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DESCRIPCION

Utilizacién de carbamoilfosfato sintetasa 1 (CPS 1) y sus fragmentos para el diagndstico de enfermedades infla-
matorias y septicemia.

La presente invencidn se refiere a aplicaciones del enzima carbamoilfosfato sintetasa 1 (E.C. 6.3.4.16, de ahora en
adelante siempre abreviado como CPS 1) y nuevos fragmentos del mismo para el diagndstico médico de la septicemia.
Se basa en la deteccién por primera vez de la aparicion de fragmentos del CPS 1 en el tejido hepético de primates, en
los que se generd experimentalmente septicemia o inflamacidn sistémica mediante la administracién de toxinas, asi
como la deteccion final de concentraciones de CPS 1 muy elevadas en la circulacién de los pacientes septicémicos.

La presente invencion tiene su origen en intensos trabajos de investigacién del solicitante junto con otros perfec-
cionamientos del diagndstico y el tratamiento de inflamaciones e infecciones, en especial inflamaciones de etilogia
infecciosa y septicemia.

Se designan como inflamaciones de forma general determinadas reacciones fisiolégicas de un organismo ante
diversos efectos exteriores como por ejemplo heridas, quemaduras, alergenos, infecciones por microorganismos tales
como bacterias y hongos y virus, ante tejidos alégenos que desencadenan reacciones de rechazo, o ante determinados
estados endégenos desencadenantes de inflamacién del cuerpo, como por ejemplo en enfermedades autoinmunes y
cancer. Las inflamaciones pueden presentarse como reacciones del cuerpo inofensivas y localmente limitadas, pero
también son caracteristicas tipicas de numerosas enfermedades crénicas y agudas graves de distintos tejidos, rganos
y partes de 6rganos y tejidos.

Las inflamaciones locales son por lo general parte de la reaccién inmunolégica sana del cuerpo frente a efec-
tos perjudiciales, y con ello parte del mecanismo de defensa del organismo que ayuda al mantenimiento de la vida.
Sin embargo, cuando las inflamaciones forman parte de una reaccién errénea del cuerpo ante determinados procesos
endégenos tales como, por ejemplo, enfermedades autoinmunes, y/o de naturaleza crénica, o si alcanzan una determi-
nada magnitud sistémica, como en el caso del sindrome de inflamacién sistémica (Systemic Inflammatory Response
Sindrome, SIRS), o en el caso de una septicemia grave atribuible a causas infecciosas, se descontrolan los procesos
fisiologicos tipicos de las reacciones inflamatorias y se convierten en un suceso patoldgico propio, a menudo muy
peligroso.

Se sabe hoy que la aparicién y el curso de los procesos inflamatorios son controlados por un nimero conside-
rable de sustancias, en su mayoria de naturaleza protefnica o peptidica, o que vienen acompafiados por la apari-
cion, mas o menos limitada en el tiempo, de determinadas biomoléculas. Entre las sustancias endégenas que acom-
paifian a las reacciones inflamatorias se cuentan en especial aquellas que pueden contarse entre las citoquinas, los
mediadores, las sustancias vasoactivas, las proteinas de fase aguda y/o los reguladores hormonales. La reaccién in-
flamatoria constituye una reaccién fisiolégica compleja en la que participan tanto las sustancias endégenas activa-
doras del proceso inflamatorio (por ejemplo TNF-a) como también sustancias desactivadoras (por ejemplo interleu-
cina-10).

En las inflamaciones sistémicas como en el caso de una septicemia o de un shock séptico, las reacciones en cascada
especificas de la inflamacién se extienden de manera descontrolada a todo el cuerpo y se vuelven, en el sentido de una
respuesta inmune excesiva, amenazantes para la vida. Para los conocimientos actuales sobre la aparicién y el posible
papel de cada uno de los grupos de sustancias enddgenas especificas de la inflamacién se remite, por ejemplo, a A.
Beishuizen, et al., “Endogenous Mediators in Sepsis and Septic SOC”, Advances in Clinical Chemistry, Vol. 33, 1999,
55-131; y Gabay, et al., “Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to Inflammation”, The New England
Journal of Medicine, Vol. 340, No. 6, 1999, 448-454. Puesto que en los ultimos afios ha cambiado la comprensién
de la septicemia y de las enfermedades inflamatorias sist¢émicas emparentadas, y con ello también las definiciones
admitidas, se remite también a K. Reinhart, et al., “Sepsis und septischer Schock”, en Intensivmedizin, Georg Thieme
Verlag, Stuttgart, New Cork, 2001, 756-760; donde se da una definicion moderna del concepto de septicemia. Dentro
del marco de la presente solicitud, los conceptos de septicemia o de enfermedades inflamatorias se utilizan basandose
en las definiciones que han podido obtenerse de las tres citas bibliograficas anteriores.

Mientras que, al menos en el ambito europeo, la infeccién bacteriana sistémica detectable mediante un cultivo
positivo en sangre caracterizé durante mucho tiempo el concepto de septicemia, la septicemia se entiende hoy sobre
todo como una inflamacién sistémica que tiene causas infecciosas, pero que como suceso patolégico presenta grandes
similitudes con las inflamaciones sistémicas desencadenadas por otras causas. El citado cambio en la comprension de
la septicemia se corresponde con las modificaciones en los planteamientos diagndsticos. Asi, la deteccién directa de
agentes patdgenos bacterianos se sustituyé o completé mediante controles complejos de pardmetros fisiolgicos y en
tiempo mds reciente, en especial, también por la deteccién de determinadas sustancias endogenas participantes en el
suceso septicémico o inflamatorio, es decir, “biomarcadores” especificos.

Del gran nimero de mediadores y proteinas de fase aguda de las que se sabe que participan en el suceso inflama-
torio, para fines de diagnéstico son apropiados en especial aquellos cuya aparicién es muy especifica de las enferme-
dades inflamatorias o de determinadas fases de enfermedades inflamatorias, cuyas concentraciones varian de manera
dréstica y diagndsticamente significativa y que, ademads, presentan las estabilidades necesarias para las determinacio-
nes rutinarias y que alcanzan valores de concentracion elevados. Para fines diagndsticos aparece en un primer plano
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la correlacién probada entre suceso patoldgico (inflamacién, septicemia) y el correspondiente biomarcador, sin que
tenga que conocerse su papel en la compleja cascada de sustancias endégenas participantes en el suceso inflamatorio.

Una sustancia enddgena de este tipo especialmente adecuada como biomarcador de septicemia es procalcitonina.
La procalcitonina es una prohormona cuyas concentraciones en suero alcanzan valores muy elevados bajo las condi-
ciones de una inflamacién sistémica de etiologia infecciosa (septicemia), mientras que en las personas sanas practica-
mente es indetectable. Ademads, valores elevados de procalcitonina se alcanzan en un estadio relativamente temprano
de una septicemia, de tal manera que la determinacién de procalcitonina es adecuada también para la deteccidn precoz
de una septicemia y para diferenciar tempranamente una septicemia de origen infeccioso de una inflamacién grave
debida a otras causas. La determinacion de procalcitonina como marcador de la septicemia es objeto de la publicacién
M. Assicot, et al., “High serum procalcitonin concentrations in patients with sepsis and infection”, The Lancet, vol.
341, No. 8844, 1993, 515-518; y las patentes DE 42 27 454 C2 6 EP 0 656 121 B1 6 US 5,639,617. Para completar
la presente descripcion se remite de manera expresa a las citadas patentes y a la bibliografia indicada en las citadas
publicaciones.

La disponibilidad del marcador de septicemia procalcitonina ha dado grandes impulsos a la investigacion de la sep-
ticemia y actualmente se estdn realizando grandes esfuerzos para encontrar otros biomarcadores que puedan completar
la determinacién de procalcitonina y/o que para fines de un diagnéstico precoz o un diagndstico diferencial puedan
proporcionar informacién adicional. Sin embargo, la bisqueda de potenciales nuevos biomarcadores de septicemia se
ve dificultada por el hecho de que a menudo se sabe muy poco, o nada, sobre el funcionamiento exacto o los motivos
precisos de la aparicién de determinadas sustancias endégenas que participan en el suceso inflamatorio o septicémico.

Los resultados de la comprobacién experimental de un fecundo planteamiento puramente hipotético para determi-
nar otros potenciales marcadores de la septicemia se encuentran en DE 198 47 690 A1 6 WO 00/22439. Allif se indica
que en la septicemia no s6lo aumenta la concentracién de la prohormona procalcitonina, sino que también pueden
observarse concentraciones significativamente elevadas para otras sustancias que muestran la inmunorreactividad de
la prohormona. Mientras que el fendmeno descrito estd bien documentado, se desconocen en gran medida las causas
del aumento de las concentraciones de las distintas sustancias correspondientes en la septicemia.

En la presente solicitud se informa sobre un resultado de otro fecundo planteamiento puramente hipotético para
la busqueda de otras biomoléculas especificas de la inflamacién o de la septicemia. También estos estudios experi-
mentales parten de la determinacidn de procalcitina en relacién con reacciones inflamatorias sistémicas de etiologia
infecciosa. Asi, pronto se observé que en la septicemia la procalcitonina evidentemente no se forma de la misma ma-
nera que cuando es precursor de la hormona calcitonina. Se observaron asi niveles altos de procalcitonina incluso en
pacientes a los que se les habia extirpado el tiroides. Por ese motivo, el tiroides no puede ser el érgano en el que se
forma o se vierte la procalcitonia en la septicemia. En las publicaciones H. Redl, ef al., “Procalcitonin release patterns
in a baboon model of trauma and sepsis: Relationship to cytokines and neopterin”, Crit Care Med 2000, Vol. 28. No.
11, 3659-3663; y H. Redl, ef al., “Non-Human Primate Models of Sepsis”, Sepsis 1998; 2:243-253; se informa sobre
los resultados de estudios experimentales que deberian servir para aclarar la formacién de procalcitonina en la septice-
mia. En los citados trabajos se genera mediante la administraciéon de endotoxinas una septicemia artificial en primates
(papiones) y se determina en qué estados generados experimentalmente se alcanzan las mayores concentraciones de
procalcitonina en sangre. Un perfeccionamiento del modelo de experimento animal descrito en los mencionados tra-
bajos sirve, dentro del marco de la presente solicitud, para determinar biomarcadores enddgenos especificos de la
septicemia de naturaleza péptica o proteinica cuya aparicion es caracteristica de la septicemia o de determinadas for-
mas de la septicemia y que, por consiguiente, hacen posible un diagnéstico especifico de la septicemia. Por ese motivo,
debido a la gran similitud de la fisiologia de primates y seres humanos y a la elevada reactividad cruzada con muchos
reactivos humanos terapéuticos y diagndsticos, se eligié el modelo de primates.

Ya que las sustancias formadas en las inflamaciones son parte de las complejas reacciones en cascada del cuerpo,
las sustancias de este tipo no son sélo ademds de interés diagndstico sino que en la actualidad se intenta, con grandes
esfuerzos, intervenir terapéuticamente en el suceso inflamatorio influyendo sobre la formacién y/o la concentracion de
sustancias individuales de este tipo para detener lo antes posible la extension de la inflamacién sistémica observada,
por ejemplo, en la septicemia. En este sentido deben considerarse también como objetivos terapéuticos potenciales
las sustancias endogenas que participan de manera demostrable en el suceso inflamatorio. A pesar de los resultados
hasta la fecha bastante decepcionantes de los planteamientos terapéuticos de este tipo, sigue teniendo un gran interés
identificar biomoléculas endégenas lo mds especificas posible de la inflamacién o la septicemia no descritas hasta la
fecha en ese contexto, que también como objetivos terapéuticos abren nuevas perspectivas de éxito para el control
terapéutico de la septicemia.

La presente invencidn se basa en que en primates y en seres humanos durante la septicemia pueden detectarse
en la circulacién concentraciones claramente elevadas del enzima carbamoilfosfato sintetasa (CPS 1), as{ como frag-
mentos del mismo, y en concreto a diferencia de individuos de control no tratados o personas sanas en los que no se
encontraron, lo cual hace del CPS 1 que sea adecuado para el diagndstico de la septicemia.

Los procedimientos diagnésticos in vitro, que son accesibles debido a la aparicién constatada de CPS 1 y sus
fragmentos en la simulacién experimental de la septicemia, asi como a la deteccién de concentraciones de CPS 1 -
inmunorreactividad claramente elevadas en sueros de septicémicos, se reivindican en las reivindicaciones 1 a 10.
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Tal como se explicard a continuacién con mds detalle en la parte experimental, el punto de partida de la inven-
cién fue la comprobacién de que después de desencadenar experimentalmente una septicemia artificial en papiones
mediante la administraciéon de endotoxinas (LPS de Salmonella Typhimurium) y el tratamiento electroforético bidi-
mensional en gel del tejido hepético de los animales tratados, pudo encontrarse un grupo de spots de proteina vecinos
identificables s6lo en los animales tratados. Los productos proteinicos correspondientes a los spots con masas molares
(determinadas mediante electroforesis en gel) de aproximadamente 68 kDa, 69 kDa y 70 kDa + 3 kDa se aislaron a
partir del gel de electroforesis, se analizaron mediante espectrometria de masas y se identificaron como fragmentos
solubles de CPS 1.

A continuacioén, utilizando un inmunoensayo que reconocia los citados fragmentos, se constaté que en la circula-
cién de los pacientes septicémicos se encontraron en concentraciones muy elevadas componentes con inmunorreac-
tividad de estos fragmentos, resultando ser estos componentes en una identificacién mas precisa (entre otras cosas,
separacion y determinacién del peso molecular), al menos en su mayoria, enzima CPS 1 completa o como minimo
casi completa.

En el analisis por espectrometria de masas de tres spots de proteina aislados del gel, que como tales presentaban
una intensidad relativamente baja, mediante espectrometria de masas en tindem a partir de los tres spots de proteina se
identificaron secuencias parciales de péptidos cortas y parcialmente idénticas (“tags”) que en forma idéntica volvieron
a encontrarse en la secuencia del CPS 1 humano (SEQ ID NO: 6), comprendiendo los péptidos identificados de manera
concreta secuencias de aminodcidos de la zona N-terminal del aminodcido CPS 1 hasta la posicion 624 del CPS 1 (SEQ
ID NO: 6).

Debido a la identidad de los fragmentos identificados mediante espectrometria de masas con las secuencias parcia-
les procedentes de la parte N-terminal del CPS 1, 1a identificacion de los spots de proteina analizados como fragmentos
de CPS 1 se considera univoca segun criterios reconocidos.

La identificacién de las proteinas, encontradas en el tejido hepatico de papiones s6lo después de provocar septice-
mia o inflamacioén, como fragmentos de la parte N-terminal del CPS 1 tiene un gran interés cientifico, diagndstico y
terapéutico.

La posterior demostracion de que en la circulacién de los pacientes septicémicos humanos se observan concentra-
ciones fuertemente elevadas de una o varias especies con la inmunorreactividad de los fragmentos de CPS 1 identifica-
dos, que no obstante resultaron ser la enzima CPS 1 completa o al menos esencialmente completa y que eventualmente
puede haber también una forma solubilizada especial, incrementa el valor de los primeros hallazgos descritos.

Hasta la fecha, el CPS 1 o los fragmentos de CPS 1 no han desempeiiado practicamente ningtin papel en el diag-
néstico médico. No obstante, el enzima CPS 1 (E.C. 6.3.4.16) mismo es bien conocido desde hace tiempo. Cataliza
la transformacién de amoniaco, bicarbonato y 2 ATP formando carbamoilfosfato en la primera etapa del ciclo de la
urea. Desempeia también un determinado papel en la biosintesis de la arginina que, por su parte, es un sustrato para
la biosintesis de NO, por ejemplo en caso de un shock por endotoxinas (véase Shoko Tabuchi ef al., Regulation of
Genes for Inductible Nitric Oxide Synthase and Urea Cycle Enzymes in Rat Liver in Endotoxin SOC, Biochemical
and Biophysical Research Communications 268, 221-224 (2000)). E1 CPS 1 debe diferenciarse del enzima citosélico
CPS 2 (E.C. 6.3.5.5) que igualmente desempefia un papel en el ciclo de la urea, aunque trata el sustrato glutamina. Se
sabe que CPS 1 estd localizado en las mitocondrias y que en el tejido hepatico estd presente en esta forma en grandes
cantidades (supone aproximadamente el 2-6% de la proteina total del higado). Su secuencia de aminodcidos (SEQ ID
NO: 6) y su localizacién genética se conocen desde hace tiempo (véase Haraguchi Y. et al., Cloning and sequence of a
cDNA encoding human carbamyl phosphate synthetase I: molecular andlisis of hyperammonemia, Gene 1991, Nov. 1;
107 (2):- 335-340). Acerca de su papel fisiolégico puede remitirse a articulos de revision tales como por ejemplo H.M.
Holder et al., Carbamoyl phosphate synthetase: an amazing biochemical odyssey from substrate to product, CMLS,
Cell.Mol.Life Sci. 56 (1999) 507-522 y la bibliografia allf referenciada, asi como a la introduccién de la publicacién
de Mikiko Ozaki et al., Enzyme-Linked Immunosorbent Assay of Carbamoylphosphate Synthetase I: Plasma Enzyme
in Rat Experimental Hepatitis and Its Clearance, Enzyme Protein 1994, 95:48:213-221.

En un trabajo de Ardawi M S M en: Clinical Science (1992) 82, 709-716 se estudia el cambio de actividad de los
enzimas hepdticos en ratas septicémicas. Alli se analizan por un lado los cambios en la concentracién de metabolitos
formados por los enzimas hepdticos en la sangre de ratas. Se analizé la actividad de los enzimas del ciclo de la urea
tal como CPS 1 en el tejido hepético. No se describié la apariciéon de CPS 1 o una determinaciéon de CPS 1 en la
circulacion.

Segtin Shojo Tabuchi et al., loc.cit., en los higados de rata con shock de endotoxina (LPS) artificial no se observa
ninglin aumento del enzima (proteina). Segin Li Yin er 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, en una
lesion hepatica provocada por alcohol alilico se observé en los andlisis histolégicos, al cabo de tres dias, un aumento
de la expresion de CPS 1 en todos los hepatocitos.

Se demostré ademds que en el modelo de ratas, en caso de una hepatitis aguda generada experimentalmente me-
diante la administracién de galactosamina se encuentra en el plasma de las ratas una actividad inmunolégica del CPS 1
fuertemente incrementada (verificado con un ELISA con IgG anti-CPS 1 de rata procedente de conejos) y en concreto
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24-48 h después del tratamiento con la galactosamina desencadenante de la hepatitis. Durante la hepatitis aguda se re-
conoce en el plasma de rata también un aumento de los fragmentos de CPS 1 con masas molares de aproximadamente
140 y 125 kDa, sin ninguna otra caracterizacién mds precisa (asignacién de secuencias), mientras que en un analisis
concomitante por inmuno-blotting en muestras humanas procedentes de autopsia no pudieron observarse fragmentos
de CPS 1 con inmunorreactividad CPS 1 (Mikiko Ozaki et al., loc. cit.).

A partir de los hallazgos en la bibliografia no puede deducirse una idoneidad del CPS 1 esencialmente completo
y de los fragmentos de CPS 1 solubles, en especial de los fragmentos con masas molares de 68-70 kDa + 3 kDa
procedentes de la parte N-terminal del CPS 1, como biomarcadores para el diagndstico de inflamaciones y de la
septicemia en seres humanos, que puedan determinarse en el suero o plasma humanos.

Debido al aumento demostrado en la formacién del CPS 1 humano en la septicemia, y de fragmentos de CPS 1 en
papiones con una septicemia generada experimentalmente, y concretamente a diferencia de pacientes o animales sanos
o0 sin tratar en cuya circulacidn o el tejido hepético no se detectaron fragmentos de este tipo, a pesar de un tratamiento
y almacenamiento idénticos, el CPS 1 y sus fragmentos son adecuados para fines diagndsticos. Si para la deteccion
segun un procedimiento inmunodiagnéstico en si conocido se necesitan CPS 1y sus fragmentos como reactivos o para
generar determinados anticuerpos especificos, los fragmentos se fabrican sintéticamente o por tecnologia genética
como productos de recombinacién segtin procedimientos que se encuentran al estado actual de la técnica.

Ademds, los fragmentos de CPS 1 necesarios pueden utilizarse también, segiin procedimientos conocidos del esta-
do moderno de la técnica, para producir anticuerpos monoclonales o policlonales especificos que son adecuados como
medios auxiliares para la determinacion diagndstica de los péptidos segtin la invencién y/o también como potencia-
les remedios terapéuticos. La produccién de anticuerpos monoclonales o policlonales apropiados contra secuencias
parciales de péptidos conocidas forma parte del estado actual de la técnica.

En la determinacién de CPS 1 o fragmentos de CPS 1 en sueros de pacientes puede procederse fundamentalmente
del modo descrito, por ejemplo para la determinacion selectiva de procalcitonina, en P. P. Ghillani, et al., “Monoclonal
antipeptide antibodies as tools to dissect closely related gene products”, The Journal of Immunology, vol. 141, No. 9,
1988, 3156-3163; y P. P. Ghillani, et al., “Identification and Measurement of Calcitonin Precursors in Serum of Patients
with Malignant Diseases”, Cancer research, vol. 49, No. 23, 1989, 6845-6851; remitiéndose de manera expresa y
como complemento también a las técnicas de inmunizacién alli descritas, que constituyen una posibilidad para la
obtencién de anticuerpos monoclonales también contra secuencias parciales del CPS 1. Las variaciones de las técnicas
descritas y/o otras técnicas de inmunizacién las puede obtener el técnico de obras estdndar y publicaciones pertinentes
y utilizarlas en consecuencia. Un inmunoensayo preferido para la determinacién de CPS 1 en liquidos biolégicos
humanos, en especial plasma o suero humanos, se describird a continuacién en la parte experimental, junto con los
resultados de medicién alli obtenidos y la caracterizacién mas precisa de los productos analizados detectados.

Como utilizacién en el sentido de la presente solicitud debe considerarse también una utilizacién de CPS 1 o
fragmentos de CPS 1 solubles como componentes (reactivos) de un kit de ensayo, o una utilizacién para producir
componentes del ensayo, por ejemplo anticuerpos policlonales o monoclonales que estdn previstos por lo general
también, por ejemplo, en forma inmovilizada y/o marcada en los kits de ensayo.

Hay que citar también de manera expresa la produccion de anticuerpos CPS 1 aplicando técnicas de la inmuni-
zacién genética directa con ADN. Cae dentro del marco de la presente invencion utilizar para la inmunizacién, por
ejemplo, un ADNc de CPS 1 o fragmentos del CPS 1 deseado, ya que se ha demostrado en el pasado que mediante las
técnicas de inmunizacién de este tipo se puede ampliar el espectro de anticuerpos que pueden obtenerse.

Se sefiala ademds expresamente que en la determinacién segin la invencién de CPS 1 o fragmentos de CPS 1
procedentes de la parte N-terminal de la secuencia de CPS 1, segtin el disefio del ensayo también puede suceder que
se determinen solos o conjuntamente, por ejemplo, otras porciones mas largas de CPS 1 soluble que eventualmente
estén presentes al mismo tiempo en el liquido biol6gico y que contienen estos fragmentos, o también formas del
CPS 1 completo (que normalmente estd localizado en las mitocondrias) presentes en forma soluble. También los
procedimientos de este tipo deben entenderse, en el sentido de la presente invencién, como procedimientos segtn la
invencion para determinar CPS 1 o fragmentos de CPS 1.

Basdndose en estos resultados, el CPS 1 segtin SEQ ID NO: 6 o formas solubles del mismo o péptidos parciales
solubles del mismo, por ejemplo los que contienen o estin constituidos por una de las secuencias parciales de SEQ
ID NO: 1 hasta SED ID NO: 5 y/o otras secuencias parciales del extremo N de CPS 1, pueden servir de péptidos
marcadores especificos (biomarcadores) para la deteccién diagndstica y para controlar el curso de inflamaciones e
infecciones (en particular, como procalcitonina, también de infecciones sistémicas del tipo de la septicemia).

La determinacién del CPS 1 en la circulacién puede producirse para fines diagndsticos, en determinadas circuns-
tancias también indirectamente como determinacion de una actividad enzimatica que equivale a la actividad del CPS
1 o la actividad residual de los fragmentos de CPS 1.

Es posible, ademas, realizar con otros marcadores la determinacién de CPS 1 y/o fragmentos de CPS 1 como
marcadores prondsticos y marcadores para controlar el curso de la enfermedad de inflamaciones, en especial de infla-
maciones sistémicas, y de septicemia en el marco de una medicién combinada.
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Junto a una combinacién con una medicién de procalcitonina puede tomarse en consideracién especialmente una
combinacién de la medicién de CPS 1 con la determinacién de otros marcadores para septicemia e inflamaciones
sistémicas, y concretamente en especial con CA 19-9, CA 125, S100B o proteinas S100A participes en la regulacién
de inflamaciones, o con la determinacion de los nuevos marcadores de septicemia inflamina (DE 101 19 804.3) y CHP
(DE 101 31 922.3), descritos en la solicitud de patente alemana del solicitante de fecha anterior no publicada y que se
mencionara mds adelante, de la proteina LASP-1 y/o con la determinacién de fragmentos solubles de citoqueratina,
en especial de los recientemente descubiertos fragmentos solubles de citoqueratina 1 (SCY1F; DE 101 30 985.6) asi
como los conocidos marcadores de tumores CYFRA-21 o TPS y/o una o mas de las prohormonas antes mencionadas.
También puede haber prevista una determinacién simultdnea del conocido pardmetro de la inflamacién proteina c-
reactiva (CRP). Debido a estos nuevos resultados descritos en esta y en otras solicitudes andlogas del solicitante,
para el diagndstico fino de la septicemia puede considerarse en general, ademds, una combinacién con mediciones de
biomoléculas conocidas o por descubrir que sean adecuadas como marcadores de inflamacién especificos de tejidos u
6rganos.

La determinacién de CPS 1 realmente dicha puede producirse de cualquier modo apropiado, en si conocido, prefi-
riéndose los inmunensayos de un disefio de ensayo adecuado.

En una forma de realizacién preferida, la determinacién por inmunodiagnosis se realiza como inmunoensayo hete-
rogéneo de tipo sandwich, en el que el anticuerpo se inmoviliza en una fase sélida cualquiera, por ejemplo las paredes
de un tubo de ensayo revestidas (por ejemplo de poliestirol; “Coated Tubes”; CT) o en placas de microtitulacién, por
ejemplo de poliestirol, o en particulas, por ejemplo particulas magnéticas, mientras que el otro anticuerpo lleva un
resto que constituye una etiqueta directamente detectable o que permite un enlace selectivo con una etiqueta y que
sirve para la deteccion de las estructuras de tipo sandwich formadas. También es posible una inmovilizacién posterior
o retrasada temporalmente utilizando fases sélidas apropiadas.

Pueden aplicarse fundamentalmente todas las técnicas de marcaje utilizables en los ensayos del tipo citado, entre
las que se cuentan los marcajes con radioisétopos, enzimas, etiquetas de fluorescencia, quimioluminiscencia o bio-
luminiscencia y marcajes cromdticos detectables dpticamente de manera directa, como por ejemplo dtomos de oro y
particulas de colorante como los que se utilizan en especial para los llamados Point-of-Care (POC) o tests rapidos. Los
dos anticuerpos pueden presentar también, en el caso de inmunoensayos heterogéneos de tipo sindwich, piezas de un
sistema de deteccién del tipo descrito a continuacién en relacién con los ensayos homogéneos.

Por consiguiente, estd dentro del marco de la presente invencién configurar el procedimiento segtin la invencién
también como test rdpido.

El procedimiento segtn la invencién puede configurarse, ademas, como procedimiento homogéneo en el que los
complejos de tipo sandwich formados a partir de los dos anticuerpos y el CPS 1 que hay que detectar permanecen
suspendidos en la fase liquida. En un caso de este tipo se prefiere marcar ambos anticuerpos con piezas de un sistema
de deteccion que entonces, cuando ambos anticuerpos se integran en un tUnico sandwich, permite generar o desenca-
denar una sefial. Las técnicas de este tipo pueden configurarse especialmente como procedimientos de deteccién por
intensificacién o por atenuacién de la fluorescencia. Un procedimiento de este tipo especialmente preferido se refie-
re a la utilizacién de reactivos detectores que deben utilizarse por pares, tal como se describen por ejemplo en US-
A-4 822 733, EP-B1-180 492 6 EP-B1-539 477 y el estado actual de la técnica alli citado. Permiten una medicion,
que comprende selectivamente s6lo productos de reaccién que contienen ambos componentes de marcaje en un tinico
inmunocomplejo, directamente en la mezcla de reaccién. Como ejemplo se remite a la tecnologia ofrecida bajo las
marcas TRACE® (Time Resolved Amplified Cryptate Emisién) o KRYPTOR®, que ponen en prictica las teoria de las
solicitudes antes mencionadas.

El contenido de las citadas solicitudes mds antiguas del solicitante debe considerarse, tomando referencia expresa
a esta solicitudes, como parte de la exposicion de la presente solicitud.

La localizacién e identificacién de los fragmentos de CPS 1, asi como la determinacién de sustancias con la
inmunorreactividad de estos fragmentos en la circulacién humana, que después resultan ser el enzima CPS 1 al menos
esencialmente completo o una forma soluble del mismo, se describirdn continuacién con més detalles, tomdndose
como referencia el protocolo de secuencias adjunto. Las figuras muestran:

Fig. 1 Vistas de geles de electroforesis bidimensional que permiten comparar los modelos de spot de proteinas
citoplasméticas de hepatocitos de un papidn sano (A) con las proteinas de los hepatocitos de un papién Sh después
de una septicemia (B) inducida mediante administracién de LPS. La flecha muestra las posiciones de los tres produc-
tos especificos de la septicemia segiin la invencién (fragmentos de CPS 1), que en la representacién (B) se resaltan
mediante un circulo.

Fig. 2 Los resultados de la medicién de la inmunorreactividad de CPS 1 en plasmas de personas normales sanas y
pacientes con septicemia con un inmunoensayo descrito con més exactitud en la parte experimental, indicando la linea
discontinua el limite inferior de deteccion del test.

Fig. 3 Bandas de Western-Blot de muestras de plasma utilizando antisueros anti-CPS. Se aplicaron (panel A)
muestras de personas normales (N1-N3) y pacientes septicémicos (S1-S3). Para la deteccién de CPS 1 se utilizé una
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mezcla de antisueros frente a dos epitopos CPS 1 definidos (Pos. 184-199 y 245-257 del CPS 1 segtin SEQ ID NO:
6). La especificidad de la reaccion se verificé incubando previamente en un segundo planteamiento (panel B) los
antisueros con un exceso de péptidos que se habfan utilizado para la inmunizacién o la obtencién de antisueros. Se
muestran las posiciones de los marcadores de peso molecular.

Fig. 4 Un inmunocromatograma de CPS 1 de una cromatografia de filtraciéon de gel de plasma de septicemia.
Se cromatografiaron 100 ul de un plasma septicémico sobre una columna de Bio-Sil SEC-400HPLC. Se recogieron
fracciones de 1 ml cada una y se midi6 la inmunorreactividad CPS-1 de cada una de las fracciones. Se indican las
posiciones de estdndares de magnitud que se cromatografiaron en una carrera separada.

Parte experimental
1. Simulacion De infeccion mediante administracion de endotoxinas en el modelo animal (papiones)

Basdndose en los ensayos realizados con papiones para estimular el vertido de procalcitonina mediante inyeccio-
nes de endotoxinas (véase H. Redl, et al., “Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma and sepsis:
Relationship to cytokines and neopterin”, Crit Care Med 2000, Vol. 28. No. 11, 3659-3663; y H. Redl, et al., “Non-
Human Primate Models of Sepsis”, Sepsis 1998; 2:243-253) se administraron por via intravenosa a papiones (machos,
aproximadamente 2 afios de edad, 27 a 29 kg de peso) 100 ug LPS (lipopolisacarido de Salmonella Typhimurium,
fuente de referencia: Sigma) por kg de peso corporal a cada uno. Entre 5 y 5,5 h después de la inyeccion se sacrifica-
ron los animales inyectdndoles por via intravenosa 10 ml de Doletal. Dentro de los 60 minutos posteriores a su muerte
se disecaron todos los érganos/tejidos y se estabilizaron por congelacién en nitrégeno liquido.

En el tratamiento posterior se mezclaron muestras de los distintos tejidos ultracongelados (1 g), bajo enfriamiento
con nitrégeno, con 1,5 ml de tampén A (50 nM Tris/HCL, pH 7,1, 100 mM KCI, 20% glicerol) y se pulverizaron en un
mortero de porcelana hasta convertirlos en harina (véase J. Klose, “Fractionated Extraction of Total Tissue Proteins
from Mouse and Human for 2-D Electrophoresis”, en: Methods in Molecular Biology, Vol. 112: 2-D Proteome Anélisis
Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ). Después de una posterior centrifugacién de 1 hora a 100.000 g y +4°C, se
recogio el sobrenadante obtenido y se almacend a -80°C hasta su tratamiento.

Puesto que los ensayos con las muestras anteriormente obtenidas habian dado por resultado que las mayores can-
tidades de procalcitonina se encontraran en el tejido hepdtico de animales tratados, para buscar nuevos biomarcadores
especificos de la septicemia se trabajé con extractos de proteina procedentes de higado de papion.

2. Andlisis de proteoma utilizando proteinas citoplasmdticas de hepatocitos de papiones

Dentro del marco de un andlisis del proteoma se utilizaron extractos de proteina citoplasmadtica de hepatocitos de
papiones sanos (controles) por un lado y por otro lado de papiones a los que se habia inyectado LPS. En la electroforesis
bidimensional preliminar de andlisis en gel se ajusté extracto de higado conteniendo 100 ug de proteina con 9IM
urea, 70 mM DTT y 2% Ampholyt pH 2-4, y después se separé mediante electroforesis bidimensional de anélisis
en gel tal como se describe en J. Klose, et al. “Two-dimensional electrophoresis of proteins: An updated protocol
and implications for a functional analysis of the genome”, Electrophoresis 1995, 16, 1034-1059. La visualizacién de
la proteina en el gel de electroforesis bidimensional se realizé mediante tincién con plata (véase J. Heukeshoven, et
al., “Improved silver staining procedure for fase staining in Phast-System Development Unit. 1. Staining of sodium
dodecyl gels”, Electrophoresis 1988, 9, 28-32.

Para la evaluacién se compararon las muestras de spot de proteinas de las muestras de animales sin tratar con las
muestras de spot de proteinas resultantes de las muestras de tejido hepdtico de animales tratados. Para mds estudios
analiticos se seleccionaron sustancias que no aparecian en ninguna muestra de control pero si en todos los animales
tratados. La Figura 1 muestras una comparacion de los geles de electroforesis bidimensional para una muestra de con-
trol (A) y una muestra de un animal tratado (B), destacandose mediante una flecha y un circulo tres spots adicionales
de proteina en (B) con masas molares de aproximadamente 68 kDa, 69 kDa y 70 kDa (+ 3 kDa) y puntos isoeléctricos
de aproximadamente 6,0, 5,8 y 5,6 respectivamente.

Las nuevas proteinas especificas identificadas en las muestras de spots de proteina de la electroforesis bidimensio-
nal en gel se prepararon después por medio de electroforesis bidimensional en gel preparativa, utilizando 350 ug de
proteina (véase de nuevo (10)). En la electroforesis bidimensional en gel preparativa la tincién se realiz6 por medio de
Coomassie Brilliant Blue G250 (véase Neuhoff, et al., “Improved staining of proteins in polyacrylamide gels including
isoelectric focusing gels with clear background at nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant Blue G250 and R-
2507, Electrophoresis 1988, 9, 255-262).

Los spots de proteina preseleccionados para el andlisis posterior se recortaron del gel.

Utilizando los métodos descritos en A. Otto, et al., “Identification of human myocardial proteins separated by two-
dimensional electrophoresis using an effective sample preparation for mass spectrometry”, Electrophoresis 1996, 17,
1643-1650, se digirieron con tripsina los spots de proteina y después se analizaron mediante espectromicroscopia de
masas empleando andlisis espectrométricos de masas tal como se describen y discuten, por ejemplo, en G. Neubauer,
et al., “Mass spectrometry and EST-databases searching allows characterization of the multi-protein spliceosome
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complex”, en: nature genetics vol. 20, 1998, 46-50; J. Lingner, et al., “Reverse Transcriptase Motifs in the Catalytic
Subunit of Telomerase”, en: Science, Vol. 276, 1997, 561-567; M. Mann, et al., “Use of mass spectrometry-derived
data to annotate nucleotide and protein sequence databases”, en: TRENDS in Biochemical Sciences, Vol. 26, 1, 2001,
54-61.

Fragmentos de la digestion con tripsina de los tres spots de proteina se sometieron, después de un ESI (ElectroS-
praylonisierung), también a una espectrometria de masas en tdndem. Se utilizé un espectrémetro de masas Q-TOF
con una fuente de iones denominada nanoflow-Z-Spray de la empresa Micromass, R.U. Se trabajé conforme a las
instrucciones de trabajo del fabricante del aparato.

3. Identificacion de fragmentos CPS 1

Tal como se muestra en las Figuras 1(A) y 1(B), en los extractos de hepatocitos de papiones a los que se ad-
ministr6é una inyeccién de LPS se encuentran, entre otros, tres nuevos spots de proteina para los que se estimaron,
basdndose en los datos de la electroforesis en gel comparados con sustancias marcadoras de peso molecular conocido,
pesos moleculares de aproximadamente 68 kDa, 69 kDa y 70 kDA (+ 3 kDa), mientras que a partir de la posicién
relativa de las proteinas procedentes de la primera dimension se calcularon puntos isoeléctricos correspondientes de
aproximadamente 6,0, 5,8 y 5,6 respectivamente, es decir, puntos isoeléctricos en el rango de aproximadamente 5,5 a
6,1.

Estas proteinas se analizaron mediante espectrometria de masas del modo anteriormente descrito.

A partir de los “espectros madre” de las tres proteinas digeridas con tripsina se identificaron fragmentos indivi-
duales (“tags”) mediante espectroscopia de masas en tdndem. Los espectros de masa obtenidos para estos fragmentos
pudieron evaluarse aritméticamente de un modo en si conocido y dieron los siguientes resultados (desde el punto de
vista de la espectrometria de masas no es posible diferenciar entre los aminodcidos leucina (L) e isoleucina (I) asi
como entre los aminodcidos lisina (K) y glutamina (Q); las secuencias siguientes tienen en consideracidn, por lo tanto,
la asignacidn al espectro conocido del CPS 1 completo segtin SEQ ID NO: 6):

Spot de proteina a 70 kDa (+ 3 kDa):

Fragmento 70/1: GQNQPVLNITN (SEGID NO: 1)
Fragmento 70/2: NQPVLNI (SEG ID NO: 2)
Fragmento 70/3: AQTAHIVLEDGTK (SEG ID NO: 3)

Spot de proteina a 69 kDa (+ 3 kDa):

Fragmento 69/1: GQNQPVLNITN (SEGID NO: 1)
Fragmento 69/2: TAHI (SEG ID NO: 4)

Spot de proteina a 68 kDa (+ 3 kDa):

Fragmento 68/1: NQPVLNI (SEG ID NO: 2)
Fragmento 68/2: AFAMTNQILVEK (SEG ID NO: 5)

Las anteriores secuencias parciales segin SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 5 pudieron identificarse como secuencias
parciales de la secuencia del CPS 1 humano, que se encuentra en NiceProt View of SWISS PROT: P31327, con
una cadena de aminodcidos de una longitud de 1500 aminodcidos y una correspondiente masa molar aritmética (sin
tener en cuenta eventuales modificaciones posteriores a la traduccién) de 164,939 kDa (SEQ ID NO: 6). Se obtuvo la
siguiente asignacion de los péptidos parciales:

SEQID NO: 1 aminodcidos 317 - 327
SEQ ID NO: 2 aminodcidos 319 - 325
SEQID NO: 3 aminodcidos 43 - 55
SEQID NO: 4 aminodacidos 45 - 48
SEQ ID NO: 5 aminodcidos 613 - 624

Los aminodacidos encontrados abarcan una seccion desde los aminoacidos 43 a los aminoacidos 624, es decir, una
parte esencial de la porcién amino-terminal del CPS 1.

Completando habria que sefialar que las secuencias encontradas no pueden asignarse al enzima citosélico CPS 2
emparentado.
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4. Determinaciones de la inmunoreactividad de CPS I en plasmas humanos de personas normales sanas y pacientes
septicémicos

4.1 Material y métodos
4.1.1. Sintesis peptidica

Deducido a partir de la secuencia de aminodcidos conocida del CPS 1 humano se eligieron dos zonas (Pos. 184-
199: zona 1 del péptido; SEQ ID NO: 7; Pos. 245-257: zona 2 del péptido; SEQ ID NO: 8). Completado cada uno
en un resto de cisteina N-terminal, ambas zonas se sintetizaron quimicamente como péptidos solubles segtin procedi-
mientos estdndar, se depuraron, se controld su calidad mediante espectrometria de masas y Reversed Phase HPLC y
se liofilizaron en alicuotas (empresa JERINI AG, Berlin, Alemania). Las secuencias de aminoécidos de los péptidos
son:

Péptido PCEN17: CEFEGQPVDFVDPNKQN SED ID NO: 7
Péptido PCVD14: CVPWNHDFTKMEYD SED ID NO: 8

El material estdndar recombinante se obtuvo de la empresa In Vivo GMBH (Henningsdorf, Alemania). Se trataba
de un extracto celular crudo de una cepa de E. coli, que exprimi6 la zona N-terminal recombinante de CPS 1 humano
(Pos. 1-640 de SEQ ID NO: 6), completado en un strep-tag N-terminal. Se atribuy6 al extracto una concentracién
arbitraria de CPS 1.

4.1.2 Conjugacion e Inmunizacion

Mediante MBS (éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) se conjugaron los anteriores péptidos
PCEN17 y PCVD14 en la proteina portadora KLH (Keyhole limpet hemocyanin) (véanse las instrucciones de trabajo
“NHS-Esters-Maleimide Crosslinkers”, empresa PIERCE, Rockford, IL, EE.UU.). Con estos conjugados se inmuni-
zaron ovejas segun el siguiente esquema: cada oveja recibid inicialmente 100 pg de conjugado (los datos sobre masas
se refieren a la porcién de péptido del conjugado) y a continuacion 4 veces por semana 50 ug de conjugado (los datos
sobre masas se refieren a la porcion de péptido del conjugado). Comenzando el cuarto mes después del inicio de la
inmunizacién se extrajeron a cada oveja 4 veces por semana 700 ml de sangre y de ellas se obtuvo antisuero por cen-
trifugacién. Las conjugaciones, las inmunizaciones y la obtencion de antisueros los realiz6 la empresa MicroPharm,
Carmarthenshire, R.U.

4.1.3 Depuracion de los anticuerpos

En un procedimiento de 1 paso se prepararon los anticuerpos especificos del péptido que se habian obtenido
partiendo del cuarto mes después de la inmunizacidn.

Primero se acoplaron los péptidos PCEN17 y PCVD14 a gel Sulfo-Link (véanse las instrucciones de trabajo “Sul-
foLink Kit”, empresa PIERCE, Rockford, IL, EE.UU.). Para cada uno de los acoplamientos se utilizaron 5 mg de
péptido por cada 5 ml de gel.

La depuracion por afinidad de anticuerpos especificos del péptido a partir de antisueros de oveja frente a ambos
péptidos, se realiz6 de la siguiente manera:

Las columnas de péptido se lavaron tres veces de manera alterna con 10 ml de tampén de elucién (50 mM dcido
citrico, pH 2.2) y de tamp6n de enlace (100 mM fosfato sédico, 0,1% Twenn, pH 6.8). Se filtraron 100 ml de los
antisueros por 0,2 ym y se mezclaron con el material existente en las columnas. Se lavé entonces cuantitativamente el
gel con 10 ml de tamp6n de enlace procedente de la columna. La incubacién se realizé durante la noche a temperatura
ambiente y con basculamiento. Los preparados se llevaron cuantitativamente a columnas vacias (NAP 25, Pharmacia,
vaciados). Se eliminaron las cantidades pasadas. Finalmente se lavé con 250 ml de tampdn de enlace para eliminar
cualquier proteina (contenido en proteinas del eluado de lavado < 0,02 A280 nm). En las columnas lavadas se afiadi6
tampo6n de elucién y se recogieron fracciones de 1 ml cada una. De cada fraccién se determind el contenido en proteina
mediante el método BCA (véanse las instrucciones de trabajo, empresa PIERCE, Rockford, IL, EE.UU.). Se hizo un
pool con las fracciones con una concentraciéon de protefan> 0,8 mg/ml. Después de la determinacion de la proteina del
pool resultaron por el método BCA rendimientos de 27 mg para el anticuerpo anti-PCEN17 y 33 mg para el anticuerpo
anti-PCVD14.

4.1.4 Marcado
A través de una columna de filtracion en gel NAP-5 (Pharmacia) se cambi6 el tamponado de 500 ul del anticuerpo
anti-PCEN17 depurado (véase arriba) en 1 ml de 100 mM tampén de fosfato potésico (pH 8.0) segtin las instrucciones

de trabajo. La determinacién de la concentracion de proteina de la solucién de anticuerpos dio un valor de 1,5 mg/ml.

Para el marcado con quimioluminiscencia del anticuerpo se mezclaron 67 ul de la solucién de anticuerpos con 10
ul de MA70-Akridinium-NHS-Ester (1 mg/ml; empresa HOECHST Behring) y se incubaron 15 minutos a tempera-
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tura ambiente. Se afiadieron después 423 ul de 1 M glicina y se incub6 otros 10 minutos. Finalmente se cambi6 el
tamponado del preparado de marcado a través de una columna de filtracién en gel NAP-5 (Pharmacia) en 1 ml de
medio de paso A (50 mM fosfato potésico, 100 mM NaCl, pH 7.4) segtn las instrucciones de trabajo y se eliminaron
los componentes de bajo peso molecular. Para separar los dltimos restos de etiquetas no ligadas a anticuerpos se reali-
z6 una HPLC-filtracién en gel (columna: Waters Protein Pak SW300). Se aplicé la muestra y se cromatografié a una
velocidad de flujo de 1 ml/min con medio de paso A. Con un fotémetro de flujo se midieron las longitudes de onda
280 nm y 368 nm. La proporcién de absorcién 368 nm/280 nm como medida del grado de marcaje del anticuerpo fue
de 0.10 en el pico. Se recogieron las fracciones conteniendo anticuerpos mondémeros (tiempo de retencion 8-10 min)
y se reunieron en 3 ml de fosfato sédico 100 mM, NaCl 150 mM, 5% de Bovines FERUM Albumin, 0,1% azida de
sodio, pH 7.4.

4.1.5 Acoplamiento

Tubos de ensayo de poliestirol de 5 ml irradiados (empresa Graiger) se revistieron de la siguiente manera con
anticuerpo anti-PCVD14 purificado: se diluyeron los anticuerpos en 50 mM Tris, 300 mM NaCl, pH7,8 hasta una
concentracion de 6.6 ug/ml. En cada tubo se pipetearon 300 ul de esta solucién. Se incubaron los tubos durante 20
horas a 22°C. Se aspir6 la solucién. Después se llené cada tubo con 4.2 ml de fosfato sédico 10 mM, 2% Karion FP,
0,3% Bovines Serum Albumin, pH 6.5. Después de 20 horas se aspiré la solucién. Finalmente se secaron los tubos en
una estufa de vacio.
4.2 Realizacion y valoracion del inmunoensayo

4.2.1 Configuracion del ensayo

Se elaboré un tamp6n de ensayo de la composicion siguiente:

100 mM fosfato sédico, 150 mM NaCl, 5% Bovines Serum Albumin, 0,1% IgG de oveja inespec., 0,1% azida de
sodio, pH 7.4.

Como material estdndar sirvié CPS 1 humano recombinante exprimido en E. coli en forma de un extracto crudo de
E. coli, conteniendo la totalidad de la proteina intracelular soluble. Este extracto se diluyé de manera seriada en suero
normal de caballo (empresa SIGMA). Al estdndar asi obtenido se le atribuyeron concentraciones arbitrarias segin su
dilucién.

4.2.2 Medicion de plasmas EDTA de personas aparentemente sanas y de pacientes con septicemia.

En cada uno los tubos de ensayo arriba mencionados se pipetearon 50 ul de estindar o de la muestra asi como
200 pl de tampdn de ensayo. Se incubd durante 18 horas a 22°C con agitaciéon. Después se lavo 4 x con 1 ml de
solucién de lavado (0,1% Tween 20) por cada tubo. Se pipetearon después en cada tubo 200 ul de tampodn de ensayo
conteniendo 0,5 millones de RLU del anticuerpo trazador marcado con MA70. Se incub6 durante dos horas a 22°C
con agitacion. Después se lavé 4 x con 1 ml de solucién de lavado (0,1% Tween 20) por cada tubo, se dejé escurrir
y la quimioluminiscencia ligada a cada tubo se midi6 en un luminémetro (empresa BERTHOLD, LB952T; reactivos
basicos BRHMS AQG).

Utilizando el software MultiCalc (Spline Fit) se ley6 la concentracion en la inmunorreactividad CPS 1. Los resulta-
dos se muestran en la Figura 2. Se observa una clara diferencia entre las personas sanas y los pacientes de septicemia.

5. Andlisis Western Blot de plasmas

Para una caracterizacion molecular mds precisa de la inmunorreactividad CPS 1 en plasmas de septicemia se
analizaron muestras de plasmas de este tipo mediante la técnica Western Blot.

5.1 Fabricacion del gel

Se fundi6 un gel separador SDS al 7,5% para una PROTEAN II xi Cell (empresa BIO-RAD) segtin las instrucciones
de la empresa Bio-Rad:

11,25 ml 1 M Tris pH 8,8

+ 7,5 ml 30% Acrilamida/bisacrilamida (29:1), empresa Biorad
+ 10,79 ml Milli-Q-Wasser

+ 300 ul 10% SDS

+ 150 pl 10% APS

+ 15 ul TEMED
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Tras aplicar encima una capa de agua y polimerizar, se fundié un gel colector SDS al 5% de la siguiente manera:
1,25 ml 1 M Tris pH 6,8
+ 1,33 ml 30% Acrilamida/bisacrilamida (29:1), empresa Biorad
+ 7,26 ml Milli-Q-Wasser
+ 100 ul 10% SDS
+ 50 ¢l 10% APS
+ 10 ul TEMED
Se pipetaron 5 ml de la solucién de gel colector sobre el gel separador, se monté el peine y se dejo polimerizar.
5.2. Electroforesis en gel

5 ul de muestras de plasma EDTA de cada una de tres personas de control sanas y tres pacientes de septicemia se
mezclaron con 20 ul PBS, 2,5 ul de glicerina y 5 ul de Cracking buffer (120 mM Tris/HCI, pH 6,4, 2% SDS, 20%
glicerina, 20% B-mercaptoetanol, 0,002% azul de bromofenol), se incubaron 10 minutos a 90°C y después se aplicaron.
Como marcadores de peso molecular se aplicaron 10 ul de Rainbow Marker RPN 756 (empresa Pharmacia).

Como cdmara se utiliz6 una PROTEAN II xi Cell (empresa BIO-RAD). El tampén de electroforesis fue: 25 mM
Tris/HCI, 90 mM glicina, 0,1% SDS, pH 8,6. Las condiciones de electroforesis fueron: 45 min a 46V/16 mA, 30 min
a 120 V/50 mA, 150 min a 150V/56 mA, 90 min a 190 V/45 mA.

Como tamp6n de Blot se utilizé: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 1% SDS, 20% metanol, pH 8,3. La ldmina Blot
fue lamina Blot de nitrocelulosa Protran BA83, 13 x 13 cm (empresa Schleicher & Schuell). El aparato de Blot fue un
Semi-Dry-Blotter (modelo Pegasus de la empresa Phase).

Se incubé el gel 10 min en tamp6n Blot, se aplicé sobre la 1dmina Blot y se recubrié con varias capas de papel
cromatografico Whatman 3MM (empapadas en tampén Blot). Después se aplicé la técnica Blot (0,8 mA/cm? de
superficie del gel, 70 min).

5.4 Reaccion inmune

La ldmina Blot se saturé en 150 ml PBS-Tween-solucién de proteina (PBS, 0,3% Tween, 1,5% BSA, 50 ug/ml IgG
de ratén inespec.) durante la noche a 4°C con agitacion. Se afiadieron a la solucién 30 ul de antisuero de oveja anti
PCEN17 o anti PCVD14 (fabricacién del antisuero, véase anteriormente) y se incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente y con agitacion. Se decant6 la solucién y se lavé con agitacion la ldmina Blot 4 x 10 min en 300 ml PBS-
Tween-solucidn de proteina. Se afiadié después el anticuerpo secundario: 30 ul de conjugado de IgG antioveja de ratén
monoclonal-fosfatasa alcalina (empresa Sigma, A8062), diluido en 150 ml de PBS-Tween-solucién de proteina. Se
incubé durante 90 minutos con agitacién a temperatura ambiente. Se decantd a continuacién y se lavé con agitacion
durante 10 min con 150 ml de PBS-Tween-solucién de proteina. Después se decantd y se lavd con agitacién 2 x 10
min con 150 ml de tamp6n de lavado (100 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl).

Se fabricd la solucién de sustrato de la siguiente manera: 100 ml de tamp6n revelador (100 mM Tris/HCI, pH 9,5,
100 mM NaCl, 50 mM MgClI2) + 350 ul de una solucién de 50 mg BCIP (5-bromo-4-cloro-3 indolilfosfato, empresa
Sigma) por ml 100% dimetilformamida, + 450 ul de una solucién de 100 mg NBT (Nitro blue tetrazolium, empresa
Sigma) por ml 70% dimetilformamida.

La solucién de sustrato se aplicé sobre una ldmina Blot. Después de 5 minutos se finaliz6 la reaccién de tincién
lavando la lamina Blot en agua. Los resultados se muestran en la Figura 3 (panel A).

En un planteamiento paralelo se afiadieron a la solucién con los antisueros primarios (antisuero de oveja anti
PCEN17 o anti PCVD14) los correspondientes péptidos inmunogénicos PCEN17 y PCVD14 en una concentracién
final de 2 ug/ml y se hizo una incubacion previa de 30 min. Los resultados se muestran en la Figura 3 (panel B),
tomdndose referencia expresa a las leyendas de esta Figura 3.

6. HPLC-filtracion en gel de plasma de septicemia

Para determinar el peso molecular aparente de la inmunorreactividad CPS 1 a partir de plasma de septicemia en
solucidn se fracciond un plasma de este tipo mediante una HPLC-filtracién en gel y se midi6 la inmunorreactividad
CPS1 en las fracciones. Se calibraron las columnas mediante una cromatografia por separado de estandares (Bio-Rad-
Standard: Cat.No. 151-1901). Se utiliz6 una columna Bio-Sil SEC-400 (7,8x300 mm Ser.No. 415949) de la empresa
Bio-Rad. El medio de paso fue 300 mM fosfato potdsico, 0,1% NaNj3, pH 7,0. Del plasma de septicemia se cromatogra-
fiaron 100 ul, se recogieron fracciones de 1 ml y cada 50 ul de ellas se midieron en inmunoensayo (realizacion, véase
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anteriormente). Los resultados obtenidos (reactividad/fraccién) se representan en la Figura 4, tomdndose referencia
expresa a las leyendas de esta Figura 4.

Los resultados de las mediciones de la inmunorreactividad CPS 1 en plasmas humanos o los an4lisis sobre especies
responsables de la inmunorreactividad observada, se pueden resumir de la siguiente manera:

Mediante el inmunoensayo sandwich descrito se demostré que los plasmas de pacientes septicémicos presentan
concentraciones fuertemente elevadas de inmunorreactividad CPS 1, mientras que en los plasmas de personas sanas
no se detecté CPS 1 (Figura 2).

La inmunorreactividad CPS 1 circulante en los plasmas septicémicos evidentemente consiste en esencia en el
enzima CPS 1 intacto o una forma del mismo con mayor solubilidad:

Tres plasmas septicémicos analizados mostraron en el Western-Blot una banda CPS especifica en aproximadamente
150 kDa (Fig. 3). Esto equivale aproximadamente al peso molecular de unos 160 kDa calculados para el CPS 1 intacto
basdndose en la secuencia de aminodcidos conocida.

La HPLC-filtracién en gel mostré que la inmunorreactividad CPS 1 del plasma de septicemia analizado en la
solucién presenta un peso molecular de aproximadamente 200 kDa (+/- 50 kDa) (Figura 4).

La medicién de CPS 1 en plasma/suero humano no se ha descrito hasta la fecha, ni para pacientes con septicemia

ni para otros agentes patoldgicos. Unicamente en un modelo experimental con ratas para la hepatitis aguda se midi6 el
CPS 1 en plasma (véase anteriormente Ozaki et al., 1996). Sin embargo, las condiciones con ratas no son comparables
evidentemente a las de los seres humanos, puesto que en las citadas publicaciones para los animales sanos se detectaron
ya concentraciones de CPS de 1-2 pg/ml, mientras que las mediciones descritas de plasmas humanos de personas sanas
del solicitante dieron valores por debajo del limite de deteccidn (estimado aproximadamente en 0,5 ng/ml).

Sorprendentemente, para los pacientes de septicemia se demostré un aumento masivo de la inmunorreactividad
CPS 1 en plasma. Se sabe que en la septicemia se produce una lesién de las mitocondrias (Crouser ED et al., Endoto-
xin-induced mitochondrial damage correlates with impaired respiratory activity; Crit Care Med. 2002 Feb; 30(2): 276-
84). Una lesion de este tipo en relacién con necrosis o apoptosis podria ser la causa del paso de CPS 1 desde la matriz
mitocondrial hacia la circulacion sanguinea. Ya que el CPS 1 se exprime casi exclusivamente en el higado y constituye
allf una parte notable del total de la proteina soluble, la medicion del CPS 1 podria ser especialmente apropiada para
mostrar lesiones del higado en caso de septicemia severa u otras condiciones, por ejemplo en el marco de un fallo
multiorgédnico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para el reconocimiento precoz y el reconocimiento mediante diagnéstico diferencial, para
el prondstico del curso y la evaluacién del grado de severidad y la evaluacién del curso del tratamiento concomitante de
la septicemia, caracterizado porque se determina en la circulacién de un paciente humano la presencia y/o la cantidad
de carbamoilfostato sintetasa 1 (CPS 1) y a partir de la deteccién y/o la cantidad de CPS 1 se extraen conclusiones
con respecto a la existencia del curso esperado, del grado de severidad de la septicemia o del éxito de su tratamiento
terapéutico.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque las secuencias de CPS 1 utilizadas en la deter-
minacién son secuencias de fragmentos de una parte N-terminal del CPS 1 que comprende los aminodcidos 1 hasta
aproximadamente 630 de la secuencia completa de CPS 1 (SEQ ID NO: 6).

3. Procedimiento segun las reivindicaciones 2 6 3, caracterizado porque la inmunorreactividad CPS 1 determinada
puede asignarse como minimo parcialmente a componentes del plasma con una masa molar de 200 kDa + 50 kDa
determinada mediante electroforesis en gel, y/o a componentes con una masa molar de 68 a 70 kDa + 3 kDa y puntos
isoeléctricos en un dominio de 5,5 a 6,1.

4. Procedimiento seguin unas de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las secuencias de CPS 1 utilizadas
con fines de ensayo contienen como minimo 2 secuencias parciales de aminodcidos segiin SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y/o SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO: 8.

5. Procedimiento segtin unas de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque es un procedimiento de determi-
nacién inmunodiagnéstico.

6. Procedimiento segtin unas de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la determinacién de los CPS 1
solubles se produce como determinacidn de la actividad enzimdtica de CPS 1 en sangre, plasma sanguineo o suero.

7. Procedimiento segin unas de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se realiza para el diagndstico de
septicemia dentro del marco de una determinacién multiplarametros, en la que se determina al menos otro parametro
de septicemia y se obtiene un resultado de medicidn en forma de una expresiéon de cémo minimo dos magnitudes de
medicién, que se valora para el diagndstico fino de la septicemia.

8. Procedimiento segtn la reivindicacién 7, caracterizado porque en el marco de la determinacién multipardme-
tros, junto a como minimo un fragmento de CPS 1, se determina como minimo un pardmetro mds que se elige del
grupo formado por procalcitonina, CA 19-9, CA 125, S100B, proteinas S100A, fragmentos de citoqueratina solubles,
en especial CYFRA 21, TPS y/o fragmentos de citoqueratina-1 soluble (sCY 1F), los péptidos inflamina, CHP, LASP-
1 y la inmunorreactividad péptido-prohormona y la proteina c-reactiva (CRP).

9. Procedimiento segtn las reivindicaciones 7 u 8, caracterizado porque la determinacién multipardmetros se
realiza como determinacién simultdnea por medio de un dispositivo medidor de tecnologia de chips o un dispositivo
medidor de inmunocromatografia.

10. Procedimiento segtin la reivindicacion 9, caracterizado porque la evaluacion de los resultados de medicién
complejos obtenidos con el dispositivo medidor se realiza con ayuda de un programa de ordenador.
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Gly
Gln

Gln

Tyr

Ala

640

Met

Leu

val

His

Sex

720

Phe

Asn

Tyr

Thr

Ala

800

Cys

Glu

Ser

Leu

Lys

880

Ser

Phe

Thr

Ile

val
960

Gly Met

875
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Met Val Leu Gly Cys Gly Pro Tyr His Ile Gly Ser Sexr Val Glu Phe
980 985 990

Asp Txp Cys Ala Val Ser Ser Ile Arg Thr Leu Arg Gln Leu Gly Lys
595 1000 1005

Lys Thr Val Val Val Asn Cys Asn Pro Glu Thr Val Ser Thr Asp Phe
1010 1015 1020

Asp Glu Cys Asp Lys Leu Tyx Phe Glu Glu Leu Ser Leu Glu Arg Ile
1025 1030 1035 1040

Leu Asp Ile Tyr His Gln Glu Ala Cys Gly Gly Cys Ile Ile Ser Val
1045 1050 1055

Gly Gly Gln Ile Pro Asn Asn Leu Ala Val Pro Leu Tyr Lys Asn Gly
1060 1065 1070

vVal Lys Ile Met Gly Thr Ser Pro Leu Gln Ile Asp Arg Ala Glu Asp
1075 1080 1085

Arg Ser Ile Phe Ser Ala Val Leu Asp Glu Leu Lys Val Ala Gln Ala
1080 1085 1100

Pro Trp Lys Ala Val Asn Thr Leu Asn Glu Ala Leu Glu Phe Ala Lys
1105 1110 1215 1120

Ser Val Asp Tyr Pro Cys Leu Leu Arg Pro Ser Tyr Val Leu Ser Gly
1125 1130 1135

Ser Ala Met Asn Val Val Phe Ser Glu Asp Glu Met Lys Lys Phe Leu
1140 1145 1150

Glu Glu Ala Thr Arg Val Ser Gln Glu His Pro val val Leu Thr Lys
1155 1160 1165

Phe Val Glu Gly Ala Arg Glu val Glu Met Asp Ala Val Gly Lys Rap
1170 1178 1180

Gly Arg Val Ile Ser His Ala Ile Ser Glu His Val Glu Asp Ala Gly
1185 1180 1185 1200

val His Ser Gly Asp Ala Thxr Leu Met Leu Pro Thr Gln Thr Ile Ser
1205 1210 1215

Gln Gly Ala Ile Glu Lys Val Lys Asp Ala Thr Arg Lys Ile Ala Lys
1220 1225 1230

Ala Phe Ala Ile Ser Gly Pro Phe Asn Val Gln Phe Leu Val Lys Gly
1235 1240 1245

Asn Asp Val Leu Val Ile Glu Cys Asn Leu Arg Ala Sexr Axrg Ser Phe
1250 1255 1260

Pro Phe Val Ser Lys Thr Leu Gly Val Asp Phe Ile Asp Val Ala Thr
1265 1270 1275 1280

Lys Val Met Ile Gly Glu Asn Val Asp Glu Lys His Leu Pro Thr Leu
1285 1290 1295

Asp His Pro Ile Ile Pro Ala Asp Tyr Val Ala Ile Lys Ala Pro Met
1300 1305 1310

Phe Sexr Trp Pro Arg Leu Arg Asp Ala Asp Pro Ile Leu Arg Cys Glu
1315 1320 1325
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Met Ala Ser Thr Gly Glu Val Ala Cys Phe Gly Glu Gly Ile His Thx
1330 1335 1340

Ala Phe Leu Lys Ala Met Leu Ser Thx Gly Phe Lys Ile Pro Gln Lys
1345 1350 1355 1360

Gly Ile Leu Ile Gly Ile Gln Gln Sexr Phe Arg Pro Arg Phe Leu Gly
1365 1370 1375

Val Ala Glu Gln Leu His Asn Glu Gly Phe Lys Leu Phe Ala Thr Glu

1380 1385 1390

Ala Thr Ser Asp Trp Leu Asn Ala Asn Asn Val Pro Ala
1385 1400 1405

Ala Trp Pro Ser Gln Glu Gly Gln Asn Pro Ser Leu Ser
1410 1415 1420

Lys Leu Ile Arg Asp Gly Sexr Ile Asp Leu Val Ile Asn
1425 1430 1435

Asn Asn Thr Lys. Phe Val His Asp Asn Tyr Val Ile Arg
1445 1450

Val Asp Ser Gly Ile Pro Leu Leu Thr Asn Phe Gln Val

Thr Pxoc Val
Ser Ile Arg
Leu Pro Asn

1440

Arg Thr Ala
1458

Thxr Lys Leu

1460 1465 1470

Phe Ala Glu Ala Val Gln Lys Ser Arxrg Lys Val Asp Sexr

1475 1480 1485
Phe His Tyr Arg Gln Tyr Ser Ala Gly Lys Ala Ala
1490 1435 1500
<210>7
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic Peptide

<400> 7

Cys Glu Phe Glu Gly GIn Pro Val Asp Phe Val Asp Pro Asn Lys GIln
1 5 10 15

Asn

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic Peptide

<400> 8

Cys Val Pro Trp Asn His Asp Phe Thr Lys Met Glu Tyr Asp
1 5 10

Lys Sexr Leu
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