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Opfindelsen angsr en prevebarer til bestemmelse af koagula-
tionsparametre. Et presvelag (4) indeholder glasfibre, der er
overtrukket med polyvinylalkohol eller polyvinylalkohol/vinyl~
acetat. Opfindelsen angdr ogsd en tilsvarende bestemmelsesme-

tode og en fremgangsmide til fremstilling af egnede glasfibre. 1524-87
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide til bestem-
melse af de sakaldte koagu]eringsparamétre, dvs. til analyse
af blod med henblik pa de bestanddele, der har indfiydelse pa

koagulationsprocessen, samt en reagensbarer til anvendelse ved

fremgangsmaden.

Til kvalitative eller kvantitative analytiske bestemmelser af
bestanddele i legemsvasker, navnlig blod, er der i den senere
tid i tiltagende omfang anvendt sakaldte bzrerbundne praver,
Ved saddanhe er reagenser indlejret i tilsvarende lag i en fast
reagensbarer, der bringes i kontakt med analysepreoven. Reakti-
onen mellem analysepreven og reagenser feorer til et péaviseligt
signal, navnlig et farveomslag, som kan bedemmes visuelt eller

ved hjalp af et apparat, for det meste reflektionsfotometrisk.

Reagensbarere er hyppigt udformet som reagensstrimler, der i
det vasentlige bestar af et aflangt barerlag af plastmateriale
og derp& anbragte reagensfeiter. Der kendes 1imidlertid ogsa

reagensbarere, der er udformet som kvadratiske eller rektangu-

lere smaplader.

I EP-A nr. 00 45 476 beskrives et middel og en fremgangsmade
til adskillelse af plasma eller serum fra helblod, navnlig til
reagensbzrere til diagnostisk bestemmelse af legemsvaskers be-
standdele (sdkaldte parametre), som ger det muligt at bestemme
indholdsstoffer fra helblod pad enkel made. Ifslge dette litte-
ratursted kan plasma adskilles fra erythrocytter, idet man la-
der helblodet lebe gennem et lag af glasfibre med fiberdiame-
tre pa under 2,5 p, som tilbageholder erythrocytterne. For-
trinsvis paferes derved blodet pa enden af et rektangulaert
glasfibervlies, hvorfra plasmaet kapillart transporteres til
det evrige omradde. P& denne med plasma fyldte vliiesdel trykkes
efter plasmaudvindingsprocessen en matriks (papir, sugende
film etc.), der indeholder de for reaktionen negdvendige rea-
genser, hvori pavisningsreaktionen for de parametre, der skal

eftervises, gennemfgres ved remissionsmalinger.
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Dette simple plasmaudvindings- og plasmatransportsystem kan
anvendes for alle klinisk-kemisk vigtige parametre med undta-
gelse af parametre, der skal bestemmes indenfor rammerne af
undersogelser af hamostasiologiske sporgsmal. Det er kendt, at
koaguleringsanalyser principielt m& gennemfores i plastbehol-
dere eller glasbeholdere, der er inaktiveret med en belagning
af siliconeharpiks, da ubehandlet glas pavirker blods eller
plasmas koaguleringsevne. Saledes forkorter glas ved aktiver-
ing enfase-koagulationstiden ifolge Quick for plasmaer, hvis
koagulationsfaktorer ligger i normalomradet. Enfase-koagula-
tionstiden ifglge Quick forlanges ved lavprocentuelle plasmaer
ved inaktivering af koagulationsfaktorer. Glas inaktiverer
herved fremfor alt faktorerne V og IIa. Ved denne inaktivering
og de dermed fejlagtigt forlangede koagulationstider forsvin-
der den diagnostiske nytte, da forholdene mellem de enkelte
koagulationsfaktorer forskydes. Den i procent angivne Quick-
veardi omfatter ud over fibrinogenkoncentrationen aktiviteten
af faktorerne II, V, VII og X. Et sammenfojet plasma fra sunde
donorer defineres som 100% plasma, og ved fortynding med fy-
siologisk kogsaltoplesning fremstilles tilsvarende lavprocen-
tuelle plasmaer. Ved hjalp af denne fortyndingsrakke tilveje-
bringes en referencekurve, pa basis af hvilken Quick-vardien
for patientplasma kan bestemmes. |

0gsa bestemmelsen af den partielle thromboplastintid (PTT) pa-
virkes imidlertid negativt ved inaktivering af faktorerne XII
og XI. Pavisningen af antithrombin III og heparin forstyrres
betydeligt ved en inaktivering af thrombin ved hjelp af glas.

Det er sdledes formadlet med den foreliggende opfindelse at
tilvejebringe en fremgangsmade til bestemmelse af blods koagu-
leringsparametre sivel som til anvendelse ved fremgangsmaden
navnlig som adskillelses- 0g transport-system i en reagensba-
rer egnede glasfiberlag, der er koagulationsneutrale, og der-
ved ogsa er anvendelige til hemostasiologiske undersegelser.
Herved skal de fortrinsvis bibeholde deres adskillelses- og

transportegenskaber.



DK 165714 B

Dette opnas med en fremgangsmade til bestemmelse af koagula-
tionsparametre, der er ejendommelig ved det i krav 1's ken-
detegnende del angivne, og ved hja1p af den i krav 3 angivne

reagensbarer.

Det har vist sig, at man kan modificere glasoverflader kemisk
ved tilsatning af polyvinylalkoholer p3d en sddan made, at de
bibeholder de hydrofile egenskaber, der f.eks. er nedvendige
for sugeevnen hos glasfibervliies, men taber indflydelsen pa
koagulationsfaktorerne, dvs. bliver koagulationsneutrale.
Dette er sarligt overraskende, da det er kendt, at man kan be-
le#gge glas p& overfladen ved siliconisering med siliconehar-
piksemulisioner, og derved udelukke en pavirkning af koagula-
tionsfaktorerne, men at denne siliconisering i specielle til-
felde bevirker en sd kraftig hydrofobering af glasfibrenes
overflade, at der 1ikke mere kan finde nogen befugtning sted,
sdledes at fibrene fuldstandigt taber deres plasmatransport-

egenskaber og deres egenskaber til at fraskille erythrocytter.

Polyvinylalkohol fremstilles ud fra polyvinylacetat ved for-
szbning, idet der i afhangighed af de enskede produktegenska-
ber kan gennemferes en fuldstendig eller delvis forsabning.
Til anvendelise ved den foreliggende opfindelse er béde et
fuldstendigt forsabet og et partielt forszbet produkt anvende-
ligt. Polyvinylalkoholer, der i stor mzngde tilbydes i hand-
len, adskiller sig navnlig ved deres gennemsnitlige molekyl-
vegt, der normalt ligger mellem ca. 10.000 og 100.000 og i en-
kelte sertilfalde ogsa kan nd vasentligt hejere vardier, samt
ved restindholdet af acetylgrupper. De lavmolekylzre forbin-
delser, der indeholder ca. 5-15%, navnlig ca. 10% acetylgrup-
per, er lettest opleselige i vand, produkter der er hgjmoleky-
l2re og/eller har et storre indhold af acetylgrupper, er deri-
mod mindre opleselige i vand. Af indflydelse pa oplgseiigheden
er endvidere den indbyrdes vekselvirkning mellem polyvinylal-
koholkaderne. Ved en paraliel lejring af polymerkaderne i be-
stemte omrader opstar der "krystallinske omrader™, idet orien-

teringstendensen er, jo‘stzrre, jo mere regelmassigt kaderne
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er opbygget, og jo lavere antal der er af acetylgrupper, der
péd kraftigste made modvirker orienteringen. Ved en forsab-
ningsgrad pa 97-100 mol%, dvs. ved en acetyleringsgrad pa 3-0
mol%¥ forgges "krystalliniteten" derfor sarlig kraftigt, hvor-
ved omvendt oplegseligheden i koldt vand aftager kraftigt.

Vandoplgseligheden kan endvidere forringes ved efterbehandling
med aldehyder (acetalisering) eller ved andre kemiske omdan-
nelser af a1koho]gruppérne. Anvendelige i forbindelse med den
foreliggende opfindelse er navnlig polyvinylalkoholer med en
ringe opleseiighed i koldt vand, men med en god oplgselighed i
varmt vand. Produkterne skal ved 20°C kun langsomt eller slet
ikke opleses i vand, men ved temperaturer pa 50-100°C, navnlig
ved temperaturer over 60°C, skal de vare let oplgselige i
vand.

Fremstillingen af glasfiberviies ifglge opfindelsen kan ske
ved at et tilsvarende glasfibervlies efterfgigende behandles
med en oplesning af polyvinylalkohol i vand eller et egnet or-
ganisk oplesningsmiddel, og derefter tgrres, fortrinsvis ved
temperaturer pa over 60°C, navnlig ved 90-140°C eller ved at
man ved fremstilling af glasfibervlies tilsatter polyvinylal-
kohol. Som bekendt fremstilles glasfiberviies p& den made, at
man suspenderer og derved spreder de tgrre og sammenfiltrede
glasfibre, der har en middeldiameter pa 0,1-20 um og en langde
pad 0,1-5 mm, i et meget stort overskud af vand og former denne
"botte" i tynde lag og terrer pa en made, der er analog med
den ved papirfremstiiling konventionelle metode, og ved hjalp
af de ved papirfremstilling konventionelle maskiner. Polyviny-
lalkoholpulver eller -fibre, der er sat til bgtten, fordeler
sig ved opsiamningen af glasfibrene pa regelmessig made i
massen, og bliver ved den efterfslgende fremstilling af viies-
et oplest eller opsmeitet i et sadant omfang, at de efterfsl-
gende under torringen af vlieset danner et regelmassigt over-
trak pa glasfibrene. Dette overtrazk bevirker, at glasfibrene
bliver koaguleringsneutrale, men ellers stadig bevarer hydro-

file egenskaber i et s&dant omfang, at sugeevnen og transpor-
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ten af vand eller vandige oplssninger gennem et sadant viies

ikke forringes.

Seriigt foretrukket anvendes der i bgtten silaniserede glasfi-
bre. Egnede sadanne fibre er beskrevet i DE patentansegning
nr. 35 23 969, til hvis hele indhold der her henvises. Disse
kan derefter ifelge den foreliggende opfindelse overtrazkkes
med polyvinylalkohol eller polyvinylalkohol/vinylacetat. Der-
ved épnés giasfiber]ag, der i sarligt hej grad er koagula-

tionsneutrale og udmarker sig ved en sarlig god styrke.

Da polyvinylalkoholen overtrazkker glasfibrene forholdsvis re-
gelmessigt, nar den paferes ifelge opfindelsen, er allerede
forholdsvis sma& mangder, navnlig ca. 0,5-20%, fortrinsvis
1-5%, tilstrazkkelige til at gere fibrene koagulationsneutrale.
Andele p& over 20% ville ganske vist ikke vare skadelige for
den gnskede virkning, men de ville dog af zkonomiske grunde

ikke vare formalstjeniige.

Dersom glasfiberviieset ikke blot skal anvendes til transport
af serum og plasma, men ogsad skal anvendes til fraskillelse af
erythrocytter fra plasma ifelge EP-A 00 45 476, skal glasfi-
brene have en middeldiameter pa 0,2-5 pm, fortrinsvis 0,5-2,5
um, og vlieset skal have en vagtfylde pa 0,1-0,5 g/cm3. Dersonm
det kun kommer an p& koagulationsneutraliteten og transport-
egenskaberne, kan der ogsd anvendes glasfibre med sterre tyk-
kelse og viies med andre vagtfylder. 0gsa vliesets polyvinyl-
alkoholindhold kan for s&danne vliestyper foreges ud over det

ellers fordelagtige indhold pa 20%.

Glasfibrene ifelge opfindelsen udlazgges ifelge konventionelle
metoder til vlies, der, som det bl.a. er beskrevet i eksem-
plerne, kan anvendes i midler til bestemmelse af koagulations-
parametre. De kan dog ogsad anvendes i form af en kort sgjile
til plasmaudvinding ifeslge EP-A 00 45 476, hvorpa plasmaet
derefter p& konventionel made kan anvendes ved koagulations-

prever.
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Yderligere udformningsmuligheder for provebazreren ifglge op-
findelsen til bestemmelse af koaguiationsparametre kan frem-
stilles i analogi med de midler, der er beskrevet i EP-A 00 45
476, hvortil der her henvises. Naturligvis m&d i sadanne midler
ikke blot galsfiberlagene ifelge opfindelsen, men ogsa alle de
gvrige d¢1e, der kommer i kontakt med plasmaet, bestd af koa-
gu]ationéneutra]e materialer, <idet der navnlig kan anvendes

tilsvarende for fagmanden kendte plastmaterialer.

Opfindelsen belyses narmere i det felgende i forbindelse med
tegningen og nogle eksempler.

P& tegningen viser:

fig. 1 et skematisk sidebillede af en reagensbazrer ifglge op-
findelsen, og

fig. 2 en remissionskurve, der er fremstillet under anvendelse

af en reagensbarer ifelge fig. 1.

Den pa fig. 1 viste reagensbazrer 1 har den principielle form
af en konventionel reagensstrimmel. Pa et bzrelag 2 af plast-
folie (f.eks. poliystyren) er der ved hjelp af en smelteklzbe-
strimmel 3 fastgjort et glasfiberlag 4 og et afdekningsnet 3a,
der delvis overlapper glasfiberlaget 4.

Pa den anden side overlappes glasfiberlaget 4 af et oxida-
tionsmiddellag 5 og et reaktionslag 6, sonm klapagtigt er fast-
gjort til barelaget 2 ved hjalp af en yderligere smelteklabe-
strimmel 7.

Ti1l gennemforing af en analyse bliver en bloddrabe anbragt pa
afdzkningsnettet 3a og transporteret gennenm glasfiberlaget 4
til oxidationsmiddellagets 5 og reaktionlagets 6 omrade. Der-
ved sker der en adskillelse af plasma, sadan som det er be-
skrevet i den europaiske patentansegning nr. 45476. For at

indlede reaktion med de i lagene 5§ og 6 indeholdte reagenser,
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trykkes disse nedad, saledes at prevevasken tranger ind i

disse lag, og de tilsvarende reaktioner forlgber.

Nermere enkeltheder vedrorende de ved en koagulationspreve af

den omhandlede art forlsbende kemiske reaktioner fremgar af
den europaiske patentansggning med offentliggerelsesnummer

182373 og af de feglgende eksempler.

Eksempel 1:

Fremstilling af et glasfibervlies ifglige opfindelsen

1 kg glasfibre opslas i en hollander med 420 1 vand, der er
indstillet let surt (pH 3,0), til spredning af fibrene. I en
papirmaskines (skrasigtemaskine Void, Heidenheim) forradsbe-
holder fortyndes til en stoftathed pad 0,3%, og til denne for-
tynding s®zttes 50 g polyvinylalkoholfibre (Kuralon VPB 105-2
fra firmaet Kuraray), og der blandes. I papirmaskinens stofud-
lob fortyndes suspensionen med ledningsvand til 0,05%, og den
bringes i denne tilstand pad sigten. Her sker bladdannelsen.
Bladet teorres pa en terrecylinder ved 110-120°C. I afhangighed
af maskinens 1indstilling opnds der vlies med fladevagt pa

20-100 g/m? og tykkelser pa 0,2-1 mm.

Eksempel 2

Afpregvning af glasfiberviies for koagulationsneutralitet

Prever pd hver 40 mg af det ifelge eksempel 1 fremstillede
glasfibervliies bringes hver sammen med 300 pul sammenfgjet
plasma fra sunde donorer savel som fra patienter, der er be-
handlet med antikoagulatmidler, og der inkuberes i 1 min ved
37°C. Derefter fraskilles plasmaet ved centrifugering. Plasma-
et underseoges for og efter behandlingen med glasfibervlies til
bestemmelse af enfasekoagulationstiden ifglge Quick. Herved
kan sterkningspreven anvendes: start af koagulationskaskade

calciumchlorid og thromboplastin og ophangning (tysk: hdkeln)
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af proven, idet tiden til dannelse af fibrintrade males. Der
kan ligeledes anvendes en fotometrisk prove til bestemmelse af
Quick-tiden (U. Becker et al: Neue Aspekte der Gerinnungsdiag-
nostik, F.K. Schattauer-Verlag, Stuttgart - New York, 1984,
side 17 ti1 30).

Eksempel 3

Bestemmelise af enfasekoagulationstid ifslge Quick

a) Fremstilling af reagensbarer.

Der fremstilles en reagensbazrer ifslge fig. 1. Glasfiberlaget
4 er et vliies med en fladevagt pa 50-60 g/m2 og en tykkelse pé
0,5 mm. Det er i reagensbarerens langderetning ca. 15 mm
langt. Afdakningsnettet 3a har en tradtykkelse p& 140 pm og en
maskevidde pa 250 pum.

Reaktionslaget 6 bestar af en polycarbonatfolie med en tyk-
kelse pa 200 pm, pa hvilken der med en rakel paferes en rea;
gensfilm med en vadfiimtykkelse pa 110 pum, og terres ved 45°C.
Den filmdannende masse fremstilles pa fslgende made:

I 1 1 vand oplgses: 10 g 1linear tvarbundet polyacrylamid
("Rohagit 700" fra firmaet R&6hm, Darmstadt),
4-(2-hydroxyethy1)-1-piperazin-ethansu1fonsyre 100 mmol,
Tos-Gly-Pro-Arg-p-phenylendiamin 1 mmoi,
N-(4-f1uorpheny1)-N—methy1aminomethan-phosphonsyre 15 mmold,
kaninhjernethrombopliastin 4,9 g.

Denne oplesning indstilles pa pH 7,5 med natronlud.

Oxydationsmiddellaget 5 bestar af et tilsvarende impragneret
nylonnet (tradtykkelse ca. 40 um, maskevidde ca. 60 um, type
NY 20 HC super fra firmaet Ziiricher Beuteltuchfabrik,
Schweiz). Nettet impragneres med en vandig oplesning af 50
mmol K3[Fe(CN)g)/1 og 50 mmol calciumchlorid/1.
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b) Sammenligning mellem reagensbarere ifglge opfindelsen og

siddanne, hvori der er anvendt normal glasfibervlies.

P4 nylonnettet 3a, hvortil glasfibervliieset 4 er fastgjort,
pipetteres ved hver prgve 35 pl citratplasma fra en fortyn-
dingsserie pa 100%, 50%, 33%, 25% og 12,5% i fysiologisk kog-
saltoplesning. Reagensbarerne tempereres derefter til 37°C og
farvedannelsen med tiden folges med et remissionsfotometer.
Det ijagttages herved, at der med glasfibervlieset ifelge op-
findelsen opnas vasentligt hgjere signaler i sammenlighing med
dem, der opnas med ubehandlet glasfibervlies (se fig. 2). Som
Quick-tiden tages den tid, indenfor hvilken der forilgber en
remissionsnedsattelse pa 10% remission. Forskellene vises med

tal i den efterfolgende tabel:

Prove med glasfibervilies Progve med ikke-belagt glas-

ifelge opfindelsen fibervilies
Tider i sek for en re- Tider i sek for en remis-
missionsformindskelse sionsformindskelse pa

Plasma__ pi 10% 10%

100% 44,17 46,2

50% 51,5 78,8

33% 58,8 121,17

25% 66,0 160,2

12,5% 99,0 ikke mere malelig

Patentkrav.

B G T T T A R

1. Fremgangsmadde til bestemmelse af blods koagulationsparame-
tre, kendetegnet ved, at blodet for kontakten med
reagenserne ledes gennem et glasfiberlag, hvori glasfibrene
er overtrukket med polyvinylalkohol eller polyvinylalkohol/vi-

nylacetat.

2. Fremgangsmade ifelige krav 1, kende tegnet ved,

at blodet ledes langs med laget.
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3. Reagensbarer til anvendelse ved fremgangsmaden ifslge krav
1 eller 2, k endete gnet ved, at den omfatter et lag
(4), der indeholder glasfibre, der er overtrukket med polyvi-
nylalkohol eller polyvinylalkohol/vinylacetat.

4. Reagensbazrer ifslige krav 3, kendetegnet ved, at

laget (4) indeholder 0,5-20%, fortrinsvis 1-5% polyvinylalko-

hol.

5. Reagensbazrer ifolge krav 3, kendetegnet ved, at
gdlasfibrene har en gennemsnitlig diameter pa 0,2-5 pum, for-
trinsvis 0,5-2,5 unm, 0g at laget har en vagtfylde (rumvegt) pa
0,1-0,5 g/cm3.

6. Reagensbarer ifelge krav 3, k e nde t e gnet ved, at
glasfibrene er silaniseret.

7. Reagensbarer ifolge krav 3, k e nde t e g nhet ved, at

laget er udformet som viies.
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