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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinant exprimierte, einkettige Polypeptide, welche die Tropo-
nin-Untereinheiten | und C umfassen, sowie ihre entsprechenden genetischen Sequenzen.

TECHNISCHER HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Eine frGhe und genaue Bestimmung eines vermuteten akuten Herzinfarktes hangt in kritischer Weise
von einer empfindlichen und spezifischen Bestimmung der Quantitdten von freigesetzten intrazellularen Herz-
muskelkomponenten im Blut, Serum oder Plasma ab, um ein potentiell tddliches Ereignis, bei welchem ein Be-
darf an NotfallmaRnahmen besteht, von nicht lebensbedrohenden Erkrankungen wie Angina und nicht herz-
spezifischem Brustschmerz wie z.B. Dyspepsie zu unterscheiden. Die frihen Veranderungen im Elektrokardi-
ogramm sind weder in adaquater Weise spezifisch oder empfindlich genug und der medizinische Berufsstand
vertraut mittlerweile im Hinblick auf eine friihzeitige Diagnose von Herzgewebeverletzungen auf biochemische
Marker im Serum. Anfanglich wurden die Serummarker Kreatinkinase (CK) und insbesondere die herzspezifi-
sche CK-MB-Isoform verwendet und anschliefend Myoglobin als ein empfindlicherer Frihindikator einer Herz-
schadigung. In jlingerer Zeit wurden aufgrund ihrer hohen Spezifitat der herzspezifische Troponinkomplex und
seine Untereinheiten zu bevorzugten Markern von Herzmuskelschadigung. Diese Tests erlauben in Kombina-
tion mit anderen Markern fir Skelettmuskelschadigung einen hohen Grad an diagnostischer Genauigkeit. Falls
diese Tests in einer Krankenhaus-Notaufnahme durchgefihrt werden, stellt eine friihe und genaue Diagnose
einer Herzmuskelschadigung einen grof3en Vorteil fur ein vermutliches Opfer eines Herzanfalls dar.

[0003] Diagnostische Tests, welche herzspezifische Marker verwenden, werden beispielsweise in den
US-Patenten Nr. 5,604,105 und 5,290,678 beschrieben. Diese und andere Verfahren erlauben eine rasche Di-
agnose eines Herzinfarktes im Umfeld einer Krankenhaus-Notaufnahme und bringen signifikante medizinische
Vorteile fur die Patienten. In diagnostischen Tests, in welchen die Konzentration von Troponin-Untereinhei-
ten-Komplexen in Kérperflussigkeiten gemessen wird, werden haufig gereinigte Troponin-Untereinheiten oder
-Komplexe als Antigene fur die Herstellung von Antikérpern, welche in der Testprozedur verwendet werden,
verwendet, sowie gereinigte Untereinheiten oder Komplexe, welche als Kontrollsubstanzen und zur Kalibrie-
rung zur Durchfliihrung des Assays verwendet werden. Assay-Kalibrierungsmittel werden zur Herstellung einer
Verdiinnungsserie verwendet, in welcher eine Standardkurve tber den Betriebsbereich des Assays angefertigt
wird; Assay-Kontrollen werden verwendet, um zu bestatigen, dass das Assay angemessen arbeitet, indem si-
chergestellt wird, dass die Messwerte von im Voraus festgelegten Proben in akzeptierbarem Abstand von den
angegebenen Werten liegen. Um das Assay in annehmbarer Weise zu kalibrieren, missen die Troponin-Kon-
trollsubstanzen und -Kalibratoren stabil bleiben und in einer Form vorliegen, welche durch den Antikérper im-
munologisch detektiert werden kann.

[0004] WO-A97/39132 beschreibt ein Assay zur Messung der Troponin-Blutkonzentration unter Verwendung
eines rekombinanten Fusionsproteins, welches herzspezifisches Human-Troponin | und herzspezifisches Hu-
man-Troponin C enthalt, welche als ein einzelnes Protein exprimiert werden, worin der N-Terminus herzspezi-
fisches Human-Troponin | und der C-Terminus herzspezifisches Human-Troponin C ist.

[0005] Troponin ist ein Muskelprotein, welches in integraler Weise in der Kalzium abhangigen Regulierung
der Muskelkontraktion involviert ist. Troponin liegt sowohl im Herzmuskel als auch im Skelettmuskel als ein
nicht kovalent gebundener Komplex von drei Untereinheiten vor, namlich den Isoformen des Troponins C, d.h.
der Kalzium bindenden Untereinheit, dem Troponin |, d.h. der inhibierenden Untereinheit, und dem Troponin T,
welches den Troponin-Komplex am Tropomyosin lokalisiert. Unter geeigneten Bedingungen assoziieren die
Troponin-Untereinheiten in vitro spontan unter Bildung von nicht kovalent gebundenen Komplexen wie z.B.
Troponin | und C sowie Troponin |, C und T. Es existieren Unterschiede zwischen den Aminosaure-Sequenzen
der Troponin-Isoformen des Herzmuskels und des Skelettmuskels.

[0006] Im Falle einer Herzmuskelverletzung oder Nekrose tritt Troponin aus dem Herzgewebe in den Blut-
strom aus, wobei seine empfindliche Bestimmung bei der Diagnose eines Herzanfalls hilfreich ist. Die Unter-
schiede in den Aminosaure-Sequenzen zwischen den Herzmuskel- und Skelettmuskel-Isoformen der Tropo-
nin-Untereinheiten werden in diagnostischen Tests ausgenutzt, in welchen die herzspezifische Isoform der Tro-
ponin-Untereinheiten und -Komplexe gemessen wird. Es stehen diagnostische Tests fir herzspezifisches Tro-
ponin | zur Verfigung.
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[0007] Troponin | weist indessen eine inharent schlechte strukturelle Stabilitat auf und unterliegt proteolyti-
scher Spaltung durch Proteasen, welche in biologischen Proben vorhanden sind. Ein Troponin I-Standard, wel-
cher in einer Korperflissigkeitsmatrix hergestellt ist, unterliegt daher strukturellen Veranderungen und einem
Abbau und ist daher als Kalibrator oder Kontrollsubstanz ungeeignet. Darliber hinaus ist bekannt, dass die in-
harent stabileren Troponin-Komplexe bei der Lagerung dissoziieren und somit fiir einen proteolytischen Abbau
zuganglich werden. Im Falle des Troponin | muss dieses mit Troponin C komplexiert werden, um dessen Kon-
formationsstruktur und Stabilitat aufrecht zu erhalten; aufgrund der Natur der Affinitaten der Untereinheiten im
Komplex ist jedoch der Anteil an Troponin |, welcher in Form eines Komplexes vorliegt, konzentrationsabhan-
gig. Dies schrankt seine Verwendbarkeit als Assay-Kalibrator oder -Kontrollsubstanz ein. Das Ausmal der In-
teraktionen zwischen den Untereinheiten kann aus der Dissoziationskonstante K, [wie beispielsweise in Bio-
chemistry 33: 12729 [1994] berichtet wird] berechnet werden. Gemal Berechnung und experimenteller Mes-
sung wurde nur eine begrenzte Menge von Troponin | an Troponin C gebunden sein, was insbesondere in dem
Bereich gilt, in welchem dieses in Patienten-Serumproben gefunden wiirde, und somit den Konzentrationen,
fur welche Kalibratoren und Kontrollsubstanzen verwendet werden mussen. So ist beispielsweise bei 50 ng/ml,
was den oberen Bereich der meisten Troponin I-Assays darstellt, lediglich 10% des Troponin | an Troponin C
gebunden, wenn diese beiden Untereinheiten in einem Verhaltnis von 1:1 vorliegen. Bei einem 10fach héheren
Verhaltnis von Troponin C zu Troponin | sowie in der Gegenwart von zweiwertigen Kationen wurde lediglich die
minimale Stabilitdt des Komplexes in der Kalte (Larue et al., US-Patent 5,583,200) von "zumindest einem Tag"
beansprucht. wenn héhere Konzentrationen des Komplexes aufrecht erhalten werden, steigt der Assoziie-
rungsanteil an; nach einer Verdinnung auf eine Konzentration, welche zur Kalibrierung eines Assays notwen-
dig ist, dissoziieren die Untereinheiten jedoch und werden immunologisch instabil. Durch die Dissoziierung
werden die Untereinheiten sodann einem proteonem proteolytischen Angriff ausgesetzt, welcher den Nutzen
solcher Kalibratoren und Kontrollsubstanzen verringert.

[0008] Daher besteht ein Bedirfnis an stabilen Troponin-Kalibratoren und -Kontroll-substanzen, um den An-
sprichen der Industrie entgegen zu kommen.

[0009] Es wurden zahlreiche Troponin-Zusammensetzungen aus nattrlichen und rekombinanten Quellen be-
schrieben, welche Troponin | zusammen mit Troponin C enthalten. Malnic und Reinach (1994, Eur. J. Bio-
chem., v. 222, S. 49-54) stellten in vivo einen rekombinanten Komplex her, in dem alle drei Hihner-Skelett-
muskel-Troponin-Untereinheiten in ein oder mehrere Expressionsplasmide kloniert wurden. Innerhalb dieses
Expressionsvektors hatte jedes Troponin-Gen seinen eigenen Promotor und die Proteine wurden innerhalb ei-
nes Bakteriums als individuelle Troponin-Untereinheiten exprimiert, welche anschlieBend innerhalb des Bak-
teriums Komplexe bildeten. Fujita-Becker et al. (1993, J. Biochem., Band 114, S. 438-444) beschrieb die Re-
konstitution eines Kaninchen-Skelettmuskel-Troponin-Komplexes aus in E. coli exprimierten Untereinheiten.
Es konnte bei keinem dieser rekombinanten Produkte gezeigt werden, dass diese zur Verwendung als Diag-
nosetest-Standard oder -Kalibrierungssubstanz adaquate Stabilitdt aufweisen. Wie oben erwahnt wurde, sind
selbst die Komplexe aus Troponin-Untereinheiten nicht stabil und werden in einer Lésung nicht in groRem Um-
fang aneinander gebunden bleiben.

[0010] Wie weiter unten gezeigt wird, besteht eine prinzipielle Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, eine
stabile Troponin-Zubereitung fir Assays und andere Verwendungen zur Verfigung zu stellen, welche Troponin
I und Troponin C in einer einzelnen Polypeptid-Kette umfasst und als ein rekombinantes Konstrukt hergestellt
wird, welches in einem bakteriellen Expressionssystem als einzelnes Polypeptid exprimiert wird. Die vorliegen-
de Erfindung unterscheidet sich von Troponin-Untereinheiten und ihren Fragmenten, welche fir biochemische
Studien chemisch vernetzt wurden, wobei Verfahren wie z.B. Carbodiimid-Vernetzung und photochemische
Vernetzungschemie verwendet wurden, wie z.B, von Jha et al. (1996, Biochemistry, Band 35, S. 11026-11035),
Kobayashi et al. (1996, Biochem. Biophys. Acta, Band 1294, S. 25-30) und Kobayashi et al. (1995, Bioche-
mistry, Band 34, 5. 10946-10952) beschrieben wurden. In diesen Literaturstellen wurden spezifische Frag-
mente von unterschiedlichen Troponin-Proteinen chemisch zur Untersuchung der Konformation der Unterein-
heiten und ihrer natirlichen Wechselwirkungen in Troponin-Komplexen chemisch vernetzt.

[0011] Daher besteht ein Bediirfnis an einem Troponin-Material, welches die Stabilitatsanforderungen erfiillt,
leicht herzustellen und zu reinigen ist, und welches als ein Antigen und als Kontrollsubstanz und Kalibrator fur
Troponin-Assays verwendet werden kann. Da keine allgemein akzeptierte Kontrollsubstanz oder Kalibrator fur
Troponin existiert, ist es nicht moglich, diese Assays zwischen den einzelnen Laboratorien oder auch nur zwi-
schen den einzelnen Instrumenten zu standardisieren, weil jedes bestimmte Troponin-Assay zusammen mit
seinen Kontrollsubstanzen und Kalibratoren Ergebnisse produziert, welche dem Laboratorium und der Aus-
wahl der Assay-Komponenten zu eigen sind. Daher ist es gegenwartig nicht méglich, normale und abnormale
Bereich anzugeben, welche von allen Laboratorien oder Arzten anerkannt wiirden. Daher existiert ein Bed(irf-
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nis an universellen Kalibratoren und Kontrollsubstanzen, welche fir alle verfiigbaren kommerziellen Assay-In-
strumente verwendet werden kénnen.

[0012] Es wurde nun gefunden, dass ein einkettiges Polypeptid, welches herzspezifisches Human-Troponin
| und herzspezifisches Human-Troponin C umfasst, stabil und fir die oben genannten Zwecke geeignet ist.
Darlber hinaus muss dieses Produkt vom Fachmann leicht herstellbar sein. Die Leichtigkeit der Herstellung
maximiert die Reproduzierbarkeit der erfindungsgemafen Produkte.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Es ist eine prinzipielle Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein einkettiges Polypeptid bereitzustellen,
welches Troponin | und Troponin C umfasst. Die Anwesenheit von Troponin | und Troponin C in derselben Po-
lypeptid-Kette verleiht dem Produkt Konformationsstabilitdt und Immunostabilitat. Das einkettige Polypeptid
kann vorzugsweise eine Linker-Sequenz enthalten, die zwischen den Sequenzen von Troponin | und Troponin
C positioniert ist. Die Sequenz des Linker-Peptids ist so gewahlt, dass sie nicht die Tertiar-Struktur des Pro-
duktes und somit dessen im Vorgehenden benannten Anwendungen behindert. Ein einkettiges Polypeptid, in
welchem Troponin | und Troponin C verbunden sind, wahlweise mittels eines Linker-Peptids, ergibt ein stabi-
les, reproduzierbares und leicht zu reinigendes Material zur Entwicklung von Troponin-Assays, ein Antigen zur
Herstellung von Troponin-Antikdrpern sowie Material zur Verwendung als Kontrollsubstanzen und Kalibratoren
fur Troponin-Assays.

[0014] Das einkettige Polypeptid der vorliegenden Erfindung wird besonders einfach mittels Rekombinations-
methoden hergestellt, indem ein replizierbares Klonierungs- oder Expressionsvehikel wie z.B. ein Plasmid,
welches die genetische Sequenz des einkettigen Polypeptids tragt, hergestellt wird und eine Wirtszelle wie z.B.
E. coli mit dem Vehikel oder Plasmid transformiert wird und das Polypeptid mittels der Wirtszelle exprimiert
wird. Das einkettige Konstrukt enthalt vorzugsweise eine Linker-Peptidsequenz zwischen der Troponin | und
Troponin C-Aminosaure-Sequenz, wobei diese Sequenz mittels Rekombinationsmethoden eingefiihrt wird. Es
kdnnen bestimmte Modifikationen in der genetischen Sequenz der Troponin-Molekile vorgenommen werden,
und zwar mit oder ohne Veranderungen der nachfolgenden Aminosaure-Sequenz des Polypeptids, um die Ex-
pression des Polypeptids in der Wirtszelle zu verbessern. Diese Veranderungen haben keinen Einfluss auf die
Anwendung des einkettigen Polypeptids zur Verwendung fiir die oben genannten Zwecke.

[0015] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine genetische Sequenz fiir ein einkettiges
Polypeptid bereitzustellen, welche die genetischen Sequenzen von Troponin | und Troponin C umfasst. Die ge-
netische Sequenz kann weiterhin eine genetische Linker-Sequenz beinhalten, welche zwischen den geneti-
schen Sequenzen von Troponin | und Troponin C positioniert ist. Es kann eine Wirtszelle mit dem replizierbaren
Klonierungs- oder Expressionsvehikel transformiert werden, welches die oben genannte genetische Sequenz
enthalt. Wie weiter oben erwahnt wurde, kdnnen bestimmte Veranderungen der genetischen Sequenz der Tro-
ponine vorgenommen werden, um die Expression der Wirtszelle zu erleichtern.

[0016] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Wirtszelle bereitzustellen, welche ein
Klonierungs- oder Expressionsvehikel oder ein Plasmid enthalt, das die genetische Sequenz fiir eine einkettige
Polypeptid-Kette tragt und die genetischen Sequenzen von Troponin | und Troponin C umfasst und zur Expres-
sion eines einkettigen Polypeptids, welches Troponin | und Troponin C umfasst, befahigt ist.

[0017] Diese und weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden unter Bezugnahme auf die nachfolgen-
den Zeichnungen und die detaillierte Beschreibung naher erlautert.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0018] Fig. 1 zeigt die DNA- und Aminosaure-Sequenz (SEQ-ID-NR: 3 bzw. SEQ-ID-NR: 4) eines einkettigen
Polypeptids, welches Troponin | und Troponin C umfasst, die durch eine Linker-Peptidsequenz von 19 Amino-
saureresten getrennt sind. Die Nukleotide 1 bis 630 umfassen Troponin |, die Nukleotide 631 bis 687 umfassen
die Linker-Peptidsequenz und die Nukleotide 688 bis 1170 umfassen Troponin C.

[0019] Fig. 2 zeigt die Ergebnisse von stiindlich durchgefiihrten Troponin I-Assays eines Patienten, der einen
Herzanfall durchmacht. Das Troponin | wurde unter Verwendung der Stratus (R)-, Access(R)- und Opus(R)-As-
says gemessen.

[0020] Fig. 3 zeigt die bei 4°C gemessene zeitliche Stabilitat von verschiedenen Praparaten, welche Troponin
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[, d.h. rekombinantes Troponin I, einen nicht kovalenten Komplex von Troponin | und Troponin C und ein ein-
kettiges Polypeptid der vorliegenden Erfindung, welches Troponin | und Troponin C umfasst, enthalten.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0021] Die Messung des mit dem Herzmuskel assoziierten Proteins Troponin im Blutstrom hat sich als ein fru-
her und spezifischer Indikator fir einen vermuteten akuten Herzinfarkt erwiesen. Verfahren zur raschen und
genauen Bestimmung von Troponin und seiner Untereinheiten im Blut wurden und werden als solche zur Dia-
gnose von Herzanfallen unter Notfallbedingungen entwickelt, wodurch zahllose Leben gerettet wurden und
auch in Zukunft gerettet werden. Um indessen genaue und verlassliche diagnostische Assays zu entwickeln
und um die Validitat dieser Assays unter Verwendung von Assay-Kontrollsubstanzen und -Kalibratoren sicher
zu stellen, ist die Verfugbarkeit von stabilen, qualitativ hochwertigen herzspezifischen Human-Troponin-Kon-
trollsubstanzen und -Kalibratoren kritisch fur die Zwecke der Qualitatskontrolle und der Tests sowie als Tropo-
nin-Antigene zur Entwicklung von Antikérpern fir die Assays. Daruber hinaus ergeben, obwohl kommerzielle
Assay fur Troponin entwickelt wurden und noch entwickelt werden, diese Assays unterschiedliche Ergebnisse
fur dieselben Proben. Die verschiedenen Instrumente und Assay-Methoden fiir Troponin im Zusammenhang
mit dem Fehlen eines universellen Troponin-Standards hat die Entwicklung von allgemein akzeptierten Nor-
malbereichen und abnormalen Bereichen der Troponin-Konzentrationen verhindert, so dass die Interpretation
von Laborergebnissen verdunkelt wurde und klinische Tests unter Einbeziehung verschiedener Laboratorien,
welche herzspezifische Marker involvieren, verhindert wurde. Diese Probleme kénnen durch die Verfugbarkeit
von universellen Troponin-Kontrollsubstanzen oder -Kalibratoren geldst werden. Universelle Kontrollsubstan-
zen und Kalibratoren waren in allen verfigbaren Assays bestimmbar und kénnten verwendet werden, um die
von allen Troponin-Assays zur Verfiigung gestellten Messergebnisse zu standardisieren.

[0022] Zum Zwecke als stabile Kalibratoren und Kontrollsubstanzen von Troponin-Assays verbessert die vor-
liegende Erfindung die inharente Konformationsinstabilitdt und proteolytische Empfindlichkeit des freien Tro-
ponin | sowie die Instabilitdt der Assoziierung im Troponin |-Troponin C-Komplex. Diese Verbesserung besteht
in einem einkettigen Polypeptid, welches herzspezifisches Human-Troponin | und herzspezifisches Troponin
C umfasst. Die Troponin-Untereinheiten sind somit kovalent durch eine Peptid-Bindung verbunden und sind in
dem selben linearen Polypeptid angeordnet. Dieses Polypeptid stellt einen stabilen Troponin I-Troponin
C-Komplex zur Verfigung, um dem Bedurfnis der Industrie entgegenzukommen. Das einkettige Polypeptid
kann mittels Rekombinationsmethoden hergestellt werden und beinhaltet vorzugsweise eine Polypeptid-Lin-
ker-Sequenz, die zwischen den Troponin I- und Troponin C-Sequenzen positioniert ist. Die Ladnge und Sequenz
dieser Linker-Sequenz ist nur durch die Forderung limitiert, dass sie nicht die immunologische Detektierbarkeit
des Produkts und seine weiteren oben genannten Anwendungen behindert.

[0023] So kann beispielsweise eine Ausflihrungsform des einkettigen Troponin I-Troponin C-Polypeptids die
Troponin I-Sequenz am N-Terminus des Polypeptids umfassen, wobei der C-Terminus der Troponin I-Sequenz
mittels einer Peptid-Bindung mit dem N-Terminus der Troponin C-Sequenz verbunden ist. In einer zweiten, be-
vorzugten Ausfuhrungsform, in welcher eine Peptid-Linker-Sequenz zwischen den Troponin |- und Troponin
C-Aminosaure-Sequenzen positioniert ist, umfasst eine bevorzugte Anordnung die Troponin I-Sequenz am
N-Terminus des Polypeptids, deren C-Terminus mittels einer Peptid-Bindung mit dem N-Terminus des Lin-
ker-Peptids verbunden ist, wobei der C-Terminus des Linker-Peptids dann mittels einer Peptid-Bindung mit
dem N-Terminus der Troponin C-Sequenz verbunden ist. Ein Beispiel dieses Konstrukts ist die Aminosau-
re-Sequenz, welche in SEQ-ID-NR: 4 abgebildet ist. In diesem Beispiel ist die Aminosaure-Sequenz des Lin-
kers in der SEQ-ID-NR: 2 reprasentiert. Diese enthalt 19 Aminosauren.

[0024] Die Aminosaure-Sequenzen in den obigen Beispielen entsprechen den Nukleotid-Sequenzen der cD-
NA, die fir diese Polypeptide kodiert. Die genetische Sequenz im ersten Beispiel umfasst die genetische Se-
quenz von Troponin | am 5'-Ende der cDNA, wobei sich an dessen 3'-Ende unmittelbar das 5'-Ende der gene-
tischen Troponin C-Sequenz anschlief3t. In der bevorzugten Ausfiihrungsform, in welcher ein Linker zwischen
den Troponin |- und Troponin C-Sequenzen positioniert ist, beginnt das 5'-Ende der cDNA-Sequenz mit der
genetischen Troponin I-Sequenz, auf dessen 3'-Ende das 5'-Ende der optionalen, dazwischen positionierten
genetischen Linker-Sequenz folgt, auf dessen 3'-Ende das 5'-Ende der genetischen Troponin C-Sequenz folgt,
die am 3'-Ende der cDNA endet. Die genetische Sequenz des oben genannten spezifischen Beispiels wird in
der SEQ-ID-NR: 3 wiedergegeben. Die cDNA-Sequenz des Linkers wird in SEQ-ID-NR: 1 wiedergegeben.

[0025] Wie oben beschrieben wurde, ist die Auswahl der Lange und der spezifischen Sequenz des optionalen

Linker-Polypeptids nur dadurch limitiert, dass es nicht die immunologische Detektierbarkeit des Troponin | und
Troponin C im einkettigen Polypeptid behindert. Es wird angenommen, dass die Troponin |- und Troponin
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C-Segmente des einkettigen Polypeptids bei einer geeigneten Linker-Sequenz untereinander in ahnlicher Art
und Weise assoziieren wie sie dies in einem nicht kovalenten Troponin I-Troponin C-Komplex tun, und das die
Befestigung der Untereinheiten im einkettigen Polypeptid die Konformation der Assoziierung und damit eine
konsistente immunologische Detektierbarkeit des Troponins beibehalt. Darliber hinaus ist ein Troponin I-Tro-
ponin C-Komplex, welcher auf diese Art und weise stabilisiert ist, gegenliber einem proteolytischen Angriff in
der Anwesenheit von Kérperflussigkeiten und anderen Komponenten weniger empfindlich. In dieser bevorzug-
ten Ausflihrungsform wird ein Linker von ungefahr 6 bis ungefahr 50 Aminosauren (und einer entsprechenden
Anzahl von Kodons in der cDNA) im Hinblick auf eine einfache und 6konomische Herstellung bevorzugt.

[0026] Es wird bevorzugt, das einkettige Troponin I-Troponin C-Polypeptid der vorliegenden Erfindung mit ei-
nem relativ kurzen Linker-Segment herzustellen, da bei solchen Produkten eine geringe oder keine Interferenz
mit der Tertiarstruktur des Produktes vorliegt. Daher besteht eine geringe oder keine Interferenz mit der Ver-
fugbarkeit von Epitopen fiir eine Reaktion mit leicht erhaltlichen Antikérpern. Es ist bekannt, dass im gewohn-
lichen Troponin I-Troponin C-Komplex der Amino-Terminus der Troponin I-Komponente relativ nahe am Carb-
oxy-Terminus der Troponin C-Komponente angeordnet ist. Falls sich diese Einheiten jedoch ohne einen Linker
bilden, kann diese Nahe gestort werden und die resultierende Spannung in der Tertiarstruktur fihrt dazu, dass
einige Epitope nicht mehr fir eine Reaktion zur Verfligung stehen. In dhnlicher Weise kénnen Linker, welche
zu lang sind, die Tertiarstruktur modifizieren oder der Linker selbst kann einige Epitope verdecken.

[0027] Eine nutzliche Polypeptid-Linker-Sequenz ist beispielsweise (Gly,Ser),, welche eine flexible Pep-
tid-Sequenz darstellt, die es den beiden Untereinheiten erlaubt zu assoziieren. Um die genetische Sequenz
mit einem Linker zu konstruieren, sind an beiden Enden des Linkers zwei zusatzliche Codons anwesend, wel-
che bendétigt wurden, um eindeutige Restriktionsstellen zu schaffen, um das genetische Konstrukt des ge-
winschten einkettigen Polypeptids zu schaffen. In einem Beispiel kbnnen Codons, welche am N-Terminus des
Linkers Thr-Ser und am C-Terminus Ala-Cys entsprechen, beinhaltet sein. Somit kann ein geeigneter Linker
mit 19 Resten hergestellt werden (genetische Sequenz: SEQ-ID-NR: 1 und Peptid-SEQ-ID-NR: 2).

[0028] Es kdnnen rekombinante Verfahren verwendet werden, um die DNA-Sequenz herzustellen, welche die
Troponin-Untereinheiten und die optionale Linker-Sequenz umfassen, und um diese Sequenz in eine Wirtszel-
le einzuflihren, und es werden standardisierte Expressionsverfahren verwendet, um das rekombinante Poly-
peptid zu exprimieren und zu reinigen. Diese verfahren dhneln Verfahren, welche zur Herstellung von Fusions-
proteinen verwendet werden, welche beispielsweise fur zwei metabolisch gekoppelte Hefeenzyme, namlich Ci-
trat-Synthase und Malat-Dehydrogenase (Lindbladh et al., Biochemistry 33: 11692-11698 [1994]), beschrei-
ben werden; bei der Herstellung von einkettigen Polypeptiden, welche Antigen-Bindungsstellen von Antikor-
pern umfassen (US-Patent 4,946,778); sowie bei der Herstellung von Fusionsproteinen zum Phargen-Display
(US-Patent 5,516,637). Diese Verfahren sind dem Fachmann bekannt.

[0029] Fur den Fall, dass keine Linker-Sequenz gewiinscht wird, kénnen die Troponin I- und Troponin C-cD-
NA-Sequenzen mittels geeigneter Verfahren, die im Stand der Technik bekannt sind, miteinander verbunden
werden, wie z.B. dem SOE-Verfahren, in welchem Paare von teilweise tiberlappenden Primern verwendet wer-
den, das beispielsweise von Hu et al. (1996, Protein Expression and Purification 7: 289-293) beschrieben wird,
in welchem seltene Codons im herzspezifischen Human-Troponin T durch synonyme, verbreitete Codons er-
setzt wurden. Diese Verfahren sind ebenfalls dem Fachmann bekannt.

[0030] Das rekombinante Konstrukt wird als ein Expressions- oder Klonierungsvehikel oder Plasmid herge-
stellt und zur Expression in eine Wirtszelle eingefihrt. Verfahren zur Exprimierung von rekombinanten Protei-
nen sind im Stand der Technik bekannt. Sobald das einkettige Polypeptid exprimiert ist, kann es mittels stan-
dardisierten Protein-Reinigungsverfahren gereinigt werden.

[0031] Darlber hinaus kénnen die genetischen Sequenz von Troponin | und Troponin C modifiziert werden,
um die Expression des einkettigen Polypeptids in einem bakteriellen Expressionssystem zu verbessern. Diese
genetischen Veranderungen kdnnen aber brauchen nicht die Aminoséaure-Sequenz des Polypeptids veran-
dern. Wie im Stand der Technik bekannt ist, verringern seltene Codons, welche in einem Expressionsvehikel
vorhanden sind, die Effizienz der Expression; durch einen Austausch dieser Codons durch synonyme, verbrei-
tete Codons wird die bakterielle Expression verbessert (was beispielsweise im Hinblick auf Troponin | in der
gleichzeitig anhangigen, am 23. Mai 1997 hinterlegten Anmeldung mit der Serien-Nr. 08/862,613 und in den
oben erwahnten Verfahren von Hu et al. beschrieben wird). Zusatzlich verbessert der Anschluss einer kurzen
Nukleotid-Sequenz am 5'-Ende der Troponin I-cDNA (wie dies in der Anmeldung mit der Serien-Nr. 08/862,613
beschrieben wird) die bakterielle Expression und stellt ein Troponin I-Polypeptid mit sechs zusatzlichen N-ter-
minalen Aminosauren zur Verfligung. Diese optionalen Veranderungen zur Verbesserung der bakteriellen Ex-
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pression schmalern nicht den Nutzen des einkettigen Polypeptids flir die oben genannten Zwecke.

[0032] Es sind mehrere Troponin I-Assays kommerziell erhaltlich, welche alle unter Verwendung verschiede-
ner Formate, Instrumente und Assay-Kontrollsubstanzen und Kalibratoren operieren. So verwendet beispiels-
weise das Stratus(R)-Troponin I-Assay von Dade einen monoklonalen Einfang- und einen monoklonalen De-
tektor-Antikdrper. Das Kalibrator/Kontroll-Substanz-Material ist ein N-terminales Peptid aus herzspezifischem
Human-Troponin |. Der Operationsbereich des Assays liegt bei 0 bis 50 ng/ml, wobei die Empfindlichkeit 0,6
ng/ml betragt und der cutt-off-Wert 1,5 ng/ml betragt. Das Access(R)-Troponin I-Assay von Sanofi verwendet
ebenfalls einen monoklonalen Einfang- und einen monoklonalen Detektor-Antikdrper, wobei indessen der Ka-
librator/die Kontrollsubstanz ein Komplex aus nativem herzspezifischem Troponin | und Troponin C ist. Dieses
Assay hat einen Betriebsbereich von 0 bis 50 ng/ml, eine Empfindlichkeit von 0,03 ng/ml und einen cut-off-Wert
von 0,1 ng/ml. Das Opus(R)-Troponin I-Assay von Behring verwendet polyklonale Anitkérper sowohl als Ein-
fang- und Detektor-Antikérper und hat einen Bereich von 0-300 ng/ml, eine Empfindlichkeit von 1 ng/ml und
einen cut-off-Wert von 2 ng/ml.

[0033] Aufgrund der Unterschiede in den Methoden und Komponenten der oben genannten Assays sowie der
Kalibratoren/Kontrollsubstanzen kénnen diese nicht zwischen den Assays ausgetauscht werden. So sind bei-
spielsweise die Kalibratoren/Kontrollsubstanzen des Stratus(R), welche ein N-terminales Peptid des herzspe-
zifischen Troponin | verwenden, in den Access(R)- und Opus(R)-Assays nicht detektierbar, da die Antikorper
der letztgenannten Assays nicht auf denselben N-terminalen Peptidanteil des in den Kontrollsubstanzen/Kali-
bratoren verwendeten Troponin | gerichtet sind. Andererseits ergeben die Kontrollsubstanzen des Ac-
cess(R)-Assays, welche im Access(R)-Assay mit der héchsten Empfindlichkeit und dem hdchsten cut-off-Wert
aller drei Assays detektierbar sind, einen etwa vierfach hdheren Messwert im Opus(R)-Assay. Im Gegensatz
dazu werden die Kontrollsubstanzen des Opus(R)-Assays im Stratus(R)-Assay nur schlecht nachgewiesen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass es nicht mdglich ist, die Kalibratoren/Kontrollsubstanzen der Assays zwischen
den Assays untereinander auszutauschen, und dass die Werte, welche von den Kontrollsubstanzen des As-
says eines Herstellers erhalten werden, nur zur Interpretation von Messungen, die auf dem selben Assay
durchgefiihrt werden, herangezogen werden kénnen. Das Vorliegen dieser schlechten Relation wird weiterhin
durch die in Fig. 2 gezeigte grafische Abbildung untermauert, welche die unter Verwendung der Access(R)-,
Stratus(R)- und Opus(R)-Assays bei einem einen Herzanfall durchmachenden Patienten nacheinander ge-
messenen Troponin I-Konzentrationen zeigt. Obwohl, wie gezeigt wird, alle drei Assays einen unterscheidba-
ren Anstieg und Abfall der Troponin I-Konzentrationen innerhalb der ersten und der sechsten Stunde anzeigen,
sind die absoluten Troponin I-Werte zu jedem Zeitpunkt hochst unterschiedlich.

[0034] Diese groRen Unterschiede kdnnen der Individualitat der Assays sowie ihrer Kalibratoren/Kontrollsub-
stanzen zugeordnet werden, wie oben ausgefihrt wurde.

[0035] Ein einkettiges Polypeptid nach der vorliegenden Erfindung, welches Troponin | und Troponin C um-
fasst, kann auflerdem zur Reinigung von Proteinen und anderen Substanzen einschlieBlich Antikérpern mit ei-
ner Affinitat zur Bindung an Troponin | oder Troponin C verwendet werden. Das einkettige Polypeptid der vor-
liegenden Erfindung kann beispielsweise kovalent an eine unlésliche Matrix oder ein Polymer gebunden und
in einer Chromatographiesaule angeordnet werden. Man kann einen Zell- oder Gewebeextrakt, bei welchem
der Verdacht besteht, dass er ein Material, welches Troponin bindet, oder ein gegen Troponin herangezogenes
Antikérper-Praparat enthalt, durch die Saule durchlaufen lassen, wobei dieses am kovalent gebundenen Po-
lypeptid anhaften wiirde. Nach einem waschen der Matrix kann das anhaftende Material unter Verwendung ei-
ner konzentrierten Salzl6sung, eines chaotropen Mittels oder unter Anwendung von bei der Proteinreinigung
verwendeten standardisierten Verfahren eluiert werden.

[0036] Ein einkettiges Polypeptid der vorliegenden Erfindung kann au3erdem fiir die Herstellung von mono-
klonalen oder polyklonalen, gegen Troponin gerichteten AntikOrper nitzlich sein, wobei standardisierte Verfah-
ren zur Immunisierung von Tieren oder zur Herstellung von Hybridoma-Zellen verwendet werden.

[0037] Das einkettige Polypeptid der vorliegenden Erfindung, welches Troponin | und Troponin C umfasst,
kann fur die Herstellung empfindlicher Troponin-Assays und die Kalibrierung solcher Assays verwendet wer-
den. Wie in den nachfolgenden, nicht limitierenden Beispielen gezeigt wird, zeigt das einkettige Polypeptid eine
im Vergleich zu anderen Troponin-Kalibratoren tberlegene Leistung.
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Beispiel 1
Expression eines einkettigen herzspezifischen Human-Troponin I-Troponin C-Polypeptids in E. coli

[0038] Es wurden cDNAs fir herzspezifisches Human-Troponin | und Troponin C mittels der Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) kloniert, wobei Primer verwendet wurden, welche an Hand der veréffentlichten herzspezifi-
schen Troponin I-cDNA-Sequenz (Vallins et al., FEBS Letters 270, 57-61 (1990]) und der Troponin C-Sequenz
(GenBank AC: C07897) entwickelt wurden. Der C-Terminus der Troponin I-cDNA wurde mit dem N-Terminus
der Troponin C-cDNA Uber einen synthetischen Linker verbunden, welcher flr (Gly,Ser), kodiert [Gen- und
Peptid-Sequenz nach SEQ-ID-NR: 1 bzw. SEQ-ID-NR: 2] mit einer an jedem Ende konstruierten eindeutigen
Restriktionsstelle. Das einkettige Troponin |-C-cDNA-Konstrukt wurde mittels DNA-Sequenzierung bestatigt
und in den Expressionsvektor pET21 (Novagen) kloniert. E. coli-BL21(DE3)-Zellen, welche auch von Novagen
erhaltlich sind, wurden mit dem resultierenden Plasmid transformiert und die Protein-Expression wurde sowohl
mit SDS-PAGE und Immunoassays verifiziert. Das oben beschriebene einkettige Polypeptid hat ein Moleku-
largewicht von 43.700 Dalton. Die Gen- und Polypeptid-Sequenzen sind in SEQ-ID-NR: 3 bzw. SEQ-ID-NR: 4
wiedergegeben.

Beispiel 2
Stabilitdt und Nutzen des Polypeptids im Troponin-Assay
[0039] Das in Beispiel 1 beschriebene einkettige Troponin I-C sowie ein aus nativem herzspezifischem Tro-
ponin | und Troponin C gebildeter Komplex wurden mit den Assays Stratus(R) und Access(R) ausgewertet,

wobei bei jedem Assay die jeweiligen, vom Hersteller angegebenen Verfahren befolgt wurden. Die Resultate
sind wie folgt:

Troponin- Stratus(R) Access(R)
Zusammensetzung (ng/ml) (ng/ml)
Nativer, herzspezi- 7,9 5

fischer Troponin I-
Troponin C-Komplex

Einkettiges Poly- 8 3,8
peptid, umfassend
Troponin I und Tro-
ponin C nach Bei-
spiel 1

[0040] Diese Ergebnisse zeigen, dass das einkettige Polypeptid, welches Troponin | und Troponin C umfasst,
Resultate ergab, welche den Resultaten fiir den nativen, herzspezifischen Troponin I-Troponin C-Komplex ah-
nelten, wobei das Stratus(R)-Assay sich dahnelnde héhere Werte und das Access(R)-Assay sich ahnelnde
niedrigere Werte produzierten.

Beispiel 3
Stabilitat des einkettigen Troponin I-C-Polypeptids

[0041] Die Stabilitat von drei Praparaten, welche Troponin | enthielten, wurde wahrend einer 7-tagigen Lage-
rung bei 4°C verfolgt. Die Praparate waren (1) rekombinantes, mittels standardisierter Verfahren hergestellte
Troponin [; (2) ein nicht kovalent gebundener Komplex von rekombinantem Troponin | und rekombinantem Tro-
ponin C und (3) das in SEQ-ID-NR: 4 gezeigte einkettige Polypeptid, welches Troponin | und Troponin C mit
einem dazwischen positioniertem Linker-Peptid umfasst. Der nicht kovalent-gebundene Komplex von rekom-
binantem Troponin | und rekombinantem Troponin C wurde mittels den in unseren US-Patenten Nr. 5,834,210
und 6,060,278, hinterlegt am 31. Oktober 1997, veréffentlichten Verfahren hergestellt.

[0042] Kurz gesagt, es wurde herzspezifisches Human-Troponin C und modifiziertes Troponin | in E. coli ex-
primiert. Das Troponin | war als rekombinantes Produkt mit sechs zusatzlichen N-terminalen-Aminosaure-Se-
quenz konstruiert, um seine Expression zu erhéhen; das Troponin C wurde in seiner nativen Aminosaure-Se-
quenz exprimiert. Das modifizierte Troponin | wurde in Gegenwart von Harnstoff mit Troponin C, CaCl, und
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MgCl, kombiniert und vorsichtig geschdittelt, um die Bildung des Troponin I-Troponin C-Komplexes zu férdern.

[0043] Die drei Praparate wurden in normalem Humanserum gelagert. Das Troponin wurde unter Verwen-
dung des Stratus Il (R)-Assays von Dade bestimmt.

[0044] Wie in Fig. 3 gezeigt wird, weisen das rekombinante Troponin | und der rekombinante Komplex inner-
halb einer 7-tagigen Periode unterschiedliche Detektierbarkeiten auf, wobei die Detektierbarkeit des ersteren
zunachst ansteigt und dann abfallt und die Detektierbarkeit des letzteren im Verlauf der Testperiode langsam
ansteigt. Diese Praparate waren somit instabil. Dem gegeniber blieb die immunologische Detektierbarkeit des
einkettigen Troponin I-Troponin C-Peptids innerhalb der Testperiode konstant, was die Stabilitat dieses Mate-
rials demonstriert.

Patentanspriiche
1. Einkettiges Polypeptid, welches ein herzspezifisches Troponin | am N-Terminus umfasst, welches durch
eine Peptidlinkersequenz mit einem herzspezifischen Troponin C am C-Terminus verbunden ist, wobei die Se-

quenz des Peptidlinkers in SEQ-ID-NR: 2 spezifiziert ist.

2. Einkettiges Polypeptid nach Anspruch 1, wobei das einkettige Polypetid die in SEQ-ID-NR: 4 spezifizier-
te Sequenz umfasst.

3. Polynukleotid, welches das einkettige Polypeptid nach Anspruch 1 kodiert.

4. Polynukleotid nach Anspruch 3, wobei das kodierte einkettige Polypeptid die in SEQ-ID-NR: 4 spezifi-
zierte Sequenz umfasst.

5. Polynukleotid nach Anspruch 4, wobei das Polynukleotid die in SEQ-ID-NR: 3 spezifizierte Sequenz um-
fasst.

6. Klonierungs- oder Expressionsvektor, welcher das Polynukleotid nach Anspruch 3 umfasst.

~

. Mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 6 transformierte Wirtszelle.
8. Wirtszelle nach Anspruch 7, bei welcher es sich um E. coli handelt.

9. Kontroll- oder Kalibrator-Zusammensetzung fiir ein Troponin |-Assay, welche das einkettige Polypeptid
nach Anspruch 1 umfasst.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen

9/15



DE 698 32299 T2 2006.08.10

Anhangende Zeichnungen

88¢C

ove

e61

144

96

8Y

STt
nay dsy uro
OLL J¥9 OYO

sAD bay Iyl
991 390 J0V

nyo bay nIo
OV VYOO 9vdD

S9
uyn naq sin
OV D11, VWY

0S
n{o ayy eyv
DY9 9O¥ 209

St
oxa tiv oxg
¥JIJ Y29 1D

nen

198§
JOV

08
nan

Bay
OV

Iy
I¥d

bav
D90

(1341
nio e|1vY syd A1
YD 509 JLl I9O

S6
ne3 1Y Bay A1
L] 1239 390 999

nTo uld sA1 eIV
O¥D WYO SVY YOO
09
x9S vlyY 313§ a1l
501 J29 221 JIvV

14

eIV Bbay 1AL usy

139 200 OVl OvY

ot
oxd ni1d bay elv
12D YYD DOY 1I9D

nen

sK1q
ovyY

SL
211
LLY

sk
VY

198
0L

elv
999

V1'9Old

K19

06
nio
ovo

uro
ovo

138
A Ao A

19s
0L

dsy
'A D

SOt
ety
239

ATO
Vo9

nan
LD

skn

bay
200

St
128

OV

nan

By

nan
2LJ

sAn

oY
Bxy

290

las
AL

nio
ovo

bxy

nan
A e

SS
skn

ovv

Bay
A ) 4

K19
199

na1
(2 fle)

nio
ovo

oL
ayg
LoY

ety
929

211
ALV

dsy
) D)

oxad
933

S8
nyo
ovYd

17,91
1) 4 4

STH
o) fo)

oa4d
A foN

e1vy
229

00t
ulo
ovd

ety
909

nan
olLd

oxd
230

eTv
30

114
AN
OLY

10/15



DE 698 32299 T2 2006.08.10

144

9LS

82s

08y

zev

1419

gt¢e

8yq sA1l
Ll OvY

1) &4
bay dayg

J92 951

c61
TeA uyd
910 9vO

A19 ne1q

neq 1y
51D 20V

nan dsy
oLd IO

0¢T
1K), Bay
NI YOV

YA 4
si

dsy
VD

8A1
ovY

nen
2Ld

oxd
ole e

Syl
etV
\ fo1)

nid
ovd

si1
ovy

A1
Voo

nan
LD

ely
995

097
Bxy

0 )

o111
LLY

nid
¥Yvo

Bay A9 nid

200

1 8:7)1

STH
o) Jo/

oLl

uioe
Ovo

8A1
)44

nid

dsy
BA &

00 OVYO

S02
n1o bay
oY 990

o6Y
elv bBay
2209 9D

AW ISN
LY O1V

aya sA1
LLL VY

YL eI
O0Y J1v

YA S
1eA S&1
21O OYVY

oze
%R
oLvY

usy
o) 4 4

nen
(2] Ao

ety
239

A1
299

opl
usy

o) 4 4

dsy
ol D

A1
')

nyo

dsy
¥D

dsy
hA D

Sst
bay

vOo

sk
12) 4 4

TeA
oLo

1es
JOV

sk
ovvY

na
oL)

oLY
ey
A fo o}

nan
Lld

vy,

NV

Bay
19D

g1"9ld

naq
oLd

nio
ovd

s81
138

ol A

E Y
LAL

dsy
o) £)

TeA
ALO

ey
209

eIV
\¥o0

ooz

UL
NV

n1o
ovo

o1I
ALY

ayg

(7Y

ozt
STH

o) M)

S1¢
dsy

VO

dsvy
o) (2]

sA1
o

bay
DoOvY

L] @
LV

StT
ety
A {o0)

na“f
LI

a1
ALY

no
ovd

elv
J1JD

TeA
2195

0ST
sk

owv

nio
21 £2)

uio
ovo

usy
o) 4§

sAn
ovvY

bay
2990
S91

bay
vov

utod
) fo)

o1x
v

Bay

sk
oYY

sk
ovvY
081

ety
209

bxy
590

Iyl
LoV

dsy
o) 1)

sAO

¥DO. DAL

11/15



DE 698 32299 T2 2006.08.10

(441

v98

978

89L

ozL

L

dsy oua
IVO LIl

nid uIld
V9 SYO

062
sk1 A1

Ovv 009
SLT

ayd a1l
2LL OIN

uyo Yo
oY) OVYO

Ko Ao

(144
dsy Tea
ovD 919

So¢
na1 nNIo
LD 9VO

neq nro
o1D VO

dsy eyd
J¥9 JLL

TeA elv
Y19 900

ove
xag A1o

399 199 IJL 199

ayy Ao
20V 099

nyo oxg
ov9 1LJD

sA7 Iyl
OvY 2DV

oLe
eIy ety
J39 Y25

314
eIvY sA1
10D oWV

A1 L1
999 999

xas A19
J9Y 299

00¢
Iyl oxg
V¥ 220

582
13§ 11
29V OLY

sA7 aya
SVY DLl

2A oTx
VL JLY

A1 ass
499 1LaL

cle
dsy

o) 1

usy
o) 4 4

sAD
2} A

n{o
ovd

asy
vd

(%4
K19
199

1914

"o
ovo

uid
ovO

A1
oTar)

usy
BA 4

0s¢
dsvy
1Yo

L19
L9

dsy teA
o¥S 919

K19 ne7
999 910

082
dsy n1o
1vo ovd

92
sk uro
Y¥V OVD

@R sAD
OLY 09L&

A19 A1d
199 199

nio
ovd

S62
A8k
oLV

ety
139

nio
ovod

L2
 fo)]

x98
1oV

ote
dsy

LD

bxy
123§

A1
299

nio
wvo

1S
1oL

0z
ayy,
LoV

a1
A

oK
v

nan
AN

2y,
vov

SYe
S &
199

38§
] ¢

A9
AR

TeA
RAR

1eA
215

09¢
nan
212

A1
199

nio
5vo

12/15



DE 698 32299 T2 2006.08.10

€L

(499 8

polt

9501

8007

096

no neq
OY9 91D

dsy si1
VO DY
oLt

elY uyd
120 OVYO

usy sk1
VY WvvY

K19 sk

‘00D YWY

nd

00Y
nyo dsy

XAy dsy

AL OYO L¥O INI OVD

1114
el |
o

nen
oL

dsy
o) 0]

aes
o2 ) {

ne1 n1od
10 SYO

38R B
OLY VIY

ayd 9N

Stt
dsy dsy

VYO OVWO

niod e1x
OvO J1Vv

59¢

skq nen
ovvY 91D

6ay oyd

sk1 J8p
ovvY OLY

°lI
ALY

08¢
dsy

o) {2

nio
ovd

nen
o \ e}

sk
9L

oty

oYl

S6¢
Bay A9
390 099

dsy n1o
oVD 5¥O

dsy nan
VD BLO

dsy 198§
VYO IIL

ott
Bavy 1eA
990 41D

al oOld

nio tea
o9v¥d 219

dsy usy
VD OVWY

Iyl °11
OO¥Y JIV

09€
dsy 811
oVD OLY

na1 n1o
L) OYD

IR IBK
oLY OI¥

A1o

usy
o) 4 4

SLE
ayy,
OV

AL
VL

nio
ovd

TeA
21O

8A1
vy

06¢
541

ovv

nto
ovd

N )
209

nio
ovd

nanq
A o)

Sov
e oyd
9LV JLL

dsvy A1
J¥D VOO

K19 1y
299 WOV

dsy e1v
I¥D 139

138 SAn
Lol YV

144
ayd nyo
JLL SO

13/15



DE 698 32299 T2 2006.08.10

FIG. 2

Vergleich der Serum-cTnl-Assays

Seriennummer der Patientenprobe (zeitlicher Verlauf)
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FIG. 3

Vergleich der Immunstabilititen verschiedener Tni-Formen
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