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Messverfahren zur Bestimmung einer Organfunktion

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Datenerfassung fir die Bestimmung einer
Organfunktion, insbesondere der Leber- oder Nierenfunktion umfassend einem
oder mehreren Polymethinfluoreszenzfarbstoffen mit einem Fluoreszenzemissions-
maximum gemessen in Ethanol von kleiner oder gleich 820 nm sowie die Verwen-
dung der Farbstoffe als Marker zur Datenerfassung fiir die Bestimmung der Organ-
funktion. Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Kit zur Bestimmung einer Organfunkti-
on mit einem Markerfarbstoff, sowie eine Vorrichtung zur Datenerfassung in dem

Verfahren,

Es besteht ein zunehmender Bedarf an prézisen Messverfahren fir die quantitative
Bestimmung der Funktionstiichtigkeit eines Organs, insbesondere bei Organstérun-
gen oder nach Transplantationen. Im Fokus stehen hierbei vor allem Leber und Nie-

re.

Die Leber spielt aufgrund ihrer Funkfion im Intermedidrstoffwechsel, aber auch als
Immunorgan, fir den Verlauf und die Prognose kritisch kranker Patienten eine zen-
trale Rolle. Der Zelluntergang wird traditionell anhand der Freisetzung mehr oder
minder spezifischer hepatozellulérer Enzyme (z.B. ASAT, ALAT, GLDH eic.) ins

Plasma beurteilt (,,statische” Tests).

Allerdings nimmt das Austreten von Enzymen aus der Leber bei Patienten, die an
chronischer Hepatitis oder Zirrhose leiden, ab. Auflerdem kénnen Schwankungen
oder hohe Werte auch von einer Person erhalten werden, wenn sich zum Zeitpunkt
des Tests die Leberfunktion bereits von der St&rung erholt hat, da es eine gewisse
Zeit davert, bis die ausgetretenen Enzyme aus dem Blut verschwinden. Somit sind
quantitative Bestimmungen der Enzyme als Testverfahren zur Evaluierung des aktu-

ellen Stérungsgrads der Leberfunktion gewdhnlich nicht ausreichend.
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Traditionell ist Bilirubin der am héufigsten verwendete Indikator fir die hepatische
Dysfunktion. Allerdings kann dieser Indikator, wie auch die anderen statischen

Tests, nur einen indirekten Hinweis auf die hepatische Funktion geben.

Im Gegensatz hierzu liefern dynamische Lebertests, wie zum Beispiel die Indozya-
ningriin-PDR (plasma disappearance rate/Plasmaschwundrate} direktere Angaben

Uber den eigentlichen funktionellen Zustand der Leber zur Zeit der Untersuchung.

Die dynamischen Tests kénnen wichtige Partialfunktionen des Hepatozyten liefern,

wie der Intermedidrstoffwechsel von Aminoséuren und Proteinen, Harnstoffbiosyn-
these, Gluconeogenese, Metabolisierung von Xenobiotika oder Konjugations- und
Exkretionsleistungen, die durch Gabe bestimmter Substrate im Rahmen der Testver-

fahren quantifiziert werden kénnen.

In der europdischen Patentschrift EP 0 911 040 werden diagnostische Mittel zur Le-
berfunktion beschrieben. Hierin werden *CO, markierte Atome iiber einen “CO,-

Atemtest eingesetzt, um die Leberfunktion zu bestimmen. Ein &hnliches Verfahren

wird auch in WO 02/075320 A2 présentiert.

Allerdings erfordern dieses Tests die Gabe von markierten (z.B. radioaktiven) Tra-
cern oder Substraten und sind aufgrund des hohen logistischen Aufwands oder der
erforderlichen speziellen Laborverfahren in der klinischen Routine schwer oder gar

nicht verfigbar.

Weitere Markersubstanzen, die im Urin oder Blutplasma gemessen werden

kénnen, sind 2,4,7-Triamino-6-phenylpteridin, wie in DE 301 6818 A1 beschrieben,

oder Pentafluoroacetanilidoiminodiacetat (siehe EP 0 019 790).

Der Farbstoff ICG kann zur Bestimmung der Perfusionsverteilung (siehe
DE 10 2005 044 531 A1) oder des Blutvolumens (siche DE 41 30 931 C2) einge-
setzt werden. Seit léngerem wird ICG auch zur Untersuchung der Leberfunktion
verwendet (siche ICG-PDR in DE 689 21 947 T2); neuerdings auch iber Pulsdetek-
tionseinrichtungen verwendet (EP 0 399 482 B1).
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In den letzten Jahren wurden die Erfassung der Indozyaningriin-Plasmaschwundra-
te (ICG-PDRcs) zur Beurteilung der Leberfunktion bei akuten oder chronischen Er-
krankungen sowie nach Lebertransplantation als ergénzendes Messverfahren auf-
grund von Praktikabilitét und geringer Zeitintensitét als beftseitiger Test im klini-

schen Alltag etabliert (Pulsion Medical Systems AG; DE 101 20 980 A1l).

Wie jedes auf der Clearance eines Tracers beruhendes Messverfahren ist die PD-
Ricc von der Effizienz der Elimination (hepatozellulére Leistung) und von der Perfu-

sion abhéingig.

Indozyaningriin (ICG) ist ein anionischer Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum
bei einer Wellenlénge von etwa 805 nm, der bei klinisch gebréuchlicher Dosierung
eine vernachléssigbare Toxizitdt besitzt (siche DE 699 21 151 T2). ICG wird nach
dem derzeitigen Kenntnisstand extrahepatisch weder metabolisiert noch eliminiert
und unterliegt keinem enterohepatischen Kreislauf. Nach intravengser Injekfion
(0,1-0,5 mg/kg KG) ist ICG innerhalb kurzer Zeit vollstindig an Plasmaproteine
gebunden und erscheint nach etwa 8 min unkonjugiert in der Galle. Hepatische
Aufnahme und Elimination von ICG sind passive, respektive aktive Prozesse, die’
von Herzzeitvolumen, sinusoidaler Perfusion, Membrantransport und sekretorischer
Kapazitét der Leber abhéingen. Die Messung kann mittlerweile nichtinvasiv durch

transkutane Bestimmung der PDRicc mittels Pulsdensitomeirie erfolgen.

Verschiedene klinische Untersuchungen an unterschiedlichen Patientenkollektiven
haben gezeigt, dass dieses Verfahren eine hepatozellulére Dysfunktion bereits zu
einem frihen Zeitpunkt detektieren kann, dariiber hinaus gut mit der Uberlebensra-
te korreliert und als prognostischer Marker gegeniiber den herkémmlichen stati-

schen Laborparametern deutliche Vorteile besitzt.

Der Transport von ICG in die Galle beinhaltet mindestens 3 Schritte: die Aufnahme
in den Hepatozyten durch die sinusoidale Membran, die Passage durch den Hepo-
tozyten und die Exkretion Uber die canaliculére Membran. Diese Transportschritte

wurden jedoch nur anhand von kinetischen Studien charakterisiert. Bislang existie-
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ren wenige Daten, die Aufschluss Gber das Verhéitnis von PDR cc und biligrer ICG-
Sekretion unter pathophysiologischen Bedingungen wie Sepsis, Schock oder Endo-
toxinémie geben. Eine aktuelle Studie untersuchte das Verhéltnis von PDR ¢ und bi-
ligrer ICG-Exkretion unter Endotoxingmie an Schweinen. Wahrend die PDR,c auch
nach 12 Stunden Endotoxindmie nahezu unveréndert war, kam es dennoch zu ek
ner signifikanten Abnahme der biligren ICG-Sekretion sowie des kumulativen Galle-
flusses, ohne dass bei insgesamt hyperdynamer Kreislaufsituation wesentliche An-
derungen der Leberperfusion oder des Sauerstoffverbrauchs der Leber zu ver-

zeichnen waren.

Die Aufnahme von ICG aus den Lebersinusoiden erfolgt durch die basolaterale {si-
nusoidale) Plasmamembran des Hepatozyten. Im Gegensatz dazu erfolgt die Ex-
kretion von ICG iber die apikale {canaliculére) Membran - einen hochgradig ener-
gieabhdngigen Transportmechanismus, der Gberaus sensitiv gegeniber Endotoxin
ist. Somit kénnte unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen wie der Sep-
sis zwar ICG in die Hepatozyten aufgenommen, jedoch nicht iiber die Galle wie-
der eliminiert werden und damit die Bestimmung der PDRicc zur Therapiesteverung

und Prognoseeinschétzung unzuverléssig werden.

Der totale Umsatz von ICG setzt sich aus zwei Komponenten zusammen: die Auf-
nahme in die Hepatozyten aus dem Blut und der Transport von ICG aus den Leber-
zellen in das Galleexkret. Durch géngige PDR-Messungen wird in erster Linie der
erste Schritt gemessen. Allerdings sind diese beiden Schritte im Falle einer Akkumu-
lation von ICG in den Hepatozyten entkoppelt und damit voneinander unabhéngig.
Damit steht die Gesamtorganfunktion nicht mehr im linearen Zusammenhang mit
der gemessenen PDR, weil die Abnahme im Blut vorwiegend auf den ersten Schritt
zuriickgefihrt wird und nicht mehr ein Maf3 fir die Exkretion in die Gallenflissig-

keit darstellt.

Bei Verzicht auf eine Bestimmung der pré- und posthepatischen Plasmakonzentra-

tionen und lediglich Messung der systemischen PDRcc kénnen naturgemdf} beide
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EinflussgréBen (hepatozellulére fraktionelle Clearance vs. Leberblutfluss) nicht dis-

kriminiert werden.

Bei der klinischen Beurteilung der exkretorischen Nierenfunktion kommt die gréBte
Bedeutung der glomeruléren Filtration zu. Der Goldstandard zur Messung der glo-
meruldren Filtrationsrate (GFR) ist die Inulinclearance, die jedoch methodisch fiir
den Routineeinsatz zu aufwéndig ist. In der klinischen Routine kann mit guter Nahe-
rung die Kredtininclearance als MaB fir die GFR bestimmt werden. Allerdings un-
terliegt diese den Stéreinflissen der Kreatininbestimmung und ist durch Fehler wih-
rend der Urinsammelperiode zusatzlich fehlerbehaftet. Da Kreatinin bei stark ein-
geschrénkter GFR auch tubulér sezerniert wird, kann zudem die ,wahre” GFR um
bis zu 100% Gberschatzt werden. Methoden zur kontinuierlichen Uberwachung
der GFR im Sinne eines Monitoring, wie es fir hémodynamische und respiratori-

sche Parameter maglich ist, existieren nur experimentell.

Im Allgemeinen ist es daher die Aufgabe der jetzigen Erfindung, ein verbessertes
Verfahren zur Bestimmung einer Organfunktion, vor allem der Leber oder der Nie-

re bereitzustellen, welches die oben beschriebenen Probleme umgeht.

Insbesondere ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren bereitzu-
stellen, das eine klinische Einschdtzung der am Blutfluss teilnehmenden intakten He-
patozytenmasse, also eine gute Einschétzung der Leberleistung und ihrer therapeu-

tischen Beeinflussbarkeit erlaubt.

Dieses Verfahren soll vor allem eine genaue Diagnose zur Prognose im Zustand
der hepatischen Dysfunktion der Leber aufgrund von Sepsis oder anderen Storun-

gen liefern.

AuBerdem ist es ein Ziel der Erfindung, eine verbesserte Bildgebung und genauer

quantifizierbare Messung der verwendeten Markersubstanzen zu erméglichen.



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138

Ebenfalls sollen eine Verwendung, ein Kit und eine Vorrichtungen bereitgestellt
werden, welches in Analogie die oben beschriebenen Probleme 18sen und Vorteile

aufweisen.

Uberraschend lassen sich die oben beschriebenen Probleme mit den im Folgenden
beschriebenen erfinderischen Verwendungen, Verfahren, Kits und Vorrichtungen

I6sen.

Insbesondere befasst sich die vorliegende Erfindung mit der Verwendung eines
oder mehrerer Polymethinfluoreszenzfarbstoffe mit einem Fluoreszenzemissionsma-
ximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich 820 nm als Marker zur Da-

tenerfassung fir die Bestimmung einer Organfunktion.

Wie oben beschriebenen ist der Einsatz von langwellig emittierenden Polymethin-
fluoreszenzfarbstoffen zur Organdiagnostik bereits bekannt, so auch z.B. ICG. Po-
lymethinfarbstoffe sind konjugierte Polyene, in denen ein Elekironenakzeptor iiber
eine ungeradzahlige Kette von Methin-Gruppen mit dem Elektronen-Donor ver-

kniipft ist.

Es wurde nun festgestellt, dass Fluoreszenzfarbstoffe, die unterhalb von 820 nm
emittieren, zu einer besseren Bildgebung bei der Fluoreszenzdetektion fiihren. Da-
mit lassen sich genauvere Angaben zu den Farbstofftkonzentrationen im Blutserum,
in anderen Flissigkeitsmedien oder in den Organgeweben des Kérpers, z.B. bei
der Bestimmung der Organ-Perfusion, ermitteln. Eine bessere Auflsung bei den ib-
lichen Bildgebungsverfahren ist insbesondere fiir Imaging-Verfahren oder in der In-

travitalmikroskopie von Vorteil.

Auflerdem kénnen die mit kiirzeren Wellenléingen emittierenden Farbstoffe in Kom-
bination mit weiteren bereits bekannten Farbstoffen wie ICG verwendet werden,
da sich die Emissionswellenléngenbereiche mit verschiedenen Filtern (z.B. Strahltei-
ler) trennen lassen und iiber mehrere Detektionskanéle gleichzeitig oder konsekutiv

erfasst werden kénnen.
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Der Farbstoff ICG weist zwischen dem Donor und dem Akzeptor {jeweils Stickstoff)
? Kohienstoffatome und 7 Methingruppen auf. Bevorzugt ist, dass die Farbstoffe
nach der Erfindung weniger als neun Kohlenstoffatome zwischen dem Donor und
dem Akzeptor der konjugierten Chromophorenkette des Fluoreszenzfarbstoffs auf-
weisen, besonders bevorzugt sind sieben oder fiinf Kohlenstoffatome. Am bevor-

zugten weist die Chromophorenkette 7, 5 oder 3 Methingruppen auf.

Ebenfalls umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Datenerfassung fiir die Bestim-

mung einer Organfunktion umfassend die Schritte:

a) Radiative Anregung von einem oder mehreren Polymethinfuoreszenzfarb-
stoffen mit einem Fluoreszenzemissionsmaximum gemessen in Ethanol von
kleiner oder gleich 820 nm, als Marker im Blut, in einem Gewebe oder

Organ und/oder in der Galle oder Urin, mit einer Strahlungsquelle,

b) Detektion der Fluoreszenzemission des einen oder mehrerer Polymethin-

farbstoffe mit einer Detektionsvorrichtung,

c) Erfassung der Daten der gemessenen Fluoreszenzintensitét mit einer Da-

tenerfassungsvorrichtung.

Die eingesetzten Farbstoffe erlauben eine genavere Représentation der gemesse-
nen Organfunktion. Zudem weisen sie eine geringere Tendenz zur Akkumulation in

dem Organgewebe auf.

Daher stellen sie nicht nur die Perfusionsbewegung in das Organ dar, sondern ge-
ben auferdem die tatséichliche Exkretionsleistung des Organs besser wieder. Damit
eignet sich das obige Verfahren insbesondere zur Bestimmung von Messwerten

und Parametern, die fir die Organfunktionsdiagnostik verwendet werden kénnen.

Als bevorzugte Anregungsquelle fir die radiative Anregung (Bestrahlung mit Licht}

kann eine Laserdiode dienen. Um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern, ist

7
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bei manchen Imagingverfahren die Leistung der Quelle bevorzugt kleiner gleich

TmW/cm?,

In Schritt c) werden die Daten bevorzugt als Funktion der Zeit gemessen. Hieraus

l&sst sich ein Graph der Fluoreszenz Gber die Zeit herleiten.

Besonders vorteilhaft ist die Messung der Fluoreszenz im Blutplasma. So ldsst sich
die Plasma disappearance rate {PDR) des Farbstoffs bestimmen. Es kann die Clea-
rance-Funktion des Farbstoffs aus dem Blut oder dem Organgewebe bestimmt wer-

den.

Giinstig ist, dass die Leberfunktion nun ,ganzheitlich” erfasst wird, da auch die ex-

kretorische Leistung beurteilt werden kann.

Weiterhin bevorzugt ist die anschlieBende Speicherung der Daten der gemessenen

Fluoreszenzintensitétsfunktion mit einer Datenspeicherungsvorrichtung.

Giinstig ist auch die Bearbeitung der Daten und/oder Ausgabe der Daten an einer
Datenausgabevorrichtung, z.B. einem Display, einem Ausdruck oder einem Spei-

chermedium.

Vorzugsweise werden die erfassten Daten anschlieBend mit Normwerten vergli-
chen. Im Anschluss hieran kann in einem weiteren Schritt eine {signifikante) Abwei-
chung von den Normwerten festgestellt werden. SchlieBlich ist es hiernach optional
auch méglich, aus diesem Analyseschritt mit der Hilfe eines Auswerteprogramms
oder mit dem Erfahrungsschatz eines trainierten neuronalen Netzes eine Diagnose
und/oder Zuordnung des Datensatzes zu einem pathologischen Befund festzustel-

len.

Der Farbstoff kann schlieBlich in bevorzugten Ausfilhrungen des Verfahrens in ei-
nem ersten Schritt verabreicht werden. Noch bevorzugter erfolgt die Verabrei-
chung von einen oder mehreren Polymethinfluoreszenzfarbstoffen durch intra-vens-
se Injektion in die Blutbahn. Alternativ kann der Farbstoff iiber einen bereits beste-

henden Katheter verabreicht werden, wodurch ein zusétzlicher Eingriff am Kérper
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entfallt. Bevorzugt wird die Verabreichung an einer Stelle vorgenommen, die nicht

weiter als 50 cm von dem zu untersuchenden GeféBgebiet oder Organ liegt.

Die Dosierung des Farbstoffs variiert mit der Kérpermasse und den Anforderungen
an die Messdetektion. Typischerweise werden 0,05 bis 10 mg/kg pro Messung ein-
gesetzt, Besonders bevorzugt sind 0,1 bis 0,5 mg/kg oder bis 1,25 mg/kg pro
Messung, am bevorzugtesten sind 0,25 mg/kg oder 0,45 mg/kg pro Messung.
Wesentlich hohere Werte werden nicht empfohlen, da hier die an sich geringe Zy-
totoxizitdt ansteigen kann. Aus Figur 10 l@sst sich entnehmen, dass im Vergleich
der Zytotoxizitét zwischen ICG und DY635 letzterer Farbstoff eine sehr geringe Zy-

totoxizitét aufweist und keine geringere Viabilitét als ICG zeigt.

In einer vorteilhaften Ausfilhrung erfolgt die Fluoreszenzdetektion in der obigen
Verwendung oder Verfahren in vitro. Dabei kénnen die Messwerte nach Proben-

entnahme in einem Labor bestimmt werden.

Bevorzugt wird bei der erfindungsgeméBen Verwendung oder Verfahren die Fluo-
reszenzdetektion am Blut, Gewebe oder Organ und/oder der Galle oder Urin ei-
nes Tieres vorgenommen; vorzugsweise ist dieses Tier ein Sdugetier, Nager oder

Homo Sapiens.

Ebenfalls umfasst die Erfindung ein Kit zur Bestimmung einer Organfunktion mit ei-

nem Markerfarbstoff umfassend:

ein oder mehrere Polymethinfluoreszenzfarbstoffe mit einem Fluoreszenzemissions-
maximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich 820 nm, welche in einer

physiologisch vertréiglichen Verabreichungsform vorliegen,
einer Fluoreszenzdetektionsvorrichtung,

und einer Fluoreszenzdatenerfassungsvorrichtung.
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Dieses Kit hat den Vorteil, in kompakter Weise die Mittel fir eine ziigige Organ-

funktionsdiagnostik bereitzustellen.

Typischerweise umfasst das Kit nach der Erfindung genug Vorrat fir ein bis zwei
oder mehrere Dosierungen des Farbstoffs. Mehrfachdosiereinheiten kénnen bis zu
100, 200 oder 500 Dosierungen enthalten. In diesem Fall sind die weiteren Be-

standteile des Kits wiederverwertbar.

Bevorzugt wird das Kit zur Messung der PDR eingesetzt. Dabei ist zweckmdBig der

Detekior ein Einmalsensor fir die Messung am Ohrléppchen.

In einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung umfasst der Kit zudem einen
oder mehrere der folgenden Elemente: eine Verabreichungsvorrichtung (bevorzugt
eine Injektionsnadel oder ein zentraler oder peripherer Katheter), eine Datenspei-

cherungsvorrichtung und eine Datenausgabevorrichtung.

In einer besonderen Ausfihrungsform der Erfindung liegen ein oder mehrere Poly-
methinfluoreszenzfarbstoffe in einer physiologisch vertréiglichen und intravenés inji-
zierbaren Losung vor. Diese kénnen ganz besonders bevorzugt ilber einen bereits
bestehenden Katheter verabreicht werden, so dass keine weiteren Eingriffe am K&r-

per notwendig sind.

Bevorzugt umfasst das Kit eine Dosiereinheit, welches eine Durchstechflasche sein
kann, in der die Farbstofflésungen aufbewahrt werden kénnen. In einem solchen
Fall, umfasst der Kit Portionierungen enthaltend 25 mg Farbstoff auf ml Lésungsmit-
tel, oder vorzugsweise 50 mg Farbstoff auf 10 ml L&sungsmittel, vorzugsweise

Wasser.

In einer alternative Ausfihrung enthélt der Kit den Farbstoff als Pulver in individuel-
len Dosiereinheiten, sowie optional die entsprechende Menge an Lésungsmittel, um
die physiologische Losung vor Ort herzustellen. Diese Variante hat den Vorteil ei-

ner besseren Lagerstabilitdt der Kitbestandteile.

Bei der Verwendung des Kits ist eine sterile Handhabung wichtig. Vorzugsweise

liegt dem Kit eine Beschreibungsanleitung bei.
10
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Die oben beschriebene erfinderische Verwendung, Verfahren oder Kit zur Bestim-
mung einer Organfunkfion l&sst sich insbesondere bevorzugt dann einsetzen, wenn
das Organ, dessen Funktion bestimmt wird, die Leber und/oder die Niere ist. Die
eingesetzten Farbstoffe der Erfindung weisen in diesen Organen insbesondere den
Vorteil auf, die eigentliche Organfunktion besser zu représentieren, weil mit ihnen

die tats&ichliche Exkretionsleistung des Organs genauer wiedergegeben wird.

Besonders bevorzugt ist eine Verwendung, Verfahren oder Kit nach der Erfindung,
wobei das Fluoreszenzemissionsmaximum des einen oder der mehreren Polyme-

thinfluoreszenzfarbstoffe gemessen in Ethanol kleiner gleich 810 nm ist.

Noch bevorzugter ist das Fluoreszenzemissionsmaximum kleiner gleich 780 nm
oder 740 nm, am aller bevorzugtesten kleiner gleich 680 nm. Die Verwendung von
Farbstoffen mit einem Fluoreszenzemissionsmaximum kleiner gleich 550 nm kann
fir besondere Verfahren geeignet sein, insbesondere in Kombination mit einem

Farbstoff mit einem Fluoreszenzemissionsmaximum von gréBer gleich 750 nm.

Bevorzugt liegt das Absorptionsmaximum des Farbstoffs bei 580 nm bis 690 nm.

Besonders bevorzugt ist ein Absorptionsmaximum von 600 nm bis 670 nm.

Um das Ausbleichen des Farbstoffs und damit eine Verzerrung der Messergebnisse
zu verhindern, sollte der Farbstoff eine hohe Ausbleichstabilitét aufweisen. Eben-
falls sinnvoll ist es, Farbstoffe mit einer hohen Fluoreszenzquantenausbeute zu ver-
wenden, da diese bei entsprechender Anregung eine starkere Leuchtkraft aufwei-

sen.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung umfasst daher eine Verwendung,
Verfahren oder Kit, wobei der Farbstoff ein Benzopyrylium-basiertes Hemicyanin

oder ein Indodicarbocyanin-Chromophor ist.

Bevorzugt ist die Zahl der Kohlenstoffatome zwischen der Donor und der Akzep-
torgruppe am Farbstoff kleiner gleich 7. Dies hat den Effekt, dass der Farbstoff eine

bessere Photo- und Lagerstabilitét aufweist. Im Vergleich zu ldngerkettigen Chromo-
N
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phoren wie ICG bietet die kirzere konjugierte Doppelbindungskette des Farbstoffs
mit ihrer kiirzeren und weniger ausgepréigten Elekironenwolke weniger Angriffspo-
sitionen fiir elektrophile oder nukleophile Reagenzien. Dies erh&ht die Fotostabilitéit
der erfindungsgeméfBen Farbstoffe, was bei quantitativen Imaging- und Fluores-

zenzdetektionsverfahren zu einer genaueren Messdatenerhebung fiihrt.

Insbesondere kénnen der eine oder die mehreren Farbstoffe der Erfindung ein un-
symmetrisches Polymethin, aufweisend einer substituierten omega-(Benz[b]pyran-4-

ylidenjalk-1-enyl)-Einheit der allgemeinen Struktur 1 sein:

mit Z als substituiertes Benzooxazol, Benzothiazol, 2,3,3-Trimethylindolenin-,
2,3,3-Trimethyl-4,5-benzo-3H-indolenin-, 2- und 4-Picolin-, Lepidin-, Chinaldin- sowie
9-Methylacridinderivat der allgemeinen Strukturformeln 2A oder 2B oder 2C

R13 RI3 R12
Rlz 12 q N/Rl4 13 N R]]
X
s | @ | .
s ~f RM A NF gl A N7 Rl
[l{u RIO R“ 1'114
2A 2B 2C
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wobei

X fir ein Element aus der Gruppe O, S, Se oder das Strukturelement N-al-
kyl oder C{alkyl). steht,

n fir die Zahlenwerte 1, 2 oder 3 steht,

R' - R™ gleich oder unterschiedlich sind und Wasserstoff, ein oder mehrere
Alkyl, oder Aryl-, Heteroaryl- oder heterocycloaliphatische Reste, eine Hy-
droxy- oder Alkoxygruppe, eine alkylsubsituierte oder cyclische Aminfunkt-
on sein kénnen und/oder zwei ortho-sténdige Reste, z.B. R und R", R und
R® und/oder R° und R® zusammen einen weiteren aromatischen Ring bilden

kdnnen,

mindestens einer der Substituenten R’ - R einen solubilisierenden bzw. ioni-
sierbaren bzw. ionisierten Substituenten, wie Cyclodextrin, Zucker, SOy,
PO,%, COO;, oder NR;" darstellen kann, der die hydrophilen Eigenschaften
dieser Farbstoffe bestimmt, wobei dieser Substituent auch iiber eine Spacer-

gruppe am Farbstoff angebunden sein kann,
und

R' einen Substituenten darstellt, der in alpha-Position zum Pyran-Ring ein

quartires C-Atom aufweist, bevorzugt sind +-Butyl und Adamantyl.

In vorteilhaften Ausfihrungen der Verwendung, Verfahren oder Kit nach der Erfin-

dung sind die Farbstoffe derart mit Substituenten versehen, dass sie jeweils auf ver-

schiedene Organe angepasst sind. So hat sich gezeigt, dass nierengéngige Farb-

stoffe eine nicht zu geringe Wasserlaslichkeit aufweisen sollten.

Daher sind die Polymethinfluoreszenzfarbstoffe fir die Nierenfunktionsbestimmung

dadurch gekennzeichnet, dass der eine oder die mehreren Farbstoffe in Wasser

|&slich sind aber in DMF oder DMSQ unléslich sind. Diese Farbstoffe sind tendenzi-

ell hydrophil.

13
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Im Gegensatz hierzu sind die Polymethinfluoreszenzfarbstoffe nach der erfinderi-
sche Verwendung, Verfahren oder Kit fir die Leberfunktionsbestimmung dadurch
gekennzeichnet, dass der eine oder die mehreren Farbstoffe in DMF oder DMSO
|5slich und in Wasser unléslich sind. Diese Farbstoffe sind tendenziell fettléslich und

hydrophob.

Insbesondere weisen der eine oder die mehreren Farbstoffe bevorzugt in physiolo-
gischer Lésung eine neutrale Ladung auf oder liegen héchstens einfach geladen
vor und/oder weisen bevorzugt héchstens zwei solubilisierende bzw. ionisierbare
bzw. ionisierte Substituenten auf. Diese Weiterbildungen sind besonders fiir die Le-

berfunktionsbestimmung geeignet.

In anderen Weiterbildungen der Erfindung liegen der eine oder die mehreren Farb-
stoffe in physiologischer Lsung mindestens zweifach geladen vor und/oder weisen
bevorzugt mindestens drei oder vier solubilisierende bzw. ionisierbare bzw. ioni-

sierte Substituenten auf.

Die genannten solubilisierenden bzw. ionisierbaren bzw. ionisierten Substituenten
sind hierbei vor allem bevorzugt Sulfonsduregruppen, Carbonséuregruppen oder

Ammoniumgruppen.

Besonders bevorzugt ist, dass der eine oder die mehreren Farbstoffe nach der Er-

findung ausgewdhlt sind aus der Gruppe umfassend:

DY630, DY631, DY632, DY633, DY634, DY635, DY636, DY647, DY648, DY649,
DY650, DY651 und DY652, sowie DY590, DY548, DY495, DY405.

Diese Farbstoffe weisen dabei bevorzugt eine Absorption im roten Spektralbereich

auf. Allerdings sind auch Rot, Griin oder Blau absorbierende Farbstoffe verwend-

bar.
Ganz besonders bevorzugt ist der Farbstoff DY635, also:

1-(5-Carboxypentyl}-3,3-dimethyl-2-[3-{ 11-(2,2-dimethylethyl)-1H,2H,3H,5H,6H,7H
pyrano|2,3f]pyrido[3,2,1-ij]chinolin-2-yliden)-1-propenyl]-3H-indolium-5-sulfonat

14
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oder

10-fert-Butyl-8-{(E)-3-[1-(5-carboxy-pentyl)-3,3-dimethyl-5-sulfo-1,3-dihydro-indol-
(2E)-ylidene}-propenyl}-2,3,5,6ertrahydro-1H,4H-11-oxonia-3a-aza-benzo[de]an-

thracene

wie unten gezeigt:

HO,G™ ™ g4 :,>—50§

/
[A g
] ,
roel

Bevorzugte ist auch DY647, also:

2-{(1E,3E}-5-[3-(3-Carboxy-propyl)-1-ethyl-3-methyl-5-sulfo-1,3-dihydro-indol-{ 2E }-yli
dene]-penta-1,3-dienyl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-5-sulfo-3H-indolium

o]

A
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oder auch DY652, also :

2-tert-Butyl-4-{(E}-3-[3-(3-carboxy-propyl)-3-methyl-5-sulfo-1-(3-sulfo-propyl}-1,3-dihy-
dro-indol-(2Z)-ylidene]-propenyl)-5,7,7-trimethyl-8-(3-sulfo-propyl}-7,8-dihydro-1-ox-

ana-8-aza-anthracene
15
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wie unten gezeigt:

Mit diesen Farbstoffen kann eine Evaluation der Nieren- oder Leberorganfunktion

vorgenommen werden,

Als validierte Leberfunktionsmarker eignen sich diese insbesondere als Parameter
zur Messung von hepatisch eliminierten Substanzen, insbesondere bei Sepsis-asso-
ziierter Leberdysfunktion. Diese Farbstoffe weisen eine wesentlich kiirzere Verweil-
daver in den Hepatozyten auf. Dadurch besteht hier ein engerer Zusammenhang
zwischen den PDR Messergebnissen und der tatséichlichen Exkretion in die Galle,

wodurch eine bessere Aussagekraft hinsichtlich der Leberfunktion als bei der ICG-

PDR besteht.

Die nierengéingigen Farbstoffe kénnen hingegen zur frishzeitigen Erfassung einer
Nierendysfunktion aufgrund einer verminderten Farbstoff-Clearance eingesetzt wer-

den.

Besonders bevorzugt ist hierbei der Farbstoff DY&47, der durch seine hydrophilen
Eigenschaften und die ausschlielliche Exkretion iiber die Niere fiir die Nierenfunk-
tionsdiagnostik verwendet werden kann. Die Messung der PDR dieses Farbstoffes
offenbart eine einfache, schnelle und fehlerunanfillige Alternative zur Bestimmung

der Creatinin-Clearance. Auch bevorzugt ist DY652.

16
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Ebenfalls kann ICG durch hydrophile Substituenten so modifiziert werden, z.B.
durch den Einbau von ionisierbaren Gruppen, dass es fiir die beschriebene Nieren-

funktionsdiagnostik geeignet ist.

Besonders vorteilhaft ist der gleichzeitige Einsatz von mehreren Farbstoffen. So um-
fasst die Erfindung auch die Kombinationen eines Nierenfunktionsmarkers mit ei-

nem Leberfunktionsmarker.

Bevorzugt umfassen diese Kombinationen DY435, DY652 und/oder DYé47, beson-
ders bevorzugt ist hierbei eine Mischung aus zwei Farbstoffen von DY635, DY652
und/oder DY647, wie z.B. DY435 mit DY652 oder DY4635 mit DY647.

Noch vorteilhafter ist die Kombination von kirzerwellig anregbaren Farbstoffen
mit léngerwellig anregbaren Farbstoffen, weil diese dann jeweils in unterschiedli-
chen Spektralbereichen emittieren und die Fluoreszenz der Marker somit getrennt
in verschiedenen Detektionskanélen gemessen werden kann. Kombinationen von
DY652 mit ICG, oder DY635 mit ICG oder DY548 mit DY635 sind dabei bevor-

zugt.

Damit lgsst sich gleichzeitig die Nierenfunktion und die Leberfunktion mit einer ein-

zigen Fluoreszenzmessung, so zum Beispiel ber die PDR, bestimmen.

Weiterhin umfasst die Erfindung eine Vorrichtung zur Datenerfassung mit einem
Marker fiir die Bestimmung einer Leberfunktion oder Nierenfunktion durch Fluores-
zenzmessung von einem oder mehreren Polymethinfluoreszenzfarbstoffen mit ei-

nem Fluoreszenzemissionsmaximum gemessen in Ethanol von kleiner oder gleich

800 nm.

Bevorzugt umfasst die Vorrichtung wahlweise noch eines oder mehrere der folgen-

den Gerite:
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eine Verabreichungsvorrichtung, eine Strahlungsquelle (vorzugsweise eine Laserdi
ode), eine Detektionsvorrichtung (vorzugsweise eine CCD Kamera) eine Datener-
fassungsvorrichtung (vorzugsweise ein Computer), eine Datenspeicherungsvorrich-
tung (vorzugsweise ein Computer), eine Datenausgabevorrichtung (vorzugsweise

ein Display, ein Ausdruck oder ein Speichermedium).

Die Erfindung befasst sich auch mit einer Verwendung, einem Verfahren, einem Kit
oder einer Yorrichtung wie oben beschrieben zur Uberwachung einer Organfunkti-
on nach einer Leber- oder Nierentransplantation, zur Diagnostik von kritisch kran-
ken Patienten bei einer Sepsis, bei multiplem Organversagen oder zur Vorsorgeun-

tersuchung.

Schliellich werden hierin nach der Erfindung noch eine Blutplasma-, Galle- oder
Urinprobe zur Datenerfassung fiir die Bestimmung einer Organfunktion umfassend
eines oder mehrerer Polymethinfluoreszenzfarbstoffe mit einem Fluoreszenzemissi-
onsmaximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich 820 nm als Marker be-

schrieben.

Bevorzugt umfasst die obige Blutserum-, Galle- oder Urinprobe einen der Farbstof-

fe nach der Erfindung, wie hierin bereits beschrieben.
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Beispiele und Experimente

Mannliche WISTAR Ratten (12-16 Wochen alt, Kérpermasse 400 + 50 g; Harlan
Laboratories, Horst, Niederlande} wurden in dieser Studie verwendet. Alle Unter-
suchungen wurden entsprechend der deutschen Gesetze zum Schutz von Tieren
und mit der Zustimmung der regionalen Tierschutzkommission in Bad Langensalza,
Thisringen, Deutschland vergenommen. Wéhrend der chirurgischen Préparation
und der experimentellen Untersuchungen wurde die Kérpertemperatur mit jeweils
einer Wérmeplatte und einem heizbaren Objekitisch des Mikroskops auf 37° kon-
stant gehalten. Alle Préparationen wurden unter aseptischen Bedingungen vorge-

nommen.

Es wurde ein spezielles Modell einer polymikrobiellen Sepsis mit einigen Modifika-
tionen eingesetzt, welche urspriinglich durch Bauhofer beschrieben wurde (Bauho-

fer et al., 2004, 2006; Lorenz et al., 2004). Bei diesem Modell wird die Sepsis

durch peritoneale Kontamination und Infektion (PCl} induziert.

Fir die PCl wurde ein standardisiertes menschliches Stuhlinokulum eingesetzt. Un-
mittelbar nachi der Einsammlung wurde die Stuhlprobe mit pre~redu;1iertem Thiogly-
colate-Bouillon, enthaltend 10-% steriles Bariumsulfat und 10% Glycerin, 1:1 ver
dinnt und anschlieBend unter anaeroben Bedingungen homogenisiert. Schlieflich
wurden die Stuhlproben bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. Vor der Inokula-
tion wurden die Stuhlproben 1:4 in 0,9% NaCl verdinnt. Das Inokulum wurde mi-
krobiologisch analysiert, um die Anzah! der Stémme nach der Lagerung zu ermit-
teln. Die Ratten wurden 24 h vor der PCl instrumentiert und mit Desflurane (Baxter,
Miinchen, Deutschland) iGber eine Gesichtsmaske andsthesiert. Fiir den Flissigkeits-
ersatz wurde ein Jugularvenenkatheter (Polyethylene, autoklavensterilisiert, OD:
1,0 mm, Portex, UK) eingesetzt und subkutan bis zum Genickansatz getunnelt. Der
Katheter war auf einem Drehgelenkshaltesystem montiert, welches eine uneinge-
schrénkte Bewegung in dem Kéfig nach der Erholung von der Andsthesierung er-

mdglichte.

19



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138

In einleitenden Studien wurde die Dosis des Inokuklums so angepasst, dass eine
100-%ige Mortalitétsrate innerhalb von 40 h erzielt wurde. Die Tiere wurden zuf&l
lig in die Kontollgruppe {sham) oder in die PCl Gruppe eingeordnet. Das Inokulum
wurde, unter kurzer Athernarkose, mit einer 21G Kaniile in die Beckenregion intra-
peritoneal injiziert. Die Tiere der Kontrolle (sham) erhielten 0,9 % NaCl in der glei-
chen Menge. Nach der Prozedur erhielten beide Gruppen Flissigkeitsersatz
{10ml/kg/KG/h, Jonosteril®, Fresenius Kabi GmbH, Deutschland) sowie Futter und

Wasser ad libitum.

Um den klinischen Status bei einem zuvor bestimmten Zeitpunkt fiir zukiinftige Ex-
perimente bestimmen zu kénnen, wurde die Aktivitét entsprechend friheren Be-
schreibungen mit einem Punktesystem quantifiziert {Van Griensven et al., 2002).
Die erzielte Punktezahl reflektiert die spontane Aktivitét sowie die Reaktion auf
exogene Stimulationen. Die Punktezahl reichte von 1 bis 5, wobei 1 eine hohe Aki-
vitit reprasentiert und die Aktivitdt stetig bis 5 abnimmt, welches schlieBlich fir
einen lethargischen Zustand steht. Zudem wurde die Nahrungsaufnahme (g/Ratte}
bei 15 h gemessen. Nach der Laparatomie wurde das peritoneale Fliissigkeitsvolu-
men {ml/Ratte) gemessen und die Erzeugung eines Fibrinfilms anhand einer Punkte-
bewertung zwischen O (keine) bis 3 (massiv) quantifiziert {siehe hierzu auch Figur
1}. Die Punkteverteilung wurde unabhéngig voneinander in einer Blindbewertung
durch zwei der Autoren durchgefihrt. Beide Beobachter bewerteten jeweils jede
Ratte. Die Punktezuordnung von jeder einzelnen Ratte wurde letztlich aus dem

Durchschnitt von beiden Werten gebildet.

In vivo Beurteilung der hepatischen Clearance-Funktion

Die Plasma Abnahmerate, genannt Plasma Disappearance Rate {PDR), sowie die
Gallenausscheidung der Farbstoffe DY635 (Dyomics, Jena, Deutschland) und Indo-
zyaningriin als Vergleichsexperiment (ICG; Pulsion, Minchen, Deutschland) wur-

den in vivo bestimmt.
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Die Tiere wurden 15 h nach der Sepsis bzw. Induktion der Kontroligruppe anésthe-
siert. Zumal sich herausgestellt hat, dass Ketamin den bewussten Zustand, gemes-
sen durch Herzleistung und regionalem Blutfluss, am néchsten kommend darstellt
(Seyde et al. 1984), wurden die Ratten mit einer Mischung von Ketamin {Ketamin®
50mg/ml; Deltaselect, Pfullingen, Deutschland) und Midazolam (Midazolam-ratio-
pharm® 5mg/ml; Ratiopharm, Ulm, Deutschland) anésthesiert, welches iiber einen
Jugularvenenkatheter (Polyethylene, iiber einem Autoklaven sterilisiert, OD: 1,0
mm, Portex, UK) mit einer Dosis von 40 mg/kg bzw. 4 mg/kg Kérpergewicht ver-

abreicht wurde.

Ein arterieller Katheter wurde zur hamodynamischen Uberwachung eingesetzt.
Eine Mittellinien und rechte subcostale Laparotomie wurde vorgenommen und der
Ductus Choledochus wurde mit einem Polyethylenkatheter (Polyethylene, autokla-
vensterilisiert, OD: 1,0 mm, Portex, UK} fiir die Gallensammlung mit einer Kaniile
versehen. Schlief3lich wurde die Wunde mit Mersilene 2-0 (Ethicon, Hamburg,

Deutschland) verschlossen und die Andsthesierung aufrechterhalten.

Der Farbstoff wurde iiber einem Jugularvenenkatheter verabreicht. Die Blutproben
und Gallenproben wurden zum Nullpunkt und anschlieBend alle 15 min fir eine
Zeitdaver von 60 min abgenommen. Blutverluste durch diese Blutproben wurden
durch Infusionen adéquat ausgeglichen. Die hamodynamische Uberwachung wur-

de durchgéngig ausgefihrt.

Die Ergebnisse werden in den Figuren 3 und 4 dargestellt.

In vivo Bestimmung des hepatozelluliren und canaliculiren Transports

Verénderungen in der hepatozelluléren Aufnahme und der canaliculéren Eliminie-
rung wurden 15 h nach der Sepsis bzw. Induktion der Kontrollgruppe durch in vivo
Imaging des ausschliefllich hepatozytisch eliminierten Farbstoffs Indozyaningriin
(Pulsion, Miinchen, Deutschland} und von DY 635 mit einem invertierten Epifluores-

zenzmikroskop (AxioObserver® Z1; Zeiss, Jena, Deutschland), ausgestattet mit ei-
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nem computergesteuerten hochprézisen Rastertisch (Marzhduser, Wetzlar,

Deutschland), gemessen.

Unter Yerwendung eines x40/0.6 Obijektivs wurde die Leberoberfliche in Epi-An-
ordnung mit einer 100 W Quecksilberlampe bestrahlt und unter Verwendung von
zwei Filterséitzen mit einem 365 nm bis 395 nm Anregungs- und 445 nm bis 450
nm Emissionsbandpassfilter die Leberarchitektur durch natirliche Autofluoreszenz
der hepatozellulér reduzierte Pyridin Nukleotide (NADH) visualisiert. Zum Abbil-
den des Farbstoffs Indozyaningriin wurden 775 nm bis 805 nm Anregungs- und

845 nm bis 855 nm Emissionsbandpassfilter eingesetzt.

Alle Mikroskopabbildungen wurden auf eine hochauflésende CCD Digital Videoka-
mera {C9100-13; Hammamatsu Photonics, Japan} abgebildet, welches mit einem
PC mit Microsoft-Windows® basierter Software fir die Bedienung des Mikroskops,
die Navigation der Rasterbilhne und die Bildanalyse {AxioVision® Rel. 4.6; Zeiss,

Jena, Deutschland) ausgestattet war.

Die Tiere wurden mit Ketamin und Midazolam wie oben 15 h nach der Sepsis bzw.
Induktion der Kontrollgruppe andsthesiert. Eine Mittellinien- und linksseitige sub-
costale Laparotomie wurde zur Definition des linken Leberlappens vorgenommen.
Um respiratorische Bewegungen zu minimieren, wurden hepatische Ligamente ge-
trennt. Der Darm wurde mit Saline-getrénkiem Verbandmull abgedeckt, um eine

Gewebedehydration zu verhindern. Nachdem die Tiere auf die Mikroskopbihne

lisierte linke Leberlappen wurde freigelegt und die pragmatische Oberfléiche auf ei-
nem Mikroskopdeckglass (#1; Menzel, Braunschweig, Deutschland) positioniert
und leicht mit Histoacryl (Braun, Melsungen, Deutschland} fixiert. Typischerweise
konnte somit eine Fléiche von 1-1.5 cm? des Leberlappens mit Intravitalmikroskopie
untersucht werden. Um die Austrocknung wéhrend der Intravitalmikroskopie zu ver-

hindern, wurde die Leber regelméBig mit warmer Ringer-Ldsung {37 °) Uberspiilt.
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In einem ersten Schritt wurde die hepatozelluldre NADH Autofluoreszenz unter-
sucht, um die mitochondriale Oxidationsstufe zu ermittein (Vollmar et al. 1997}.
Unter Verwendung eines x5 Objektivs und einem 365 nm bis 395 nm Anregungs-
und 445 nm bis 450 nm Emissionsbandpassfilter wurden 5 zufdllig gewdhlte Sicht-
felder pro Tier aufgenommen. Fir alle Sichtfelder wurden Standardeinstellungen
fir die Verstarkung, Belichtungszeit und Bildkontrastverstérkung verwendet. Die
NADH Autofluoreszenz wurde densitometrisch besfimmt und als Durchschnittsinten-

sitiit pro Sichtfeld {arbitrary units [aU]} ausgedriickt.

Fiir die Bestimmung der hepatischen Mikrozirkulation wurden mit einem x20 Ob-
jektiv, aber unter Verwendung des gleichen Filterblocks, fiinf 15 s Videosequenzen

aufgenommen.

Der Zusammenbruch der sinusoidalen Perfusion wurde anhand der Anzahl der
nicht perfundierten hepatischen Sinusoiden bestimmt (gemessen in Prozent der Si-
nusoiden die einen 100 pm Kreis schneiden). Um auch Informationen iiber die Art
des Durchflusses in den perfundierten Sinusoiden zv sammeln, wurde der mikrozir-
kulatorische FlieBindex (DeBacker et al. 2007) mit einigen Modifikationen bestimmt
(sieche Figur 2). Dabei wurde eine Videosequenzen in vier Quadranten unterteilt
und die vorherrschende FlieBart {1=langsam, 2=normal, 3=ziigig) in jedem Qua-

dranten durch zwei unabhangige Beobachter bestimmt.

Um 16 Regionen {regions of interest: ROI) fir die in vivo Abbildungen des Farb-
stoffes auvfzufinden, wurde die Leberoberfliche gerastert; 8 perizentrale and 8 pe-
riportale Regionen wurden ermittelt und deren exakte Position auf der computerge-
steverten Rasterbiihne (scanning stage) mit der AxioVision® Software bestimmt und
gespeichert, so dass die pre-definierten ROI wiihrend der zukiinftige Experimente
zugénglich waren. Die Fototoxizitét wurde dadurch begrenzt, dass wéhrend der
Identifikation der ROI, die Lichttransmission mit einem Neutraldichtefilier auf 20 %

reduziert worden ist.
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Vor der Zugabe des Indozyaningriins, bzw. DY 635 wurden Basislinien-Abbildun-
gen der definierten ROl mit dem AxioVision® Multikanalmodul (x40/0.6 Obijektiv,
365 nm bis 395 nm Anregungs- und 445 nm bis 450 nm Emissionsbandpassfilter
und 775 nm bis 805 nm Anregungs- und 845 nm bis 855 nm Emissionsbandpassfil-
ter) aufgenommen. Die optimalen Einstellungen fiir die Verstéirkung, Belichtungszeit
und Bildkontrastverstérkung wurden in Vorversuchen ermittelt. Dunuéh wurde der
Farbstoff iiber ein Jugularvenenkatheter verabreicht und Abbildungen von samtli-
chen ROI dlle 5 min iber eine Zeitperiode von 35 min aufgenommen (siehe Figur

5).

Die Fluoreszenzintensitdt von Indozyaningriin, bzw. DY 435, welches im mikrozir-

[o] .
~ 13 g NIINNECIISHGT Yol It YA T LA LT F)

kulatorischen und hepatischen Gewebe verteilt vorlag, wurde densitometrisch

quantifiziert und als durchschnittliche Intensitdt pro ROl ausgedriickt {arbitrary

units [aU]).

In vivo Bestimmung der Nierenfunktion

Weitere Experimente wurden zur Erfassung der Nierenfunktion mit DY652 (Daten

hier nicht gezeigt} und DY647 durchgefiihrt.

Die Ergebnisse fiir DY 647 werden in der Figur 7 gezeigt. In den Aufnchmen zu se-
hen sind das Nierengewebe und das weitverzweigte NierengeféBsystem. Wie auf
den Aufnahmen zu erkennen ist, hat der Farbstoff das Gef&Bsystem verlassen und
ist im Nierengewebe - hier in den Nierentubuli - zu sehen. Nach Applikation wurde

der Farbstoff im Urin nachgewiesen.

In vivo Quantifizierung der Organdysfunktion wahrend Sepsis

Vor der chirurgischen Préparation fiir die Intravitalmikroskopie wurden Blutproben
zur Bestimmung der Organdysfunktion unter Narkose aus dem retrobulbaren Ple-

xus der Tiere entnommen.
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AnschlieBend wurden mittels automatisierter veterindrer Hamatologie und klinisch

chemischer Analysatoren die folgenden Werte bestimmt:

Hémoglobin (Hb), Hématokrit (Hk), Anzahl der weiBen Blutkérperchen (white
blood cell count; WBC}), Anzahl der Blutplattchen (Platelet count PLT}, Aspartate
Aminotransferase (AST), y-Glutamyltransferase (yGT), Bilirubin, Albumin, Ammoni-
ak (NH;) und Laktat Dehydrogenase (LDH) (Fuji Dri-Chem 3500i und Poch-100iv-
Diff, Sysmex, Leipzig, Deutschland).

Diese Daten werden in Figur 1 zusammengefasst.

Die Erfindung wird nun anhand der folgenden Figuren und Ergebnisse néher erléu-

tert.

Figur 1: Charakterisierung des verwendeten Sepsismodells. Gezeigt ist die Uberle-
bensanalyse nach Sepsisinduktion. Die Intervention erfolgte 15 Stunden nach Sep-
sisinduktion- zu diesem Zeitpunkt betrug die Mortalitét ca. 20%. Vor der Untersu-
chung wurden die Tiere klinisch beurteilt und unterschiedliche Laborparameter zur

Beurteilung von Organdysfunktionen bestimmd.

Figur 2: Evaluation von Mikrozirkulation und Energiestatus 15 Stunden nach Sep-
sisinduktion. Der Energiestatus war nicht kompromittiert, die Mikrozirkulation war

moderat eingeschrankt.

Figur 3: ICG Kinetik in Plasma und Galle. {A) zeigt die Plasmakonzentration von
ICG unmittelbar nach Applikation. (B} gibt den zeitlichen Verlauf der ICG-Konzen-
tration in der Galle wider. (C} zeigt die kumulative Stoffmenge an ICG an, die in

einem Zeitraum von 60 Minuten nach Applikation in der Galle gesammelt wurde.

Figur 4: DY635 Kinetik in Plasma und Galle. (A) zeigt die Plasmakonzentration von
DY635 unmittelbar nach Applikation. (B) gibt den zeitlichen Verlauf der DY435-

Konzentration in der Galle wider. (C) zeigt die kumulative Stoffmenge an DY635
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an, die in einem Zeitraum von 60 Minuten nach Applikation in der Galle gesam-

melt wurde.

Figur 5: In vivo Imaging von DY635 und ICG in der Leber. (A) zeigt den relativen
Abfall der Fluoreszenzintensitét beider Farbstoffe nach Applikation. In den septi-

schen Tieren resultiert eine Akkumulation des Farbstoffes (A,B).

Figur 6: Vergleich der Zytotoxizitit zwischen ICG und DYé35. Es ist jeweils das
Uberleben kultivierter Hepatozyten 24 h nach Zugabe unterschiedlicher Konzen-

trationen der Farbstoffe gezeigt (MTT Assay).

Figur 7: In vivo Imaging der Exkretion von DY 647 iiber die Niere. 5 Minuten nach
Applikation ist der Farbstoff im Geféfisystem der Niere zu sehen. Nach 90 Minu-
ten hat der Farbstoff das Gefaf3system verlassen und ist in den Nierentubuli zu se-

hen.

Es wurden Vergleichsstudien anhand des bekannten Leberfunktionsmarkers 1CG

vorgenommen.

Figur 1 charakterisiert das zugrunde liegende Sepsismodell. insgesamt litten die
Tiere zum Untersuchungszeitpunkt an einer schweren Sepsis. Ein Finftel der Tiere
war bereits verstorben und die noch lebenden Tiere wiesen deutliche Krankheitszei-

chen auf. Die Laborchemie weist zudem auf eine schwere hepatische Dysfunkfion
hin.

Mikrozirkulation und Energiestatus wurden ebenfalls untersucht, da diese - neben
den zelluléren Transportsystemen - den hepatozelluliren Transport determinieren.
Figur 2 zeigt, dass der Energiestatus in septischen Tieren nicht beeintréichtigt war.
Hinsichtlich der Mikrozirkulation lieB sich in den septischen Tieren eine nur gering-
figige Kompromittierung feststellen. In den septischen Tieren waren insgesamt we-
niger Sinsuoide perfundiert. Funktionell haite dies jedoch keine Bedeutung, da 15
Minuten nach Applikation beider Farbstoffe, nahezu kein Farbstoff im Plasma mehr

nachweisbar war {Daten sind nicht gezeigt).
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Figur 3 und 4 zeigen jeweils Aspekte der Kinetik der beiden Farbstoffe in Serum
und Galle. Unmittelbar nach Applikation ist weniger ICG im Plasma der sepfischen
Tiere nachweisbar. Die Aufnahme ist somit nicht verzégert. Die ebenfalls darge-
stellte Messung von ICG in der Galle zeigt einen Initialanstieg der Konzentration,
der ab 30 min langsam zuriickgeht. Hierbei zeigt sich, dass die Kontrollgruppe so-
wohl einen stiirkeren Anstieg, als auch eine schnellere Abnahme der ICG Konzen-
tration aufweist. Dies l&sst sich durch eine hohere aktive Exkretion iber die kanali-
kulére Membran in die Galle bei der Kontrollgruppe erkléren. Nach 60 Minuten
waren noch immer hohe ICG Werte messbar. Dies ist in Figur 3B an der durchgén-
gigen Linie erkennbar, die die Konzentration in der Galle darstellt. Die gestérte
exkretorische Organfunktion in der Sepsisgruppe ist im Vergleich zu der Kontroll-
gruppe (sham) eingeschrénkt und dieser Unterschied lasst sich anhand der ICG
Farbstoffmessungen in der Galle ermitteln. Daher bestétigen diese Ergebnisse die
Eignung von ICG als Leberfunktionsmarker- nicht jedoch im klassischen Sinne einer
Messung der Plasmaverschwinderate (PDR-ICG). ICG wurde in dem hier aufgezeig-
ten Setting als Marker fir die exkretorische Leberfunktion eingesetzt. Zahlreiche
wissenschaftliche Arbeiten weisen daraufhin, dass vor allem die canaliculéren
Transportsysteme des Hepatozyten sehr sensitiv gegeniber einem pro-inflammatori-
schen Zustand sind und dadurch frishzeitig kompromittiert werden. Herkdmmliche
PDRICG Messungen kénnten daher ,falsch-hohe” PDR’s anzeigen, da nicht unbe-
dingt ein direkter Zusammenhang zwischen gemessener Serumfluoreszenzabnah-
me und exkretorischer Leberfunktion besteht. Die PDR-ICG misst lediglich die Auf-
nahme und Einlagerung des Farbstoffs in den Hepatozyten und kann keine Aussa-

ge beziiglich der tatséchlichen Exkretionsleistung der Leber machen.

Die Untersuchungen zur ICG Kinetik in Plasma und Galle wurden andlog fisr
DYé35 durchgefishrt (Figur 4). Unmittelbar nach Applikation von DY635 war in
den gesunden Tieren weniger DY435 im Plasma nachweisbar als in den kranken
Tieren. Die hepatozellulére Aufnahme erfolgte also prolongiert. Allerdings wurde

sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der Sepsisgruppe der Farbstoff innerhalb
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von 15 min komplett in die Hepatozyten aufgenommen (Daten sind nicht gezeigt).
Nach 60 min konnte der Farbstoff zudem weder in der Niere, noch im Urin festge-
stellt werden. Die Messung von DY435 in der Galle zeigt, dass die Kontrollgruppe
sowohl einen stirkeren Anstieg, als auch eine schnellere Abnahme der DY635 Kon-
zentration aufweist als die Sepsisgruppe. Daher bestétigen diese Ergebnisse die

Eignung von DY635 als Leberfunktionsmarker.

Hinzu kommt allerdings, dass der Anstieg und die darauf folgende Abnahme auch
ausgepragter sind als bei den Vergleichsversuchen fir ICG. Der Farbstoff DY435

wird also schneller canaliculér in die Gallenfliissigkeit ausgeschieden.

Zudem ist der Unterschied in der Gallenexkretion zwischen der Kontrollgruppe und
der Sepsisgruppe bei DY435 deutlich ausgepragter als fiir ICG. Nach 60 min wa-
ren in den Kontrolltieren bereits 60% des applizierten DY635 canaliculér ausge-
schieden. Hingegen waren im gleichen Zeitraum in den septischen Tieren nur 34%
ausgeschieden. Der Farbstoff DYé35 akkumuliert bereits in gesunden Tieren deut-
lich weniger als ICG, wobei bei eingeschrénkter exkretorischer Leistung ebenfalls

eine Akkumulation wie bei ICG resultiert.

"Figur 6 zeigt, dass es im Zytotox-Assay im Vergleich zu ICG keinen Hinweis auf

eine erhéhte Toxizitdt gibt.

Figur 5 zeigt die Ergebnisse des in vivo imagings fiir ICG und DY635. Mittels Intra-
vitalmikroskopie wurde die Fluoreszenz von DY635 bzw. ICG in periportalen und
perivendsen Leberarealen in Zeitintervallen nach Applikation erfasst. Die Fluores-
zenz gibt vor allem Auskunft Uber die hepatozellulére Akkumulation der Farbstof-
fe. In Ubereinstimmung mit den Konzentrationsbestimmungen beider Farbstoffe in
der Galle nimmt die spezifische Fluoreszenzintensitét und damit die Farbstoffkon-
zentration im Organgewebe bei DY435 deutlich starker ab als fir ICG. Auch die
Differenz zwischen Sepsisgruppe und Kontrollgruppe ist insbesondere in den ersten
Minuten nach der Verabreichung stérker ausgeprdgt als bei ICG. Die korrespon-

dierenden Bilder zeigen eine deutlichere Auflésung von DY435. Insbesondere die-
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se Tatsache, als auch der Fakt, dass DY635 nicht bereits in gesunden Tieren zur Ak-
kumulation neigt, machen DY635 besonders fiir in vivo imaging Anwendungen ge-

eignet.

Im Rahmen von in vivo Messungen an der Niere zeigte sich, dass der wasserlésli-
che Farbstoff DY647 selektiv iiber die Niere ausgeschieden wird {Figur 7). Eine
Ausscheidung bei einer zugrunde liegenden Dysfunktion fihrt zu einer verzégerten
Ausscheidung und somit zu einer langeren Nachweisbarkeit im Blut. Analog verhalt
es sich mit DY652. Damit eignen sich die nierengéngige Farbstoffe DY652 und
DY647 als Nierenfunkfionsmarker in der Organdiagnostik.
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Anspriiche

1. Verwendung eines oder mehrerer Polymethinfluoreszenzfarbstoffe mit ei-
nem Fluoreszenzemissionsmaximum, gemessen in Ethanol, von kleiner
oder gleich 820 nm als Marker zur Datenerfassung fir die Bestimmung ei-

ner Organfunktion.

2. Verfahren zur Datenerfassung fiir die Bestimmung einer Organfunktion um-

fassend die Schritte:

a) Radiative Anregung von einem oder mehreren Polymethinfluoreszenz-
farbstoffen mit einem Fluoreszenzemissionsmaximum, gemessen in
Ethanol, von kleiner oder gleich 820 nm, als Marker im Blut, in einem
Gewebe oder Organ und/oder in der Galle oder Urin, mit einer Strah-

lungsquelle,

b) Detektion der Fluoreszenzemission des einen oder mehrerer Polyme-

thinfarbstoffe mit einer Detektionsvorrichtung,

¢) Erfassung der Daten der gemessenen Fluoreszenzintensitét mit einer

Datenerfassungsvorrichtung.

3. Kit zur Bestimmung einer Organfunktion mit einem Markerfarbstoff umfas-

send;

ein oder mehrere Polymethinfluoreszenzfarbstoffe mit einem Fluoreszen-
zemissionsmaximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich
820 nm, welche in einer physiologisch vertraglichen Verabreichungsform

vorliegen,
einer Fluoreszenzdetektionsvorrichtung,

und einer Fluoreszenzdatenerfassungsvorrichtung.
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4. Kit zur Bestimmung einer Organfunktion nach Anspruch 3, wobei der eine
oder mehreren Polymethinfluoreszenzfarbstoffe in einer physiologisch ver-

tréglichen und intravends injizierbaren Lésung vorliegen.

5. Verwendung, Verfahren oder Kit nach den Anspriichen 1 bis 4, wobei das

Organ, dessen Funktion bestimmt wird, die Leber und/oder die Niere ist.

6. Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wo-
bei der Farbstoff ein Benzopyrylium-basiertes Hemicyanin oder ein Indodi-

carbocyanin-Chromophor ist.

7. Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wo-
bei der eine oder die mehreren Farbstoffe ein unsymmetrisches Polyme-
thin, aufweisend einer substituierten omega-(Benz[b]pyran-4-y|iden)c||k-1-

enyl)-Einheit der allgemeinen Struktur | ist

mit Z als substitvierten Benzooxazol-, Benzothiazol, 2,3,3-Trimethylindole-

nin-, 2,3,3-Trimethyl-4,5-benzo-3H-indolenin-, 2- und 4-Picolin-, Lepidin.,
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Chinaldin- sowie 9-Methylacridinderivaten der allgemeinen Formeln lla

oder IIb oder llc

wobei

RB RI3 R12

2 4 13 11

RIZ X ’R R R

X N

k I ° B

P Rl A NP SR A SNT ORI
["{14 RIO Rll I'{“

illa 11,] lic

a. X fir ein Element aus der Gruppe O, S, Se oder das Strukturelement N-al-

kyl oder C(alkyl), steht,
. n fir die Zahlenwerte 1, 2 oder 3 steht,

R' - R gleich oder unterschiedlich sind und Wasserstoff, ein oder mehrere
Alkyl, oder Aryl-, Heteroaryl- oder heterocycloaliphafische Reste, eine Hy-
droxy- oder Alkoxygruppe, eine alkylsubsituierte oder cyclische Aminfunk-
tion sein kénnen und/oder zwei ortho-stiindige Reste, z.B. R'® und R", R*
und R® und/oder R® und R® zusammen einen weiteren aromatischen Ring

bilden kdnnen,

. mindestens einer der Substituenten R' - R™ einen solubilisierenden bzw. io-
nisierbaren bzw. ionisierten Substituenten, wie Cyclodextrin, Zucker, SOy,
PO;*, COO, oder NR;" darstellen kann, der die hydrophilen Eigenschaf-
ten dieser Farbstoffe bestimmt, wobei dieser Substituent auch Uber eine

Spacergruppe am Farbstoff angebunden sein kann,

und

* R' einen Substituenten darstellt, der in alpha-Position zum Pyran-Ring ein

quartdres C-Atom aufweist, bevorzugt sind t-Butyl und Adamantyl,
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8. Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 7 fir die
Nierenfunktionsbestimmung, wobei der eine oder die mehreren Farbstoffe

in Wasser l6slich sind aber in DMF oder DMSO unldslich sind.

9. Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 7 fir die
Leberfunktionsbestimmung, wobei der eine oder die mehreren Farbstoffe

in DMF oder DMSO I8slich und in Wasser unldslich sind.

10.Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wo-
bei der eine oder die mehreren Farbstoffe in physiologischer Lésung eine
nevtrale Ladung aufweisen oder héchstens einfach geladen vorliegen
und/oder bevorzugt héchstens zwei solubilisierende bzw. ionisierbare

bzw. ionisierte Substituenten aufweisen.

11. Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wo-
bei der eine oder die mehreren Farbstoffe in physiologischer Lésung min-
destens zweifach geladen vorliegen und/oder bevorzugt mindestens drei
oder vier solubilisierende bzw. ionisierbare bzw. ionisierte Substituenten

aufweisen.

12.Verwendung, Verfahren oder Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wo-
bei der eine oder die mehreren Farbstoffe ausgewdhlt sind aus der Grup-

pe umfassend:

DY630, DY631, DY632, DY633, DY634, DY635, DYS36, DY647, DY648,
DY649, DY650, DY651 und DY652 sowie DY590, DY548, DY495,
DY405.
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13.Vorrichtung zur Datenerfassung mit einem Marker fiir die Bestimmung ei-
ner Leberfunktion oder Nierenfunktion durch Fluoreszenzmessung von ei-
nem oder mehreren Polymethinfluoreszenzfarbstoffen mit einem Fluores-

zenzemissionsmaximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich

800 nm.

14.Verwendung eines Verfahrens, Kits oder Vorrichtung nach einem der An-
spriiche 2 bis 13 zur Uberwachung einer Organfunkfion nach einer Leber-
oder Nierentransplantation, zur Diagnostik von kritisch kranken Patienten
bei einer Sepsis oder bei multiplem Organversagen oder zur Vorsorgeun-

tersuchung.

15.Blutserum-, Galle- oder Urinprobe zur Datenerfassung fir die Bestimmung
einer Organfunktion umfassend eines oder mehrere Polymethinfluores-
zenzfarbstoffe, nach einem der Anspriiche 6 bis 12, mit einem Fluoreszen-
zemissionsmaximum, gemessen in Ethanol, von kleiner oder gleich 820 nm

als Marker.

34



PCT/EP2010/061138

WO 2012/013247

1/7

Fig. 1

G ~

uolynpuisisdag yoeu (y ui) §ez

. 1'GZF 4’861 L'GLF eSSl [Nl 4V
\ '0OFGL 1'0F 92 meslgw| 0% %€ O 90

. 8'GOF ¥'G69 L'GZF E£'EET [ynl Ha?
. e LF2St 90F I'L (owr] Mgt - 02

's'u 6SEF V8.2 V' 12eF2002 [iowr] eHN
. 891 F9°06 2SFee [Nl LV - OF
: GEPFE20Z  LILFEIL WNlLSvY| () —u) sisdes 09

. 1'2F2'¢ 90F¥'e [(rn] 199 Al
x VESF LV6Z  1'2EF v10S lire01 X] 114 —U) WBUS
. ZLFver 90T 20p Pl P R 08
. €0F6' L1 20¥F96 loww]aH| 001
. I'0OF 60 v'0FS [IMc01 X] Dam (% u1) usqaraqn
50'0>d W3S F MIN W3S F MW © .. Jogeq - -asAjeuesuagaliadn
sisdas weys B B PR
. v'eFL e OV F 129 [1-uiw - |-B%-11] ssnps)ieD JaAenwny
. 20¥F92 0 (nissew - g s1q suivy - ) uabuniabejqeuriqly
. G0FEG 0 (lw) salzsy
. 20FO¥ 20F6 (9%-10A) "dsui-'saq] yoneiquanasoyeN
. GO0FO0} LOFLL (eney/upe/6) yoneiqianiannd
. 20F6C 00F01 (yosibreyja| - G SI AYE J4dS - |) BI0OSSIBIAIDY
500>d INIS F MI W3S F MIN e buniosg
sisdes weys . o

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138
2/7

B sepsis

C— sham

T
c
<
(6]
(%]
A ©
E
o
0 >
TR 5 Fig.2
OO0 00 O 0O n
OO0 OO0 O OO0 (®)]
TAODOFA c
- - E
b
(ny) zuazsaionyoiny H(d)AvN S
o
- £
(]
X
I ] M : - -
o o o Q Q © ©
© O < ™ N T

(ap1osnuIg 18p 9 Ul) SNJBISSUOISNLBSd 18JB|MYSBACIIN

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138

3/7

Obile (sham)
mbile (sepsis)

[ S————
| LJ hd . L] L J A
o [} o o
2 2 g &8 8 8 8§ °
[lowr] ©9| uoA Bunuuimabiapaipy
- —i— 8

45

Zeit (in Min.) nach ICG Applikation

o
0w * m
» .
Q Fig. 3
w
» ©
£
8 3
w9
(1‘1 o o
00 NS
1) } ¥ ¥ i
o {am] Lan) O o o
[ o o O o
o (eo] (o] <t N
—

[lowu] ajjen ut HY|

rASham
B Sepsis

A

1] T 1 L 1
o o o) o @) (@)
9 o © < Al

[lw/bu] ©D| uonenuazuoy euwse|d Yead

120 -

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138
4/7

)

Sis)
am
sepsis)

sh

E

—bile (sham)

mmm bile (se
urine

EZZurine

|

T

C

™ ™ Al S — ~—
[lowrf] gGe9AQ uoA Bunuuimabiapaip 3
£ 2
28 Lo
H '

40
Zeit (in Min.) nach DY635 Applikation

30

Fig. 4

r v v T v o
o (@] (@] o o
8 8 8 &8 8 8 &
To} o Te) o n o n
() () AN (a1 ~— —
o [lowu] 8jjen uI GE9AQ
£w
[ EeR
c
nw
(=
o o o o o
o o o o
<t (¢p] [qV] ~

[lwyBu] GE9AQ UONEBIUBZUOY BWSE|d YEedd

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138
57

ICG

DY635

) > .
Fig. 5
O » - 2
C) »
) > - 8 -g
n
. > E .(TJ
258
% L0
£ 0w
) [ ® P 8 8 - 2
s SA>> | -
‘ OOnAQn
>l 1
o
o () o <o o [an)
= o © < ~
< [o% uI] yeVSUBIUIZUSZSDION 4
uayosyizads Jep swyeuqy dAne|aY

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/013247 PCT/EP2010/061138
6/7

a DYe35
|iCG
100 M

l,
10 M

1M

—— Fig. 6

l|||'
100 nM

T
1

||||
10 nM

100 4
8
6

% u=gsieqr)

ERSATZBLATT (REGEL 26)



PCT/EP2010/061138

WO 2012/013247

717

T

3 (x0€9) uonexiddy Yoeu 06

3

Fig. 7

fl(x00t) uonexd

o

¥

es3IN - (WHidL) LreAa

b

dy

4oeU 06

ERSATZBLATT (REGEL 26)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2010/061138

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
I

NV.
ADD.

A61K49/00

A61B5/0275

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A61K A61B

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2009/016181 A2 (GE HEALTHCARE LTD [GB]; 1-4,6-12
NAIRNE ROBERT JAMES DOMETT [GB]; HEALEY
ANDREW) 5 February 2009 (2009-02-05)
Seite 36 Tabelle 3; Seite 38 Beispiel 4
X LISY M-R ET AL: "Diagnosis of peritonitis 1-4,
using near-infrared optical imaging of in 6-11,13

vivo labeled monocytes-macrophages",
JOURNAL OF BIOMEDICAL OPTICS, SPIE -
INTERNATIONAL SOCIETY FOR OPTICAL
ENGINEERING, US,

vol. 11, no. 6,

1 November 2006 (2006-11-01), pages
64014-1, XP002548665,

ISSN: 1083-3668, DOI: 10.1117/1.2409310
[retrieved on 2007-01-02]
Zusammenfassung, Abschnitte 2.5 und 3.2

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merr:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

25 March 2011

Date of mailing of the international search report

15/04/2011

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Bettio, Andrea

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2010/061138

C(Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X

POLA, R. ET AL.: "HPMA-copolymer
conjugates targeted to tum or endothelium
using synthetic oligopeptides",

JOURNAL OF DRUG TARGETING,

vol. 17, no. 10,

1 December 2009 (2009-12-01), pages
763-776, XP008134629,

Zusammenfassung, Seite 768. Tabelle I.
Seite 769, erste Spalte, letzter
Absatz-zweite Spalte, Absdtze 1 und 2
SAKKA, S. ET AL.: "Prognostic Value of
the Indocyanine Green Plasma Disappearance
Rate in critically III Patients*",

CHEST,

vol. 122, no. 5,

5 November 2002 (2002-11-05), pages
1715-1720, XP002630004,

Zusammenfassung, Seite 1717, Tabelle I.
WO 2007/090468 Al (AGILENT TECHNOLOGIES
INC [US]; KRATZMEIER MARTIN [DE]; TIAN
XIAODAN [D) 16 August 2007 (2007-08-16)
Anspriiche 1, 21, 22

US 2009/004115 A1l (AGDEPPA ERIC DUSTIN
[US] ET AL) 1 January 2009 (2009-01-01)
Anspriiche 1, 12, 13

EP 1 254 630 A2 (PULSION MEDICAL SYS AG
[DE]) 6 November 2002 (2002-11-06)
Abbildung 1 Absatze 29-37

US 2009/236541 Al (LOMNES STEPHEN JOHNSON
[US] ET AL) 24 September 2009 (2009-09-24)
Anspriiche 1 und 17; Abbildungen

Dyomics GmbH: "Catalogue Fluorescent Dyes
for Bioanalytical and Hightech
Applications",

1 October 2007 (2007-10-01), Dyomics GmbH,
Jena , Germany, XP002630005,

pages 1-85,

the whole document

1-4,6-11

1-15

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2010/061138
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 2009016181 A2 05-02-2009 AU 2008281818 Al 05-02-2009
CA 2694102 Al 05-02-2009
CN 101952369 A 19-01-2011
EP 2190931 A2 02-06-2010
JP 2010534712 T 11-11-2010
KR 20100051640 A 17-05-2010
US 2010196282 Al 05-08-2010
WO 2007090468 Al 16-08-2007  EP 1991876 Al 19-11-2008
JP 2009526212 T 16-07-2009
US 2009200167 Al 13-08-2009
US 2009004115 Al 01-01-2009  NONE
EP 1254630 A2 06-11-2002 DE 10120980 Al 21-11-2002
ES 2280449 T3 16-09-2007
US 2002183621 Al 05-12-2002
US 2009236541 Al 24-09-2009 WO 2009120416 Al 01-10-2009

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2010/061138

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. A61K49/00 A61B5/0275
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

A61K A61B

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X LISY M-R ET AL:

ENGINEERING, US,
Bd. 11, Nr. 6,

64014-1, XP002548665,
[gefunden am 2007-01-02]

X WO 2009/016181 A2 (GE HEALTHCARE LTD [GB];
NAIRNE ROBERT JAMES DOMETT [GB];
ANDREW) 5. Februar 2009 (2009-02-05)

Seite 36 Tabelle 3; Seite 38 Beispiel 4

"Diagnosis of peritonitis
using near-infrared optical imaging of in
vivo labeled monocytes-macrophages",
JOURNAL OF BIOMEDICAL OPTICS, SPIE -
INTERNATIONAL SOCIETY FOR OPTICAL

1. November 2006 (2006-11-01), Seiten
ISSN: 1083-3668, DOI: 10.1117/1.2409310

Zusammenfassung, Abschnitte 2.5 und 3.2

_/__

1-4,6-12
HEALEY

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefuhrt)

"O" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

25. Marz 2011

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

15/04/2011

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

Bettio, Andrea

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2010/061138

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X

POLA, R. ET AL.: "HPMA-copolymer
conjugates targeted to tum or endothelium
using synthetic oligopeptides",

JOURNAL OF DRUG TARGETING,

Bd. 17, Nr. 10,

1. Dezember 2009 (2009-12-01), Seiten
763-776, XP008134629,

Zusammenfassung, Seite 768. Tabelle I.
Seite 769, erste Spalte, letzter
Absatz-zweite Spalte, Absdtze 1 und 2
SAKKA, S. ET AL.: "Prognostic Value of
the Indocyanine Green Plasma Disappearance
Rate in critically III Patients*",

CHEST,

Bd. 122, Nr. 5,

5. November 2002 (2002-11-05), Seiten
1715-1720, XP002630004,

Zusammenfassung, Seite 1717, Tabelle I.
WO 2007/090468 Al (AGILENT TECHNOLOGIES
INC [US]; KRATZMEIER MARTIN [DE]; TIAN
XIAODAN [D) 16. August 2007 (2007-08-16)
Anspriiche 1, 21, 22

US 2009/004115 A1l (AGDEPPA ERIC DUSTIN
[US] ET AL) 1. Januar 2009 (2009-01-01)
Anspriiche 1, 12, 13

EP 1 254 630 A2 (PULSION MEDICAL SYS AG
[DE]) 6. November 2002 (2002-11-06)
Abbildung 1 Absatze 29-37

US 2009/236541 Al (LOMNES STEPHEN JOHNSON
[US] ET AL)

24. September 2009 (2009-09-24)

Anspriiche 1 und 17; Abbildungen

Dyomics GmbH: "Catalogue Fluorescent Dyes
for Bioanalytical and Hightech
Applications",

1. Oktober 2007 (2007-10-01), Dyomics
GmbH, Jena , Germany, XP002630005,

Seiten 1-85,

das ganze Dokument

1-4,6-11

1-15

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)

Seite 2 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2010/061138
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
WO 2009016181 A2 05-02-2009 AU 2008281818 Al 05-02-2009
CA 2694102 Al 05-02-2009
CN 101952369 A 19-01-2011
EP 2190931 A2 02-06-2010
JP 2010534712 T 11-11-2010
KR 20100051640 A 17-05-2010
US 2010196282 Al 05-08-2010
WO 2007090468 Al 16-08-2007  EP 1991876 Al 19-11-2008
JP 2009526212 T 16-07-2009
US 2009200167 Al 13-08-2009
US 2009004115 Al 01-01-2009  KEINE
EP 1254630 A2 06-11-2002 DE 10120980 Al 21-11-2002
ES 2280449 T3 16-09-2007
US 2002183621 Al 05-12-2002
US 2009236541 Al 24-09-2009 WO 2009120416 Al 01-10-2009

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - claims
	Page 32 - claims
	Page 33 - claims
	Page 34 - claims
	Page 35 - claims
	Page 36 - drawings
	Page 37 - drawings
	Page 38 - drawings
	Page 39 - drawings
	Page 40 - drawings
	Page 41 - drawings
	Page 42 - drawings
	Page 43 - wo-search-report
	Page 44 - wo-search-report
	Page 45 - wo-search-report
	Page 46 - wo-search-report
	Page 47 - wo-search-report
	Page 48 - wo-search-report

