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(57) Objekt der Erfindung ist die quantitative Bestimmung eines Serumproteins, genannt C-reaktives Protein. Thr
Anwendungsgebiet ist die klinische Laboratoriumsdiagnostik, da die Konzentration des CRP im Serum und anderen
Korperfliissigkeiten Rickschlisse zuldBt auf den gesundheitlichen Zustand der untersuchten Patienten bzw. auf den
gesundheitlichen Zustand von Tieren. Die Konzentrationsbestimmung wird durchgefiihrt als Ligandassay, d. h., ohfine
die Anwendung von spezifischen Antikérpern, wie sonst in derartigen Testen {iblich (Immunoassays). Durch das hier
beschriebene Verfahren werden mehrere Nachteile beseitigt, die die bislang durchgefihrten Teste besitzen. Es
entfallt die aufwendige und den Einsatz von Tiermaterial bendtigende Erzeugung von spezifischen
Antiseren/Antikdrpern. Es ergeben sich merkliche Vereinfachungen bei der Testausfiihrung, insbesondere was die
Verdiinnung der Proben anbetrifft, der Test ist bedeutend schneller als die Antikdrperassays und schlieBlich ist das
Verfahren kostengiinstig, da die Reaktanten relativ einfach hergestellt werden kénnen. Das Verfahren ist dadurch
charakterisiert, daR markiertes CRP, das in konstanter Menge zugegeben wird, mit dem Proben-CRP um die ’

- Bindungsstellen an einem Ligand-Tragerkonjugat konkurriert. Nach Inkubation und Abtrennung der ungebundenen
Molekiile ergibt sich mit Hilfe einer Standardkurve die gesuchte Konzentration in der Probe.
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Patentanspruch:

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von C-reaktivem Protein (CRP), dadurch gekennzeichnet,
dal3 das CRP mit Ligand-Trégerkonjugate bei 0 bis 45°C, vorzugsweise 20°C, innerhalb von 5 bis
120 min reagiert. .

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR als Ligand-Trégerkonjugate Galaktane,
Polykationen und Polyanionen, Histone, Protamine, Nucleinséuren, Aminoalkyl- bzw. mono-, di-,
tri-AlkyIaminoalkylphosphorylverbindu ngen, vorzugsweise B-Aminoalkylphosphoryl-Konjugate
eingesetzt werden. '

Anwendungsgebiet der Erfindung

Verbrennungen, Gewebsuntergangen.
Durch die Bestimmung der Konzentration des CRP erhilt der Kliniker Hinweise auf den Zustand eines Patienten, da bei
Gesundung Normalwerte erreicht werden. Hauptsichliche Anwendungen sind z.Z. Erkennen und Beurteilen von

Infektionen.
Anwendungsgebiet ist daher die klinische Laboratoriumsdiagnostik. Da Wirbeltiere in ahnlicher Weise reagieren, ist das
Verfahren auch fiir die Uberwachung von Tierbestanden und die Beurteilung des Zustandes von Tieren geeignet.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

radioaktiver Zerfallsprozesse, Substratreaktionen mit anschlieRender optischer Auswertung, Fluoreszenzuntersuchungen oder
Messung der Chemilumineszenz erreicht. Die Empfindlichkeit der Methoden ist hoch, die MeRbereiche liegenin

Versuchszeiten relativ lang, d.h., die Tests dauern mehrere Stunden bzw. Tége. Antikérpertests fiihren bej niedrigem Titer und
hoher Rheumafaktorkonzentration zu falsch erhéhten Werten. Am Beispiel des CRP in Gegenwart von Rheu mafaktoren wurde
dies beschrieben von J. Highton und P. Hessian, J.Immunol. Meth. 68 (1984) 185-192, Immunoassays sind relatjv teuer, da die
Herstellung, Aufarbeitung und Speziﬁtétsuntersuchung von Antiseren bzw. Antikdrpern aufwendig ist. Es ist der Einsatz von
Tiermaterial notwendig. Das gleiche trifft zu bei der Anwendung von monoklonalen Antikérpern.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein einfaches, schnelles und kostenglinstiges Verfahren zur quantitativen Bestimmung des CRP 24
entwickeln, wobei gleichzeitig eine richtige Konzentrationsbestimmung bei Problemseren (hohe Konzentration an
Rheumafaktoren) méglich ist. )

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung des CRP zu entwickeln, indem die
Nachteile der bisherigen Verfahren vermieden werden durch die Anwendung neuer Bindungspartner unter Vermeidung von
Antikdrpern bzw. Antiseren. Das Verfahren hat weiterhin die Aufgabe, praktikabel zu sein und die Untersuchung groRer
Probenmengen mit vertretbarem Aufwand zuzulassen. ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelést, indem das CRP mit
Liganden folgender chemischer Strukturen: Galaktane {galaktosehaltige Polysaccharide), Polykationen und Polyanionen,
Bindung an Histone, Protamine, Nucleinséuren, Aminoalkyl- bzw. mono-, di-, tri-AIkylaminoaIkylphosphorylverbindungen,
Cu-haltige Proteine. Als besonders vorteilhaft hat sich der Einsatz von B-Aminoalkylphosphoryl-Trégerprotein-Konjugaten zur
Bestimmung von C-reaktivem Protein erwiesen.

Das Verfahren ist weiterhin gekennzeichnet durch einen Temperaturbereich von 0 big 45°C, vorzugsweise 20°C, und einer

Normbereich bis 8mg/l bei gesunden Erwachsenen. Der MeRbereich des Tests liegt zwischen 0,03 und 0,50 mg/l. In diesem
Bereich betragen die Variationskoeffizienten unter 15% in der Serie und rund 13-18% von Tag zu Tag bei dem im
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. Anwendungsbeispiel beschriebenen Beispiel. Die Ligand-Trager-Konjugate kénnen mit Hilfe von Kopplungsreaktanten bzw.
durch unspezifische Bindung hergestellt werden, als praktikabel hat sich die Kopplung von Tragerprotein (z.B. Albumin, -
Globulin, Ferritin) an B-Aminoalkylphosphat mittels Glutaraldehyd und anschlieRender Reduktion mit Natriumborhydrid
erwiesen. :

Ausfiihrungsbeispiel

Kompetetiver Ligandassay zur Bestimmung von C-reaktivem Protein unter Verwendung von Ligand-Protein-Konjugat

Aus B-Aminoethylphosphat und Tragerprotein wird unter Verwendung von Glutaraldehyd ein Ligand-Protein-Konjugat
hergestellt und mittels 0,1m Karbonatldsung, pH = 9,5, auf eine Konzentration von 3,2mg/l verdlinnt. Diese Lésung wird zur
Festphaseadsorption in geeignete Tragermaterialien Uberfiihrt. Die Inkubation wird iber Nacht bei 4°C ausgefiihrt.
Anschliefend wird die Flussigkeit entfernt und die Tréger bei —20°C bis zum Gebrauch gelagert. Es werden Standard-und |
Probenverdinnungen in Calziumpuffer (0,02m) pH = 7,3, im Verhaltnis 1:50 angefertigt. Auf einer nichtbenetzten
Mikortiterplatte werden gleiche Mengen dieser Proben und einer Ldsung von 0,32 mg/! Peroxidase-C-reaktives-Protein-Konjugat
in Calziumpuffer gemischt. Stehen die Mischungen zur Verfligung, so werden sie in einheitlicher Menge innerhalb einer Minute
in die entsprechenden benetzten und gewaschenen Trigermaterialien Giberfiihrt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Entfernen der Losung und dreimaligem Waschen wird die Substratreaktion mit o-Phenylendiamin/H,0, durchgefiihrt und
nach 5min mit Schwefelsdure (1 m/l) gestoppt, die Extinktion am Mehrkanalphotometer resp. Spektrophotometer gemessen,
die Eichkurve auf halblogarithmischem Papier gezeichnet und die Konzentration der Proben ermittelt. ’
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