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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft Kontrollreagenzien.
Insbesondere betrifft sie Kontrollreagenzien, die der-
art formuliert sind, dass die Stabilitat der darin enthal-
tenen Analyten verbessert wird, ohne die Nitzlichkeit
der Zusammensetzung zu beeintrachtigen.

Hintergrund und Stand der Technik

[0002] Die Arbeitin der klinischen Analytik erfordert,
dass die untersuchende Person eine vorgegebene
Probe dahingehend auswertet, ob ein bestimmter zu
untersuchender Analyt vorliegt und, falls ja, in wel-
cher Menge. Derartige Information ist extrem wertvoll
fur die Diagnose und Behandlung von Patienten. Die
oben erwahnten Analysen werden immer haufiger
mit Hilfe automatisierter Verfahren durchgefihrt. Die-
se Verfahren sind verschiedenartig, dabei wird je-
doch allgemein eine Probe hergestellt, die dann in ei-
nen automatisierten Analyseapparat eingefiihrt wird.
Der Analyseapparat ist so aufgebaut, dass er ver-
schiedene Reaktionen, die dazu ausgelegt sind, den
oder die zu untersuchenden Analyten zu messen und
einen bestimmten Wert oder ein bestimmtes ,Signal”,
der oder das mit diesen Reaktionen assoziiert ist, zu
bestimmen. Hoch entwickelte automatisierte Syste-
me wandeln diese Messung in einen Wert um, der
das Vorliegen oder die Konzentration des Analyten
angibt, wodurch die untersuchende Person eine ge-
naue Bestimmung des bestimmten zu untersuchen-
den Analyten erhalt.

[0003] Die oben beschriebenen analytischen Syste-
me erfordern genauso wie jedes zu klinischen Zwe-
cken eingesetzte Analysesystem die Verwendung ei-
ner Kontrolle. Solche Kontrollen erlauben es der un-
tersuchenden Person, die Genauigkeit des verwen-
deten Systems zu Uberpriifen. Bei der klinischen Di-
agnose, wo einige Analyten nur in verschwindend
kleinen Mengen vorliegen und wo winzige Verande-
rungen des Spiegels fir einen Unterschied zwischen
einem normalen und einem pathologischen Zustand
stehen, wird ein zufriedenstellendes Kontrollreagens
zum wesentlichen und entscheidenden Teil des ana-
lytischen Systems.

[0004] Kontrollreagenzien sollten dem Probentyp,
fur den sie als Kontrolle dienen, so dhnlich wie mog-
lich sein. Biologische Flussigkeiten wie Blut und Se-
rum sind beispielsweise komplexe Zusammenset-
zungen, es gibt jedoch viele Beispiele flir Formulie-
rungen, die so ausgelegt sind, dass sie biologischen
Flussigkeiten so nah wie mdglich kommen und als
Kontrollen dafiir dienen. Ein flichtiger Auszug aus
der Patentliteratur aus diesem Gebiet umfasst bei-
spielsweise die US-Patente Nr. 4,678,754 (Hoskins);
4,643,976 (Hoskins); 4,529,704 (Tremner et al.);
4,438,702 (Engler et al.); 4,405,718 (Rapkin et al.);
4,372,874 (Modrovich); 4,301,028 (Barth et al.);
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4,276,376 (Hundt et al.); 4,260,579 (Barton et al.);
4,230,601 (Hell); 4,199,471 (Louderback et al.);
4,193,7666 (Dounora et al.); 4,127,502 (Li Mutti et
al.}; 4,126,575 (Louderback); 4,123,384 (Hundt et
al.); 4,121,905 (Maurukas); 4,054,488 (Marbach);
4,078,892 (Steinbrink, Jr); 3,973,913 (Louderback);
3,920,580 (Mast); 3,920,400 (Scheibe et al.);
3,859,047 (Klein); 3,466,249 (Anderson); 3,852,415
(Vandervoorde); 3,274,062 (Lou); 3,260,648 (Fox)
und die WO92/07088. Die in diesen Patenten verfolg-
ten Ansatze sind unterschiedlich. Viele davon lehren
Kontrollreagenzien, die zur Bestimmung eines oder
einer Familie weniger verwandter Analyten geeignet
sind. Andere sind allgemeiner und beziehen sich all-
gemein auf Verbesserungen in dem Gebiet. Die vor-
liegende Erfindung gehdrt zu der letzteren Gruppe.
[0005] Wie oben erwahnt, wurden Vorstolie auf dem
Gebiet gemacht, um Kontrollreagenzien zu formulie-
ren, die dem Materialtyp, fUr den sie als Kontrollen
dienen sollen, so nah wie mdéglich sind. Folglich ba-
sieren Kontrollreagenzien haufig auf Blut, Plasma
oder Serum, sei es vom Menschen oder vom Sauge-
tier (z. B. vom Rind).

[0006] Kontrollreagenzien von dem oben beschrie-
benen Typ haben bestimmte Nachteile, die jedem
Material, das auf einem naturlichen Produkt beruht,
innewohnen. Aus diesem und weiteren Griinden wur-
den auf dem Gebiet auch serumfreie Kontrollreagen-
zien berucksichtigt und verwendet. Allgemein mis-
sen diese auf Wasser basierenden Kontroll-reagenzi-
en wesentlich modifiziert werden, so dass sie einer
biologischen Probe so nah wie moglich kommen. Ein
Beispiel einer solchen Modifikation ist das Einfiigen
eines polymeren Viskositatsmittels, um die rheologi-
schen Eigenschaften des Reagens so nah wie mog-
lich an die biologische Probe anzupassen.

[0007] Ein Hauptproblem bei allen Kontrollreagenzi-
en ist die Neigung des gesuchten Analyten in situ
chemisch zu reagieren, wobei falsche Ergebnisse
entstehen, wenn die Kontrolle tatsachlich verbraucht
wird. Ein Beispiel einer solchen chemischen Reakti-
on ist die einfache Oxidation. Oxidierte Analyten oder
Analyten, die auf andere Weise vor der Verwendung
des Kontrollsystems reagieren, fihren zu Verschie-
bungen der Signalbildung und weg von den wahren
Kontrollwerten. Allgemein erzeugen diese Kontrollen
ein gréReres Signal als die entsprechende Menge
des in der Probe zu untersuchenden Analyten.
[0008] Es wurde nun Uberraschenderweise gefun-
den, dass man Kontrollreagenzien herstellen kann,
bei denen das oben angedeutete Problem vermieden
wird, ohne dass dabei die Chemie des stabilisierten
Systems gestort wird. Die unten naher ausgefihrte
Erfindung umfasst das Einbringen wenigstens einen
Hydroxylamins in ein Kontrollreagens auf FlUssig-
keitsbasis, welches auch eine bekannte Menge we-
nigstens eines Analyten enthalt. Das erhaltene Mate-
rial, hiernach als stabilisiertes Kontrollreagens be-
zeichnet, eignet sich in der gleichen Weise wie jedes
Kontrollreagens.
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Kurzbeschreibung der Figuren

[0009] Fig. 1 zeigt eine Korrelationskurve zwischen
einem auf Rinderserum basierenden Kontrollreagens
und Kapillarblut.

[0010] Fig. 2 zeigt eine Korrelationskurve, bei der
das Kontrollreagens auf Plasma basiert.

[0011] Fig. 3 zeigt die Korrelation zwischen Blut und
einem synthetischen, serumfreien Kontrollreagens.
[0012] Fig. 4 zeigt eine Korrelation, bei der eine se-
rumfreie Kontrolle Stress ausgesetzt wird.

[0013] Fig. 5 zeigt auch die Korrelation nach Stress.
[0014] Fig.6 zeigt auch eine Korrelation nach
Stress.

Ausfuhrliche Beschreibung bevorzugter Ausfih-
rungsformen

[0015] In den nachfolgenden Beispielen wurde das
Material SERASUB™ verwendet. SERASUB™ ist ein
gewerblich erhaltlicher synthetischer Serumersatz;
die Zusammensetzung davon ist jedoch Eigentum
des Herstellers und den Erfindern nicht bekannt; da-
her wird sie hier nicht beschrieben. Weitere Informa-
tionen und Beispiele mit verschiedenen Medien sind
angegeben, es versteht sich jedoch, dass SERASUB
das bevorzugte, jedoch nicht zwingende Medium ist.
Die unter Verwenden von SERASUB bereitgestellten
Beispiele erfillen die Erfordernisse der bevorzugten
Ausfuhrungsform.

Beispiel 1

[0016] Ein Glucose-Kontrollreagens wurde mit Hilfe
von ,gestripptem" Rinderserum hergestellt. Aus die-
sem Material wurde das Cholesterin entfernt und es
enthielt eine vorbestimmte Glucosemenge.

[0017] Das Kontrollmaterial wurde mit 100 mg/dl
N-t-Butyl-hydroxylamin HCI zusammengebracht, um
ein Kontrollreagens herzustellen. Dieses Material
wurde dann gegen Proben aus Kapillarblut getestet,
die so eingestellt worden waren, dass sie eine be-
kannte Menge Glucose enthielten. Sowohl die Kon-
trollen als auch die Blutproben wurden in dem glei-
chen Analyseapparat getestet, wobei ein Indikator-
system verwendet wurde, welches das wohlbekannte
Hexokinase-Assaysystem zur Messung von Glucose
verwendet.

[0018] Eine Korrelationskurve wird als Fig.1 ge-
zeigt. Sie zeigt, dass sich das hier beschriebene Kon-
trolireagens unter den beschriebenen Bedingungen
sehr ahnlich wie Kapillarblut verhalt, was dafir
spricht, dass das Material als Kontrollreagens geeig-
net ist.

Beispiel 2
[0019] Ein auf Plasma basierendes Kontrollreagens

wurde verwendet, dessen Formulierung wie folgt
war:

pH-Wert (1 %-ige Losung in

0,175 M NaCl)

pH 7,6
Absorption

Absorption bei 710 nm 0,0
Absorption bei 570 nm 0,2
Protein

Protein 15,0%
Elektrolytanalyse

Natrium 67,0 mEa/l
Kalium 0,6 mEa/l
Chlorid 11,0 mEa/l
Ergebnisse einer Probe, ver-

dinnt auf 7,3 % Protein in 0,9

% (0,15 M) Kochsalzlésung:

Cholesterin bei 7,5 % Protein

Cholesterin 111,0 mg/di
Eisen bei 7,0 % Protein

Eisen 102,0 pg/di
A/G-Verhéltnis 1,2
Glucose 2,0 mg/dl
BUN 0,0 mg/di
Kreatinin 0,0 mg/dl
Harnsaure 0,0 mg/dl
Albumin 4,0 s/dl
Globulin 3,3 s/dl
Calcium 0,9 mg/d
Anorganisches Phosphat 0,1 mg/dl
Triglyceride 2,0 mg/dl
Alkalische Phosphatase 0,0 u/l
SGOT 0,0 u/l
SGPT 4,0 u/l
LDH 17,0 u/l
Gesamtbilirubin 0,1 mg/dl

[0020] Dieses Material wurde dann mit N,N-Dime-
thylhydroxylamin HCI (10 mg/dl) vereint und wieder
wie in Beispiel 1 gegen Blutproben getestet. Fig. 2
stellt die mit diesem Material gewonnene Korrelati-
onskurve dar und zeigt, dass die Plasmakontrolle
sehr dhnlich zu Kapillarblut war.

Beispiel 3

[0021] Ein Kontrollreagens wurde hergestellt, indem
man 47,5 g SERASUB, 2,5 g MES/CAPS (im Verhalt-
nis von 8 %: 92 %) und 0,015 g N-(tert-Butyl)-hydro-
xylamin-hydrochlorid (Endkonzentration: 30 mg/dl)
mischte. Diese Formulierung wurde gegen Kapil-
larblut getestet und die Ergebnisse sind in Fig. 3 ge-
zeigt. Wieder gab es eine gute Korrelation zwischen
Blut und der Kontrolle.

Beispiel 4

[0022] Um die Stabilitdt des Kontrollreagens aus
Beispiel 3 zu testen, wurde eine ahnliche Formulie-
rung hergestellt. Insbesondere wurden 190 g SERA-
SUB, 10 g 1 M MES/CAPS und 0,24 g N-(tert-bu-
tyl)-hydroxylamin-hydrochlorid zusammengefligt und
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belastet, indem man das Gemisch drei Tage einer
Temperatur von 55°C aussetzte. Das belastete Rea-
gens wurde gegen Kapillarblut getestet und Fig. 4
zeigt die Ergebnisse. Diese zeigen, dass das Kon-
trollreagens trotz der Temperaturbelastung ge-
brauchsfahig blieb.

Beispiel 5

[0023] Die Stabilitdtsgrenzen der Kontrollreagenzi-
en wurden getestet, indem man die oben beschriebe-
ne Formulierung einer Belastung von 9 bis 10 Tagen
bei 55°C aussetzte. Fig. 5 zeigt, dass die Korrelation
erst nach dieser starken Belastung abzuweichen be-
gann.

Beispiel 6

[0024] Ein &hnlicher Test wurde durchgefuhrt, bei
dem das Reagens belastet wurde, indem man es 9
Tage gegeniiber Raumtemperatur aussetzte. Fig. 6
zeigt, dass die Belastung nicht zu signifikanten Pro-
blemen mit der Korrelation fiihrte.

[0025] Die vorstehenden Beispiele zeigen, dass
man Kontrollreagenzien herstellen kann, die einen
Trager, eine bekannte Menge eines zu untersuchen-
den Analyten sowie ein Additiv, namlich Hydroxyla-
min, enthalten. Der Begriff ,ein Hydroxylamin", wie
hier verwendet, steht fiir alle Verbindungen, die eine
Hydroxylamingruppe enthalten. Als solche kann die
Klasse Verbindungen als RNHOH beschrieben wer-
den, worin R wie gewiinscht substituiert sein kann. Ist
,R" beispielsweise Wasserstoff, ist die Verbindung
Hydroxylamin. Andere von der Erfindung umfasste
Verbindungen umfassen N-(tert-Butyl)-hydroxylamin,
O-tert-Butyl-hydroxylamin,  O-Benzylhydroxylamin,
N,O-Dimethylhydroxylamin, N,N-Dimethylhydroxyla-
min und N,N-Diethylhydroxylamin. Auch von dieser
Benennung umfasst sind Hydroxylaminsalze, wobei
saure Additionssalze, wie die HCI- und H,SO,-Salze,
bevorzugt sind.

[0026] Die Wahl des Tragers wird dem Fachmann
Uberlassen. Wie oben in der Diskussion angedeutet
wurde, koénnen Kontrollreagenzien beispielsweise
auf Plasma, Serum, Blut, Wasser oder anderen flis-
sigen Materialien beruhen. Wird eine biologische
Probe als Trager verwendet (z. B. Plasma), wird Ma-
terial von humanem Ursprung bevorzugt, obwohl an-
dere Materialien aus Saugetieren, wie Rinderplasma
oder -serum verwendet werden kdnnen. Die Kontroll-
reagenzien missen jedoch nicht in I6slicher Form
hergestellt werden, da es beispielsweise mdglich ist,
Suspensionen oder Emulsionen durch Zugeben von
Materialien zu anderen, oben aufgefiihrten Kompo-
nenten herzustellen. Polymere und Copolymere kdn-
nen mit den weiteren oben aufgeflihrten Inhaltsstof-
fen vereint werden, um solche Suspensionen oder
Emulsionen zu erzeugen. Auch moglich sind Flissig-
keitsfreie  Formulierungen der Kontrollreagenzien,
wie Lyophilisate, Pulver, Tabletten usw. Das Kontroll-

4/11

reagens kann, falls gewlinscht, auch in einen Testtra-
ger oder eine andere Form eines analytischen Appa-
rats eingebracht sein. Zusatzliche Inhaltsstoffe kon-
nen, wie gewinscht, auch zu dem Kontrollreagens
zugegeben werden. Diese kénnen Konservierungs-
mittel, Biozide, Viskositatsmittel, wie Polystyrolsulfo-
nat, Puffer, Farbstoffe usw. sein. Weitere Additive
kénnen auch mit den Wirkstoffen kombiniert werden,
wie im Stand der Technik zu den Kontrollreagenzien
dargestellt. Diese sind dem Fachmann wohl bekannt.
[0027] ...trihydroxylbenzoesaure) und die Familie
der Tocopherol-Molekiile, d. h. Vitamin E und seine
Derivate...Die Wahl des Tragers wird dem Fachmann
Uberlassen. Wie oben in der Diskussion angedeutet
wurde, kénnen Kontrollreagenzien beispielsweise
auf Plasma, Serum, Blut, Wasser oder anderen flis-
sigen Materialien beruhen. Wird eine biologische
Probe als Trager verwendet (z. B. Plasma), wird Ma-
terial von humanem Ursprung bevorzugt, obwohl an-
dere Materialien aus S&augetieren, wie Rinderplasma
oder -serum verwendet werden kénnen. Die Kontroll-
reagenzien mussen jedoch nicht in I6slicher Form
hergestellt werden, da es beispielsweise moglich ist,
Suspensionen oder Emulsionen durch Zugeben von
Materialien zu anderen, oben aufgefiihrten Kompo-
nenten herzustellen. Polymere und Copolymere kdn-
nen mit den weiteren oben aufgeflihrten Inhaltsstof-
fen vereint werden, um solche Suspensionen oder
Emulsionen zu erzeugen. Auch méglich sind Flissig-
keits-freie Formulierungen der Kontrollreagenzien,
wie Lyophilisate, Pulver, Tabletten usw. Das Kontroll-
reagens kann, falls gewlinscht, auch in einen Testtra-
ger oder eine andere Form eines analytischen Appa-
rats eingebracht sein. Zusatzliche Inhaltsstoffe kon-
nen, wie gewinscht, auch zu dem Kontrollreagens
zugegeben werden. Diese kénnen Konservierungs-
mittel, Biozide, Viskositatsmittel, wie Polystyrolsulfo-
nat, Puffer, Farbstoffe usw. sein. Weitere Additive
kénnen auch mit den Wirkstoffen kombiniert werden,
wie im Stand der Technik zu den Kontrollreagenzien
dargestellt. Diese sind dem Fachmann wohl bekannt.
[0028] Es versteht sich, dass die Beschreibung und
Beispiele die Erfindung erlautern, diese jedoch nicht
einschranken und, dass andere Ausfiuihrungsformen
innerhalb des Umfangs der Erfindung dem Fach-
mann auf dem Gebiet nahe liegen.

Patentanspriiche

1. Kontrollreagens fir die Bestimmung eines
Analyts, ausgewahlt aus der Gruppe aus Glucose
und Cholesterin, im wesentlichen bestehend aus
(i) einer bekannten Menge Glucose oder Cholesterin;
(ii) einem Additiv, welches eine Verbindung ist, die
eine Hydroxylamingruppe enthalt; und
(iii) einem fluiden Tragermaterial.

2. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin die
eine Hydroxylamingruppe enthaltende Verbindung
ausgewahlt ist aus der Gruppe aus Hydroxylamin,
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N-tertButylhydroxylamin,  O-tertButylhydroxylamin,
O-Benzylhydroxylamin, N,O-Dimethylhydroxylamin,
N,N-Dimethylhydroxylamin,  N,N-Diethylhydroxyla-
min und saure Salze davon.

3. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin der
Analyt Glucose ist.

4. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin der
Analyt Cholesterin ist.

5. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
fluide Tragermaterial Serum ist.

6. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
fluide Tragermaterial Plasma ist.

7. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
fluide Tragermaterial Wasser ist.

8. Kontrollreagens nach Anspruch 2, worin die
eine Hydroxylamingruppe enthaltende Verbindung
N-tertButylhydroxylamin ist.

9. Kontrollreagens nach Anspruch 2, worin die
eine Hydroxylamingruppe enthaltende Verbindung
N,N-Dimethylhydroxylamin ist.

10. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
Kontrollreagens auch ein Viskositatsmittel enthalt.

11. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
Kontrollreagens auch ein Konservierungsmittel ent-
halt.

12. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
Kontrollreagens auch ein Biozid enthalt.

13. Kontrollreagens nach Anspruch 1, worin das
Kontrollreagens auch ein einen Puffer enthalt.

14. Kontrollreagens nach Anspruch 1 in Form ei-
ner Emulsion.

15. Lyophilisiertes Kontrollreagens fir die Be-
stimmung eines Analyts, ausgewahlt aus der Gruppe
aus Glucose und Cholesterin, im wesentlichen beste-
hend aus
(i) einer bekannten Menge Glucose oder Cholesterin;
(ii) einem Additiv, welches eine Verbindung ist, die
eine Hydroxylamingruppe enthalt.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 4

100

90 '_t‘ ¥ i ¥
80 T v g}:ﬁd
701 Y ‘?A

i o
60 l‘

» PV
50 - ‘é
40 - & 25
A“i
30 1 Tay e
20 - A‘A %,; RN
10 A S ol N O
0 } } } { }
0 100 200 300 400 500

Hexokinase Glukose (mg/dl)

9/11

600



Korrelationsreflektion % R

100
90
80
70
60
50
40
30

20 7

10

DE 693 32 764 T2 2004.02.05

FIG. 5
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FIG. 6
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