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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung bezieht sich auf Standard|6-
sungen, die Protein, Puffer, Stabilisatoren und Analy-
ten enthalten, welche auf spezielle Niveaus fir die Ei-
chung chemischer Analysegerate eingestellt sind.
Insbesondere bezieht sich diese Erfindung auf eine
stabilisierte Standardldsung zur Eichung klinischer
Assays, die fur die Bewertung der Schilddrisenfunk-
tion geeignet sind, einschlieBlich Gesamtthyroxin,
ungebundenem Thyroxin, Gesamttriiodthyronin, un-
gebundenem Triiodthyronin und Thyreotropin.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Schilddrise ist eine endokrine Drise, die
sich innerhalb des Halses befindet und die Thyroxin
(T4) und auch kleine Mengen Triiodthyronin (T3)
durch Einbau von anorganischem lodid in Tyrosinres-
te von Thyroglobulin synthetisiert. T4 ist das haupt-
sachliche zirkulierende Schilddrisenhormon, aber
seine Wirkungen werden erst nach intrazellularer
Umwandlung in T3 vermittelt. T4 und T3 zirkulieren
im Blut vorwiegend gebunden (> 99%) an die Serum-
proteine thyroxinbindendes Globulin (TBG), thyroxin-
bindendes Prealbumin (TBPA) und Albumin. Einige
physiologische Wirkungen von Schilddrisenhormon
sind die Stimulation des Stoffwechsels, der Herzfre-
quenz, der Proteinsynthese und des Kohlenhydrat-
stoffwechsels in Zielgeweben. Das ungebundene
(freie) Hormon ist vermutlich die physiologisch aktive
Form, wahrend die proteingebundene Fraktion als
Reservoir fiir verfligbares Hormon dient. Dies kompli-
ziert die Bestimmung des Schilddriisenstatus, da An-
derungen in den Mengen der bindenden Proteine zu
einem erhéhten Gesamt-T4-Gehalt im Serum fihren
kdnnen, ohne die Menge des freien Hormons zu be-
einflussen (z. B. wahrend der Schwangerschaft).

[0003] Die Herstellung von T4 wird normalerweise
durch einen Regelkreis reguliert, der den Hypothala-
mus und die Hypophyse einschliel3t. Als Reaktion auf
einen Mangel an zirkulierendem T4 stimuliert der Hy-
pothalamus die Schilddrise zur Herstellung von
TSH. TSH wiederum stimuliert die Herstellung von T4
durch die Schilddrise. Wenn die Mengen des zirku-
lierenden T4 ausreichend sind, bestimmt der Hypo-
thalamus, dass die TSH-Herstellung und somit die
T4-Herstellung abnehmen. Eine Unterbrechung des
Regelkreises in der Hypothalamus-Hypophy-
sen-Schilddrisen-Achse fihrt zu unspezifischen
Symptomen, die mit Hilfe von Labortests diagnosti-
ziert und effektiv behandelt werden kénnen. Primare
Schilddriisenunterfunktion tritt infolge einer Zerst6-
rung der Schilddrise selbst auf und fuhrt zu einer re-
duzierten Verflgbarkeit von T4 in den Geweben.
Fehlende TSH-Herstellung durch die Hypophyse
fuhrt ebenfalls zu einer Schilddrisenunterfunktion.
Primére Schilddriiseniiberfunktion (eine Uberversor-

gung der Gewebe mit T4) tritt infolge einer Gibermagi-
gen Aktivitat der Driise auf. Eine Uberproduktion von
TSH flhrt ebenfalls zu einer Schilddriisenuberfunkti-
on. Diagnostische Tests helfen beim Nachweis einer
Schilddriisenkrankheit, bei der Bestimmung ihres
Mechanismus und bei der Verfolgung ihrer Behand-
lung.

[0004] Aus der obigen Diskussion geht hervor, dass
ein volles Verstandnis der Schilddriisenfunktion ge-
naue Bewertungen der Mengen an T3, T4 und TSH
erfordert. Bei der Ausfihrung von Immunoassayver-
fahren zur Bestimmung von Konzentrationen dieser
Schilddriisenanalyten besteht eine Gbliche Praxis da-
rin, eine Familie von kontrollierten Zubereitungsl6-
sungen, im folgenden Standard- oder Eichlésungen
genannt, zu verwenden, von denen jede genau vor-
bestimmte Mengen oder Konzentrationen an T4, frei-
em T4, T3, freiem T3 und TSH enthalt. Im Allgemei-
nen werden Konzentrationen eingesetzt, die wesent-
lich niedriger bzw. héher sind als normal. Da die Im-
munoassayverfahren normalerweise zur Analyse von
Serumproben gestaltet sind, werden die Eichlésun-
gen vorzugsweise unter Verwendung einer Matrix zu-
bereitet, die mit Serum identisch oder bioaktiv dazu
aquivalent sind. Humanes Serum wird typischerwei-
se als Ausgangsmaterial flr Eichlésungen verwen-
det, doch ist bekannt, dass die zur Entfernung von
endogenem Thyroxin verwendeten Techniken Ver-
fahrensartefakte und groe Schwankungen von
Charge zu Charge verursachen, so dass es schwierig
ist, diese Losungen reproduzierbar herzustellen. Ein
weiterer Nachteil von Eichlésungen, die humanes
Serum enthalten, besteht darin, dass sie nicht lange-
re Zeit gelagert werden kénnen, da Serum viele labile
Komponenten enthalt, die die Stabilitat des Produkts
negativ beeinflussen. Aus diesem Grund werden
Eichmaterialien haufig im trockenen Zustand (lyophi-
lisiert) bereitgestellt, doch flihrt eine ungenaue Rehy-
dratisierung dieser Materialien haufig zu ungenauen
Eichmalen.

[0005] Flussige Eichldsungen vermeiden die Mog-
lichkeit der ungenauen Rehydratisierung von lyophili-
sierten Eichmaterialien. Es ist also kommerziell vor-
teilhaft, flissigstabile Materialien bereitzustellen, die
keine Vorbereitung durch den Endverbraucher erfor-
dern. FlUssige Eichlésungen missen jedoch Stabili-
satoren und Konservierungsstoffe enthalten, die so
wirken, dass sie die Lebensdauer erhéhen und vor
Kontaminanten schitzen. Solche Reagentien sind in
der Industrie bekannt. Es ist jedoch bekannt, dass die
Anforderungen an den Zubereitungschemiker fur die
Herstellung einer Kombination von Matrix, Analyt und
Konservierungsstoff, die mit dem Analysesystem
kompatibel sind, die gewlinschten Konzentrationen
aller gewlnschten Analyten enthalten kénnen und
gleichzeitig die Stabilitdt aufrechterhalten kénnen,
sehr restriktiv sind. Folglich kénnen in der Praxis bis
zu funf verschiedene Eichldsungen erforderlich sein,
um Eichvorschriften fir T3, freies T3, T4, freies T4
und TSH zu erméglichen. Dies verursacht uner-

2114



DE 698 12 312 T2 2004.02.12

wiinschte Produktionskosten fir den Hersteller sowie
erhohte Inventar- und Handhabungskosten fiir das
klinische Labor.

[0006] Das US-Patent Nr. 5,342,788 offenbart eine
serumfreie Standardlésung, die TBG, Albumin und
Puffer enthalt. Wenn T4 oder T3 zu dieser Ldsung ge-
geben wird, bildet sich ein Gleichgewicht zwischen
gebundenem und freiem Hormon, das demjenigen
ahnelt, das man in Humanserum beobachtet. Die
Stabilitat der synthetischen Standardlésung war gré-
Rer als bei einer Losung auf der Basis von Humanse-
rum, und weiterhin lieferte Rinder-TBG eine gréRRere
Stabilitat als TBG, das aus Humanserum stammt.
[0007] EP 337 467 offenbart Standardiésungen, die
thyroxinbindendes Globulin als thyroxinbindendes
Protein sowie in einer Pufferldsung geldstes Thyroxin
oder Triiodthyronin zur Verwendung bei der Eichung
von Assays zur Bestimmung von Thyroxin oder Tri-
iodthyronin enthalten. Vorzugsweise enthalten die
Standardlésungen Albumin als weiteres schilddri-
senhormonbindendes Protein, das die Stabilitat der
Lésungen verbessert. EP 337 457 stellt jedoch keine
Standardldsung bereit, die sowohl Thyroxin als auch
Triiodthyronin in einer einzigen Lésung enthalt und
die sowohl bei der Bestimmung von Thyroxin als
auch von Triiodthyronin zur Eichung verwendet wer-
den konnte.

[0008] In US 4,157,895 wird offenbart, dass Rinder-
serumalbumin Bestandteil einer Lésung sein kann,
die die Zusammensetzung von humanem Blut simu-
liert und die in einem Immunoassay verwendet wird,
der auf die Bestimmung von Thyroxin gerichtet ist. Es
wurde auch gezeigt, dass Rinderserumalbumin ein
geeigneter Bestandteil von Standards ist, die bei ra-
dioimmunologischen Verfahren verwendet werden,
welche zur Bestimmung des Gesamtserumthyroxins
dienen (l. llyes et al., Izotoptechnika, 5. 118-126
(1979)). Es ist weiterhin bekannt, dass Humanserum-
albumin flr die interne Standardisierung von lIsoto-
penverdiunnungs-Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie als Verfahren zur Bestimmung von
Thyroxin in Serum geeignet ist (L.M. Thienpont et al.,
Biol. Mass Spectrom., S. 475-482 (1994)).

[0009] In US 4,225,576 wird ein Verfahren fir die
gleichzeitige Bestimmung von Triiodthyronin und
Thyroxin in Serum oder Plasma offenbart, das aber
auf der Markierung von Triiodthyronin und Thyroxin
mit demselben Radioisotop beruht. Daher hat dieses
Verfahren den Nachteil, dass Radioisotope einge-
setzt werden. Ein Immunoassay fiir die gleichzeitige
Bestimmung von Triiodthyronin und Thyroxin auf der
Basis einer Markierung mit zwei getrennten Enzymen
ist auch bekannt von C. Blake et al., Clinical Chemist-
ry, 5. 1469-1473 (1982).

[0010] Ein noch verbleibender Mangel in der Indus-
trie betrifft die Zugabe von mehreren die Schilddrise
betreffenden Analyten innerhalb einer einzigen flissi-
gen Eichlésung zur Verwendung bei der Bestimmung
der Schilddrisenfunktion, um die Flexibilitat bei der
Verwendung zu erhéhen sowie die Produktions- und

Inventaranforderungen zu reduzieren. Die Erfahrung
hat jedoch gezeigt, dass man erwarten wirde, dass
die einfache Zugabe mehrerer Analyten plus ver-
schiedener Antimikrobenmittel innerhalb einer einzi-
gen Eichldsung die analytische Messung der ande-
ren Analyten in einer Probe stort oder sogar die Sta-
bilitat eines anderen Analyten in der Lésung beein-
trachtigt. Dementsprechend war es ein Ziel der vorlie-
genden Erfindung, eine einzige stabilisierte Eichlo-
sung bereitzustellen, die bekannte Mengen an T3,
T4, freiem T4, freiem T3 und TSH enthalt, so dass die
Vorteile einer Eichlésung mit mehreren Analyten tber
einen langeren Zeitraum hinweg realisiert werden
kénnen.

Kurzbeschreibung der Erfindung

[0011] Die vorliegende Erfindung beruht auf dem
Ergebnis, dass ein physiologisches Gleichgewicht
von gebundenen und freien Schilddriisenhormonen
in einer einzigen flussigen Standard- oder Eichlo-
sung, die nur Albumin in einem Bereich von 40 g/l bis
80 g/l als bindendes Protein enthalt, ohne die erwar-
tete Erfordernis der Mitverwendung von TBG gebildet
werden kann. Folglich kann eine Eichlésung gleich-
zeitig mit spezifischen Mengen an Triiodthyronin (T3)
in Kombination mit spezifischen Mengen an Thyroxin
(T4) zubereitet werden, welche die Konzentrationen
an freiem T3 bzw. freiem T4 bestimmen. In einer al-
ternativen Ausflihrungsform dieser Erfindung wird
auch gereinigtes TSH zu dieser Schilddriisenhor-
mon-Eichldsung gegeben, obwohl TSH nicht in ei-
nem solchen Gleichgewicht zwischen gebundener
und freier Form zirkuliert, so dass eine Assay-Eich-
vorschrift fur mehrere Analyten unter Verwendung
der einzigen Eichlésung erreicht werden kann. Uner-
warteterweise hat die Anwesenheit jedes der Analy-
ten keine nachteilige Wirkung auf die Verwendbarkeit
der Eichldsung bei der Messung der anderen Analy-
ten oder auf die Stabilitat der Lésung als Ganzes. Au-
Rerdem wird ein langerer Zeitraum der Verwendung
oder Stabilitdt der Eichlésung erreicht, indem man
eine Kombination von Antimikrobenmitteln mitver-
wendet, von denen gezeigt wurde, dass sie gegen
Bakterien und Pilze aktiv sind, und die die Verwend-
barkeit der Eichldsung nicht beeintrachtigen.

[0012] Kurzbeschreibung der Figuren

[0013] Fig. 1 ist eine Eichkurve fir einen heteroge-
nen Sandwich-Immunoassay fur TSH unter Verwen-
dung einer Eichlésung gemaf dieser Erfindung.
[0014] Fig.2 vergleicht die Ergebnisse eines
TSH-Assays unter Verwendung einer gemal der vor-
liegenden Erfindung hergestellten Eichlésung mit Er-
gebnissen, die unter Verwendung eines bekannten
kommerziellen Systems erhalten wurden.

[0015] Fig. 3 ist eine Eichkurve flir einen kompetiti-
ven Napten-Immunoassay fir freies T4 unter Ver-
wendung einer Eichldsung gemaf dieser Erfindung.
[0016] Fig. 4 vergleicht die Ergebnisse eines As-
says fur freies T4 unter Verwendung einer gemaf der
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vorliegenden Erfindung hergestellten Eichlésung mit
Ergebnissen, die unter Verwendung eines bekannten
kommerziellen Systems erhalten wurden.

[0017] Fig. 5 zeigt eine Eichkurve fur einen Assay
fur freies Triiodthyronin unter Verwendung einer Eich-
I6sung gemal dieser Erfindung.

[0018] Fig. 6 zeigt eine Eichkurve fir einen Ge-
samttriiodthyronin-Assay unter Verwendung einer
Eichlésung gemaR dieser Erfindung.

[0019] Fig. 7 zeigt eine Eichkurve fir einen Ge-
samt-L-Thyroxin-Assay unter Verwendung einer
Eichlésung gemaR dieser Erfindung.

Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung

[0020] Verschiedene Verfahren sind bekannt, um
T4, T3, freies T4, freies T3 und TSH zu bestimmen.
Verfahren auf der Basis von Immunoassays sind fir
einen klinischen Routineaufbau besonders gut geeig-
net, da es fir die Durchflihrung dieser Verfahren au-
tomatisierte Plattformen gibt. Die Eichung dieser au-
tomatisierten Plattformen beinhaltet die Definition ei-
ner mathematischen Beziehung zwischen der Kon-
zentration des interessierenden Analyten und dem
erzeugten Nachweissignal. Diese Beziehungen sind
bei Immunoassays gewodhnlich nicht linear, so dass
ein System mehrere Standardlésungen erfordert, um
die Signal-Analyt-Beziehung zu definieren.

[0021] In der vorliegenden Beschreibung und ge-
maf der Erfindung wird eine Standardldsung oder
Eichlésung mit verlangerter Stabilitat bereitgestellt,
die gleichzeitig in Verfahren zur Bestimmung mehre-
rer die Schilddriise betreffender Analyten verwendet
werden kann und die in einfacher Weise aus leicht er-
haltlichen Ausgangsstoffen hergestellt werden kann.
Die Eichlésung gemal der vorliegenden Erfindung
enthalt nur Serumalbumin als Proteinkomponente.
Das Protein dient als annehmbares Bindungsreser-
voir sowohl fur T4 als auch fir T3 und als annehmba-
res stabilisierendes Milieu flir TSH. Vorzugsweise
wird Albumin aus Rinderserum als Albumin verwen-
det, obwohl auch andere Albuminquellen annehmbar
sind. Serumalbumin ist in einem Bereich zwischen 40
g/l und 80 g/l geeignet, was der physiologischen Pro-
teinkonzentration des Serums entspricht. Ebenso
wird NaCl zur Nachbildung der ionischen Umgebung
in Serum in einem Bereich zwischen 100 und 200
mmol/l Lésung hinzugefiigt. Die Menge des NaCl
kann in Abhangigkeit von der Empfindlichkeit des
analytischen Systems gegeniber der lonenstarke
variieren. Wenn das analytische System gegentiber
der lonenstarke unempfindlich ist, ist die Zugabe von
NaCl moglicherweise nicht erforderlich. Ebenso kdn-
nen zur Verstarkung der Pufferkapazitat der Eichl6-
sung Puffer erforderlich sein, die den pH-Wert in ei-
nem Bereich zwischen 6,0 und 8,0 halten. Ein Bei-
spiel fur einen solchen Puffer ist HEPES (N-[2-Hydro-
xyethyl]lpiperazin-N'-[2-ethansulfonsaure]). Wenn
das analytische System gegeniiber dem pH-Wert un-
empfindlich ist, kann die Proteinkomponente der Ma-

trix die gesamte erforderliche Pufferkapazitat liefern.
[0022] AnschlieRend an die Zugabe von Protein,
Salz und Puffer werden Mittel, die gegen kontaminie-
rende Mikroben aktiv sind, in die Eichldsung aufge-
nommen, um eine gewilnschte Menge der Stabilisie-
rung zu erreichen. Diese Mittel kénnen aus einer be-
liebigen Zahl von Verbindungen bestehen, die gegen
Bakterien und Pilze effektiv sind, in dem analytischen
System inert sind und unreaktiv gegenliiber Kompo-
nenten der Matrix der Eichlésung und den darin ent-
haltenen spezifischen Analyten sind. In einer bei-
spielhaften Ausfiihrungsform wird Polymyxin B in ei-
ner Konzentration von 0,02 g/l zusammen mit Natri-
umpyrithion in einer Konzentration von 0,2 g/l hinzu-
gefugt. Bei diesen Konzentrationen ist Polymyxin B
hauptsachlich gegen Bakterien aktiv, und Natriumpy-
rithion ist in erster Linie gegen Pilze aktiv. Es ist auch
nitzlich, ein Breitband-Antimikrobenmittel hinzuzufi-
gen, um die Wirkungen der anderen zu verstarken.
Als Beispiel kdnnen 0,1 g/l Polyhexamethylenbigua-
nid hinzugefugt werden. Diese besondere Kombina-
tion von Mitteln hat sich als sehr effektiv erwiesen, um
eine sterile Umgebung fir die Eichlésung der vorlie-
genden Erfindung flir einen langeren Zeitraum von
sechs Monaten oder mehr, wie es im folgenden dis-
kutiert wird, bereitzustellen.

[0023] AnschlieRend an die Herstellung der Grund-
matrix werden die interessierenden spezifischen
Analyten hinzugefugt. Thyroxin wird vorzugsweise in
einem Bereich zwischen 0 und 500 pg/l hinzugeflgt,
ein Bereich, der die physiologisch relevanten Kon-
zentrationen abdeckt, die man in Humanserum fin-
det. Beispielhafte Lésungen werden mit einem Thyr-
oxingehalt von 0, 17, 50, 100 und 400 pg/lI (Mikro-
gramm pro Deziliter) hergestellt. In Gegenwart von
60 g/l Rinderserumalbumin geben diese Lésungen
freie Thyroxinkonzentrationen von ungefahr 0, 7, 20,
40 bzw. 160 ng/l (Nanogramm pro Liter) vor. Messun-
gen von freiem T4 sind in der diagnostischen Indus-
trie schlecht standardisiert, so dass T4-Ergebnisse
bei einer gegebenen T4-Konzentration in Abhangig-
keit von den Analyseinstrumenten stark variieren
kénnen.

[0024] Triiodthyronin wird vorzugsweise in einem
Bereich zwischen 0 und 12 pg/l Ldsung verwendet,
da diese Konzentrationen den physiologisch relevan-
ten Bereich der Triiodthyronin-Konzentrationen, die
man in Humanserum findet, abdecken. Beispielhafte
Lésungen werden mit einem Triiodthyroningehalt von
0, 1,0, 2,0, 4,0 und 9,0 pg/l hergestellt. In Gegenwart
von 60 g/l Rinderserumalbumin geben solche Lésun-
gen einen Gehalt an freiem Triiodthyronin von unge-
fahr 0, 5, 11, 25 bzw. 45 ng/l vor. Ebenso sind Mes-
sungen von freiem T3 in der diagnostischen Industrie
schlecht standardisiert, und derselbe Grad der Varia-
tion, den man in Analysen von freiem T4 beobachtet,
kann auch bei Analysen von freiem T3 bei irgendei-
ner gegebenen T3-Konzentration in Abhangigkeit
von den Analyseinstrumenten vorkommen.

[0025] Thyroxin und Triiodthyronin haben unabhan-
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gig von der Spezies dieselbe Struktur, so dass die
Quelle dieser Verbindungen variieren kann und auch
synthetisches Material umfasst. TSH variiert jedoch
je nach der Tierspezies. Fir die Humandiagnose ist
also TSH, das vom Menschen stammt oder aus der
humanen Gensequenz synthetisiert wurde, erforder-
lich. TSH zirkuliert nicht in einem Gleichgewicht von
gebundener und freier Form. Die zugegebene Menge
wird normalerweise ohne die Zugabe von Mitteln, die
Molekile aus Bindungsproteinen freisetzen, vollstan-
dig zuriickgewonnen. TSH wird zu einer beispielhaf-
ten Losung in Mengen von 0, 1, 4, 20 und 55 mlE/I
hinzugefugt (Bioaktivitatseinheiten, definiert durch
Standardmaterial der World Health Organization).
Die hinzugefugten Mengen aller Analyten werden
durch die relevanten physiologischen Bereiche und
die Anforderungen an die Definition einer Signalreak-
tion als Funktion der Konzentration fur das spezielle
analytische System diktiert.

[0026] Je nach den speziellen Bedurfnissen kann
jede Kombination von Mengen von T4, freiem T4, T3,
freiem T3 und TSH zubereitet werden. Die einzigen
Einschrankungen sind die gegenseitige Abhangigkeit
der Gesamthormonmengen und der Mengen an frei-
em Hormon. Diese kdnnen nicht unabhangig vonein-
ander eingestellt werden.

[0027] Diese Erfindung wird besser durch Bezug-
nahme auf das folgende Beispiel verstanden, das
hier zu Veranschaulichungszwecken mit aufgenom-
men wurde und nicht als einschrédnkend anzusehen
ist. Zubereitungstechniken, wie das Handhaben, Ab-
wiegen und Mischen von Flissigkeiten, erfolgen un-
ter Verwendung von Standardlaborgeraten (z. B. Pi-
petten, Waagen und Magnetriihrer) und Techniken,
die in der Industrie bekannt sind.

Eichlésung

1. Herstellung einer Matrix, die gegen mikrobielle
Kontamination konserviert ist.

a) Salz/Puffer-Lésung: 135 g NaCl, 89,3 g HEPES
und 97,5 g Na-HEPES werden in 15 1 Wasser geldst.
Die zu I6senden Stoffe und das Lésungsmittel wer-
den mit einem Magnetrihrgerat gemischt, bis die zu
I6senden Stoffe vollstadndig aufgeldst sind. 60 Minu-
ten Mischen bei 25°C ist ausreichend. Dieses Puffer-
gemisch bewirkt, dass der pH-Wert der Losung inner-
halb eines Bereichs von 7,0 bis 8,0, vorzugsweise auf
7,5, gehalten wird.

b) Zugabe von antimikrobiellen Mitteln: 3 g Natrium-
pyrithion, 0,3 g Polymyxin B und 1,5 g Polyhexame-
thylenbiguanid werden nacheinander zu der
Salz/Puffer-Lésung gegeben und durch 60 Minuten
Ruhren bei 25°C aufgeldst.

c) Zugabe von Protein: Zu der konservierten
Salz/Puffer-Lésung werden 900 g Rinderserumalbu-
min gegeben und durch 60 Minuten Mischen bei
25°C aufgeldst.

d) Nach der Auflésung des Albumins wird die Matrix
durch Filtration durch ein Filter von 0,2 pm sterilisiert.

Diese Losung wird im folgenden als "konservierte
Matrix" bezeichnet.

2. Zugabe von Analyt zu der konservierten Matrix un-
ter Bildung einer Multianalyten-Eichlésung auf 5 Ni-
veaus.

a) Niveau 1 besteht nur aus konservierter Matrix und
enthalt keine der Analytsubstanzen.

b) Vier andere Losungen, die als "Eichldsungen" be-
kannt sind (Niveaus 2-5) werden so zubereitet, dass
sie Analyt in speziellen Konzentrationen von niedri-
gen Konzentrationen (Niveau 2) bis zu hohen Kon-
zentrationen (Niveau 5) enthalten.

c¢) Eine T4-Stammlésung von 50 mg/l wird durch Auf-
I6sen von T4-Natriumsalz in 0,05 N NaOH herge-
stellt. Die Stammkonzentration wird unter Verwen-
dung des molaren Extinktionskoeffizienten von T4 bei
325 nm bestatigt. Verdinnungen dieser Stammlo-
sung auf 5 mg/l und 15 mg/l werden in einer Rinder-
albuminlésung von 0,2 g/l hergestellt und als "Ar-
beitsverdiinnungen" bezeichnet. Diese Arbeitsver-
dinnungen werden so hergestellt, dass sie eine ge-
naue Abgabe bis zu einem speziellen Niveau der
Eichlésung erlauben und werden mit dem 100- bis
200fachen der gewlinschten Endkonzentration zube-
reitet, um grof3e Verdiinnungen der Eichlésung bei ih-
rer Zugabe zu vermeiden. Die Arbeitsverdiinnungen
werden zu angegebenen Mengen der konservierten
Matrix gegeben, so dass man bei den Niveaus 4 und
5 Endkonzentrationen von 100 bzw. 400 ug/l T4 er-
reicht. Die Niveaus 2 und 3 werden durch Verdln-
nung von Niveau 4 mit geeigneten Mengen der kon-
servierten Matrix hergestellt, so dass man Konzent-
rationen von 17 pg/l bzw. 50 pg/l erhélt. Die Niveaus
2-5 werden 60 Minuten lang bei 25°C gemischt. Die-
se Mengen an T4 bilden in der Matrix ein Gleichge-
wicht zwischen dem gebundenen und dem ungebun-
denen Zustand, was zu vorhersagbaren Konzentrati-
onen von ungebundenem (freiem) T4 von ungeféhr 7,
20, 40 bzw. 160 ng/l in den Niveaus 2, 3, 4 bzw. 5
fuhrt.

d) Eine Stamml6ésung von gereinigtem Human-TSN
wird hergestellt,indem man lyophilisiertes TSH in kal-
ter (2-8°C) Kochsalzlésung von 9 g/l auflést. Arbeits-
verdunnungen, die 100, 400, 2000 bzw. 4400 mIE/I
TSH enthalten, werden in der konservierten Matrix
hergestellt. Die Niveaus 2, 3, 4 und 5 werden so zu-
bereitet, dass sie 1,0, 4,0, 20,0 bzw. 55,0 mIE/I TSH
enthalten, wobei man die geeignete Arbeitsverdin-
nung verwendet. Die Niveaus 2-5, die jetzt T4 und
TSH enthalten, werden 60 Minuten lang bei 25°C
grundlich gemischt.

e) Ebenso wird eine Stammlésung von 50 mg/l T3
(Natriumsalz) in 0,05 N NaOH hergestellt, und ihre
Konzentration wird unter Verwendung des bekannten
Extinktionskoeffizienten von T3 bei 325 nm bestatigt.
Arbeitsverdinnungen werden in einer Rinderalbu-
minlésung von 2 g/l, die 200, 400, 800, 1800 pg/l T3
enthalt, hergestellt und verwendet, um die Niveaus 2,
3, 4 und 5 zuzubereiten, die 1,0, 2,0, 4,0 bzw. 9,0 pg/|
enthalten. Die Niveaus 2-5, die jetzt Thyroxin, TSH
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und T3 enthalten, werden 60 Minuten lang bei 25°C
gemischt. Diese Mengen an T3 bilden in der Matrix
ein Gleichgewicht, was Konzentrationen von unge-
bundenem (freiem) T3 von ungefahr 0, 5, 11, 25 bzw.
45 ng/l in den Niveaus 2, 3, 4 bzw. 5 ergibt.

g) Keine Anderung in den Analytkonzentrationen
(TSH, Gesamt-T4, freies T4, Gesamt-T3 und freies
T3) werden uber einen Zeitraum von bis zu 5 Tagen
nach dem Zubereitungsstadium beobachtet. Die
Mischzeiten werden so gestaltet, dass ein homoge-
nes Produkt gewahrleistet ist. Langere oder kiirzere
Mischzeiten und viele Arten des Mischens sind zulas-

sig.

[0028] Grolke Glycoproteinhormone wie TSH wer-
den gewdhnlich durch die zweiseitige "Sand-
wich"-Immunoassaytechnik gemessen. Fig. 1 zeigt
eine Eichkurve fur einen heterogenen Sandwich-Im-
munoassay fur TSH unter Verwendung der Eichl6-
sung gemaR dieser Erfindung auf einem Dimension®
RxL Clinical Chemistry System, das von Dade Inter-
national Inc. (Newark, DE) erhaltlich ist. Fig. 2 zeigt
die Genauigkeit der Eichldésung in Fig. 1. Aliquote
aus 86 Patientenseren wurden auf dem Dimension®
RxL Clinical Chemistry System, das mit einer Stan-
dardlésung gemaR dieser Erfindung geeicht war, ge-
messen und mit einem kommerziellen AxSYM®-Ana-
lysesystem verglichen, das mit Material und nach An-
weisungen geeicht wurde, die von seinem Hersteller,
den Abbott Laboratories (Abbott Park, IL), zur Verfi-
gung gestellt wurden. Die Daten zeigen eine Uberein-
stimmung zwischen den beiden Systemen.

[0029] Molekule geringerer Grofde und Konzentrati-
on, wie freies T4, Gesamt-T3 und freies T3, werden
haufig durch kompetitive Hapten-Immunoassays be-
stimmt, und das Signal, das aus einem solchen As-
say resultiert, ist umgekehrt proportional zur Konzen-
tration des Molekdls. Fig. 3 zeigt Eichkurven fir ei-
nen kompetitiven Hapten-Immunoassay fur freies T4
unter Verwendung derselben Eichlésung von Fig. 1
gemal dieser Efindung, wobei ebenfalls das Dimen-
sion® RxL Clinical Chemistry System verwendet wur-
de. Fig. 4 zeigt die Genauigkeit der Eichlésung in
Fig. 2. Aliquote aus 138 Patientenseren wurden auf
dem Dimension® RxL Clinical Chemistry System, das
mit einer Standardlésung gemal dieser Erfindung
geeicht war, gemessen und mit einem kommerziellen
IMx®-Analysesystem verglichen, das mit Material und
nach Anweisungen geeicht wurde, die von seinem
Hersteller, den Abbott Laboratories, zur Verfligung
gestellt wurden. Die Daten zeigen eine Ubereinstim-
mung zwischen den beiden Systemen.

[0030] Assays fir freies T3 werden in ahnlicher Wei-
se durchgeflihrt. Fig. 5 zeigt eine Eichkurve fir freies
T3, die unter Verwendung einer Standardlésung, die
gemal der vorliegenden Erfindung hergestellt wurde,
auf einem kommerziellen IMx®-System angefertigt
wurde. Ein Assay fur Gesamt-T3 kann ahnlich wie
Assays fur das freie Hormon unter Verwendung eines
Mittels, das T3 aus Proteinbindungsstellen freisetzt,

durchgefuhrt werden. Fig. 6 zeigt eine Eichkurve fir
Gesamt-T3 unter Verwendung eines kompetitiven
Hapten-Immunoassays auf dem kommerziellen
IMx®-Analysesystem.

[0031] Im Unterschied zu TSH, freiem T4, freiem T3
und Gesamt-T3 sind die Konzentrationen an Ge-
samt-T4 in Humanserum grof® genug, um durch Im-
munoassaytechniken bestimmt zu werden, die kei-
nen Schritt zum Konzentrieren des interessierenden
Molekils erfordern. Ein Beispiel fir eine Ge-
samt-T4-Eichkurve auf dem kommerziellen Dimensi-
on®-Analysesystem, die unter Verwendung einer
Eichlésung gemal der vorliegenden Endung herge-
stellt wurde, ist in Fig. 7 gezeigt.

[0032] Wie in der Tabelle unten gezeigt ist, hat sich
bei allen obigen Eichlésungen gezeigt, dass sie
sechs Monate oder langer stabil sind, wenn sie bei
2-8°C aufbewahrt werden. Eine Anderung des Ana-
lytenwerts von 5% oder mehr gilt normalerweise als
unannehmbar fiir die kommerzielle Anwendung der
Eichlésungen. Die Stabilitat der Analyten in der Eich-
[6sung wurde durch Messung dieser Analyten mit
verschiedenen kommerziellen Analysesystemen be-
stimmt. Proben der Eichsubstanz, die bei 2-8°C auf-
bewahrt wurden, wurden parallel mit Proben gemes-
sen, die durch Einfrieren bei -70°C stabilisiert wur-
den. Die Ausbeute des Materials ist gezeigt als die
bestimmte Menge des spezifischen Analyten in dem
bei 2-8°C gelagerten Material, dividiert durch die be-
stimmte Menge des spezifischen Analyten in dem ge-
frorenen Material, als Prozentwert ausgedrtckt. Fur
alle Niveaus und Analyten wird bei 2-8°C praktisch
keine Anderung in der Analytenkonzentration festge-
stellt.

Tabelle
Analyt % des Analyten, zurlck-
gewonnen nach 6 Mo-
naten Lagerung bei
2-8°C im Vergleich zu
einer Lagerung bei

-20°C
Gesamtthyroxin 99,5%
freies Thyroxin 100,8%
Gesamttriiodthyronin 100,4%
freies Triiodthyronin 100,4%
Thyreotropin 99,8%
Patentanspriiche

1. Standardlésung, die fur die Bestimmung der
Schilddrisenfunktion geeignet ist und Serumalbumin
in einem Bereich von 40 g/l bis 80 g/l in Kombination
mit bekannten Mengen Gesamtthyroxin, ungebunde-
nem (freiem) Thyroxin, Gesamttriiodthyronin und un-
gebundenem (freiem) Triiodthyronin umfasst.
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2. Lésung gemal Anspruch 1, wobei die bekann-
te Menge des Thyroxins bis zu 500 pg/l betragt.

3. Lésung gemal Anspruch 1, wobei die bekann-
te Menge des ungebundenen (freien) Thyroxins bis
zu 160 ng/l betragt.

4. Loésung gemal Anspruch 1, wobei die bekann-
te Menge des Triiodthyronins bis zu 10 pg/l betragt.

5. Lésung gemal Anspruch 1, wobei die bekann-
te Menge des ungebundenen (freien) Triiodthyronins
bis zu 50 ng/l betragt.

6. Losung gemal Anspruch 1, die weiterhin eine
bekannte Menge Thyreotropin umfasst.

7. Lésung gemal Anspruch 6, wobei die bekann-
te Menge des Thyreotropins bis zu 100 mIE/I betragt.

8. Losung gemal Anspruch 1, wobei die Stan-
dardlésung ausreichend Puffer enthdlt, um den
pH-Wert im Bereich zwischen 6 und 8 zu halten.

9. Lésung gemall Anspruch 1, wobei die Stan-
dardlésung Puffer im Bereich zwischen 0 und 200
mmol/l enthalt.

10. Lésung gemal Anspruch 1, wobei die Stan-
dardlésung NaCl im Bereich zwischen 0 und 200
mmol/l enthalt.

11. Lésung gemal Anspruch 1, die weiterhin eine
Kombination von antimikrobiellen Mitteln umfasst, die
eine Stabilisierung der Standardlésung bewirken.

12. Lésung gemal Anspruch 11, wobei es sich
bei den antimikrobiellen Mitteln um Na-Pyrithion, Po-
lymyxin B und Polyhexamethylenbiguanid handelt.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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FIG 4
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