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gen unter Einsatz von Antikérpern in Serum und Stuhl.
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Verfahren zum Nachweis pankreatitischer und gastro-

intestinaler Erkrankungen

Beschreibung

Die vorliegende FErfindung betrifft Verfahren zum
Nachwels pankreatischer und gastrointestinaler Er-
krankungen, insbesondere Verfahren zum Nachweis von
Pankreaskarzinomen, chronischer Pankreatitis, gast-
rischer Lidsionen und entziindlicher Darmerkrankun-

gen.

Pankreatische Erkrankungen, wie Pankreaskarzinom
oder chronische Pankreatitis, stellen ebenso wie
gastrointestinale Erkrankungen, also zum BRBeispiel
gastrische L&sionen oder entziindliche Darmerkran-
kungen, ernsthafte Gefdhrdungen des menschlichen
und tierischen Korpers dar. Eine frihzeitige und
mdglichst spezifische Diagnose derartiger Krankhei-
ten ist fiir eine erfolgversprechende Therapie uner-
lasslich. Bisher werden fast alle Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes mit invasiven Methoden (En-
doskopie, Koloskopie, ERCP, etc.) mit Gewebeproben-
entnahme, unterstitzt durch bildgebende Verfahren
(Sonografie, Réntgenologie, Computertomografie,
etc.) als Standardmethoden diagnostiziert. In der
Vorphase dieser Untersuchungen haben sich einige
Labormethoden als Routinemethoden etabliert, die
Aufschluss liber eine Insuffizienz bestimmter inne-
rer Organe wie zum Beispiel des Pankreas geben kon-
nen. Diese Labormethoden sind jEdOCh‘meist aufwen-
dig und miissen oft an frischem Material (Magensaft,

Pankreassaft, Duodenalsaft; etc.) innerhalb einer

PCT/EP01/14511
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kurzen Zeit durchgefithrt werden, da durch die enzy-
matische Zusammensetzung des Probenmaterials sonst
ein Nachweis spezifischer Faktoren oft nicht mehr
gelingt (dies gilt vor allem flir Enzym-Substrat-
Reaktionen). Werden bestimmte Parameter im Serum
der Patienten bestimmt, sind diese Werte oft nicht
in gewilinschtem MaBe zuverlédssig (groBe intra- und
interindividuelle Schwankungen) und zeigen eine ex-

trem geringere Sensitivitat.

Bei einigen wenigen Erkrankungen {chronische
Pankreatitis, Helicobacter pylori-Infektion des Ma-
gens, bakterielle Darmfehlbesiedlung, etc.) haben
sich in jUngster Zelt auch Atemteste (zum Beispiel
Be-Harnstoffatemtest, Ha—Glucoseatemtest, i~
Triglycerid-Atemtest, etc.) etablieren koénnen, de~
ren Durchfiihrung aber bisher nur an wenigen Zentren
méglich ist, da entsprechend teures Equipment (zum
Beispiel Massenspektrometer) zur Verfiigung muss,
und deren Kosten, bedingt durch zum Beispiei teure
Bc-Markierung, nicht mehr weiter gesenkt werden

kdnnen. .

Daher eignen sich diese Methoden meist auch nicht
zur Aufnahme in entsprechende Vorsorge-Screening-

Programme.

Bisher gibt es nur ganz wenige diagnostische Tests,
mit denen bestimmte Erkrankungen im Stuhl der Pati-
enten nachgewiesen werden kodnnen. Dazu zdhlt zum

Beispiel der Hémoccult-Test zum Nachweis okulten

Blutes im Stuhl als Screening-Methode flir das Darm-

karzinom, der Nachweis von Pankreas-Elastase im
Stuhl zur Diagnose der. chronischen Pankreatitis und

PCT/EP01/14511
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der jiingst entwickelte Helicobacter pylori-Stuhl-
Test zum Nachweis der Helicobacter pylori-Infektion
im Magen. Bei den letzten beiden Tests wird der
Nachwels mittels Antikérpertechnologie durchge-
fithrt.

Beziliglich des Tests flir die Pankreaselastase ldsst
sich feststellen, dass der Test zwar ein brauchba-
res Verfahren zur Diagnose der schweren exokrinen
Pankreasinsuffizienz ist, milde bis maBige Funkti-
onseinschrankungen 3jedoch relativ schlecht nach-

weist.

Eine sichere Methode zur nicht-invasiven Differenz-
zierung malignomverdidchtiger Pankreasverinderungen
steht nach wie vor nicht zur Verfiigung. Als Kandi-
daten fuir die nicht-invasive Diagnostik des Pankre-
askarzinoms sind vor allem Marker in der Diskussi-~
on, die bestimmte Genmutationen nachweisen (K-Ras,
plé, p53). Da die einzelnen Gene im zeitlichen Ver~
lauf der Entstehung eines Karzinoms unterschiedlich
in Aktion treten, sind sie auch mit einer unter-
schiedlichen Wahrscheinlichkeit mit dem Entstehen

eines Karzinoms assoziiert.

Sco koénnen zum Beispiel K-Ras Mutationen schon in
einem prémalignen Stadium, also in einem Stadium
des ,Entstehens™ eines Karzinoms, nachgewiesen wer-—
den, wihrend die Tumor-Supressor-Gene plé und p53
bei vorhandenem Karzinom inaktiviert sind. Gene,
die frith an der Entstehung des Karzinoms beteiligt
sind, haben allerdings den Nachteil, dass sie auch
in Vorstufen der Tumorentstehung, sogenannten ,pr&-

malignen™ Zustdnden und bei Patienten mit chroni-

PCT/EPOL/14511
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scher Pankreatitis ohne Tumor nachgewiesen werden
kénnen, was ihre Vorhersagekraft wiederum ein-
schrénkt. Deshalb ist eine Kombination verschiede-
ner dieser Tumormarker beziehungsweise anderer spe-
zifischer Marker fiir das Pankreaskarzinom anzustre-

ben.

Dasselbe gilt fir den als Verlaufsparameter genutz-
ten Nachweis von CA 19-9, einem Tumormarker der in
Patientenserum als Verlaufs-Marker und Rezidiv-
Indikator bestimmt wird. Studien zeigen, dass eben
auch 5/7 Patienten mit einer chronischen Pankreati-
tis erhéhte CA 19-9 Serumwerte haben, und nach ei-~
ner erfolgten Operation eines Pankreaskarzinoms ei-
ne Normalisierung der Serum CA 19-9 Spiegel nur in
10-29% der Falle eintritt.

Bisher steht ein kommerzieller Kit zum Nachweis von
K-Ras mittels PCR—Technik zur Verfiigung (Elucigene
K-Ras7; Zeneca Diagnostics), doch ist diese Technik
zeitaufwendig und teuer und erfordert wie alle mo-
lekularbioclogischen Methoden einen sehr sorgfalti-
gen (sterilen) Umgang mit dem Untersuchungsmaterial
und der Durchfithrung des Testverfahrens, um DNA-
Kontaminationen aus der Umwelt zu vermeiden, die
den Nachweis falsch negativ oder falsch positiv be-

einflussen k&nnen.

Als ein weiterer Marker zur Diagnose des Pankreas-
karzinoms bietet sich die Bestimmung von Carboxy-
peptidase A (CPA) an. Dieses Enzym wird ausschlieB-
lich im Pankreas als Vorlaufer. {,Proenzym“) Procar-
boxypeptidase A (PCPA) gebildet. Durch Abspaltung

PCT/EP01/14511
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des Propeptids wird das Enzym in aktive Carboxypep-
tidase fiberfilhrt. ’

PCPA wird im Serum von Pankreastumorpatienten er-
héht nachgewiesen. AuBerdem wird Carboxypeptidase A
vom gesunden Pankreas im Vexgleich mit anderen
Pankreasenzymen (Elastase, Amylase, etc.) nur in
geringem MaRe sezerniert (ca. 5% Anteil an der En-
zymsekretion). Es ist deshalb zu erwarten, dass ei-
ne krankhafte Verdnderung des Pankreas (Pankrea-
titis, Pankreaskarzinom) zum Abfall des Enzyms un-~
ter die Nachwelsgrenze und/oder zu eilnem Anstieg
des ,unreifen™ Proenzyms (PCPA) fihrt. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass Carboxypeptidase A die
Darmpassage unbeschadet ibersteht und im Stuhl zu

quantifizieren ist.

Es gibt bisher keinen kommerziellen Nachweiskit zur
Bestimmung von CPA beziehungsweise PCPA in Korper-

flissigkeiten oder Stuhl.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass eine siche-
re, nicht-invasive Diagnostik chronischer Verande-
rungen bei den meisten gastrointestinalen Erkran-
kungen nach wie vor nicht ‘zur Verftigung steht.

Bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wie
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa vergeht zwischen
dem Auftreten erster Symptome bis zur Diagnosestel-
lung im Allgemeinen ein sehr langer Zeitraum, der
die Durchfithrung einer Heilbehandlung in vielen
Fallen sehr erschwert oder sogar unmoéglich macht.
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind chronisch

entziindliche Darmerkrankungen (CED) unklarer Atio-

PCT/EP01/14511
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logie fir die gegenwértig weder befriedigende Diag-
nose- noch Therapiemdglichkeiten zur Verfigung ste-
hen. Die gegenwdrtig zur Diagnose von Morbus Crohn
oder Colitis ulcerosa durchgeflihrten Verfahren um-
fassen das Feststellen von Entzindungsparametern
sowle mikrobiologische und serologische Untersu-
chungen von Koérperfliissigkeiten und Stuhl. Hinzu
kommen in einigen F&llen sonografische und endosko-
pische Untersuchungsverfahren. Uberdies wurden Ver-
fahren unter Einsatz radioaktiver Isotopen wie
Mindium oder °°Technezium entwickelt, im Rahmen
derer mit diesen Isotopen Leukozyten markiert und
nachgewiesen wurden. Obgleich diese Verfahren eine

hohe Sensitivitdt und Spezifitat fiur den Nachweis

von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa aufweisen,

erweisen sie sich als technisch kompliziert, teuer
und fiir den Patienten als beiastend. Bestimmte Pa-
tientengruppen wie Kinder oder schwangere Frauen
kénnen diesen Diagnoseverfahren nicht ausgesetzt

werden.

Es wurden daher scheonendere Verfahren ehtwickelt,
die auf der Basis von Antikdrpertests einen spezi-
fischen Nachweis bestimmter Krankheitsbilder schon
frithzeitig erméglichen. So Dbeschreibt die US-PS
5,455,160 Verfahren zur Diagnose onkologischer Er-
krankungen des Gastrointestinaltraktes sowie von
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Die Druckschrift
offenbart den Einsatz von Antikérpern, die gegen
Calprotectin gerichtet sind, insbesondere den Ein-
satz eines Enzym-Immuntests zur Quantifikation von
Calprotectin im Stuhl von Patienten, wobei eine er-
h&éhte Menge von Calprotectin einen Hinweis auf eine

der vorgenannten Krankheiten gibt.

PCT/EP01/14511
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Die DE 41 07 765 Al beschreibt ein Verfahren zur
Gewinnung von einem hochspezifischen Pankreas~
Elastase 1-~Antikérper, der sowohl mit Korperflls-
sigkeiten als auch mit Stuhl reagiert. Ein gemidh
dieses Verfahrens gewonnener Antikérper eignet sich
zur Diagnose der chronischen und akuten Pankreati-
tis im Stuhl.

SLPT (Secretory Leukocyte Proteinase Inhibitor)

ein 11,7 kDa groBes Protein mit Protease-
inhibitorischer Funktion ist aus Si-Tahar
(Gastroenterclogy 118 (2000), 1061-1071) als mogli-
ches therapeutisches Agens gegen intestinale sché-
digende Einfliisse wie mikrobielle Infektionen, be-

kannt.

Aus der WO 94/06454 ist die Verwendung von SLPI als
prophylaktisches Agens gegeniiber einer HIV-
Infektion bekannt. In der WO 98/17800 ist die Ver-
wendung von SLPI in pulverisierter Form als pharma-
zeutisches Agens beschrieben. Die dort speziell be-
schriebene pulverisierte Darreichungsform dient dem
Einsatz von SLPI im Rahmen einer Inhalationsthera-
pie. Aus der US 5,633,227 geht die Verwendung von
SLPI zur Behandlung von Asthma oder allergischer
Rhinitis hervor. Aus der JP 07103977 gehen immuno-
logische Sandwich-~Tests fiir  SLPI oder SLPI-
Elastase-Komplexe hervor, wobei SLPI Fragmente mit
den Aminosiureresten 1 bis 54 und 55 bis 107 er-

kannt werden. Es wird beschrieben, dass mittels des

beschriebenen Systems Erkrankungen der Atemwege

nachgewiesen werden kénnen. Aus der JP 03279862 ge-
hen ebenfalls  Antikérper-basierte Testverfahren fiur
SLPI hexvor.

PCT/EP01/14511
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Fur SLPI ist bekannt, dass dieses Protein inhibito-
rische Aktivitéat gegeniber Chymotrypsintyp-
Proteasen (wie pankreatische Elastase) und Trypsin-
typ-Proteasen aufweist. Fir die erstgenannte Akti-
vitdt ist bekannt, dass diese dem C-terminalen Be-
reich und die 2zweitgenannte Aktivitdt dem N-
terminalen Bereich von SLPI zuzuordnen ist. Die US
5,851,983 beschreibt auf der Basis dieser Erkennt-
nisse hergestellte verkiirzte und Fusionsproteine
sowie pharmazeutische Anwendungsméglichkeiten der-
selben. SchlieBlich offenbart die WO 96/08275 wei-
tere Fragmente von SLPI und deren Einsatz zur Inhi-

bierung von Tryptasen.

Das der vorliegenden Erfindung zugrﬁnde liegende
technische Problem liegt also darin, einfach durch-
zufihrende, schonende, kostenginstige sowie schnell
durchzufiihrende Nachweisveérfahren fir pankreatische
und gastrointestinale Erkrankungen, insbesondere
Pankreaskarzinom, chronische Pankreatitis, gastri-
sche Lisionen und entzitindliche Darmerkrankungen be-

reitzustellen.

Die Erfindung 16st dieses Problem durch die Bereit-
stellung eines Verfahrens zum Nachweié einer Krank-
heit eines menschlichen oder tierischen Kérpers,
ausgewahlt aué der Gruppe bestehend aus Pankreas-
karzinom, chronischer'Pankreatitis, gastrischer La-
sion und entziindlicher Darmerkrankung, wobei Serum
oder Stuhl des menschlichen oder tierischen Korpers
gewonnen und- SLPT {Sekretorischer Leukozyten-
Protease-Inhibitor), Fragmente oder Komplexe‘daﬁon
durch Inkohtaktbringen mit  immunologischen Mitteln

nachgewiesen wird, insbesondere, wobei die Konzent-
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ration an SLPI, Fragmenten oder Komplexen davon im
Serum oder Stuhl bestimmt wird. Erfindungsgem&f
konnte tiberraschenderweise gezeigt werden, dass un-
ter Einsatz immunologischer Mittel, insbesondere
monoclonaler oder polyclonaler Antikodrper, ein
Nachweis der genannten Krankheiten im Serum oder im
Stuhl des menschlichen oder tierischen Kérpers még-
lich ist, indem die Anwesenheit beziehungsweise Ab-
wesenheit von SLPI, Komplexen oder Fragmenten da-
von, insbesondere die Konzentration an vorhandenem
SLPI, im Vergleich zu nicht erkrankten Kontrollper-

sonen bestimmt wird.

An chronischer Pankreétitis oder Pankreaskarzinom
erkrankte Patienten lassen sich erfindungsgemah da-
durch diagnostizieren, dass in ihrem Stuhl SLPI
auftritt, insbesondere in erhdhter Konzentration
gegenuber Gesunden. Der Stuhl von gesunden mensch-
lichen oder tierischen Korpern weist sehr wenig o-
der kein SLPI auf. Erfindungsgemdl kann mittels der
vorliegenden Erfindung im Stuhl von Patienten nicht
nur chronische -Pankreatitis oder Pankreaskarzinom
bestimmt, sondern iiberdies auch der Erkrankungsgrad
mittels einer SLPI-Konzentrationsbestimmung quanti-
fiziert werden. Es konnte gézeigt werden, dass die
SLPI-Konzentrationen im Stuhl mit den dort vorhan-
denen Konzentrationen an Elastase-1 korrelieren. Es
konnte insbesondere gezeigt‘werden, dass bei Pati-
enten mit chronischer Pankreatitis die SLPI-
Konzentrationen im Stuhl mit den Elastase-1-
Konzentrationen und dass auch die SLPI-
Konzentration bei gesunden Kontrollpersonen mit den
Elastase-l1-Konzentrationen dieser Personen korre-
liert. Gleiches gilt fix die SLPI-Konzentration von

PCT/EP01/14511

JP 2004-524522 A 2004.8.12



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

WO 02/057785

10

15

20

25

.30

(22)

-10-

Patienten mit Pankreaskarzinom, die demgem&f eben-
falls mit den Elastase-l-Konzentraticnen dieser Pa-
tienten korreliert.

Die Erfindung ist unter anderem deswegen liberra-
schend, als dass gezeigt werden konnte, dass SLPIL
im Darmtrakt nicht in jedem Fall sofort abgebaut
wird, Vielmehr kann bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis und Pankreaskarzinom SLPI im Stuhl

nachgewiesen werden.

Die Erfindung betrifft also insbesondere Verfahren
zum immunologischen Nachweis von pankreatischen Er-
krankungen durch Detektion von SLPI im Stuhl von
menschlichen oder tierischen Kdrpern.

Erfindungsgemdh konnte Uberdies gezeigt werden,
dass bei gesunden Kontrollpersonen, die keine gast-
rischen L#sionen wie Gastritis oder Ulkus aufwie-
sen, die SLPI-Konzentration im Serum geringer als
bei Patienten mit solchen L&sionen ist. Erfindungs-
gemdB kann das vorliegende Verfahren zum immunolo-
gischen Nachweis von pankreatischen und gastroin-
testinalen Erkrankungen also auch zur Diagnose von
gastralen L&sionen dienen, wobel eine gegenilber
normalen, gesunden Vergleichspersonen erhdhte SLPI-
Konzentrationen im Serum nachgewiesen wird. Die Er-
findung betrifft daher insbesondere auch Verfahren
zum immunologischen Nachweis von gastrointestinalen
Erkrankungen durch Detektion von SLPI im Serum von

menschlichen oder tierischen Kdrpern.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird

unter dem Begriff "immunologische Mittel” insbeson-
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dere der Einsatz von Antikérpern zum Nachweis von
Antigenen, insbesondere SLPI, SLPI-haltigen Komple-
xen, zum Beispiel Protein-Protein-Komplexen homo~
oder hetercmerer Zusammensetzung oder SLPI-
Fragmenten verstanden. Im Zusammenhang mit der vor-
liegenden Erfindung werden unter dem Begriff SLPI
im Folgenden auch dessen Komplexe zum Beispiel mit
anderen Proteinen, wie ein SLPI~Elastase-1-Komplex,
oder Fragmente von SLPI, zum Beispiel C- oder N-
terminale Fragmente, verstanden. Solche Fragmente
kdnnen zum Beispiel Aminosaurereste 1 bis 54 (N-
ferminales Fragment) oder 55 bis 107 (C-terminales
Fragment) aufweisen. Hinsichtlich der vorgenannten
Positionsangaben wird auf die US 5,851,983 und die
dort in SEQ ID Nr. 4 angegebene Nummerierung ver-
wiesen. Der Offenbarungsgehalt der US 5,851,983 so-
wie der WO 96/08275 hinsichtlich der dort offenbar-
ten Fragmente von SLPI wird hiermit vollstidndig in
den Offenbarungsgehalt der vorliegenden Erfindung
mit einbezogen und verdeutlicht, dass fiur die dort
genannten Fragmente in Kombination mit dem vorlie-
genden erfindungsgemidlen Verfahren Schutz begehrt

wird.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer-—
den unter dem Begriff Antikérper sowohl monoclonale
als auch polyclonale Antikdrper sowie Fragmente da-
von verstanden, solange diese spezifisch SLPI,
SLPI-haltige Komplexe, zum Beispiel SLPI-Elastase-
l-Komplexe, oder SLPI-Fragmente erkennen und bin-
den. In bevorzugter Ausfiihrung binden die Antikdr-
per oder Fragmente davon keine anderen Antigene.
Selbstversténdlich koénnen die Antikérper oder Frag-

mente modifiziert sein, zum Beispiel mit anderen
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Molekiilen oder Teilen davon konjugiert, assoziiert
oder kovalent oder nicht-kovalent gebunden sein,
zum Beispiel mit Farbmarkierungen, radicaktiven
Markierungen, messbare Reaktionen auslésenden Enzy-
men, wie Phosphatasen, Peroxidasen, Enzymsubstra-
ten, fluoreszierenden Substanzen, chemiluminiszen-
ten Substanzen, cytotoxischen Agentien, Spacern,
Tragerstoffen'oder dhnliches. Die markierten, kon-
jugierten oder nicht-modifizierten Antikodrper kén-
nen in 1éslicher oder dimmobilisierter Form, zum
Beispiel auf Trigermatrices oder Kiigelchen, vorlie-
gen. Zum Beispiel k&nnen die enzymmarkierten Anti-
kérper in elnem zweiten Enzymamplifikationssystem

eingesetzt werden.

ErfindungsgemidB wird in bevorzugter Ausfihrung un-
ter dem Einsatz immunologischer Mittel das Inkon-
taktbringen einer Probe, das heift von Serum oder
Stuhl, insbesondere homogenisierten Stuhls, mit ei-
nem immunologischen Agens verstanden, umfassend we-
nigstens einen Antikérper, der spezifisch das Anti-

gen, also SLPI, erkennt.

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung
von Antikdrpern gegen SLPI zur qualitativen
und/oder quantitativen Bestimmung von SLPI im Stuhl
oder Serum eines menschlichen oder tierischen Koér-
pers. ErfindungsgemdB ist es so mdglich, unter Vex-
wendung des Antikdrpers gegen SLPI gastrointestina-
le Erkrankungen spezifisch in Serum und Pankreas-
karzinom oder chronische Pankreatitis im Stuhl

nachzuweisen.
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Die erfindungsgemdBen Verfahren unter Einsatz immu-
nologischer Mittel kénnen bevorzugt als Sandwich-
ELISA, indirekter oder kompetitiver ELISA ausge-
fiihrt sein, wobel besonders bevorzugt HTP-Verfahren
(high through put) eingesetzt werden.

Im Rahmen eines erfindungsgem&éBen Sandwich-ELISAs
ist die Bereitstellung mindestens zwei verschiede-
ner monoclonaler Antikdrper n&tig, die vorzugsweise
gegen unterschiedliche Epitope, alternativ abex
auch gleiche Epitope, von SLPI gerichtet sind. Die
mindestens zweil Antikdrper kénnen in homogenen oder
heterogenen System zum Beispiel 18slich und/oder

getragert vorliegen.

Erfindungsgemdh ist es selbstverstandlich auch mog-
lich, die immunclogischen Mittel als System aus
drei unterschiedlichen Antikdrpern auszufiihren, wo-
bei einer der Antikorper in hetercgener Phase vor-
liegt und die beiden anderen Antikdrper 1ldslich
sind. Einer der beiden 1&slichen Antikdrper ist
markiert, wdhrend der andere unmarkiert ist. Der
16sliche Antik&rper ist in dieser Ausfiihrungsform
gegen den nicht markierten Antikdrper gerichtet.

ErfindungsgemdB durchgefihrte Verfahren unter Ein-
satz immunologischer Mittel erfordern in besonders
bevorzugter Ausfithrungsform also die Inkubation des
Serums oder, bevorzugt homogenisierten und gegebe-
nenfalls verdiinnten, Stuhls mit mindestens zweil
verschiedenen Antikérpern, die spezifisch fiir SLPI
sind. In bevorzugter Ausfihrungsform ist einer der
beiden Antikérper an eine Festphase gebunden, wobei

dies in ublicher Weise geschieht. Der weitere Anti-
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kdrper liegt vortellhafterweise in 1ldslicher Form
vor und tragt in ‘bevorzugter Ausfithrungsform eine
Markierung. Werden erfindungsgemdl weitere Antikdr-
per verwendet, so tré&gt in bevorzugter Ausfiihrungs-

form nur einer von diesen eine Markierung.

Erfindungsgemadfl ist in einer Ausfilihrungsform vorge-
sehen, dass entweder ein unspezifisch mit SLPI bin-
defadhiger Antikdrper oder besonders bevorzugt ein
spezifisch mit SLPI bindeféhiger Antikdrper an eine
feste Phase gebunden wird. Dieser an die Festphase
gebundene Antikdérper wird anschliebfend mit dem Se-
rum oder dem Stuhl und, gegebenenfalls nach einem
Waschschritt, einem zweiten Antikorper inkubiert,
der spezifisch mit SLPI bindeféhig ist, in einer
18slichen Form vorliegt und eine Markierung tragt.
Sofern der an die Festphase gebundene Antikérper
ein unspezifisch mit SLPI bindefdhiger Antikérper
ist, binden an der Festphase nicht nur SLPI, son-
dern auch andere Antigene. Der zweite Antikérper,
der jedoch spezifisch mit SLPI bindet, reagiert nun
spezifisch nur mit SLPI beziehungsweise dem Komplex
aus SLPI und erstem Antikoérper, so dass nur SLPI-
Molekiile spezifisch einen markierten Antikérper
tragen und so nach Trennung der festen wvon der
flissigen Phase quantifiziert werden konnen.

Erfindungsgem&B Kann also beispielsweise auch vor-
gesehen sein, im Rahmen eines Sandwich-ELISAs einen
nicht markierten SLPI-spezifischen ersten Antikor-
per zum Beispiel -an einen Tr&ger zu binden, die
Testldsung beziehungsweise —suspensioﬁ hinzuzuge-
ben, wobei das in der Testlésung oder -suspension

vorhandene SLPI von dem ersten Aﬁtikérper gebunden
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wird. AnschlieBend wird eine zweiter markierter An-
tikérper gegen SLPI hinzugegeben, der spezifisch
mit SLPI oder dem Komplex aus SLPI und erstem Anti-
ktrper reagiert. Mittels der Markierung des zweiten
Antikérpers kann unter Einsatz einer Eichlésung die
Menge an SLPI bestimmt werden.

Wird an die Festphase ein an SLPI spezifisch bin-
dender erster Antikérper fixiert, so wird an der
Festphase auch nur SLPI spezifisch gebunden. Bei
der Inkubation mit dem zweiten ldslichen Antikérper
reagiert auch dieser ausschlieflich mit SLPI. Nach
Trennung der festen von der fliissigen Phase kann
dber die Markierung des zweiten Antikérpers eine

genaue Quantifizierung von SLPI vorgenommen werden.

In einexr Dbesonders bevorzugten '~ Ausfithrungsform
sieht die Erfindung auch vor, dass eine Mikroti-
terplatte mit einem ersten spezifisch oder unspezi-
fisch an SLPI bindenden Antikérper Uberzogen wird,
dass -anschlieBend das Serum oder der Stuhl mit der
beschichteten Mikrotiterplatte in Kontakt gebracht
und, nach Abwaschen ungebundener Bestandteile,' ein
markierter, zum Beispiel Biotin-markierter, zweiter
Antikérper gegen SLPI zu der Mikrotiterplatte gege-
ben wird, wobei die Mikrotiterplatte unter Bedin~
gungen inkubiert wird, ‘dass der zweite Antikorper
an SLPI Dbinden kann. BAnschlielend wird die feste
von der fliissigen Phase getrennt und entweder die
Markierung direkt nachgewiesen oder, bei Verwendung

eines enzymmarkierten zwelten Antikérpers, ein Sub-

‘strat hinzugegeben, und die Umsetzung des Substra-

tes quantitativ bestimmt. So kann vorgesehen sein,

dass der mit Biotin markierte zweite Antikdrper in
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einer ndchsten Inkubation mit einem Konjugat von
Peroxidase (POD) und Streptavidin reaglert. Die Pe-
roxidase ist in der Lage, das Substrat ABTS(2, 2'-
Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)Di-

amoniumsalz) zu oxidieren. Oxidiertes ABTS kann an-

schlieBend photometrisch bestimmt werden.

In einer erfindungsgemdf besonders bevorzugten Aus-
fiihrungsform wird der erste AntikOrper an einer
Trigermatrix, zum Beispiel einer Vlies-, Gewebs-
oder Membranstruktur, derart gebunden, dass ex
nicht wie 1Uiblicherweise den Boden der Vertiefung
einer ELISA-Immunoplatte darstellt, sondern direkt
in die Matrix eingebunden ist. Bevorzugte Matrixes
sind Hohlfaser-Membranen oder mikropordse Flach-
membranen, die in einer vorteilhaften Ausgestaltung
der Erfindung auch mit Tonenaustauschergruppen ver-

sehen sein koénnen.

Polyclonale Antikoérper lassen sich herstellen, in-
dem Tiere mit isolierter und vollstandig gereinig-
tem SLPI oder-  Fragmenten davon immunisiert werden

. uns so Antiseren mit polyclenalen Antikérpern in an

sich bekannter Weise erhalten werden. Monoclonale
Antikérper werden nach an sich bekannten Methoden
hergestellt. Die erfindungsgem#f eingesetzten Anti-

kdrper gegen SLPI koénnen im Handel erh&ltliche An-

tikdrper sein.

Die erfindungsgem&B nachweisbaren gastrischen Lasi-
oner k&nnen Symptome einer Gastritis oder eines Ul-
cus darstellen. Die erfindungsgemdh nachweisbaren
entzindlichen Erkrankungen kénnen beispielsweise

auf eine Helicobacter pylori-Infektion zurickzufith~
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ren oder Symptome von Morbus Crohn oder Colitis ul-

cerosa sein.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung ist vorgesehen, dass bei dem
Nachweis von SLPI im Serum oder Stuhl des Patienten
gleichzeitig auch die Elastase 1-Konzentration
nachgewiesen wird. Die menschliche pankreatische
Elastase-1 iibersteht die Passage durch den Darm un-
beschadet und kann im Stuhl als Protein guantifi-
ziert werden. Die Elastase-l1-Konzentration im Stuhl
spiegelt die exokrine Pankreasfunktion wieder. Wer-
te gréBer 200 pg Elastase/pro Gramm Stuhl weisen
auf eine normale exokrine Pankreasfunktion und Wer-
te kleiner 200 upg Elastase/pro Gramm Stuhl weisen
auf eine exokrine Prankreasinsuffizienz hin. Bei
einer akuten Pankreatitis wird in der akuten Ent-
zindungsphase Elastase-l in das Serum abgegeben, so
dass eine Quantifizierung der Elastase im Serum die
Diagnose oder den Ausschluss dieser Krankheit er-
laubt. Eine hohe Konzentration an Elastase-1 im Se-

rum deutet daher auf eine Pankreatitis hin.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung

ergeben sich aus den Unteranspriichen.

Die Erfindung wird anhand der £folgenden Beispiele
und der dazugehdrigen Figuren ndher erliutert.

Die Figuren zeigen:

Figur 1 ein Histogramm zur SLPI-Konzentration im

Stuhl,
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Figur 2 ein Histogramm zur Elastase-l-Konzentra-

tion im Stuhl und

Figur 3 und 4 Fjeweils ein Histogramm zur SLPI-

Konzentration im Serum.
Beispiel 1

Nachweis von SLPI im Stuhl von Patienten mit chro-

nischer Pankreatitis

Von 42 Patienten ohne chronische Pankreatitis, 6
Patienten mit Pankreaskarzinom und 18 Patienten mit
chronischer Pankreatitis wurden jeweils 100 mg
Stuhl gewonnen, abgewogen und mit Extraktions-
Puffer (phosphatgepufferte Kochsalzlésung, pH 7,2,
mit Detergenz und Natriumazid) extrahiert und ver-
dinnt.

Die Extraktion wird durchgefithrt, indem die Stuhl-
probensuspension beili Raumtemperatur mehrfach kraf-
tigvmit einem Reagenzglasschiittelgerdt gemixt wird.
Die Stihle miissen gut homogenisiert sein, um eine
vollsténdige Extraktion zu gewdhrleisten. Nach min-
destens funf Minuten Extraktion wird ncch einmal
abschliefend gemixt. Nach Absetzen der Partikel
werden die Stuhlprobenextrakte wie folgt verdinnt.

Die Verdiinnung der Probenextrakte erfolgte zur Mes-
sung von SLPI in einer Verdinnung von 1:100 und zur
vergleichenden Messung von Elastase-l mit einer

Verdiinnung von 1:500.

Die ' SLPI-Konzentrationen im Stuhl wurden mittels
eéines SLPI-ELISAs (Quantikine®, Kat. Nr. DP 100,

JP 2004-524522 A 2004.8.12
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6/99) der Firma R&D Systems (R&D Systems GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) bestimmt.

Dieser ELISA setzt eine 96 Vertiefungen umfassende
Polystyrolmikrotiterplatte ein, die mit monoclona-
len gegen menschliches SLPI gerichteten Antikdrper
aus der Maus beschichtet ist. Nach Pipettieren des
Extraktes in die Vertiefungen wird SLPI durch den
immobilisierten monoclonalen Antikérper gebunden.
Nach Abwaschen ungebundener Substanzen wird ein mit
einem Enzym verbundener polyclonaler Antikérper,
der spezifisch flir menschliches SLPI ist, in die
Vertiefungen gegeben (polyclonaler Antikdrper gegen
menschliches  SLPI, verbunden mit Meerrettich-
Peroxidase). Nach Abwaschen ungebundener Antikdr-
per-Bnzymreagenzien wird eine Substratlésung in die
Vertiefungen gegeben und die Farbentwicklung als
MaR flir gebundenes SLPI gemessen.

Die Konzentration an pankreatitischer Elastase-1l
wurde mittels eines Elastase-1-ELISAs der Firma
ScheBo-Tech® (Giessen, vDeutschland, Kat. Nr. 07,
April 2000, EP 0. 547 059 Bl) bestimmt.

Es ergaben sich folgende in den Figuren 1 und 2
dargestellte Resultate:

Die Figur 1 zeigt die SLPI-Konzentrationen im Stuhl
der Patienten (SLPI in Picogramm pro Gramm Stuhl),
aufgetragen fiir die Patientengruppe ohne chronische
E;ankreatitis, die Patientengruppe mit Pankreaskar-
zinom und die Patientengruppe mit chronischer
Pankreatitis. Es zeigt sich deutlich, dass die Mit-

glieder der Kontrollgruppe kein beziehungsweise nur
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sehr wenig SLPI im Stuhl haben, wahrend die beiden
Patientengruppen mit chronischer Pankreatitis und
Pankreaskarzinom erheblich erh&éhte SLPI-Konzentra-

tionen im Stuhl aufweisen.

Die Figur 2 zeigt die an den gleichen Patienten-
gruppen durchgefithrten Konzentrationsmessungen von
Elastase-1. Die gesunde Kontrollgruppe weist einen
deutlich tber 200 pg/g Stuhl liegenden Elastasege-
halt auf, wiahrend die beiden Patientengruppen mit
chronischer Pankreatitis und Pankreaskarzinom sig-
nifikant reduzierte Elastase-l1-Konzentrationen im

Stuhl aufweisen.
Beispiel 2
Beispiel 2a

Nachweis von SLPI im Serum von Patienten mit bezie-

hungsweise ohne eine Magenerkrankung.

Von 17 Patienten mit normalem Magenbefund (oB) und
33 Patienten mit einem Magen~ oder Dinndarmgeschwiir
(Ulcus ventriculi oder Ulcus duodeni} wurde jeweils

5 ml Blut gewonnen und durch Zentrifugieren bei

‘3000 rpm, RT, 10 Minuten Serum gewonnen.

Die Verdinnung der Serumproben erfolgte.zur Messung
von SLPI in einer Verdiinnung von 1:100.

Die SLPI-Konzentrationen im Serum wurden mittels
SLPI-ELISAs (Quantikine®, Kat. Nr. DP 100, 6/99)
der Firma R&D Systems {R&D Systems GﬁbH, Wiesbaden,
Deutschland) bestimmt. Der ELISA wurde wie in Bei-
spiel 1 beéchrieben durchgefithrt.
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Die Figur 3 zeigt die SLPI-Konzentration in ng/ml

in der Kontrollgruppe und der Patienten.
Resultate:

Die Patientengruppe zeigte im Vergleich zur Kon-~
trollgruppe signifikant hohere SLPI-Serumkonzen-
trationen.

Beispiel 2b

Von 17 Patienten mit normalem Magenbefund (Kontrol-
len), 16 Patienten mit chronischer Gastritis und 18
Patienten mit Geschwirsleiden wurde Jjeweils 5 ml
Blut gewonnen und durch Zentrifugieren bei 3000
rpm, RT, 10 Min. Serum gewonnen.

Die Verdiinnung der Serumproben erfolgte zur Messung
von SLPI in einer Verdiinnung 1:100.

Die SLPI-Konzentrationen im Serum wurden mittels
SLPI-ELISAs {Quantkine®, Kat. Nr. DP 100, 6/99)
der Firma R&D Systems (R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) bestimmt. :

Der ELISA wurde wie in Beispiel 1 beschrieben
durchgefiihrt.

Sowohl Patienten mit einer chronischen Gastritis
als auch Patienten mit Geschwiirsleiden (Ulcus
ventriculi oder Ulcus duodeni) hatten eine signifi-

kant‘erhéhte SLPI-Konzentration im Serum.

Die Figur 4 zeigt die SLPI-Konzentrationen in ng/ml

im Serum von Patienten mit normalem Magenbefund,
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Patienten mit chronischer Gastritis und Patienten
mit Geschwiirsleiden (Ulcus). Die Figur zeigt deut-
iich, dass die gesunde Kontrollgruppe eine erheb-
lich geringere SLPI-Konzentration im Serum aufweist
als sowohl die Patientengruppe mit chronischer

Gastritis als auch die mit Ulcus-Leiden.
Resultate:

SLPI-Serumkonzentrationen sind auch als Marker fir

gastrointestinale Lasionen geeignet.
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Anspriiche

1. Verfahren zum Nachweis einer Krankheit eines
menschlichen oder tierischen Kdrpers ausgewdhlt aus
der Gruppe bestehend aus Pankreaskarzinom, chroni-
scher Pankreatitis, gastrischer Lasion und entziind-
licher Darmerkrankung, wobei Serum oder Stuhl des
Koérpers gewonnen und in diesem vorhandenes SLPI
(sekretorischer Leukocyten-Protease-Inhibitor), ein
Fragment oder ein Komplex davon durch Inkon-
taktbringen mit immunologischen Mitteln nachgewie-

sen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Stuhl vor
Inkontaktbringen mit den immunologischen Mitteln

homogenisiert wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die im-
munologischen Mittel Antikoérper, insbesondere mar-
kierte Antikdrper, gegen SLPI, Fragmente oder Kom-

plexe davon sind.

4. Verfahren ' nach Anspruch 3, wobei die SLPI-
Antikrperreaktion mittels eines ELISA-Tests nach-

gewiesen wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, wobei die gastrische Lasion auf eine Gastritis

oder einen Ulcus zurtckzufithren ist.
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wo-
bei die entziindliche Darmerkrankung Morbus Crohn

oder Colitis ulcerosa ist.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, wobei im Serum oder Stuhl des Korpers neben
der SLPI-Antikdrperreaktion auch die Elastase 1-
Konzentration nachgewiesen wird.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, wobei die Antikdrper monoclonale Antikdrper

sind.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, wobei der Komplex ein SLPI-Elastase-l-Komplex

ist.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, wobei das Fragment von SLPI der N-terminale
Bereich von SLPI mit den Aminosdureresten 1 bis 54

ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wo-
bei das Fragment von SLPI der C-terminale Teil von

SLPI mit den Aminosdureresten 55 bis 107 ist.

12. Verwendung von gegen SLPI-Fragmenten oder Kom-
plexen davon gerichteten Antikdrpern zum Nachweis
einer Krankheit eines menschlichen oder tierischen
Korpers in Stuhl oder Serum des menschlichen oder
tierischen K&rpers, ausgewdhlt aus der Gruppe be-
stehend aus Pankreaskarzinom, chronischer Pankrea-
titis, gastrischer Lision und entzindlicher Darmer-

krankung.
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