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PREATIE (BAZ) | <0.05 0.08
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(54) Title: QUANTITATIVE DIAGNOSTIC ANALYSIS OF HYPERTONTA

(54) Bezeichnung: QUANTITAITVL DIAGNOSTISCHL ANALY SL DR HYPERTONIE

~
<

of individual nucleotides in the hsgk | gene ¢
10 the provision of a diagnostic kit conlaini or

(57) Abstract: The invention relates to the use of the dircet correlation between the overexpression or the functional molecular
modification of human homelogues of the sgk family and hypertonia for quantitatively diagnosing a specific form of genetically
related hypertonia. The invention particularly relates to the detection of a direct relationship between two different polymorphisms
d the genetically related predisposition (o hypertonia. The invention additionally relates

hsgk3.

074987

used for delecting diagnosiic targets hsgkl, hsgk2 and

<Z (57) Zusammentassung: Dic Erfindung betrifft die Verwendung der direkien Korrelation zwischen der Uberexpression oder der

0 02

7 zwischen zwei

funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-lamilie und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose
einer bestimmten liorm der genetisch bedingten Hypertonie. Inshesondere hetrifft die lirfindung den Nachweis eines unmittelbaren
i Polymorphismen einzelner Nukleotide im hsgk1-Gen und der genetisch bedingten

Pridisposition zur yperionic. Die Erfindung betrillt weiterhin dic Bereiistellung cines Diagnosckits enthaltend Antikérper oder
Polynuklcotide zum Nachweis der diagnostischen Targets hsgk1, hsgk2 und hsgk3.
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WO 02/074987 PCT/EP02/03180

Quantitative diagnostische Analyse der Hypertonie

Die vorliegende Erfindung betrifft die direkte Korrelation zwischen der Uberexpression
oder der funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie
und der Hypertonie. Insbesondere betrifft die Erfindung den Nachweis eines unmittelbaren
Zusammenhangs zwischen zwei unterschiedlichen Polymorphismen einzelner Nukleotide
(single nucleotide polymorphisms = SNP) im hsgkl-Gen-und der genetisch bedingten
Pradisposition zur Hypertonie.

Zahlreiche extrazellulire Signale fithren zu intrazelluliren Phosphorylierungs-
/Dephosphorylierungskaskaden, um eine schnelle Ubertragung dieser Signale von der
Plasmamembran und ihren Rezeptoren in das Zytoplasma und den Zellkern zu
gewihrleisten. Die Sperzifitit dieser reversiblen Signaltransduktionskaskaden wird durch
eine Vielzahl von einzelnen Proteinen, insbesondere von Kinasen, die eine Phosphatgruppe
auf individuelle Substrate iibertragen, erméglicht. C

Die Serum- und Glucocorticoid-abhiéingige Kinase (sgk), eine Serin/Threonin-Kinase,
deren Expression durch Serum und Glucocorticoide gesteigert wird, wurde zunachst aus
Rattenmammakarzinomazellen kloniert (Webster et al., 1993). Die humane Version der
sgk, die hsgkl, wurde aus Leberzellen kloniert (Waldegger et al., 1997). Es zeigte sich, daf
die Expression der hsgk1 durch die Regulation des Zellvolumens beeinflusst wird. Fiir die
Expression der Ratten-sgk konnte eine solche Abhiingigkeit vom Zellvolumen bisher nicht
nachgewiesen werden. Weiterhin ergab sich, daB die Ratten-Kinase den epithelialen Na'-
Kanal (ENaC) stimuliert (Chen et al., 1999; Naray-Pejes-Toth et al., 1999). Der ENaC
spielt wiederum eine entscheidende Rolle bei der renalen Na*-Ausscheidung. Eine
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gesteigerte Aktivitat des ENaC fithrt zu einer verstirkten renalen Retention von Natrium-
Tonen, und auf diese Weise zur Entwicklung von Hypertonie.

SchlieBlich wurden zwei weitere Mitglieder der humanen sgk-Genfamilie kloniert, die
hsgk2 und hsgk3 (Kobayashi et al., 1999), die beide - wie auch die hsgkl - durch Insulin
und IGF1 {iber den P13 Kinase-Weg aktiviert werden. Elektrophysiologische Experimente
zeigten, dab eine Coexpression der hsgk2 und hsgk3 ebenfalls eine signifikante Zunahme
der Aktivitat des ENaC zur Folge hat.

Aus der DE 197 08 173 Al geht hervor, daB die hsgkl bei vielen Krankheiten, bei denen
Zellvolumeninderungen eine entscheidende pathophysiologische Rolle spielen, wie
beispielsweise Hypernatridmie, Hyponatridmie, Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz,
Hyperkatabolismus, hepatische Encephalopathie und mikrobielle oder virale Infektionen,
ein betrichtliches diagnostisches Potential besitzt.

In der WO 00/62781 wurde bereits beschrieben, daB die hsgkl den endothelialen Na'-
Kanal aktiviert, wodurch die renale Na'-Resorption erhoht wird. Da diese gesteigerte
renale Na'-Resorption mit Hypertonie einhergeht, wurde hier vermutet, dafl eine
gesteigerte Expression der hsgkl zur Hypertonie, eine verminderte Expression der hsgkl
letztlich zur Hypotonie fithren sollte.

Auch in der nicht-vorverdffentlichten, prioritdtsilieren deutschen Anmeldung mit dem
Titel "sgk2 und sgk3 als diagnostische und therapeutische Targets" (interne Bezeichnung
A 35 048) vom 28.08.00 wurde ein shnlicher Zusammenhang zwischen der
Uberexpression bzw. Uberaktivitit der humanen Homologen hsgk2 und hsgk3 mit der
Uberaktivierung des ENaCs, der daraus resultierenden verstérkten renalen Na'-Resorption
und der sich daraus entwickelnden Hypertonie beschrieben. Weiterhin wurde bereits das
diagnostische Potential der Kinasen hsgk2 und hsgk3 beziiglich der arteriellen Hypertonie
diskutiert.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, einen experimentellen Nachweis zur direkten
Korrelation, d.h. einer direkten Abhiingigkeit zwischen der Uberexpression oder der
funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie und der
Hypertonie aufzufinden.
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Unter einem humanen Homologen der sgk-Familie, welches im obigen Sinne eine
funktionale molekulare Modifikation umfaft, versteht man in diesem Zusammenhang ein
Homologes der sgk-Familie, das auf eine solche Art und Weise mutiert ist, daf die
Eigenschaften, insbesondere die katalytischen Eigenschaften oder auch die
Substraisspezifitiit des entsprechenden Proteins verdndert werden.

Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung diese direkte Korrelation bzw. Abhdngigkeit
zwischen der Uberexpression oder der funktionalen molekularen Modifikation von
humanen Homologen der sgk-Familie und der Hypertonie in einem Verfahren zur
Diagnose einer Prédisposition einer genetisch bedingten Form der Hypertonie einzusetzen.

Der Nachweis ciner unmittelbaren Korrelation zwischen der Uberexpression oder der
funktionalen molekularen Modifikation der humanen sgk-Gene und der Hypertonie konnte
im Rahmen der \}orliegendcn Erfindung erbracht werden und insbesondere am Beispiel des
Gens hsgkl experimentell bewiesen werden.

Eine Losung der gestellten Aufgabe stellt daber die Verwendung dieser direkten
Korrelation zwischen der Uberexpression oder der funktionalen molekularen Modifikation
von humanen Homologen der sgk-Familie, insbesondere des hsgkl-Gens, und der
Hypertonie zur Diagnose einer genetisch bedingten Form der Hypertonie dar.

Die gestellte Aufgabe wird insbesondere dadurch geldst, dal im Rahmen der vorliegenden
Erfindung zwei unterschiedliche SNPs im hsgk1-Gen identifiziert wurden, die - wenn sie
in einer bestimmten Version im hsgkl-Gen. vorliegen -, beim Patienten eine eindeutige
Neigung zur Hypertonie hervorrufen. Die Existenz solcher SNPs im hsgk1-Gen oder auch
in den iibrigen humanen Homologen der sgk-Genfamilie kann somit als diagnostischer
Hinweis auf eine genetisch bedingte Prédisposition zur Ausbildung einer Hypertonie in
Kétperproben des Patienten nachgewiesen werden.

Die gestellte Aufgabe wird weiterhin dadurch geldst, daB ein diagnostisches Verfahren zur
quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch bedingten Hypertonie
bereitgestellt wird, bei dem die Uberexpression eines humanen Homologen der sgk-
Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser Homologen durch den
quantitativen Nachweis der Homologen in der Kérperprobe des Patienten mit Antikdrpern,
die gegen die Proteine der Homologen gerichtet sind, oder mit Polynukleotiden, die mit
DNA oder mRNA der Homologen unter stringenten Bedingungen hybridisieren konnen,
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detektiert wird, sowie durch einen diagnostischen Kit, der sich zur Durchfithrung dieses
Verfahrens eignet.

Im erfindungsgemiBen Kit sind vorzugsweise solche Antikorper, die gegen das hsgkl-
Protein gerichtet sind oder solche Polynukleotide, die mit dem hsgk1-Gen unter stringenten
Bedingungen hybridisieren kénnen, enthalten.

Bei diesem diagnostischen Kit werden insbesondere solche Antikdrper bereitgestellt, die
spezifisch gegen solche Regionen des hsgkl-Proteins gerichtet sind, welche ein
entsprechend eines spezifischen SNP im hsgkl-Gen mutiertes hsgkl-Protein-Fragment
umfassen. Der Kit kann jedoch auch Antikérper gegen die haufigeren Allele des hsgkl-
Gens oder der tibrigen humanen Homologen der sgk-Familie enthalten, mit denen ein
modifiziertes Expressionsniveau dieser Homologen bzw. der hsgkl quantitativ

nachgewiesen werden kann.

Weiterhin  sind im erfindungsgemifen diagnostischen Kit vorzugsweise solche
Polynukleotide enthalten, die spezifisch Regionen umfassend die eine oder andere Version
eines Hypertonie-relevanten SNPs im hsgkl-Gen beinhalten und so zum Nachweis
spezifischer SNPs im hsgkl-Gen des Patienten durch Hybridisierung unter stringenten
Bedingungen mit genomischer DNA, cDNA oder mRNA aus Korperproben geeignet sind.

Die erfindungsgemife direkte Korrelation zwischen der Hypertonie und den humanen
Homologen der sgk-Familie impliziert, daB bei einzelnen Patienten individuelle
Mutationen in den Genen hsgkl, hsgk? oder hsgk3 aufireten konnten, die die
Expressionshthe oder die funktionellen Eigenschaften der Kinasen hsgkl, hsgk2 oder
hsgk3 modifizieren, und so zu einer genetisch verursachten Neigung zur Hypertonie
filhren. Solche Mutationen konnten beispielsweise in den regulatorischen Genregionen
oder auch in Intron-Sequenzen des sgk-Genlocus auftreten und damit eine Uberexpression
der entsprechenden Kinase und eine (Jberaktivierung des ENaC verursachen. Andererseits
kénnten individuelle Unterschiede in der genetischen Ausstattung des sgk-Locus auch den
kodierenden Genbereich betreffen. Mutationen im kodierenden Bereich kénnten dann
gegebenenfalls zu einer funktionalen Verdnderung der entsprechenden Kinase, so z.B. zu
modifizierten Katalytischen Eigenschaften der Kinase fithren. Demnach konnten beide
oben beschriebenen Mutationsarten eine verstdrkte Aktivierung des ENaCs und damit
letzilich die Ausbildung einer genetisch bedingten Form von Hypertonie beim Patienten
bewirken.
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Solche Mutationen in den humanen Homologen der sgk-Familie, die die Ausbildung einer
genetisch bedingten Form von Hypertonie beim Patienten bewirken, sind in der Regel
sogenannte "single nucleotide polymorphisms" (SNP) entweder im Exon- oder im Intron-
Bereich dieser Homologen. SNPs im Exon-Bereich der hsgk-Gene kénnen in ihrer weniger
héufig aufiretenden Version - im folgenden die mutierte Version genannt - gegebenentalls
7zu Aminosiureaustauschen im entsprechenden hsgk-Protein und somit zur einer
funktionalen Modifikation der Kinase fiihren. SNPs im Intron-Bereich oder in
regulatorischen Sequenzen der hsgk-Gene komnen in ihrer mutierten Version
gegebenenfalls zu einer verinderten Expressionshohe der entsprechenden Kinase fithren.

Im Rabmen der vorliegenden Erfindung wurde eine Korrelationsstudie durchgefiihrt, in der
der Genotyp des hsgkl-Gens verschiedener Patienten (Zwillinge) mit den an ihnen
gemessenen systolischen und diastolischen Blutdruckwerten, die jeweils in verschiedenen
Korperpositionen gemessen wurden (sitzend, stehend, liegend), verglichen und statistisch
ausgewertet wurde.

So konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt werden, dab die Anwesenheit
eines (C—T)-Austausches in Exon 8 (1. SNP, siche SEQ ID NO. 1) auf beiden Allelen
(homozygote TT-Tréger des SNPs in Exon 8), der nicht zu einem Aminosdureaustausch
auf Protein-Ebene fithrt (siche SEQ ID NO. 2), zu signifikant hoheren Blutdruckwerten
und somit zu einer genetisch bedingten Neigung zur Hypertonie fiihrt (Tab. 3).

Weiterhin konnte gezeigt werden, daf die Gegenwart eines (T—>C)-Austausches (2. SNP),
welcher 551 bp entfernt vom 1. SNP in der Donor-SpleiB-Seite im Ubergang von Intron 6
zu Exon 7 lokalisiert ist, in seiner homozygoten Ausfiirung zu geringeren
Blutdruckwerten und somit zu einer geringeren genetisch bedingten Neigung zur
Hypertonie fithrt (Tab. 3).

Da beide erfindungsgeméBen SNPs im hsgkl-Gen nicht zu Aminosaureaustauschen auf
Protein-Ebene fiihren, wird die durch sie bedingte, stérker oder weniger stark ausgeprégte,
genetische Pridisposition zur Hypertonie wahrscheinlich auf einer modifizierten

Expressionshohe des hsgk1-Gens basieren.

Der erste SNP in Exon 8 (C—T) wird weiterhin durch Figur 1 nzher erldutert. In Figur 1
werden die einzelnen Exons des hsgkl-Gens dargestellt und jeweils durch die Exon.
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Nummer, den Exon-ID, den dazugehdrigen "Sequenz-Contig" und Strang, sowie Start,
Ende und Linge der Exons beschrieben. Die exakte Position des (C—>T)-Austausches im
Rahmen des SNPs in Exon 8 witd durch das dunkel markierte C in Exon 8 angezeigt. Die
hellere Markierung in Exon 8 in Figur 1 zeigt die SNP-flankierende Sequenz im hsgkl-
Gen an, die die Position im Genom eindeutig bestimmt.

Der zweite SNP (T—C) in Intron 6 wurde durch direkte Sequenzierung identifiziert, und
ist dadurch eindeutig charakierisiert, daB er im hsgk1-Gen (umfassend Exons und Introns)
exakt 551 bp vom ersten SNP in Exon 8 stromaufwirts in der Donor-Spleifistelle des
Introns 6 zu Exon 7 des hsgkl-Gens lokalisiert ist und den Austausch eines T in ein C
betrifft.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, daB die in verschiedenen Korperpositionen
gemessenen systolischen und diastolischen Blutdruckwerte alle in dem gleichen AusmaB
eine Abhéngigkeit vom Genotyp des hsgkl-Gens zeigen (Tab. 4). Aus Tabelle 4 ist somit
ersichtlich, daB die gefundenen Korrelationen zwischem dem gemessenen Blutdruck der
Patienten und dem Aufireten der oben genannten Polymorphismen (SNPs) in ihren hsgkl-
Genen tatsichlich statistisch relevant sind.

Weiterhin  zeigen die beiden analysierten SNPs im hsgkl-Gen eine grofle
Unausgeglichenheit in der Haufigkeit ihres korrelierten Auftretens (Tab. 5). Wahrend die
meisten CC-Triger des SNPs in Exon 8 auch TT-Tréger des SNPs in Intron 6 sind (64%),
ist dies umgekehrt nicht der Fall (nur 2% der Exon 8 TT-Tréger sind auch Intron 6 CC-
Triger).

Die erstmalig nachgewiesene Korrelation zwischen dem Blutdruck des Patienten und
seiner individuellen genetischen Version des hsgkl-Genlocus zeigt, daB sich spezifische
Antikérper oder Polynukleotide, die gegen hsgkl gerichtet sind, zur Diagnose einer
speziellen genetisch bedingten Neigung zur Hypertonie eignen. Diese spezielle genetisch
verursachte Form der Hypertonie kann durch eine gesteigerte Expression der hsgkl, also
durch Uberexpression oder gegebenenfalls auch durch modifizierte funktionale
Figenschaften der hsgkl charakterisiert sein.
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Da die beiden homologen Kinasen der sgk-Familie, hsgk2 und hsgk3, ebenfalls den ENaC
aktivieren, eignen sich erfindungsgemaB spezifische Antikorper und Polynukleotide, die
gegen hsgk2 oder hsgk3 gerichtet sind, im gleichen Ma@ zur diagnostischen Analyse
spezieller genetisch bedingter Formen der Hypertonie.

Der erfindungsgemiBe Nachweis, daB das Auftreten der beiden SNPs im hsgkl-Gen mit
einer Neigung zur Hypertonie korreliert, zeigt, daB insbesondere Polynukleotide, die die
eine oder andere Version der beiden SNPs im hsgkl-Gen umfassen, sich in besonderem
MaB zur Diagnose einer genetisch bedingten Form der Hypertonie durch Hybridisierung
mit endogener DNA (cDNA oder genomische DNA) oder mRNA aus einer Kdrperprobe

des Patienten eignen.

Ahnlich eignen sich nach den vorliegenden Ergebnissen auch Antikérper zur Diagnose
ciner genetisch bedingten Pridisposition der Hypertonie, die gegen spezifische Hypertonie-
relevante Polymorphismen (SNP) im hsgkl-Protein oder einem seiner humanen
Homologen gerichtet sind. Solche SNPs, die auch auf Protein-Ebene zu einem Hypertonie-
relevanten  Polymorphismus fithren, konnten insbesondere mit einer funktionalen
Modifikation des hsgkl-Proteins einhergehen und so eine Pradisposition zur Hypertonie

verursachen.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung der direkten Korrelation, d.h.
ciner direkten Abhéingigkeit zwischen der Uberexpression oder der fumktionalen
molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie, insbesondere der
hsgkl, und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der
genetisch bedingten Hypertonie.

Hierbei werden insbesondere die beiden mit der Neigung zur Hypertonie korrelierenden
SNPs im hsgkl-Gen zur quantitativen Diagnose einer genetisch bedingten Hypertonie
eingesetzt.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur quantitativen Diagnose einer genetisch
bedingten Form der Hypertonie, bei dem die Uberexpression eines humanen Homologen
der sgk-Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser Homologen durch
den quantitativen Nachweis der Homologen in der Kérperprobe des Patienten mit
Antikérpern, die gegen die Proteine der Homologen gerichtet sind, oder mit
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Polynukleotiden, die mit genomischer DNA, ¢-DNA oder mRNA der Homologen unter
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen, detektiert wird.

Bei diesem erfindungsgeméBen Diagnose-Verfahren werden als Korperproben des
Patienten vorzugsweise Blutproben oder auch Speichelproben verwendet, die zelluldres
Material umfassen und relativ wenig aufwendig vom Patienten gewonnen werden konnen.
Andere Korperproben, die ebenfalls Zellen umfassen wie beispielsweise Gewebeproben
wd., konnen jedoch auch verwendet werden. Aus diesem zellhaltigen Material der
Korperproben kann dann entweder genomische DNA oder ¢cDNA oder auch mRNA nach
Standardmethoden (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL

Press).

prépariert und gegebenenfalls amplifiziert werden und anschlieBend mit Polynukleotiden,
die mit dieser genomischen DNA, cDNA oder auch mRNA spezifisch hybridisieren kann,
unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Weiterhin kann aus dem zellhaltigen Material
der Kérperproben (Blut, Speichel, Gewebe usw) auch ein Protein-Extrakt nach
Standardmethoden (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL
Press) isoliert werden, in dem dann das entsprechende sgk-Protein durch Inkubation mit
cinem Antikérper, der gegen dieses Protein gerichtet ist, quantitativ detektiert werden

kann.

Bei dem erfindungsgemiiBen Verfahren werden vorzugsweise Antikorper gegen das hsgkl-
Protein oder Polynukleotide, die mit genomischer DNA, ¢-DNA oder mRNA des hsgkl-
Gens hybridisieren kénnen, eingesetzt.

Bei dem erfindungsgemiaBen Verfahren werden insbesondere Polynukleotide eingesetzt,
welche mit DNA, ¢-DNA. oder mRNA einer Version des SNP in Intron 6 des hsgk1-Gens
oder einer Version des SNP in Exon 8 des hsgkl-Gens unter stringenten Bedingungen

hybridisieren kénnen.

Unter einer Hybridisierung unter stringenten Bedingungen wird in diesem Zusammenhang
eine  Hybridisierung  unter  solchen  Hybridisierungsbedingungen  beziiglich
Hybridisierungstemperatur und Formamid-Gehalt der Hybridisierungsldsung verstanden,
wie sie in einschlagiger Fachliteratur. (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring
Harbor, NY, CSHL Press) beschrieben wurde.
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Die Erfindung betrifft auBerdem einen Kit zur quantitativen Diagnose einer bestimmten
Form der genetisch bedingten Form der Hypertonie, enthaltend Antikdrper, die gegen die
humanen Homologen der sgk-Protein-Familie gerichtet sind, oder Polynukleotide, die mit
den humanen Homologen der sgk-Gen-Familie unter stringenten Bedingungen
hybridisieren komnen, oder diese Antikérper und Polynukleotide gemeinsam zur
quantitativen Bestimmung der Uberexpression oder der funktionalen molekularen

Modifikation dieser Homologen.

Die im Kit enthaltenen Antikérper sind hierbei vorzugsweise gegen das hsgkl-Protein
gerichtet, und die im Kit enthaltenen Polynukleotide kinnen hierbei vorzugsweise mit dem
hsgk1-Gen hybridisieren.

Der diagnostische Kit kann besonders bevorzugt Polynukleotide enthalten, die mit
genomischer DNA, mit cDNA oder mit mRNA einer Version des SNP in Intron 6 (T—-C)
oder des SNP in Exon 8 (C—~T) hybridisieren konnen.

Durch die nachfolgenden Beispiele wird die vorliegende Erfindung im Detail erldutert.

Beispiel 1

Es wurden 75 zweieigige Zwillingsparchen zur Korrelationsanalyse herangezogen
(Busjahn et al., J Hypertens 1996, 14: 1195-1199; Busjahn et al., Hypertension 1997, 29:
165-170). Die Versuchspersonen waren alle Angehorige der deutsch-kaukasischen Rasse
und stammten aus verschiedenen Teilen Deutschlands. Zur Verifikation der Zweieigigkeit
und fiir weitere molekulargenetische Analysen wurde den Zwillingspérchen, sowie deren
Eltem Blut entnommen. Jede teilnehmende Versuchsperson wurde zuvor #Hrztlich
untersucht. Fiir keine der Versuchspersonen war eine chronisch-medizinische Erkrankung
bekannt. Nach 5 min wurde der Blutdruck des Probanden in sitzender Position von einen
ausgebildeten Arzt mit einem standardisierten Quecksilber-Sphygmomanometer gemessen
(2 Messungen mit einem zeitlichen Intervall von 1 min). Der Mittelwert aus den beiden
Messungen wurde als Blutdruckwert verwendet.
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Der Vorteil von zweieigigen Zwillingen fiir Korrelationsstudien liegt darin, daff sie im
Alter tibereinstimmen und daB die duBeren Einfliisse auf ihre Phenotypen als minimal
einzuschitzen sind (Martin et al., Nat Genet 1997, 17: 387-392).

Die Bedeutung von Zwillingsstudien bei der Aufklirung komplexer genetischer
Krankheiten wurde kiirzlich von Martin et al., 1997 beschrieben.

Die Zweieigigkeit der Zwillingspéirchen wurde durch die Amplifikation von fiinf
Mikrosatelliten-Markern mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) bestétigt. Bei
dieser Analyse von Mikrosatelliten-Markern werden Desoxyribonucleinsiure (DNA) -
Fragmente mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide durch PCR amplifiziert, die bei
verschiedenen menschlichen Individuen hochvariable Regionen beinhalten. Die hohe
Variabilitit in diesen Regionen des Genoms kann durch geringfiigige GréBenunterschiede
der amplifizierten Fragmente detektiert werden, wodurch sich bei einer Diversitit am
entsprechenden  Genort Doppelbanden, sogenannte Mikrosatelliten-Banden, nach
gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte bilden (Becker et al, J
Reproductive Med 1997, 42: 260-266).

Fiir die molekulargenetische Analyse des Zielgens, hier des hsgkl-Gens, wurden drei
weitere Mikrosatelliten-Marker Regionen (d6s472, d6s1038, d6s270) in unmittelbarer
Nahe des hsgk1-Locus durch PCR amplifiziert und anschliefend mit den entsprechenden
Proben des anderen Zwillings und der Eltern verglichen. Auf diese Weise konnte
entschieden werden, ob die Zwillinge von ihren Eltern identische oder unterschiedliche
Allele beziiglich des untersuchten Allels geerbt hatten. Die Korrelationsanalyse wurde mit
Hilfe des sogenannten "structural equation modeling"” (SEM) Modells durchgefiihrt (Eaves
et al., Behav Genet 1996, 26: 519-525; Neale, 1997: Mx: Statistical modeling. Box 126
MCV, Richmond, VA 23298: Department of Psychiatry. 4™ edition). Dieses Modell basiert
auf Varianz-Kovarianz Matrizen der Test-Paare, die durch die Wahrscheinlichkeit, dafi sie
entweder keines, eines oder zwei identische Allele besitzen, charakterisiert sind. Die
Varianz beziiglich des Phiinotyps wurde aufgeteilt in eine Varianz, die auf dem
genetischen Hintergrund aller Gene (A), eine Varianz, die auf dem genetischen
Hintergrund des Zielgens (Q), hier des hsgkl-Gens, und der Varianz aufgrund #uBerer
Einflisse (E) beruht.

VAR = A2+Q%E?
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Firr die drei moglichen Allelkombinationen IBDy, IBDj, IBD, (IBD = "identical by
descent”; 0, 1 oder 2 identische Allele) wurde die Kovarianz eines Test-Paares wie folgt
definiert:

COV(IBDp)=0,5 A%  COV(BD)=0,5 A*0,5Q> COV(IBD,)=0,5 A>+Q°

Um die Korrelation zwischen der genetischen Ausstattung des hsgkl-Locus und dem
Blutdruck des Probanden abzuschiitzen, wurden die Differenzen zwischen Modellen, die
die genetische Varianz beziiglich des Zielgens hsgkl beriicksichtigen bzw. nicht
berticksichtigen, als x>-Statistik berechnet. Fiir jedes Paar und jeden Genlocus wurden die
Allelenverhdltnisse durch das sogenannte "multipoint” Modell (MAPMAKER/SIBS;
Kruglyak et al, Am J Hum Genet 1995, 57: 439-454) basierend auf den elterlichen
Genotypen errectmet.

Die hohere Aussagekraft der Analysemethode, die auf einer Varianz-Kovarianz
Abschitzung beruht, im Vergleich zur oben beschriebenen xz-Statistik (S.A.G.E. Statistical
Analysis for Genetic Epidemiology, Release 2.2. Computer program package, Department
of Epidemiology and Biostatistics, Case Western Reserve University, Cleveland, OH,
USA, 1996) wurde kiirzlich in einer Simulationsstudie bestétigt (Fulker et al., Behav Gen
1996, 26: 527-532). Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 akzeptiert, nm eine
signifikante Korrelation beziiglich der Kuiterien von Lander und Kruglyak zu
gewihrleisten (Lander et al., Nat Genet 1995, 11: 241-246).

Die Ergebnisse dieser Korrelationsstudie zeigt Tabelle 1.

TFabelle 1:

Phenotyp max x* p
systolischer Blutdruckwert (liegend) 4,44 0,04
diastolischer Blutdruckwert (liegend) 14,36 0,0002
systolischer Blutdruckwert (sitzend) 5,55 0,019
diastolischer Blutdruckwert (sitzend) 4,92 0,027
systolischer Blutdruckwert (stehend) 1,91 0,17
diastolischer Bluidruckwert (stehend) 4,83 0,028

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich, beweisen die niedrigen Werte fiir die ermittelten
Irrtumswahrscheinlichkeiten p, die die akzeptierte Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01
nicht oder nur geringfiigig tiberschreiten, die direkte Korrelation zwischen der genetischen
Varianz beziiglich des hsgkl-Genorts und der phenotypisch ermittelten Varianz des
gemessenen Blutdrucks.

Beispiel 2

Die genomische Organisation des hsgk 1-Gens wurde bereits beschrieben (Waldegger et al,
Genomics,51,299[1998]),
hittp://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000118515).

Zur Identifizierung von SNPs, deren Aufireten fiir eine Pridisposition zur Ausbildung
einer Hypertonie relevant sind, wurden zunéchst die in Datenbanken publizierten SNPs im.
hsgkl-Gen danach untersuchi, ob es sich um echte SNPs - und nicht um reine
Sequenzierfehler - handelt und ob die SNPs ausreichend polymorph sind, um die Basis fiir
einen diagnostischen Nachweis einer Pradisposition zur Hypertonie zu stellen. Der SNP rs
1057293 in Exon 8, der einen Austausch eines C in ein T betrifft, erfiillte die geforderten
Voraussetzungen (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=1057293;
http://www.nebi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=1057293). Weiterhin wurde ein
zweiter SNP durch direkte Sequenzierung identifiziert, der im hsgk1-Gen exakt 551 bp
vom ersten SNP entfernt in der Donor-SpleiBistelle des Introns 6 zu Exon 7 lokalisiert ist
und den Austausch eines T in ein C betrifft. Diese beiden SNPs in Intron 6 (T—C) und in
Exon 8 (C—T) wurden wie im folgenden beschrieben analysiert.

Nach der PCR-Amplifikation wurde jeweils 1 Unit Alkaline Phosphatase und 1 Unit
Bxonuklease I hinzugefiigt, um die PCR-Primer zu degenerieren und die dNTPs zu
dephosphorylieren. Die PCR wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefithrt: 95° C
fiir 10 min, dann 35 Zyklen bei 95° fiir 15 sec, gefolgt von 62°C for 15 sec, gefolgt von
72°C fiir 30 sec, und einem Extensionsschritt bei 72° C fir 10 min in einem 9600
Thermocycler (Applied Biosystems).

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Die Mini-Sequenzierreaktionen wurden mit den Primern fiir den Intron 6 SNP (T—C) 5™
CTC CTT GCA GAG TCC GAA und fiir den Exon 8 SNP (C—T) 5-ACC AAG TCA
TTC TGG GTT GC durchgefiihrt. 0,15 pmol aufgereinigtes PCR-Produkt wurde bei der
Sequenzierungs-PCR als Template eingesetzt. Fiir die Sequenzierungs-PCR wurden 25
Amplifikationszyklen durchgefiihrt mit den folgenden Einzelschritten: Denaturierung 10 s
bei 96 °C, Annealingschritt 10 s bei 50 °C und Extensionsschritt 30 s bei 60 °C in einem
9600 Thermocycler.

Bei denselben Patienten, deren SNP-Genotyp des hsgkl-Gens bestimmt wurde, wurden die
systolischen und diastolischen Blutdruckwerte in licgender, stehender und sitzender
Position gemessen, um eine eventuelle Korrelation zwischen SNP-Genotyp des hsgkl-
Gens und dem Blutdruck zu ermitteln.

Tabelle 2 zeigt einige demographische Zwillingsdaten und die Resultate der

Korrelationsanalyse zwischen der genetischen Ausstattung des hsgkl-Genlocus und dem .

gemessenen Blutdruck. Ein starker genetischer EinfluB auf den gemessenen Blutdruck in
allen Positionen konnte bei den Versuchspersonen nachgewiesen werden.

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Tabelle 2:
Phénotyp eineiige | zwelelige az ("eineiig/"zweieig) p (Korrelation)
Zwilinge | Zwillinge
N 200 132
Altery 29412 3112
Geschlecht (M/F) 52/148 85/47
Grofte (cm) 169+8 17048
Gewicht (k) B5:11  |6712 )
body mass index (BMI) Gewicht/ GroRe2|22.4£3.5 |22.8+£3.4
(kg/m?)
Systolischer Blutdruck {liegend) (mm Hg) | 128217 | 124+14  [0.69(0.69/0.31) 0.04
Diastolischer Blutdruck (liegend) (mm |71+£12 71211 0.66 {0.66/0.42) 0.0002
Hg)
Systolischer Blutdruck (sitzend) (mm Hg) | 125+16 123+13 0.74{0.74/0.38) 0.019
Diastolischer Blutdruck (sitzend) ({mm |73x11 7310 0.72 (0.72/0.51) 0.027
Hg)
Systolischer Blutdruck (stehend) (mm|124215 [122¢14  [0.67 (0.86/0.48) 0.04
Ha) : .
Diastolischer Blutdruck (stehend) (mm |80+10 79£10 0.64 (0.63/0.40) 0.0002
Ha)

5 Tabelle 3 zeigt weitere Resultate der erfindungsgeméBen Korrelationsstudien.

Die ermittelten Allelhdufigkeiten filr den SNP in Exon 8 liegen bei C 91% und T 9% und
fiir den SNP in Intron 6 bei T 79% und C 21% (das Hardy-Weinberg Gleichgewicht wurde
fiir beide Polymorphismen erhalten).

10 Die gemessenen Bhutdruckwerte zeigten in allen Positionen (sitzend, liegend, stehend) die
gleichen Trends. Homozygote CC-Trager und heterozygote CT-Triger des SNPs in Exon 8
zeigten keine voneinander abweichende Blutdruckwerte, zeigten jedoch deutlich niedrigere

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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systolische und diastolische Blutdruckwerte als homozygote TT-Tréger des SNPs in Exon

8.

Die entsprechenden Resultate der Korrelationsstudien sind fiir den SNP in Intron 6 im
5 Vergleich zum SNP in Exon 8 weniger konsistent. Es zeigte sich jedoch, dal homozygote
CC-Triger des SNPs in Intron 6 generell niedrigere Blutdruckwerte aufweisen als
homozygote TT-Tréiger und als heterozygote TC-Tréger des SNPs in Intron 6.

10 Tabelle 3:

2. SNPin

Phanotyp 1.SNPin [1.SNPin [1.SNPin |1.SNPin  |2.8NPin |[2.SNPin |2.S8NPin
Exon8 Exon 8 Exon 8 Exon 8 Inton6  |Intron6  |Intron®  |Intron 6
cc T T CCicT T CcT cC TTCT
systol.  Blut-|125+15 [125%£18 |132x14 {125+16 125416 [128+18 |119+6 (126+16
druck {liegend)
diastol.  Blut-{70 %10 72613 (74212 {7T1xM 71+10  |72+13  |67x£10 71N
druck {liegend
systol.  Biut-(124::14 [123£15 (12013 124+ 14 124114 (2517 (1176 (12414
druck {sitzend)
diastol.  Blut-[ 72+ 10 T4+10 (799 7310 73+£10  [74+11 (729 7310
druck (sitzend)
systol. 123415 |123+14 129413 123415 123+14 (12616 |110+8 |[123+15
Blutdruck
(stehend)
diastol. 7910 8110 |84x8 80+ 10 80+10 |82+11 (78x8 80310
Blutdruck
(stehend)

Tabelle 4 zeigt im Detail, daB sowohl fiir den systolischen als auch fiir den diastolischen
Blutdruckwert die genetische Ausstattung des SNPs in Intron 6 weitgehend gleichermafien
15  signifikant ist, und zwar unabhingig von der Position, in der der Blutdruck gemessen
wurde (sitzend, stehend, liegend). Die Resultate fiir die Signifikanz der genetischen
Ausstattung des SNPs in Exon 8 sind iihn]ich, die Assoziation der Signifikanz zwischen

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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den gemessenen systolischen und diastolischen Blutdruckwerten in den verschiedenen
Positionen ist jedoch etwas weniger ausgeprégt als bei dem SNP in Intron 6.

Tabelle 4:
Phénotyp 2.8NPin |1.SNPin
Intron 6 Exon 8
Systolischer Blutdruck (liegend) <0.01 <0.05
Diagtolischer Blutdruck (liegend) <0.05 0.08
Systolischer Blutdruck (sitzend) <0.05 <0.05
Diastolischer Blutdruck (sitzend) <0.01 0.08
Systolischer Blutdruck {stehend) <0.05 0.07
Diastolischer Blutdruck (stehend) <0.05 0.09

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist, besteht ein starkes Korrelationsungleichgewicht zwischen
den beiden analysierten SNPs: wihrend die meisten CC-Tréiger des SNPs in Exon 8 auch
TT-Tréger des SNPs in Intron 6 sind (64%), ist dies umgekehrt nicht der Fall (nur 2% der
Exon 8 TT-Triger sind auch Intron 6 CC-Triger).

Tabelle 5:

Intron 6 TT Intron 6 TC Intron 6 CC
Exon 8 CC 197 (64%) 59 (19%) 3 (1%)
Exon8CT 2 (1%) 30 (10%) 11 (4%)
Exon 8 TT 0(0%) 0 {0%) 6 (2%)
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Patentanspriiche

Verwendung der direkten Korrelation zwischen der Uberexpression oder der
funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie
und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der
genetisch bedingten Hypertonie.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das humane
Homologe der sgk-Familie das hsgk1-Gen ist.

Verwendung pach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Uberexpression
oder die funktionale Modifikation durch den Nuldeotidpolymorphismus (SNP) in
Intron 6 (T—»C) im hsgk1-Gen verursacht wird.

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Uberexpression
oder die funktionale Modifikation durch den Nukleotidpolymorphismus (SNP) in
Exon 8 (C—T) im hsgk1-Gen verursacht wird.

Kit zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch bedingten
Form der Hypertonie, enthaltend Antikérper, die gegen die humanen Homologen
der sgk-Protein-Familie gerichtet sind, oder Polynukleotide, die mit den humanen
Homologen der sgk-Gen-Familie unter stringenten Bedingungen hybridisieren
konnen, oder diese Antikérper und Polynukleotide gemeinsam zur quantitativen
Bestimmung der Uberexpression oder der funktionalen molekularen Modifikation
dieser Homologen.

Kit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da das humane Homologe der sgk-
Familie das hsgk1-Gen ist.

Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl die Antiktrper gegen eine durch
cinen SNP mutierte Version des hsgkl-Proteins gerichtet sind oder daB die
Polynulkleotide mit einer durch einen SNP mutierten Version des hsgk1-Gens unter
stringenten Bedingungen hybridisieren kénnen,

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da die Polynukleotide mit einer
durch den SNP in Intron 6 (T—C) mutierten Version des hsgkl-Gens unter
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen.

Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da} die Polynukleotide mit einer
durch den SNP in Exon 8 (C—T) muiierten Version des hsgkl-Gens unter
stringenten Bediz n hybridisieren konnen.

Verfahren zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch
bedingten Form der Hypertonie, bei dem die Uberexpression eines humanen
Homologen der sgk-Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser
Homologen durch den quantitativen Nachweis der Homologen in der Kérperprobe
des Patienten mit Antikorpern, die gegen die Proteine der Homologen gerichtet
sind, oder mit Polynukleotiden, die mit DNA oder mRNA der Homologen unter
stringenten Bedingungen hybridisieren kénnen, detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf das humane Homologe
der sgk-Familie das hsgk1-Gen ist.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die Polynukieotide mit
DNA oder mRNA einer Version des SNP in Intron 6 (T—>C) im hsgk1-Gen unter
stringenten Bedingungen hybridisieren kénnen.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die Polynukleotide mit
DNA oder mRNA einer Version des SNP in Exon 8 (C—T) im hsgkl-Gen unter
stringenten Bedingungen hybridisieren kénnen.

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Figure1:
1 ENSE00000798789 AL135839.15.1.113673 -1 27517

GGTCTTTGAGCGCTAACGTCTTTCTGTCTCCCCGCGGTGETGATGACGET
GADAACTGAGGCTGCTAAGGECACCCTCACT TACT CCAGEATGAGGEGCA
TGGTEGCAATTCTCATCG
2 ENSE00000798790 AL135839.16.1.113673 -1 27296

CPTTCATGAAGCAGAGGAGGATGGGTCTCAACCACTTTATTCAGAAGATT
GCCAATAACTCCTATGCATGCARACA
3 ENSEQ0000798791 AL135839.15,1.113673 -1 26790

CCCTGARGTTCAGTCCATCTTGAAGATCTCCCARCCTCAGGAGCCTGAGC
TTATGAATGCCAACCCTTCTCCTCCA
4 ENSE00000768792 AL135839.15,1.113673 -1 26247

CCARGTCCTTCTCAGCARATCARCCTTGGCCCETCGTCCAATCCTCATGE
TAABCCATCTGACTTTCACTTCTTGARAGTGATCGGARAGGGCAGTTTTG
GRAAG

5 ENSEQ0000798793 AL135839.16.1.113673 -1 26059
GTTCTTCTAGCRAGACACAAGGCAGRAGAAGTGTTCTATGCAGTCARAGT

TTTACAGAAGARAGCAATCCTGA GRAAG:

6 ENSED0000798794 AL135830.15.1.113673 -1 25808

GAGAAGCATATTATGT CGGAGCGGAATGTTCTGTTGARGAATGTGARGCA
CCCTTTCCTGETEGEGCCTTCACT FCTCT TTCCAGACTGCTGACRARTTGT
ACTTTGTCCTAGACTACATTAATGGTGGAGAG
7 ENSE00000798795 AL135839.15.1.113673 -1 25447

TTGTTCTACCATCTCCAGAGGGAACGCTGCTTCCTGGAACCACGGECTCG
TPTCTATGCTGCTGAAATAGCCAGTGCCTTGGECTACCTGCATTCACTGA
ACATCGTTTATAG
8 ENSEQ0000798786 AL135839.15.1.113673 -1 24978

AGACTTARRRCCAGAGARTATTTTGCTAGATTCACK CACATTGTE
ACTCARTTCGEACTETCOAREGAGARGATTGARCACARCAGCACARCA
TCCACCTTCTGTGGCACGCCGEAG
9 ENSE00000798797 AL135838.15.1.113673 -1 24422

TATCTCGCACCTGAGGTGCTTCATAAGCAGCCTTATGACAGEACTGTGGA
CTGGTGGTGCCTGGGAGCTGTCTTGTATGAGAT TGTATGGCCTG
10 ENSE00000798798 AL135830.15.1.113673 -1 23808

CCGCCTTTTT. CGAAACACAGCTGAAATGTACGACARCATTCTGAA
CAAGCCTCTCCAGCTGAAACCAAATATTACARATTCCGCARGACACCTCC
TGGAGGGCCTCOTGCACAAGGACAGGACARAGCGGCTCEEGECCARGGAT
GACTTC
" ENSE00000798799 AL135839.15.1.113673 -1 23611

ATGGAGATTAAGAGTCATGTCTTCTTCTCCTTAATTAACTGGGATGATCT
CATTAATARGAAGATTACTCCCCCTTTTAACCCARATGTG
12 ENSE00000798800 AL135839.15.1.113673 -1 22037

RAGTGGGCCCARCGACCTACGGCACTTTGACCCCGAGT TTACCGARGAGCC
TETCCCCAACTCCATTGGCARGTCCCCTGACAGCGTCCTCETCACAGCCA
GCGTCAAGGAAGCTGCCGAGGCTTTCCTAGGCTTTTCCTATGCGCCTCCC
ACGGACTCTTTCCTCTGAACCCTGT TAGGGCTTGGTTTTARAGGATTTTA
TGTGTGTTTCCGRATGTTTTAGTTAGCCTTTTGGTGEAGCCGCCAGCTGA
CAGGACATCTTACAAGAGARTTTGCACATCTCTGGARGCTTAGCAATCTT
ATTGCACACTGTTCGCTGGAAGCTTTTTGARGAGCACATTCTCCTCAGTG
AGCTCATGAGGTTTTCATTTTTATTCTTCCTTCCAACGTGGTGCTATCTC
TGAAACGAGCGTTAGACTGCCGCCTTAGACGGAGGCAGGACTTTCGTTAG
ARAGCGGACGCTGTTCTARAAAAGGTCTCCTGCAGATCTGTCTGEGCTET
GATGACGAATATTATGARATGTGCCTTTTCTGAAG, TTGTGTTAGCTC
CAPAGCTTTTCCTATCGCAGTGTTTCAGTTCTITATTTTCCCTTGTGGAT
ATGCTGTGTGAACCGTCGTGTGAGTGTGGTATGCCTGATCACAGATGGAT
TPTGTTATARGCATCAATGTGACACTTGCAGGACACTACAACGTGGGACA
TTGTTTGTTTCTTCCATATTT GAT. TTATGT TTTTTT
GTAAGATACGGTTAATAACTAARRATTTATTGARATGGTCTTGCARTGACT
CGTATTCAGATGCTTARRGAAAGCATTGCTGCTACAAATATTTCTATTTT
TAGAAAGGGTTTTTATGGACCAATGCCCCAGTTGT CAGTCAGAGCCGTTG
GPGTTTTTCATTGTTTAARATGTCACCTGTARAATGGGCAT TATTTATGT
TTTTTITTTTGCATTCCTGATAAT TGTATGTATTGTATARAGAACGTCTG
TACATTGGGTTATARCACTAGTATATTTAARCTTACAGGCT TATTTGTAA
TGTARACCACCATTTTAATGTACTGTAATTAACATGGTTATARTACGTAC
AATCCTTCCCTCATCCCATCACACARCTTTTTT TGTGTGTGATARACTGA
TTTTGETTTGCAATARAACCTTGARRAATATTTA

27634
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23963

23700
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<140>
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
ggtcttt

act gag
Thr Glu

gtg geca
Val Ala

gac ttt
Asp Phe

gaa gtt
Glu Val

atg aat
Met Asn
70
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L61882PC.ST25
SEQUENCE LISTING

Lang, Florian

Quantitative diagnostische Analyse der Hypertonie

L61882

DE 101 13 876.8
2001-03-21

2

PatentIn version 3.1

1

2354

DNA

homo sapiens

CDS
(43)..(1335)

variation

(762) .. (762)

1. SNP (C in T ), stumme Mutation, d.h. beide Versionen des SNPs
resultieren in der Aminosdure Asp in der Aminosaure~ Position 240

1

gag cgctaacgtc tttctgtctc cccgecggtgg tg atg acg gtg aaa 54
Met Thr vVal Lys
1

gct gct aag ggc acc ctc act tac tcc agg atg agg ggc atg 102

Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Ser Arg Met Arg Gly Met

10 15 20
att ctc atc gct tte atg aag cag agg agg atg ggt ctg aac 150
Ile Leu Ile Ala Phe Met Lys Gln Arg Arg Met Gly Leu Asn
25 30 35
att cag aag att gcc aat aac tcc tat gea tge aaa cac cct 198
Ile Gln Lys Ile Ala Asn Asn Ser Tyr Ala Cys Lys His Pro
40 45 50

cag tcec atc ttg aag atc tce caa cct cag gag cct gag ctt 246

Gln Ser Ile Leu Lys Ile Ser Gln Pro Gln Glu Pro Glu Leu

55 60 65

gcc aac cct tcot cect cca cca agt cet tet cag caa atc aac 294

Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser Gln Gln Ile Asn

75 80
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ttg
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cac
His

gca
Ala

gtt
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tct
Ser
165

ggt
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cca
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ctg
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ttg
Leu

aag
Lys
245

ccg
Pro

act
Thr

ggc
Gly
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ggc
Gly

aaa
Lys

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
150

tte
Phe

gga
Gly

cgg
Arg

cat
His

cta
Leu
230

gag
Glu

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

ccg
Pro

gtg
Val

gca
Ala

ctg
Leu
135

ttg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

gct
Ala

teca
Ser
215

gat
Asp

aac
Asn

tat
Tyr

gac
Asp

cecg
Pro
295

teg
Ser

atc
Ile

gaa
Glu
120

aaa
Lys

aag
Lys

act
Thr

ttg
Leu

cgt
Arg
200

ctyg
Leu

teca
Ser

att
Ile

cte
Leu

tgg
Trp
280

cct
Pro

tee
Ser

gga
Gly
105

gaa
Glu

aag
Lys

aat
Asn

gct
Ala

tte
Phe
185

tte
Phe

aac
Asn

cag
Gln

gaa
Glu

gca
Ala
265

tgg
Trp

ttt
Phe

aat
Asn
20

aag
Lys

gty
val

aaa
Lys

gtg
Val

gac
Asp
170

tac
Tyr

tat
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

cac
His
250
cct

Pro

tgc
Cys

tat
Tyr

cct
Pro

ggce
Gly

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys
155

aaa
Lys

cat
His

gct
Ala

gtt
Val

cac
His
235
aac

Asn

gag
Glu

ctg
Leu

agc
Ser
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cat
His

agt
Ser

tat
Tyr

gag
Glu
140

cac
His

ttg
Leu

cte
Leu

gct
Ala

tat
Tyr
220

att
Ile

age
Sex

gtg
Val

gga
Gly

cga
Arg
300

gct
Ala

ttt
Phe

gca
Ala
125

aag
Lys

cct
Pro

tac
Tyxr

cag
Gln

gaa
Glu
205

aga
Arg

gte
Val

aca
Thxr

ctt
Leu

gct
Ala
285

aac
Asn

aaa
Lys

gga
Gly
110

gte
val

cat
His

tte
Phe

ttt
Phe

agg
Arg
190

ata
Ile

gac
Asp

ctt
Leu

aca
Thr

cat
His
270

gtc
Val

aca
Thr

cca
Pro
95

aag
Lys

aaa
Lys

att
Ile

ctg
Leu

gte
Val
175

gaa
Glu

gce
Ala

tta
Leu

act
Thr

tee
Ser
255

aag

Lys

ttg
Leu

gct
Ala

tct
Ser

gtt
val

gtt
val

atg
Met

gtg
Val
160

cta
Leu

cge
Arg

agt
Ser

aaa
Lys

gac
Asp
240

acc

Thr

cag
Gln

tat
Tyr

gaa
Glu

gac
Asp

ctt
Leu

tta
Leu

teg
Ser
145

gge
Gly

gac
Asp

tge
Cys

gce
Ala

cca
Pro
225

ttc
Phe

tkc
Phe

cct
Pro

gag
Glu

atg
Met
305

ttt
Phe

cta
Leu

cag
Gln
130

gag
Glu

ctt
Leu

tac
Tyr

tte
Phe

ttg
Leu
210

gag
Glu

gga
Gly

tgt
Cys

tat
Tyr

atg
Met
290

tac
Tyr
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cac
His

gea
Ala
115

aag
Lys

cgg
Arg

cac
His

att
Ile

ctg
Leu
195

ggc
Gly

aat
Asn

cte
Leu

gge
Gly

gac
Asp
275

ctg
Leu

gac
Asp

tte
Phe
100

aga
Arg

aaa
Lys

aat
Asn

tte
Phe

aat
Asn
180

gaa
Glu

tac
Tyr

att
Ile

tgc
Cys

acg
Thr
260

agyg
Arg

tat
Tyr

aac
Asn

342

390

438

486

5347

582

630

678

726

774

822

870

918

966
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att
Ile

aga
Arg
325

gdg
Gly

tta
Leu

aac
Asn

ttt
Phe

gtc
Val
405

ttt
Phe

WO 02/074987

ctg
Leu
310

cac
His

gece
Ala

att
Ile

cca
Pro

acc
Thr
390

ctc

Leu

tee
Ser

aac
Asn

cte
Leu

aag
Lys

aac
Asn

aat
Asn
375

gaa

Glu

gtc
Val

tat
Tyr

aag
Lys

ctg
Leu

gat
Asp

tgg
Trp
360

gty
val

gag
Glu

aca
Thr

gcg
Ala

cct
Pro

gag
Glu

gac
Asp
345

gat
Asp

agt
Ser

cct
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

cte
Leu

ggc
Gly
330

ttc
Phe

gat
Asp

999
Gly

gte
Val

agc
Ser
410

cce
Pro

cag
Gln
315

cte
Leu

atg
Met

cte
Leu

cce
Pro

cce
Pro
395

gte
val

acyg
Thr
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ctg aaa cca
Leu Lys Pro

ctg cag aag
Leu Gln Lys

gag att aag
Glu Ile Lys
350

att aat aag
Ile Asn Lys
365

aac gac cta
Asn Asp Leu
380

aac tce att
Asn Ser Ile

aag gaa gct
Lys Glu Ala

gac tct tte
Asp Ser Phe

aat
Asn

gac
Asp
335

agt
Ser

aag
Lys

cgg
Arg

gge
Gly

gce
Ala
415

cte
Leu

ttttaaagga
gctgacagga
acactgttceg
catttttatt
tagacggagg
atctgtctgg
agctccaaag
gtgtgaaccg
aatgtgacac
gataaattta
ggtctigeaa
atttttagaa

tttecattgtt

425
ttttatgtgt
catcttacaa
ctggaagett
cttectteca
caggagtttc
gctgtgatga
cttttectat
tegtgtgagt
ttgcaggaca
tgtgtagact
tgactcgtat
agggttttta

taaaatgtca

gtttccgaat
gagaatttge
tttgaagagc
acgtggtgcet
gttagaaagc
cgaatattat
cgcagtgttt
gtggtatgcc
ctacaacgtg
tttttotaag
tcagatgett
tggaccaatg

cctgtaaaat

430
gttttagtta
acatctectgg
acattctcct
atctctgaaa
ggacgctgtt
gaaatgtgcc
cagttcttta
tgatcacaga
ggacattgtt
atacggttaa
aaagaaagca
ccccagttgt

gggcattatt

att
Ile
320

agg
Arg

cat
His

att
Ile

cac
His

aag
Lys
400

gag
Glu

tgaaccctgt tagggcttgg

aca
Thr

aca
Thr

gte
Val

act
Thr

ttt
Phe
385

tee
Ser

get
Ala

aat
Asn

aag
Lys

tte
Phe

cce
Pro
370

gac

Asp

cct
Pro

tte
Phe

gccttttggt

aagcttagca

cagtgagctc

cgagcgttag

ctaaaaaagg

ttttectgaag

ttttcecttg

tggattttgt

tgtttecttee

taactaaaat

ttgctgctac

cagtcagagc

tatgtttitt
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tce geca 1014
Ser Ala
cgg cte 1062
Arg Leu

340
ttc tece 1110
Phe Ser
355
cct ktt 1158
Pro Phe
cce gag 12063
Pro Glu
gac agce 1254
Asp Ser
cta ggc 1302
Leu Gly

420

ggagccgcca
atcttattge
atgaggtttt
agtgcegect
tctectgeag
agattgtgtt
tggatatget
tataagcatc
atatttggaa
ttattgaaat
aaatatttet
cgttggtgtt

tttttgeatt

1355

1415
1475
1535
1595
1655~
1715
1775
1835
1895
1955
2015
2075

2135
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WO 02/074987

cctgataatt

tttaaactta

ggttataata

actgattttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Met

Cys

Glu

65

Gln

Asp

Ser
145

Thr

Arg

Gly

Lys

50

Pro

Gln

Phe

Leu

Gln

130

Glu

431
PRT
homo

val

Gly

Leu

35

His

Glu

Ile

His

Ala

115

Lys

Arg
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gtatgtattyg tataaagaac gtctgtacat

caggcttatt tgtaatgtaa accaccattt

cgtacaatce ttccctcatc ccatcacaca

gtttgcaata aaaccttgaa aaatattta

sapiens

Lys

Met

20

Asn

Pro

Leu

Asn

Phe

100

Arg

Lys

Asn

Thr

Val

Asp

Glu

Met

Leu

85

Leu

His

Ala

Val

Glu

Ala

Phe

Val

Asn

70

Gly

Lys

Lys

Ile

Leu
150

Ala

Ile

Ile

Gln

55

Ala

Pro

val

Ala

Leu

135

Leu

Ala

Leu

Gln

40

Asn

Ser

Ile

Glu

120

Lys

Lys

Lys

Ile

25

Ile

Pro

Sexr

Gly

105

Lys

Asn

Gly

10

Ile

Leu

Ser

Asn

20

Lys

Val

Lys

val

Phe

Ala

Lys

Pro

75

Gly

Phe

Glu

Lys
155

tgggttataa cactagtata
taatgtactg taattaacat

actttttttg tgtgtgataa

Leu

Met

Asn

Ile

60

Pro

His

Ser

Tyx

Glu

140

His

Thr

Lys

Asn

45

Ser

Pro

Ala

Phe

Ala

125

Lys

Pro

Tyr

Gln

30

Ser

Gln

Ser

Lys

Gly

110

Val

His

Phe
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Ser

15

Arg

Tyr

Pro

Pro

Pro

95

Lys

Lys

Ile

Leu

Arg

Arg

Ala

Gln

Ser

80

Sexr

Val

Val

Met

Val
160

2185

2255

2315

2354
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Gly

Asp

Cys

Ala

Pro

225

Phe

Glu

Met

305

Thr

Thr

val

Thr

Phe
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Leu

Tyr

Phe

Leu

210

Glu

Gly

Cys

Tyr

Met

290

Tyr

Asn

Lys

Phe

Pro

370

Asp

His

Tle

Leu

195

Gly

Asn

Leu

Gly

Asp

275

Leu

Asp

Ser

Axg

Phe

355

Pro

Pro

Phe

Asn

180

Glu

Tyr

Ile

Cys

Thr

260

arg

Tyr

Asn

Ala

Leu

Ser

165

Gly

Pro

Leu

Leu

Lys

245

Pro

Thr

Gly

Ile

Arg

325

Gly

340

Ser

Phe

Glu

Leu

Asn

Phe

Phe

Gly

Arg

His

Leu

230

Glu

Glu

val

Leu

Leu

310

His

Ala

Ile

Pro

Thr

Gln

Glu

Ala

Ser

215

Asp

Asn

Tyr

Asp

Pro

295

Asn

Leu

Lys

Asn

Asn

375

Glu
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Thr Ala Asp Lys

Leu

Arg

200

Leu

Ser

Ile

Leu

Trp

280

Pro

Lys

Leu

Asp

Trp

360

Val

Glu

Phe

i85

Asn

Gln

Glu

Ala

265

Trp

Phe

Pro

Glu

Asp

345

Asp

Ser

Pro

170

Tyr

Tyx

Ile

Gly

His

250

Cys

Tyxr

Leu

Gly

330

Phe

Asp

Gly

Val

His

Ala

Val

His

235

Asn

Glu

Leu

Ser

Gln

315

Met

Leu

Pro

Leu

Ala

Tyr

220

Ile

Ser

Val

Gly

Arg

300

Leu

Leu

Glu

Ile

Asn

380

Asn

Tyr

Gln

Glu

205

Arg

Val

Thr

Leu

Ala

285

Asn

Lys

Gln

Ile

Asn

365

Asp

Ser

Phe

Arg

1380

Ile

Asp

Leu

Thr

His

270

val

Thr

Pro

Lys

Lys

350

Lys

Leu

Ile
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Val

175

Glu

Ala

Leu

Thr

Ser

255

Lys

Leu

Ala

Asn

Asp

335

Ser

Lys

Arg

Gly

Leu

Arg

Ser

Lys

Asp

240

Thr

Gln

Tyr

Glu

Ile

320

Arg

His

Ile

His

Lys
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Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
Kiirzungen wird auf die Erkidrungen ("Guidance Notes on Co-
des and Abbreviations”) am Anfang jeder reguldren Ausgabe der
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{54) Title: QUANTITATTVE DIAGNOSTIC ANATYSIS OF HYPERTONIA

(54) Bezeichnung: QUANTITALTVL DIAGNOSTISCHL ANALY SL DER HYPERTONIL

L] {57) Abstract: The invention relates to the usc of the direer jon between the o ion or the i molecular
< modification of human homelogues of the sgk family and hypertonia for quantitatively diagnosing a specific form of genetically

related hypertonia. ‘The invention particularly relates to the detection of a direct relationship between two different polymorphisms.
& of individual nucleotides in the hsgk! gene and the genetically related predisposition 1o hypertonia. The invention additionally relates

Lo the provision of a diagnosiic kit i or polynucleotides used for detecling diagnostic targels hsgk1, hsgk2 and
< hsgk3.

o~

2 {57) Zusammenfassung: Dic Brfindung betrifft dic Verwendung der dirckicn Korrelation zwischen der (Jberexpression oder der
& funkrionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-liamilie und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose
g einer bestimmten l'orm der genetisch i Hypertonie. dere hetriftt die 1irfi den Nachweis eines unmittelbaren

Zusammenhangs zwischen zwei unterschiedlichen Polymorphismen einzelner Nukleotide im hsgk1-Gen und der genetisch bedinglen
Priidisposition zur ITypertonic. Dic Erfindung betriflt weitcrhin dic Bereitstellung eines Di i Antikérper oder
P ide zum is der di i Targets hsgkl, hsgk2 und hsgk3.
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or priority date and not in conflict wilh the appfication but
cited to understand the principle or fheory underlying the
invention

document of particular relevances the claimed invention
cannot ba considerad novel or cannol be considerad o
invoive an inventive step when the document is laken alone

'Y* document of pantlcular relevance; the ctaimed invention

‘cannol be considered to involve an inventive slep when the
document is combined with one or more other such docu~

ments, such combinatlon belng obvious to a person skilled
inthe art.

document member of the sama patent famity

Dale of the aclual completion of the intemational search

8 May 2003

Date of malling of the International search report

27/05/2003

Name and mailing address of the ISA
European Paten! Office, P.B. 5618 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswik
Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31651 &po ni,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Tuynman, A

Fom PCT/ISA/210 (s0c0nd shoat) (July 1982)

JP 2004-528032 A 2004.9.16



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

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(42)

intenn _ Application No

PCT/EP 02/03180

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory *
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/EP 02/03180
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see additional sheet (FURTHER INFORMATION FROM PCT/ISA/210)

3. ClaimsNos.:
D because they are dependent claims and are not drafted in. with th d and third of Rule 6.4(a),

Box IT  Observations where unity of invention is Iacking (Continuation of item 2 of first shect)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
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searchable claims.
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3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
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4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest (] The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
D No protest accompanied the payment of additional search Fees.
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Intemnational application No.

PCT7EP 02/03180

Continuation of I.1

Although Claims 10-13 relate to a diagnostic method practiced on the human
or animal body, the search was carried out on the basis of the alleged
properties of the compound or composition.

Continuation of 1.1
Claims: 1-4, 8, 10-13 (in part)

PCT Rule 39.1(i) - mathematical methods (Claims 1-4)
PCT Rule 39.1(iv) - diagnostic procedure practiced on the human or animal
body (Claims 10-13)

Continuation of 1.2

Claims: 3, 8, 12

Claims 3, 8 and 12 do not meet the requirements of PCT Rule 5.2 because
no sequence protocol has been submitted for the SNPs in intron 6.
Therefore, these claims could not be searched.

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions
in respect of which no international search report has been established
normally cannot be the subject of an international preliminary examination
(PCT Rule 66.1(¢)). In its capacity as International Preliminary Examining
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for
subjects that have not been searched. This also applies to cases where the
claims were amended after receipt of the international search report (PCT

Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the
procedure under PCT Chapter II.

Form PCTASA/210

JP 2004-528032 A 2004.9.16



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

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
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phily Interr Application No
mation on patent famliy members PCT/EP 02/03180
Patent document Pubiication Patent family ‘ Publication
cited in search report date member(s) date
WO 0062781 A 26-10-2000 DE 19917990 Al 02-11-2000
AU 4297200 A 02-11-2000
BR 0009914 A 08-01-2002
CA 2369078 Al 26-10-2000
CN 1351496 T 29-05-2002
CZ 20013778 A3 12-06-2002
WO 0062781 Al 26-10-2000
EP 1171131 Al 16-01-2002
HU 0200819 A2 29-07-2002
JP 2002542196 T 10-12-2002
NO 20015054 A 14-12-2001
SK 14972001 A3 04-06-2002

Fom PCT/ISA/210 (patentiamity annex) (July 1862)

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Inte isles Aktenzeichen
PCT/EP 02/03180

A._KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
IPK 7 C12Q1/68 GUlN337573 GO1N33/68

Nach der i ikation (IPK) oder nach der nationalen Kiassflikation und der IPK
B. RECHERCHIERTE GEBIETE
wna )
IPK 7 Cl2Q GOIN
aber nicht zum Mi Grstoff genbrende Sowet diese unler die recherchierion Gebiete fallen

Recherche Datanbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, BIOSIS, PAJ, WPI Data, EMBASE, MEDLINE, EMBL, CHEM ABS Data

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN

Kalegorie® | Bezeichnung cer Verdffentlichung, sowelt erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X WO 00 62781 A (WALDEGGER SIEGFRIED ;BROEER 1,5,10
STEFAN (DE); KLINGEL KARIN (DE); LANG)

26. Oktober 2000 (2000-10-26)
in der Anmeldung erwahnt

das ganze Dokument
Seite 3, Zeile 1 - Zeile 4

Wetere Vergffentiichungen sind der Forlsetzung von Feld C zu
entnshmen

E Siehe Anhang Patenifamilie

 Besondere Katagarien von angegebenen Verbffentlichungen
*A* Veréffenilichung, dio den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

*T* Spatel
oy Gom AT VerSAANGHt wordan T und i Gor
Anmeidung nicht kolligiert, sondern nur zum Versiandnis des der
Efindung zugrundeliegendan Prinzips oder der nr zugrundetisgenden

*E* aheres Dokument, das Jedoch erst am odsr nach dem
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

L* Verbtfentiichung, die geeignet ist, elnen Pﬂorlmlsansprucn zwewsmaﬂ or-
schev\en £ u lassen, oder durch di

X dindung
kann allsin auvgvmn dieser Verbftentlichung reht 2 B 061 Bt

anderen

ausgefih

Verbffentiichung, die sich aul eine miindliche Offenbarung,

o (1 Benuizung, elne Ausstallng oder andsre MaBinahmen bezieht
k4 7 ach

dem worden ist

54

gena en
il ader dio auo inem andorn besonderen Grund angegeben (4 (w\a
fuhr)

Tﬁllg kait beruhend betrachtel weru
Erindung

I(ann nicht als au' erilmtedscher Tétigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdifentiichung mit einer oder mehreren andersn
Verénemllchungen dieser Kale%wle in Verbindung gabmcm wird und
diese Verbingung fir einen Fachmann nahelisgend

*&' Verdfientiichung, die Miigiiad derselben Palenttamile ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

8. Mai 2003

T

27/05/2003

Name ift der
Européisches Patentarm, P,B. 5818 Patentlaan 2
NL -2260 HV Riiswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Bevollméchtigter Bedlensteter

Tuynman, A

Formblatt PGT/SA210 (Blatt 2) (Juli 1992)

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(47)

Intel ales Aktenzelchen

PCT/EP 02/03180

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

‘Bezelchnung der Veroffentiichung, soweit erforderich unter Angabe der in Betracht kemmenden Teile Belr. Ansprich Nr.

WAERNTGES S ET AL: "Transcriptional
upregulation of the human serine/threonine
kinase hSGK1 in glomerulonephritis."
KIDNEY & BLOOD PRESSURE RESEARCH,

Bd. 23, Nr. 3-5, 2000, Seite 246
XP008016819

Congress of Nephrology 2000;Vienna,
Austria; September 02-05, 2000

ISSN: 1420-4096

das ganze Dokument

DATABASE ON-LINE MEDICAL DICTIONAR
‘Online! 12. Dezember 1998 (1998-12-12)
XP002240465
http://cancerweb.nc1.ac.uk/cgi-bin/omd?blo
od+pressure,+high

das ganze Dokument

FATTORUSO, V ET AL: "Vademecum Clinique"
2001 , MASSON , PARIS XP002240464

Seite 1493, rechte Spalte, Zeile 31 -Seite
1494, linke Spalte, Zeile 25

1,5,10

Fombiatt PGTASA/210 (Fortsatzung von Bistt 2) (Juli 1092)

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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[— -Jonales Aktenzeichen

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 02/03180

Feld i Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Gemas Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriche kein Recherchenbericht erstellt:

1. [x] Anspracne nr. 1-4,8.10-13 (te]lweise)

weil sie sich auf Glegenstande Bezibhen, zU defen Recherche die Behdrde nicht verpfiichtet ist, nmlich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

2. [X] anspruche nr. 3,8,12

weil sie sich auf Teile der ldi beziehen, dle den d 80 wenig
a3 eine sinnvolle internationale Rscherche nicht durchgefihrt werden kann, namiich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

3. D Anspriiche Nr.

weil es sich dabel um i prii handeit, die nicht 8atz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld ll gen bei Eir it der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)
Dle i 6rde hat dan diese i d mehrere Erfi enthalt:
1. D Da der Anmelder alle er i i i rechtzeitig entrichtet hat, erstrackt sich dieser
icht aut all iiche.
2 D Da fir alle recherchi priiche die ohne elnen durchgeflihn werden konnte, der eine
. Atz i hatte, hat die Behtrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert.
o igt i
3. D Dader Anmelder nur einige der er echtzeltig entichiet hat, erstreckt sich dieser
internationale Rscherchenbsncm nur auf die Anspriche, fiir die Gebiihren enmcmel worden sind, namiich aut die
Anspriiche Nr_
4. ]:l Der Anmelder hat die nicht rechizsitig entrichtet. Der Internationale Recher—

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zusrst erwihnte Erfindung; diese Istin folgenden Anspriichen er-

sines D Die Gablihren wurden vom Anmeldst unter Widerspruch gezahit,

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchangebihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 {1))(Jull 1988}

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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Intesnationales Aktenzeichen PCTAP 02 03180

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld I.1

Obwoh1 die Anspriiche 10-13 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am
menschlichen/tierischen Kérper vorgenommen wird, beziehen, wurde die
Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen
der Verbindung/Zusammensetzung.

Fortsetzung von Feld I.1

Anspriiche Nr.: 1-4,8,10-13 (teilweise)

Regel 39.1(i) PCT - Mathematische Methode (Anspriiche 1-4)
Regel 39.1(iv) PCT - Diagnostizierverfahren, die am menschlichen oder
tierischen Kérper vorgenommen werden (Anspriiche 10-13)

Fortsetzung von Feld 1.2

Anspriiche Nr.: 3,8,12

Die Anspriiche 3,8 und 12 erflillen nicht die Erfordernisse des Regels 5.2
PCT, weil keine Sequenzprotokoll des SNPs in Intron 6 eingereicht ist.
Deshalb kdnnen diese Anspriiche nicht recherchiert werden.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fiir die kein internationaler
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorlaufigen Prifung sein kdnnen (Regel 66.1(e) PCT). In
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Priifung
beauftragte Behdrde wird das EPA also in der Regel keine vorldufige
Prifung fiir Gegenstande durchfilhren, zu denen keine Recherche vorliegt.
Dies giit auch fir den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichtes gedndert wurden (Art. 19 PCT), oder
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemiB Kapitel II
PCT neue Patentanspriiche vorilegt.

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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) . N It es Axtenzeichen
Angaben zu die zur gehsren PCT/EP 02/03180
im Recherchenbericht Datum der T Mitglied(er) der Datum der
o ichung Patentfamilie Verdffentlichung
WO 0062781 A 26-10-2000 DE 19917990 Al 02-11-2000
AU 4297200 A 02-11-2000
BR 0009914 A 08-01-2002
CA 2369078 Al 26-10-2000
CN 1351496 T 29-05-2002
(w4 20013778 A3 12-06-2002
WO 0062781 Al 26-10-2000
£P 1171131 Al 16-01-2002
HU 0200819 A2 29-07-2002
JP 2002542196 T 10-12-2002
NO 20015054 A 14~12-2001
K 14972001 A3 04-06-2002

Fomblatt PCTASA210 (Anhang Patentiamiie)(Jull 1992)

JP 2004-528032 A 2004.9.16
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