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beurteilung von Sepsis und sepsisdhnlichen systemi-
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ell schadlicher Blutkonserven.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren fir die medizinische Diagnostik, insbesondere die pra-
ventive Diagnostik, von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen Entziindungserkrankungen, und davon abgeleitet,
auch ein Verfahren zur Kontrolle von Spenderblut, z.B. im Sinne eines Screenings von Blutbanken. Sie beruht auf dem
erstmaligen Nachweis stark erhdhter Konzentrationen von anti-Gangliosid-Autoantikérpern, insbesondere von anti-
Asialo-Gy4-Autoantikérpern und damit kreuzreagierenden Antikérpern, z.B. anti-GM,-Antikérpern, vom 1gG- und
IgA-Typ, in den Seren von Sepsis-Patienten.

[0002] Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Friiherkennung einer septischen Reaktion
bei einem menschlichen Patienten (Sepsisrisikopatienten), bei dem aufgrund z.B. eines vorausgehenden medizini-
schen Eingriffs und/oder eines Traumas (Unfall, Verbrennung, Kriegsverletzungen, Dekubitus u.d.) ein erhdhtes Risiko
zur Entwicklung einer septischen Reaktion besteht, sowie zur Abschatzung der potentiellen Gefédhrdung eines Pati-
enten durch eine septische Reaktion vor z.B. einem medizinischen Eingriff oder unmittelbar nach einem Trauma, wenn
diese von einer solchen Art sind, dass sich in deren Folge als gefahrliche Komplikation eine Sepsis entwickeln kann.
[0003] Das Verfahren hat dabei einen besonderen Wert als Risiko-AusschluRverfahren, d.h firr die Verneinung einer
akuten Gefahrdung duch Sepsis aufgrund eines negativen Nachweises der 0.g. Antikdrper.

[0004] Als Entziindungen (Inflammationen) werden ganz allgemein bestimmte physiologische Reaktionen eines Or-
ganismus auf verschiedenartige duRRere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen, Verbrennungen, Allergene, Infektionen
durch Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze und Viren, auf Fremdgewebe, die AbstoBungsreaktionen auslésen, oder
auf bestimmte entziindungsauslésende endogene Zusténde des Korpers, z.B. bei Autoimmunerkrankungen und
Krebs, bezeichnet. Entzindungen kénnen als harmlose, lokal begrenzte Reaktionen des Kdrpers auftreten, sind jedoch
auch typische Merkmale zahlreicher ernster chronischer und akuter Erkrankungen von einzelnen Geweben, Organen,
Organ- und Gewebsteilen.

[0005] Lokale Entziindungen sind dabei meist Teil der gesunden Immunreaktion des Kérpers auf schadliche Einwir-
kungen, und damit Teil des lebenserhaltenden Abwehrmechanismus des Organismus. Wenn Entziindungen jedoch
Teil einer fehlgeleiteten Reaktion des Kérpers auf bestimmte endogene Vorgange wie z.B. bei Autoimmunerkrankungen
sind und/oder chronischer Natur sind, oder wenn sie systemische AusmafRe erreichen, wie beim systemischen Inflam-
mationssyndrom (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) oder bei einer auf infektiése Ursachen zuriick-
zuflihrenden schweren Sepsis, geraten die fiir Entziindungsreaktionen typischen physiologischen Vorgange aufer
Kontrolle und werden zum eigentlichen, haufig lebensbedrohlichen Krankheitsgeschehen.

[0006] Es ist heute bekannt, dass die Entstehung und der Verlauf von entziindlichen Prozessen von einer betrécht-
lichen Anzahl von Substanzen, die Uberwiegend proteinischer bzw. peptidischer Natur sind, gesteuert werden bzw.
von einem mehr oder weniger zeitlich begrenzten Auftreten bestimmter Biomolekiile begleitet sind. Zu den an Entziin-
dungsreaktionen beteiligten endogenen Substanzen gehdren insbesondere solche, die zu den Cytokinen, Mediatoren,
vasoaktiven Substanzen, Akutphasenproteinen und/oder hormonellen Regulatoren gezahlt werden kénnen. Die Ent-
zundungsreaktion stellt eine komplexe physiologische Reaktion dar, an der sowohl das Entziindungsgeschehen akti-
vierende endogene Substanzen (z.B. TNF-q, Interleukin-1) als auch desaktivierende Substanzen (z.B. Interleukin-10)
beteiligt sind.

[0007] Bei systemischen Entziindungen wie im Falle einer Sepsis bzw. des septischen Schocks weiten sich die
entziindungsspezifischen Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten Kérper aus und werden dabei, im Sinne
einer UberschieRenden Immunantwort, lebensbedrohlich. Zu den der einschlagigen verdffentlichten Literatur entnehm-
baren Kenntnissen Uber das Auftreten und die mégliche Rolle einzelner Gruppen endogener entziindungsspezifischer
Substanzen wird beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al., "Endogenous Mediators in Sepsis and Septic
Shock", Advances in Clinical Chemistry, Vol. 33, 1999, 55-131; und C.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. Da sich
das Verstandnis von Sepsis und verwandten systemischen entzindlichen Erkrankungen, und damit auch die aner-
kannten Definitionen, in den letzten Jahren gewandelt haben, wird auRerdem verwiesen auf K.Reinhart, et al., "Sepsis
und septischer Schock", in: Intensivmedizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart.New York, 2001, 756-760; wo eine mo-
derne Definition des Sepsis-Begriffes gegeben wird. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Begriffe
Sepsis bzw. entziindliche Erkrankungen in Anlehnung an die Definitionen verwendet, wie sie den genannten drei Li-
teraturstellen entnommen werden kénnen.

[0008] Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine positive Blutkultur nachweisbare systemische
bakterielle Infektion lange den Sepsisbegriff pragte, wird die Sepsis heute in erster Linie als systemische Entziindung
verstanden, die infektiése Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch groRe Ahnlichkeiten mit systemischen Ent-
ziindungen aufweist, die durch andere Ursachen ausgeldst werden. Dem genannten Wandel des Sepsis-Verstandnis-
ses entsprechen Veranderungen der diagnostischen Anséatze. So wurde der direkte Nachweis bakterieller Erreger
durch komplexe Uberwachungen physiologischer Parameter und in jiingerer Zeit insbesondere auch durch den Nach-
weis bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am Entziindungsgeschehen beteiligter endogener Substanzen, d.h. spe-
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zifischer "Biomarker", ersetzt bzw. erganzt.

[0009] Eine eingefiihrte, als Sepsis-Biomarker besonders geeignete endogene Substanz ist Procalcitonin. Procal-
citonin ist ein Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedingungen einer systemischen Entziindung
infektidser Atiologie (Sepsis) sehr hohe Werte erreichen, wahrend es bei Gesunden so gut wie nicht nachweisbar ist.
Hohe Werte an Procalcitonin werden auflerdem in einem relativ frilhen Stadium einer Sepsis erreicht, so dass sich
die Bestimmung von Procalcitonin auch zur Fritherkennung einer Sepsis und zur friihen Unterscheidung einer infektids
bedingten Sepsis von schweren Entziindungen, die auf anderen Ursachen beruhen, eignet. Die Bestimmung von Pro-
calcitonin als Sepsismarker ist Gegenstand der Veréffentlichung M.Assicot, et al., "High serum procalcitonin concen-
trations in patients with sepsis and infection", The Lancet, vol.341, No.8844, 1993, 515-518; und der Patente DE 42
27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 B1 bzw. US 5,639,617. In den letzten Jahren ist die Zahl der Veréffentlichungen zum
Thema Procalcitonin stark angestiegen. Stellvertretend fiir zusammenfassende Verodffentlichungen aus jlingerer Zeit
wird daher noch verwiesen auf W.Karzai et al., "Procalcitonin - A New Indicator of the Systemic Response to Severe
infection", Infection, Vol. 25, 1997, 329-334; und M.Oczenski et al., "Procalcitonin: a new parameter for the diagnosis
of bacterial infection in the peri-operative period", European Journal of Anaesthesiology 1998, 15, 202-209; sowie
ferner 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; und H.Redl, et al., "Non-Human Primate Models of
Sepsis", in: Sepsis 1998; 2:243-253; und die darin zitierten weiteren Literaturstellen.

[0010] Die Verfligbarkeit des Sepsismarkers Procalcitonin hat der Sepsisforschung starke Impulse gegeben, und es
werden gegenwartig intensive Anstrengungen unternommen, weitere Biomarker zu finden, die die Procalcitonin-Be-
stimmung ergénzen kénnen und/oder zusatzliche Informationen fir Zwecke der Feindiagnostik bzw. Differentialdia-
gnostik zu liefern vermdgen. Ergebnisse dieser Anstrengungen finden sich in zahlreichen Patentanmeldungen der
Anmelderin, und zwar in DE 198 47 690 A1 bzw. WO 00/22439 sowie in einer Reihe von noch unverdéffentlichten
deutschen (DE 101 19 804.3 bzw. PCT/EP02/04219; DE 101 31 922.3; DE 101 30 985.6) bzw. europaischen Paten-
tanmeldungen (EP 01128848.7; EP 01128849.5; EP 01128850.3; EP 01128851.1; EP 01128852.9; EP 01129121.8;
EP 02008840.7; und EP 02008841.5). Auf den Inhalt der genannten Patente und Patentanmeldungen wird hiermit
durch ausdriickliche Bezugnahme zur Ergénzung der vorliegenden Beschreibung verwiesen.

[0011] Da die bei Entziindungen gebildeten endogenen Substanzen Teil der komplexen Reaktionskaskade des Kor-
pers sind, sind derartige Substanzen auflerdem nicht nur von diagnostischem Interesse, sondern es wird gegenwartig
auch mit erheblichem Aufwand versucht, durch Beeinflussung der Entstehung und/oder der Konzentration einzelner
derartiger Substanzen therapeutisch in das Entziindungsgeschehen einzugreifen, um die zum Beispiel bei Sepsis
beobachtete systemische Ausbreitung der Entziindung mdglichst frithzeitig zu stoppen. In diesem Sinne sind nach-
weislich am Entziindungsgeschehen beteiligte endogene Substanzen auch als potentielle therapeutische Targets an-
zusehen. Versuche, ansetzend an bestimmten Mediatoren des Entziindungsgeschehens dieses positiv therapeutisch
zu beeinflussen, sind beschrieben beispielsweise in E.A.Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fir Anasthesie und
Intensivbehandlung; Nr.2, 2001, 4-5; T.Calandra, et al., "Protection from septic shock by neutralization of macrophage
migration inhibitory factor", Nature Medicine, Vol.6, No.2, 2000, 164-170; oder K.Garber, "Protein C may be sepsis
solution", Nature Biotechnology, Vol. 18, 2000, 917-918. Angesichts der bisherigen eher enttduschenden Ergebnisse
derartiger therapeutischer Ansatze besteht ein hohes Interesse daran, weitere méglichst entziindungs- bzw. sepsis-
spezifische endogene Biomolekiile zu identifizieren, die auch als therapeutische Targets neue Erfolgsaussichten fiir
die Entzlindungsbeké&mpfung eréffnen.

[0012] Bei allen oben bzw. in den genannten alteren Anmeldungen erwéahnten Biomarkern handelt es sich physio-
logische Peptid- bzw. Proteinmolekiile, die z.B. Enzymcharakter oder den Charakter von (Pro-)Hormonen aufweisen
oder definierte Zellbruchstiicke sind. Proteine vom Immunglobulin-Typ, insbesondere vom IgG- und IgA-Typ, d.h. An-
tikdrper, wurden bisher als diagnostisch relevante Biomarker fir Sepsis, insbesondere eine bakteriell bedingte Sepsis,
oder fiir eine besondere Gefahrdungslage im Hinblick auf eine Sepsisentstehung bzw. bei einer fortschreitenden Sep-
siserkrankung nicht diskutiert.

[0013] Es ist eine Grundaufgabe der vorliegenden Erfindung, einen weiteren Sepsisparameter zu finden, der im
Rahmen der Sepsisdiagnostik und Sepsisverhiitung bestimmt werden kann und ggf. die Einleitung von MalRnahmen
zur Sepsisvorbeugung und Sepsisverhitung ermdglicht.

[0014] Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemafl Anspruch 1 und dessen bevorzugte Ausfiihrungsformen ge-
man den Ansprichen 2 bis 9 geldst.

[0015] Von dem Verfahren der Anspriiche 1 bis 9 leiten sich weitere Verfahren zur Gesundheitsvorsorge ab, die sich
als Verfahren zur Kontrolle von Spenderblut und von exogenen Substanzen bezeichnen lassen und in den Anspriichen
10 und 12 und den darauf zuriickbezogenen Anspriichen 11 und 13 zusammengefalit sind.

[0016] Weitere Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den nachfolgenden Erlauterungen
und Beispielen.

[0017] Die vorliegende Erfindung beruht, allgemein gesprochen, auf der aufRerordentlich Giberraschenden Feststel-
lung, dass ein bestimmter, an sich aus anderen Zusammenhangen bekannter Antikdrper bzw. Autoantikdrper, soweit



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 369 693 A1

derzeit experimentell Uberpriifbar war, in getesteten Seren von Sepsispatienten mit auf3erordentlicher Haufigkeit dia-
gnostisch signifikant erhéht gefunden wird, wahrend der gleiche Antikdrper bei gesunden Normalpersonen nicht oder
nur in deutlich geringeren Mengen nachweisbar ist. Die Serumproben von Sepsispatienten, in denen der Antikérper
signifikant erhdht gefunden wurde, waren zu einem erheblichen Teil bereits kurz nach einem Sepsisrisiko-Ereignis (z.
B. etwa 2h nach z.B. einer Operation, einem Unfall, einer Verbrennung) von Patienten gewonnen worden, die erst
spater die vollen Symptome einer Sepsis entwickelten. Das Auftreten von spezifischen Antikérpern mit einer hohen
Sensitivitat (richtiger Erkennung von Proben von Sepsispatienten) zu einem derartige friihen Zeitpunkt der Sepsisent-
wicklung war sehr Gberraschend und hat wichtige Konsequenzen im Hinblick auf die Entstehung derartiger Antikérper
und die negative Rolle, die sie im Rahmen eines Sepsisgeschehens spielen bzw. spielen kénnen. Darauf wird weiter
unten noch genauer eingegangen werden.

[0018] Durch die erfindungsgemaRe Bestimmung von anti-Asialo-Gy4-Antikérpern und damit kreuzreagierenden, d.
h. an Asialo-Gy4 bindenden, Gangliosidantikérpern wird es gemaR der vorliegenden Erfindung méglich, bei Sepsisri-
sikopatienten mit hoher Zuverlassigkeit eine Anfélligkeit flir eine Sepsisentwicklung im Sinne einer erhéhten individu-
ellen Gefahrdungslage oder eine akute Gefahrdung durch eine sich bereits entwickelnde Sepsis zu erkennen. Gleich-
zeitig werden bei einem negativen Ergebnis der Antikdrperbestimung solche Patienten identifiziert, bei denen eine
derartige erhdhte Gefahrdung nicht besteht bzw. keine Sepsisentwicklung eingesetzt hat.

[0019] Soweit der bestimmte Antikdrper auch bei einigen speziellen anderen Erkrankungen in erhéhten Konzentra-
tionen auftritt, ist in der Regel eine korrekte Interpretation der MeRergebnisse flir die Zwecke der Sepsisdiagnostik
unter Beriicksichtigung zusétzlicher klinischer Befunde und der Vorgeschichte eines Sepsisrisikopatienten ohne gro-
Rere Schwierigkeiten mdglich. Das gilt sowohl fiir die bekannten Neuropathien, bei denen anti-Gangliosid-Antikdrper
gefunden werden, als auch fiir Krebspatienten, bei denen derartige Antikdrper ebenfalls im Normalfalle erhdht sind.
Die Erhéhung von anti-Gangliosid-Antikérpern in den Seren Krebspatienten ist Gegenstand der etwas alteren, unver-
offentlichten Patentanmeldung EP 02009884.4 der Anmelderin, worin nachgewiesen wird, dass die gleichen Antikor-
per, die im Rahmen des erfindungsgemafen Verfahrens zur Sepsisdiagnose bestimmt werden, auch als universelle
Biomarker fir maligne neoplastische Erkrankungen nahezu beliebiger Art dienen kénnen. Auf den gesamten Inhalt
der genannten &lteren Anmeldung und der dazu parallelen, therapeutische Aspekte betreffenden Patentanmeldung
EP 02009882.8 wird, insbesondere was die allgemeinen Erlauterungen zu Gangliosiden und zur vorbekannten Rolle
von anti-Gangliosid-Antikérpern angeht, zur Ergdnzung der Ausfiihrungen in der vorliegenden Anmeldung ausdricklich
verwiesen.

[0020] Wie weiter unten noch dargelegt werden wird, besteht ferner Grund zu der Annahme, dass die bei Sepsis -
wie auch bei malignen Neoplasmen, vgl. EP 02009884.4 und EP 02009882.8 - signifikannt erhéht gefundenen anti-
Asialo-Gy4-Antikérper und damit kreuzreagierenden Antikrper im Rahmen sowonhl einer Sepsis als auch der Krebsent-
stehung durch eine negative Beeinflussung der normalen Immunreaktion eine méglicherweise entscheidende krank-
heitsférdernde Rolle spielen, und zwar im Sinne einer Zerstérung oder Hemmung/Desaktivierung der "Naturliche Kil-
lerzellen" (NK-Zellen) genannten cytotoxischen Lymphozyten, die ein wichtiges Glied der Immunantwort sind.

[0021] Es ist daher wichtig, einem Patienten derartige Antikérper nicht ungewollt von au3en, z.B. mit der Verabrei-
chung von Spenderblut, zuzufiihren und ferner solche Faktoren aus dem menschlichen Umfeld zu ermitteln, die zu
einer Sensibilisieurng im Hinblick auf die Bildung derartiger anti-Asialo-Antikrper in normalen Personen fiihren kon-
nen. Daraus ergeben sich weitere, nachfolgend erlauterte Aspekte der vorliegenden Erfindung, namlich einerseits die
Bestimmung derartiger Antikdrper zur Kontrolle von Blutkonserven bzw. in Spenderblut zum Zweck eines Blutkonser-
ven-Screenings (Blutbanken-Screenings), andererseits die Testung von substanzgebundenen Umweltfaktoren aufihre
potentielle Fahigkeit, die Entstehung dieser Antikdrper durch molekulare Mimikry hervorzurufen.

[0022] Die vorliegende Erfindung betrifft daher in weiteren Aspekten auch Verfahren zur Bestimmungen von anti-
Asialo-Gy4-Antikorpern und damit kreuzreagierenden Antikrpern, bei denen diese nicht in Patientenseren zur Sepsis-
oder Krebsdiagnose bestimmt werden, sondern zur Kontrolle von Spenderblut , z.B. in Blutkonserven, bestimmt wer-
den, um die Immunreaktion eines Patienten, dem dieses Blut zugefiihrt wird, nicht zu schadigen, und zwar durch
Inaktivierung seiner NK-Zellen und Stérung ihrer Funktion. Eine solche Bestimmung unterscheidet sich nicht grund-
satzlich von einer Bestimmung der gleichen Antikdrper in einer Blutprobe (Serumprobe) eines Patienten, lediglich die
Herkunft der Blutprobe und der Zweck der Durchfiihrung der Bestimmung (Screening) sind andere.

[0023] Wie nachfolgend ebenfalls noch kurz erwéhnt wird, ist bereits bekannt, dass in einem Menschen die Bildung
von mit Gangliosiden wie Gy, reaktiven Antikérpern auch durch eine bakterielle Exposition (z.B. Infektionen mit Cam-
pylobacter jejuni oder auch Helicobacter pylori) ausgeldst werden kann (vgl. die entsprechenden Ausfliihrungen in der
alteren Anmeldung EP 02009884.4 und die darin genannte Literatur). Es ist daher davon auszugehen, dass weitere
molekulare Strukturen existieren, die dem Kohlenhydrat-Teil von Gangliosiden dhneln und daher auf &hnliche Weise
wie die genannten Bakterien durch molekulare Mimikry bei Menschen potentiell eine Bildung von anti-AGy,4-Antikor-
pern bzw. damit kreuzreagierenden Antikérpern veranlassen kénnen, in der menschlichen Umwelt in verschiedenster
Form vorkommen kdénnen. Es ist daher eine weitere Aufgabe, die sich aus den in dieser Anmeldung und in den ge-
nannten alteren Anmeldungen der Anmelderin beschriebenen diagnostischen Ergebnissen ableitet, ein Verfahrenzu
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schaffen, das es ermdglicht, Ganglioside, insbesondere Asialo-Gy,, vortduschende Substanzen in der Umwelt als
solche zu identifizieren und dadurch eine ansonsten méglicherweise nicht feststellbare Gefahrlichkeit derartiger Sub-
stanzen fir die menschliche Gesundheit zu ermitteln.

[0024] Diesem Zweck kann eine Screening-Verfahren dienen, bei dem man als derartige Substanzen in Betracht
kommende Substanzen mit einem Assay-System aus anti-AG,;{-Antikérpern und spezifischen Bindern dafiir, z.B.
AGy,, in immobilisierter Form, in Kontakt bringt und den sich als Kompetition duRernden Einflul der zu testenden
Substanzen auf die Bindung der anti-AG,;{-Antik6rper an ihren im Assay verwendeten spezifischen Binder ermittelt.
In einen solchen Test kbnnen als Quelle flr anti-AGy,,-Antikérper z.B. direkt Seren von Patienten, flr die hohe Anti-
korper-Titer gemessen wurden, eingesetzt werden, und die relative kompetitive Beeintrachtigung der spezifischen
Bindung an den spezifichen Binder kann auf im wesentlichen gleiche Weise bestimmt werden wie bei der Bestimmung
der Antikorper in einem Serum oder in einer Blutprobe, nur dass der Reaktionsmischung zusatzlich eine zu testende
Fremdsubstanz zugesetzt wird und das erhaltene Ergebnis mit einem Bezugswert fiir die substanzfreie Reaktionsmi-
schung verglichen wird. Unter diesem Aspekt betrifft die vorliegenden Erfindung somit auch ein Verfahren, das als
Verfahren zum Umweltscreening angesehen werden kann.

[0025] Nachfolgend werden die Auffindung des erfindungsgemafRen Verfahrens flr die Sepsisdiagnose unter Pra-
sentation der diesem Verfahren zugrundeliegenden MeRwerte sowie eine derzeit bevorzugte Art seiner praktischen
Durchfiihrung noch in naheren Einzelheiten erlautert.

[0026] AnschlieRend werden eine Deutung und ex-post-Plausibilisierung des erfindungsgemaRen Verfahrens im
Lichte wissenschaftlicher Veréffentlichungen, die mit dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung in einen Zusam-
menhang gebracht werden kénnen, gegeben, die zeigen, dass die erfindungsgeman bestimmten anti-Gangliosid-An-
tikérper bzw. Autoantikorper, insbesondere anti-AGy4-Antikérper und damit kreuzreagierende Antikérper, flr das Sep-
sisgeschehen, insbesondere flr die Entstehung einer Sepsis und deren Verlauf, aufgrund ihres Einflusses auf die
Funktion der NK-Zellen eine entscheidende Rolle spielen, woraus sich einerseits Hinweise auf neue therapeutische
Ansatze zur Sepsispravention, Sepsishemmung sowie ggf. Sepsistherapie ergeben und woraus sich die bereits er-
wahnten weiteren préventiven Aspekte der vorliegenden Erfindung ableiten lassen.

[0027] Die vorliegende Erfindung ist ein Ergebnis der intensiven Forschungen der Anmelderin auf dem Gebiet der
klinischen Diagnose von Autoimmunerkrankungen und der Sepsis. Die Forschungen gingen im vorliegenden Fall aus
von der bekannten Erkenntnis, dass zu den Antikdrpern, die in der Literatur im Zusammenhang mit Autoimmunerkran-
kungen, insbesondere nervenschadigenden, neuropathischen Autoimmunerkrankungen, diskutiert werden, auch be-
stimmte Anti-Gangliosid-Antikérper gehdren.

[0028] Ganglioside sind Glykolipide, die Bestandteile der extrazellularen Seite der Plasmamembran tierischer Zellen
sind und als solche auch im Nervengewebe auftreten. Sie enthalten pro Mol mehrere Monosaccharid-Einheiten, jedoch
keinen PhosphorGehalt und werden den Sphingolipiden zugeordnet. Verglichen mit Proteinen sind sie eher nieder-
molekulare Biomolekile. Die Ganglioside, an die die im Rahmen der vorliegenden Erfindung diskutierten Antikdrper
binden, sind in erster Linie das in der vorliegenden Anmeldung als AGy,, abgekirzte Asialo-Gy;; und das als Gy,
abgekiirzte zugehdrige Monosialo-Gangliosid, fiir das die Anmelderin zeigen konnte, dass die in Seren gefunden An-
tikérperpopulationen wenigstens zu berwiegenden Teilen selektiv von beiden Gangliosiden (AGy, und/oder Gy;¢)
gebunden werden. Gy, ist ein Gangliosid, das eine Polysaccharidkette aus 4 Zucker-Monomereinheiten aufweist, die
zwei D-Galactoseeinheiten, eine N-Acetylgalactosamin- und eine D-Glucoseeinheit umfassen, wobei letztere an einen
sogenannten Ceramidteil gebunden ist. An die innerhalb der Polysaccharidkette angeordnete D-Galactoseeinheit ist
bei dem Gangliosid Gy, ein N-Acetylneuraminsdurerest (NANA; Sialsiure- oder o-Sialinsiurerest; "Monosialo"-Rest)
gebunden, der bei dem sialinsaurefreien Asialo-Gy;y (AGy4) fehit.

[0029] Die genannten Ganglioside und verwandte Verbindungen werden mit zahlreichen wichtigen biologischen
Funktionen des menschlichen Kérpers in Zusammenhang gebracht, zu denen z.B. das axonale Wachstum und die
neuronale Diffenzierung, Rezeptorenfunktionen und Beteiligungen an verschiedenen Immunreaktionen des Kérpers
sowie an der Signaltransduktion und Zell-Zell-Erkennung gehdren. Nahere Einzelheiten finden sich z.B. in den in der
Literaturliste zu der bereits genannten alteren Anmeldung EP 02009884.2 aufgeflihrten Veroffentlichungen.

[0030] Es ist seit langem bekannt, dass im menschlichen Kdrper Antikdrper bzw. Autoantikdrper auftreten kénnen,
die an die genannten und verwandte Ganglioside binden. Die physiologische Rolle derartiger Antikérper sowie ihre
eventuelle Bedeutung fir die klinische Diagnostik ist Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen.
[0031] Der weitaus liberwiegende Teil aller veréffentlichten Arbeiten befal3t sich mit der Rolle und der diagnostischen
Signifikanz von Anti-Gangliosid-Antikdrpern bei Neuropathien, z.B. bei immunvermittelten motorischen Neuropathien
wie dem Guillain-Barré-Syndrom (Radikuloneuritis, Polyradikulitis) und dem verwandten (Miller-)Fisher-Syndrom.
Auch im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung wurde bereits von einem vermehrten Auftreten von Anti-G,,;4-
Autoantikdrpern bei einigen Patienten berichtet. Ferner wurden sie auch bei einzelnen HIV-Patienten gefunden. Ver-
suche ihrer Bestimmung im Zusammenhang mit bestimmten Krebsarten hatten nur wenig aussagekraftige, wider-
spriichliche Ergebnisse bzw. Ergebnisse mit einer niedrigen Sensitivitat geliefert, bevor die Anmelderin eigene Unter-
suchungen durchfiihrte, deren Ergebnisse in den genannten unveréffentlichten alteren Patentanmeldungen EP
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02009884.4 und EP 02009882.1. niedergelegt sind.

[0032] Studiert man die einschlagigen wissenschaftlichen Veréffentlichungen zum Thema "Bestimmung von anti-
Gangliosid-Antikérpern" genauer, fallt bei aller Ahnlichkeit vieler Beobachtungen auf, dass die Befunde und Aussagen
beziiglich der zu beobachtenden Mengen - die in der Regel eher gering sind - und Typen der verschiedenen (Auto)
-Antikérper bei den verschiedenen Patienten und Krankheitszustdnden im einzelnen relativ stark voneinander abwei-
chen. Das fiihrte bereits zu dem Schluss, dass die Bestimmung derartiger Antikérper fir die klinische Diagnostik nur
von einem begrenzten bis zweifelhaften Wert sei (vgl. z.B. Michael Weller et al., Ganglioside antibodies: a lack of
diagnostic specifity and clinical utility? J Neurol (1992) 239:455-459).

[0033] Die Anmelderin vermutete jedoch, dass der Grund fiir die z.T. erheblich divergierenden Literaturdaten im
Methodologischen liegen kénnte und dass mdglicherweise aufgrund systematischer Fehler der angewandten
MeRmethoden bisher noch keine wirklich zuverlassigen, aussagekraftigen und konsistenten Ergebnisse erhalten wer-
den konnten. Die meisten der Bestimmungen, deren Ergebnisse verdffentlicht wurden, betrafen Patienten mit neuro-
logischen Stérungen und wurden mit Immunoassays vom ELISA-Typ durchgefiihrt, die so gestaltet waren, dass man
mit einer Festphase arbeitete, an die - teilweise von den Autoren selbst aus biologischem Material gewonnene - Gan-
glioside gebunden waren. Diese Festphase wurde mit der flissigen biologischen Probe umgesetzt, in der die zu be-
stimmenden Antikorper vermutet wurden. Nach der jeweils gewahlten Inkubationszeit, einer Fest-Flissig-Trennung
und einem Waschen der Festphase wurden dann an diese gebundene humane Antikdrper unspezifisch mit enzym-
markierten tierischen anti-human-Ig-Antikérpern markiert und bestimmt.

[0034] Ein Assay der genannten Art ist bei seiner Anwendung auf die Bestimmung von Anti-Gangliosid-Antikérpern
aufRerordentlich anféllig fur Stérungen und Messfehler und kann nur bei sorgfaltiger Standardisierung und Normierung
zuverlassige, reproduzierbare Ergebnisse liefern. Eine der Ursachen dafir ist, dass die Qualitat der Festphase, die
durch Immobilisierung der relativ niedermolekulargewichtigen Ganglioside erhalten wird, anfallig fiir starke Schwan-
kungen ist. Das ist teilweise dadurch begriindet, dass vor der Umsetzung mit der fllissigen Probe restliche freie Bin-
dungskapazitaten der Festphase abgesattigt werden missen. Hierzu wird in der Regel Rinderserumalbumin, d.h. ein
Protein verwendet. Dieser Schritt fiihrt jedoch dazu, dass die unspezifische Bindung anderer Proteine, z.B. solcher
vom IgG-Typ, aus der Probe sehr hoch wird, was zu einem starken Hintergrundsignal fihrt, vor dem die zu bestim-
menden Antikérper bestimmt werden missen. Ist jedoch die Empfindlichkeit eines Assays nicht sehr hoch - was bei
Assays von ELISA-Typ in der Regel der Fall ist - kénnen sich Hintergrundsignal und Messsignal so stark Uiberlagern,
dass unrichtige (falsch negative bzw. falsch positive) bzw. nicht zuverlassig reproduzierbare Messergebnisse erhalten
werden.

[0035] Zu den verschiedenen angewandten Assaymethoden und den systematischen und praktischen Problemen
bei der Anwendung derartiger Methoden auf die Bestimmung von anti-Gangliosid-Antikdrpern kann z.B. verwiesen
werden auf: Einar Bech et al., ELISA-Type Titertray Assay of IgM Anti-GM1 Autoantibodies, Clin.Chem. 40/7,
1331-1334 (1994); Alan Pestronk, MD et al., Multifocal motor neuropathy: Serum IgM anti-GM1 ganglioside antibodies
in most patients detected using covalent linkage of GM1 to ELISA plates, Neurology 1997, 49:1289-1292; Mepur H.
Ravindranath et al., Factors affecting the fine specifity and sensitivity of serum antiganglioside antibodies in ELISA, J.
Immunol.Methods 169 (1994) 257-272; Armin Alaedini et al., Detection of anti-GM1 Ganglioside Antibodies in Patients
with Neuropathy by a Novel Latex Agglutination Assay, J.Immunoassay, 21(4), 377-386 (2000); Armin Alaedini et al.,
Ganglioside Agglutination Immunoassay for Rapid Detection of Autoantibodies in Immune-Mediated Neuropathy, J.
Clin.Lab.Anal. 15:96-99, 2001. Insbesondere Mepur H. Ravindranath et al., beschreiben in der genannten Veréffent-
lichung ausflhrlich einige der Grundprobleme der praktischen Anti-Gangliosid-Antikdrperbestimmung.

[0036] Angesichts dieser Ausgangslage hatte sich die Anmelderin entschieden, das Problem der reproduzierbaren
Bestimmung von anti-Gy;- bzw. anti-AGy,4-Antikérpern und ihrer diagnostischen Signifikanz z.B. bei Alzheimer-Pati-
enten aufzugreifen und dabei die bei ihr als Produzentin von Assays fur die klinische Diagnostik von Autoantikérpern
vorhandenen besonderen Erfahrungen und Mittel zu nutzen. Fur die interne Forschung entwickelte sie unter Einhaltung
aller Uiblichen Qualitatsstandards Varianten einer verbesserten Modifikation der vorbekannten Antigangliosidassays.
Die mit diesen verbesserten Assays durchgefiihrten Messungen von an G,y bzw. AGy,; bindenden Antikérpern in
Seren eines Vergleichskollektivs von Normalpersonen (Blutspendern) ohne relevante klinische Krankheitsbefunde so-
wie in Seren verschiedener Erkrankter lieferte, wie in den alteren Anmeldungen EP 02009884.4 und EP 02009882.8
beschrieben wird, einerseits das Uberraschende Ergebnis, dass in allen der Anmelderin zur Verfligung stehenden
Seren von krebskranken Patienten gegeniiber Normalpersonen hoch signifikant erhéhte Titer fur anti-Gyy4- bzw. an-
ti-AGy1-Antikérper vom IgA sowie vom IgG-Typ, dagegen nicht vom IgM-Typ, gefunden wurden. Andererseits lieferten
diese Messungen das nicht weniger liberraschende Ergebnis, dass Vergleichbares auch fiir die Anwesenheit der ent-
sprechenden Antikdrper in Seren von Sepsispatienten gilt. Die vorliegende Anmeldung beruht auf diesen letztgenann-
ten Befunden und beschreibt technische Lehren, die sich daraus fiir die Sepsis-Pravention und -Therapie und die
Gesundheitsvorsorge generell ergeben.

[0037] Obwohl die nachfolgend genauer beschriebenen Ergebnisse mit einem bestimmten verbesserten Liganden-
bindungsassay ("Immunoassay") aus dem Labor der Anmelderin gewonnen wurden, ist die Nutzung der dabei gewon-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 369 693 A1

nenen Erkenntnisse nicht nur mit einem Assay des beschriebenen speziellen Formats mdéglich. Es wird vielmehr davon
ausgegegangen, dass der nachfolgend beschriebene konkrete Assay flr die in Frage stehende Antikérperbestimmung
noch deutlich suboptimal ist, und dass kommerzielle Assays fir die klinische Bestimmung von Anti-Gangliosid-Anti-
kérpern, insbesondere von anti-AG,,4- und anti-Gy;;-(Auto-)Antikérpern sich von dem beschriebenen Assay nach einer
Optimierung in mehrfacher Hinsicht noch deutlich unterscheiden werden.

[0038] Die Verfahren zur Bestimmung der genannten Antikdrper in einer biologischen Probe kdnnen beliebige be-
kannte Verfahren der Immundiagnostik sein, die zum selektiven Nachweis und zur Messung der Mengen von Antikér-
pern (Autoantikdrpern) angewandt werden. Vorzugsweise werden die Antikdrper mit Hilfe eines Ligandenbindungsas-
says bestimmt, bei dem man als Antigen zur Bindung der gesuchten Antikdrper das jeweilige Gangliosid in immobili-
sierter Form verwendet. Zur Markierung der aus einer biologischen Probe spezifisch gebundenen Antikérper kann man
dann auf irgendeine geeignete, an sich bekannte Weise markierte Anti-Human-Antikérper, markierte Gangliosidderi-
vate oder deren Kohlenhydratstruktur simulierende Binder mit einer fiir das jeweilige Assayformat geeigneten Affinitat
verwenden.

[0039] Auch kompetitive Assayformate kénnen besondere Vorteile bieten. Vorzugsweise wird dabei nicht mit einer
Enzymmarkierung gearbeitet, sondern es wird eine andere Markierung gewahlt, z.B. eine Markierung fur eine Chemi-
lumineszenz-Nachweisreaktion, z.B. ein Akridiniumester. Selbstverstandlich ist vorzugsweise ein solcher Assay zur
Antikérperbestimmung zu verwenden, der die bendtigte hohe Sensitivitét im Bereich der vorkommenden Antikdrper-
Konzentrationen gewabhrleistet und eine Separierung der Messignale vom Assay-Hintergrund erméglicht.

[0040] Das Bestimmungsverfahren kann ferner an die Chip-Technologie angepal3t sein oder als Schnelltest (Point-
of-Care-Test) ausgestaltet werden, wobei es auch mdglich ist, die erfindungsgemafRe Antikérperbestimmung im Rah-
men einer Multiparameter-Bestimmung durchzufiihren, bei der gleichzeitig mindestens ein weiterer Sepsis- oder In-
fektionsparameter bestimmt wird und bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von mindestens zwei MessgroRen
gewonnen wird, der zur Feindiagnostik der Sepsis oder Infektion genauer ausgewertet wird. Als derartige weitere
Parameter sind solche anzusehen, die aus der Gruppe der teilweise bekannten oder in den o.g. alteren Patentanmel-
dungen der Anmelderin offenbarten Parameter ausgewahlt sind, d.h. der Gruppe, die insbesondere besteht aus Pro-
calcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, S100A-Proteinen, I6slichen Cytokeratin-Fragmenten, insbesondere CYFRA 21,
TPS und/oder I8slichen Cytokeratin-1-Fragmenten (sCY1F), den Peptiden Inflammin und CHP, Peptid-Prohormonen,
der Glycin-N-Acyltransferase (GNAT), der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und deren Fragmenten und dem
C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten aller genannten Proteine.

[0041] Es kann dabei vorteilhaft sein, die Multiparameter-Bestimmung als Simultanbestimmung mittels einer Chip-
technologie-Messvorrichtung oder einer immunchromatographischen Messvorrichtung durchzufiiren, bei der die Aus-
wertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms
erfolgt.

[0042] Zur Vermeidung von ungerechtfertigt engen und einschrankenden Auslegungen der in der vorliegenden An-
meldung und den zugehdrigen Anspriichen verwendeten Begriffe sollen nachfolgend einige der wichtigsten Begriffe
fir die Zwecke der vorliegenden Anmeldung besonders definiert werden:

"Antik6rper": Dieser Begriff umfalit, ohne zwischen verschiedenen Entstehungs- und Bildungsarten zu unter-

scheiden, Antikérper sowohl gegen externe Antigene als auch gegen kdrpereigene Strukturen,
d.h. Autoantikdrper, wobei letztere ggf. auch durch Antigen-Kreuzreaktionen aus Antikdrpern ge-
gen externe Antigene zu Autoantikérpern geworden sein kdnnen und ihre Bindungsfahigkeit ge-
gen externe Antigene bewahrt haben kénnen.
Wenn z.B. davon gesprochen wird, dass ein Antikdrper "an Gangliosidstrukturen und an Gan-
gliosidstrukturen simulierende Antigenstrukturen" bindet oder gegeniber "Gangliosiden bzw. be-
stimmten Gangliosiden reaktiv" ist, wobei reaktiv "im Sinne einer spezifischen Bindung reaktiv"
bedeutet, soll er durch diese Definition hinreichend definiert sein, ohne dass z.B. seine spezifi-
sche Bindung auch an zusatzliche andere antigene Strukturen, oder seine praktische Bestim-
mung unter Verwendung von Reagenzien (zur Immobilisierung bzw. Markierung bzw. als Kom-
petitoren) mit molekularen Strukturen, die AGy4, insbesondere dessen Kohlenhydratstuktur, nur
simulieren, fiir die Definition als erfindungsgemaRer Antikdrper eine Rolle spielen sollen.

"kreuzreagierend"  Wenn davon gesprochen wird, dass auch mit anti-Asialo-G,;1-Antikrpern kreuzreagierende An-
tikdrper bestimmt werden sollen/kénnen, so sind damit in erster Linie Antikérper gemeint, die im
Sinne einer Kreuzreaktion auf eine vergleichbare Weise an Asialo-Gy;4-Strukturen, wie sie als
Determinanten auf NK-Zellen zu finden sind, binden und damit bezuglich dieser NK-Zellen ver-
gleichbare physiologische Wirkungen wie anti-Asialo-Gy,4 -Antikérper aufweisen kénnen.

"Gangliosid" Im Rahmen der vorliegenden Erfindung steht der Begriff "Gangliosid" bei der Kennzeichnung
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des Bindungsverhaltens der zu bestimmenden Antikdrper in erster Linie fir das Ganglioside
AGy4. Der Begriff soll jedoch auch bisher noch nicht untersuchte verwandte Ganglioside erfas-
sen, z.B. fukosylierte Ganglioside, wenn sich noch zeigt, dass auch an diese Ganglioside bin-
dende Antikérper mit einer vergleichbaren diagnostischen Signifikanz in Sepsisseren gefunden
werden.

"Assay" Dieser Begriff umfaldt beliebige fiir eine Bestimmung der fraglichen (Auto-)Antikérper geeignete
hoch sensitive Ligandenbindungsassays, ohne dass eine Beschrénkung auf ein bestimmtes As-
sayformat (Sandwichassay, kompetitiver Assay, Agglutinationsassay) oder eine bestimmte Art
der Markierung gewtinscht wird. Es versteht sich, dass bestimmte Assayformate und/oder Mar-
kierungen anderen Uberlegen und daher bevorzugt sind (z.B. eine Chemilumineszenz- gegen-
Uber einer Enzymmarkierung). Die Verwendung eines gegenuiber dem nachfolgend konkret be-
schriebenen Assay verschlechterten oder verbesserten Assays soll jedoch nicht aus dem Bereich
der Anspriche herausfihren, wenn er den in der vorliegenden Anmeldung definierten diagnosti-
schen Zwecken dient.

"Sensitivitat" Eine hohe Sensitivitat bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Antikérper bei
mindestens 50%, besser 70%, vorzugsweise mindestens 85% und nach starker bevorzugt min-
destens 95% aller Sepsispatienten gefunden werden.

[0043] Weitere Begriffsbedeutungen ergeben sich fiir den Fachmann aus der einleitenden und nachfolgenden Be-
schreibung der Erfindung und ihrer Ausfiihrungsbeispiele.
[0044] In der nachfolgenden Beschreibung wird auf Figuren Bezug genommen, die zeigen:

Fig. 1 eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Messung von Antikdrpern der IgG-Klasse, die an Monosialo-
Gy binden, in Seren von 137 Kontrollpersonen, gegenlbergestellt den Ergebnissen der Vermessung von
89 Seren von Sepsispatienten;

Fig. 2 die Ergebnisse einer Vermessung der gleichen Seren wie in Fig. 1 auf Antikdrper der IgA-Klasse, die an
Monosialo-Gyy4 binden;

Fig. 3  die Ergebnisse der Bestimmung von Antikérpern der IgG-Klasse, die an Asialo-Gy4 binden, in Seren von 30
Normalpersonen (Kontrollen), gegenlibergestellt den Ergebnissen der Vermessung von 20 Seren von Sep-
sispatienten (alle Seren sind Teilkollektive der in den Figuren 1 und 2 vermessenen Seren);

Fig. 4 die Ergebnisse der Bestimmung von Antikérpern der IgA-Klasse, die an Asialo-Gy;, binden, in den gleichen
Seren wie in Fig. 3;

Antikorper-Bestimmungen:
1. Herstellung der Assaykomponenten:
A. Herstellung von Testréhrchen (Coated Tubes; CT)

[0045] Es wurden drei Arten von Testrohrchen hergestellt: (a) Testrohrchen, an die die Ganglioside Gyy4 bzw. AGy4
gebunden waren, sowie (b) Testrohrchen mit einer BSA-Beschichtung zur Bestimmung des probenindividuellen Hin-
tergrundsignals.

a) Zur Herstellung der gangliosidbeschichteten Testrohrchen (GA-CTs) wurden die Ganglioside (Gy;q und AGy1,
jeweils bezogen von der Fa. Sigma, Deutschland) in Methanol geldst und anschlieRend in PBS (phosphatgepuf-
ferte Salzlésung), pH 7,2, 25% Methanol, auf eine Konzentration von 5ug/ml verdiinnt. Von dieser Lésung wurden
jeweils 300 pl in Polystyrolréhrchen (Polystyrolréhrchen "Star" der Fa. Greiner, Deutschland) gegeben und bei
Raumtemperatur fir 16h inkubiert. AnschlieRend wurde der Inhalt der Réhrchen durch Absaugen entfernt, und
die Réhrchen wurden zur Absattigung freier Bindungsstellen mit 4,5 ml 0,5% BSA (bovines Serumalbumin, pro-
teasefrei, Fa. Sigma, Deutschland) in Wasser befiillt und 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der Réhr-
cheninhalt dekantiert, und die R6hrchen wurden mit 0,2% Tween, 10 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, pH 7,5 befullt
und wieder dekantiert. AnschlieBend wurden die Réhrchen zur Antikérperbestimmung eingesetzt.
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(b) Da Serumbestandteile an das zur Absattigung freier Bindungsstellen der Testréhrchenwand verwendete BSA
binden, und der Grad einer solchen Bindung bei unterschiedlichen Seren sehr unterschiedlich sein kann, ist es
erforderlich, fir jedes Serum getrennt ein probenindividuelles Hintergrundsignal zu bestimmen.

[0046] Zu diesem Zweck wurden die gleichen Testréhrchen mit 4,5 ml 0,5% BSA in Wasser befiillt und 2h bei Raum-
temperatur inkubiert. Dann wurde der Réhrcheninhalt dekantiert, und die Réhrchen wurden mit 0,2% Tween, 10 mM
Tris/HCI, 10 mM NaCl, pH 7,5 beflillt und wieder dekantiert. AnschlieRend wurden die Réhrchen (HR-CTs) zur Bestim-
mung des probenindividuellen Hintergrundsignals eingesetzt.

B. Herstellung von Akridiniumester-markierten anti human-IgG bzw. anti human-IgA Antikérpern (Tracer)

[0047] Ziegen anti human-IgG Antikorper (affinitdtsgereinigt; grade 1, Fa. Scantibodies, USA) bzw. Ziegen anti hu-
man-IgA Antikdrper (affinitdtsgereinigt; Fa. Sigma, Deutschland), jeweils 2 mg/ml in PBS, pH 7,4, 100 pl wurden mit
je 10 pl Akridinium-NHS-ester (Fa. Hoechst, Deutschland; 1 mg/ml in Acetonitril; vgl. DE 36 28 573 A1) gemischt und
flir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 300 pl 20 mM Glycin, 50 mM NaCl, wurden die markierten
Antikérper mittels Adsorptionschromatographie Uber Hydroxylapatit-HPLC gereinigt. Als Trennsdule wurde eine
HPHT-Sé&ule (120 mm x 8 mm) verwendet, aquilibriert in Lésemittel A (1 mM NaPO,, pH 7,0, 10% Methanol, 0,1%
Lubrol; "LM A"; Lubrol 17A17 wurde von der Fa. Serva, Deutschland bezogen). Die Durchflussgeschwindigkeit betrug
0,8 ml/min. Gebundene Antikdrper wurden mittels eines linearen 40 min-Gradienten aus LM A/LM B (500 mM NaPOQy,,
pH 7,0, 10% Methanol, 0,1% Lubrol; "LM B") bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,8 ml/min eluiert. Der Sdulenausfluss
wurde kontinuierlich auf UV-Absorption bei 280 nm (Protein) und 368 nm (Akridiniumester) vermessen. Nicht protein-
gebundener Akridiniumester wurden ungebunden aus der S&ule eluiert und damit vollstdndig von den markierten An-
tikérpern abgetrennt. Die Antikérper wurden bei ca. 25 min eluiert. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration
(BCA Methode) der HPLC-gereinigten markierten Antikérper erfolgte eine Verdlinnung der Tracer auf eine Endkon-
zentration von 0,1 pg/ml in PBS, pH 7,2, 1 mg/ml Ziegen-IgG (Fa. Sigma, Deutschland) und 1% BSA.

2. Durchfiihrung der Bestimmung von anti-Gangliosid Antikérpern

[0048] Zu untersuchende Proben (Humanseren) wurden 1:20 mit PBS, pH 7,2, 1 mg/ml Ziegen IgG, 1% BSA ver-
diinnt. Hiervon wurden jeweils 10 pl in GA-CTs bzw. HR-CTs pipettiert. AnschlieRend erfolgte eine 16h Inkubation unter
Schitteln (IKA-Schittler KS250 basic, 400 U/min) bei 4°C.

[0049] Ungebundene Antikérper wurden durch 5maliges Beflillen/Dekantieren der Réhrchen mit 1 ml 0,2% Tween,
10mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, pH 7,5 entfernt. Auf den Réhrchenoberflachen verbliebene Antikérper wurden durch
Bindung markierter Ziegen anti human-lgG bzw. markierter Ziegen anti human-IgA nachgewiesen, indem man die
Réhrchen mit jeweils 200 pl des jeweiligen Tracers (vgl. oben, 1.B.) und anschlieRend fiir 3h bei 4°C unter Schitteln
inkubiert. Ungebundener Tracer wurde durch 5maliges Waschen (wie oben) entfernt.

[0050] Die Menge des auf der Réhrchenoberflache verbliebenen markierten Antikérpers wurde mittels Lumineszenz-
messung in einem Berthold LB.952T/16 Luminometer gemessen.

[0051] Das fiir GA-CTs erhaltene Lumineszenzsignal einer jeden Probe wurde dabei um das mit den HR-CTs ge-
messene jeweilige Hintergrundsignal fir die gleiche Probe korrigiert. Das resultierende Signal (Differenzsignal) ist das
Signal fir an die Ganglioside Gy;q bzw. AG);1 bindenden Antikérper aus der jeweiligen Probe. Als relative Kalibratoren
fUr die Quantifizierung wurden Verdlinnungsreihen von Proben mit einem hohen Gehalt an anti-Gangliosid-Antikérpern
verwendet.

3. Vermessung von Seren von gesunden Normalpersonen (Kontrollen) und Sepsispatienten

[0052] Unter Verwendung der wie beschrieben hergestellten Testréhrchen und unter Anwendung des oben beschrie-
benen Verfahrens wurden die folgenden Reihenmessungen vorgenommen:

Kontrollseren:

[0053] Als Kontrollseren fiir die Antikérper-Bestimmungen unter Verwendung von GA-CTs, die mit Gy4 beschichtet
waren, dienten 137 Kontrollseren (Blutspenderseren und - zur Vermeidung von Lebensalter-bedingten Einflissen auf
die Antikdrperkonzentrationen - Seren von Normalpersonen aus Pflegeheimen verschiedenen Alters und von Mitar-
beitern der Anmelderin). Fir die Antikérper-Bestimmungen unter Verwendung von GA-CTs, die mit AG,;4 beschichtet
waren, wurde ein Teilkollektiv dieser Seren vermessen, das nur 30 Seren umfalite.
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Testseren:

[0054] Als Testseren fiir die Antikérper-Bestimmungen unter Verwendung von GA-CTs, die mit Gy;4 beschichtet wa-
ren, dienten 89 Seren von Sepsispatienten. Fiir die Antikérper-Bestimmungen unter Verwendung von GA-CTs, die mit
AGy,; beschichtet waren, dienten 20 Seren von Sepsispatienten (Teilkollektiv der 0.g. 89 Seren). Zu jedem Testserum
existierte eine klinische Dokumentation, die u.a. die Patienten-Vorgeschichte, den Zeitpunkt der Probennahme und
den spateren Verlauf der Sepsiserkrankung betraf.

[0055] Die Ergebnisse der Bestimmungen von Antikérpern der Klassen 1gG und IgA unter Verwendung von GA-CTs,
die mit Gy, beschichtet waren, sind in den Figuren 1 und 2 gezeigt.

[0056] Die Ergebnisse der Bestimmungen von Antikdrpern der Klassen IgG und IgA unter Verwendung von GA-CTs,
die mit AG),, beschichtet waren, sind in den Figuren 3 und 4 gezeigt.

4. Diskussion der Befunde der Bestimmung von anti-Gangliosid-Antikdrpern in Kontrollseren und in Seren von Sep-
sispatienten

[0057] Wie die in den Figuren 1 bis 4 zusammengefassten Messergebnisse eindriicklich zeigen, ermdglicht die Be-
stimmung von Antikérpern der Klassen IgA und/oder IgG, die an Ganglioside (AGy,4 und/oder Gy;¢) binden, ein klare
Unterscheidung der Kontrollgruppe von den Sepsispatienten, indem in nahezu allen (82 von 89, d.h. 92%) der unter-
suchten Sepsisseren deutlich erhéhte AG)y4 - bzw. Gy;4-Antikdrpertiter gefunden werden. Dabei scheint es, dass die
Bestimmungen von IgA unter Verwendung von AG,,;4-beschichteten Testréhrchen MeRergebnisse mit der héchsten
Sensitivitat (alle Sepsispatienten positiv) und Selektivitat (keine Erfassung von Nicht-Sepsispatienten als positiv) liefern
(wobei allerdings einschrankend zu berticksichtigen ist, dass aus praktischen Griinden die Zahl von nur 20 Bestim-
mungen geringer war als im Falle der 89 Bestimmungen unter Verwendung von Gy;-beschichteten Réhrchen).
[0058] Es ist ferner von Bedeutung, dass bei einem Versuch, analog zu den Bestimmungen von Antikdrpern vom
IgG- und IgA-Typ auch entsprechende Antikérper vom IgM-Typ zu bestimmen, in den Sepsisseren keine diagnostisch
relevant erhohten Spiegel fur Antikérper vom IgM-Typ gefunden wurden (Ergebnisse nicht gezeigt).

[0059] DerNachweis von deutlich erhdhten Konzentrationen von Antikérpern vom IgA und IgG-Typ auch in Patienten-
Serumproben, die nur kurze Zeit (etwa 2h) nach dem "Sepsisrisiko-Ereignis" (z.B. Operation, Unfall, Verbrennung)
gewonnen worden waren, sowie der mangelnde Nachweis von Antikdrpern vom IgM-Typ, schlieRen es aus, dass die
nachgewiesenen Antikorper erst infolge des "Sepsisrisiko-Ereignisses" bzw. einer damit verbundenen bakteriellen In-
fektion gebildet wurden. Das bedeutet aber, dass die Antikdrper bei dem jeweiligen Sepsispatienten entweder schon
vorher vorhanden waren und/oder dass die durch das Sepsis-Risikoereignis ausgeldst Aktivierung des vorsensibili-
sierten Immunsystems des Patienten in der Art eines "Booster"-Effekts eine intensive Antikérperproduktion ausgeldst
hat.

[0060] Die Tatsache, dass die AGy,- bzw. Gy;1-Antikorper in im wesentlichen allen vermessenen Sepsisseren (92%)
deutlich erhdht gefunden wurden, ist daher so zu interpretieren, dass die Ausbildung einer Sepsis entweder ursachlich
mit dem vorherigen Vorhandensein der fraglichen Antikérper bei dem jeweiligen Patienten verknupft ist oder wenigstens
die Folge einer Aktivierung der aufgrund einer vorhergehenden Immunisierung bei dem Patienten bereits vorhandenen
"molekularen Maschinerie" (in Form von B-Zellen) ist, die unter dem EinfluR} des "Sepsisrisiko-Ereignisses" bzw. einer
damit verbundenen Infektion ihre intensive Antikérperproduktion aufnimmt. Patienten ohne diese Antikérper bzw. die
zu ihrer raschen Erzeugung erforderlichen Vorsensibilisierung entwickeln nach Mafligabe der bisherigen experimen-
tellen Befunde eine Sepsis wahrscheinlich gar nicht oder nur erschwert.

[0061] Die beobachteten Befunde kénnen plausibel gemacht werden: Es ist bekannt, dass die sogenannten "natir-
lichen Killerzellen" (NK-Zellen; cytotoxisch aktive Lymphozyten) an ihrer Oberflache Asialo-Gy,-Strukturen aufweisen,
an die anti-AG,-Antikérper spezifisch binden kénnen und dadurch die NK-Zellen desaktivieren. So kann darauf ver-
wiesen werden, dass es auf dem Gebiet von Tierexperimenten, bei den mit Versuchstieren gearbeitet wird, bei denen
kunstlich Tumoren erzeugt werden sollen, Ublich ist, durch Gabe von anti-AGy4-Antikérpern in Verbindung mit einem
krebsauslésenden Karzinogen oder einem Tumorkeim die Immunabwehr des Versuchstiers auszuschalten, so dass
sich der - im Tiermodell gewlinschte - experimentelle Krebs entwickeln kann (Hugh F. Pross et al., Role of Natural
Killer Cells in Cancer, Nat Immun 1993; 12:279-292; Lewis L. Lanier et al., Arousal and inhibition of human NK Cells,
Immunological Reviews 1997, Vol. 155:145-154; Yoichi Fuji et al., IgG Antibodies to AsialoGM1 Are More Sensitive
than IgM Antibodies to Kill in vivo Natural Killer Cells and Prematured Cytotoxic T Lymphocytes of Mouse Spleen,
Microbiol.Immunol. Vol. 34(6), 533-542, 1990; N.Saijo et al., Analysis of Metastatic Spread and Growth of Tumor Cells
in Mice with Depressed Natural Killer Activity by Anti-asialo GM1 Antibody or Anticancer Agents, J Cancer Res Clin
Oncol (1984) 107: 157-163; Sonoku HABU et al., Role of Natural Kiler Cells against Tumor growth in Nude Mice - A
Brief Review, Tokai J Exp Clin Med., Vol.8, No.5, 6: 465-468, 1983; Lewis L. Lanier, NK Cell Receptors, Annu. Rev.
Immunol. 1998, 16: 359-93; Theresa L. Whiteside et al., The role of natural killer cells in immune surveillance of cancer;
Current Opinion in Immunology 1995, 7:704-710; Tuomo Timonen et al., Natural killer cell-target cell interactions,
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Current Opinion in Cell Biology 1997, 9:667-673).

[0062] Aktive NK-Zellen spielen jedoch eine aulRerordentlich wichtige Rolle im Rahmen der Immunabwehr des Men-
schen, auch bei Sepsis bzw. schweren bakteriellen Infektionen. So beschreiben z.B. Shuiui Seki et al., in: Role of Liver
NK Cells and Peritoneal Macrophages in Gamma Interferon and Interleukin-10 Production in Experimental Bacterial
Peritonitis in Mice, Infection and Immunity, Vol. 66, No. 11, 1998, 5286-5294; die wichtige Rolle von NK-Zellen fiir die
Produktion von entziindungsférdernden und entziindungshemmenden Cytokinen. Sie zeigen, dass eine kiinstliche
Ausschaltung der NK-Zellen unter experimentellem Einsatz von anti-AGy,,-Antikdrpern zu einer Inbierung der Produk-
tion des entziindungshemmenden Interferon-y fihrt. Auch eine Auswirkungen von chirurgischem Stress und einer
Endotoxin-induzierten Sepsis auf die NK-Zell-Aktivitédt wurde bereits beschrieben, und zwar in: P.Toft et al., in: The
effect of surgical stress and endotoxin-induced sepsis on the NK-cell activity, distribution and pulmonary clearance of
YAC-1 and melanoma cells, APMIS 1999; 107:359-364. Ein mdglicher Einfluss von physiologisch gebildeten Antikor-
pern mit NK-Zell-Reaktivitat wird in keiner der genannten Arbeiten bericksichtigt.

[0063] Der Nachweis von natirlich vorkommenden anti-AGy,-Antikérpern und damit kreuzreagierenden anti-Gan-
gliosid-Antikérpern, z.B. anti-Gy;1-Antikdrpern, und die erhdhten Spiegel derartiger Antikorper in Seren von Sepsispa-
tienten, bedeutet jedoch, dass derartige Antikorper eine bisher unberiicksichtigte EinfluBgréfie auf die infektions- bzw.
entziindungsspezifische Cytokinkaskade darstellen, indem sie in den naturlichen Cytokin-Regelkreis eingreifen und
diesen durch Stérung oder Ausschaltung der NK-Zellen veranlassen kénnen, zu entgleisen und bei dem Patienten zu
einer septischen Reaktion auszulésen.

[0064] Da, wie bereits erlautert, die in Sepsisseren gefundenen anti-AGyy4-Antikérper aufgrund ihrer Art und des
Zeitpunkts ihres Auftretens nicht durch das akute sepsisauslésende Ereignis oder eine damit verbundene Neuinfektion
entstanden sein kdnnen, sondern wenigstens als Anlage bereits vorhanden gewesen sein mussen, eignet sich die
Bestimmung derartiger Antikorper auch zur Ermittlung der Geféahrdungslage und fiir die Prognose bei einem Patienten,
der als Sepsisrisikopatient einzustufen ist.

[0065] Die gemessene hohe Sensitivitdt macht die Bestimmung von anti-AGy4-Antikérpern und damit kreuzreagie-
renden anti-Gangliosid-Antikérpern, insbesondere von solchen der IgGund/oder IgA-Klassen, daher zu einem vielver-
sprechenden Bestimmungsverfahren fiir die Sepsisdiagnose, insbesondere fiir die Friiherkennung und, wie oben er-
lautert wurde, auch fur die Ermittlung der persénlichen Geféahrdungslage eines Sepsisrisikopatienten bzw. die Prognose
einer Sepsis.

[0066] Der wissenschaftlichen Literatur lassen sich Erkenntnisse, die das erfindungsgemafie Verfahren nahelegen
kénnten, nicht entnehmen. Es wurden nur einige wenige Arbeiten bekannt, bei denen anti-Gangliosid-Antikdrper im
Zusammenhang mit schweren akuten Infektionskrankheiten bestimmt wurden. Ein derartiger Fall ist die durch den
Parasiten Trypanosoma cruzi hervorgerufene Chagas-Krankheit (vgl. D.H.Bronia et al., in: Ganglioside treatment of
acute Trypanosoma cruzi infection in mice promotes long-term survival and parasitological cure, Annals of Tropical
Medicine & Parasitology, Vol. 93, No.4, 341-350 (1999) und die darin zitierte Literatur). In der letztgenannten Arbeit
wird spekuliert, dass eine beobachtete, deutlich vorteilhafte Wirkung einer Verabreichung von exogenen Gangliosiden
an mit dem Parasiten T. cruzi infizierte Mause bei diesen die Produktion von anti-Gangliosid-Antikérpern auslésen
kdnnte, die mit Glycolipiden der Hille von T. cruzi reagieren und dadurch den Tod des Parasiten bewirken. Aufgrund
der Befunde in der vorliegenden Anmeldung ist eine solche Erklarung wenig wahrscheinlich: Die im Falle der Chagas-
Krankheit beobachteten anti-Gangliosid-Antikérper sind aufgrund ihrer die NK-Zellen hemmenden Wirkung kein hei-
lungsférdernder, sondern ein krankheitsauslésender bzw. -férdernder Faktor. Durch die Verabreichung von exogenen,
kaum antigenen Gangliosiden werden die anti-AGy,-Antikérper nédmlich nicht gebildet sondern wahrscheinlich blok-
kiert, wodurch bei den Mausen (bzw. bei Patienten) die Wirkung der NK-Zellen wiederhergestellt wird und das Immun-
system der Parasiten Herr werden kann. Die bekannten Arbeiten deuten auf keinerlei Zusammenhang von anti-Asialo-
Gp¢-Antikérpern mit der Entstehung und Verscharfung einer Sepsis hin und kénnen daher das erfindungsgemafe
Verfahren weder vorwegnehmen noch nahelegen.

[0067] Die Deutung der Befunde, die Grundlage fiir die vorliegende Erfindung sind, 1aRt sich noch wie folgt vertiefen:
Die Sensibilisierung eines Patienten im Hinblick auf die Produktion von anti-Gangliosid-Antikérpern in Reaktion auf
einen antigegen Reiz kann durch eine Allerweltsinfektion oder ggf. auch entsprechende Umweltsubstanzen erfolgt
sein und danach latent lange vorhanden bleiben. Ist jedoch bei einem menschlichen Individuum, z.B. aufgrund einer
bakteriellen Exposition (z.B. Infektionen mit Campylobacter jejuni oder auch Helicobacter pylori), die Produktion von
anti-Asialo-Gy,1-Antikdrpern einmal initiiert bzw. stark erhoht, sind bei diesem Patienten die Voraussetzungen gegeben,
dass in bestimmten physiologischen Stress-Situationen mit hoher NK-Zell-Aktivitat (z.B. Zellentartung durch mutagene
Ereignisse; eine Sepsis-Risikosituation) eine Schadigung der NK-Zellen und damit der Immunabwehr erfolgt, mit der
Folge eines erhdhten Risikos, dass eine Abwehrreaktion, die durch z.B. einen "Sepsisrisiko-Stress" ausgel6st wird
und ein Eingreifen der NK-Zellen erfordert, auch die Produktion der 0.g. Antikdrper stimuliert, und dass diese dann die
Wirkung der NK-Zellen aufheben. Der Regelkreis der Immunantwort ist dann entscheidend gestért, und es kann sich
eine Sepsis entwicklen.

[0068] Es ist also eher davon auszugehen, dass die in allen Sepsisseren, die im Rahmen der 0.g. Bestimmungen
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vermessen wurden, signifikant erh6ht gefundenen anti-AGy4-Antikorpertiter eine der Voraussetzungen des Entstehens
einer Sepsis sind und sich die Anwesenheit derartiger Antikdrper negaitv auswirkt.

[0069] Da die mit Gangliosiden kreuzreagierenden Antikérper und die fiir deren Produktion erforderliche Pragung
des Immunsystems bereits vor der Entwicklung einer Sepsis vorhanden sein missen, kann die Bestimmung von an-
ti-AGy1-Antik6rpern mit Vorteil erfindungsgeman auch im Sinne der Ermittlung einer Disposition, d.h. als Bestimmung
eines Sepsis-Risiko-Markers, erfolgen. Es kann in diesem Zusammenhang vorteilhaft sein, eine solche Bestimmung
nach einer in vivo Stimulierung der Antikdrperbildung eines Sepsisrisikko-Patienten, z.B. vor einer Operation, unter
Verwendung unbedenklicher Stimulantien zu vorzunehmen. Angesichts der deutlich erh6ht gefundenen IgA-Antikérper
(vgl. Figuren 2 und 4) soll die Antikérperbestimmung ausdriicklich auch mit geeigneten Assays in Kérpersekreten (z.
B. Speichel, Schleim) erfolgen kénnen.

[0070] Aus den obigen Ausflihrungen ergibt sich auch die Wichtigkeit einer Vermeidung einer externen Zufuhr von
anti-AG,,1-Antikérpern, z.B. mit Spenderblut, an einen Patienten, insbesondere in einer Situation, in der an die Funtion
seines Immmunsystems hohe Anforderungen gestellt werden, sowie der méglichst weitgehenden Vermeidung einer
Exposition von Personen generell bezlglich antigener Substanzen, die Gangliosidstrukturen simulieren und dadurch
zur Bildung von anti-Gangliosid-Antikérpern oder mit Gangliosidstrukturen kreuzragierenden Antikérpern fiihren kén-
nen.

[0071] Die sich aufgrund er in dieser Anmeldung geschilderten Befunde ergebenden Konsequenzen fiir neuartige
Verfahren zur Pravention, Hemmung und Therapie von septischen krankheitszustanden und zur allgemeinen Gesund-
heitsvorsorge sind Gegenstand einer gleichzeitig mit der vorliegenden Anmeldung eingereichten eigenen parallelen
Patentanmeldung.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Friiherkennung und Erkennung, fiir die Verlaufsprognose und die Beurteilung des Schweregrads
und zur therapiebegleitenden Verlaufsbeurteilung von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen Infektionen sowie
zur Abschatzung der Gefahrdung eines Sepsisrisikopatienten durch die Ausbildung einer Sepsis, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man die Anwesenheit und/oder Menge von anti-Asialo-Gy,1-Antikérpern (anti-AGy4-Antikor-
pern) und damit kreuzreagierenden Antikrpern in einer biologischen Fliissigkeit eines Patienten oder Sepsisrisi-
kopatienten bestimmt und aus deren Anwesenheit und/oder Menge Schlisse hinsichtlich des Vorliegens, des zu
erwartenden Verlaufs, des Schweregrads oder des Erfolgs einer Therapie der Entziindungserkrankung oder Sep-
sis oder hinsichtlich der Gefahrung eines Sepsisrisikopatienten zieht.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man anti-AGy;;- und/oder anti-Gy,4-(Auto-)Antikor-
per vom IgGund/oder IgA-Typ bestimmt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Flissigkeit Blut, eine Blut-
fraktion oder ein Sekret ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass man die Bestimmung mit Hilfe
eines Ligandenbindungsassays vom Sandwichtyp oder vom kompetitiven Typ oder eines Agglutinationsassays
durchfihrt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die Bestimmung der Antikérper
in einer Blutprobe eines Sepsisrisikopatienten nach einer vorherigen in vivo und/oder in vitro Stimulierung der
Antikdrperproduktion vornimmt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es im Rahmen einer Multiparame-
ter-Bestimmung durchgefiihrt wird, bei der gleichzeitig mindestens ein weiterer Entzlindungs- oder Infektionspa-
rameter bestimmt wird und bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von mindestens zwei Messgréfien
gewonnen wird, der zur Feindiagnostik der Sepsis ausgewertet wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass im Rahmen der Multiparameter-Bestimmung neben
den anti-Gangliosid-Autoantikdrpern wenigstens ein weiterer Parameter bestimmt wird, der ausgewahlt ist aus der
Gruppe, die besteht aus den Proteinen Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, S100A-Proteinen, LASP-1, I6sli-
chen Cytokeratin-Fragmenten, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder I6slichen Cytokeratin-1-Fragmenten
(SCY1F), den Peptiden Inflammin und CHP, Peptid-Prohormonen, der Glycin-N-Acyltransferase (GNAT), der Carb-
amoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und dem C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten davon.
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Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Multiparameter-Bestimmung als Simul-
tanbestimmung mittels einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder einer immunchromatographischen Messvor-
richtung erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Auswertung des mit der Messvorrichtung ge-
wonnenen komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms erfolgt.

, Verfahren zur Qualitétskontrolle von Spenderblut fiir medizinische Zwecke, bei dem man in einer Probe des
Spenderbluts die Anwesenheit und/oder Menge von anti-Asialo-Gy;1-Antikérpern (anti-AG,,1-Antikérpern) und da-
mit kreuzreagierenden Antikdrpern, insbesondere anti-Gy;1-Antikérpern, bestimmt und man im Falle eines positi-
ven Nachweises derartiger Antikorper

- das Spenderblut aussondert oder
- einer Affinitétsreinigung zur Entfernung der bestimmten Antikérper unterzieht und erst nach einer anschlie-
Renden weiteren Antikdrperbestimmung mit negativem Ergebnis an einen Patienten verabreicht.

Verfahren nach Anspruch 10, bei dem man als Spenderblut Blutkonserven aus einer Blutbank oder frisch gewon-
nenes Spenderblut untersucht.

Verfahren zur Auffindung und zum Nachweis von Einzelsubstanzen oder von Bestandteilen von Substanzgemi-
schen, die Struktureigenschaften aufweisen, die Gangliosidstrukturen simulieren, bei dem man zu untersuchende
Einzelsubstanzen oder Substanzgemische in einem Assaysystem prift, das auf der Bindung von anti-Gangliosid-
Antikdrpern an einen spezifischen Binder und dem Nachweis der gebundenen Antikdrper beruht, wobei man eine
kompetitive Verminderung der Antikérperbindung an den spezifischen Binder in Anwesenheit der zu untersuchen-
den Substanz als Hinweis auf

- antikdrperblockierende Eigenschaften der Substanz oder
- ein potentielles Gefahrdungspotential der Substanz aufgrund einer Antigenwirkung unter Initiierung der Pro-
duktion von anti-AG,,4-Antikérpern oder damit kreureagierenden Antikérpern in Menschen ansieht.

Verfahren nach Anspruch 12, bei dem Einzelsubstanzen oder Substanzgemische gepriift werden, die der mensch-

lichen oder tierischen Erndhrung dienen und/oder aus medizinischen oder kosmetischen Griinden an Menschen
verabreicht werden.
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