und der Reak-
tions-Grenzflache angeordnet ist, wobei bei Zugabe
des Reagenz zu der Kalibrierungszone das Reagenz
in einer ersten Richtung zu der zweiten Zone hin
fliet und der flissige Reaktant von einer Flussigre-
aktanten-Kante in einer zweiten Richtung entgegen-
gesetzt zu der ersten Richtung und zu der ersten
Zone hin fliel3t;
wobei beim Treffen des flieRenden Reagenz und des
flieRenden flissigen Reaktanten das FlieRen endet
und ein nachweisbares Kalibrierungsprodukt durch
eine Reaktion zwischen dem Reagenz und dem flus-
sigen Reaktanten und eine stabile Kalibrierungsreak-
tions-Grenzflache an einem Ubergang zwischen dem
Reagenz in der Uberschussmenge des Reagenz und
des flissigen Reaktanten gebildet wird und visuell
davon unterscheidbar davon ist, und
Nachweisen des nachweisbaren Kalibrierungspro-
duktes.

49. Verfahren nach Anspruch 48, worin die Men-
ge des Reagenz, die zu der Kalibrierungszone hinzu-
gegeben wird, im Uberschuss zu der Menge des Re-
agenz in der flissigen Probe ist, sodass die genannte
Menge des Reagenz, die zu der Kalibrierungszone
hinzugegeben wird, zur Bildung einer Menge des
nachweisbaren Kalibrierungsproduktes geniigt, die
die Bestimmung einer Menge des flissigen Reaktan-
ten ermdglicht.

50. Verfahren nach Anspruch 48, worin das nach-
weisbare Kalibrierungsprodukt in einer Rate gebildet
wird, die proportional einer Konzentration des Rea-
genz ist.

51. Verfahren nach Anspruch 31 und 50, worin
diese Rate als eine Anderung einer Peakintensitat
der Reflexion oder Absorption des nachweisbaren
Kalibrierungsproduktes Uber die Zeit errechnet wird.

52. Verfahren nach Anspruch 51, dass die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption Uber eine
Linie gemessen wird, die im Wesentlichen senkrecht
zur Kalibrierungs-Grenzflache verlauft.

53. Verfahren nach Anspruch 51, worin die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption innerhalb
einer polygonalen Region gemessen wird, die die ge-
samte oder einen Teil der Kalibrierungs-Grenzflache
umfasst.

54. Verfahren nach Anspruch 51, worin die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption Uber eine
Linie gemessen wird, die im Wesentlichen senkrecht
zur Reaktions-Grenzflache verlauft.

55. Verfahren nach Anspruch 51, wobei die Pea-
kintensitat der Reflexion oder Absorption innerhalb
einer polygonalen Region gemessen wird, die die ge-
samte oder einen Teil der Reaktions-Grenzflache
umfasst.

56. Verfahren nach Anspruch 48, wobei das
nachweisbare Kalibrierungsprodukt in einer Menge
gebildet wird, die gréRer ist als oder gleich einer vor-
bestimmten Schwellenintensitat der Reflexion oder
Absorption, die die Anwesenheit des Reagenz an-
zeigt.

57. Verfahren nach Anspruch 33, worin das Rea-
genz ein Enzym oder einen Teil davon umfasst, der
mit einem monoklonalen Antikérper oder einem Teil
davon konjugiert ist;
wobei das Enzym oder ein Teil davon in der Lage ist,
das nachweisbare Reaktionsprodukt aus dem Subst-
rat zu bilden; der monoklonale Antikdrper oder ein
Teil davon in der Lage ist, an den Analyten zu binden.

58. Verfahren nach Anspruch 57, worin das En-
zym ein Glied ist ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus alkalischer Phosphatase, (3-Galactosidase
und Peroxidase.

59. Verfahren nach Anspruch 57, worin der Teil
eines monoklonalen Antikérpers ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus einem F(ab)-Fragment, ei-
nem F(ab')-Fragment, einem F(ab')2-Fragment, ei-
nem Fv-Fragment und einem scFv-Fragment.

60. Verfahren nach Anspruch 33, worin das Rea-
genz ein Enzym oder einen Teil davon umfasst, der
mit einem Rezeptorprotein oder einem Teil davon
konjugiert ist;
wobei das Enzym oder ein Teil davon in der Lage ist,
das nachweisbare Reaktionsprodukt von dem Subst-
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rat zu bilden;
wobei das Rezeptorprotein oder ein Teil davon in der
Lage ist, an den Analyten zu binden.

61. Verfahren nach Anspruch 33, worin das Rea-
genz ein Enzym oder einen Teil davon umfasst, der
an ein Abtid oder ein Teil davon gebunden ist;
wobei das Enzym oder ein Teil davon in der Lage ist,
das nachweisbare Reaktionsprodukt von dem Subst-
rat zu bilden;
das genannte Abtid oder ein Teil davon in der Lage
ist, an den Analyten zu binden.

Es folgen 36 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG.2
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CREATININ pH 7 (150 mg/dL)
ZEIT (5 s/295 s)
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CHOLESTERIN (96 mg/dL) pH 7
ZEIT (48 s/300 s)
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GESAMTPROTEIN (6.200 mg/dL)
ZEIT (5 s/295 s)
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MAGNESIUM (4,7 mg/dL) pH 10
ZEIT (5 s/295 s)
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