woO 2007/128570 A2 |00 0 0000 0 O

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
15. November 2007 (15.11.2007)

PO

(10) Internationale Veroiffentlichungsnummer

WO 2007/128570 A2

(51) Internationale Patentklassifikation:
GOIN 33/574 (2006.01) GOIN 33/68 (2006.01)
GOIN 33/576 (2006.01)

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2007/004063

(22) Internationales Anmeldedatum:
8. Mai 2007 (08.05.2007)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Verotfentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritét:

102006 021 406.4 8. Mai 2006 (08.05.2006) DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme
von US): B.RAAHM.S AKTIENGESELLSCHAFT
[DE/DE]; Neuendorfstr. 25, 16761 Hennigsdorf (DE).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): BERGMANN, An-
dreas [DE/DE]; Baumlduferweg 47, 12351 Berlin (DE).
STRUCK, Joachim [DE/DE]; Zerndorfer Weg 52A,
13465 Berlin (DE). MORGENTHALER, Nils, G.
[DE/DE]; Heiligenseestrasse 121 F, 13503 Berlin (DE).

(74) Anwalt: ANDRAE FLACH HAUG; Balanstrasse 55,
81541 Miinchen (DE).

(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,

AM, AT, AU, AZ,BA, BB, BG, BH, BR, BW,BY, BZ, CA,
CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG,
ES, F1, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL,
IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO,
RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, TM,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.
(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
7ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC,
MT, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF,
CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
TG).

Veroffentlicht:

ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu ver-
dffentlichen nach Erhalt des Berichts

mit dem Sequenzprotokoliteil der Beschreibung in elektro-
nischer Form getrennt verdffentlicht; auf Antrag vom In-
ternationalen Biiro erhdltlich

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co-
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguliren Ausgabe der
PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title: IN VITRO METHOD FOR THE IDENTIFICATION AND EARLY IDENTIFICATION AND FOR THE CONCOMI-
TANT MONITORING OF THE THERAPY OF DRUG- AND ADDICTIVE SUBSTANCE-INDUCED LIVER DAMAGE

(54) Bezeichnung: IN VITRO VERFAHREN ZUR ERKENNUNG UND FRUHERKENNUNG UND ZUR BEGLEITENDEN
KONTROLLE DER THERAPIE VON ARZNEI- UND SUCHTMITTELINDUZIERTEN LEBERSCHADEN

(57) Abstract: In vitro method for the identification and early identification and for the concomitant monitoring of the therapy
and cure of in particular drug-induced or addictive substance-induced liver damage, in which the occurrence of the human enzyme
carbamoyl synthase 1 (CPS 1) or its concentration is determined in serum or plasma samples from patients who are being or have
been treated with potentially liver-damaging drugs, or from people who take harmful stimulants and addictive substances or are

exposed to hepatotoxic substances.

(57) Zusammenfassung: In vitro Verfahren zur Erkennung und Fritherkennung und zur begleitenden Kontrolle der Therapie und
Heilung von insbesondere arzneimittelinduzierten oder suchtmittelinduzierten Leberschéden, bei dem man in Serum- oder Plasma-
proben von Patienten, die mit potentiell leberschiddigenden Arzneimitteln behandelt werden oder wurden, oder von Personen, die
schédliche Genuss- und Suchtmittel zu sich nehmen oder gegen lebertoxische Substanzen exponiert sind, das Auftreten des humanen
Enzyms Carbamoylsynthase 1 (CPS 1) oder dessen Konzentration bestimmt.



WO 2007/128570 PCT/EP2007/004063

In vitro Verfahren zur Erkennung und Fritherkennung und zur
begleitenden Kontrolle der Therapie von arznei- und sucht-

mittelinduzierten Leberschaden

Die Erfindung betrifft ein neues in vitro Verfahren zur
Erkennung und FrlUherkennung und zur begleitenden Kontrolle
der Therapie und Heilung von insbesondere arznei- und sucht-
mittelinduzierten Leberschaden durch Bestimmung eines fur
diesen Zwecke noch nicht verwendeten oder vorgeschlagenen
Biomarkers in der Zirkulation eines humanen Patienten, wobei
dieser neue Biomarker frlher nachweisbar ist als andere
derzeit zur Diagnose von Leberschéden in die medizinische

Routine eingefihrte Leber-Biomarker.

Es ist bekannt, dass zahlreiche an sich nutzliche und in
groffem Umfange verschriebene Arzneimittel bei einzelnen
daflir disponierten Personen oder unter bestimmten ungun-
stigen Voraussetzungen (z.B. zusatzlichen Belastungen des
Organismus durch weitere Arzneimittel, Alkoholkonsum, andere
externe Belastungen, Erndhrungszustand und -gewohnheiten) zu

Leberschédden fihren kdénnen.

Derartige, im Rahmen der vorliegenden Anmeldung auch als
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"potentiell leberschadigende Arzneimittel" bezeichnete

Arzneimittel sind in den verschiedensten Wirkstoffklassen
mit Anwendungen flr nahezu alle klinischen Indikationen zu
finden, wobei es fur einige Arzneimittel bekannt ist, dass

bei ihnen des Risiko besonders hoch ist.

Die von den Arzneimitteln bewirkten Leberschaden auflern sich
klinisch in vielfaltigen Symptomen, die als solche nicht
besonders aussagekraftig sind. Zu nennen sind z.B. Appetit-
losigkeit, Abgeschlagenheit, Schwindel, Gewichtsverlust,
Ubelkeit, Erbrechen, Fieber, Schmerzen im rechten Oberbauch,
Arthralgien, Myalgien, Juckreiz, Ausschlage und Verfarbung
der Ausscheidungen. Das auff&lligste Symptom, das allerdings
erst in einem relativ weit fortschrittenen Zustand auftritt,
ist ein Gelbwerden der Augen oder sogar der Haut, was dann
Anlass fur eine sofortige gastroenterologische Diagnostik
sein muss, da schwere und mdglicherweise irreversible Schéa-
digungen der Leber zu beflirchten sind. Eine Diskussion der
Problematik findet sich z.B. in R. Teschke, Dt. Arzteblatt
2001, 98:A2584-2589; oder in Victor J. Navarro, M.D., und
John R. Senior, Drug-Related Hepatotoxixity, N Engl J Med
2006; 354:731-739.

Da mdgliche Leberschaden aufgrund von Arzneimittelnebenwirk-
ungen im Interesse der Patienten, der Volksgesundheit und
der Vermeidung negativer volkswirtschaftlicher Folgekosten
mdglichst frih erkannt werden sollten, die bisher zur Ver-
fiigung stehenden diagnostischen Mittel aber nicht oder nur
unzureichend fir eine solche FrUherkennung geeignet sind,
besteht ein erheblicher Bedarf nach neuen zuverléassigen und
gut bestimmbaren diagnostischen Parametern fir die Frth-
erkennung von Leberschdden, die auf die externe Zufuhr von
leberschi&digen Substanzen wie insbesondere von Arzneimit-
teln, jedoch auch von schédlichen Genuss- und Suchtmitteln
(Rauschgiften, Aufputschmitteln, Alkohol) oder auch anderen
Substanzen zurlUckzuflihren sind, gegen die Personen und

Personengruppen exponiert sind.
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Da Blutuntersuchungen zur arztlichen Routine gehdren, ware
insbesondere ein neuer zuverlassiger und einfach und sicher
in einer Blutprobe zu bestimmender Biomarker, der die o.g.

Anforderungen erfiillt, hoéchst erwunscht.

Die vorliegende Erfindung betrifft die Identifizierung eines
neuen derartigen Biomarkers, und seine Verwendung zur Er-
kennung und Friherkennung von Lebersché&den insbesondere

aufgrund des Gebrauchs von Arzneimitteln oder Suchtmitteln.

Anspruch 1 beschreibt das erfindungsgemaffe Verfahren in
allgemeiner Form. Bevorzugte bzw. hervorgehobene Ausfuh-
rungsformen finden sich in den Unteranspruchen 2 bis 10.
Anspruch 11 betrifft die Anwendung des erfindungsgemafien
Verfahrens zur Fruherkennung von Leberschaden, die beliebige

Ursachen aufweisen koénnen.

Die Anspriche sollen in vitro-Diagnoseverfahren patentrecht-
lich absichern, bei denen man den bereits in einem Fruh-
stadium insbesondere von arzneimittelbedingten oder auch
suchtmittelbedingten Leberschaédigungen im Blut erscheinenden
bzw. mit erhdhten Konzentrationen messbaren humoralen Bio-
marker CPS 1 bzw. dessen Fragmente zur Erkennung von Leber-
schiden verwendet, die durch den Gebrauch von Arzneimitteln
(Pharmazeutika, Pharmaka) oder Suchtmitteln (Rauschgift,
Alkohol) oder durch andere leberschadigende Substanzen bzw.
infektidse Mittel/Partikel verursacht sind. Der neue Biomar-
ker CPS 1 ist frlUher nachweisbar ist als andere derzeit zur
Diagnose von Leberschaden in die medizinische Routine einge-
filhrte Leber-Biomarker. Sein Nachweis hat somit den erhebli-
chen Vorteil, dass Lebersché&den in einem so frihen Stadium
erkennbar werden, dass eine sofortige Intervention dauerhaf-
te Spatsché&den aufgrund chronisch gewordener Schadigungen

mit hohen Erfolgsaussichten verhindern kann.

Die Begriffe "Arzneimittel" bzw. "Suchtmittel" werden in der

vorliegenden Anmeldung in einem umfassenden, weiten Sinne
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fir physiologisch aktive Substanzen gebraucht, die eine
Person zu sich nimmt oder verabreicht bekommt und die unter
bestimmten Bedingungen und/oder bei bestimmten entsprechend
disponierten Personen eine Schadigung der Leber hervorrufen
konnen. Damit umfasst der Begriff "Arzneimittel", ohne dass
die folgende bespielhafte Aufzdhlung erschdépfend sein soll,
insbesondere alle verschreibungspflichtigen oder frei ver-
kduflichen (OTC) Stoffe und Zubereitungen von Stoffen im
Sinne des Arzneimittelgesetzes, die dazu bestimmt sind,
durch Anwendung am oder im menschlichen Kérper Krankheiten,
Leiden, K&rperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen,
zu lindern, 2zu verhlten oder zu erkennen. Die Arzneimittel
kénnen von der pharmazeutischen Industrie synthetisierte
und/oder zu Arzneimitteln verarbeitete Wirkstoffe und Wirk-
stoffzubereitungen sein, sie kdénnen aber auch in der Na-
turheilkunde verwendete Stoffe und Zubereitungen von Stoffen
sein, z.B. Phytopharmaka oder sog. funktionelle Nahrungs-

erganzungsmittel.

Ferner soll der Bereich der vorliegenden Erfindung nicht auf
"Arzneimittel" im obigen breit definierten Sinne beschrankt
sein, sondern auch die Wirkungen anderer pharmakologisch
wirksamer Substanzen erfassen, die Menschen zu anderen als
zu Heilzwecken zu sich nehmen, wobei solche andere Substan-
zen hierin unter dem Begriff "Suchtmittel" zusammengefasst
werden und z.B. Rauschgifte und potentiell gesundheitsschad-

liche Genussmittel umfassen.

Bei einer noch grundsatzlicheren Betrachtungsweise betrifft
das erfindungsgemaffe Verfahren einen - allerdings fUr die
medizinische Praxis und die Volksgesundheit besonders wich-
tigen - Spezialfall der FrUherkennung von Leberschaden, die
durch nahezu beliebige leberschadigende (lebertoxische) Sub-
stanzen, aber auch durch leberschddigende Viren, Mikroorga-
nismen und Parasiten, hervorgerufen werden. Somit lasst sich
der Bereich der Erfindung auch auf die gesundheitsschadli-

chen Wirkungen von pharmakologisch wirksamen Substanzen oder
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infektidsen Mitteln erstrecken, die die Personen nicht
bewusst zu sich nehmen, sondern die sie z.B. als Verunreini-
gungen von Nahrungsmitteln oder als toxische Umweltchemika-
lien oder aufgrund anderer dauerhaft einwirkender Umweltein-

flisse in ihrem jeweiligen Lebensraum aufnehmen.

Das Verfahren ist z.B. auch zur Friherkennung von Leber-
schaden geeignet, die durch die Einwirkung von moglicherwei-
se unbekannten Substanzen ausgeldst werden, denen Patienten,
einzelne Individuen oder bestimmte Bevdlkerungs- oder Be-
rufsgruppen ausgesetzt sind. So kann das Verfahren z.B. dazu
dienen, in Bevdlkerungsgruppen mit bestimmten Lebensweisen
oder in bestimmten Berufsgruppen lebertoxische Substanzen
aufzusplren, wenn sich bei einer solchen Bevdlkerungsgruppe
in statistisch signifikanter Weise Erhdhungen der CPS 1-

Konzentrationen im Blut feststellen lassen.

Beispielhaft und ohne dass dadurch eine Beschrankung des
Schutzbereichs der Erfindung herbeigefiihrt werden soll,
lassen sich als Arzneimittelgruppen, denen die potentiell
leberschidigenden Arzneimittel zugeordnet werden kdnnen,
nennen nicht-steroidale antiinflammatorische Arzneimittel
(NSAIDs), andere Schmerzmittel, anabole Steroide, hormonale
Kontrazeptiva, Gichtmittel, Statine, Inhalationsnarkotika,
Antibiotika, Sulfonamide, Tuberkulostatika, Antitumormittel,
Psychopharmaka, Herz-Kreislauf-Mittel, insbesondere blut-

drucksenkende Mittel, Phytopharmaka.

Als speziellere deartige Arzneimittel bzw. Arzneimittel-
gruppen lassen sich beispielhaft nennen Paracetamol, Tetra-
cycline, Ibuprofen, Chlorpromazin, Captopril, Enalapril,
Halothan, Kavakava, Streptomycin, Isoniazid und/oder Rifam-

picin.

Nicht in den eigentlichen Bereich der vorliegenden Erfindung
fallt die Diagnose von etablierten Leberschiden, die durch

infektidse Partikel mikrobiellen oder viralen Ursprungs, die
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nicht als "Arzneimittel" oder "Suchtmittel" zu bezeichnen
sind, verursacht werden. Auf diesem Gebiet kann die vor-
liegende Erfindung jedoch den Vorteil aufweisen, dass eine

Erkennung auch solcher Leberschadem als Fruherkennung mdg-

lich wird, so dass zu einem friheren Zeitpunkt als heute
ublich interveniert werden kann. Die Intervention stellt
sich im Falle leberschaddigender Substanzen als Suche nach
den schadigenden eigentlichen Substanzen und Beendigung der
Exposition dar. Wird eine Infektion als Ausldser festge-
stellt, kann friher als heute Ublich mit geeigneten thera-
peutischen Gegenmafinahmen, z.B. mit der Verabreichung ge-
eigneter Mittel, z.B. antiviraler Mittel oder ggf. Inter-

leukine, begonnen werden.

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Uberraschenden
Feststellung, dass bei arzneimittelbedingten sowie insbeson-
dere den verwandten suchtmittelbedingten Leberschadigungen
bereits in einem Frihstadium, in dem eine Leberschadigungen
auf andere Weise noch nicht klinisch manifest wird, deutlich
erhdhte Konzentrationen des Enzyms Carbamoylphosphat Syn-
th(et)ase (CPS 1) bzw. eine starke CPS l-Immunreaktivitat
nachweisbar sind, und zwar in einem klaren Unterschied zu
Personen, die zwar mit den gleichen Arzneimitteln behandelt
werden, bei denen sich jedoch - z.B. weil sie als Individuen
weniger empfindlich reagieren oder bestimmten weiteren
zusadtzlichen Risikofaktoren nicht ausgesetzt sind - keine

Leberschadigungen entwickeln.

Dieser Befund macht CPS 1 zu einem humoralen Biomarker, dexr
insbesondere zur Fruherkennung arzneimittelbedingter und

anderer Leberschadigungen geeignet ist.

Unter Verwendung eines Immunoassays, der von der Anmelderin

im Zusammenhang mit der Sepsisdiagnose entwickelt worden war
und der selektiv den Nachweis bzw. die Konzentrationsmessung
von CPS 1 in einem Serum oder Plasma eines humanen Patienten

ermdglicht, wurde im Hause der Anmelderin nachgewiesen, dass
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durch eine CPS 1l-Bestimmung arzneimittelbedingte Leberscha-
digungen besonders fruhzeitig erkannt werden kdénnen, und
zwar bevor klinische Symptome einer Leberschadigung auf-
treten und bevor andere bekannte Marker (Leberenzyme), die
als klinische Marker fur Lebererkrankungen eingefihrt sind,
signifikant erhdéht gefunden werden, und bevor die Leber-

schadigungen méglicherweise irreversibel werden.

Fir die medizinische Diagnostik spielten CPS 1 bzw. CPS 1-
Fragmente mit CPS 1l-Immunreaktivitat bisher noch keine

praktische Rolle.

Das Enzym CPS 1 ((E.C. 6.3.4.16) selbst ist jedoch seit
langem gut bekannt. Es katalysiert die Umwandlung von Ammo-
niak, Bicarbonat und 2 ATP unter Bildung von Carbamoylphos-
phat im ersten Schritt des Harnstoffzyklus. Es spielt dabei
auch eine Rolle bei der Biosynthese von Arginin, das seiner-
seits ein Substrat fir die Biosynthese von NO, z.B. bei
einem Endotoxin-Schock, ist (vgl. Shoko Tabuchi et al.,
Regulation of Genes for Inducible Nitric Oxide Synthase and
Urea Cycle Enzymes in Rat Liver in Endotoxin Shock, Bioche-
mical and Biophysical Research Communications 268, 221-224
(2000)). CPS 1 ist von dem cytosolischen Enzym CPS 2 (E.C.
6.3.5.5.) zu unterscheiden, das ebenfalls eine Rolle im
Harnstoffzyklus spielt, jedoch das Substrat Glutamin ver-
arbeitet. Es ist bekannt, dass CPS 1 in Mitochondrien loka-
lisiert ist und im Lebergewebe in dieser Form in grofien
Mengen (es macht von 2-6% des Leber-Gesamtproteins aus)
vorkommt. Seine Aminosduresequenz und genetische Lokalisie-
rung ist seit langem bekannt (vgl. Haraguchi Y. et al,
Cloning and sequence of a cDNA encoding human carbamyl
phosphate synthetase I: molecular analysis of hyperammone-
mia, Gene 1991, Nov. 1; 107 (2):335-340; vgl. auch die
Verdffentlichung WO 03/089933 Al der Anmelderin). Zu seiner
physiologischen Rolle kann verwiesen werden auf Reviewarti-
kel wie z.B. H.M.Holder et al., Carbamoyl phosphate syn-
thetase: an amazing biochemical odyssey from substrate to
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product, CMLS, Cell.Mol.Life Sci. 56 (1999) 507-522 und die
darin referierte Literatur, sowie die Einleitung der Ver-
6ffentlichung Mikiko Ozaki et al., Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assay of Carbamoylphosphate Synthetase I: Plasma
Enzyme in Rat Experimental Hepatitis and Its Clearance,
Enzyme Protein 1994, 95:48:213-221.

Gemaff Li Yin et al., Participation of different cell types
in the restitutive response of the rat liver to periportal
injury induced by allyl alcohol, Journal of Hepatology 1999,
31:497-507, laBt sich bei einer Leberschaddigung durch Ally-
lakohol bei histologischen Untersuchungen nach drei Tagen in
allen Hepatocyten eine Steigerung der CPS 1l-Expression

beobachten.

Es wurde ferner festgestellt, dass sich im Rattenmodell bei
einer durch Verabreichung von Galactosamin experimentell
erzeugten akuten Hepatitis im Rattenplasma eine stark erhdh-
te immunologische CPS 1-Aktivitat findet (nachgewiesen mit
einem ELISA mit anti-Ratten CPS 1 IgG aus Kaninchen), und
zwar 24-48 h nach der Behandlung mit dem Hepatitis-ausldsen-
den Galactosamin. Im Rattenplasma wurden wahrend der akuten
Hepatitis auch zunehmend CPS 1l-Fragmente mit molaren Massen
von ca. 140 und 125 kDa ohne sonstige nahere Charakterisie-
rung (Sequenzzuordnung) erkennbar, wadhrend bei einer beglei-
tenden Immunoblotting-Analyse in humanen Autopsie-Proben
keine CPS 1-Fragmente mit CPS l-Immunreaktivitat beobachtet

werden konnten (Mikiko Ozaki et al., loc. cit.).

In einer Arbeit von Liu Tong-hua et al., Carbamoyl Phosphate
Synthetase 1, A Novel Marker for Gastric Carcinoma, Chinese
Medical Journal, 102(8):630-638, 1989 werden Ergebnisse von
immunocytometrischen Untersuchungen an Gewebsproben aus
verschiedenen operative entfernten Tumoren auf eine mdgliche
Anwesenheit von CPS 1 berichtet. Die Autoren fanden nur in
Karzinomgewebe aus dem Magen Hinweise auf CPS 1l-Immunreakti-

vitadt, dagegen nicht in anderen Tumorgeweben (Osophagus,
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Dickdarm, Pankreas, Lunge, Brust, Ovarium, Niere, Prostata

und Harnblase). Sie leiten daraus eine mdgliche Eignung von
CPS 1 als selektiver Gewebemarker, d.h. zellularer Tumormar-
ker, fir Magenkrebs ab. Ein mdgliches Auftreten von CPS 1 in

der Zirkulation wird nicht diskutiert.

Bisher wurde die Bestimmung von humaner CPS 1 in humanem
Serum bzw. Plasma, und zwar in Verdffentlichungen der Anmel-
derin, nur bei Sepsispatienten (vgl. WO 03/089933 Al; s.
auch: Joachim Struck et al., Release of the Mitochondrial
Enzyme Carbamoyl Phosphate Synthase under Septic Conditions,
in: Shock, Vol. 23, No.6, S.533-538, 2005) und Tumorpatien-
ten (DE 10 2004 039 665.5) beschrieben. Sepsispatienten
stellen eine von Patienten, die wegen verschiedenen Erkran-
kungen oder gesundheitlichen Auffélligkeiten Uber langere
Zeitraume mit Arzneimitteln behandelt werden, klar unter-
schiedene Patientenpopulation dar. Das Gleiche gilt fur
Personen, die Uber Uber ausgedehnte Zeitrdume potentiell
sch&dliche Sucht- oder Genussmittel (Rauschgifte, Alkohol)
zu sich nehmen oder besonderen andersartigen Risiken ausge-

setzt sind.

Bei Sepsispatienten wird eine hochakute potentiell lebens-
bedrohende Erkrankung typischerweise in der Intensivstation
eines Krankenhauses stationa&r Uberwacht und behandelt,
wahrend eine Ubliche Arzneimittelbehandlung, z.B. eine
Behandlung mit Schmerzmitteln, blutdrucksenkenden Mitteln
oder Psychopharmaka, h&ufig nur der Linderung oder Beseiti-
gung von bestimmten Krankheitssymptomen bei Personen dient,

die sich ohne diese Symptome weitgehend gesund fidhlen.

Bei der Bestimmung von humaner CPS 1 in Patientenseren und -
plasmen gemifl der vorliegenden Erfindung kann grundsatzlich
so vorgegangen werden, wie in der Verdffentlichung WO
03/089933 Al der Anmelderin im Zusammenhang mit der Bestim-
mung von CPS 1 als Sepsismarker beschrieben wurde. Das im

Experimentellen Teil der vorliegenden Anmeldung beschriebene
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immundiagnostische Bestimmmungsverfahren ist dem Verfahren,
das bereits in der o.g. Anmeldung WO 03/089933 Al der Anmel-

derin beschrieben wurde, nahe verwandt.

Das Verfahren zur Bestimmung von CPS 1 im Sinne der vor-
liegenden Anmeldung umfasst nicht nur die direkte immunolo-
gische Bestimmung von CPS 1 in in vitro Proben, sondern
erfasst auch die der Durchfihrung dieses Verfahrens dienen-
den vorbereitenden gewerblichen Handlungen im Sinne einer
Verwendungen von CPS 1 oder von Antikdérpern zu ihrer selek-
tiver Bestimmung zur Herstellung von Assaykits, oder eine
Verwendung zur Erzeugung von Assaykomponenten, z.B. von
poly- oder monoklonalen Antikdérpern, die z.B. in immobili-
sierter und/oder markierter Form in der Regel ebenfalls in
Assaykits flur die angegebenen Erkrankungen vorgesehen sind,
oder von Standard- und Bezugssubstanzen, wenn die hergestel-
ten Kits fUr die Durchfihrung des erfindungsgemafien Ver-

fahrens bestimmt sind oder dessen Durchfihrung ermbglichen.

Es ist zusatzlich ausdrlicklich darauf hinzuweisen, dass es
bei der erfindungsgemdffen Bestimmung von CPS 1 je nach
Assaydesign zu einer gleichzeitigen Bestimmung von CPS 1
sowohl in Form des im wesentlichen vollstandigen Moleklls
als auch in Form von in der biologischen Flussigkeit mdgli-
cherweise vorhandenen anderen, klrzeren Bruchstucken (phy-
siologisch vorkommenden Teilpeptiden) der vollstandigen CPS
1 kommen kann. Wenn in der vorliegenden Anmeldung von einer
"Bestimmung von CPS 1" gesprochen wird, soll auch eine
Bestimmung, bei der neben oder anstelle des vollstandigen
Enzyms CPS 1 dessen immunologisch mitreagierenden Fragmente
bestimmt oder mitbestimmt werden, gemeint sein. Jede unsach-
gemafRe einengende Auslegung der Lehre der vorliegenden
Erfindung, insbesondere was die speziellere Natur des be-
stimmten Analyten CPS 1 angeht, soll ausgeschlossen sein.
Auch eine Kombinationsmessung, bei der gleichzeitig andere
Leberenzyme bestimmt werden, liegt ausdricklich im Rahmen

der vorliegenden Erfindung.
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In Plasma bzw. Serum nachweisbare CPS 1 eignet sich im
Lichte der nachfolgend gezeigten Ergebnisse der Vermessung
eines ersten Patientenkollektivs hervorragend zum Nachweis,
und dabei insbesondere zu einem frihen Nachweis vor ihrer
klinischen Manifestation, und zur Verlaufs- und Therapie-

kontrolle von arzneimittelbedingten Leberschaden.

Flir die eigentliche CPS 1-Bestimmung sind Immunoassays

irgendeines geeigneten Assaydesigns bevorzugt.

Die immundiagnostischen Verfahren zur Bestimmung von CPS 1
in einer biologischen Probe kdénnen auf beliebigen bekannten
Verfahrensprinzipien der Immundiagnostik beruhen, die zum
Nachweis und zur Messung von Antigenen angewandt werden.
Vorzugsweise wird CPS 1 mit Hilfe eines Ligandenbindungs-
assays bestimmt, bei dem man zur Bindung und Markierung
geeignete spezifische Antikdérper in immobilisierter Form

bzw. markierter bzw. markierbarer Form verwendet.

Auch kompetitive Assayformate kdénnen besondere Vorteile bie-
ten. Vorzugsweise wird dabei nicht mit einer Enyzmmarkierung
gearbeitet, sondern es wird eine andere Markierung gewahlt,
z.B. eine Markierung flUr eine Chemilumineszenz-Nachweisreak-
tion, z.B. ein Akridiniumester. Selbstverstandlich ist vor-
zugsweise ein solcher Assay zur CPS 1-Bestimmung zu ver-
wenden, der die bendtigte hohe Sensitivitat im Bereich der
vorkommenden CPS l1l-Konzentrationen gewdhrleistet und eine

Separierung der Messignale vom Assay-Hintergrund ermdglicht.

Das Bestimmungsverfahren kann an die Chip-Technologie ange-
palRt sein oder als Schnelltest (Point-of-Care-Test), der
z.B. immunchromatographische Autrennungs- und Nachweis-

schritte nutzt, ausgestaltet werden.

Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die immundiagno-
stische Bestimmung als heterogener Sandwich-Immunoassay

durchgefihrt, bei dem einer der Antikdérper an eine beliebige
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Festphase, beispielsweise die Wande beschichteter Testrdhr-
chen (z.B. aus Polystyrol; "Coated Tubes"; CT) oder an
Mikrotiterplatten, zum Beispiel aus Polystyrol, oder an
Partikel, beispielsweise Magnetpartikel immobilisiert ist,
wahrend der andere Antikdrper einen Rest tragt, der ein
direkt nachweisbares Label darstellt oder eine selektive
Verknlipfung mit einem Label ermdglicht und der Detektion der
gebildeten Sandwich-Strukturen dient. Auch eine zeitlich
verzdgerte bzw. nachtrdgliche Immobilisierung unter Ver-

wendung geeigneter Festphasen ist mdglich.

Grundsétzlich kénnen alle in Assays der beschriebenen Art
verwendbaren Markierungstechniken angewandt werden, zu denen
Markierungen mit Radioisotopen, Enzymen, Fluoreszenz-,
Chemolumineszenz- oder Biolumineszenz-Labeln und mit direkt
optisch detektierbaren Farbmarkierungen, wie beispielsweise
Goldatomen und Farbstoffteilchen, wie sie insbesondere fir
sog. Point-of-Care (POC) oder Schnelltests verwendet werden,
gehdéren. Die beiden Antikdrper kénnen auch im Falle hetero-
gener Sandwich-Immunoassays Teile eines Nachweissystems der
nachfolgend im Zusammenhang mit homogenen Assays beschriebe-

nen Art aufweisen.

Das erfindungsgemafle Verfahren kann ferner als homogenes
Verfahren ausgestaltet werden, bei dem die aus den beiden
Antikdérpern und dem nachzuweisenden CPS 1 gebildeten Sand-
wichkomplexe in der flissigen Phase suspendiert bleiben. In
einem solchen Fall ist es bevorzugt, beide Antikdérper mit
Teilen eines Nachweissystems zu markieren, das dann, wenn
beide Antikérper in einen einzigen Sandwich integriert
werden, eine Signalerzeugung oder Signalausldsung ermdg-
licht. Derartige Techniken sind insbesondere als Fluores-
zenzverstarkungs- oder Fluoreszenzldschungs-Nachweisver-
fahren ausgestaltbar. Ein besonderes bevorzugtes derartiges
Verfahren betrifft die Verwendung von paarweise einzusetzen-
den Nachweisreagenzien, wie sie beispielsweise beschrieben
sind in US-A-4 822 733, EP-B1-180 492 oder EP-B1-539 477 und
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dem darin zitierten Stand der Technik. Sie ermdglichen eine
Messung, die selektiv nur Reaktionsprodukte erfafst, die
beide Markierungskomponenten in einem einzigen Immunkomplex
enthalten, direkt in der Reaktionsmischung. Als Beispiel ist
auf die unter den Marken TRACE® (Time Resolved Amplified
Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotene Technologie zu

verweisen, die die Lehren der o.g. Anmeldungen umsetzt.

An Stelle einer immundiagnostischen Bestimmung von CPS 1
oder CPS 1-Immunreaktivitat soll fur diagnostische Zwecke
die CPS 1-Bestimmung ggf. auch indirekt als Bestimmung einer
Enzymaktivitat, die der CPS 1-Aktivitat oder der Restaktivi-
tat der CPS 1-Fragmente im Blut entspricht, erfolgen koénnen.
Da CPS 1 bei Gesunden in der Zirkulation nicht auftritt,
kann eine messbare CPS 1 Enzymaktivita&t im Blut eines Pa-
tienten ein diagnostisch signifikantes Indiz fir eine ernst-
hafte Stdrung der gesundheitlichen Unversehrtheit des Pa-

tienten sein.

Der Inhalt der alteren Anmeldungen (WO 03/089933 Al; ferner
DE 10 2004 039 665.5) der Anmelderin soll durch die aus-
drickliche Bezugnahme auf diese Anmeldungen als Teil der

Of fenbarung der vorliegenden Anmeldung angesehen werden, und
zwar insbesondere was die technische Ausfihrbarkeit der CPS
1-Messungen im Rahmen des erfindungsgemafien Verfahrens an-
geht.

Nachfolgend wird die Bestimmung von CPS 1 in Plasmen von
Gesunden, von mit Arzneimitteln behandelten Patienten ohne
Leberschadigung und von mit denselben Arzneitmitteln behan-
delten Patienten, bei denen es zu einer arzneimittelbeding-
ten Leberschadigung kam, noch ndher erldutert, wobei auf

eine Figur und eine zugeordnete Tabelle Bezug genommen wird.

Die Figur zeigt:

Figur 1 die Ergebnisse der Messung der CPS l-Konzentration
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(in U/ml) in Plasmen von gesunden Normalpersonen
(A) und von Patienten, die mit verschiedenen Arz-
neimitteln behandelt wurden und bei denen es zu
Leberschaden kam (C) bzw. bei den es nicht zu
Leberschaden kam (B), unter Anwendung des im eXxpe-
rimentellen Teil genauer beschriebenen Immunoas-

says.

EXPERIMENTELLER TEIL

Assavybeschreibung

1. Herstellung der Antikdérper

a) Immunogene

Es wurden 2 verschiedene Peptidsequenzen aus der vollstandigen
Sequenz der humanen CPS 1 ausgewahlt, und zwar eine erste
Peptidsequenz 1 (EFEGQPVDFVDPNKQN), die den Aminosauren 184-199
der Sequenz der humanen CPS 1 entspricht (vgl. Peptid PCEN17

gemafd WO 03/089933), und eine zweite Peptidsequenz
(FHGTSSRIGSSMKS), die den Aminosauren 781-794 der Seqgquenz des
humanen CPS 1 entspricht. Jedes Peptid wurde in einer mit

einem aminoterminalen Cysteinrest (Cys0) versehenen Form von
der Firma Jerini (Berlin, Deutschland) synthetisiert. Die
synthetisierten, far die nachfolgenden Immunisierungen
verwendeten Peptide sind im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO:1
bzw. SEQ ID NO:2 gezeigt.

b) Antikdrper

Fir die Immunisierung wurden die beiden synthetisierten Peptide
mit dem Hamocyanin aus Limulus polyphemus konjugiert, und es
wurden, wie auch in der WO 03/089933 beschrieben, polyklonale
Antikérper in Schafen durch die Firma Ltd. Micropharm (Carmart-

henshire, Grofbritannien) produziert.
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2. Reinigung der Antikdérper

Die Antikdérper wurden mittels ligandenspezifischer Affinitats-
reinigung aufgereinigt. Hierfir wurden die Cys(0) -Peptide 1 und
2 zundchst an SulfolLink-Gel der Firma Pierce (Boston, USA)
gekoppelt. Die Bindung erfolgte nach der Vorschrift des

Herstellers.

Das Vorgehen war wie folgt: Polycarbonat-Saulen (15mm x 80mm)
wurden mit 5 ml Affinit&tsmatrix befiillt. Nach Aquilibrierung
der Siulen mit PBS (136 mM NaCl, 1,5 mM KH,PO,, 20,4 mM Na,HPO,

2H,0, 2,7 mM KC1l, pH 7,2) wurden 5 mg der jeweiligen Peptide
abgewogen, in PBS geldést, und auf die verschlossenen Saulen
gegeben. Das Gelmaterial wurde durch Schwenken homogenisiert.
Nach 15minttiger Inkubation bei Raumtemperatur und Absetzen des
Gelmaterials wurden die Saulen mit 5 x 3ml PBS gewaschen. Zur
Absittigung freier Bindungsstellen wurden dem Saulenmaterial
je 5 ml einer 50 mM L-Cysteinldsung zugesetzt, und das Gelmate-
rial wurde nach Homogenisierung erneut bei Raumtemperatur fur
15 min inkubiert. Nach Absetzen des Gelmaterials wurde jede
Saule 6 x mit 5ml einer 1M NaCl-Lésung gespllt und anschliefiend

nochmals mit PBS gespult.

Das Gelmaterial wurde mit 25ml des jeweiligen Antiserumpools
gemischt und Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Ileichtem
Schwenken inkubiert. Die Serum-Gel-Gemische wurden in Polycar-
bonat-Sadulen Uberfihrt, und Uberschissiges Serxrum wurde
entfernt. Die Saulen wurden anschlieffend mit 250 wml PBS
gewaschen, um nicht gebundene Serumproteine zu entfernen. Die
Desorption der gebundenen Antikdérper erfolgte durch Elution der
S&ule mit 50 mM Citronensdure (pH 2,2). Das Eluat wurde in
Fraktionen & 1 ml aufgefangen. Die Proteinkonzentration jeder
Fraktion wurde mit Hilfe des BCA-Proteinassay-Kits der Firma
Perbio (Bonn, Deutschland) bestimmt, und die Fraktionen mit
einem Proteingehalt > 1mg/ml wurden vereinigt. Die affinitéats-
gereinigten Antikdrper wurden mittels Dialyse in PBS umgepuf-

fert und nach erneuter Bestimmung des Proteingehalts an-
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schlieffend bei 4°C gelagert.

3. Immobilisierung / Markierung der Antikdérper

Die aufgereinigten Antikdérper gegen das Peptid, das der
Aminosduresequenz 781-794 entspricht, wurden auf Polystyrol-
rohrchen (Startubes, 12 mm x 75 mm, Firma Greiner, Deutschland)
immobilisiert. HierflUr wurden die Antikdrperldsungen auf eine
Proteinkonzentration von 6,7 pg/ml mit PBS verdinnt und 300 ul
pro Rdéhrchen pipettiert (entspricht 2 pug Antikdrper pro
Rdhrchen) . Diese wurden fir 20 h bei Raumtemperatur inkubiert
und anschliefend 3 x mit je 4 ml PBS gewaschen. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die ROhrchen bei 4°C gelagert.

Der Antikdérper (1 mg/ml in PBS) gegen das Peptid, das der
Aminosduresequenz 184-199 entspricht, wurde mit Acridiniume-
ster-N-Hydroxy-Succinimid (1 mg/ml 1in Acetonitril, Firma
InVent, Hennigsdorf Deutschland) lumineszenzmarkiert. Fur die
Markierung wurden 200 gl Antikdérper mit 4 pul Acridiniumester
gemischt, fir 20 min inkubiert, und freie Acridiniumesterbin-
dungen wurden durch Zugabe von 40ul einer 50mM Glycin-Ldsung
abgesattigt. Der Markierungsansatz wurde mittels HPLC an einer
BioSil 400-Gelfiltrations-Saule (Firma BioRad, Minchen,
Deutschland) von freiem Acridiniumester getrennt. Als Lauf-

mittel wurde PBS verwendet.

4. Relative Kalibrierung

Um die relativen CPS 1-Konzentrationen bestimmen zu kdnnen,
wurde als Standardmaterial ein Pool von Plasmen von humanen
Patienten mit SIRS mit besonders hohen CPS 1-Konzentrationen
verwendet. Die CPS 1-Konzentration dieses Pools wurde arbitrar
auf 150 U/ml festgesetzt. Ausgehend von diesem Pool wurden
durch serielle Verdlinnung mit CPS l-freiem humanem Plasma von
Gesunden Standards hergestellt, denen arbitrdre Konzentrationen
(in relativen Einheiten, U) entsprechend ihrer Verdinnung

zugeschrieben wurden.



WO 2007/128570 PCT/EP2007/004063

5. Assay-Durchfihrung

50ul einer Plasma-Probe und 100ul PBS-Puffer (mit 10 mM EDTA)
wurden pro Antikdérper-beschichtetes Rohrchen pipettiert und 16
h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3maligem Waschen mit je
1 ml PBS wurden pro Rdéhrchen 15 ng des markierten Antikdrpers
(in 200ul PBS-Puffer, 10mM EDTA) zugesetzt. Die Rohrchen wurden
fir weitere 2h inkubiert, und anschlief3end wurde ungebundener
Tracer-Antikdérper durch 5Smaliges Waschen mit je 1ml PBS
entfernt. Am Rdhrchen gebundener markierter Antikdérper wurde
mittels Lumineszenzmessung in einem Luminometer (Berthold LB
952T/16) quantifiziert.

Messung von EDTA-Plasmen von Gesunden und von Patienten, die

mit verschiedenen Arzneimitteln behandelt werden/wurden

Als Testproben fiur die CPS 1l-Bestimmungen dienten einmal 50
Plasmen von gesunden Kontrollpersonen sowie 73 Plasmen von
Patienten, die mit verschiedenen, in Tabelle 1 angegebenen
Arzneimitteln behandelt wurden, fur die bekannt ist, dass sie
potentiell leberschadigend sein kénnen. Die 73 Plasmen von
Patienten umfassten Plasmen von 50 Patienten, bei denen kein
Leberschaden festgestellt wurde, sowie 23 weitere Plasmen von
Patienten, die mit den gleichen in Tabelle 1 angegebenen
Arzneimitteln behandelt wurden, bei denen es jedoch zu einem

Leberschaden kam.

In die o.g. Testrdhrchen wurden je 50 pul Standard bzw. Probe
sowie 200 pul Assaypuffer pipettiert. Es wurde 18 Stunden bei
22°C unter Schiitteln inkubiert. Dann wurde 4 x mit je 1 ml
Waschldésung (0.1% Tween 20) pro Rdhrchen gewaschen. Dann wurde
in jedes Rdhrchen 200 pl Assaypuffer, enthaltend 0.5 Millionen
RLU des MA70-markierten Tracer-Antikdérpers, pipettiert. Es
wurde zwei Stunden bei 22°C unter Schitteln inkubiert. Dann
wurde 4 x mit je 1 ml Waschldésung (0.1% Tween 20) pro R&hrchen
gewaschen, abtropfen gelassen und die am Rohrchen gebundene

Chemilumineszenz in einem Luminometer (Firma BERTHOLD, LBS52T;
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Basisreagenzien BRAHMS AG) vermessen.

Unter Verwendung der Software MultiCalc (Spline Fit) wurde die
Konzentration an CPS 1l-Immunreaktivitat abgelesen. Es wurden

die folgenden Ergebnisse erhalten:

Der Median der bei dem Kollektiv 50 Gesunder gemessenen CPS 1-

Konzentrationen lag bei 2,4 U/ml.

Die Ergebnisse fUr arzneimittelbehandelte Personen ohne Leber-
schadigung (B) und arzneimittelbehandelte Personen, bei denen
es zu einer Leberschaddigung kam (C), sind in der nachfolgenden
Tabelle dargestellt und, neben den zusatzlichen Messwerten far
die Gesunden (A), in Figur 1 graphisch dargestellt.

Tabelle 1

Medikament Behandelte Perso- Behandelte Perso-
nen ohne Leber- nen mit Leber-
schaden (B) schaden (C)

Paracetamol 5 2

Statine 5 4

Anabole Steroide 3 1

Halothan 7 2

Chlorpromazin 5 3

Sulfonamide 4 2

Tetracyline 6 3

Rifampicin 3 3

Captopril 6 2

Ibuprofen 6 1

Fir die Ergebnisse der Messungen bei 50 Patienten der Gruppe
(B) wurde ein Median von 2,8 U/ml gefunden, fir die der Gruppe
(C) ein Median von 253 U/ml.

Begleitende Untersuchungen der Anmelderin haben ferner ergeben,
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dass es bei Leberschdden, wie sie typischerweise als Arznei-
mittel -Nebenwirkungen auftreten kdénnen, zu einer Schadigung der
Mitochondrien und einer damit verbundenen CPS 1 Freisetzung aus
den Leberzellen kommt, bevor eine Apoptose der Leberzellen bzw.
eine Nekrose des Lebergewebes eintritt. Die CPS 1 Freisetzung
ist somit zu einem Zeitpunkt feststellbar, zu dem noch keine
anderen klinischen Symptome beobachtbar sind, die u.a. in der
Folge dann auch 2zu Veranderungen der Konzentrationen der
traditionell bestimmten Leberparameter, z.B. anderen Leber-
enzyme, flUhren, die normalerweise erst dann erhdht gemessen
werden, wenn in der Leber nekrotische Prozesse eingesetzt
haben.

Wird die Einwirkung der schadlichen externen Substanz, z.B. des
Arzneimittels, auf der Stufe gestoppt, wenn im wesentlichen nur
CPS 1 erhdht gemessen wird, kdénnen die geschadigten Mitochon-
drien in den ansonsten unbeschadigten Leberzellen ersetzt
werden, und die Leber erholt sich. Es treten keine irrever-
siblen Leberschdden auf, wie sie bei einer erst spater
mdglichen Diagnostik auf der Basis der herkdémmlichen klinischen
Befunde und der bekannten Leberparameter, deren Freisetzung mit

nekrotischen Prozessen in Zusammenhang steht, auftreten kdnnen.

Eine prophylaktische Messung von CPS 1 bei Personen, die Uber
langere Zeitraume mit Arzneimitteln behandelt werden, poten-
tiell sch&dliche Genuss- und Suchtmittel zu sich nehmen oder
aufgrund ihrer Erndhrungsgewohnheiten und Lebensbedingungen
einem erhdhten Risiko der Entwicklung von Leberschaden
ausgesetzt sind, kann sich entwickelnde Leberschaden frihzeitig
erkennbar machen, so dass Gegenmaffnahmen entsprechend frihzei-
tig eingeleitet werden kénnen (z.B. die ausldsenden Arznei-
mittel abgesetzt werden koénnen) und Spatschdden und die damit
fir die Patienten und die gesamte Volkswirtschaft verbundenen

Kosten vermieden werden kdénnen.

Werden neben CPS 1 die erst auf spateren Stufen der Leber-

schaddigung 1im Serum messbaren herkébmmlichen Leberenzyme
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mitbestimmt, kénnen aus der gleichzeitigen Nachweisbarkeit oder
Nichtnachweisbarkeit herkémmlicher Leberenzyme, die eine
Nekrotisierung der Leber anzeigen, direkt Schlisse bezlglich
der bereits erreichten Stufe der Leberschaddigung gezogen
werden. So bedeutet z.B. eine Nichtnachweisbarkeit einiger oder
aller der parallel bestimmten weiteren Leberenzyme wie z.B. GOT
(Glutamat-Oxalacetat-Transaminase) , GPT (Serum-Glutamat -
Pyruvat-Transaminase), GLDH (Glutamat-Dehydrogenase), v-GT (y-
Glutamyl-Transpeptidase), Sorbitol-Dehydrogenase, alkalische
Phosphatase, ALT (Alanin-Amino-Transferase), AST (Aspartat-
Amino-Transferase), GDH (Glycerinphosphat-Dehydrogenase), LHD
(Lactat-Dehydrogenase), ~Cholinesterase, LAP ({Leucinamino-
Peptidase), GGTP (Glutamyl-Transpeptidase) und anderer im
Rahmen der Leberdiagnostik bestimmter Leberenzyme, dass der
Leberschaden noch nicht weit fortgeschritten ist und z.B. mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch Beendigung der Exposition
riuckgdngig gemacht werden kann, wa&hrend die gleichzeitige
Nachweisbarkeit einiger oder aller der genannten Leberenzyme
auf eine fortgeschrittene, evtl. bereits irreversible Leber-
schadiung hindeutet. Die Bestimmung von CPS 1 im Rahmen einer
Kombinationsmessung liegt daher ausdricklich ebenfalls im

Rahmen der vorliegenden Erfindung.

Fir eine solche Kombinationsmessung kénnen alle dafir heute zur
Verfigung stehenden modernen Messtechniken (z.B. Chiptechnolo-
gie) und Auswerttechniken (Computer mit entsprechenden Aus-

wertalgorithmen) genutzt werden.

Aufgrund des friuhzeitigen Auftretens der CSP 1 im Blut bietet
sich die Durchfihrung einer CPS 1-Bestimmung auch im Rahmen der
Prifung von neuen Arzneimitteln wahrend der Arzneimittel-
entwicklung an, um mdégliche leberschadigende Wirkungen der
untersuchten Arzneimittelkandidaten méglichst £frihzeitig =zu
erkennen und spatere Gesundheitsschaden bei Patienten und
finanzielle Einbuflen und Imageschaden auf Herstellerseite zu

vermeiden.
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Patentanspruche

1. In vitro Verfahren zur Erkennung und Friherkennung und zur
begleitenden Kontrolle der Therapie und Heilung von arz-
neimittelinduzierten oder suchtmittelinduzierten Leberschaden,
dadurch gekennzeichnet, dass man in Serum- oder Plasmaproben
von Patienten, die mit potentiell leberschadigenden Arznei-
mitteln behandelt werden oder wurden und/oder die schadliche
Genuss- und Suchtmittel zu sich nehmen und/oder die gegen
potentiell 1lebertoxische Substanzen exponiert sind, das
Auftreten des humanen Enzyms Carbamoylsynthase 1 (CPS 1) oder

dessen Konzentration bestimmt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Bestimmung zur Frlherkennung von Leberschaden durch-
fihrt, indem man bei Risikopatienten ohne manifeste Leber-
symptomatik in frei wahlbaren Intervallen das Auftreten oder

die Konzentration von CPS 1 Uberwacht.

3. Verfahren nach einem der AnsprlUche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Bestimmung auf immundiagnostischem

Wege durchfiuhrt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass
man die immundiagnostische Bestimmung mit Hilfe eines fur
humane CPS 1 selektiven Ligandenbindungsassays vom Sandwichtyp
durchfihrt.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Bestimmung von CPS 1 mit Hilfe von
Bestimmungsverfahren durchfihrt, die das vollstandige Enzym CPS

1 und/oder Fragmente davon erkennen.

6. Verfahren nach einem der Ansriche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass es als Schnelltest oder POC-Test (Point-
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of-Care-Test) ausgestaltet ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass man es im Rahmen einer Multiparameter-
Bestimmung durchfuhrt, bei der parallel zu CPS 1 ein anderes
oder mehrere andere der flur die Diagnostik wvon Leberschaden

herkdmmlich genutzten Leberenzyme bestimmt wird/werden.

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1, 2 oder 6, 7, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Bestimmung als Bestimmung der CPS

1-Enzymaktivitat durchfidhrt.

9. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass man CPS 1 in Serum- oder Plasmaproben von
Patienten bestimmt, die mit Arzneimitteln behandelt werden, die
ausgewdhlt sind aus nicht-steroidalen antiinflammatorischen
Arzneimitteln (NSAIDs), anderen Schmerzmitteln, anabolen
Steroiden, hormonalen Kontrazeptiva, Gichtmitteln, Statinen,
Inhalationsnarkotika, Antibiotika, Sulfonamiden, Tuberkulo-
statika, Antitumormitteln, Psychopharmaka, Herz-Kreislauf-

Mitteln, Phytopharmaka, Paracetamol.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass
die Behandlung der Patienten eine Behandlung mit Arzneimitteln
umfasst, die ausgewdhlt sind aus Tetracyclinen, Ibuprofen,
Chlorpromazin, Captopril, Enalapril, Halothan, Kavakava,

Streptomycin, Isoniazid und/oder Rifampicin.

11. In vitro Verfahren zur Friherkennung und zur begleitenden
Kontrolle der Therapie und Heilung von Leberschaden, dadurch
gekennzeichnet, dass man in Serum- oder Plasmaproben von
Patienten das Auftreten des humanen Enzyms Carbamoylsynthase
1 (CPS 1) und/oder dessen Konzentration, sowie ggf. zusatzlich
andere zur Diagnose von Leberschddigungen ubliche Biomarker fur
Leberschadigungen, bestimmt, und aus erhdhten CPS 1 Konzen-
trationen bei gleichzeitig nicht oder insignifikant erhdhten

Werten fGr die anderen mitbestimmten Biomarker £fir Leber-
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schadigunen, auf eine Leberschadigung in einem Fruhstadium
schliefit und die Einwirkung 1leberschadigender Substanzen

beendet und/oder eine therapeutische Intervention veranlasst.
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