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Verfahren zum Nachweis chronisch-demenzieller Erkrankungen,

zugohdrige Peptide und Nachwelsreagenzien

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Wachweis einer chro-
nigehen, demenziellen Erkrankung cder einer Veranlagung fhr
eine chronisch-demenzielle Brkrankung, inszbescondere von Morbus
Alzheimer oder verwandten neurologischen Erkrankungen, z.B.
Lewy-Body Demenz cder vaskulare Demenz. Weiterhin betriffr die
Erfindung Peptide, die fir den Nachweis des vorhanden seins
dieser Erkrankungen, zur Verlaufskontrelle der Erkrankungen
und des Grades der Brkrankungen aufgefunden wurden, ARufcrdem
betrifft die Erfindung Nachweisreagenzien wie Antikdrper und
Nukleinsduren und dergleichen, lber die diese Peptidc, bzw.
die entsprechenden Nukleinsduren nachgewiesen werden kdmnen.
Weiterhin bhetrifft die EBrfindung paarmzsutiscihe Anwendungen,
die VGF, VGF-Peptide, VGF-Antikérper, VGF-Nukleinséurcn, VGF-
Protein-Antagonisten, VGF-Protein-Agonisten, VGF-Peptid-
Agonisten cder VGF-Peptid-Antagenisten beinhalten, zur Thera-
pie oder Prophylaxe von neurclegischen Erkrankungen, insbeson-
dere von Morbus Alzheimer. Weiterhin betrifft die Erfindung
Methoden zur Ermittlung von Patienten mit neurclogischen Er-
krarkungen, inshescndere Morbus Alzheimer, die geeignet sind,
an klinischen Studien zur Untersuchung diesger Erkrankungen

teil zw nehmen.

Bei den Peptiden handelt =s sich um Fragmente des Proteins
VGF, das auch als ,neurcendecrine specific protein VOF™ be-
zeichnet wird. In der Literatur wird dis Abkidrzung VGF auch
fir das Protein .vaccinla growth facter®™ oder fir ,vaccinia
virus growth factor® und fir "Vascular Permeability Factor"
verwendet, wobei diese Proteine nicht dem VGF-Protein entspre-

chen, das Gegenstand dieser Erfindung ist.

JP 2004-531250 A 2004.10.14



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

10

20

25

30

(33)

WO 02082075 PCT/DEOZOIITG

Demenzielle Erkrankungen stellen in den Industrieldndern auf-
grund der héheren durchgschnittlichen Lebenserwartung sin zo-
nehmendes Problem dar. Demenzielle EBrkrankungen sind grofiten-
teils nicht heilbar und machen eine langanhaltende Pflege der
Erkrankten erforderlich. Etwa die Hilfte dieser Patienten wird
gstationar gepflegt. Es sind mehr als 60 demenzielle Erkrankun-
gen bekannt, einschlieBlich sclcher Erkrankungen, die demenzi-

2lle Erscheinungen mit sich bringen.

Hiervon entfallen jedoch ca. 65 % auf Morbus Alzheimer (Alz-
heimersche Krankheit , AD, Alzheimer’s Disease}, deren Diagno-
ge und Therapie deshalb ein hoher Stellenwert zukommt. Neben
Morbus Alzheimer asind unter anderem folgende nicht-Alzheimer-
Demenzen bekannt: die vaskulare Demenz, die Lewy-Body Demenz,
die Binswanger-Demenz sowie Demenzielle Erkrankungen, die als
Begleiteffekt anderer Krankheiten, wie Parkinsonscher Krank-
neit, Huntington-Degease, Pick's-Disease, Gerstmann-
Strauvssler-Scheinger-XKrankheit, Kreuzfeldt-Jdakob-Krankheit

usw. vorkommen.

Morbus Alzaeimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die

sich durch folgende Symptome auszeichnet: Abnahme der geisti-
gen Féhigkeiten, Konfusion und herabgesetzte Selbsterhaltungs-
und Selbstbetreuungsféhigkeit. Insbesondere ein stark einge-

schrankrtes Kurzzeitgedachtnis ist charakteristisch fiar Morbus
Alzheimer, wahrend lange zurlickliegende Erinnerungen des Pati-
enten, z.E. an die eigene Kindheit, durch die Erkrankung weit
weniger beesintrichtigt werden. Morphologisch kommt es zu Ver-
snderungen im Gehirn, die sich u.a. in Form von Amyleoidablage-
rungen und degenerierten Nervenzellen #uBern. Die marpholegi-
schen Veranderungen kénnen nach dem Tode des Patienten histo-
logisch diagnoatiziert werden und sind bis heute der einzige

gichere Nachwels der Erkrankung. Diese histopatholegischen
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Diagnosen beruhen auf Kriterien, die das "Consortium to Esta-

blish a Registry for Alzkeirer's Disease" (CERAD) fesrgelegt
hat. Zur Diagnecse von Morhuis Alzheimer werden derzeit folgende
kriterienbasierte Diagnosesysteme verwendet: Die "Internatic-
nal classification of Diszases, L10th revigioen" (ICD-10), das
«Diagnostic and Statistical Manual of Mental Discrders, 4th
edition® (DSM-IV} der ,Arerican Psychiatric Bssociation® , und
die vom "National Inslilule of Neurological and Communicative
Disorders Association" N.NCUS-ADRDA aufgestellten "Work Group

crieria®

Diese Systeme verwendcn einc Reihe von ncurcpsychologischen
Tests, um elne Morbus Alzheimer Diagnose treffenr zu kOunen,

nicht jedoch objektiv messbare klinische Parameter.

Die Diagnose von Morbus Alzieimer ist auch deshalb schwierig,
da sie, epenso wie andere demenzielle Erkrankungen, schlei-
chend einsetzt und mit langsam fortschreitender Zerstdrung von

Nervenzellen im Gehirrn verbunden ist.

Derzeit steht keine ursachliche Therapie zur Behandlung von
Morbus Alzheimer zur Verfugung. Die Erkrankung wird lediglickh
symptomatisch z.B. durch die Gabe von Neurclransmillern wie
Acetylchalin behandeltb. Als weitere m&glichen Therapiestrate-
gien werden derzeit die Gabe von Antioxidantien, von Radikal-
fangern, von Calciumkanalklockern, von anti-inflammatorischen
Substanzen, von Secretaceinhibitoren, von anti-Amyloid-
Antikérpern usw. sowie die Immunisierung gegen Amyloid-Peptide
erprobt. Es ist bisher aber noch keilne ursichliche Therapie

dieser Erkrankung midclich.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Nachteile bei
der Morbus Alzheimer Diagnose im 5tand der Technik zu vermei-

den und ein frihzeitig und zuverléssly anwendbares Verfahren
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zum Nachweis chronisch-demenzieller Erkrankungen, insbesonderes

von Morbus Alzheimer, zur Verfigung zu stellen. AunRerdem liegt
die aufgabe zugrurde, einc neue Therapie zur Behandlung von
Morbus Alzheimer zur Verfigung zu stellen, da bisher nur unbe-
friedigends Therapieansétze zur Behandlung von Morbus Alzhei-

mer zur Verfligung stelen.

Definitionen:

VUF-Proteine oder Repride entaprechend den Acgeggion Nr
NM_0023373 und Yi2661;
Die von den Nukelinsaureseguenzen NM_ Q03378 und ¥12661 abge-

leiteten Peptilde werden auch als VGF-Proteine bezeichnet und

schlieffen alle natirlich veorkommenden Allele, Mutanten und Po-
lymorphismen von VGF-PBroteinen sowie gewebespezifiszch expre-
wierte VGF-Varianten ein. Inshescndere sind auch VGF-Varianten
eingeschlossen die aufgrund ven Erkrankungen oder als Folage
von neuralogischen Erkrankungen, insbesondere chronisch demen
zeillen Erkrankungen, insbesondere Morous Alzheimer auftreten,
Eingeschlossen sind suowohl VGF-Proteins mit, als auch chne Si-
gnalseguenz, Pro-Formen von VGF-Froteinen die noch nicht pro-
zessiert sind, sowie bereits prezessiertc VOGF-Proteine, lésli-
che VOF-PBroteine und membranstindige VGF-Proteine, woopel die
membranstandigen VGF-Proteine scwohl idber transmembrandre Ami-
nosauresequenzen mit einer Zell- oder Crganellmembran verbun-
den sein kdnnen, als auch tber eine postranslationale Modifi-
kation, z.B. einen Glykosyl-FPhosphatidyl-Incsitel (GPI)-Anker.
Ferner sind eingeschleossen Variationen der VGF-Sequenz, die
durch alternatives Splicing, durch alternative Transiations-
start- und -endpunkte, durch RNA-Editing, durch alternative
postranslacionale Moditizierungen, sowie weitere durch in der
Natur vorkommende Mechanismen entstandene VGF-Protein-

Varianten.
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YGFARP-Peptide:

Nachfolgend werden VGF-Feptide und VGF-Peptid-vVarianten als
VEFARP- ("VGF Alzheimer related peptide") Peptide bezeichnet.
VGFARP-Poptide kénren aich von beiden eingangs genannten VGF-
Sequenzen (NM_003378 und Y1266} sowle von weitaren VGF-
Protein-Varianten, die moglicherweise in der Natur vorkommon,
ableiten. Auferdem kénnen VGFARP-Peptide zwel punktmutierte,
zwel deletierte oder zwel zusitzlich intexrn eingefigte Ami-
nosduren, sowie N-terminale und/oder C-terminale Verlangerun-
gen beinhalten. Dabei wlssen sie jedoch mindestens 3 Aminosdu-
ren aus der VGF-Protcinseguenz beibehalten. Als K- cder C-
terminale Verlingerung kommen nur sclche Aminosauren in Frage,
die in der VOF-Proteinsegquenz an dieser Sequenzposition im
VGF-Protein vorkemmen. Auferdem werden Peptide, die sich aus
natiirlich vorkommenden VGF-Polymorphismen und aus natirlich
vorkommenden VGF-Mutanten ableiten, als VGFARP-Peptide be-
zeichnet . VGFARP-Peprtide k&éanen auch mit posttranslationalen
Medifikationen, wie z.B. Glykosilierungen und Phosphorylierun-
ge und/eder in chemisch modifizierter Form, vorzugsweise als
Peptid-oxide, vorliegen, Zum Beispiel wurde VGFARDP-12 sowchl
als nichtb oxidiertes, ale auch als oxidiertes Peptid identifi-

ziert.

Chemi i ifizi P i

Ein chemisch oder posttranslational modifiziertes Peptid kann
sowohl aus D- als auch avs L-Aminosauren, sowie aus Kombina-
tionen von D- und L-Aminoajuren bestehen. aAuferdem kénnen in
diesen Peptiden ungewdhnliche Aminosduren, d.h. Amirosiuren,
die nicht zu den 20 Standardaminosduren gehdren, enthalten
sein. Als Belspiele fir ungewdhnliche Aminosduren sind unter
anderemn: alpha-Aminobuttersaure, beta-Aminobuttersdure, beta-
Alanin, beta-Aminoisobuttersaure, Norvalin, Homoserin, Nor-

leucin, gamma-Amincbuttersiure, Thieprolin, 4-Eydroxyprolin,
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alpha-Aminoadipinsiure, Diaminobuttersaure, 4-

Aminobenzoesiure, Homocystein, alpha-Amincpenicillanséure, Hi-
stamin, Ornithin, Glycin-Prelin Dipeptid, Hydroxylysin, Pro-
lin-Hydorxyprolin Dipeptid, Cystathionin, Ethionin, Seleno-
Cystein. Als postranslaticnale oder chemische Modifikationen
sind unter anderem Medifizierungen der Aminosduresequenzen
durch folgende Strukturen: Bindung von frelem Cystein an ein
Cystein in der Peptidsequenz, Methyl-, Acetyl-, Farnesyl-,
Biotinyl-, Stearceyl-, Palmityl-, Lipoyl-, C-Mannosyi-, Phos-
phor- und sSulfatgruppen, Glycosilierungen, Amidierungen, Dea-

midierungen, Pyroglutaminsfure, Citrullin, usw. mdglich.

Jukleing, )
Als Nukleinsiuren werden DNA, RNA und DNA-RNA-Hybridoolekile
sowohl natirlichen Ursprungs, als auch synthetisch oder rekom-
binant hergestellt angesenen. Ferner eingeschlossen sind che-
misch modifizierte Nukleinsaaren, die modifizierte Nukleotide
mit hoher in vivo Stabilitdt, wie z.B. Pheapherthioaten, ent-
halten. Solche stakilisierten MNukleinsauren finden bereits bei
der Anwendung von Ribozym-, Antisense- und Triplexnukleingéu-

re-Techniken Verwendung.

Der Begriff signifikant wird im Sinne der Verwendung des Be-
griffs der Signifikanz in der Statistik verwender. In dieser
Patentanmeldung wird eine Irrtumswahracheinlichkeit von weni-
ger als 20 %, vorzugsweise 95 % weiter vorzugsweise 99 % als

gignifikant definiert.

Sengitivitat:

Als Sensitivitat wird der Antell an erkrankten Patienten defi-
niert, die bei einer Diagnese auf die Erkrankung ein positives
Diagnoseergebnis erhalten, d.h. die Diagneose zeigt die Erkran-

kung korrekt an.
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Als Spezifitlt wird der Anteil an gesunden Patienten defi-
niert, dic bei einer Dilagnose auf die Brkrankung ein neganives
Diagnosecrgehnis erhalten, 4.h. die Diagnose zeigt korrekt an,

dass keine Erkrankung vorliegt.

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass nur in Korperflissig-
keitspzcoben von an Morbus Alzheimer leidenden Patienten, ins-
besondere in Liquor cerebreospinalis, die Konzentration he-
atimmter Peptide relabiv zu ihrer Kenzentration in Kontroll-
proben stark verdndert ist und sco einen Nacawels von Morbus
Alzheimer erméglicht. Verdnderungen dor Konzentratrion dieser
Peptide relativ zu ihrer Konzentration in Xontrollgruppen zei-
gen das Vorliegen einer Morbus Alzheimer Erkrankung an und
sind daher zum Nachwels dieser Erkrankung bei hoher Sensitivi-
tat und Spezifitit geeignet. Die Modulierung der VGF-Protein
oder VGFRRP-Peptid Konzentraticn, mit dem Ziel der Einstellung
des Patienten auf normale VGF- cder VGFARP-Werte kann somit

therapeutisch angewendet werden.

Zur Losung der Aufgabe uwfasst die Brfindung ein Verfahren zum
Nachweis einer neurologlachen, insbesondere einer chronisch-
demenziellen Erkrankung, insbesondere von Morbus Alzheimer
oder einer Veranlagung fir eine golche Erkrankung durch Iden-
tifizierung eines oder wehrerer VGF-Peptide, welche von der
Sequenz mit der Gene Bank Accession No. NM 003378 cder der Ac-
cession Ma. Y12661 der DNA Data Bank of Japan abgeleitet sind
in einer biclogischen Probe eines Individuums. Da diese VGF-
peptide mit der Erkrankung vermutlich in einem ursachlichen
Zusammenhang stehen, beinhaltet die vorliegende Erfindung auch
die Verwendung dieser Peptide zur Therapie von Morbus Alzhei-
mexr oder verwandter neurclogischer Erkrankungen. Diese Peptide

oder Peptidfragmente werden als "VGF derived Alzheimer related
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peptide" (VGFARP) bezeichnet und sind nummeriert mit VGFARP-1

bis VGFARP-3B. Die beiden VGF-Protein-varianten ¥M 003378 und
¥12661 unterscheiden sich nur an 13 Positionen ihrer Aminasdu-
resequenz und von beiden VGF-Protelinen wurden VGF-Peptide
identifiziert, dic eine Unterscheidung zwilschen Morbus Alzhei-
mer und der Kontrollgruppe ermSglichen. Die VGFARFE Peptide
VOFARP-11 und -32 stammen von der VGF-Variante mit der Acces-
sion Nr. Y12661 , die VGFARP-Peptide VGFARP-25, -30, -31, -36
und -37 stammen van der VGF-Variante mit der Accession Nr.
NM_003278B. Alle dbrigen VGFARP-Peptide kénnen auZgrund ihrer
Aminocsfuresequenz von beider VGF-Varianten abstammen. Da bis-
her schon VGFARP-Feptide, abgtammend von zwei verschiedenen
VGF-Varianten identifiziert wurden, ist daveon auszugehen, dass
noch weitere VGFARP-Peptide existieren, die von diesen oder
anderer VGF-Varianten anstammen. Diegse VGFARFP-Peptide sind

ebenfalls Gegenstand der Erfindung.

Zur Lésung der Aufgabe gibt die Erfindung ein Verfairen zum
Nachweis von Morbus Alzheimer unter Bestimmung der relativen
Kenzentration wenigstens eines Markerpeptids in einer biclogi
schen Probe eines Patienten, verglichen mit der Konzentration
des Markerpeptida in einer Kontrcllprobe an, bei dem folgende
Punkte erfiillt sein missen: 1. Als Markerpeptid wird wenig-
stens ein VOFARP-Peptid oder ein Peptid, dass von den Nuklein-
sauren wit den Accession Nummern NM (03378 oder Y12661 oder
homolcgen Sequenzen abgeleitet ist verwendet., 2., Es tritt einc
fir dag jeweilige Markerpeptid spezifische Konzentrationserhd-
hung oder Konzentrationsverminderung des Markerpeptids in der
Probe des Patienten relativ zu der Konzentrakicn des Marker-
peptids in der Kentrollprobe auf. 3. Eine signifikante Konzen-
trationsanderung des Markerpeptids in der vorgenarnten Weise
wird als positives Nachweisergebnis fiir eine neurologische Er-

krankung, vorzugsweise Morbus Alzheimer, gewertet.
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Dabei kann far ein bestimmtes VGFARP-Peptid grundsatzlich ent-
weder nur ein Anstieg der Peptidkonzentration bei Morbus Alz-
haimer Patienten auftreten, oder es kann f0r dieses VGFARP-
Peptid grundsitzlichk nur eine Verminderung der Peptidkonzen-
tration bei Morbus Alzheimer Patienten auftreten. Fir ein de-
finiertes VGFARP-Peptid karn nicht gleichzeitig bei einem in-
dividuellen Morbus Alzheimer Patienten eine erh&hte und bei
einem andren Morbus Alzheimer Patienten eine, relativ zur Kon-
trollgruppe verminderte VGFARP-Fetidkonzentratien auftreten.
Wie bei nahezu allen medizinischen Diagnosen von Erkrankungen
gind falach-pozitive oder falsch-negative Ergebnisse grund-
satzlich méglich, d.h., dass in wenigen Einzelfallen eine fal-
sche Diagnose erfolgb, da sich die Konzentration der VGFARP-
Peptide bei Morbus Alzheimer Patienten nicht mit hundertpro-
zentiger Wahrscheinlichkeit von der Konzentration der VGFARP-
Peptide bei Koentrellproben unterscheidet. Dieses Problem kann

jedoch durch Mehrfachkontrollen behoben werden.

Im Sinne dieser Erfindung werden Peptide, die als Fragmente
der VGF-Sequenz aufgefassat werden kénnen, als VGFARP-Peptide
bezeichnet, Si¢ umfasgen vom VOF abgeleitete homologe Peptide,
Bie umfasszen AbkOmmlinge natiixrlich vorkeommender Allele dieser
Peptide und homologe Mutanten, insbesondere punktmutierte
Mutanten mit vorzugsweise nicht mehr als zwei von VGF abwei-
chenden Amincaduren. Bevorzugte Marker nach der Exrfindung sind
im Sequenzprotokell angegeben und sind mit VGFARPE-1 bis
VGFARP-38, entaprechend Seq. ID 1 bis 35 benannt. Die Sequen-
zen der VGFARP-Peptide sind in Abbildung 1 und ir Tabelle 1
dargestellt. Die Zuordnung der VGFARP-Peptide zu ihrer jewei-

ligen Seq. ID No. ist in Tabelle 1 dargestellt,.

Bel dem erfindungsgemafien Verfahren handelt e3 sich um ein

verfahren, bei welchem spezifische Biomarker erfasst werden,
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die bel neurvdegererativen Erkrankungen, insbesondere bei Mor-

bus Alzheimsr, in ihrer Xonzentrakion veréndert =sind und die
die Krankheit auch kereirs in einem sehr frithen Stadium und
eine erhéntes BErkrankungsrisike Irdhzeitig anzeigen. Dies ist
wichtig, um einen verlasslichen klinischen Marker zur Diagnose

dieser Erkrankunger. zur Verfligung zu stellen.

Vorzugsweise kann die Konzentration der VYGEFARP-Peptide in der
Frobe, aber auch das charakteristigche Muster des Auftretens
mehrerer bestimmter VGFARP-Peptide, mic dem Schweregrad der
Krankheit korrelierL werdern. Diese neuen Marker erméglichen
daher die Entwicklung und die begleitende Kontrolle von Thera-
pien zur Behandlung wvon Morbus Alzheimer, da der Verlauf und
ein eventuell aufgrund ciner Therapic einsetzender Heilungser-
folg oder ein vermindertes Fortschreiten der Erkrankung ermit-
telt werden kdnnen. Zine effektive Therapie von Morbus Alzhei-
mer ist derzeit nicht mdglica, was die Dringlichkeit der Be-
reitatellung einer sicheren Nachweismethode fir eine Morbuas
Alzheimer Erkrankung unterstreicht, da ein sicherer Nachweis
der Erkrankung elne Vorraussetzung zur Entwicklung einer The-

rapie ist.

Der Nachweis von VGFARP-Peptiden ermdglicht ea auferdem, im
Rahmen von klinischen Studien zur Entwicklung von neuen Thera-
pien zur Behandlung von Morbus Alzheimer mit hoher Spezifitat
nur solche Patienten auszuwdhlen, die an Morbus Alzheimer er-
krankt sind und nicht an anderen Erkrankungen, Dieses ist
wichtig, um aussagexrdftige Studienergebnisse gu erhalten.
Falschlicherweise als Morbus Alzheimer Patienten diagnosti-
zierte Patienten beeinflussen die Qualitat der Ergebniuse ei-
ner Morbus Alzheimer Therapie-Studie negativ. Aufierdem ermdg-
licht der Nachweis von VGFARP-FPeptiden die Stratifizierung von
Patienten, wodurch Subgruppen veon Morbus Alzheimer Patienten

gezielt ausgewihlt werden kdnnen, die far bestimmte Morbus
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Alzheimer Therapiestrategien oder klinische Studien besonders

geeignet sind.

Bei Morbus Alzheimer Patienten sind die Kensentrabionen wven
VGFARP-Peptidaen deutlich verdndert, relativ zu gesunden Perso-
nen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist es daher, die
VGFARP-Konzentrationen bei Morbus Alzheimer Patienten auf nor-
male Konzentraticnen za bringen. Dieses Verfahren kann zur
Therapie von Morbus Alzheimer oder verwandten neurclogischen
Erkrankungen eingesetzt werden. Bei erhdhten VGF-Protein odex
VGFARP-Paptid EKonzentrationen kdnnen die Konzentrationen die-
ger Stoffe durch therapeutischne Gabe von z.B. VGF-Protein oder
VGFARP-Peptid spezifischen antikdrpern oder VYGF-spezifiscaen
Antisense-Nukleinsauren, Ribozymen oder Triplex-Nukleinsduren
oder VGFARP-Peptid-Antagonisten, VGF-Protein-Antagonisten ge-
senkt werden. Zur Therapie kdénnen auch Substanzen verabreicht
werden, die die kdrpereigene Expression von VGF-Protein odex
die Prozessierung von VGF -Protein zu VGFARP-Peptiden unter-
driicken. Liegkt ein Mangel an VGF-Protein oder VGFARP-Peptiden
als Erkrankungsursacie vor, 3¢ kénnen therapeutische Gaben ven
VGF-Protein, VGFARP-Peptiden, VGFARP-Peptid-Agonisten oder
VGF-Protein-Ageonisten vorgenomnmen werden. Die kdrpercigene
Produktion von VGF-Probtein oder VGFARP-Peptiden kann durch die
therapeutische Gabe von Substanzen wie z.B. NGF, BNDT oder NT-
3 oder anderen geeigneten Stoffen erhéht werden, da diese
stoffe die VGF-Expression erhohen. Auch Subatanzen, die die
Frozessierung von VGF-Protein zu VGFARP-Pepriden férdern, wie
z.B. Prohormonkonvartasen wie =z .B. BCl, PC2 oder PC3, kdnnen
therapeutisch singesetzt werden. Natlirlich ist auch die Xonbi-
nation von verschiedenen Therapiestrategien mdglich und unter

Umstanden sinnvoll.

Die Erfindung umfasst daher auch die Verwendung von VGF-
Proteinen, VGFARP-Peptiden, VGFARP-Peptid-Agonisten und -Anta-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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gonieten, VGF-Protein-Agonisten unéd -Antagonisten, anti-VGF-

Protein Antikérpern, anti-VGFARP-Feptid Antikérpern, NGF,
BNDF, NT-3, anti-NGF Antikdérpern, anti-BNDF AntikGrpern, anti-
NT-3 Antikorpern und Antikérpern gegen Rezeptoren der genann-
ten Proteine zur direkten cder indirekten Modulierung der Kon-
zentration an VGF-Proteinen und VGFARP-Peptiden zur Behandlung
von neurclogischen Erkrankungen, insgbesondere Morbus Alzhei-
mer. Alternativ zu Antikorpern kénnen auch Antikorperfragmen-
te, Antikdrperfusionsproteine, oder andere selekbiv an VGF-
Proteine, VOFARP-Peptide, NGF, BNDF cder NT-3 bindende Sub-
stanzen Verwendung finden. ARlternativ zu den genannten Protei-
nen und Peptiden kodnnen auch Fusionsproteine der genannten
Froteine Verwendung finden. Weiterhin umfasst die Erfindung
auch die Verwendung veon Antisense-Nukleinsauren, Triplex-
Nukleinsduren und Ribozymen, die die Expression der genannten
Froteine und Peptide modulieren. Auflerdem umfasst die Erfin-
dung Agonisten und Antagonisten, dle die Akrivitat der genann-

ten Proteine modulieren.

Eine weitere Ausflhrungsform dieser Erfindung ist die galeni-
gche Formulierung oder chemische Modifizierung der beachriebe-
nen Peptide und Nukleinsiuren in einer Art und Weise, die es
jihnen erméglicht, die Blut-Hirn-Schranke und/oder die Blut-
Liguor-Schranke effizienter zu passieren. Dadurch eignen sie
sich dann besondera zur therapeutisgchen Anwendung. Um diesges
zu erreichen kdénnen z.B. VGF-Peptide, VGF-Proteine, Nuklein-
88uren, Agonisten oder Antagonisten derart medifiziext werden,
dass sie =z.B. lipophiler werden was den Ubertritt in den suba-
rachnoidalraum beginstigt. Dieses kann durch Einfilgung von hy-
drophoben Molekilbestandteilen oder auch durch die ,Verpak-
kung" der Stoffe in hydrophobe Agentien, z.B5. Liposomnen er-
reicht werden. Ausserdem kdnnen z,.B. Peptidsequenzen an diese
Peptide, Protein, Nukleinsiuren, Agenisten oder Antagonisten

angefligt werden, die den Ubertritt in den Subarachnoidalraum

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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,13,
beginstigen, bzw. umgekehrt den Ubertritt aus den Subaracinei-

dalraum heraus erschweren.

Die Erfindung umfasst auch die Verabreichung der genannten
Therapeutika iliber verschieden Wege, wie z.B. als intravendse
Injektion, als oral applizierbare Substanz, als ichalierbares
Gas oder Aerosol, oder die Verabreichung in Form von direkten
Injektion in den Subarachkncidalraum, oder in Gewebe wie Mus-
kel, Fett, Gehirn usw. Dadurch kann eine erhéht bioclogische
verfigbarkeir und Wirksamkeit dieser Therapcutika erreicht
werden., Z.B. kdnnen Peptide odex Froteine, die oral verab-
reicht werden durch sdureresizstente Kapseln vor porteolyti-
schen Abbau im Magen geschiitzt werden. Stark hydrophcbe Sub-
stanzen kdnnen durch geeignete galenische Aufbereitungen hy-
drophiler und scmit besser geeignet fir z.B. intravendse In-

jekticnen warden usw.

Eine weitere Ausfuhrungsform der Exfindung ist die Verwendung
von VGFARP-Peptiden oder von VGF-Proteinen zur Identifizierung
von Rezeptoren, die diese Molekile selektiv hinden. Auch diese
Rezeptoren kénnen durch ¢abe von Agonisten oder Antagonisten
moduliert werden, was zur Therapie von neurologischen Erkran-

kungen, inabesondere von Morbus Alzheimer, zweckmafig ist.

Aufgrund der zahlreichen, im Rahmen dieser Erfindung neu iden
tifigierten VGF-Peptide, kénnen erstmals Positionen im VGF-
Protein experimentell nachgewiesen werden, an denen eine Pro-
zessierung des VGF-Proteins in vivo otatt findet. Bei diesen
Prozessierungsstellen handelt es aich, hezogen auf die VGF-
Proteingequenz von NM_003378 um folgende Sequenzpositionen:
371/372, 418/419, 479/480, 480/481, 481/482, 482/483 und
4B3/484. Bezpgen auf die VGF-Proteinsequenz von Y1266l handelt
ea sich um folgende Prozesgierungsstellen: 371/372, 413/420
4807481, 483/484, 484/485 und 485/486, Alle experimentell

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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identifizierten Porzessierungspositionen stellen dibasisgche

Positionen, d.h. direkt aufeinander folgende Aminosauren mit
positiv geladenen Amincsdureseitenketten (Arginin = R, Lysin =
K) dar. Solche Seguenzmolive wergen z.B. von Prohormonkonver-
tasen erkannt und geschnitten, wobei zusitzlich die beiden ba-
sischen Aminosauren endoproteclytisch entfernt werden. Wie der
Name der Prcohormenkcnvertasen schen andeutet, konvertieren
Prohermonkonvertasen Prohormone zu Hormonen, wodurch neus bhio-
logisch aktive Stoffe (Peptid-Hormone) entstehen. Belspiele
fir biologische aktive Peptide, die auf diese Weise aus ihren
Fro-Formen generiert werden sind proNGF/HGF, proBDNF/BENDE usw.
[1]1. Folglich stellen die erfindungsgemidRen VGFARP-Peptide
Peptidhormone dar, die im Zusammenhang mit neurclogischen Er-
krankungen, vorzugswelse Morbus Alzheimer, als Angriffspunkte
flir Therapeutika geeignet sind. Die Modulierung der VGFARP-
Peptid Konzentraticnen kann somit zur Therapie von neurologi-
gchen Erkrankungen, verzugsweise Morbus alzheimer Verwendung

finden.
VGF-Biologie

Die im Ranmen dieser Erfindung identifizierten VGF-Proteine
(vorlaufermolekile zu VGF-FPeptiden) werden als ca. 68 kDa gro-
fe Proteine selektiv in neurcendokrinen und neuronalen Zellen
synthetisiert, wobei ilhre Expression mit zunehmenden Alter ab-
nimmt [2]. Bei der Untersuchung ven VGF-Gen defizienten Mausen
stellte sich heraus, dass wichtige Funktion im Energiestoff-
wechsel betroffen sind [3]. VGF-Gen defiziente Mause weisen
eine geringe Korpergrdfe auf, sind hypermetabolisch und hy-
peraktiv. VGF wird auch in den insulinproduzierenden Inselzel-

len der Bauchapeicheldriise synthetisiert.

VGF wurde bel der Untersuchung einer Pheochomozytom-Zelllinie

der Ratte |[PClz-Zelllinie) entdeckt und die Stimulierung die-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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ser Zelllinie mit ,Nerven Wachstumsfaktor" [(NGF) bewirkt eine

12- bis 14-fache BSteigerung der Konzentration von VGF [4, 5].
NGF ist ein wichtiger Wachstumsfaktor, der die Differenzierung
des peripneren und zentralen Nervensystems reguliert. Weitere
Faktoren, die die VGF-Expression regulieren sind der ,Brailn-
derived Neurotrophic Factor® (BDNF) und Neurotropin-3 (NT-3}
[6]. In vivo wird VGF-mRNA durch neurcnale Aktivitidt, neurcna-
le verletzungen und durch den biclegischen Rhythmus (circadian

clock) reguiiert iz, 7-9].

VGF wird mit zunehmender Differenzierung neurcnaler Zellen
\iber neuronalspezifisch expremier-e Endoproteasen, dle vermut-
lich basische Aminosauren erkenncn, proteclytisch prozessiert,
Wie Trani et al. zelgen kannten entstehen C-terminale VGF-
peptide mit den Massen 20, 18 und 1¢ kDa [10]. Diese VGF-
Prozessierung findet im Postendoplaswatischen Retikulum statc.
Diese Feptide werden in sedretorischen Vesikeln angereichert,
vorzugsweise nach Membran-Depolymerisatien freigesetzt und
kénnten eventuell eine Rolle in der neurcnalen Kommunikatiom
spielen [10]. Prohormonkonvertasen wie z.B. die BCl, PC2 oder
PC3 gind aus der Literatur als Beispiele fiir Endoproteasen,
die Protein-Vorlaufermolekiile an dibasischen Sequenzstellen
preteolybisch spalten bekannt. Die von uns identifizierten
VGFARP-Peptide stellen jedoch Uberraschenderweise Fragmente
mit deutlich geringerem Molekulargewicht als 10 bis 20 kDa dar
und gind daher verschieden zu den von Trani et al. beachriebe-
nen VGF-Peptiden. AuBerdem verwendeten Trani et al. gzum Nach-
wels dieser VGF-Peptide anti-VGF Antikdrper, die VGF-Epitope
erkennen, die verschieden zu den Sequenzen der VGFARP-Peptide
gind. VGFARP-Peptide haben wir sowghl in Morbus Alzheimer Pa-
tienten, ale auch in der Kontrellgruppe nachgewiesen. Die wvon
uns identifizierten Peptide stellen neue, bisher nicht he-
schriebene Prozessierungs-Produkte von VGF dar. Die Konzentra-

tionen der VGFARP-Peptide kénnen in einer fur jedes Peptid

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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spezifischen Weise in der Parientengruppe relativ:zur Kon-

trollgruppe entweder sinheitlich erhoht oder aber sinheitlich
erniedrigt sein. Bisher waren ausschlieflich andere VGF-
Peptide unbekannter Seguenz, abstammend vom C-termimalen Be-
reich des VGF-Proteins und mib deutlich hdherem Molekularge-
wicht als die von ung neu identifizierten und erstmalig se-

guenzierten Peptide bekannt [Z0].
Vorzugsweise Augfihrungsformen der Erfindung

Veorzugsweise ist die durch das erfindungsgemafe Verfahren
nachgewiesene chronisch-demenzielle Erkrankung Morbus Alzhei-
mer. Bislang kotnte die Veranderung der Konzentration der exr-
findungsgemaen Peptide und Peptidfragmente bei Morbus Alzhei-
mer Patienten nachgewlesen werden. Hieraus kann geschlossen
werden, dass die erfindungsgemafien Peptide zum Nachweis und
zur Therapie von Morbus Alzheimer und verwandten neurclogi-

schen Erkrankungen herangezcogen werden kénnen.

Die Identifizierung konzentriert sich vorzugsweisge auf be-
stimmte Peptidfragmente der VGF-Proteine mit der GemeBank Ac-
cession No. NM_003378, oder der DDBJ Accession No. Y12661 d.h
auf Peptide, die Teilsequenzen dieser VGF-Proteine umfassen.
Diese VGF-Peptide (VGF-Proteinfragmente) werden als "VGF de-
rived Alzheimer related peptide" (VGFARP) bezeichnet und sind
durchnumeriert mit VGFARP-1 bis VGFARP-38. Der Zusammenhang
zwischen den VGF-Proteinen und VGFARP-1 bis VGFARP-38 ist in
Abbildung 1 dargestellt. Die von uns ermitlkelten Sequenzen der

Peptide sind im Seguenzprotokoll angegeben.

Wir haben in biolcogischen Proben verschiedene VGF-Peptide, ab-
stammend von zwei VGF-Protein-Varianten, erstmals nachgewie-
gen. Diese mit VGFARP-1 bis VGFARP-38 bezeichneten Peptide

stellen definierte Fragmentc von VGF-Proteinen dar. Diese

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Fragmenkte entatehen auf narnirlicihe Weise in der Natur und wur-

den bisher in der Literatur nicht beschrieben. Diese Fragmente
sind verschieden =zu Peptiden, die in der Literatur oft durch
in vitro Proteclyse {durch Zugabe von Protgasen wie z.B. Tryp-
gin! erzeugt werden. Sie stellen somit neus, bisher unbekannte
Stoffe dar. Diese Peptide wurden zundachst Uber Reverse Phase
Cnrcmatographie aus biologischen Prcben angereichert und ge-
reinigt und anschliefend massenspektrometrisch von begleiten-
den anderen Peptiden getrennt, so dass diese VGFARP-Peptide

anschliefend seguenziert warden konnten.

TABELLE 1

Die Sequenzen der Peptide im Einbuchstaben-aminosaurecode sind

wie falgt:
VGFARP | Seqg. | Monoisotop
VGF-5equenz Nr. D theoret. Segquenz
Masse {Da)

¥12661 | NM_ 003378

33-59 23-549 1 1 31666,8278 |APPGRPEAQPPPLSSFH
KEPVAGLAVPGPKDGSA
BEV

23 82 23-82 2 2 31950,9875 |APPGRPEAQPPPLESEH
KEPVAGDAVPGPKDGSA
PEVEGA

23-58 23-549 1B 3 ' 3567,7594 |APPGRPEAQPPPLESELL
KEPVAGDAVDPGPKDGESA
PE

24-59 24-59 3 4 1595,7907 | PPGRPEAQPPDPLSSEHE
EPVAGDAVPGPKDGSADP
EV

24-62 24-82 4 S 3879,9504 | PPGRPEAQPPPLSSEHK
EPVAGDAVPGPKODGSAP
EVRGA

26-59 26-53 5 & 3401,56852 |GRPERQPPPLSSEHKEP
VAGDAVEGPKDGSAPEY

26-61 26-81 6 7 3614,8077 |GRPEAQPPPLSSEHKEP
VAGDAVPGPKDGSAPEVW

JP
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o RG
26-62 2662 7 8 3685,8448 |GRPEAQPPPLSSENKER
VAGDAVFGPKDGSAPEY
RGA
26-58 26-5B i9 il 3302,6167 |GRPEAQPPPLSSEHKEP
VAGDAVPGPEDGSAPE
26-57 26-57 20 10 3173,5721 |GRPEAQPPPLSSEHKEP
VAGDAVPGPKIGSAP
26-64 26-54 21 11 3955,9888 |GRPEAQPPPLSSEHKEF
VAGDAVPGPKDGSAPEY
RGARN
48-62 49-562 10 1z 1336,6735 |PGPKDGESAPEVRGA
50-114 90-114 22 13 2503,1827 |LDRPASPPAPSGSQOGE
EEEAAHAL
* 50_,- | 50...-57.m 15 14 |2 727,3501 |r1-GPEDEIAP-r2
57
39-4§ 16-46 23 15 BE1,4137 r7-HEKEPVAGD-r8
S0-57 50-57 24 1e > 730,3246 |rS-APSGSQRG-T10
------ 121-158 25 17 3745,7343 |SQTHELFAFESZEFAAP
PRPQTPENGPEASDPSE
EL
la64-174 1l64-174 26 pE:] 1235,5782 |QELEDFSPSSR
133~ 27 18 i §33,43585 |T11-EPAAPPRP-rl2
140, '
351-418 | ------ 11 249 7518,2744 |LQEAAEERESAREEEEXR
EQERRGGEERVGEEDEE
AAFAREAREADEAERARD
NALLFAREEEDGEAGAED
350-387 350-367 28 21 2031,B581 |GLOEAREERESAREEEE
A
350-370 350-370 29 22 2418,0419 |GLQEAREERESAREEEE .
AEQE
ffffff 373-417 30 21 4806,0408 |GGEERVGEEDEEAAEAE
AEAEEABRARQNALLFA
ERENGEACRED
------ 373-404 31 24 34545,5513 |GGEERVGEEDEEAAERE
AEAEEAERARQNALL
374-418 | ------ 32 25 4806,0408 |GEERVCEEDEERAEALE
AEADEAERARQKALLEA
EEEDGEAGAED
421-456 420-453 33 26 4058,7043 | SQEETPGHRRKEAEGTE

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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EGGEEEDDEEMDPOTID
;8L
* % 420-471 iz 27 5775,6294 : SOEETPGHRRKEAEGTE
421-472 EZGEEEDDEEMDEQTIO
SLIELSTKLHLPADDVY
5
421-479 420 478 13 28 £618,0353 |SQEETPGHRRKEAREGTE
EGCGEEEDDEEMDPQTID
SLIELSTKLALPADDVV
STIEEVEE
4860-472 459-471 34 28 1280,7249 STKLHLPADCDVVS
ELL e 355, 13- 35 10 > 946,4468 |T13-ARERESAR-T14
352«(11 362+r!’\
4815~ 481, .- 1a 21 = B62,3192 |r3-EDEEAAEA-T4
488, ., 488,
446, - 445, ..~ 17 3z 2 961,4063 |TS-EEMDPQTI-ré
453, 452 0
—————— 485-522 34 i3 3903,0180 |NAPPEPVPRPRAAPAPT
HVRSPQPPPPAPAPARD
ELFD
i —————— 485-521 37 24 3787,9511 |NAPPEPVPPPRAAPRPT
HVRSPQPPPPAPAPARD
ELP
501, .- 500, .5~ g a5 > 920,4523'r15-PTHVRSPQ—r15
508+ 4 507+,

* rl stellt eine Sequenz,

die der Sequenz oder Teilen der Se-

quenz des VGF-Proteins von Aminosaure 49-23 entspricht dar,

wobel rl, ausgehend von Amincsaure 50 des VGF-Proteins, zwi-

schen 0 und 27 Amircsiuren lang eein kann. Entsprechend stell:

r2 die VGF-Proteinsequenz von Aninosiure 58 bis 64 ader Teile

davon dar, wobei r2, zuagshend von VGF-Aminosdure 57 zwischen

0 und 7 Arinosduren lang sein kuann. Die weiteren Peptid-Ketten

r31 bis ri16 sind entsprechend dem cben exemplarisch erlautertem

Schema zusammengesetzt.

** VGFARP-12 wurde als nicht oxidiertes und als einfach oxi-

diertes Peptid (Zunahme des Molekulargewichts um ca. 14 Dal-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Lon) identifiziert.

Geslgnete Peptide

Die Peptide kémnen in posttranslationalen oder chemischen Mo-
difikaticnsformen vorliegen, was sich u.a. auf ihre Massen und
damit die masserspektrometrische Identifizierung und auch auf
das Eluationsverhalten bel der Chromatcgraphie, wie z.B. bei
Reverse Phase Chromatographie auswirkt. Insbescondere kémnen
die Peptide glykesiliert, phosphoryliert, sulfatiert, ami-
diert, coxidiert usw. in der zu untersuchenden Pxrcbe vorliegen.
Vorzugsweise liegen modifizierte Peptide als Peptidoxid vor,
wia z.B. das Peptid VGFARP-12, das sowohl als nicht medifi-

ziertes Peptid, alg auch als Peptidoxid identifiziert wurde.

Die Peptide werden inshesondere auch dann ale VGFAREP-Peptide
angegehen, wenn eirzelne Amincosiuren von der entsprechenden
Sequenz des VGF-Proteins abweicken, insbesondere wenn maximal
2 Amircosiuren von der VGF-Proteinsequenz abweichen. Dabei sind
Punktmutationen, Deletionen, interne Einfligungen von Aminosiu-
ren, sowic N- und C-terminale Verldngerungen zulassig, sclange
die VGFARE-Feptidsequenz mindegtens 8 Aminosdurer enthalt, die
relativ zur Aminosdureseguenz des zugendrigen VGF-Proteins

konserviert, d.h. unverandert, sind.

Fir einen positiven Nachweis der Erkrankung ist in Weiterbii-
dung der Erfindung ferner vorgesehen, dass die Konzentration
des oder der identifizierten Peptide fur jedes dieser Peptice
in spezifischer Weise relativ zur Kenzentration des jeweiligen
Feptides in einer Kontrellprobe erhoht oder erniedrigt ist.
Das Verhaltnis der Konzentraticnen der jeweiligen Peptide zur
Konzentration der Kootrollprobe kann zur Bestimmung des Schwe-

regrades der Erkrankung herangezogen werden.

Bei der Kontrollprobe kann es sich um eine Poolprobe aus ver-
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achiedenen Kontrollen handeln. Auch die zu untersuchende FProbe

kann eine Poolprobe sein, wobei bei positiver Ergebnis an-

schliefend Einzeluntersuchungen durchgefiihrt werden.

teeignete biclogischs Proben

Die hiclegische Probe kann vorzugsweise Liguor cerebrospinalis
(Cerebraospinalflitssigkeit, (SF) scin oder sine Probe wie Se-
rum, Plasma, Urin, Stuhl, Tranenflissigkeit, Synovialillseig-
keit, Sputum usw. Dies hangt u.a. von der Empfindlichxeit des
gewdhlten Nachweisverfahrens {Massenspektrometrie, ELISA etc.)
ab. Auch homegenisierte Gewebeproben, Gewebeschnitte und Biop-
siepraparate kinnen gegebenenfalls verwendet werden, Daher ist
in einer weiteren aAusfihrungsform dieser Erfindung vorqgesehen,
das zur Vorbereitung der zu untersuchenden Probe Guwebehomo-
genate hergestellt werden, z.B. aus menschlichen Gewebeproben,
die im Rahmen von Biopsien erhalten wurden. Diese Gewebe kdn-
nen z.E. mit manuellen Homogenisatoren, mit Ultraschall Homo-
genisatcren coder mit elektrisch betriebenen Homogenizatoren
wie z.B. Ultraturrax zerkleirert werden, und anschlieBend in
eincr &em Fachmann bekannten Art und Welse in sauren, wiasri-
gen Lbsungen mit z.B. 0,1 bis 0,2 M Essigsdure fiir 10 Minuten
gekocht werden. AnschlieRend werden die Extrakte dem jewsili-
gen Nachweisverfahren, z,B. einer massenspektreometrischen Un-
tersuchung, unterzogen. Die Proken kénnen in der tGblichen Wei-
sa vorbereiter, z.B. gegebenenfalls verdinnt coder aufkonzen-

triert, und geslagert werden.

Yerwandung dar VGFARP-Pantide gur Herstellung von Diagnostika
Welterhin umfasst die Erfindung die Verwendung wenigstens ei-
nes der erfindungsgemdfien VGFARP-Peptide oder eines VGF-
Proteins zur Diagnosc von neurclogischen Erkrankungen, insbe-
sondere chronisch-demenziellen Erkrankungen, insbesondere wvon
Morbus Alzheimer, sowie die Verwendung von VGFARP-Peptiden zur

Gewinnung ven Antikérpern oder von anderen Agenzien, welche

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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aufgrund ihrer VGFARP-Peptid-spezifischen Bindungseigenschaf-

ten zur Entwicklung von Diagnosereagenzien zum Nachwels dieser
Erkrankungen geeignet sind. Die Erfindung umfaft auch die Ver-
wendung von VGFARP-Peptiden zur Gewlnnung von Phagenpartikeln,
die spezifisch diese Peptide binden, oder die umgekehrt
VOFARP-Peptide auf ihre Oberfliche prasentieren und so die
Identifizierung von Bindurgspartnern wie Z.B. Rezeptoren von

ViF -Proteinen oder VGFARP-Peptiden ermdglichen,

Rachweismachoden flr VGFARP -Peptide

Im Rahmen der Erfindung kdnaen verschiedene Methoden zum Nach-
weig der VGFARP-Feptide verwendet werden. Dazu sind alle Me-
thoden geelgnet, die es erméoglichen, VGFARP-Peptide spezifisch
in einer Probe eirces Patienten nachzuwelsen. Gesignete Metho-
den sind unter anderem physikalische Methoden wie z.B. Massen-
spektrometrie oder Fliissigkeits-Chromatographie, molekularbio-
logische Metheden wie z.B. Reverse Transiriptase Polymerase
Xettenreakticn (RT-PCR! oder immunolegische Nachweistechniken,

wie z,B. ,Enzyme linked immunogcrbent assays®™ {(ELISA).

Phy i ismethoden

Eine Ausfihrungsform der Erfindung ist die Verwendung physika-
ligcher Methoden, welche die erfindungsgemafien Peptide quali-
tativ oder guantitativ anzeigen kémmnen. Zu diesen Methoden ge-
héren unter anderem Massenspextremetrie, Flilggigkeitachrowato-
graphie, Dinnschichtchromatographie, NMR (Nuclear Magnetic-
Resonance} Spektroskopie usw. Dabel werden guantitative Mes-
margebnigse aus einer zu untersuchenden Probe mit den Mesawer-
ten, die bei einem Kollektiv an neurcologischen Erkrankungen,
insbesondere chronisch-demenziellen Erkrankungen, vorzugsweise
Morbus Alzheimer, leidenden Patienten und einem Kontrollkol-
lektiv gewonnen wurden, verglichen, Aus diesen Ergebnissen
kann das Vorliegen einer neurologischen Erkrankungen, insbe-

sondere einer chronigch-demenziellen Erkrankung, inabesondere
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Morbus Alzheimer und/oder der Schweregrad dieser Erkrankung

abgeleitet werden.

Gema# bevorzugter Ausfihrungsform dieser Erfindung werden dig¢
Feptide in der Probe vor der Identifizierung chromatographisch
gerrennt, und zwar vorzugswelse mit Reverse Phase Chromatcgra-
phie, besonders bevorzugt ist elne Trennung der Peptide in der
Probe mit hochaufldsender Reverse Phase High-Performance-
Flissigchromatografie (RP-HPLC). Eine weitere Ausfihrungsform
dieser Brfindung ist die Durchfilhrung von Fallungsreaktionen
zur Fraktionierung der Probe unter Verwendung von Fallungsmit-
teln wie z.B. Ammoniumsulfat, Polyethylenglykol, Trichlores-
gigsdure, Aceton, Ethanol usw. Die 50 gewonnenen Fraktionen
werden dann einzein dor jeweiligen Nachweisverfahren unterzo-
gen, z.B, der magsenspektrometrischen Untexrsuchung. Eine wei-
tere Ausfihrungsform der Erfindung ist die Verwendung von
Fliissigkeitsphasernextraktion. Dazu wird die Probe z.B. mit ei-
nem Gemisch aus einem organischen Ldsungsmittel wie ctwa Po-
lyethylenglykol {PEG) und einer wassrigen Salzldsung gemischb.
Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften reichern sich dann
bestimmle Inhaltsstcife der Probe in der organischen und ande-
re in der wissrigen Phase an und kdnnen so voneinander ge-

trennt und anschliefend weiter analysiert werden.

Raverse Fhase Chromatographie

Eine besonders bevorzugte Augfthrungsform dieper Brfindung um-
fagst die Verwendung von Reverge Phase Chromatographie, insbe-
sondere einer C18 Reverse Phase Chromatographiesiule unter
Verwendung von Laufmitteln bestehend aus Triflucressigsdure
und Acetonitril, zur Trennung von Peptiden in humaner Ligquor-
flissigkeit. Es werden z.B. jeweils Frakticnen gesammelt., die
je 1/100 des verwendeten Volumeng an Laufmittel beinhalten.
Die 50 gewonnenen Frakticnen werden mit Hilfe eines Massen-

spektrometerg, vorzugsweise mit Hilfe eines MALDI-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Masgenspektrometers (Matrix-unterstitzte Laserdesorption-

Ionigation) unter Verwendung einer Matixlésung, bestchend aus
z.B. aus L[-) Fucose und alpha-Cyanc-4-hydroxyzimtsiure, ge-
1ést in einem Gemisch aus Acetenitril, Wasser, Trifluoressig
saurc und Aceten, analysiert und so das Vorliegen bestimmter
Massen featgestellt und die Signalintensitat quantifiziert.
Diese Masgsen entsprechen den Massen der erfindungsgemifien Pep-

tide VGFARP-1 bis VGFARP-38.

Magsenspektrometrie

Genmif einer bevorzugten Ausflhrungsform der Exfindung kann die
Identifizieruny der VGFARP-Peptide mit Hilfe einer wasaenspek-
Lrometrischen Bestimmung, vorzugsweise einer MALDI- (Macrix-
assisted-laser-descrption-and-icnisation-) Massenspektrome-
trie, vorgencommen werden. Dabei umfasst die massenspektrome-
trische Bestimmung weiter vorzugsweise wenigstens eines der
folgenden Massensignale, jeweils berechnet anhand der theore-
tischen, monoiscrtopischen Masse des entspreachenden Peplids.
Dabei konnern leichte Abweichungen von der thecretischen, mo-
noisotopigchen Wasse aufgrund des experimentellen Fehlers und
gexr natlirlichen Isctopenverteilung auftreten, Auferdem wird
bei MALDI-Magsenbestimmuagen aufgrund der Messmethodik den
Peptiden ein Proton hinzugefigt, wodurch sich die Masse um 1
Dalton erhdht. Folgende Massen entsprechen den theoretischen,
menolisotopischen Massen der von ung identifizierten Peptide;
berechnet mit geeigneter Software, hicr GPMAW 4.02. Diese
theoretischen, monoisotopiscihen Massen kdnnen einzeln oder in
Kombinarionen in einer Probe auftreten: VGFARP-1 = J666,8378 /
VGFARP-2 = 3950,9875 / VGFARE-18 = 3567,7594 / VGFARP-3 =
3595, 7807 / VOFARP-4 = 3879,9504 / VGFARP-5 = 3401,6852 /
VGFARP-5 = 3814,8077 / VGFARP-7 = 35685,8448 / VGFARP-19 =
3302,6167 / VGFARP-20 = 3173,5741/ VGFARP-21 = 3955,95889 /
VGFARP-10 = 1336,6735 / VGFARP-22 = 2503,1827/ VGFARP-15 = 2

727,3501/ VGFARP-23 = > BS1,4137 / VGFARP-24 = 2 730,3246 [

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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VGFARP-25 = 3745,7343 / VGFARP-26 = 1235,5782 / VGFARP-27 = 2
533,4355 / VGFARP-11 = 751B,2744 / VOFARP-28 = 2031,8981 /
VGFARP-29 - 2418,0419 / VGFARP-30 = 480%5,0408 / VGFARP-231 =
2456,5513 / VGFARP-32 = 4B06&,0408 / VGFARP-33 = 40SB,7043 /
VGFARP-12 = 5776,62%4 / VGFARP-13 = 6618,0363 / VGFARP-34 =
1280,7249 / VGFARP-35 = 2 946,4468 / VGFARP-16 = = 862,31523 /

VGFARP-17 = 2 961,4063 / VGFARP-36 = 3903,0180 / VGFARP-37 =
1787,9%11 / VGFRRP-38 = 2 320,4828

CDas Symbol * (ist gréBer cder gleich) isr so zu werstehen, dass
nicht beliebig griRfere Massen fur die betroffenen VGFARE-
Feptide moéglich sind, sondern lediglich die Massen, die sich
aufgrund der méglicherweise zusitzlich an den Enden dieser
Peptide befindlichen Aminasduren ergeben kénnen. An den Enden
dieser Peptide kénnen nicht beliebige Aminoséuren zusitzlich
vorhanden sein, sondern nur solche, die aich aufgrund der Se-

quenz des VGF-Proteins an dieser Sequenzposition befinden kon-

nen.

ektr timmun e Se der VGFARP-

Peptide

Bei der weiteren praktischen Anwendung dieser Ausfidhrungsform
igk eine weltere Absicherung des Nachwelsergeknisses dadurch
méglich und empfenlenswert, dass die Tdentitit der den Massen
entsprechenden Pepride srmittelt wird, wobel ausschlieflich
Peptidsignale berdcksichtigt werden, die von einem VGF-Protein
abgeleitet werden kénnen. Diese Absicherung erfolgt uber eine
Identifizierung der Peptideignale vorzugswaise mit massenapek-

trometrischen Verfahren, z.B. einer MS/Ms-Analyse [11].

Durch das erfindungsgemafe Verfahren wurden neue, spezifische
peptide von VGF-Proteinen {(VGFARP-Peptide)identifiziert und in
ihrer Bedeutung erkannt. Diese VGFARP-Peptide und ihre Abkdmm-
linge wexden hier mit VGFARP-1 bis VGFARP-38 bezeichnet. Ihre
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T
Seguenzen cind im Seguenzprotokoll angegeben., Die VGFARP-

Peptide VGFARP-15, 1&, -17, -27, -35, und VGFARP-38 kénnen am
N- und/oder {-Teorminus zusdtzliche Aminosauren entsprechend
der korrespondierenden Sequenz des zugehdrigen VGF-Froteins
beinhalten. Die Erfindung umfasst auch die rekombinant oder
synthetisch hergestellten, sowie aus biologischen Proben iso-
lierten VGFARP-Peptide in unmodifizierter, chemisch modifi
zierter oder posltranslational modifizierter Form. Dabei sind
zwei Punktmutationen sowie andere Abweichungen wméglich, solan-
ge das VGFARP-Peptid mindsstens 8 Aminosiuren aufwelst, die in
ihrer Jdentitdt und ihrer Pesition innerhalb der Peptidsequenz

mit einem VGF-Protein ubcrecinstimmen.

SchlieBlich umfassr die Erfindung auch Nukleinsiduren, die zu
VGFARP-Peptiden korrespondieren, und insbesondere solche, die
zu den erfindungsgemiffen VGFARP-Peptiden korrespondieren, und
deren Verwendung zur indirekten Bestimmung und Quantifizierung
der zugehdrigen VGF-Proteine und -Peptide. Darin eingeschlos-
sen sind auch Nukleinsiuren, die z.B. nicht codierende Sequen-
zen, wie etwa 5'- oder 3'-untranslatierte Bereiche der mRNA
darstellen, oder Nukleinsduren, die eine flr spezifische Hy-
bridieierungsexperimente ausreichende Sequenzibereingtimmung
mit der Nukleinsdureseguenz von VGF aufweisen, und die daher
zum indirekten Nachweis der zugehdrigen Froteine, insbesondere

der VGFARP-Peptide geeignet sind.

Ein Auvsfihrungsbeispiel hierfir umfasst dis Gewinming von Ge-
webeproben, z.B. ven Biopsiepriparaten, von Patienten und die
nachiclgende Bestimming der Konzentration eines RNA-

Transkriptes korrcspondierend zum Gen mit der GeneBank Rcces-
sion No. NM_03378 oder der Accession No. YLZ661 cer ,DNA Data
Bank of Japan" , DDBJ oder korrespondierend zu homoleogen VGF-

Varianten. Dabei werden guantitative Messergebnisse (Intensi-

JP 2004-531250 A 2004.10.14



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

10

15

20

25

3q

(58)

WO 02082075 TCT/DEN2A13T6

- 27 -
Liten) aus einer zu untersuchenden Probe mit den Megswerten,

die bei einem Kollektiv an einer Morbus Alzheimer Erkrankung
leidender Patienten und einem Kontrallkollektiv gewonnen wur-
den, verglichen. 2Zur Quantifizierurg kdnnen Methoden wie z.B.
reverse Transkriptase Polymereasc Kettenreaktion {RT-PCR),
quantitative real-time PCR (ABI PRISMY 7700 Sequence Detection
System, Applied Biosystems, Foster City, CR, USA), in situ Hy-
bridisierungen oder Northernblots in einer dem Fachmann be-
kannten Weise angewendet werden. Aus den Ergebnissen kann das
Vorliegen einer chrenisch demenziallen Erxkrankung, voersugswei-
ge Morbus Alzheimer und/oder deren Schweregrad abgeleitet wer-

dan.

Immunol i h

Gemal eincr weiteren bevorzugten Ausfibrungsform der Erfindung
kann die Identifiziarung der VGFARP-Peptide oder der VGF-
Proteine unter Verwendung eines immunologischen Nachweissy-
stems, vorzugsweise eines ELISAs (,enzyme linked immuno sor-
bent assay" } durchgeflihrt werden. Dabei erfasst dieser immunoc-
logische Nachweis wenigstens ein VGFARP-PepLid cder VGF-
Protein, Zur Erhdhung der Spezifitat kann weiterhin bevorzugt
ein scgenannter ,Szndwich-ELISA® verwendet werden, bei dem der
Nachweis der VGFARFP-Peptide von der Spezifitdb von zwel Anki-
karpern, die unterschiedliche Epitope innerhalb des selben Mo-
lekiils erkennen, abhingig ist. Zum Nachweis von VGFARP-
Peptiden cder VGF-Proteinen kénnen jedoch auch andere ELISA-
Systeme, z.B. direkte oder kompetitive ELISA Verwendung fin-
den. Auch weitere, ELISA-ahnliche Nachweistechniken, wie z.B.
RIA [(,radic immunc assay* }, EIA {Enzymimmunoagsay), ELI-Spot
uaw, gind geeignet als immunologische Nachweissysteme. Als
Standard far die Quarntifizierung kdmnen aus biolegischen Pro-
ben isclierte, rekombinant hergestellte oder chemisch synthe-
tisierte VGFARP-Peptide oder VGF-Proteine verwendet werden.
Die Identifizierung des oder der VGFARP-Peptide kann z.B. all-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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gemein mit Hilfe eines auf das VGFARP-Peptid oder VGF-Protein

gerichteten Antikérpers, erfolgen. Weitere fir seolche Nachwei-
ee geeignete Methoden sind unter anderem Westernblotting, Im-
munprazipitaticn, Det-Blots, Plasmenrescnanzspektyometrie
(RIACCRE® -Technologie, Blaceore International AB, Uppsala,
Schweden), Phagenpartikel, PHAs (Peptide Nucleic Acids), Affi-
nititsmatrizen (z.E. ABICAP-Technologie, ABION Gesellschaft
fiir Biowissenschaften und Technik mbH, Jilich, Deutschland}
usw, Generell sind alle Substanzen/Molekille als Nachweisagen-
zien geeignet, die es erlauben, ein spezifisches Nachweissy-
stem aufzubauen, da sie spezifisch ein VGFARP-Peptid oder VGF-

Protein binden.

Gewinnuag von P-Peptiden und vo = - i -
ké

Eine weitere Ausidhrungsforrm der Erfindung ist die Gewinnung
von VGFARP-Peptiden unter Verwendung von rekombinanten Expres-
siongsystemen, Chromatographiemethoden und chemiechen Synthe-
seprotokollen, die dem Fachmann bekannt sind. Die so gewonnen
VGFARP-Peptide kdnnen unter anderem als Standards zur Quanti-
fizierunyg der jeweiligen VGFARP-Peptide oder als Antigen zur
Herstellung von VGFARP-Peptid-Antikérpern Verwendung finden.
Zu den dem Fachmann bekannten und geeigneten Methoden zur Iso-
lierung und Gewinnung von VGFARP-Peprtiden geadren die rekombi-
nante Expressicn von Pepiden. Zur Expression der VOFARP-
Peptide k&nnen unter anderem Zellsysteme wie z.B. Bakterien
wie Bacherichia coli, Hefezellen wie Saccharomyces cerevisiae,
Inscktenzellen wie z.B. Spodoptera frugiperda (Sf-9} Zallen,
cder Siugerzellen wie ,Chinese Hamster Qvary™ {(CHO) Zellen
verwendet werden. Diese Zellen sind von der . American Tissue
¢ulture Collection® (ATCC) exhadltlich. Zur rekombinanten Ex-
pression von VGFARF-Peptider werden z.B. Nukleinsdureseguen-
zen, die fiir VOFARP-Peptide kodieren in Kombination mit geeig-

neten regulatorischen Nukleinsduresequenzen wie z.B. Promoto-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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ren, antibictischen Selekticnsmarkern usw. mit molekularbiolo-
gischen Methoden in elnen Expresgiconsvektor eingefiigt. Ein da-
zu geeigneter vektor ist z.3. der Vektor pcDNAZ .1 von der Fir-
ma Invitrogen. Die so gewonnenen VGFARP-Peptid Expressionsvek-
toren kénnen dann in geeignete Zellen, z.B. durch Elektropora-
ticn, eingeffgt werden. Die so hergestellien VGFARP-Peptide

konnen C- oder N-términal wit heteroleogen Seguenzen von Pepti-
den wie Poly-Histidinseguenzen, Hemagglutinin-Epitopen (HA-

tag), oder Froteinen wie z.B. Maltosebindenden Froteinen,

CGlutathion-8 -Transferase (GST), oder Proteindomihnen wie der
GAL-4 DNA-Bindungsdomihne oder der GAL4-Rkrivierungsdomahne
fusioniert aein. Die Herstellung der VGFARP-Feptide durch
chemigche Syntihaese kann 7.B. nach dem Merrifield-Festphasen-
Syntheseprotokoll unter Verwendung von Syntheseautomaten, die

von verschiedenen Herstellern erhaltlichen sind, erfolgen.

Eine weltere Ausflhrungsform dieser Erfindung ist die Isclie-
rung von VGFARP-Peptiden aus biclogischen Proben oder aus
Zellkulturmedien odexr Zelllysaten van rekombinanten Expressi-
onssystemen z.B. mit Reverse Phase Chromatographie, Affinitat-
schromatoqraphie, Ionenaustauschehromatographie, Gelfilrrali-
on, Ispelektrischer Fokussierung, usw. oder mit anderen Metho-
den wie prdparativer Immunprazipitaticn, Ammoniumsulfatfal-
lung, Extraktion mit crganischen Lésungsmitteln uaw. Eine wei-
tere Rugfihrungaform der Erfindung igt die Sewinnung moncklo-
naler oder polykleonaler Antikérper unter Verwendung von
VOFARP-Peptiden. Die CGewinnung der Antikérper geschieht in ib-
licher, dem Fachmann wvertrauter Weise. Eine bevorzugte Ausfih-
rungsform ist die Herstellung und Gewinnung von VGFARP-Peptid
spezifischen Antikérpern, eine inshesondere bavorzugte Anefih-
rungsform ist die Herstellung von VGFARFP-Peptid spezifischen
Antikérpern die neo-Epitope erkemnen, das heifit Epitope, die
nur auf VSFARP-Peptiden vorhanden sind, die jedeoch nicht in

einem VGF-Protein. Solche anti-VGFARP-Peptid Antikdérper ermdg-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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lichen den spezifischen immunoclogischen Wachweis von VGFARP-

Peptiden in Gegenwart von VGF-Pretein. Polyklonale Antikérper
kénnen durch ILmmunisierungen von Versuchstieren wie z.B. Miu-
sen, Ratten, Kaninchen oder Ziegen hergestellt werden. Mono
klonale Antikérper kdanen z B, durch Immunisierungen von Ver-
suchstieren und anschliefender Anwendung von Hybridomatechni-
ken oder aber fiber rekombinante Versuchsansatze wie =z.B. dber
Entikdrperbanken wie die HuCALY -Antikédrperbank der Firma Mer-
phoSys, Martinsried, Deutschland, oder andere dem Fachmann be-
kannte, rekombinante Herstellungsverfahren gewonnen werden.
Antikérper kénnen auch in Form von Antikdrperfragmente wie

2.B. Fab-Fragmente oder FabZ-Fragmente usw. Verwendung finden,

Therapieentwicklung und therwachung durch VGFARP-Peptld Ie-
stimmungen

Ein weiteres Anwendungsbeispiel izt die gquantitative oder qua-
litative Bestimmung der oben genannten VGFARP-Peptide oder
VGF-Proteine zur Abschétzung der Wirksamkeit einer sich in der
Entwicklung befindlichen Therapie gegen neurclogische Erkrar-
kungen, insbesondere chronisch-demenzielle Erkrankungen, ins-
besondere Morbus Alzheimer. Die Erfindung kann auch zur Iden-
tifizierung von geeigneten Patienten fir klinische Studien zur
Entwicklung von Therapien fir diese Erkrankungen, insbesondere
Morbus Alzheimer, verwendet werden. Dabel werden guantitative
Messergebnisse aus einer zu untersuchenden Frobe mit den Mess-
werten, die bei einem Kontrollkellektiv und einer Gruppe von
Patienten gewonnen wurden, verglichen. Aus diesen Ergebnissen
kann die Wirksamkeit eines Therapeutikums, bzw. die Eignung
des Patienten fir eine klinische Studie, abgeleitet werden.
Die Wirksamkeiteprifung und die Auawahl der richtigen Patien-
ten fir Therapien und fir klinische Studien ist f£r eine er-
felgreiche Anwendung und Entwicklung eines Therapeutikums von
herausragender Bedeutung und bisher steht fir Morbus Alzheimer

kein klinisch messbarer Parameter zur Verfligung, der dieses

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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zuverlassig erméglicht [12],

tberprifung der therapautischen Wirkeamkeit von VGF-Proteinen,
VGFARP-Paptiden und von Agenziaen, die dim Expression und die
biologiache Verfiligbarkeit dieser Substanzen modulileren

Ein Ausfihrungsbeispiel hierflir umfasst die Kultivierung von
Zelllinien, und ihre Behandlung mit VGF-Proteinen, VGFARP-
Peptiden oder mit Substanzen, die die Expressicn von VGF-
Prctein fordern, wie z.B. NGF, BNDF oder NT-3, oder die Pro-
zessierung von VOF-Prokein cu VGFARP-Peptiden f&rdern, wie
z.B. Prohormonkonvertasen. Dadurch kénnen biologische Eigen-
schaften von VGF-Protein und VGFARP-Peptiden im Zusamménhang
wit reurcleogischen Erkrankungen, insbesondere Morbus Alzhei-
mer, ermicctelt werden. Auch Fusiongproteine und Fusicnspeptide
kénnen zur Behandlung der Zelllinien verwendet werden, =z .B.
Fusionsproteine bestehend aus Prohormonkonvertasen fusioniert
mit Peptidsequenzen, dic einen Transport des Fusionsproteins
ing Zellinnere fordern. Beispiels Fir mogliche Fugionspartner
von z.B. Prohornonkonvertasen asind HIV-TAT-Seguenzen oder An-
tennapedia-S8equenzenr usw, Ebenge kinnen Zelllinien mit Expres-
sionsvektoren trangfiziert werden, die direkt oder indirekt
eine Expression von VGF-Proteln oder VGFARP-Peptiden durch die
transfizierten 2ellen bewirken, Diese Expressicnsvektoren koén-
nen u.a. fir VGFARP-Peptide, VGF-Proteine, NGF, BNDF, NT-3
oder tfir Prohormonkonvertasen xodieren. Auch die Transfektion
von Kombinationen der genannten Proteine kdnnen durchgefihrt
werden. Alternativ kdnnen geeignete Zelllinien mit anti-vGF-
Protein- oder anti-VGFARP-Peptld-AntikOrpern oder mit Nuklein-
sfuren, die dic Expressicn von VGF unterdrilcken, wie z.B. VGF-
Antigenge-Nukleinséuren, VOF-Triplex-Nukleinsiuren cder gegen
VGF-mRMNA gerichteten Ribozymen, behandelt werden. Auch die Be-
handlung mit anti-NGF, anci-BNDF oder anti-NT-23 Antikdrpern
kénnte zur Unterdrickung der VGF-Protein Expression durchge-

filhrt werden. Inshesondere Zelllinien, die als neurclogische

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Modellgystreme im Zusammenhang mit VGF ala gesigneb erscheinen,

kénnen zu solchen Untersuchungen herangezogen werden. Als
read-out Systeme flr diese Untersuchungen kémnen unter anderem
Tests verwendet werden, die die Proliferationsrate der behan-
delten Zellen, ihre Stoffwechselaktivitdt, die Apoprogerate
der Zellen, Anderungen der Zellmorpholeogie, der Expression von
zelleigencn Proteicen oder Reportergenen oder die dic Freiset-
zung wvon zytosoclischen Zellbestandteilen als Marker flr Zell-
sierben ermitteln. Als weitere Testsysteme kénnen geeignete
Stamme von Versuchbieren, z.B. von Miusen oder Ratten, die als
Mcdell fir neurclogische Erkrankungen, insbesondere als Modell
fir Morbus Alzheimer, gelten, verwendet werden. Diese Ver-
suchstiere kémnen zur Untersuchung der Wirksamkeit von Thera-
piestrategien die die Modulation der Konzentration ven VGFARD-
PepLiden oder von VGF-Proteinen zum Ziel haben, herangezogen
werden. AuBRerdem kénnen in Versuchstieren auch Proteine und
Peptide wie =z.B. VGF-Protein, VGFARP-Peptide, NGF, BNDF, NT-3,
Prohormonkonvertagen uaw, untersucht werden, wobei diese Pep-
tide und Proteine unter Umstédnden so galenisch autbersitet
werden kdnnen, dass sie die Blut-Hirn-Schranke und/oder die
Blut-Ligquor-Schranke beszer passicren kémnen. Als galenische
Aufbereitungsmethode kérnen unter anderem liposomen-verpackte
FProteine und Peptide, DProteine und Peptide fusioniert mit
Transportsequenzen, wie z.B. einer HIV-TAT-Sequenz usw. ver-
wendet werden. AuvRerdem kdnnen Peptide und Proteine chemisch
derart modifiziert werden, dass sie lipophilere Eigenschaften
erhalten und daher leichter in Zellen eindringen kdénnen. Pep-
tide, die in wasgrigen Ldsungen nur schwer ldalich sind kénnen
umgekehrt chemisch derart modifiziert werden, das sie hydro-
philer werden und dann als z.B. intravends injizierbares The-
rapeutikum verwendet werden kdnnen. Sdureresitstente Kapseln
kénnen verwendet werden, urm empfindliche Substanzen, die oral

verabreicht werden scllen, im Magen zu schiitzen.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Read-out Parameter bei Versuchen mit Tiermocdellen kénnen die

{lberlebengdauer der Tiere, ihr Verhalten und ihre Kurzzeitage-
dichtnisleistung sein. Ein Beispiel flr einen Gedichtnistest
der f0r Vversuchatiere geeignet ist, ist der ,Morris water maze
test* , Als weitere Parameter kann die Bestimmung von Kdrper-
funktion, wie z.B. Blutrtegts, die Messung von Gehirnstrémen,
Stoffwechseltest, die Expressionsrate von VGF Preotein und
VGFARP-Peptiden ﬁnd anderen mit der Erkrankung im Zusammenhang
stehenden Preteinen, sowie morphologische und histolegische
Untersuchungen an Geweben, wie z.3. dem Gehirn herangezogen

werdan.

Dle Erfindung wird im folgendenh anhand von Beigpielen naher

illustriert. Dabei wird auch Bezug auf die Abbildungen genom-

mern,

Abbildung 1: Alignment der VGFARP-Peptide mit den beiden
bekannten VGF-Proteinen enteprechend den Da
tenbank Accegzion No. NM_003378 und Y12661

Abbildung 2: Reverse Phase Chromatographie zur Separation
und Anreicherung der VGFARP-Peptide aus Ligu-
ar cerebrospinalis

Abbildung 3: Massenspektrometrische Messung (MALDI) am
Beigpiel wvon VGFARP-7

Apbildung 4: MALDI als relativ guantifizierende massen-
spektroskopische Methode

Bbbildung 5: MS/MS-Fragmentapektrum am Beispiel des Pep-

tids VGFARP-13
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Abbildung 6a - C: ,Box-Whisker-Plots™ zum quantitativen ver-

gleich der Konzentrationen wvon VGFARRP-1,
VGFARP-2, VGFARP-18, VGFARP-3, VGFARE-4,
VGFARP-5, VGFARFP-4§, VGFARP-7, VGFARP-19,
VGFARDP-20, VGFARD-21, VGFARP-10, VGFARP-22,
VGFARP-28, VGFARP-29, VGFARP-20/32, VGFARP-
311, VGFAEP-12, VGFARP-13, VGFARP-36 und
VGFARP-37 in Morbus Alzheimer Patienten ver-

glichen mit Kontrollpatienten,

Die Abbildung 1 zeigt ein Alignment der erfindungsgemalen Pep-
tide mit zwel bekannten Varianten des VGF-Proteins, die in der
AbLildung mit ihren Datenbank Accession No. NM_ 003378 und
Y12661 bezeichnet sgind. Sequenzpositionen, die in beiden vari-
anten der VGF-Proteine identisch sind, sind in der Seguenz von
NM_003378 mit einem Stern dargestellt. Unterschiede in den Se-
guenzen sind durch den Amincsaureccde in weifer Schrift auf
schwarzem Hintergrund dargestellt. Der Pfeil am Ende oder am
Anfang von Teilsequenzen von VGFARP-13, -13 und 34 zeigt an,
das die jeweilige Sequenz gich Uber zwei Zeilen im Alignment
eratreckt.

Die Abbildung 2 zeigt ein Chromatogramm, aufgenommen mit Re-
varse Phase Chromatographie gemaR Beispiel 2, zur Separation
und Anreicherung der VGF-Peptide aus Liquor cerebrospinalis.

|

Die Abbildung 3 zeigt ein Spektrum, das durch MALDI-
massenspektrometische Messung gemaf Beispiel 3 von VGFARP-7
entstanden ist, mit einer theoretischen, monecisotopischen Mas-
ge von 3686 Dalton, nach erfolgter Reverse Phase Chromatogra-
phie von humanem Liguor cerebrospinales gemif Beispiel 2.
VGFARP-7 entspricht der VGF-Sequenz (Ahccession No. Y12661) von

Aminosdure 26-62.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Die Abbildung 4 zeigt durch MALDI als relativ quantifizierende

MS-Methode erzeugte Daten. Eine Probe wurde mit unterschiedli-
chetl Mengen verschiedener Standard-Peptide versetzt und die
Intengitit sowohl dieser Standardsignalc, als auch reprasenta-
tiver Probensignale ermittelt. Alle Signal-Intensitaten der
Standards wurden auf ihre Signalintensitidt bei einer Konzen-
tration von 0,64 uM (= 1) normiert, Jedes Peptid zeigt ein in-
dividuelles, typisches Verhdltnis von Signalstérke zu Konzen-
tration, was in diesem Diagramm anhand der Steigung der Kurve
ableabar ist.

|

Die Abbildung 5 zZeigt ein M3/MS-Fragmentspektrum gema® Bei-

spiel 4 des erfindungsgem&fien Peptids VEFARP-13.

Obere Spur: Rohdaten der Messung.
Untere Spur: Konvertiertes, dekonvolutiertes Massenspektrum
von VGFARP-13.

Das Peak-Muster ist charakteristisch fir VGFARP-13. VGFARF-13
entspricht der VGF-Scquenz {Accession KNo. Y12661; ven Amino-
gAure 421-479.

Die Abbildungen éA bis 6C zeigen in Form von ,Box-Whisker-
Plots™ einen Veraleich der integrierten MALDI-
maagenspektrometrigchen Signalintensitaten verschiedener
VGFARP-Peptide in Kontrollen, verglichen mik den Signalinten-

sitdten in Proben von Morbus Alzheimer Patienten.
Beigpiel 1: Gewinnung won Liquor cerabregpinalis zur Bestim-
mung ven VGFARP-Feptiden

Liguor oder Liguor cerebrospinalis (Gehirn-Rickenmarks-

Filissigkeit) ist die in den vier Hirnventrikeln und im Suba-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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rachneidalraum enthaltene Flassigkeit, die vor allem in den

Plexus choreoidei der Seitenventrikel gebildet wird. Dis Ent-
nahme von Liguor cerebrogpinalis erfeolgt meist durch Lumbal-
punktion, seltener durch Subokzipitalpunktbicn oder Ventrikel-
punktion. Bei der Lumbalpunkticn {Spinalpunktion} zur Entnahme
von Liquor cerebrospinalis wizd bei der Punktion der spinale
Subarachneoidalraum zwischen dem 3. und 4. oder dem 4. und 5.
Lendenwirbeldornfortsatz mit einer langen Hehlnadel punktiert
und so Liquor gewcnnen. Anschliefend wird die Prcbe 10 Minuten
bei 2000K g zentrifugiert und der Uberstand bei minus 80°C ge-

lagert.

Belspiel 2. Trennung von Peptiden in Liguor cerebrospinalis

(CSF) zur maggenapektrometrischen Messung ven VGPARP-Peptiden

Zum massenspektrometrischen Nachweis von VGF-Peptiden in CSF
ist in diegem Beispiel eine Trennung der peptidischer Inhalts-
stoffe notwendiy. Diese Probenvorbehandlung dient der Anrei-
cherung der erfindungsgemalen Peptide und zur Abtrennung von
Komponenten, die die Messung stéren kdnnen. Als Tremnverfahren
wird eine Reverse Phase Chromatographie durchgefihrt. Hierbei
eignen sich verschiedene RP-Chromatographie-Harze und Eluati-
ongmittel gleichermaen. Im Folgenden ist beiapielhaft die
Trennung von VGEF-Peptiden unter Verwendung einer C18 Revarse
Phase Chromatographiesdule mit der Grdfie 4 wm x 250 mm der
Firma Vydac. Es wurden Laufmittel folgender Zusammensetzung
verwendet: Laufmittel A: 0,06 % (v/v) Triflucressigsaure,
Laufmittel B:; 4,05 % (v/v] Trifluoressigsaurs, 80 ¥ (v/v} Ace-
tonitril. Die Chromatographie erfolgte bei 33 °C unter Verwen-
dung einer HP-ChemStation 1100 der Firma Agilent Technologies
mit einer Flusszelle Micro der Firma Agilent Technclogies. Als
Probée wurde humaner Liguer cerebrospinalis verWwendert. 440 ul
Liquer wurden mit Wasser auf 1650 pl verdlnnt, der pH auf 2-3

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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eingeetellt, die Probe flir 10 Minuten bei 1B000x g zentrifu-

giert und schlieflich 1500 gl der so vorbereiteten Prabe auf
die Chromatographiesiule aufgetragen. Die Chromatographiebe-

dingungen waren wie folgt: 5 % Laufmittel B zum Zeitpuakt 0

min., vom Zeitpunkt 1 bkis 23 min kentinuierliche Steigerung

der Laufwrictel B Konzentraticn anf 50 %, von Zeitfpunkt 45 bis
49 min kontinuierliche Steigerung der Laufmittel B Kenzoentra-
tion auf 100 % und anschliefend bis zum Zeitpunk:t 53 min kon-
stant 100 % pPuffer 8. 10 Minuten nach Baginn der Chromatogra-
phie wird mit dem Sammeln veon 26 Fraktionen zu je ¢,5 ml be-
gonnen. Das Chromatogramm elner Liguer cerebrospinalis Probe,
hergestellt unter den hier beschriebenen Verszuchsbedingungen,

ist in Abbildung 2 dargestelik,

Baispiel 3: Ermittlung der Massen von Peptiden mit Hilfe von

MALDI-Massenspektrometrie

Zur Massenanalyse werden typische Positiv-Ionen-Spektren von
Feptiden in eincm MALDI-TOF-Massenspektrometer (Matrix- unter-
stiitzte Laserdesorpticns-Ieonisation) erstellt. Geeignete
MALDI-TOF-Massenspektrometer werden von PerSeptive Biosystems
Framingham (Voyager-DE, Voyager-DE PRO oder Voyager-DE STR}
oder von Bruker Daltonik Bremen (BIFLEX) hergestellt. Zur Pra-
paration der Propen werden sie mit einer Matrixsubstanz ver-
mischt, die typischerweise aus einer organischen Sdure be-
steht. Typische Matrix-Substanzen, die aich fir Peptide eig-
nen, sind die 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure, die o-Cyano-4-
nydroxyzimtsiure und die 2,5-Dihydroxybenzoesfiure. Zur Messung
der erfindungsgemiffien VGFARP-Peptide wird ein lyophylisiertes,
nach Reverse Fhase Chromatographie gewonnenes Aquivalent ent-
sprechend 500¢ gl humanem Liguor cerebrospinalis, verwendet.
Die chromatographierte Probe wird in 15 pl einer Matrix-Losung
geldst. Diese Matrix-Ldsung enthidlt z.B. 10 g/1 o-Cyano-4-

hydroxyzimtsiure und 10 g/l L(-)Fucose geldst in einem Lo-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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sungsmittelgemisch bestehend aj: Acetenitril, Wasser, Trifluo-
resgigedure und Aceton im Velumenverhdltnis 49%:49:1:1. Von

dieser Losung werden 0,3 pl auf eine MALDI-Trigerplatte trans-
feriert und die getrocknete Probe im MALDI-Massenspesktrometer
Voyager-DE STR von PerSeptive Blosystems analysiert. Die Mes-
gung erfolgt im "Linear Mode" mit "Delayed Extraction" ™. Ein
Beispiel Fur cine Messung eines der erfindungsgemafien VGFARE-

FPeptide zeigbt Abbildung 3.

Die MALDI-TOF-Massenapektrametrie kann zur Quantifizierung ven
Peptiden wie z.B. der erfindungsgemafen VGFARP-Peptide einge-
setzt werden, wenn diecse Peptide in einer Kenzentrationm vor-
liegen, die sich im dynamischen Messbereich des Massenspektro-
metera befindet, wodurch Detektorsattigung vermieden wird,
Dieses ist filr die Messung der erfindungsgemidfen VGFARP-
Peptide in Liguor cerebrospinalis bei einer Liguor-
Aguivalentkonzentration von 33,3 pl pro ul Matrixldsung der
Fall. rir jedea Peptid gibt es ein spezifisches Verhidltnis
zwischen Messsignal und Konzentration, was bedeutet, dass die
MALDI -Magsenspektbrometrie vorzugswelse zur relativen Quantifi-
zierung von Peptiden herangezogen werden kann, Dieger Sacaver-
halt ist in Abbildung 4 dargestellt. Wird eine Probe mit un-
terschiedlichen Mengen verachiedener Standard-Peptide ver-
setzl, go kann die Intensitat sowchl dieser Standardsignale,
als auch der Probensignale ermittelt werden. Beispielhaft
zeigt Abbildung 4 eine MALDI-Messung als relativ quantifizie-
rende MS-Methode, Alle Signal Intensitaten der Standards war-
den guf ihre Signalintensitat bei einer Konzentration von 0,684
#M {= 1) normiert. Jedes Peptid zeigt ein individuelles, typi-
aches Verh3ltnis von Signalstarke zu Honzentraticn, was anhand

der Steigung der Kurve ablesbar ist.

Belspiel 4: Massenspeoktrometrische Identifizierung wven VGFARP-
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Peptidan

Zur Quantifizierung der erfindungagemafien VGFARP-Peptide musa
sichergestellt werden, dass es sich bei den zu analysierenden
Masgensignalen von Peptiden in den Frakticmen, gewcnnen durch
Reverse Phase Chromatographie von Ligquor cerebrospinalis, ce-
wak Beispiel 2, tatsdchlich um die erfindungsgemifen VGFARP-
Peptide handelt.

Die Identifikation der erfindungsgemifien Peptide, in diesen
Fraktionen erfolgt z.B. mit nancSpray-MS/ME [1l1]. Dabei wird
ein VGFARP-Peptid-Ion im Maggenapektrometer anhand seineg epe-
zifischen m/z (Masse/Ladung) Wertes in einer dem Fachmann be-
kannten Art und Weise im Massenspektrometer selektioniert.
Dieses selektierte Ion wird anachliefend durch Zufidhrung von
Kollisionsenergie mit einem StoBgas, z.B. Helium oder Stick-
stoff, fragmentiert und die resultierenden VGFARP-Peptid
Bruchstficke im Massenspektrometer in einer integrierten Analy-
seneinheit detektiert und korrespondierende m/z-Werte bestimmt
(Prinzip der Tandem-Massenspektrometrie} [13]. Das Fragmentie-
rungaverhalcen von Peptiden ermdglicht bei einer Massengenau-
igkeit von z.B. 50ppm eine eindeutige Tdentifizierung der er-
findungsgemafen VGFARP-Peptide unter Verwendung von ccomputer-
gestlitzten Suchverfahren [14] in Seguenzdatenbanken, in die
die Sequenz eines VGF-Proteins eingetragen wurde. In diesem
speziellen Fall erfolgte die massenspektrometrische Analyse
mit einem Quadrupol-TOF-Instrument, Modell "QStar-Pulgar! der
Firma Applied Biosystemg-Sciex, USA. Beispielhafte MS/MS Frag-

mentspektren sind in Abbildung S gozeigt.

Baeispiel 5: Masgenspektrometrische Quantifizierung von VGFARP-
Peptiden zum Vergleich ihrer relativen Eonzentration in Kon-

trollproben verglichen mit Patientenproben
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Flir 222 klinische Praben, d.h. 82 Kontrellproben und 13¢ Pro-
ben veon Patienten, die an Morbus Alzheimer erkrankt eind, wur-
de nach einer Probenvorbereitung gemdf Beispiel 1 und 2 ¢ine
nachgeschaltete MALDI-Messung der erfindungsgemifien VGFARP-
PepLide gemdf Beispicl 3 durchgefihrt. Exemplarische MALDI-
Signalintensititen sind in Form von .Box-Whisker-pPlots™ in den
Abbildungen 6A bis &6 visualisiert. Die in Abbildung § darge-
stellten ,Box-Whisker-Flots® beruhen auf Messwerten, die je-
weils anhand von 29 bis 45 Proben von Morbus Alzheimer Patien-
ten, bzw. 13 big 44 ¥ontrollproben je Experiment durchgeflhrt
wurden. Inagesam: wurden 4 Experimente durchgefihrrt. Die dar-
gestellten ,Box-Whigker-Pleota® erméglichen den Vergleich der
integrierten MALDI-massenspektrometrischen Signalintensitéten
verschiedener VGEFARP-Peptide in Kontrollen, mit den MALDI-
Signalintensitdten 1in Proben wven Morbus Alzheimer Patienten.
Dabei umfasst die ,Box® , d.h. die Saulen in den Diagrammen in
den Abbildungen 64 big 6C jeweils den Bereich der MALDT-
Signalintensitdten, in dem &ich 50 % der jeweiligen MALDI-
Signalintensitidten befinden, die wvon der ,Box™ ausgehenden
nach oben und nach unten weigenden Linien (,Whigker“ ) geben
den Bereich an, in dem sich jeweils die 25 % der Messwerte be-
finden, die die hdchsten Signalintensitéten aufweisen (oberes
Quartil), bzw., in dem sich die 25 % der Messwerte befinden,
die die niedrigsten Signalintensitdten aufweisen (unteres
ouartil). Die durchgezogene Linie in den Saulen gibt den Me-
dianwert und die gestrichelte Linie in den S3ulen gibt den

Mittelwert an.

Die [berschriften in diesem Dokument sind lediglich zur Struk-
turierung des Textes bestimmc. Sie gind nient dazu bestimmt,
die beschriebenen Sachverhalte =zu limitiersn oder ein zu

schranken. Alle Beispiele sollen den Erfindungsgedanken niher

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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charakterisieren, scllen jedcch den Aquivalenzbereich der Er-

findung nicat eingrenzen.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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<110>

SEQUENCE LISTING

RicVisioMN AG

BioVisioR AG

120>

Varfahren zum MNachweis chronisch-demenzieller Erkrankungen

, Zu-gehGrige Peptide und Nachweisreagenzien

<130>

<170
<210>
<Zll>
w2r2x>
<2153
<40C>

Ala Fro

Ser Ala

<20
<2Lll>
212>
<213>
<403>
A.a Pro

1

His Lys

3er Ala

VGF-PCT

35

fatentIn versicn 3.1
1

37

PRT
Homo sapierns

Fro Gly Arg Pro Glu Ala Gln Pro Pro Pro Let Ser Ser {iln
5 10 15

Glu Pro val Ala Gly Asp Ala Val Zro Gly Pro Lys Asp GIy
20 25 30

2
4C
PRT
homo

2
Pro Cly Arg Pro Glu Ala Gln Pre Pra Pro Leu Ser Ser Glu
5 12 14

Glu Pro Val Ala Gly Asp Ala Val Pro Gly Pro Lys Asp Gly
20 25 30

Zro Glu val Arg Gly Ala
35 4G
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WO 02/082075
«210> 3
<211> 36

<2 PRI
<213> hcmo

<40Q> 3

Ala Pro Pro

His Lys Glu

Ser Ala Pro

30
<210> ¢
<211> 36
<212» PRI

<213 nomo
<4gE> 4
Pre Pro Gly
1

Lys Glu Pro

Ala Pro Glu

i
<213% 5
<211 39
<2z12> PRT

<213> homo
<400>» 5
Pro Pro Gly

1

Lys Glu I'ro

saviens

Gly Arg Pro Glu Ala GIn Pro 2ra Pro Leu
il 10

Pre Val ala Gly Asp Ala Val Pro Gly Pzc
26 an

Glu

sapiens

Arg Prc Glu Ala 4Gln Pro Prgo Pro Leu Sor
:

5 15

Val Ala Gly Asp Ala Val Pro Gly Pro Lys
20 25

Val

saplens

Arg Tro Gle Ala Gln Fro Pro Fro Leu Ser
E} 16

Val Ala Gly Asp Ala Val Pro Gly 2ro Lys
20 Z5

(76) JP 2004-531250 A 2004.10.14

TCT/DEN2A 376

Ser Ser Glu
13

Lys Asp Gly
30

Ser Glua His
15

Asp Gly Ser
30

Ser lu His
s

Asp Gly 3er
30
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Ala Pro Glu Val Arc Sly Ala

<2.0>
w21l
<212
<21 3>

<40Q>

1

3%

o

34

LRI

homo sapiens

&

Gly Arg PFro Glu Rla Gln Pro Pro Pro Leu Ser Ser Glu His Lys Glu
5

it 15

Pro val Ala <1y Asp Als Val Pro Gly Pro Tys Asp Gly Ser Al: Pro

20 25 30
Glu val
<2L10>
<211» 36
<212>» PRT
<213> homc szpiens

<4G0x>

7

Cly Arg Pro Glu Ala Cln Lro Pro Pvo Len Ser Sexr Glu His Lys Glu
1 A

3 10 15

Pro Val Ala Gly Asp Ala Val Ero Cly Pro Lys Asp Gly Ser Ala bro

20 25 30

Glu Val Arg Gly

<27 0>
<211>
<212>
<213>»

<400

35

8

37

PRT

homo sapiers

]

Gly Arg Pro Glu Ala Gln Fro Pro Pro Leu Ser Ser Glu Yis Lys Slu

5 10 15
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Fro Val Ala

Glu Val Arg
35

£210% 9

<211> 33

<21%» PFRT

Gly Asp Ala val Pro Gly U'ro Lys Asp Gly Ser Ala Pro

<213» homg 3

<406> 9

Zly A-g l'ro

1

Fro Val Ala
Glu

<210> 10
<211» 32
<212» PRT
<213» hLomo
<AC0» 10

Gly Arg Pro
1

°ro Val Ala

<2.0> 12
<A1 39
<212> FPRT

<213>  homo
<400> 11

3ly Arg Pro

20 25 30

Gly Rla

sapiens

Glu Ala Giln Pro Pro Pre Leu Ser Ser ¢Glu His Lys Glu
5 10 15

Giy Asp Ala Val l'ro Gly Pra T.ys Asp Gly Ser Ala DPro
20 25 30

sapiens
Gl Ala &ln Pro Pro Pro Leu Ser Ser Glu Mis Lys Glu
E}

10 18

Gly Asp Alz val Pro Gly Pro Lys Asp tily Ser Ala Pro
20 25 3C

sapiens

Glu Ala Gln Pro Pro Pro lou fer Ser Glu His Lys 3lu
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WO 02/082075 PFCT/MEN2/ 01376
1 = in 14
Pro ¥Val Ala Gly Asp Ala Val Pro Gly Fro Lys Asp Gly Ser Ala Pro

Glu val Arg

3o
<210> 12
<211» 14

«212> PRT
<213> fromo

ACO> 12

Let Asp Arg
1

2ro Glu Glu

<2T0> e
<221> 8
<21dn PRT
<273> homo

<4C0> 14

Gly PFro Lys
1

<220x 15
w2il= 8
<212> FRT

<213> haomno

el 25 3n

Gly Ala Arg Asn

sapiens

Lys Asp Cly Ser Ala Pro Gia Val Arg Gly Ala
5 14

sapiens
Fro Ala Ser Pro Pro Ala Pro Ser Sly Ser Gln 31n Gly
: B

A 12

Glu Ala Ala Glu ARla Tau
20 25

saplens

Asp Gly Ser MNa Pro
5

sapiens

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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<400>

15

His Lys Glu

1

<210
<Z1l>
<212»
<Z13>

<£00>

16

PRT
Fome

1%

Ela Pro Ser

<210
<211
212>
213>

<40C>

T
36
PR
nome

17

Ser Gln Thr

Pro Pro Axg

Ser Glu Glu

<2ii>
<21i>
<212
213>

400>

35

18
11
PRT
home

18

Gln Gla _eu
1

<270>
<211>
<212>
<273

i9

3
FRT
Lome

Pro ¥zl Ala Gly Asp
5

sapiens

Gly Ser Gln Gla 1y

5

sapierns

His

[N
o
a}

13

Pro Gla Thr Pro Glo Asn Giy 2ro Glu Alz Ser Bsp Fro

20 25

Lea

saplens

Arg Asp Phe Ser Pro Scr Ser Ala
5 h

sagiens

(80)

PCTMER/ 01376

3C

Leu Pro Ala Pro Glu Ser Pre Glu Fro 2la Ala

t3

JP 2004-531250 A 2004.10.14



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

WO 0282075

<400» 19

Glu Pro Ala

<2l¢» 20
<21l> &4
<212» PRT

<213> homo
<400> 20

Zeu Gln Glu
Ala Glu Gin

Glu #lu Ala
3z

Ala Arq Glo
50

Sly Ala &1
€5

<210 21
<Z11i> 18
<212»> P&T
213> hemno

<400> M

Gly Teu Gln
1

Glu Ala
20> 22
«2lix» Z1

<212» ZRT

Ala Fro L'Lo Arg

sapler=a

Ala Bls Glu Glu
5

Glu Arg Arg Gly
20

Ala Glu Ala Ala

Asn Ale Leu Leu
55

sapnicns

Fro

Arg Glu

Gly Glu

25

Glu Alz

40

Phe Ala

(81)

PCTMER/ 01376

Ser Ala Arg Glu Giu Gle Clu
11 i%

Gl Arg val Gly G

le Clu hsp
30

Glu ALz Asp Glu Ala Glu Arg
45

Glu Glu Gla Asp Gly Gla Ala
&0

Gle Bla Ala Glu Glu Arg Giu %er Ala Arg 3lu Glu Glu
13

5

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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%213> heomo sapliens

<400> 22

Gly Lewn G.n Glu Ala Ala Glu Glo Axg Glu 3er Ala Arg Glu Glo Gla
L b 10 5

Glu Ala Glu Gln Gle

20
=210» 23
<211> 4%
<212> PRT

<213> nomo sapiens
<490> 23

5ly Gly Glu Glu Arg Val Sly Glu Glu Asp Glu Glu Ala Ala Glu Alea
' e} 10 1k

Glu Ala Glu Ala Glu Giu Ala Glu Arg Ala Arg CLr Asn Ala Leu Leg
22 25 S0

he Ala Glu Glu Glu Asp Gly Clc Ala Sly Ala Glu Asp
35 40 45

<H10» 24

<2ll> 32

<212> PERT

213> homo saplons
<400> 74

Gly Gly Glo Glu Arg vel Gly Glu Glu Bsp Glu Glu Ala Ala Glu Ala
1 5 12 i35

Glu Ala Glu Ala 5lu Glu Ala Glu Arg Alaz Arg Gln Asn Ala Leu Leu

20 25 30
<2.0> 2%
<211x 45
<212> ERT

<213> homo sapiens

<400> 23
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1

Slu Ala Giu

Phe Ala Gluc

35
<210 76
<211> 36
<z12> DRT

<213» home

<400> Z6

Ser Gln SGlu
1

Gla Glu Gly
Ile Asp Ser

35
<210> 2
<Zl1> 32
<Z21%»> PRT
<213> homo
<400> 27
Ser Gln Glu
1

Gle Glu Gly

Ile Asp Ser
33

Asp Val val

Gly Glu Glu Arg ¥al Cly Glu Glu Asp Glu Glu Ala Ala Glu Ala Ala

10 1%

Ala Asp Glu Ala Glu Arg Alas Arg Gln Asn Rla Leu Leu
20 25 30

Glu Glu Asp Gly Glu Ala Gly Ala Glu Asp
40 45

saplens

Giu Thr Pro Gly His Arqg Arg Ly= Glu Ala Glu Gly Thr
- B

5 ] 13

Gly Glu G1u Glu Asp Asp Glu 3lu Met Asp Pro Gln Thr
20 25 30

Leu

sapilens

Glu Thr Pro Gly His Arg Arg Zvs Glu Ala Glu Oly Thr
3 10 15

Gly Glu Glo Gla Asp Asp Glu Glu Met Asp Pro Gln Thr
20 25 30

Len Tle Glu Leu Ser Thr Lys Le: His Lew 2ro Ala ASD
a¢ 45

Ser
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<2LC> 28

<31 5%

<212» PRT

<213> homo sapions

<400> 28

Ser Gln Glu Glu Thr 2ro Gly His Arg Arg Tys Glu Ala Glu Gly Thr
1 5 10 15

£ Glu Glu Met Asp Pro Gln Thr

Glu Glu Gly Gly Glu Glo Glu Asp A
Y Y
2 3c

20

w i

lle Asp Ber lew Tle Glv Tou Ser Thr Lys Leu Eis Leu Fro Ala Rap
35 40 ah

Asp Val val Ser Ile Ile Glu Glu val Glu Slu

G bh
<21G> 239
<211> 13
<212» ZPRT

<213> homo sapierns
<4¢00> 249

Ser Thr Lys Leu iis Leu Prc Ala Asp AsT ¥al Val Ser
i 5 0

«212> 30

<211> 8

<212 pRY

<213> hone saplens

<406 30

Ala Glu Giu Arg Glu Ser Ala Arg
1

<210> 31

<Z21lx B

<€212>  PHT

“213» homo sapiens
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<40C> 31

Glu Asp Giu
1

<210> 3@
<311> @
<312> PRT

<2.3> homo
<400> 32
Gl Glu Met
1

<210> 33
«z1ll» 138
<212» P[RT
<213> homz

<£i0> 33
hsa Ala FPro

Thr His val

Arqg Asp Glu
33
<210> 34
<Z21i= 37
<212> FERT

<€2:3> homo
<4C0> 34
Azn Ala rPxo

1

Thr His Val

Glu

(85)

PCTMER/ 01376

Ala Ala Glu Als
5

sapiens

RS

sapt

Pre
Arg
20

el

Fro Gin Thr Ile
h

Crg

Glu Fro Val Fro Pro Proc Arg Ala Ala ro Ala Pro
5 1¢ 15

Scr Pro Gln Pro Pro #ro Pro Ala Pro Ala Pro Ala
23 30

Pre Asp

caplers

Pro Glu Pro ¥al Fro Pro Pro Arg Ala Ala Pro Ala Pro

5 -Q 15

Arg Ser Pro Gln Prc ?ro Pro Pro Ala Pro Ala Pro Ala

20

25 30

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Arg Asp Glu Leu Pro
35

«?1ix
<21l
<212>
<213>

<400>

35

8

PRT
homo

35

sapiens

Zro Thr His Yal Arg Ser Pro Gln

5

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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FPatentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis einer chronisch-demenziellen Brkran-

kung oder einer veranlagung fir eine chronisch-demenzielle

Brkrankung durch Bestimmung der reclativen Konzentration we-

nigstens eines Markerpeptids, verglichen mit der Konzentra-

ticn des Markerpeptida in einer Kontrollprobe, dadurch ge-

kennzeichnet dass:

a)

-]

c

als Markerpeptid wenigstens ein Peptid, abgeleitet ven
der Sequenz mit der Rccession No. Y12661 aus der DNA Data
Bank of Japan verwendet wird, und

eine f0r das jeweilige Markerpeptid spezifische Konzen-
trationsanderung in der Preobe relativ zu einer Kontroll-
probe festgestellt wird, und

eine signifikante Konzentraticnsidnderung des Markerpep-
tids in der unter b) genannten Weise als positives Nach-
welsergebnis fliir die chronisch-demenzielle Erkrankung ge-

wertet wird.

2. Verfahren zum Nachwais einer chronisch-demenziellen Erkran-

kung oder einer veranlagung fir eine chronisch-demenzielle

Frkrankung durch Bestimmung der relativen Konzentration we-

nigatens eines Markerpeptids, verglichen mit der Konzentrati-

on

des Markerpeptids in einer Kontrollprobe, dadurch gekenn-

zelchnet dass:

a)

b}

cl

als Markerpeptid wenigstens ein Peptid, abgeleizet von der
Sequenz mit der Gene Bank Accession No. KM 003378 verwen-
det wird, und

eine fir das jeweilige Markerpeptid spezifische Konzen-
trationsdnderung in der Frobe relariv zu einer Kontroll-
probe festgestellt wird, und

eine signifikante Konzentrationsanderung des Markerpep-
tids in der unter b} genannten Weise als positives Nach-

weisergebnis flir die chronisch-demsnzielle Erkrankung ge-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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wertet wird.

3. Verfahren nach Bnspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass wenigstens ein Peptid

a) Ein VGFARP-Peptid ist, oder

b) ein Peptid entsprechend der Accession No. Yi12661 der
DDBJ-Dalenbank ist, oder

c) ein Peptid entsprechend der Gene Bank Accession No.
NM 003378 isc, cder

d) ein Abkdwmling eines natiirlich vorkommenden Alles der un-

ter a} big c) genannten Feptide ist, oder

e} eine VGFARP-Mutante ist, wobei die VGFARP-Mutante vor-

zugsweisge in maximal 2, Amincsdauren von der entsprechen-

den nicht mutierten VGFARP-Sequenz abweicht, oder

f) eine Mutante einer der unter b) oder ¢) genannten Peptide
igt, wcbei die hminosiuresequenz maximal 20 % von den un-

ter b) oder ¢} genannten Aminosfureseqguenz abweicht. oder

a) ein chemisch medifiziertes, eder postranslational modifi-

ziertes Peptid entsprechen a} bisg f) ist

4, Verfahren zum Nachweis einer chronisch-demenziellen Erkran-
kung gemal Aaspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass
es in Kombinacion mit anderen Diagroseverfahren fir chronisch-
demenzielle Erkrankungen zur Erhéhnung von deren Sensitivitat

und/oder Spezifitdt durchgefdhrt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die demenzielle Erkrankung Morbus Alzheimer
oder eine verwandte neurolegische Erkrankung, insbesondere Le-

wy-Body Demenz oder vaskul&re Demenz ist.

6. verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass wenigstens ein identifiziertes VGFARE-Peptid

ausgewdhlt wird, wobei das Peptid in nicht medifizierter Form,

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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mit pesttranslationalen Modifikationen oder in chemiech modi-

fizierter Form, vorzugsweise als Peptlid-Oxid wvorliegt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peptid Komzentration fir einen positiven

Nachweisg der Erkrankung fur jedes der Peptide in gpezifischer
Richtung relativ zur Konzentration des jeweiligen Peptides in

einer Xontrollprobe erhéht oder erniedrigt ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eg zur Begtimmung der Schwere der Erkrankung,
zur Prognose des Verlaufs, oder zur Diagnose von Vorstufen
neurologischer Erkrankundgern, insbesgondere von '"'mild cognitive

impairment” {MCI} herangezogen wird.

%, Vertfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die biologische Probe Liquor cerebrospinalis
Serum, Plasma, Urin, Synovialfliiagigkeic, Stuhl, Tranenflis-

sigkeit, Sputum oder ein Gewebehomogenat ist.

10. Verfahren rach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Identifizierung der Peptide mit Hilfe

einer massenspektrometriscnen Beskimmung vorgenommen wird.

11. Verfanren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass
die Identifizierung die massenspektrometrische Bestimmung we-
nigstens einen der theoretischen, monoisoteopirzchen Magsenpeaks
von 3666,B278 / 3550,9875 / 3567,7594 / 13595,7907 f 3879, 8504

/ 3401,6852 / 3614,B077 / 3685,8448 / 3302,8167 / 3173,5741 /
3955,988% / 1336,¢735 / 2503,1827 / 2 727,3501 [ > 851,4137 / =
730,3246 / 3745,7343 / 1235,5782 / > 233,4395 / 7518,2744 /
2031,8981 / 2418,041% / 4806,0408 / 3455,5513 / 480%5,0408 /

4058,7043 / 5776,6294 / GEL18,0363 / 1380,7249 / 2 946,4468 /[ 2
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862,3192 / > 961,4063 / 3903,0180 / 3787,9911 / 2 920,4828 Dal-

ton unfasst.

12. Verfahren nach einen der anspriiche 1 his 9, dadurch ge-
kennzeichner, dass die Identifizierung der Paptide mic Hilfe
eines immunclegischen, molekularbiclcocgischen, physikalischen

oder chemischen Tesats vorgenommen wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
der immunologische Teat ein ELISA (Enzyme Linked Immuno Sor-

bent Assgsay), ein Radicimmunoassay oder ein Westernblot ist.

i4. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
die Identifizierung der Peptide mit Hilfe eines auf ein Peptid
cder ein Peptidfragment gerichteten Antikérpers, Ankikdrper-
Fragments, Phagenpartikels, PNAs oder einer Affinitacsmatrize

geschieht.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gea-
kennzeichnet, dass die Probe wvor der Ideatifizierung chromato-
grafisch fraktioniert wird, vorzugsweise mit Reverse Phase
Chroratographie, weiter vorzugsweise mit hochauflésender Re-

verge Phase Chromatographie.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Probe vor der Identifizierung durch
Fallungsreaktionen oder Flisaigphasentrennungen fraktioniert

wird.

17. Ein Peptid, dass
a) ein VGFARP-Peptid iet, oder
b) ein VGFARP-Rbkémmling eines VGF-Proteins ist, insbesondere
ein Abkémmling von NM 003378 oder ¥12661, oder
¢) ein VGFARP-AbkOmmling eines VGF-Allels Ist, oder

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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d] eine VGFARF-Mutante ist, wobei die VGFARP-Mutante vOorzugs-

weise in maximal 2, Amincsiuren von der entsprechenden
nicht mutierten VGFARFP-Sequenz abweicht, coder
e] ein chemisch, oder postransla;ional modifiziertes Peptid

ertaprecnend a) kis £} iat

18. Verwendung wenigstens eines d;r Peptide gemdf Anspruch 17
zur Cewinnuag von Antikorperm und zur Entwicklung von Diagno-
sereagentien zum Nachwels neurclegischer Erkrankungen, insbe-
sondere chronigch-demenzieller Erkrankungen, Insbesondere von

Morbus Alzheimer.
19, Antikdrper, dle die Peptide gemaf Arnspruch 17 binden.

20, Verwendung von Antikérpern gegen VGF oder von Antikérpern
gemifl Anspruch 19 zur Diagnose neurologischer Exkrankungen,
insbesonders charonisch-demenzieller Erkrankungen, insbesondere

von Morbus Alzheimer.

21, Verwendung ven Nukleinsduren, die zu VGFARP-Peptiden coder
zu VGF-Proteinan korrespondieren zur indirekten Bestimmung und
Quantifizierung der zugehdrigen Proteine und Peptide geeignet

sind.

22. verwendung sines Verfahrens entgprechend Anspruch 21, bei
dem der Nachweis der VGF-Nukleinsduren unter Verwendung ven
Morthernblots, von Reverge Transkriptase PCR oder von quanti-

tativer PCR erfolgt.

23. Verwendung eines Verfahrens gemif Anspruch 1 bis 15 cder
gemaf Anspruch 20 bis 22 zur Bestimmung der Wirksamkeit einer
Therapie fir eine neurclogische Erkrankung, insbescndere einer
chronisch-demenziellen Erkrankung, insbesondere bei Morbus

Alzhegimer.
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24, Verwendung eines Verfahrena gemaR Anspruch 1 bis 16 oder
gemdf Anspruch 20 bis 22 zur Stratifizierung von Patienten die
£lr Therapien oder klinische Studien neurclegischer Erkrankuu-
gen, insbesondere chronigsch-demenzieller Erkrankungen, insbe-
sondere Morbus Alzheimer geeignet sind.

25, Nukleinsiuren, die zu VGFARP-Peptiden korrespondieren.

26. Nakleinsauren, die als VGF-spezifische Antisense-
Nukleinsiuren cder als VGF-spezifische Ribozyme, oder als VGF-

spezifizche Triplex-Nukleinsduren geeignet sind.

27, Synthetische Agonisten oder Antagonisten der in Anapruch 3

genannten VGF-Peptide,

28. Peptide gemidft den in Anspruch 3 genannten Peptiden, oder
Stoffe gemaf Anspruch 25 bis 27 wobei diese Peptide, Nuklein-
sdure, Agonisten und Antagonisten in ciner Art und Weise gale-
nisch aufbereitet oder chemisch oder hiclogisch modifiziert
3ind, dass sic die Blut-Hirn-Schranke und/cder die Blut-

Liguor-Schranke pagsieren kdnnen.

29. Peptide gomif$ den in Anspruch 3 genannten Peptiden, odexr
Stoffe gemidii Anspruch 25 bis 27, wobei diese Stoffe in einer
Art und Weise galeniach aufbereitet oder chemisgch oder biolo-
gisch modifiziert sind, dass sie fir apezielle Applikationswe-
ge optimiert sind, insbesondere fir die Gabe in den Blutkreie-
lauf, den Gastreointestinaltrakt, den Urogenitaltrakt, das lym-
phatische System, in den Subarachnoidalraum, zur Inhalation
oder zur direkten Injektion in Gewebe wie z.B. Muskelgewebe,

Fettgewebe, Sehitn usw.

30. Verwendung wenigstens eines der in Anaspruch 3 angegebenen

Peptide cder der Nukleinsduren, Peptide, Agonisten oder Anta-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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gonisgten gemifl Angpruch 25 bis 27 als Arzneimittel oder Arz-

neimitbkel-Wirkstoff.

31. Verwendung von wenigstens eines der in Angpruch 3 angege-
benen Peptide cder von Nukleingéuren, Peptiden, Antagonisten
cder Agonisten gem&R Anspruch 25 bis 27 zur EBerstellung eines
Arzneimittels zur Propnylaxe oder Behandlung neurclogischer
Erkrankungen, inshesondere chronisch-demenzieller Erkrankun-

gen, insbesordere von Morbus Alzheimer.

32. Verwendung wenigstens einer Substanz, die dic Expression
von VGF-Proteinen moduliert, z.B. NGF, BNDF oder NT-3, zur
Herstellung eineg Arzneimittels zur Prophylaxe cder Behandlung
neurologischer Erkrankungen, insbescndere chronisch-

demenzieller Erkrankungen, insbesondere von Merbus Alzheimer.

33. Verwendung wenigstens einer Substanz, die selektiv die
Transkription oder Expressicn einer einzelnen VGF-Gen-
Variante, insbesondere NM_003378 oder Y12661, inhikiert oder
stimuliert zur Heratellung elines Arzneimittels zur Prophylaxe
oder Behandlung neurclogischer Erkrankungen, insbesondere
chronisch-demenzieller Erkrankungen, insbosondere von Morbus

Alzheimer.

34. Verwendung einer Supstanz, die wenigstens an eines der in
Anspruch 3 angegebenen Peptide bindet, insbesondere von Anti-
kérpern, Antikdrperfragmenten, PMAs oder Affinitadtsmatrizen
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe oder Be-
handlung neurologischer Erkrankungern, insbesondere chronisch-

demenzieller Erkrankungen, insbescndere von Morbus Alzheimer.

3%. Verwendung wenigstens eines der in Anspruch 3 genannten
Peptide oder der Nukleinsduren, Peptide, Antagonisten eder

Agonisten geméB Anspruch 25 bis 27 zur Therapic wvon neurologi-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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schen Erkrankungen, inshesondere chronigch-demenziellen Er-

krankvngen, inshegondere Morbus Alzheimer.

36. Verfahren zur therapeutischen Modulierung der Konzentrati-
on von mindestens einem der in Anspruch 3 genannten Peptide
oder von Nukleinsiuren gemd£ Bnspruch 25 in einem Patienten
mit einer neurclogischen Erkrankung, insbesondere chronisch-
demenziellen Frkrankungen, insbescndere Morbus Alzheimer.

37. Verfahren entsprechend aAnspruch 36, bei dem eine Verminde-
rung der Konzsntraticnen an VGF-Peptiden eder Nukleingduzen

angestrebr wird.

38. Verfahren entsprechend Anspruch 36, bel dem eine Erhdhung
der Konzentrationen an VGF-Proteinen oder an VGFARP-Peptide

angestrebt wird.

39, verfahren entsprechend Anspruch 37, bei dem einem Patlen-

ten

a) Antikorpor, die gegen VGF-Proteine, VGBFARP-Peptide, NGF,
BHNDF oder NT-3 gerichtet sind, verabreicht werden, oder

b} Antisense-Mukleinsiuren, Triplex-Nukleinsi&uren oder Ribozy-
me verabreicht werden um die Expression von VGF-Proteinen,
VGFARP-Peptiden, NGF, BNDF oder NT-3 =zu vermindern, oder

c] Subgtanzen, die die Preozessierung von VGF-Proteinen inhi-
bierer, verabreicht werden, cder

d) Antagonisten der in Anspruch 3 genannten VGF-Peptide verab-

reicht werden
40, Verfahren entsprechend Anepruch 38, bei dem einem Patien-

a] VGF Protcine, VGFARP-Peptide, NGF, BNDF oder NT-3 verab-
reicht wird, oder
b} Nukleinsiuren verabreicht werden, die filr VGF-Proteine,

VGFARP-FPeptide, NGF, BNDF oder NT-3 zu kodieren, oder

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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c) Substanzen verabreicht werden, die die Prozesgisrung von
VGEF-Proteinen férdern, oder
dl Agonisten der in Angpruch 3 genannten VGF-Peptide wverab-

reicht werden

41. Screenigverfahren zur Identifizierung von Substanzen, die
in der Lage sind die Expression mindestens eines der in An-

spruch 3 genannten Peptideru vermindern oder zu verstarken.

42. 3Bcreeningverfahren zur Identifizierung von Rezeptoren,
oder Inhibltoren die mindestens eines der in Ansgpruch 3 ge-

rannten Peptide binden.

43 . Screeningverfahren zur Identifizierung von Agonisten odexr
Antageonisten mindestens eines der in Anspruch 3 genannten Pep-

tide.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Verfahren zum Nachweis chronisch-demenzieller Erkrankungen,

zugehdrige Peptide und Wachweisreagenzien

Die Erfindung belrifft oin Verfahren zum Nachweis ciner chro-
nischen, demenziellen Trkrankung oder einer Veranlagung fir
eine caronisch-demenriellc Erkrankung, insbesondere von Morbus
Alzheimer oder verwandten neurslogischan Erkrankungetl, Z.B.
Lewy-Body Dewenz oder vaskuldre Demenz. Weiterhin betrifft die
Erfindung Peptide, die flr den Nachweiszs des vorhanden seing
dieger Erkrankungen, zur Verlaufskontrclls der Erkrankangen
und des Grades der Brkrankungen aufgefunden wurden. AuBorden
betrifft die Erfindung Nachweisreagenziern wie Antikdrper und
Nukleinsauren und dergleichen, tber die dicgo Peptideo, bew.
die entsprechenden Nuklelnsaurer nachgewiegen werden kdnnen.
Weiterhin betrifft die Erxfindung pharmzeutische Anwendungen,
die VGF, VEF-Peptide, VAF-Antikorper, VGF-Nukleinsduren, VGEF-
Protein-Antagoniaten, vGF-Protelin-Agonisten, VGF-2eptid-
Agonisten oder VOF-Peptid-Antagonisten beinhalten, zur Thera-
pie oder PBrophkylaxe von neurologischen Erkrankungen, iInsbeason-
derc von Morbus Alzheimer. Weiterhin betrifift die Erfindung
Methoden wur Ermibttlung von Patieanten mit aeurologischen Zr-
krankungen, iInsbesondsre Morbus Alzheimer, die geeignot sind,
an klinischen Studien zur Untersuchung dicser Ersrarckungen

teil r»u nehwen.

Bel den Peptiden handelt es sich um Fragmente des Proteins
VEF, das auck als ,neurcendocrine specific protein VGF® Dpe-
zeivhnet wird. In der Litevabtur wird die Abkiarzung VGF auch
far das Protein ,vaccinia growth factor® oder fir ,vaccinia
virus growth factor® und £ir "Vasculax Permcapility Faclor"
vervendet, wobel diese Proteine nicht dem VE@7-Protein entspre-

chen, das Gegenstand dieser Brfindung ist.
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Demenzieile Erkrankungen stellen in den Industrieldndern auf-
crund der héheren durchschnitilichen Lebenserwartung ein zu-
nehmendes Problem dar. Demernzielle Erkrankungen sind gréfiten-
teils nicht heilbar und machen eine langanhaltende Pflego der
Erkrznkten erforderlich. Etwa die Halfte dieser Patienkten wird
stabiondr gepflegt. Ee sind mehr ala 60 damenzielle Erkrankin-
gen bekannt, sinachlieflich solcher Erkrankungen, die demenzi-

elle Erscheinungen mit sich brirgen.

Hiervon entfallen jedoch ca, 65 & auf Morbus Alzheimer (Alu-
keimersche Krankheit , AD, Alzheimer’s Disease), deren Diagnc-
se una Therapie deshalb ein hoher Stellenwert zukommt. Neben
Morbus Alzheimer sind unter anderem folgende nicht-Alzheimer-
Demenzen bekannt: die vaskulire Demenz, die Lewy-Body Domernz,
die Binswanger-Demenz sowle Demenzielle Erkrankungen, die als
Begleiteffekt anderer Krankheiten, wie Parkinsonscher Krank-
heit, Huntington-Desease, Pick's-Digease, Gersthann-
Striussler-Scheinger-Krancheit, Kreuzfeldtb-Jakob-Krapkheit

usw. vorkommen.

Morbus Alzheimer ist eine neurcdsgenerative Erkrankung, die

sich durch folgende Symptome auszelcanet: Abknahme der geisci-
gen Fahigkeiten, XKenfusion und herabgesetzte Selbsterhalbungs-
und Selbstbetreuungsfihigkeit. Insbescendere ein stark elnge-

achrinktes Kurzzoitgedachtnis ist charakteristlisch f£dr Morbua
Alzheimer, wihrend lange zurickliegende Eripnerungen des Zabi-
enten, =.3. an die edgene Kindheit, durch die Erkrankung weit
waniger beeintrichtigt werden. Morphologisch kommt es zn Ver-
dnderungen im @ehirn, die sich uw.a. in Form von Amyloidablage-
rungen und degenerierten Nervenzelien dufern. Die morphclogi-
schen Veranderungen kdmnen nach dem Tode des Patienten histo-
logigeh diagnestiziert werden und sind his heute der einzige

sichere Nachweis der Erkrankung. Diese histopathologiuchen

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Diagnosen beruhcer auf Kritcrien, dle das "Consortium to Bata-

blish & Reglsgtry for Rlzheiwer's DiseaseY {CERAT) festgelegt
hat. Zur Diagnese wvon Morbus Alzheimer werden derreit folgendo
kriterienbasierte Diaguosesyvsbene verwendet: Die "Intermatio-
nal classification of Diseases, 10tk revisicn® (1CD-10), das
«Diagnestic and Statistical Manual of Mental Digorders, 4th
edition™ (DSM-IV) dar ,American Psychiatriec Association® , und
die vem "National Instituts of Neurological ard Communicative
Disorders Amsocialion' NIXIDS-ADRDAR aufgeslLellten "Work Group

crierila™

Diege Systeme verwenden eins Reihe von neuropsyciacleogischen
Tests, um esine Morbus Alwhnimer Diagnose treffen zu kdnnen,

nicht jedech objekiiv messbhare klinische Parameter.,

Die Diagnose wvon Morbus Alzheimer ist auch deshalb schwicerig,
da gie, cbeoneso wie andere demenzielle Erkrankungen, schiei-
chend einsetzt und mit langsam fortschreitender Zerstérung von

Nervenzellen im Gehirn verbundsn ist.

Dercelt steht keine ursichlicke Therapie zur Behandlung von
Morbug Alzheimer zur Verfiiqung., Die Erkrankung wird lediglich
symptonatisch z.B. durch cie Gabe von Neurotransmittern wie
Acetylcholin behandel=. Als weitere méglichen Therapiestrate-
gien werdern derzeit die Gabe wvon MAntioxidantien, von Radikal-
fangern, von Calciumkanalblockern, von anti-inflammaterischen
Subgtarzen, von Secrctaseiraibitoren, von anti-Amyloid-
Antikorpern usw. sowie die Immunisisrung gegen Amyloid-Peptide
erprobt. Es ist bighcr aber noch keine urgichliche Therapie

dieser Erkrankung mdyllich,

Cer Erfindung liegt diz Aufgabe zugrunde, dic Nachtedle bel
der Morbas Alzheimer Diagnose im Stand der Techrik zu vermei-

den und ein friihseitig und zuverldssig anwendbares Verfahren
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zum Machweis chronisch-demenzieller Erkrankungen, insbescondere
von Morbus Alzheiwmer, =ur Verfigung =u 2tellen. Auferdem _iegt
die Aufgabe zugrunde, eine neue Therapie zur Behandlung ven
Morbus Alzheimer zur Verfigung zu stellen, da hisher nur urbe-
friedigende Therapieansatze zur Behandlung von Morkus Alzhoi-

mexr zur Verfiigurg stehen.

Definitionen:

VGF-Proteipe odar Pe entsprecnend den_Agc ion Nr
HM_003378 und Y12661;

Die von den Nuzelinsduresequenzen NM_003378 und Y12661 abie-

leiteten Peptide werden auch als VGF-Prcteine bezeichmot und
schlieRen alle natlrlich voerkcmmenden Allele, Mutanten und Po-
lymorphismen ven VGF-Protelnen sowie gewebespeziiisch expre-
mierte VGF-Varianten ein. Insbesondere sind auch VAF-Varianten
eingeschlossen die aufgrund ven Erkrankungen oder zls Folge
von neurologischen Erkranx<ungen, inshesondere chrenisch demen-
zeillen EBrkrankungen, insbesondere Morbus Alzheimer auftreten.
Eingeschlossen gind sowohl vGF-Protelne mit, als auch ohne Si-
gnalsecuenz, Pro-Formen von VOF-Proteinen die noch nicht pro-
zesgiert zind, sowie bereits prozessierte VUF-Proteine, _ésli-
che VEF-Proteine und membransténdige VEF-Proteine, wobei die
membranstindigen VOF- Proteine sowchl fGber tranamembrznire Ami-
nosfureseguenzerl mit einer zell- oder Crganellmambran verbun-
den sein kénnen, als auch Uber eine postranslationale Modifi-
kation, z.B. einen Giylkosyl-Pnosphatidyl-Inecsitol (GFI)-Anker.
Ferner sind eingeschlcsgen Varialbionen der VGF-Sequenz, die
durch alternstives Spliving, durch alternative Translations-
start- und -endpunkke, durch RIA-Editing, durch alternative
postrans_ztionale Modifizierungen, scwie weitere durch in der
Natur vorkormmende Mechaniswen entstandens VOF-Protein-

Varianten.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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VOFARE -Peptide:

Nachfocligend werden VGF-Pentlde und VGEF-Peptid-Varianten zls
VGFARP- ("VGF Rlzheimer velated peptide") Pepiide hemeichnet.
VGFARP-Peptide kdénnoen sich von heiden eingangs genannten VGF-
Sequenzen (WM 003378 und Y1266} sowie von welteran VGF-
Prctein-Varianten, die mdglicnerweise in der Natur vorkomwen,
zbleiten. Aufferdem kdnnen VGFART-Peptlde zwel purktmitierte,
zwel deletierte oder zwei zusétzlich intern elingefigte ami-
nogiauren, gowie N-torninale und/oder C-terminale Verldngerun-
gen beinkalten. Dakei misser sie jedoch mindestens 8 Amincsau-
ren aus der VGF-Froteinseguenz beibehalten. Als X- oder C-
cerminale Verldngerung kommen nur solche Rmincsiuren in Frage,
die in der VGF-Proteinsgequenz an dieser Seguenzposition im
VGF-Protein vorkommen. Auflerder: werden Peptide, dis zich aus
natlirlich vorkommenden vGF-Polymorphismen und aus natfzlica
workommenden VGF-Mutanten ableiten, als VEFARF-Peptide he-
zeichnet. VOFARP-Peptids kérrnen auch mit posttranslationalen
Modifikationen, wie 7.B. &lykosilierungen und Phosphorylierun-
ge und/cder in chemisch modifizierter Form, vorzugeweise als
pertid-Oxide, vorliegen. Zum RBelspiel wurde VGFARP-12 sowchl
als nicht oxidiertes, als aunch als oxidiertes Peptid identifi-

ziert.

migoh - fonal modifizd i H

Bin chemisch oder pesttranglational modifiziertes Zeptid kann
sowchl aus D- als auch aus Z-Amincsfuren, sowie avs Kombina-
tionen von D- und L-Aminosfuren bestehen. Auflerdem kénnen in
disser Feptider ungewdhniiche Aminosiuren, d.h. Amincsduren,
die nichi: zu den 20 Standardaminesduren gendren, enthal Len
sein. Als Beispiele fiir ungewChnliche Aminosiurer =ind unter
anderem: alpha-Aminobuttersfurs, besta-Amincbuttersiure, beta-

Alanin, beta-Aminoischbuttersdure, Norvalin, Homoserin, Ner-

leucin, gamma-Aminchbubiersiure, Thioprelin, 4-Hyéroxyprolin,

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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alpha-Aninoadipirgiure, Diaminckuttersdure, 4-
Aminchenzaegdnre, Homocystein, alpka-Aminopenicillansiurc, Hi-
stamin, Ornithin, Glycin-Prolin Dipeptid, Hydroxylysin, Pro-
lin-Hydorxyprolin Digeptid, Cystatkionin, Ethionin, Seleno-
Cystein. Alg postranslaticnale oder chnemische Modifikationen
gind unter andever Mcdifizilerungen der Aminosdureseguenzen
durch folgende Struxturen: Bindung von freiem Cystein an ein
Cystein in der Peptidseguenz, ¥ethyl-, Acetyl-, Farnesyl-,
Biotinyl-, Stearcyl-, Palmityl-, Lipoyl-, C-Mannosyl.-, Phos-
phor - und Sulfatgruppern, Glycosilierungen, Amidierungen, Dea-

midierungen, Pyroglutaminsfure, Citrullin, uvsw. méglich,

Mukleinsiurern:

Als Nukleinsduren werden DNA, RNA und DNA-RNA-Hybridmolekile
sowohl natdrlichen Ursprungs, als auch synthetisch oder rekom-
binant hergestellt angesehen. Ferner eingeschlessen sind che-
misch medifizierte Nukleinsauren, die modifirierte Nukleotide
mit hoker in vivo Stakrilitit, wie z.B. Phosphorthioaten, snt-
halten. Solehe stabilisierten Nukleinséqren finden bereits bei
der Anwendung veon Ribozym-, hntisense- und Triplexnukleinsau-

re-Tackniken Verwendung.

Signifikangs:

Der Begriff signifikant wird lm Sinne der Verwarding Ses Be-

griffs der Signifikanz in der Statietik verwendet. In dieser

Pacentaumeldung wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weni-
gar als 20 %, vorcugsweise S5 & welter vorzugsweise 39 & als

signifikant defiaiert.

gensjitivitat

Al3 Sensitivitdt wird der Avtell an erkrankten Patienten defi-

niergt, di= bei einer Diagnose auf die Erkrankung =in posiktives
Diagnoasergebnis erhalten, d.h. die Diagnose zeigl die Exkran-

kung keorrekit an.
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Spezifitak;

Al Specifitdt wird der Anteil an gesunden Patienten detdi-
niert, die bei einer Diagnose auf die Erkrankung ein neganives
Diagnoseergebnis erhaltern, d.h. die Diagnose zeigt korrekt an,

dags keine Erkraniung vorliegt.

iiberraschenderweilse wurde gefunden, dass nur in Kérperflissig-
keitsproben.von an Morbus Alzheimer leidenden Patienten, ins-
besondere in Ligquor cerebrospinalis, die Konzentration be-
stimmter Paptide relativ zu ihrer Konzentration in Keontwroll.-
proben atark verizdert ist und go einen Nachweis' von Morbus
Alzheimer erméglichs . verinderungen der Konzentration dieser
Peptide relativ »u ihrer Konzentration in Xontrollgruppern Zed-
gen das Vorlisgen einer Morbus Alzheimer Erkrankung an und
sind daher zum Nachweis dieser Evkrankung bei hoher Sensitivi-
tit und Spezifité&t geeignet. Die Modulierung der VGF-Protein
oder VETARP-Peptid Konzentration, mit dem Ziel der kinstellung
des Patienten auf normzle VGF- oder VUFARP-Werte kann somit

therapeutisch angewendst werden.

Fur Losung der Aufgabe umfasst die Erfinduny ein Verfahren zum
Nachwels einer neurclogischen, insbesondere siner chronisch-
demenziellen Erkrsnxung, insbesondere wvon Morbus Alzhesimer
ader einer Veranlagung fir sine solche Erkrankung durch Iden-
tifizierung eines oder mcohrerer VGF-Feptide, welche von der
Sequenz mik der Gene Baznk Accession Ne. NM_003378 oder der Ac-
cession No. Y12661 der DNA Dazta Bank of Japan abgeleitet sind
in eimer biclogischen Probe eines Individuurs. Da diese VEF-
Peptide wmit der Evkrankung vermutiich in einem ursgicilichen
zusemmenhang stehen, besinhaltet die vorliegende Erfindung auch
die Verwendung dizser Peptide zur Therapie von Morbus Alzhei-
mer oder verwandter neurologischer Erkrankingen. Diesc Peptide

oder Peptidfragmente werden als "VGF derived Alzheimer related

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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peptide” (VGFARP) ksuedchnet und sind nummeriert mit VGFARP-1

pis VGFERP-38. Die beiden VOF-Drotain-Varianten MM 003376 und
¥12661 unterscheiden sich nur an 13 Pogitionen ihrer Aminosiu-
rasequenz und von beiden V@F-Proteinen wurden VGF-Pentide
identifiziert, die eince Unterscheidung zwischen Morbus Alzhei-
mer und der Kontrollgrupps erméglichen. Die VEFARP-Pepiide
VGFARF-.1 und -32 stammen von der VGF-Variante mit der Acces-
gion Nr. Y1266l , die VSFARP-Peptide VGFRRP-25, -30, -31, -36
und -37 stammen von der VGF -Varlarnte wit der Accession Nr.
NM_003378. Alle ibrigen VGFARD-Peptide komnen aufgrund ihrer
Amincsauresaguenz vor beiden VGF-Varianten akstammen. Da bis-
her schon VGFARP-Peptide, abstammend von zwai verschiedenen
VGF-Varianten idantifizie;t wurden, ist davon auszugehen, dass
noch weitere VGFARD Peptide existieren, die von diesen oder
anderen VGF-Variarten abstammen. Dicse VGFARP-Peptide sind

ebenfalls Cegenstand der Erfindﬁng.

Zur Lasung der Aufgabve gibl die Erfindung cin Verfahren zum
Nachweis von Morbus Alzheimer unter Bestimmung der relativen
Konzentration wenigstens eines Markerpeptids in einer biologi-
schen Probe eines Patienten, wverglichen mit der Konzentration
des Markcrpeptids in ciner Kontrollprobe an, bel dem folgende
Punkte erfulit sein wigsen: 1. Als Markerpeptid wird wenig-
atend ein VGFARP-Peptid oder ein Peptid, dass von den Xuklein-
gduren mit den Accessicn Nummern NM_003378 oder Y12661 oder
homelogen Sequenzen abgeleltsht igl verwsndet., 2. Es trith eins
fir das jeweilige Markerpeptid apezifische Konuentrationserhd-
hung oder Konzentrationsverminderung des Markerpeptids in der
Probe des Patienten relativ =zu der Konzentration deg Marker-
pertids in der Kontrollproknc suf, 2, Eine signifikante Konzen-
trationsinderung des Markorpeptlds in der vorgenannten Weise
wird als positives Nachweisergebnie flr eire neurclogische Er-

krankung, vorzugswalse Morbus Alzheimer, gewertet.
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Dabei kann fiir ein bestimwntes VGFARP-Peptid grundsitzlich ent-
weder nur ein Anstieg der reptidkonzentration bel Morbus Alz-
heimer Patienten zuftresen, oder es kana fir dleses VGSARP-
Peptid grurdsétzlich nur sire Verminderung der Peptidkonzen-
tration bei Morbus Alzheimer Patienten auftretcn. Fir ein de-
finiertes V3FARP-Peptid kann niecht gleichzeitig bei einem in-
dividuellen Morbus Alzheiner Patienten eine erhéhte und bei
zinem andren Morbus Alzheimsr Patienten sine, relativ zur Kon-
troligruppe  verminderts VGFARP-Fztidkonzentration zuftreten.
Wie bei nahezu allen medirinischen Dliagnosen von Erkrankungen
gind falgeh-pozitive oder falsch-negative Ergebnisse grund-
sétzlich mdglich, d.h., dass in wenigen Einzelfallen eine fal-
sche Diagrnose erfolgt, da sich die Kenzentration der VGIARP-
Peptide bei Morbus Alzheimer Patienten nicht mit hundertpzo-
zentiger Wahracheiniichxeit von der Konzentiration der VGFRRZ-
peptide bei Kontrollproben unterscheldet. Dieses Prcklem kamm

jedech durch Mehrfachkontrollen behcben werden.

Im Sinme dicser Erfindung werden Peptide, die als Fragmente
der VGF-Sequenz aufgefasss werdan kdénnen, als VGFARP-Peptide
beseichnet. Sle umfassen vom VGF abgeleitete homologe Peptide.
Sie umfassen AbkSmmnlinge natlxlich vorkommender Allele dieser
peptide und homeologe Mutanten, insbesondere punktmutiexte
Mutanten mil vorzugswoeise nicht mehr als zwel von VGF abwel-
chenden Aminosziuren. Bévo:zugte Marker nach der Erfindung sind
im sequenzprotokell angegeben und sind mit VGFARP-1 bis
VEFARP-38, entsprechend Seg. ID 1 bis 35 benannz. Die Sequen-
zen der VOFARP-VPeptide sind in Abbildung 1 und in Tapelle 1
dargestallt. Die Zuordnurg der VGFARP-Peptide zu ilhrer jewsai-
ligen Seq. ID No, ist in Tabelle 1 dargestollt.

Bei dem erfindungsgeméffen Verfzhren handelt ez sich um ein

verfahren, bei welchem spezifischs Blomarker crfasst werden,

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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die bei neurcdegenerativen krkrankungen, insbescndere bei Hor-

bus Alzheimer, in ihrer fonzentration wverfndert sind und die
die Krankheit auch bereits in eirem sehr frihen Stadium und
@ine erhéhtes Brkrankungsrisiko frinzelliyg anzeigon. Dies lst
wichtig, um einen verlésszlichen klinischen Marker =zur Diagnose

dieser Hrcrankungen zur Verfligung zu stellen.

Vorzugsweise kann die Konzentration der VGFRRD-Peptide in dex
Probe, aber auch das ckharakteristische Muster des Auftretens
mehrerer bestimrter VCGFARP-Peptide, mit dem Schweregrad der
Krankheit korreliert werden. Diese neuen Marker erméglichen
daher die Entwicklung und die begleitendes Xontrolle von Thera-
pien zur 3ehandlung vor Morhus Alzheimex, da dor Verlauf und
ein eventuell aufgrund einer Therapie einsetzender Heilungser-
foly oder ein vermindertes Fortschreiten der Erkrankung ernit-
telt werde:l kOmmen. Eine effextive Therspie vor Morbug Alzhei-
mer lat derzeit nicht méglickh, was die Dringlichkeit dey Be-
reitstellung einer sickeren Kachweismethode fiir eine Morbuwy
Alzheimer Erkrankuny unterstreicht, da ein sicherer Nachweis
der Erkrazkung eine Vorrausestzung zur Entwicklung einer The-

rapie ist.

Der Machwels von VGFARP-Peptiden erméglicht es auBerdem, im
Rabmen von klinischen Studier zuw Entwicklung von neuen Thera-
pien zur 3shandlung von Morbus Alsheimer mit hoher Spezifitat
nur goiche Patienten auszuwihlen, diz an Morbus Alzheimer er-
krankt sind und nicht an anderen Brkrankungen. Diesss ist
wichtig, um aussagekratiige Studienergebmizse zu srhalten.
Filsehlicherweiae als Morbus Blzheirer Patienten diagnosti-
zierte Patienten beeinflusser die Qualitat der Ergebnisse ei-
ner Morbus hlzheimer Therapie-Studie negativ. Auferdem ermdg
licht der Nachweis von VGFARP-Peptiden die Stratifizievung von
Patienten, wodurch Subgruppen von Morbusg Alzheimar Patisnten

gezielt ausgewdhlt werden kdrnen, die fur bestimmte Morbus
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Alzheimar Theraplesbrategien ader klinieche Studien baconders

geaignet sind.

Bei Morbus Alzheimer Patienten sind die Konzentraticnsn von
VGFARP Peptiden deutlich verfAndert, relativ zu gesunden Perso-
nen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist es daher, die
VGFARP-Konzentrationen bei Morbus Alzheimer Patienten aiuf nor-
male Konzentrationen zu bringen. Diesss Verfahren kann zur
Therapie von Morbus Alzheimer cder verwandten neurclogischen
Erkrankungen eingesetzt werden. Bei erhéhten V@F-Protein oder
VGFARP-Peptid Kenzentrationen kdnnen die Konzentrationen die-
ser 3toffe durch therapeutische Gabe von z.B. VBF-Protein oder
VGFARP-Peptid spezifischen Antikérpern oder VGF-spezifischen
Antisense Nukleinsauren, Ribozymen oder Triplex-wukleinsduren
oder VGFARP-Peptid-Antageonisten, VGF-Protein-Antagonigten ge-
senkt werden. Zur Therapie kdnnen auch Substanzen verabreicht
werden, die die Xdrpereigene Expression von VGF-Protein oder
die Prozesgierung von VGF-Protein zu VGFARP-Peptiden unter-
dricken, Lieglt eipn Mangel an VEF-Protein cder VGFARP-Peptiden
alg Brkrankunggurgache vor, sc kémnen therapeutische Gabenr von
VGF-Protein, VGFARP-Peptidan, VGFARP-ﬁeptidnngonisten oder
VGF-Protein-Agonisten vorgenommen wérden. Die kdrpereigene
produkticon von VGI-Protein oder VGFARP-Peptiden kann durch die
therapeutische Gube von Stbstanzen wie z.B. NGF, ENDF oder NT-
3 oder andereén geeiguetcn‘stoffén erhdht werdern, da diese
sroffe die VGF-Expresgion erhdhen. Auch Substanszen, die die
Prozessierung vou VOF-Protein zu VOFARP-Peptlden fordern, wie
z.B. Prohormonkeaweriasen wis z.B. PCl, PC2 oder PC3, kdanen
therapeutisch eingcsetzt_werden. Netdrlich ist auch die Kombi-
nation von verschledenen TherapZesgtrategien wméglich und unter

Umstinden sinnveoll.

Die Erfindung umfasst daher auch die Verwenduns von VSP-

Proteinen, VOFARP-Peptiden, VGFARP-Peptid-hgeonigten und -Anta-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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iz -
gonisten, VOF-Protein-Acgonisten und -Antagonisten, anbti-VGE-

Protein Antik&rpern, anli-VEFARP-Peptid Antikdrpern, NGF,
BNDF, NT-3, anti-K@F Antcikorpern, anti-BNDF Antikédérpern, anti-
NT-3 Antikdrpern und Antikdrpern gegen Rezeptoren der genann-
ten Proteine zur direkten oder indirekten Modullerung der Kon-
Zentration an VOF-Proteinen und VEFARP-Peptiden zur Behandlung
von neurologischen Erkrankungen, inebesondere Morbus Alzhei-
mer. Alternativ zu Antikérpern kénnen auch Antikérperfragmen-
te, Antikérperfusionsproteine, oder andere selektiv an VGF-
Proteine, VGFARP-Peptide, NGI', BNDF oder NT-3 bindende Sub-
stanzen Verwendung finden. Alternativ zu den genannien Protei-
nen und Peptiden kémnen auch Fusionsproteine der genannten
Proteine Verwendung finden. Weiterhin. umfasst die Erfindunc
auch die Verwendung von Antisense-Nuxlelnslurern, Triplex-
Hukieirsfuren und Ribozymen, die die Expression der genannlan
Frotcine und Peptide modulieren. Auferdem umfasst die Erfin-
dung Agonisten und Antagonisten, die die Akcivitdt der gemann-

ten Proteine modulieren.

Bine weitere RBusithrungslform dieser Erfindung ist die galeni-
sche Forrulierung oder chemische Modifizierung der beschriebe-
nen Peptide und Kukleinsduren in einer Art und Weiss, die es
ihnen erméglicht, die Blut-Hirn-gSchranke und/oder die Blut-
Liquor-gchranke effizienter zu passieren. Dadurch eignen sie
sich dann besonders =ur Lherapeutischen Anwendung. Um dieses
zu erreichen kénren z.B. VGF-Peptide, VGF-Proteine, Nuklein-
sfuren, hgonisten oder Antagonisten derart modifiziert werden,
dass =ie z.B., lipeophiler werden was den Ubertritt i den Suba-
rachnoidalraum beglinstigt. Dieses kann durch Einflgung von hy-
drophoben Molekifilbestandteilen oder auch durch die ,Verpak-
kung™ der Stoffe in hydrophobe Agentien, z.B. Liposomen ar-
reicht werden. Busserdem 6nnen z.B. Peptidsequenzen an diese
Peptide, Proteln, Nuxleinsluren, Agonisten oder Antacornisten

cngefigt werden, dis den Ubertritc iz den Subarachnsidalraum
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beginstigen, bzw. umgekehrt den Ubertrit: aus den Subarachnoi-

dalraum heraus erschwaren.

Die Erfindung umfasst auch die Verabreicnung der genannten
Therapeutika {iber wverschisden Wege, wie z.B. als intravendase
Injektion, als oral applizierbare Substanz, zalg irhalierbares
Gas oder Aercosol, oder dis Verabreichung in Form von dirskten
Injekition in den Subarachnoicdzlraum, cder in Gewebe wie Mus-
kel, Febki, Gehirn usw. Dadurch xann eine c¢rkéht biaologische
Verfigbarkeit und Wirksankeit dieser Therapeutika erreicht
werden. Z.E. kdénnen Peptide oder Proteine, die cral verab-
reicht werdsn durch siurevegistente Kapgeln vor porteclyti-
schen Abbau im Magen geschiitzt werden. Stark hydrophobe Sub-
stanzen kénnen durch geeignete galerische Aufhersitungen hy-
drophiler und gomit besser gesignet flir z.B. intravendse In-

jektionen werden usw.

Eine weitere Ausflihrungsforn der Erfindung ist die Verwendung
von VGFARP-Peptiden oder von VGF-Proteinen zur Identifizierung
von Rezeptoren, die diese Moleklile selektiv binden. Auch diese
Rezeptoren kénnen durch Gabe von Agonisten oder Antagonisten
moduliert werden, was zur Theraple von neurclcgischen Erkran-

kungen, ingbesondere von Morbug Alzheimer, zweckmidfig lstb.

aunfgrund der zahlreichen, im Ranmen dieser Erfindung neu iden-
tifizierten VGF-Peptide, kémuen erstmals Positionen im V@r-
Protein experimentcll nachgewiesen werden, an denen eine Pro-
zessierung des VGF-Proteing in vivo statt findet. Bei diasen
Prozessierungsstellen handelt es sich, bezogen anf die VGF-
Proteinsequenz von NM_003378 tm folgende Sequenzpositionen:
371/372, 418/419, 479/480, 480/481, 481/482, 4B2/483 und
483/484. Bezogen auf die VEF-Proteinsequenz von Y12661 handelt
as sich um folgende Prozassisrungsstellean: 371/372, 419/420,
4807481, 483/484, 4847485 und 485/48G6. Alle experimentell

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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identifizierten Porzessieruagspositionen stellen dibasische

Positionen, d.h. dirskt aufeinander folgende Avinosauren mit
positiv geladenen Aninosdureseltenketten (Arginin = R, Lysin =
K} dar. Sclche Seguenzmobive werden =.3. von Prohormonkonver-
tagen erkannt und geschnitten, wobei zusdtzlich die beiden ba-
sischen Aminosduren endoproteolytisch entferrt werden. Wie der

Name der Prohormonkonvertasen schon andeutet, Ronverkbioren

Prchormonkonvertasen Prcohormone zu Eormonen, wodurch neue bilo-

logigch akbive Stoffe (Peptid-Eormone) entstehen. Beispiele
fir biclegische aktive Zeptide, die auf diese Weise aus ihren
Pro-Formen generiert werden sind proNEF/NGF, probDDKF/DHNDF usw.
[1] . Folglich stellen die erfindungsgemificn VGFARP-Peptide
Peptidhormone dar, die im Zusammenhang mit neurclocischen Er-
krankungen, vorzugsweise Worbus Alzheimer, als Angriffspunkte
fiir Therapeutika geeignet sind. Die Modulierung der VGFARP-
Peptid Konzentraticnen kann somit zur Therapie von reurclogi-
schen Erirankungen, vorzugswelse Morbus Alzheimer Verwendung

finden.

VGF-Biologie

Die im Rahmen dieser Erfindung identifizierten VGF-Prateine

{Vorlaufermolekiile zu VGF-Peptiden} werden als ca. &8 ikDa gro-

fe Proteire zelektiv in neurcendokrinen und neurcnalen Zeslilem
synthetisiert, wobei ihre Expression mit Zunehmenden-Alter ab-
nimint [2]. Bei der Untersuchung von VEF-Gen defizienten Mausen
stellte sich heraus, dass wichtige Funktion im Encrglcsboff-
wechsel petroffen sind [3]., VEF-Gen defiziente Miuse weilsen
eine geringe K&rpergrdSe sus, sind hypermetabolisch und hy-
peraktiv. VOF wird auch in den izsulinproduzierenden Inselzel-

len der Bauchspeicheldriee synthetisiert.

VGF wurde beili der Umtersuchung einer Pheochomozytom-%elllinie

der RatblLe (PClzZ-Zelllinie) entdeckt und Ale Stimulicrung die-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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ser Zelllinie mit ,Nerven Wachstumzfaktor™ (MCF) bewirkt eine

12- bis 14-fache Steigerung der Xonzantration won VGF [4, 5].
NGF ist ein wichtiger wWechstumsfzktor, der die Differenzierung
des peripheren und zcntralen Nervensystems reguliert. Weitere
Faktoren, die die VGF-Expression regulieren sind der ,Brain-
derived Neurotrophiz Factor* (EDNF) und Neurotropin-3 (KT-3)
[6]. In vivo wird VEF-mREMA durch neuronale Aktivit&t, neurcona-
le Verletzungen und durch den biologischen Rhythwmus icircadian

clock) reguliert [2, 7-9].

VGF wird mit zunehmender Differenzierung neuronaler zellen
ber neurcnalsgpzzifisch expremierte Endoproteasen, die vermub-
lich basische Aminosiuren crkenncn, proteclytigca prozessiert.
Wie Trani et al. zeigen konnten entstehen C-terminale VGF-
Peptide mit den Massen ZC, 18 und 10 kDa [_0]. Diese VGF-
Prozeggierung findet im Postendoplasmatischen Retikulum statt.
Diese Pephtide werden in gekretorischen Vesikeln angereichext,
vorzugswelse nach Menbran-Depolymerisation freigesetzt und
kéanten eventueil eine Rolle in der neurcnalen Kommunixation
spielen [10]. Prohormonkonvertasen wie =.B. die PCLl, EC2 cder
PC3 zind aus der Literatur alg Belsgplele fiir Endoproteagen,
die Protein-Vorlaufermolekfile an dibasischen Sequenzstellen
proteolytisch spalten bekannt. Die von uns identifizierten
VEFARP-Pantide stellen jedoch fberraschenderweige Fragmente
mit deutlich geringerem Molekulargewicht als 1C bis R0 kDa dar
und eind daher verschieden zu den von Trani et al. beschriebe-
nen VEF-Peptiden. Aufierdem verwendeten Trani et al. zum Nach-
wels dieger VGF-Psplide anki-VGF Antikdérper, die VGF-Bpilops
arkennen, die werschisden ru <en Bequenzen der VGFARP-Peptide
sind. VG@FARP-Peptide haben wir sowohl in Morbus Alzheimer Pa-
tienten, als auch in der Kontrollgruppe nachgewiesen. Die von
uns ldentifizierten Peptide stellen neua, bisher nicht be-
schriebens Prozessierungs-Produkte ven VGF dar. Die Konzentra-

tionen der VGFARF-Peptide kSmnen in einer Zfir jedes Paptid

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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spezifischen Weise in der Patientengruppe relativ zur Kon-
trollgruppe entweder einheitlich erhsht oder abexr cinheitlich
erniedrigt sein. Bisher waren ausschliefflich andere VGF-
Peptide unbeksnnter Seguens, abstamuend vor C-terminalen Be-
reich des VGF-Proteins und mit deutlich hdherem Molekularge-
wichs als die von uns neu identifizierten und erstmalig se-

gquenzierten Peptide bekannt [10].
Vorzugsweise Ausfihrungsformen der Erfindung

Vorzugsweise ist die durch das erfindungsgemafie Verfahren

nachgewiesene chrenisch-demenzielle Erkrankung Morkbus Alzhei- -

mer. Bislang konnte die Vorinderung der Konzentration der er-
findungsgemdBen Peptide und Peptidfiragmente bei Morbus Alzhed-
mer Patienten nachgewiesen werden. Hieraus kann gescalossen
werden, dass die erfindungsgeméBén Feptide zum Nachweis und
zur Therapie von Morbus Alzheimer und verwandten neurologi-

schen Erkrankungen herangezogen werden kdnnen.

Die Identifizierung keonzentriert sich vorzugsweise auf be-
gtimmte Peptidfragrente der VEF-Proteine mit der GeneBank Ac-
rcession No. WM 003378, cder der DDBJ Accession No. Y1266) d.h.
auf Peptide, die Teilgequenzen dleser VGF-Proteine umfassen.
Diege VEF-Peptide (VGF-Procsinfragmente) werden als "VGF de-
wived Rlzheimer related popbide" (VGFARP)! bezeichnet und sind
durchnumeriert mit VGFARP-1 bis VGFARP-38. Der Zusammenaang
zwischen dan VEF-Proteinen und VGFARFP-1 bis VGFARP-38 ist in
Abbildung 1 dargestellt. Die von uns ermittelten Seguenzen der

Peptride sind im Seguenzprotoksll angegeben.

Wir haben in biologischen Proben verschiedene VGF-Peptide, ab-
stammend wvon zwel VEF-Protein-Varianten, erstmals nachgewie-
cen. Diese mit VEFARP-1 bis VOPARP-38 bezeichnsten Pepticde

gtellezn definierte Fragmentes von VGF-Proteinen dar. Diesc

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Fragmente entstehen au natirliche Weise in der Natur uad wur-

den bisher in dor Literatur nicht beschrieben. Dicse Fragmente
gind verschieder zu Peptiden, die in der Literatur oft durch
in vitro Proteolyse {durch ¥Zugabe von Proteasen wie z.B. Tryp-
5in) erzeugt werden, Sic gtellen somit neue, blisher unbekannte
Btoffe dar. Diese Peptide wurden zunachst tber Reverse Phasgs
Chromatographie aus biologischen Proben angereichert und ge-
reinigt und anschllelend rassenspektrometrisch von begleiten-
den anderen Peptiden getrennt, so dass diese VGFARP-Feptide

anschliefend sequenziert werden konnkten.

TABELLE 1
Die Sequenzen der Peptide im Einbuchstaben-Aminosaurcecode sind

wie folgt:

. VEFARP | S8eqg. | Moncisotop
VGF-Sequenz Nr. ID ' theoret. Seguenz
Mazse (D&)

¥12661 | WM 003378

23-59 23-589 1 1 1666,8278 |AFPGRPEAQFPELSSEH

. KEPVAGDAVPGPKDGEA
PEV

23-62 23-62 2 2 . 3950,9875 |APPGRPEAQTPPLSSEN

- EEPVAGDAVPGPKDGEA

PEVRCGA

23-%8 23-58 18 3 3567,7594 |APPGRPEAQCPPPLBSEH
KEPVAGDAVPEPEDGSA

! TE

24-59 24-59 3 4 3595,7807 |FPGRPEAQFPPLSSENK
FEVAGDAVFGPKDESAY
EV

24-82 24-62 4 5 3879,9504 |FEGCRPEAQPPPLSSEHK
ERVAGDAVEFGPKTOGSAR
EVRGA

2¢6-59 . 26-59 5 ) 2401,6852 |GRPEAQPPPLSSEHKER
VAGDAVEGPKDGEAPEY

26-61 26-61 G 7 3614,8077 |GRPEACPPTLSSEHEEER
VAGDAVEGFKDGZAPEV

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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I [ RG |
26-62 26-62 7 8 | 3685,8448 |GRUSEQPPFLESEHKEE
| ’ VAGDAVPGEKDGSRPEY
| EGA |
26-58 | 26-58 19 5 | 3302,6167 |GRPZAQPPFLSSEHKEF
| . VAEDAVPCPKUGSATE
26-57 26-57 20 10 | 3173,5741 |GRPSAQPPPLGSEHKER
VAGDAVPGPEDGSAD
26-64 26-64 21 11 | 3955,9889 |GRPEAQPPPLSSEHKEP |
VAGDAVPUEKDGSAPEY
RGARN
49-62 29-¢z2 10 12 | 1336,6735 |poPrDosarEvRCA |
90-114 90-114 22 13 | 2503,1827 |LDRPASPPAFSGSQGEE |
EEEAAEAL
* 50,4 | 5004757 15 14 2 727,3%01 |r1-GPXDESAP-r2
57|’.‘2
39-46 319-46 33 15 851,4137 |r7-HKEPVAGD-r8
S0-5% 50-57 24 16 = 730,3246 |TI-AZEESQG-T10
—————— 121-158 25 17 | 3745,7343 |SQTHSLENPESPEFRAP
ERPQTPENGEEASDPSE
EL
164-174 | 164-174 26 18 | 1235,5782 |QELROFSPSSA
133, .- 133, ,.- 27 19 | > g33,4295 |rll-EPARPPRP-T12
118 0, 140,115
351-418 [ ------ 11 20 | 7518,2744 | LOQEAAEERSSAREEEER
EQERRGGEERVEEEDEE
' AABARFAFADERERARY |
| NALLFAEEEDGEAGAED
350-347 | 350-367 28 21 | 2031,8931 OCLQEAAEERESAREERZ |
A
. _ |
3s0-37¢ | 3so-370 | 29 22 | 2418,0419 |GLQEAARFRESAREEEE
AEQE
————— - | 373-4317 30 23 | 4806,0408 |GGZERVGEEDEEAAEAE
AERIEABHARQNALLFA
BRRDGEAGAED
——————— 373-404 31 24 | 3456,5513 |GCEERVGEEDEEAREAE
REAKEAERARONALL
374-418 | --m--- 3z 25 | 4806,0408 |GEERVGEEDEEAAEAAR
LEADEAERARQNALLEA
SREDGEACAED
| 221-456 | <20-45% 33 26 | 4058,7043 |SQEETPGHRRKBAECTE

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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EGGEEEDDEEMDPQTLIZ
3L
wk 420-471 12 27 | 5776,6294 |SQEETPGERRKERAEGTE
127 -472 EGGEEEDDEEMDPQTID
- SLIFLSTKLHLPADDVV
‘ s
42.-479 | 420-¢78 13 28 6618,0363 |SQEETPGHRRXEAEGTE
‘ EGZEEEDDEEMDECTID
SLIELSTKLHLPADDVY
L SIIEEVEE
160-472 | 453-471 34 25 | 1380,7249 |STKLHLPADDVVS
355,02 355, 5- 35 3C | 945,4458 |r13-AZERESAR-rl4
362, : 362,
481,,,- 481,,,- 16 31 | = B62,3192 |r3-EDZEAREA-T4
488, ' 488,
446, - 445 .- 17 32 | » 961,4063 |r5-EEMIPQTI-x§
453 | 452
------ 485-522 ‘36 33 3%03,018C |NAPPEPVIPPRAAPAP
‘ HVRSPQPPPFAPAPARD
ELPD
——————— 485-521 37 34 | 3787,9911 |NAPPEPVPPERAAPAPT
HVRSFQUPPPAVAPARD
ELP
501 5~ 500, .- 38 35 = 920,4828 |T1S5-FTHVRSPO-rl6
508+, S07 4+

* vl stellt eine Sequenz,

die der Secuerz oder Tellen der Se-

quenz des VGF-Proteing won Anincaiure 43-23 entspricht dar,

wobei rl, ausgehend vor Anincséure 50 des VOF-Protedins, zwi-

schen 0 tnd 27 Aminogiuren lang sein kann. Entsprechend stellt

r2 die VOP-Proteinscaquenz von Aminesdure 58 bis §4 oder Teila

davon dar, wobei r2, ausgehend ven VGF-Amincsiure 57 =zwischen

0 und 7 Aminosiuren lang =ein kann. Die weiteren Peptid-Ketten

r3 bis rlé sind entsprecihend der ohen exemplariech erliutertem

Schema zusawmengesetzt,

+%* VIFARP-12 wurde als nicht oxidiertes und als einfach oxi-

digrtes Peptid (Zunahme des Molekulargewichts um ca. 16 Dal-

JP
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ton} identifiziert.

Gegignoete Peptide

Die Peptide kénnen in posttranslationalen oder chemischen Mo
difikationsformen vorliegen, wad #ich u.a. auf ihre Massen und
damit die massenspekbromecrische Identifizierung und aucn auf
das Eluationsverhalzen bei der Chromatographie, wie z.B. bel
Reverse Phase Chromatographie auswirkt. Insbescondere kinuaen
die Peptide glykosiliert, phosphoryliert, sulfatliert, ami-
diert, oxidiert usw. in der =u untersuchenden Probe vorliegen.
Vorzugsweige liegen modifizierte Peptide als Peptidoxid vor,
wie z.B. das Peptid VGFARP-12, das sowchl alse nicht modifi-

ziertes Peptid, als auch als Peptidoxid identifiziert wurdc.

Die Peptide werden inshesondere auch dann als VGFARP-Peptide
angesehen, wenn einzelne Aminosfuren vorn der entsprechenden
Sequenz des VGP-PFroteins abweichen, insbhescondere wenn maximal
2 Aminesduren von dsr VEF Proteinsequenz abwedcken. Dabed sind
Punktmutationen, Deletionen, interre Einffigunger. von Aminoséu-
ren, sowie N- uad C-terminale Verlingerungen zulégslg, solangs
dia VGFARFP-Peptidsequenz mindestens 8 Aminosiuren enthdlt, die
relativ zur Amincsiuresequenz des zugehdrigen VGF -Proteins

konserviert, d.a. unverandert, sind.

Fir einen positiven Nachwels der Erkrankung iet in Weiterbil-
dung der Erfindung ferner vorgeschen, dass die Kcnzentraticn
des oder der identifizierlen Paptide flr jedes dieser Peptids
in gpezifischer weise relativ zur Konmzentration des jewsiligen
Peptides in einer Konirollprobe erhdht oder erniedrigt iat.
Das Verhiltnis der Konzentrationen der jeweliligen Peptide zur
Konzentratien der Kontrallprobs kann zur Bestimmung des Schwe-

regrades dar Erkrankung herangezogen wercen.

Bei der Kontrolliprobe kann es sich um elne Foolprobe aus ver-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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schiedenen Xontrollen handeln. Auch die zu untersuchende Probe

kann cine Poolprobe sein, wobel bei positivem Ergebnis an-

schlieRfend Einzeluntersuckungen durchgefihri werden.

Geaignete biolegische Proben

Die biclogische Probe kann vorzugsweise Liguor cerebrospinalis
(Cerebrospinalilissigkeit, CSF) sein oder eine Probe wie Se-
rum, Plasma, Urin, Stuhl, Trénenflissigkeit, Synovialflissig-
keit, Sputum ugw, Diesg hangl u.a, van der Enmpfindlichkcit dos
gewahlten Nachwelsverfahrens (Massenspektrometrie, ELISA etc.)
&3. Auvch homogenisierte Cewebeproben, Gewekeschnitte und Biop-
siepraparate kénnen gegebenenfalls verwendet werden. Daher Ist
in einer weiteren Augfdhrungsform dieger Erfindung vergesehen,
das zur Vorbereitung der zu untersuchenden Probe Gewsbehomo-
genate hergestellt werden, z.B. aus menschlichen Gewebeproben,
die im Rahmen von Bicpsien erhalten wurden. Dlege Gewebe kénr-
nen z.B. mit manuellen Homogenisatoren, mit Jltraschall Homo-
genisatoren oder mit elextriach betriebenen Homogenisatoren
wie =.B. Ultraturrax zerkleinert werden, und anechlieffend in
einer dem Faohmann bekannten Art und Weise in sauren, wissri-
gen Lésungen mit z.B. 0,1 bis 0,2 M Egsigséure fir 10 Minuten
gekocht werden. Anscrliefend werden die Extrakte dem jeweili-
gen Nachwelsverfahren, =z.B., einer massenspektrometirischen Un-
tersuchung, unterrzogen. Die Praben kdnnen in der {iblichen Wei-
de vorbereitet, =.B. gegebenenfalls verdimnt oder aufkonzen-

triert, und gelagert werder.

Verwendung_der VOGFARP-Peptide zul Berstelluny ven Diagnostiks
Heiterhin umfasst die Erfirdung die Verwendung wenigatens ei-
nes der erfindungsgemsfien VGFARP-Zeptide oder eines VGF-
Proteins zur Diagnose von neurclogischen Erkrankungen, insbe-
sondere chronisch-dZemenziellen Erkrankungen, inskesenders wvon
Morbus Alzheimer, sowie g¢is Verwendung von V@FARE-Peptiden zur

Gewinnung von Antikérpern oder von anderen Agemnzien, welche

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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anfgrund ilhrer VGFARP-Feptid-gpeziflschen Bindungseigenachaf-

ten zur Entwicklung von Diagnosereagenzien zum Nachweis diesex
Erkrankurgen geeignet sind. Die Erfindung umfafi auch die Ver-
wendung von VGFARP-Peptiden zur Gewinnung von Phagenpartikeln,
die spezifisch diese Peptide binden, oder die umgekehrt
VGFARD-Peptide auf ihre Oberflache présentieren und so die
Identifizierung von Bindungspartnern wig z.B. Rezeptoren von
VGF-DProteinen oder VGFARP-Peptiden erméglichen.

Rachweismethoden fir VUFARP-Peptide

Im Rahmen der Exfindung kdhnen verschisdene Methoden zum Narch-
weis der VGFARP-Peptide verwendef werden. Dazu sind alle Me-
theden geeignet, die es erwdglichen, VGFARD-Peptlde spezifisch
in einer Probe eines Patienten nachzuweisen. Geelgnete Metho-
den sind unter anderen physikalische Methoden wis 2.B, Magsen-
spektrometrie cder Fltssigkeits-Chromatographie, molekularbia-
logische Methoden wie =.R. Reverse Transkriptase Polymerase
Ketlbenreaktion (RT-PCR} cder immunclogische Machweistechnikesn,

wie =.B. Enzywe linksd immuncscrbent asgsays" (BLISA),

Phyeikalische Nachwelsmethoden

Eine Ausfihrungsform der Erfindung ist die Verwendung physika-
lischer Methoden, welche die erfirdungsgenaRen Peptide guali-
tativ oder quantitativ anzeigen kénnen. Zu diesen Methoden ge-
néren uncer anderem Massenspektrometrie, Flissigkeitschromats-
graphie, Dlinnschichtchromatographie, ¥MR {Muclear-Magnektic-
Resonance) Spskbtroskopie usw, Dabel werden guanktitative Mes-
sergebnigze aus esiner zu untersuchenden Probe mit den Messwer-
ten, die bei einem Kollektiv an neurcologischern Erkrankungen,
insbes&nde:e chronisch-demenziellen Erkrankungen, vorzugsweise
Morbua Alzheimer, leidenden Pabtienten und einem Kontrollkol-
lektiv gewonnen wurden, verglichen. Pus diesen Brgebnissen
kann das Vorliegen ciner neurologizschen Erkrankungen, insbe-

sondera einer chronigch-derenziellen Erkrankung, ingbesondere

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Morbug Alzheimer und/cder der Schaweregrad dieser Erxkrankung

abgeleitet werden.

Gerdf bevorzugter hAusfihrungsform dieser BErfindung werden die
Eeptide in der Probe vor don Identifizierurng chromatographisch
getrennt, und zwar vorzugswelsge mit Reverse Phase Chromatogra-
phie, besonders bevorzugt ist eine lrennung der Peptide in der
Prcbe mit hochaufléeender Reverse Phase High-Performance-
Flligsigchromatografie (RP-HPLC) . Eine weitere Ausfihrungsiorm
dieser Erfindung ist dic Durchfihrung von Fillungsreaktionen
zur Frakbionierung der Probe unter Verwendung von Fallungsmit-
teln wie z.B. Ammcniumsulfat, Polyethylanglykel, Trichlores-
sigsétre, Aceton, Ethanol usw. Dile so geweonnenen Fraxtionen
werden dann einzeln dem jewedligen Wachweisverfahren unterzo-
gen, #.B. der massenspektrometrischen Untersuchung. Eine wei-
tere Ausflhrungsform dexr Erfindung ist die Verwendung von
Flissigkeitsphasenextraktion. Dazu wird dis Probe z.B. mit =i-
nem Gemisch aus eincm organischen Lésungsmittel wie etwa Po-
iyethylenglykol (PEG) und einer wissrigen Salzléeung gemischt.
Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften reichern sich dann
bestimmte Inhaltsstoffe der Probe in der organischen und ande-
re in der wdssrigen Fhase an und kénnen so voneinander ge-

trennt und anschliefend weiter analysiert werden.

Reverse Phase Chromatogrgphie

Eine begonders beovorzugte Rusflihrungsform dieser EZrfindung um-
fasst die Verwendung von Reverse Phase Chrcmatographie, inshe-
soadere einer €18 Reverse Phase Chromatographiegdule unier
Verwendung von Lauftitteln begtehend aus Trifluoressigsiure
und Acetonitril, zur Trennung von Peptiden in humaner Liguoz-
flissigkeit, Bs werden z.B. Jjeweils Frakticnen gesamme”t, die
je 1/100 des verwendeten Volumens an Laufmittel beinhalten.
Die =0 gewonnenea Fraktionsn werden mit Hilfe eines Massen-

spektrometers, vorzugswalse wit Hilfe sines MALDI-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Magsenspekirometers |Matrix-unterstitzte Laserdesorption-

Ionisation) unter Verwencung einer Matixldsung, bestehend aus
z,B, aus L({-! Fucose und alpha-Cyano-4-hydroxyzintsaure, ge-
lést in einem Gemisch aus Acetonitril, Wadgser, Triflucressig-
sdure und Aceton, analysiert and so das Vorliegen bestimmter
Maggen Festgestellt und die Signalintensitit guantifiziert.
Diese Massen entsprechen den Massen der erfindungsgemafen Pop-

tide VGFARP-1 bis VEFARP-3B.

Massengpekéromgbrie

Gewd® siner bevcerzugten Ausfahrungsform der Erfindung kaan die
Identifizierung der VGFARF-Peptide mit Hilfe einer masscnspok-
trometrischen Bestimrung, vorzugsweise ciner MALDI- {Matrix-
assisted-laser-desorption-and-ionisation-] Massenspektrome-
trie, vorgenommen wexrden. Dabeli umfasst die massenspektroms-
Zrische Bestimmung weiter vorzugsweise wenigstens eines der
Solgernden Maasensignale, jewails kerechnet anhand der theore-
tiachen, monoigctopischen Masse des enteprechernden Peptids.
Dabei konnen leichte Abweichungen von der theoretischen, mo-
nocisotopiachen Masse auvforund des experimentellen Fehlers und
der natlirlichen Isotopenverteilung auftreten. Aunferdem wird

bei MALDI-Masserbestimmungen sufgrund der Messmerhodik den

Peptiden ein Proton hinzugefigt, wodurcn gich die Masse um 1

Dalton exhoht. Folgende Magsen entsprechen den thaoretiSChen,.
menoisotopischen Massen der von uns identifizierten Peptide;
berechnet mit goclgneter Software, hier GBEMAW 4.02. Diese .
theoretischen, monoisctopischen Massén kénnen einzeln oder in
Kombinationen in einer Probe auftreten: VGFARP-1 = 3686,8278 /
VOFARP-2 = 3950,9875 /- VGFARE-18 = 35587,75%24 / VGFARP-3 =
3595,7907 / VGFARP-4 = 3879,9504 / VGFARP-5 = 3401,6852 /
VEFARP-6 = 3614,8077 / VBFARP-7 - 3685,08448 / VOFARP-19 =
3302,6167 / VGFPARP-20 = 3173,5741/ VGFARP-21 = 3955,9889 /
VGFARP-10 = 1336,6735 / VGFARP-22 = 2503,1827/ VOFARP-15 = 2

74,3501/ VGFARP-23 = *> 851,4137 / VGFAR?-24 = & 73C,324€ /

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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VEFARP-25 = 3745,7343 / VUFARP-26 = 1235,57082 / VGOFARP-27 = 2

833,4395 / VGFARP-1. = 7518,2744 / VGFARP-2B = 2031,8981 /
VCFARP-28 = 2418,0419 / VGFARP-30 = 480&,0408 / VOFARP-31 =
34%5G,5513 / VGFARP-32 = 480g,0408 / VOFARP-33 = 4058,7043 f
VGFARP-12 = 5776,6294 / VGFARP-13 = 6£18,0363 / VGFARP-31 =
L380,724% / VCFARP-35 = 2 946,446% / VGFARP-15 = > B62,31%2 /
VGFAR®-17 = > 951,4063 / VOFARP-36 = 3902,0180 / VGFARE-37 =
378%,9911 / VGFARP-38& = > 92¢,4828

Das Symbol > {ist gréfer oder gleich) ist so zu verstehen, dass
nicht beliebig grdfiere Massen f£ir die betroffenen VGFARP-
peptide méglich =ind, sondern iediglich die Massen, die sich
aufgrund der méglicherweise musitziich an den Enden dieser
Peptide befindlichen Amircsfurer ergeben kénnen. An den Enden
diecer Peptide kémnen nicht beliebige Amingsauren zusitzlich
vorhanden sein, scndern nur solche, die sich aufgrund der Se-
quenz des VOF-Proteins an dicser Sequenzposition befinden kdn-

Il&il.

Masesenspaktromatrische Bestimmung der Sequenz dexr VGFARP-
Peptids

Bei der weiteren praktischen Anwendung dieser Auafthrungsform
ist eine weitere Absicherung des ¥Nachweisergebnisses dadurch

mdglich und empfehlenswert, dass die Identitdt der den Maesen
entspraechenden Peptide ermittelt wird, wobel ausschlieflich

Feptidsigrale bexfcksichiigt werden, die von einem VOF-Protein
abgeleitet werden kénnen, Diege Absicherung erfolgt fiber eine
Identifizierung der Peptidsignale vorzugsweise mit massenspek-

trometrischen verfahrern, z.3, einer MS/MS-Analyse [11].

Durch das erfindungsgendfe Verfahren wirden neue, spezifische
Feptide von VGF-Proteinen (V@FARP-Peptide)identifiziert urd in
ihrer Bedeutung erkannkt. Diege VGFARP-Feptide und ihre Abkomm-

linge werden hier mit VGFARP-1 bis VGFARD-3¢ beweichnet. Inre



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

10

as

30

(132) JP 2004-531250 A 2004.10.14

WO 02082075 PCT/DEOZ 3T

- 36 -
Sequenzen sind im Sequenzprotokoll angegeben. Die VGFARP-

Paptide VGFARP-15, 16, -17, -27, ~35, und VGFARP-33 <8nnen am
M- und/oder C-Terminus zusitzliche Amincsfuren entgprechend
der korrespondierencen Sequenz des zugendrigen VEF-Proteins
beinhalton, Die Erfindung wrfasst auch die rekombinant odex
synthet-isch hergastellten, scwis aus biclogischen Probep iso-
lierten VGFARP-Peptide in unmodifizierter, chemisch modifi-
zierter oder posttrarslational modifizierter Form. Dzbei sinc
=wel Punktmutationen sowie andere Abweichuncen wéglich, solan-
ge das VOGFARP-Pepiid mindestens 8 Aminosauren aufweist, die in
ihrer Identitat uad iarer Position innerhalb der Peptideequenz

mit einem VGF-Protein {ibereinstimmen.

Molekulaxbiglogische Nachweistechniken

gchliefslich umfaset die Erfindung auvch Nukleins&uren, die zu
VGFARP-Peptiden korrespondieren, und insbesondere solche, die
za den erfindungsgemidfen VGFARFP-Peptiden korrespondieren, und
deren Verwendung zur indirekten Besbimmumg und Quantifizierung
der zugehfrigen VGF-Proteine und -Peptide. Darin eingeschlos-
gen sind auch Mukleinsdurer, die z.E. nicht codierende Seguea-
zen, wie etwa 5'- oder 3'-untranslatierte Bereicie der wmRNA
darstellen, oder Nukleinsduren, die eine fir spezifische Hy-
bridisjerungsexperincnte auvgreichende Sequenzibereinstimmung
mit der Nuklelnsauresecuenz von VGF aufwelsen, und die daher
zum indirzekrten Nachweis der zugehdrigen Proteine, insbhezsondere
der VGFARP-Peptide geelgrnet sind.

Ein Ausfliibrungsbeisplicl hierfdr umfasst die CGewinaung von Ge-
webaproben, z B, von Biopsiepriparaten, von Patieaten und die
nachfolgende Bestimmung cer Konzentration eines RNA-

Transkriptes korrespondlerend zum Gen mit der GeneRank Acces-
sion No., NM 03373 oder der Accession No. Yi2861 der .DNA Data
Rank of Japan® , DDBJ odar korrespondierend zu homologen VGF-

Varianten, Dabel werden guantitative Megsergebnisse (Tntensi-
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t&ten) aus einer zu untersuchenden Probe mit den Megswerten,

die bei einen Kollektiwv an einer Morbus Alzheiwer Erkrankung
lzidender Patienten und einenr Kontrollkollextiv gewonnern wuz-
den, verglichen. Zuxr Quantifizierung kénnen Methoden wie z.B.
raverse Transkriptase Polymersase Ketbonresktion (RT-PCR),
quantitative real-time PCR (ABI PRISMP® 7700 Sequence Detection
Syatem, Applied Bicsystems, Foster City, CA, USA), in situ Hy-

bridisierungen oder Northernblots in siner dem Fachnmann be-

kannten Weise angewendet werden. Aus den Ergebnissen kann das

Vorliegen einer chronisch demenziellen Erkrankung, vorzugswei-
s& Morbug Alzheimsr und/oder deren Schweregrad abgeleitet wer-

den.

un he Nachweismsthoden
Gemild einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
kann die Identifizierung der VUFPARP-Peptide oder der VGF-
Proteine unter Verwendung eines immunologischen Wachwelssy-
stens, vorzugdweise eines ELISAz (.cnzyme linked immuno sor-
bent assay" ) durchgeflihrt wexden. Dabei erfasst dieser immunoc-
logische Nachwels wenigstens ein VGFARP-Peptid oder VGF-
Protein. Zur Erhdhung der Spezifitit kann weitexhin beveorzugt
ein sogenannter ,Sandwich-ELISA" verwendet werden, bei dem der
Nachweis der VGFARD-FPeptide von der Spezifitdt von zwel Anti-
kdrpern, die unkerschiedliche Epitope innerhalb des selben Mo-
lekils erkennen, abhangilg ist. Zun Hachweis von VGFARP-
Peptiden cder VGr-Froteinen kdnnan jedoch auch andere ELISA-
Systeme, x.B. direkte oder kompetitive ELISA Verwendung fin-
den. Auch weitere, ELISA—éhniiche Hachweistechniken, wie z.B.
RiA [,radio immuno assay® )}, EIA (Enzymimmunoassay), ELT-Spot
usw. 8ind geeignet als immunologische Nachweissyateme. Alm
standard fiir die gQuantifizierung kénnem aus biolegischen Prao-
ben isolierte, rckombinant hergestellte oder chemisch synthe-
tisierte VAPARP-Peptide oder VGF-Proteine verwendet werden.

Die Identifizierung des cder der VEFARP-Peptide kann z.B. @11-
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gemein mil Hilfe eines auf dag VGFARP-Feotid oder VGF-Protein

gerichteten Antiké&rpera, erfolgen, Weitere fir solche Machwei-
se gesignete Methoden sind unter anderem Westernblocting, Im-
munprédzipitation, Dot-Blots, Plasuenresonanzspektrometrie
{BTACORE®-Technologie, Blaccre International AB, Uppsala,
Schweden) , Phagennartikel, PHAs (Peptide Kucleie Acids), AEfi-
nititsmatrizen {=.B. ABICAP-Technolcgie, ABION Gesellschafh
fir Biowissenschaften und Technik wbH, Jilich, Deutschland)
uew. CGenerell sind alle Substanzen/Molekfile als Nachweisagen-
zien geeignet, die es erlauben, ein sperzifisches Nachweissy-
stem aufusubauen, da sie spezifiech ein VGFAR?-Peptid vder VGEF-

Protein binden.

kirpern

Eine weitere Ausflihrungsform der Erfindung ist die Sswinnung
von VEFARP-Peptiden unter Verwendung von rekombinanten Zxpres-
sionsgystemen, Chromatcgraphiemethoden und chemischen Synthe-
seprotokollien, die dem Fachwann bekannt sind. Die go gewonnen
VGFRRP-Peptide kdnaen unter anderer als Standards zur Quanci-
fizierung der jewelligen VCFARZ-Peptide oder alg Antigen zuxr
Herstellung von VGFARP-Peptid-Antikdrpern Verwendung finden.
zZu den dem Fachmann bekannten und geeigneten Methoden zur Ise-
lisrung und @ewinnung von VGFARP-Peptiden grehdren die rekowbi-
nante Expression von Pepiden. Zur Expression der VGFARD-
Peptide kénnen unter anderer Zellsysteme wie =.B. Bakterien
wis Bscherichia coli, Hefesellen wie Baccharomyces cersvigiae,
Insektenzellen wie z.B. gpodoptera frugiperda (8f-9) Zellen,
cder Saugerzellen wie ,Chinese Kamster Qvary“ (CHO) Rellen
verwendet werden. Diese Zellen sind von der ,American Tissue
fulture Collection™ (ATCC) erhiltlich. Zur rekombinanten Fx-
pression von VGFARP-reptiden werden 2Z.B. Nuklesinsiureseguen-
zen, die Ffar VGFARP-Peptide kodiexer in Kombination mit geeiy-

reken regqulatorigchen Nukleinsauresegquenzen wie «.3. Promoto-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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ren, artibiotischen BSelekticnsmarkern usw. mit molekularbiclo-

gischen Methoden in einen Expressionsvektor eingeflgt. Ein da-
zu geeigneter Vektor ist z.B. der Vektor pcDWA3.l wvon der Iiz-

ma Invitrogen. Die so gewonnenern VGFARP-Teptid Expressicnavek-

toren kénnen dann in geclignete Zellen, =2.B. durch Flekbropora-

tion, eingefiigt werden. Die so hergestellten VGFARF-Peptide
kémnen C- oder N-terminal mit heterclogen Seguenzen von Pepti-
den wie Poly-Histidinsequenzen, Heﬁagglutinin-Epitcpen (HA~
tagl, ader Droteiner wie z.B. Maltcsebindenden Proteinen,
Glutathicn-8-Transferase (GST), oder Proteindomdhnen wie der
dnn-4 DNA-Bindungsdomihne oder der GAL4-Aktivierungsdomibne
fugioniert seia. Die Herstellung der VGFARP-Peptide durch
cremigehe Synthese kann =.B. nach dem Merrifield-Festphasen-
Synthegeprotckell urter Verwendung von Synthessautomaten, die

von verschiedenen Herstellern erhaltlicken sind, erfolgen.

Eine weitere Ausfihrungsform dieser Erfindung ist die Isclie-
Tung ven VGFARP-Teptiden aus blologischen Proben oder aus
Zellkulturmedien oder Zelllysaten von rekombinanten Expressi-
cnssystemen z.5. mit Reverse Phage Chromatographie, Affinicab-
gchromatograph’e, Ionenaustaugchchromatographie, Gelfiltrati-
on, Isoelektrischer Fokussierung, uew. oder mit anderen Mstho-
den wie priparativer Immunprizipitation, Ammoniumsulfatfil-
Jung, Extrakiion mit organischen Lésungsmitteln usw. Zine wei-
tere Augfihrungsform der Erfindung ist die Gewinnung monoklo-
naler cder poivklornzler Antikdrper unter Verwendung von
VOFRRP-Peptidern. Die Gewinrung der Antikdrper geschieht in db-
licher, dam Fadhmann vertrauler Weige. Eipe beavorzugie Ausfih-
rungsform ist die Herstellung und Sewinnung von VOFARP-Peptid
spezifischen Antik&rpern, eins iasbesondere bevorzugte Ausfull-
rungsform ist die Herstellung von VGFARP-Peptid gpezifischen

Antikérpern die nes-Epitope erkenren, das heifit Epitope, die

nur auf VOFARP-Peptiden vorbanden sind, die jedoch nicht in

einem VGF-lrotein. Solche anti-VGFARP-Peptid Antikdrper ermbg-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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lichen den spezifischen immunclegigschen Nachweis vor. VGFARE-

Peptiden in Gegenwart von VGF-Protein. Polyklonale Antikdrper
kénnen durch Immunisierungen won Versuchstieren wie =.B. Mdu-
sen, Ratten, Kanipchen oder Ziegoen hergeskellt werden. Mono-
klonale Bntikéroer kémnen z.B. durch Immunisierungen veon Ver-
suchstieren und anschliefender Anwendung von Hybridomatechni-
ken cder aber (ber rekorbinante Versuchsansitze wie z.B. fber
Antikdrperbanken wie die HuCAL® - aAntikdrperbanc der Firma Mor-
phoSys, Martinsried, Deutschland, oder andere dem Fachmann be-
kannte, rekombinante Herstellungsverfahren gewonnen werden.
Antikdrper kéunen auch in Form von Antikdérperfragmente wie

z.B. Fab-Fragmente oder Fabl-Fragmente uvaw. Verwendung finden.

Therapicentwicklung und Gberwschung durch VGFARP-Peptid Be-
gtimmungen

Ein weiteres Anwendurgsheispiel ist die guantitartive cder gua-
litative ZBestirmung der oben genannten VGFARP-FPeptide oder
VGF-Proteine wur Abschatzung der Wirksamkeit einer sich in der
Entwicklung befindiichen Therapie gegen neurologische Erkran-
kungen, insbesonders chronisch-demenzislle Erkrankungen, ins-
besondere Morbus Blzkeimer. Die Brfindung kann auch zur Iden-
tifizierung von geeigneten Patienten fiir klinische Studlen zur
Entwicklung von Therapien fiir diese Erkrankungen, Iinsbescndere
Morins Alzheimer, verwendst werden. Dabei werden quantitative
Messergebnisse aus einer zu untersuchenden Procbe mit den Mees-
werten, die bei einem Kontrcllkollektiv und einer Gruppe von
Patienten gewonnsn wurden, verglichen. Aus diesun Brgebnissen
kann die Wirksamkeit eines Therapeutikums, kbzw. die Eignung
des Patieaten fitir eine klinigche Studie, abgeleitet werden.
Die Wirksamxeitsprifung und die Buswahkl der richtigen Patien-
ten Zir Therapien und fir klinische Studien ist £ir eine er-
folgraiche Anwenduag und Entwicklung sines Therapsutikums vorn
herausragender Bedeutung und bigher steht fir Morbus Alzheimex

kein klinisch messbarer Parameter zur Verfigung, der dieses
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zuverlissig crmdglicat [12].

Uberpriifung der therapeutischen Wirksamkeit von VGF-Proteinen,
VGFARP-Peptiden und von Agenzien, die die Expression und die
biclogische Verfiigbarkeit dieser Substanzen modulieren

Ein Auaflihrungsbeispiel hierfir urfase:z dic EKultivierurg wvon
Zelllinien, und ikre Behandlung mit V@F-Proteinen, VUFARP-
Zeptiden oder mit Substanzen, die die Expression von VEF-
Erotein fdrdern, wie z.B, NGF, BNDF oder NT-3, oder dis Pro-
zessierung von VGF-Protein zu VSFARP-Peptiden fdrdern, wie
%.B. Prohormonkonvertasen. Dadurch kdnnen biclogische Eigern-
sckaften von VGF-Protein und VGFARP-Paptiden im Zusammenhang
mit nenrclegischer Erkrankungen, insbesondere Morbus Alzhei-
mer, ermittelt werden. Auch Fusionsproteine und Fusionspeptide
kénnen zur Behandlung Ger Zelllinien verwendet wexden, =.B.

Fusionsproteine bestehend auvs Prohormonkonvertasen fusicniert

=3

mic Peptidsequenzen, die einen Transport des Fusionsproteins
ins Zellinnere férdern. BHeispiele fir mégliche Fusionspartner
vor z.B. Prohormonkonvertassn sind HIV-TAT-Seqguenzen oder Amn-
tennapedia-Sequenzen usw. Ebensc kénren Zelllinien mit Expres-
siongvektoren trangfiziert werden, die direkt oder indirekl
eipe Expression von VGF-Frotein oder VGFARP-Peptiden durch die
cransfizierten Zellen bewirken. Diese Expressiongveitoren kén-
ner u.a. fir VOFARFP-Peptide, VGF-Protéina, NGF, BKDF, NT-3
oder fiir Prohormonkenvertasen kodieren. Auch die Transfextion
veon Kombinationen der genannien Proteine kénren durchgefihrt
werden. Alternativ kimnen geeignete Zeillinien mit anti-vGeE-
Protein- oder anti-VETARP-Pepbtid-Antikdrpern oder mit Kuklein-
séuren, S&ie die Hxpression von VGF unterdricken, wie z.B. VGF-
Anlkisense-Nukleinsaurecn, V@F-Llriplex-Nukleinsauren oder gegen
VGF-mRNA gerichlheten Ribozymen, bshandelt werden. Auch die Be-
nandlung mik anki-NGF, anti-BNDF oder anti-NT-3 Artikorpern
kénnte zur Unterdriickung der VGF—Froteiﬁ Bxpression durchge-

flihrt werden. Insbesondere Zellilinien, die als neurclogische
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Modellsysteme im Zusamrenbang mit VGF als geeignet erscheinen,

kénnen zu scolcher Urtersuchungen herangezogen werden. Als
read-out Systeme Elr diese Untersuchungen kénnen unter anderem
Tesks verwendet werden, die die Froliferationsrate der bzhan-
delten Zellen, ihre Stoffwechselaktivitat, die Apoptoserate
der Zellen, Anderungen der %ellmoxphologie, der Expression voa
zelleigenen Proteinen oder Reportergenen oder die die Freiset-
zung von zytosolischen Zellbestandteilen als Marker fur Zell-
sterben ermitbteln. Als weitcre Testgysteme kinnen geeignobe
Stamme von Versuchtieren, =z.B. von Miusen oder Ratten, die zls
Modell f£ir neuroclogische Erkrankungen, insbesondere als Modell
£ir Morbus Alzheimer, gelten, verwendet werden. Diese Ver-
guchgtiere kdnnen zur Untorsuchung dey Wirksamkeit von Thera- .
plegtrategien die die Modulation der Xonzentration wvon VSFARP-
Peptiden oder von VGF-Proteinen zum Ziel haben, asrangezcgen
werden. Aufierdem kénnen in Versuchstieren auch Proteins und
EBeptide wie z.B., VGF-Protein, VCFARP-Peptide, NGF, BNDF, NT-3,
Prohormonkonvertasen usw. untersucht werden, wobei diese Pep-
tide und Proteine unter Umstinden so galenisch aufbereitet
werden kdénnen, dass sie die Blut-Hirn-Schranke und/cder die
Blut-Liguor-3chranke besser passieren kénnen. Als galenische
aufbereitungsmethode kénner unter arderem liposomen-verpackte
Proteine und Peptide, Proteine und Peptide fusioniert wit
Transportsequenzen, wie z B einer HIV-TAT-Sequenz usw. ver-
weadet werden. Aufcrdem kdnnen Peptide und PFroteine chemisch
derart modifiziert werden, dass sie lipophilere Eigenachaften
ernalten und daher lcichter in Zellen eindringen kénnen. Pep-
tide, die in wissrigen Lésungen nur schwer 1&slich sind kénnen
umgekehrt chemisch derart modifiziert werden, das sie Lkydro-
philer werde:n und dann als z.B. intravends injizierbares The-
rapsutikum verwendet werden kinnen. Siureresitstente Kapseln
kfinnen verwendet werden, um appfindiiche Substanzen, die oral

varabreicht werden sollex, im Magen zu schilbuen.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Read-out Parameter bei Versuchen mit liermodellen kémnen die

Ulber.ebensdauer der [iere, ihr Verhalten und ihre Kurzzeltge-
déchtnisleistung sein. Ein Beispiel fir einen Geddchtnisteast,
der flir Versuchstiere geeignet ist, 1stT der ,Morris water mare
test™ , Alg weitere Pararsber kann die Bestimmung von Kérper-
funktion, wie z.B. Bluttests, die Messung von Gehirnstrdmen,
Stcffwechseltest, die Expressionsrate von VGEP-Pretein und
VEFARP-Peptiden ﬁnd anderen mit der Erkrankung in Zusammenhang
stehenden Froteinen, mowie morphologische und nistologisone
Unterguchungen an Geweben, wie z.B. dem Gehirn herangezogen

werden.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Beispielen néher

illustriert. Dabei wird auch Bezug auf die Abbildungean genom-

men.

Abkildumng 1: Alignment der VGFARP-Paptide mit den beiden
beokannten VOF-Proteinen entsprechend den Da-
tembank Acceseion No. NM 003378 und ¥12661

Abkildung 2: Reverse FPhase Chromatographie =zur Separation
und Azreicheruﬁg der VEFARP-Peptide aus Ligu-
or cerebrospinalis

Abbildung 3; Magsenspektrometrische Messung (MALDI) am

Beispiel von VGFARP-7
Apkildung 4: MALDI zl2 relativ quantifizierende nassen-
spektroskopische Methode
2pbildung 5: ME/MS-Fragmentspekbrum am Beispiel des Pep-
tids VGEFARP-13

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Abkildung 6a - C: ,Box-Whisker-Plote™ zum guantitakbiven Ver-

gleich der Konzentrationen von VGFRRP-1,
VGFARP-2, VGFARF-18, VGFARP-1, VEFARP-4,
VOETARP-5, VOFARP-&6, VGFARP-7, VGFARP-139,
VGFARP-20, VGFARP-21, VGFARP-10, VGFARP-22,
VGFARP-28, VGFARZ-29, VGFARP-30/31, VGFARP-
31, VGFARP-12, VGFARF-13, VGFARP-35 und
VGFARP-37 in Morbus Alzheimer Patienten ver-

glichen mit Kontrollpatienten.

Die Abpildung 1 zeigt ein Alignment der erfindungsgemifen Pep-
tide mit zwei bexannten Varianten des VGF-Proteians, die in der
Abbildung mil ibren Datenbank Accession No. MM 003378 und
Y12661 beseichnet sind. SBequenspositiornen, die in beiden vari-
anten der VGF-Proteine identisch sind, sind in der Seguenz wvon
NM 0033786 mit sinem Stern dargeetellt. Unterschiede in den Se-
qienzen sind durch den Aminosiurecnde in weifer Schrift auf
schwarzem Hintergrund dargestellt. Der Pfeil am Ende cder am
Anfang von Teiléequenzen von VEFARP-12, -13 und 34 zeigt an,
das die jeweilige Sequenz sich Uber zwel Zeilen im Alignment
erstreckt.

Die Abbiidung 2 zeigt ecin Chromatogramm, aufgenommen mit Re-
verse Phasge Chrematograpale gemd® Beispiel 2, zur Separation
und Anreicherung dexr VGF-Peptide aus Liquer ceresbrospinalis.

i

Die Abbildung 2 zeigt ein Spektrum, das durch MALDI-
masacnepektromatische Messung gemd? Beispiel 3 von VGFARP-7
entstanden ist, mit einer theoretiachen, monoisotopiachen Mas-
se von 3686 Dalton, nach erfolgter Reverse Phass Chromatogra-
phie vor humanem Liquor cerebrospinales gemaf Beispiel 2.
VEFARP-7 enbsprichit der VEX-Sequensz (Accession No, Y12661) wveon

Aminogiura 26-62.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Die abbildung 4 zeigt durch MALDL als relativ guantifizierende

¥S -Methode erzeugte Daten. Eine Probe wurde mit unterschiedli-
chen Mengen verschiedener Standard-FPeptide versetzt und die
Intensit&t scwohl dieser Standardsignale, als auch reprasenta-
tiver Probensigrnale srmibtelt. Alle Signal-Intensitaten der
Standards wurden auf ihre Signalintensitat bei einer Konzen-
tration von 0,64 pgM (= 1) normiert. Jedes Peptid zeigt ein in-
dividuelles, typisches Verhdltnis von Signalstarks zu Konzen-
tration, was in dicaem Diagrawm anhand cer Steigung der XKurve
ablesbar ist.

]

Die Abbildung 5 zeilgt ein MS/MS-Fragmentspekrirum gemad Bei-
gpiel 4 des erfindungsgemiBen Peptids VGFARP-13,

Obere Spur: Rchdaten der Messung.
Untere Spur: Konvertiertes, dekonvwolutiertes Massenspektrum
von VGFARP-13.

Das Peak-Muster ist charzkteristisch fiir VGFARP-:3. VGFARP-13
entspricht der VGF-Sequenz (Accession No. Y12661) ven Amino-
sdure 421-479.

Die Abbildungen éA bis 60 meigen in Form von ,Box-Whisker-
Flots" einen Vergleich der integrierten MALDI-
massenspektrometrischen Signalintensitaten verschiedener
VGFARP-Peptide in Kontrollen, verglichen mit den Signalinten-

sitédten in Proben von Morbus Alzheimer Patienten.
Beispiel 1: Gewinnung von Ligquer cersbrospihalis zur Bestim-
mung von VGEPARP-Peptiden

Licuor oder lLiguor cercbrospinalig (Gshirn-Rickenmarks-

rliissigkeit} ist dic in den vier Hirnventrixeln ung im Suba-
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rachnoidalraum enthaltene Flissigkelt, dis vor allem in dan

Plexus choroidel der Seitenventrikel gebildet wird, Die Ent-
nahme von Liguer cerebrospinalis erfolgt meist durch Lumbal-
punktion, seltenar durch Subokzipitalpunktion oder Ventrikel-
punktion, Bei der Tummbalpupktion (Spinalpunktion) zur Zntnahme
von Liquor cerebrospinalis wird bei der Punkticn dsr gpinale
Subarachnoidalraum zwischen dem 3. und 4. oder dem 4. und 5.
Lendenwirbeldornfortsatz nmit einer langen Hohlnadel punktiert
und so Ligquor gewonnen. Anschliefend wird die Probe 10 Minuten
bei 2000x g zentritugiert und der Uberstand be: minus 85°C ge-

lagert.

Beispiel 2. Treonung von Pepbtiden in Liguor cerebrospinalis

{CEF) zur massenspektrometrischen Messung von VGFARP-Peptiden

Zum magsenspektronetrigchen Nachweis von VGF-Peptiden in CSF
ist in diesem Beispiel eine Trennung der peoptidischen Inhalta-
stoffe notwendig. Tiese Prcbenvorbehandlung dient der Rarei-
cherung der erfindungegeméfen Peptide und zur Abtrennung von
Zomponenten, die die Messung stéren kénnen. Als Trennverfahren
wird eine Reverse Phase Chromatographie durchgefihrt. Hierbeil
eignen sich verschiedens RP-Chromatographie-Karze und Bluati-
onswittel gleichermafen. Im Folgenden ist beispislhaft die
Trennung von V3F-Peptiden unter Verwendung einer C18 Revelrse
rhage Carcmatographiesiule mit der Gréfe 4 wm x 250 mm der
Firma Vydac. Es wurden Laufmittel folgender Zugsammensetzung
verwendet: Laufmitrel A: 0,06 % (v/vi Trifluoressigsdure,
Laufmitkel B: 0,05 % (v/v) Trifluoressigsiure, 80 % {v/v} Ace-
tonitril. Die Chromatographie evfolgte bei 33 °C unter Verwen-
dung einer HP-ChemStation 1100 der Firme Agilent Technologiss
mit einer Flusszelle Micre der Tirma Agilent Technologies. Als
Ercbe wirde humaner Liquoxr cerebrospinalis verwendet. 440 pl

Liquor wurden wit Wesser auf 1650 pul verdinnt, der pH auf 2-3
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elngestellt, die Probe ffdr 10 Minuten bei 18000x g zentrifu-

giert ungd schlieflich 1500 pl der so vorbereiteten FProbe auf
die Chromatographiesfule aufgetragen. Di= Chromatograpniebe-
dingungen waren wie folgt: 5 % Laufmittel B zum Zeitpunkt 0
min., vom Zeitpunkt 1 bkis 45 min kontinuierliche Steigerung
der Laufmittel B Konuzentration awf 50 %, von Zeitpunkt 45 bis
49 min kontinuierliche Steigerung der Laufmittel B Konzentra-
tion auf 100 % und anschlieffend bis zum Zeltpunki 53 min kon-
atant 100 % Puffer B. 10 Minuten nach Beginn der Chromatogra-
phie wird mit dem Sammeln von 96 Frakticnen zu je 0,5 ml be-
gonnen. Das Chromatogramm einer Liquor cerebrospinalis Probe,
hergestsllt unter den hier beschriebenen vVersuchsbedingungen,
igt in abbildung 2 dargsstellt),

Beigpiel 3: Ermittlung der Massen wvon Peptiden mit Hilfe von

MALDI -Massenspektrometrie

Zur Masgenanalyse werden typilsche Positiv-Iconen-Spektren von
Peptiden in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer.(Matrix- unter-
stttzte Laserdesorptions-Ionisation; erstellt. Geeignete
MBELDI-TOF-Massenspektrometer werden von PerSeptive Blosystems
Framingham (Voyager-DE, Voyager-DE FRO oder Voyager-DE STR)
oder von Bruker Daltonik Bremen (BIFLEX) hergestellt. Zur Pra-
paraticn der >2roben werden gie mit einer Matrixsubstanz ver-
migcht, die typischerweigse aus einer organischen Saure be-
steht. Typische Matrix-Substanzen, die sich fir Peptide eig-
nen, sind die 3,5-Dimethoxy-4-hydroxysimtgiure, die g-Cyanc-4-
nydroxyzimtsaure und die 2,5-Dihydroxybenzocsiure, Zur Messung
der erfindungsgemiBen VGFARP-Peptide wird ein lyophylisiertes,
nach Reverse Dhase Chromatographie gewonnenes Agquivalent cont-
aprechend 500 yl humanem Liquor cerebrospinalis, verwendet .
Die chromatographierte Probe wird in 15 ¥l einsr Matrix-Lésung
gelsst. Diese Matrix-Lésung enthdlt z.B. 10 g/l o-Cyano-1-

hydroxyzimisdure und 10 g/l o(-}Fucose geldst in einem Lo-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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sungenittelgemisch bestehend aus Aceteonitril, Wasser, Trifluo-

regeigsaure und Aceton im Volumenverh&ltnis 49:49:1:1. Von

dieser Lésung werden 0,3 pl auf eine MALDI-Trigerplatte trans-
feriert und die ge-rocknete Probe im MALDI-Massenspektrometer
Voyager-DE STR von PerSeptive Biogysbems analysierk. Dhe Mes-
sung erfolgt im "Linear Mode" mit "Delayed Extraction" ™. Ein
Beispiel fur eine Messung eines der erfindungsgemifien VGFARP-

Feptide zeigt Abbildung 3.

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie kann fur Quantifizierung von
Paeptiden wie z.B. der erfindungsgemiffen VGFARP-Peptide einge-
setzt werden, wenn diese Peptide in einer Konzentration vor-
liegen, die =ich im dynamischen Messbereich des Masgenspektro-
meters Ppefindet, wodurch Detektorsitiigung vermicder wird.
Dieses ist fir die Messung der erfindungsgemafen VGFARP-
Peptide in Liquor cerebrospinalis bei einer LDiquor-
Aquivalentkonzentration von 33,3 gl pro xl MatrixlSsung der
Fall, Fir jedes Peptid gibt es ein spezifisches Verhaltnis
vwischen Messsigral und Konzentration, was bedeuket, dass die
MALDL-Massenspektrometrie vorzugsweise zur relativen Quantifi-
zierung von Peptiden herangezogen werden kann, Dieser Sachver-
halt ist in Abbildung 4 dargestellt. Wird eine Probe mit un-
terschiedlichen Mengen verschiedener Standard-Peptide ver-
scbzl, so kann die Intensitat sowohl dieser Standaxdgignale,
ale auch der Probensignale ermittelt werden. Beispielhaft
zeigt Abbildung 4 eine MALDI-Megsung als relativ quantifizie-
rends M3-Methode. Alle Signal-Intensitaten der Standards wur-
den auf ihre Signalintensitit bel einer Fonzentration von 0,64
#M (= 1) normiert. Jedes Peptid zeigt ein individuelles, typi-
sches Verhdltnis von Signalstfrke zu Konzeatration, was achand

der Stelgung der Kurve ableshar lst.

Baisplel 4: Maszpenspektrometrische Identifizierung won VGFARP-
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Faptiden

zur Quantifizierung der erfindungsgemiifen VGFARP-Peptlde wuss
sichergestellt werden, dass es sich bei den zu analysierenden
Mamsongignalen von Peptiden in denr Fraktionen, gewcnnen durch
Eeverse Fhase Chromatcgrapaie von Liguor cerebrospinalis, ge-
maf Beispiel 2, tatsdchlich um die erfindungsgemédfen VGFARP-

Peplbide handelt.

Die IdenLifixabion der erfindungegewmaffen Peptide, in dissmen
Fraktionen erfelgt z.2. mit nanoSpray-MS/MS [11]. Dabei wird
ein VOGFARP-Peptid-Icn in Maseenspektrometer anhand seines spe-
zifigchen w/z (Masse/Ladung) Wertes in einer dem Fachmann be-
kannten Art und Weilse im Wassenspeaktrometer selextioniert.
Dieges aeclektierte Ion wird anschliefend durch Zufihrung von
Enllisionsenergie wit einem Stolgas, z.B. Helium oder Stick-
stoff, fragmentiert und die resultiersnden VOFARF-Peptid
Bruchstiicke im Massenspektromester in einer integrierten Analy-
seneinheit detektiert und korrespondierende m/z-Werte bestimmt
{Prinzip der Tandem-Massencpektromebrie) [13]. Das Fragmentie-
rungsverhalten von Pepbiden erudglicht bei einer Massengernau-
igkeit von z.B. 50ppm eine eindeutige Identifizierung der sx-
findungsgemdfien VCFARP-Peptide unter Verwendﬁng von computer-
gestOtzten Suchverfahren [14] in Sequemzdatenbanken, in dic
die Sequenz eines VGF-Proteins eingetragen wurde. In diesem
spezigllen Fall erfolgte die massenspektrometrleche analyse
mit einem Quadripol-TCOF-Instrument, Modell "Qstarfpulsar"‘der
Firma Zpplied Riosystems-Sciex, USA, Beispielhafte MS/MS Frag-

mentepektren sind in Abbildung 5 gezeigt.

Beigpiel 5: Massenspektrometrische Quantifizierunyg von VGFARP-
Peptiden zum Vergleich ihrer relativen Kenzentration in Xom-

trollpreben verglichen mit Patientenproban
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Filr 222 kiiniache Proben, d.h. 82 Kontreollproben und 130 Pro-
pen vor. Patienten, die an Morbus Alzheimer erkrankt sind, wur-
de nach einer Probenverbereitung gemdf Beispie: 1 und 2 cing
nachgeschaltete MALDI-Messung der erfindungsgemdBen VGFARP-
Peptide gemidR® Beisplel 3 durchgefihrt. Exemplariscase MALDI-
Sigrzlintensitdten sind in Form von ,Box-Whisker-Plots™ in den
Abbildungen &R bis 6C visualisiert. Die in Abbildung € darge-
stellten ,Box-Whisker-Plets® keruhen auf Mesgwerten, die je-
weils ankand wvon 29 his 45 Preben von Morbus Alzheimer Patien-
ten, bzw. 13 ois 44 Xontrollproben je Experiment durchgefithrt
wurden. Insgesamt wurden 4 Experimente durchgefihr:. Die dar-
gestellten ,Bex-Whisker-Plots® ermdglichen den Vergleich dexr
integrierten MALDI massenspekbrometrischen  Signalintensitéten
vergchiedener VGFARP-Peptide in Kontrellen, mit den WMALDI-
Zignalintensititen in Probken von Morbus Alzheimer Patienten,
Dapei umfasst die ,Box® , &.h. die S&yulen in den Diagrammen in
den Bbpildungem €A bis 60 jeweils den Bereich der MALDI-
Signalintensititen, din dem sich 50 % der Jjeweiligen MALDI-
Signalintensité&ten befinden, die von der ,Box" ausgehenden
nach ocben und nach unten weigenden Linien (,Whisker* } geben
den Bereich an, in dem sich jeweils die 25 % der Messwerte be-
finden, die dic hdchsten Signalintensitéten aufweigen (oberes
Quartil), bzw. in dem sich die 25 % der Messwerte bdefinden,
die die wniedrigsten Signalintermsiti@ten aufweisen (unteres
guartil). Pie durchgezogone Linie in den S&ulen gibt den Me-
Gianwert und die gestrichelte Linie ih dern S#ulen gibt den

Mittelwert am.

Die Thergchriften in diesem Dokument sind lediglich zur Strux-
turierung des Textes bestimmt. Sie sind nicht dazu bestimmi,
die hkeschriebsnen Sachverhalte zu limitieren oder ein  zu

schréniken. Alle Baisplels scllen den Erfindungsgedanken ndher

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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charakterisiaren, sollen jedoch den Aguivalenzbereich der Er-

findung nicht eingrenzen.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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SEQUENCE _ISTING

<110> 3BioVisigN AG
BioVisicd AG

<120> Verfanren wum Machiweis chronisch-demenaiclier Lrkrankungern
. Zl-gehorige Peptlde und Nachwedsreagenziasn

<130> wvir-=CT

<163> 3F

<170> PatantTn version 3.1

<270> 1

<211% 37

“212> [RY

<213» Homo sapiens

<400> 1

Ala I'ro Vro Gly Arg Pro Gia Ala Gln Fro Zro 2o Leu Ser Ser Glu

3 Za 13

His Lys Glu Pro Val Ala 3ly Asp Ala Vai 2ro Gly Pro Lys Asp Gly

22 25 30
Sor Ala Zro Glu Vel
35
2
4Q
FRT

A0010 saplens
<4nux 2
Ala Fro Pro {ily Arzg Fro Glu Alz Gln Fro Pro Pro fau 3Ser Ser Glo

1 5 ¢ 15

His Tys Glu Pre val Ala Gly Lo Ala val 2ro Gly Pro Lys Asp Gly
20 25 30

Ser Ala Pro Glu Val Ary GIy Ala
35 40

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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WO 02082075 PET/DEOZIITG
45
210> 3
<21.> 3¢

<Z12»  DPRET
<213> homo

40> 3
Ala Pro Pro

1

Tis Lys Glu

Ser Ala P'ro
35

4

36
PRT
homo

Lys Gl Pro

£la Fro Gl
3a
<210> 5
<211>» 38
<21Z> PRT

213> hcmo
<400> 5
Ero Pro Gly

1

Lya Glu Pro

sapiers

Gly hrg Pro Glu Ala Gin Pre Pro Pro Leu Ser Ser ¢in
5 10 e

Pro ¥al Ala Gly Asp Ala Val Pro Cly Pro Lys Asp Glv
20 z5 3n

Glu

sapliens

Arg Prp Glv Ala Gln Fro Pro Fro Leu Ser Ser Slu Ilis
10 15

w

Val Ala Gly ZAwsp Ala Val Pro Gly Pre Lys Asp Sly 3ar
20 25 ]

Val

Arg Pro Gle Ala Gin Pro Pro Fro Len Ser Ser Gig Hig
= 13 15

val Ala CGly Asp Rlz Val Pro Gly Pro Lvs Asp Cly Ser
z0 23 . 30
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Rla Exc Glu

35
<2010 6
<211> 24
<Z21Z» [Rr

<Z13> hLomo
<408» &

vy Arg Pro

=oa

Prc Val Ala

<210 7
<211 3%
<ZlZ» FRT
<213> homo
400> 7

Gly A= DPra
1

Prh Val Ala

o)
<210> &
<270= 37
<212 PRI

<213»  hcmo
<A00> o

Gly Arg Pro
1

46

Val Arg Gly Als

saplons

Glu Als Gl Pro Pro Fro Leu Ser Ser ¢f1a Wis Lys Glu
5 10 ih

Gly Asp Ala Val Pro Gly Pre Lys Asp Gly Ser Ala Pro
2C 25 30

0l

zriens

It

Eln Ala Gin Pro Pro Pro Leu Her Swr GlLu Hia Lys Glu
5 10 15

Gly Rsp Ala Val ro 3y Pro Lys Asp Gly Ser ala ~ro
23 28 3

G

Gly

saplens

Gll 4la Gin Pro DPro Pro Lou Ser Ser Gle His Lys Giu
3 19 15
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Pro Va2l Ala

Glu vzl Arg
3z

<210> 9
211> 33
<Z1Z» PRT
<213» There
<d4C0> 4

Gly Arg Pro
1

Fro val Ala

Glue

<210> 10
<211> 32
<212> PRI

<213> homo
<470> 10

Fly Arg Fro
1

Pro vzl Ala
<210x 11
<211> 39
<212» ERT

<213>  aomo
<Lt 11

Gly Arg Pro

Cly Asp
20

Gly Ala

saplers

Gl Al
5

Cly Asp

Saplens

Gly Asp
20

sapiens

(153) JP 2004-531250 A 2004.10.14

PCT/DEOZN137G

Ala val Pro Gly Pro Lys Asp Gly Ser Ala Pro
25 a0

Gl= Prc Pro Fro Loua Ser Ser Glu His Lys Glu
10 15

fla Vval Zro Gly Pro Lys Aap (G1y 327 Ala Pro
25 30

Cln Pro Prg 2ro Leu 3er Ser Glu His Lys 5lu
M| 13

Ala V5l Pro Gly Pre Lys Asp GLy Ser Ala Pro
25 30

3ln Pre Lro Pro Tea Scr Sov GLu lis Lys Glu
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Gl Va

<210>
<Z11>
<2l
<213>

<400>

<210
<211>
<212
<l 3s

L4000

Arg

35

1z
14
FR7T

homo

12

Proo Gly Cro

13
2
PRT
home

i3

Teu Asp Aryg
1

Pro Gla Glu

<210

NELl>

AL

<21C>
<211>
<zl
<213

15

PRY
homo

It

Fro Val Als CGly hsp

Z0

Sly &la

2aniens

Lys Asp
b

sapieans

EFro Ala
]

Clu Ala
20

capiens

=
L5
el
I
&
=

saplens

MAla Val Pro Gly Pre Lys Lsp Gly Scr Ala Pro

Arg Asn

Gly Zer Ala

Ser Pro Prou Als Pre Ser Giy Ser Gln Sla Cly

Ala Glt Ala Teu

Ser Ala Pro

48

25

Zro Sla val

25

0

140

10

(154)

PET/DEOZIITG

30

Arg Giy Ala

15

5

_5

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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4
<400> 15
Hiz Tys Glu Pro Val Ala Gly Asp
i 5
<210> 16
<211» &
<217> PRI

<2.3> hane sapiens
<4350 L4

Ala Pre Sex Gly Ser 51n Gln Gly
1 A

<210> 17

<Z11> 3§

<AL ERT

213> homo =apiens
<4Q0> 17

Ser Glu TRr #is Ser Teu Pro Ala Tro Glu Ser Pzxe Glu Pro Ala Ala
z 5 10 _E

Fro Pro Arg Pro Gln Th> Fro G111 Asn Gly Pro Glua Ala Ser Asp Pro
20 25 30

Har 4l Gl Len

2]
<21Q» 18
<zlz>» 11

<212»> DPRAT
<213> homo saniens

400> 18

il Glu Lev Arg Asp Phe Ser U'mo Ser Sar Ala
1 = 1c
<210 19

<Z1l>» 8

PRT
home sapiens
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<400> 13

zlu Pro Ala Ala Pro Pro Arg Pro
i o

20

64

2RT

home sapiens

400> ZC

Leu Gla Slu Ala Ale Flu Slu Arg Glu Ser Ala Arg Gla Gla %1y Glu
z 3 i 13

i

Al Gla Glr Gli Arg Rrg Gly Gly Glu Glu Arg Val Gly Clu Glu Asp
20 5 30

)

Gl Clu Ala Ala Gla Ala Ala Cla Ala Gl Ala Asp Glu Ala Gio Arg
35 40 45

Ala Arg Gln Asu Als Leu Lec Phe Ala Glu Glu
50 Ak

u Asp Gly Glu Ala

[y
(SN

Giy Ala Gli Asp
Gh

<210» 21

<211» 18

<2Ll3» PAT

<213> haro saplens
A0 21

GBly Teu Gin Glu Ala Ala Giu Gla Arg Glc fer Ala &rc Glu clu Glu
1 4 1G 15

Glu Ala

<210> 22
<2li> 2.
<212> [Rr
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<213»  memo
<400> 22

Ciy Zeu Gln
1

Glu Ala Giue &
2

<21d» 23
<21l1= 45
<212» PRT

<213> homo
<A00» 23
Cly GlLy Gio

Glu Rla Gla

Phe Ala 3lu

3h

<AL 24
«Zllx 32
€Zid> FRT
<213> homo
400> 24

Cly Gly ¢lu
1

Glu Ala Glu

<ELC> 2%
bb
PRT
hono

<4Ga» I3

sapiens

Glu Ala Ala Gla 3ia Arc Clu Ser Alz Arg Gla lu Glo
z 1n 15

saplens

Glu arg Val Gly Glo Slu Asp Giu Glu Az Ala Clu Ala
5 12 15

ARia Glu Glu Ala Giu Arg Alz Arg Gla Aup Als Zeu Teu
20 25 30

Slu Glu Asp GLy Glu Ala Gly Rla Glu Rsp
a0 LE]

w
o

piensg

Glu Arg Val 5ly Glu Sla Asp Glu ¢l Als Ala Glu &Ala
5 12 1h

Ala Glt Glu Ale Glu Arg Ala Arg Gln RSk Ala Leu Teu
2C 25 32

saplens
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PCT/DEOZN137G

Gly Glu Glu Arg Val Sly Glu GIu Asp Glu Glu Ala Alz Glu Ala Ala
1 =

10

13

Giu Ala Glu Ala Asp Gla Ala Gl Arg Ale Avyg Gln Asn Ala Zet Leu

20

Phe Ala Glu Glu

35
<210>  2¢
<2Vi» 36
<?1Z» PERT

30

Glir Asp Gly Glu Ala Cly Ala Glu Asp

<7Z13> homo sapiens

Her Gir Glu Glu

Glu Gl Gly

el
B

Lle Asp Sar Teu

<211» 52

<212% PRT
<213> homo sap’
ED0x 27

Glu Glu Gly Gly
20

Ile Asp Ser Lou
35

Asp Val Val Ser

43

The Fro Gly His Arg Arg Tys Siu Als Glu €ly Thr
0 - R

k] 13

Giu Glu Glu Asp Asp 31a Glu Met Asp Pro Gln Thre

25

ens

Thx Pro Gly His Arg Arg Lys
5 19

Glu Glu Glu Asp Asp GIlu Gla
25

Tie Gl Tea Ser Thr Lys Leu
40

30

31lu Ala Glu Gly Thr
3

Met Asp Pro Gln Thr
3o

Hi=z

Lol

2u Pro Ala Asp
5
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50
<2lo> 28
<21> 39
<Z12»> PRT
<213> hLomo mapiens
<400> ZR
Lar Gln Glu

Gin Gla Gly

Ilce Asp Ser

3er Thr
1

<2106
<21l
<212
<213

<400

Bla fala

Ty T

Slu

31

FRL
Foro

Glu Thr
Gly Qg
2¢

Len Ile

Sar Il

sApiens

]

L
T
=

(S0 o}

sapleny

Arg Glu
b

saplens

=3

Pro Gly Eis

Fla Glu Asp

Glu Les Ser
40

Arg
asp
25

Thr

(159)

PCT/DEOZN137G

Arg Zys Glu Ala 31:
19

Glu Giu Met Asp Pro Gln Thr
30

Zys Lew His Leu Pro Ala Asp
45

Glu Gl

Leu Frc Ala Aso Asp Val Val Ser

Ser Ala Arg

pay

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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<400> 3L

Glu Asp Glu
1

<2U0% 32
<Z2il> ¥
<#12>  PRT
<213> hono

<400> 32

¢lu Glu Met
1

<2°.0» 33
<Zli»> 38
<212>  DRT

“213» homo

Thr Ris val

Arg Asp Slu

35
<210w 34
«211> 37

€212» 2RT

<213> homo
<400> 34

Azt Ala Pro
1

Thr dis val

Glu Ala Ala Glu Rla
5

Sapilens

Asp Pro Tla Thr Ile

s Jdra Gla Tre Vair Pro

Argy Ser Pxo Glu Pro
20

Lew Pru

e
[
s

sanions

Pre Glu LPro vVal 2vo

Arg Ser Pro Glp Pro
29

(160) JP

PET/DEOZIITG

F»¢ Pre Arg Ala Ala Fro Ala Zro
0 14

Prc Pre Pro Ala Fro ala Pro Ala
25 39

Pro Pro Arg nlz Ales Pro Ala 2Zro
10 15

Pre Pro Pre Ala Fro Ala Pro Alaz
25 30

2004-531250 A 2004.10.14
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WO UZA82075 PCT/DEO20137G

55

Arg Asp Glu Low Pro

<Z10»
<2l1=
<21Z=
<2_3>»

<400>

35

35

8

ERT

hemo saciens

35

Fro Thr His Vval Arg Se> Pro Gln

1

5

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Patentanepriiche

1. verfahren zum Nachweis einer caronisch-demenziellen Erkran-

kung oder eirer Veranlaguag fir eine chronisch-deuwenzielle

Erkrankung durch Bestimmung der relativen Keonzentration we-

nigstens eines Markerpeptids, wverglichen mit der Konzentra-

tion ces Markerpeptids in einer Eontrollprobe, dadurch ge-

kennzeichnet dassa:

a}

)

als Markerpeptid wenigsbens ein Peptid, abgeleitet von
der Segquenz mit der Adcession No. Y12661 aus der DNA Data
Bank of Japan verwendet wird, und

eine fir das jeweilige Markerpaeptid spezifische Konzern-
trationsdnderung in der Probe relativ zu einer Kontroll-
vzooe festgestellt wird, und

eine signifikante Konzentratiunsénderung des Markerpep-
tids in der unter b} genannten Weisse alg positives Nach-
weisergebnis fur die chronisch-demenzielle Brkrankung ge-

wertet wird.

2. Verfahren zum Nachwels ciner chrenisch denenzlellen Erkran-

kung oder einer Veranlagung flir eine chronigch-demenzielle

Erkrankung durch Bestiwmung der relativen Konzentration we-

nigstens eines Markerpeptids, verglichon wit der Konzentrabi-

on

das Mavkerpeptids in siner Kontrollprobe, dadurch gekean-

zeichnet dass:

a

o)

als Markerpeptid wenigstens ein Feptid, abgeleitet von der
Seguenz mit der Gene Bank Accession No, HM_003378 verwsn-
del: wird, und .

gine filr das jeweilige Markerpeptid spezifische Xonzen-
trationsinderung in der Frobe relativ zu einer Kontroll-
probe festgestellt wird, und

eine signifikante Konzentrationsanderung des Markerpep-
tide in der unter b) genannten Welse als positives Nach-

weisergebnis Edr die chronisch-demcnzielle Exkrankung ge-

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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WO 02082075 PCT/DEOZ 3T

wertet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2z, dadurch gekennzeichnet,

dess wenigstens ein Peptid

u)} Bin VOFARP-Peptid ist, oder

b} ein Peptid entsprechend der Accession Ho. Y1286l der
DDBJ-Datenbank ist, oder

c) ein Peptid entsprechend der Gene Bank Accesgslion No.
NM_ 003378 ist, oder

d} ein Abxdmwmling eines natirlich verkommenden Alles der un-
ter a) bis ¢} genanntern Peptide iskt, oder

&) eine VGFARFP-Mutante ist, wobsi die VEFARP-Mutante vor-
zugewelge in waximal 2, Aminogauvren von der entsprechen-
den nicht mutierten VGFARP-Spquenz abweichl, oder

f} eine Matante einer der unter b} odexr ¢l genannten Pepiide
ist, wobei die Aminosfuresesquenz maximal 20 % von den un-
ter b) oder ¢) genasnten Aminosduresequenz abweicht, oder

g) ein chemisch meodifiziertes, oder pestranslaticnal modifi-

siertes Peptid entsprecher a} bis £) ist

4. Verfahren zum Kachwels elner chronisch-demenziellen Erkwan-
kung gemaf Aaspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekemmzeichnet, dass
es ir Kombination wit anderen liagnoseverfzhren f£ir chronisch-
demenzielle Erkrankungen zur Erhdhnung von deren Seagitivitat

und/oder Spezifitit durchgefdhrt wird.

5, Verfahwen nach Anspruch 1, 2, 3 cder 4, dadurch gekenn-
zeichnes, dase die demenzielle Erkrackung Morbus Alzheimer
vder eine verwandte neurologische Erkrarkung, inebesondere Le-

wy-Body Demenz oder vaskulare Demenz iget.

6. Verfahren nach einem der Anspricae 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass wenigsteons ein identifiziertes VGFARP-Paptic

ausgewidhlt wird, wobei das Peptid in nichb medifizierter Form,

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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mit posttranslationaien Modifikationen oder in chemisch modi-

fizierter Form, vorzugsweise ala Peptid-Oxid vorliegt.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dasse die Peptid Ronzeatration fir einen positiven

Nachweis der Erkrankung fir jedes der Pepbide in spezifiacher
Richtung relativ zur Konzentration des jeweiligen Peptides in

einer Korntrollprobe erhdht cder erniedrigt ist,

&. Vertahren nach cinem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gokenn

- zeichnet, dass ez zur Bestimmung der Schwere der Erkrankung,

zur Prognose des Verlaufs, oder zur Diagnose von Vorstufen
neurologischer Erxrkraniungen, insbesondere von "mild cogrnitive

inpairment! (MCI) herangezogen wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekenr-
zeichnet, dass die blologisgche Preobe Ligquor cerebrospinalis,
Serum, Plasma, Urin, Synovialflissigkeit, Stwhl, Trénenflils

sigkeit, Sputum oder ein Gewsbehomogenat ist.

10. Verfahre:n nach einem der Anspriche 1 kis %, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Identifizierung der Peptide mit Hilfe

einer massenspektrometrischen Bestimmung vorgenommen wird.

11. Verfabhre:n nach Angpruch 10, dadurch gekenneeichnet, dass
die Identifizierung die massenspektrometrische Bestimmung we-
nigstens einen der theoretischen, monoisctopischen Massenpeaks
von 3666,8278 / 3550,9875 [/ 3567,7594 / 3555,7807 / 387%9,5504

J/ 3401,6852 / 3614,8077 / 3685,8448 / 3302,616% / 3173,574% /
3955,988% / 1336,6735 / 2503,1827 / 2 727,3501 / = B51,4137 / =
730,3246 / 3745,7343 / 1235,5782 / = 033,4393% / 7518,2744 /
2031,8981 / 2418,04i9 / 4806,0408 / 3456,56513 / 4806,0408 /
4058, 7043 / 5Y76,6294 / G618,0363 / 1380,724% / = 946,4463 / =
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862,31%2 / > 961,4063 / 2903,0180 / 3787,9911 / 2 920,4828 Dal-

ton umlassl.

12, Verfahren nach einem der Enspziche 1 bis ¢, dadvrch ge-
kennzeichnet, dassz die Tdentifizicrung der Peptide mikt Hilfe
eines immunologischen, molekularbiclogischen, physikalischen

oder chemischsn Tegta vorgenommen wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennseichnet, dass
der immunologische fest ein ELISA (Enmzyme Linked Imouno Sor-

bent Assay), ein Radioimmuncassay oder ein Westernblot ist.

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekernzeichnet, dass
die Identifizierung der Peptide mit Hilfe einea auf ein Peptid
oder ein reptidfracment gerichteten Antikérpers, Antikérpsr-
fragments, ?hagenpartikels, FNAs oder einer AffinitAtsmatrize

geschicak.

15. Verfahrer nach einem der Anspriche I bis 14, dadurch ge-
xennzcichnet, dass die Probe vor der Identifizierung chromato-
grafisch fraktieoniert wird, vorzugsweise mit Reverse Phase
Chromatographie, weiter vorrugsweise wit hochaufldsender Re-

verse Phase Chromatographie.

1. Verfahren nach einen der Anspriche 1 bkig 14, dadurch ge-
kennzelchnael, daeps die Probs vor der Identifizierung durch
Fallungsreaktioren oder Fifssigphasentrennungen fraktloniert

wird.

17, Ein Peptid, dass
a) eln VGFARP-Peptid ist, oder
b) ein VGFARP-Abkémmling eines VGF-Proteins ist, inshcsondere
ein Abkdwm’ing von HM_(03378 oder Y12661, oder

c) ein VEFARP-Abkdumling eines VGF-Allels ist, oder

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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d} eine VGFARP-Mutante ist, wobel die VEFARP-Mutante worzugs-

weise ir maximal 2, Amincsauren von der entsprechenden
nicht mitierten VGFARP-Sequenz abweicht, oder
e) ein chemisch, oder postranslational modifiziertes Peptid

entsprechend a) bisg £) ist

18. Verwendung wenigstens eines der Peptide gemaf Anspruck 17
zur Gewlnnung von Antikdrpern und zur Entwicklung vor Diacno-
sereagentien zum Nachweis ncurclogischer Erkvankungen, insbs-
dondore chronisch-demenzieller Erkrankungen, insbesondere von

Morbus Alzhelmer.
19. Arntikorper, die die peptide gemiR Anspruch 17 binden.

20. verwendung von Antikdrpern gegen VGF cder von Antikdrpern
gemdf Anspruch 19 zur Diagnose neurologischer Erkrankungen,
ingbescondere chronisch-demenzie_ler Erkrankungen, insbesoadere

von Morbus Alzheimer.

21. Verwendunc wven Nukleinsiurcn, die su VEFARD-Peptiden oder
zu VOK-Proteinen korrespondieren sur indirextern Bestimmung und
puantifizierurg der zugehdrigen Proteine urd Peptide geeignet

2ind.

22. Verwendung eines Verfahrens erntsprechend Anspruch 21, bei
den der Nachweis der VGF-Nuxleingiuren unter Verwendung von
Northernblots, wvon Reverse Transkriptase PCR oder von guanti-

tativer PCR criclot.

23. Verwendurg eines Verfahrens gemdf Anspruch 1 bis 16 oder
gemaf Anspruch 20 bis 22 zur Bestimmung der Wirksamkeit einer
Therapie fiiv aine neuroleogische Erkrankung, insbesondere einer
ehronisch-demenziellen Erkrarkung, inscesondere bel Morbus

Alzheinmer,
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24. verwendung eines Verfahrens gemiB Anspruch 1 bie 16 oder
geraf Anspruch 20 bis 22 zur Stratifizierung veon Patienten die
fir Therapien eoder kliniscne Studien neurologischer Erkraokun-
gen, insbesondere chroniﬂch-deﬁenzieller Erkrankungern, insbe-
sondere Morbus Alzheimer geeignet sind.

25. Bukleinsiuren, die zu VGFARP-Peptiden korrespondieren.

26, Mukleinsfauren, die als VEF-gpezifischne Antisenge-
Nukleinsfurer oder als VBF-speziflsche Rikozywe, odexr als VGF-

spezifische Triplex-Nukleinsauren geelgnet sind,

27. Synthetizche Agonisten oder Antagonisten der In Anspruch 3

genannten VOF--Peptide.

28. Peptide gemaB den in Anspruch 3 genannten Feptiden, oder
Stoffe gemiR Anspruck 25 bis 27 wobel diese Peptide, Kuklein-
saure, Agonisten und Antagonisten in einer Art und Weise gale-
nisch aufbereitet cder chemisch oder biclogisch medifiziert
gind, Gass sie die Blut-Hirn-Schranke und/oder die Blut-

Liguor-Schranke passieren kénnen.

2%. Peptide gemifl den in Anspruch 3 genannten Peptiden,lcder
Stoffe gémaﬁ Anspruch 25 bis 27, wobel diese Stoffe in edner
Art und Weise galenisch aufbereitet oder chemigeh cder biolo-
gisch modifiziert sind, dass sie flr gpmzielle Applikationswe-
ge cptimiert sind, insbesondere fir die Gabe in den Elutxreis-
lauf, der Gastrointestinaltrakt, den Urogenitaltrakt, das 1ym-
phatigche System, in den Subarachneidalraum, zur Inhslation
oder zur direkten Injektion in Gewebe wie =z.B. Mugkalgawebe,

Fattgewche, Cchirn usw.

30. vVerwenduny wenigstens eines der in Anspruch 3 angegebenen

peptide oder der Nukleinsduren, Peptide, Agonisten oder Anta-

JP 2004-531250 A 2004.10.14



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

par
ol

20

25

20

(168) JP 2004-531250 A 2004.10.14

WO 02082075 PCT/DEOZ 3T

- B2 -
A% hngpruch 25 bis 27 als Arzneimittel oder Arz-

gonisten ge

neimittel-wWirkatoff.

31. Verwendurg von wenigstens sines der in Anspruch 3 angegs-
kenen Peptide oder von Nuklelnsauren, Peptiden, Antagonisten
ader Agonisten gemift Angpruch 25 big 27 zur Herstellung sines
Arzneimittels zur Frophylaxe oder Behandlung neurslogischer

Erkrankungen, insbesondere chronisch-demenzieller Erkrankun-

gen, insbesordere vor Morbus Alcheimer.

32. Verwendurg wenigstens einer Substanz, die die Expression
von VGF-Proteinen moduliert, z.3. NGF, BNDF oder NT-3, zur
Hergrellung eizeg Arzhneimittels zur Prophylaxe oder Behandlung
neurclogigclhor Exkrankungen, insbesondere chronisen-

demenzieller Erkrankungen, insbesondere von Morbus Alzhaimer.

33%. Verwendung wenigstens einer Supstanz, die seleltiv die
Transkription odexr Expression einer ginzelncn VGF-Cen-
Variante, irsbesondere NM_003378 oder Y12651, inhibiert oder
gizimuliert zur Herstellung eines Arzneimittels zur Frophylaxe
cdar Behandlung neurolagischer Erkrankungen, insbesondere
chronigch-demerzieller Erkranwxungen, insbesondere von Morbus

Alzheimer.

34. Verwendung einer Substanz, die wenigatens an einee der in
Anspruch 3 angegebernen Peptide bindet, insbesoadere von Anti-
korpern, Antikérperfragmenten, PNAs coder Affinititsmatrizen
zur Herstellung eines Arzneimittels zur rrophylaxe oder Be-
Landlung neurologischer Erkrenkungen, ingbesgondere chroniseh-

demenzieller Hrkrankungen, insbescnders won Morbus Alzheimer.

35, Verwendung wenigstens eines der in Anspruch 3 genannten
Zaptide oder der Mukleinsiuren, Peptide, Antagonisten oder

Agonisten gendR Anspruch 25 kis 27 zur Therapie von neurclogi-
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schen Erkrankungen, inebesondsre chronisch-demsnziellen Er-

krankungen, insbesondere Morbuis Alzheimer.

25, Verfahran zur therapeuatischen Modulierung der Konzentratl-
cn von mindestens einem der in Anspruch 3 genannten Peptide
oder von Nu<leinsiuran gemif Anspruch 25 in einem Patienten

mit einer neurclogischen Erkrankung, inshesondere chroniack-

~demenziellen Zrkrankungen, insbescndere Morbus Alzheimer.

37. verfahren entsprechend Anspruci 36, bei dem eine Verminde-
rung der Konzentrationen an V3F-Peptiden oder Nukleins&uren

angestrabl wird.

38. Verfahren entsprechend Anspruch 36, bei dem eine Erhéhung
der Konzentrationen an V3F-Proteinen oder an VGFARP-Peptide

angestrebl wird.

38, Verfahren entsprechend Anspruch 37, bei dem eirnem Patien-
ten
a) Antikdrper, die gegen VGF-Proteine, VGFARP-Peptide, HWCGF,

BNDF oder K1-3 gerichtet sind, verabreicht werden, oder

b} Antisence-Nukleinsiuren, Triplex-Nukleinsduren oder Ribozy-
me verabreicht werden um die Expression von VGF-Proteinen,
VGFRRP-Peptiden, NGF, BNDF oder NT-23 zu vermindern, oder

¢} Substanzern, die die Prozessicrung von VEF-Proteinen inhi-
bieren, verabreicht wezden, oder

d) antagonisten der in Anspruch 3 genannten VEF-Peptide verab-

Teicht werden

40. Verfahren entsprechend Anspruch 38, bei dem einem Patien-

ten .

a) V@¥-Proteins, VGFARF-Peptide, NGT, ENDF oder NT-3 verab-
reicht wird, oder

b} Nukleinsaurern verabreicht werden, die flir V@F-Proteine,

VAPARE-Peptide, NGF, BNDF.Gder NT-3 2u kodieren, cder

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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c¢) Substanzen verabreicht werden, die die Prozessierung von

VGF-Proteinen fovdern, oder
s}

Agonisten der in Anspruch 3 genannten VGF-Peptide verab-

relcht werden

41. Screenigvertahren zur Identifizierung von Substanzen, die
in der Lage sind die Expression nindegtens eines der in An-

spruch 3 genannten Peptidezu vervindern oder zu verstirken.

42. Sereeaingverfahren zur Identifizicrung von Rezeptoren,

oder Inhibitoren die mindestens eines der in Anspruch 3 ge-

- nannten Pepticde binden.

43. SBcreeaingverfahren zsur Identifiziesrung von Ageonisten oder
Antagonisten wmindestens eines der in Anspruch 3 genannten Pep-

tide.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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INTERNATIONAL SEARCH REFORT mntermatil Applicelion No
PCT/DE 02/01376
[ DOCUMENTS TC BE RELEVANT
Catigory *  Chalion of dcumen, witt imiicalon, where appiosnale, of the oy pasudyys RAskevart o Garn Ho.
X PURCELL W M ET AL: “RAT BRAIN MAST CELLS: 27-36
AN IN YITRO PARADIGM FOR ASSESSING THE 38,40
TOXIC EFFECTS QF NEUROTROPHIC
THERAPEUTICS"

KEURQTOXICALOGY, TOX PRESS, RADFIELD. AR,

vol. 17, no. 3/4,

21 September 1996 (1996-09-21), pages
845-850, XPOOBOOLE0B

ISSK: D161-813X%

abstract

X ROSSI A ET AL: "EXPRESSION IN MURINE AND 17-19,
HUMAN NEURDBLASTOMA CELL LINES OF VGF, & 21,22
TISSUE SPECIFIC PROTEIN® 26,27

INTERNATIONAL JOURNAL OF DEVELOPMENTAL
NEURQSCIENCE, PERGAMON, OXFORD, GB,

vol. 1D, no. 6, December 1292 (1992-12)
pages 527-534, XP000953020

TSSN; 0736-5748

p, 525, lines 14 - 30

X MIYATAKE ¥ ET AL: “"THE SIGNAL 17-19
TRANSDUCTION PATHWAY FOR VGF EXPRESSION
DUE TO NGF IS DIFFERENT FROM THAT DUE TO
BFGF IN PC12H CELL"

BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY
INTERNATIONAL, ACADEMIC PRESS, LONDON, GB,
vol, 30, no. 2, June 1993 (1993-06), pages
231-236, XPOGODS3021

1SSN: 1039-9712

apstract
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Although Claims 36-40 relate to a method for treatment of the human or
animal body, the search was carried out on the basis of the alleged stfects of
the compound or composition.

The International Searching Authority has determined that this international
application contains multiple (groups of) inventions, namely

1. Claims 27-40 {in part)

BDNT as synthetic agonist or expression modulator and its use
for therapy of Alzheimer's disease.

2. Claims 27-4{} (in part)
NGF as synthetic agonist or expression modulator and its use
for therapy of Alzheimer's disease.

3. Claims 27-40 (in part)

NT-3 us synthetic agonist or expression modulator and its use
for therapy of Alzheimer's disease.

Continuation of [.2
Claims: 27-32,35-40
The current Claims 27-32 and 35-40 relate to products that are delined only

in functional terms by a desirable charagieristic or property, namely the
ability to act as a VGF (ant)agonist or modulator. However, this does nel
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allow any unambiguous conclusion Lo be drawn as to the structure of the
desired agonists or modulators.

The current ¢laims therefore relate o all products, ete., that have this
characleristic or property, but the application provides support by the
description {PCT Article 5) for only a limited number of such products, etc.
[n the preseat case the claims lack the proper support and the application
lacks the requisite disclosure to such an extent that it appears impossible 1o
carry out a meaningful search covering the entire rangz of protection sought.
Morecver, the claims alse lack the requisite clarity (PCT Article 8) since
they atternpt 10 define the product in terms of the desired result. This lack of
clarity too is such that it is impossible to carry out a meaninglul search
covering the entire scope of proteclion soughl. Thercfore, the search was
directed 1o the parts of the clzaims thel uppear to be clear, supported or
disclosed in the above sense, that is the parts concerning VGF anlibodics and
VGF nucleic acid derivatives as well as the neurotrophins indicated in Claim
32,

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions
in respect of which ne 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 & preliminary examination for
subjects that have net been searched. This also applies to cases where the
claims were amended after receipt of the international search report (PC1
Article 19) or where the applicant submits new claims in 1he course of the
procedure under PCT Chapter 11

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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Application No
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Faan: dzcument Punticatian FPutlicaten

cied In zearcn reptr date mambe(s; cae
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INTERNATIONALER RECHERGHENBERIGHT oo g aicanzsichon
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A. KLASSINZ EAUNG DES ANMELDUN GSGEGE! ?STANI‘IES

IFK 7 GOIN33/68 CO7K14/475

Hach dur Interne: onalen Fatontkeagsitication IPKy oder nach der nahonak: Kiasslikalon und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Rechert ane” ung

IPK 7 GDIN CO7K

U T UM N BT e e Vars e, Sk e Unies i ncherneren Geviete (3 k-
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EPO-Internal, BICSIS

C. 415 WESENTLICH ANGESEHENE LINTERLAGEN

Kaegorie® | Bereichnung dar ve-oHenlichung. sowel, edonderich uner Angare der n Belracht som— enden Tede Balr Anspauch hr
£ WG 01 07074 A (AMGEN INC ;YAN HAI (US)) 17-1%,
1. Februar 2001 (2001-02-01) 21-43
das ganze Dokument
X US § 180 820 A (LOTTSPEICH FRIEDRICH ET 27-36,
ALY 19. Januar 1993 (1993-01-19) 38,40

abstract, col. 3, Jines 5 -~ 22, col. 10,
Tines 99 - 68, items 5.9.2 and 5.10, cols.
26 - 30

_/’_
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Intemi lex Axienzeichen

PCT/DE 02/01376

C.[Fansetrung) ALS WESENTLIGH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategone’

Lezeiciaung ger vermtenbchung, unte- Ang, It BOTaGH

Taie Buir, Anspruch K

X

PURCELL W M ET AL: “RAT BRAIN MAST CELLS
AN IN YITRQ PARADIGM FOR ASSESSING THE
TOXIC EFFECTS OF WEUROTROPHIC
THERAPEUTICS"

NEUROTOXICOLOGY, TOX PRESS, RADFIELD, AR,

N,
Bd. 17, Nr. 3/4,

Z1. September 1996 (1996-0%-21), Seiten
845-850, XPDOB0O05EQ8

I5SN: 0161-B13X

Zusammznfassung

ROSSI A ET AL: "EXPRCSSION IN MURINE AND
HUMAN NEURDBLASTOMA CELL LINES OF VGF, A
TISSUE SPECIFIC PROTELN®

INTERNATIONAL JOURNAL OF DEVELDPMENTAL
NEURDSCIENCE, PERGAMON, OXFORD, GB,

Bd. 10, Mr. 6, Dezember 1992 (1992-12),
Seiten 527-534, XPOQQ953020

I53N: 0736-5748

p. 525, lines 14 - 30

MIYATAKE ¥ ET AL: "THE SIGNAL
TRANSDUCTION PATHWAY FOR ¥GF EXPRESSION
DUE TO NGF IS DIFFERENT FROM THRT DUE TO
BFGF IN PC12H CELL"

BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIODLOGY
INTERNATIONAL, ACADEMIC PRESS, LONDON, GE,
Bd. 30, Nr. 2, Junt 1993 {1993-06), Seiten
231-236, XP000953021

ISSN: 1039-9712

Zusammenfassung

7-36,
38,40

17-19,
21,22,
26,27

17-19

FRPTIRLal PE NSAZ 10 - IS0TIUAG von BRE £) Liul 199R;
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irieRionae s Akizeiches

INTERNATICNAL SEARCH REPCRT UPLT/OE 02701376

Fetd ) Bermerkurggen 2o den Ansprichen, die sich als nicht recherchiedar erwiessen haben (Fodsetzung von Punkt 2 aul Blat

SEaman Artlkel 17{2:} wards aus lolge wier Grinaen ir besimmie Anspriche kein Rechechenbafizht el

.XJ Anspriche N

weil 3 sih 8l Gegensiarde bez ehen, zu deren Fooherthe o Behbide nioht vepfiichts: tet, néimicn
Obwahl cle Arspriiche 30 und 36 - 40 sich auf ein Verfahren zur Behanclung des

menschlichen/tier*schen Korpers keziehen, wurde die Recherche durchgefiihri und
grindete stch auf die angeflhrten Wirkungen der Yerbindung/Zusammensetzung.

2. K] Anspreche N, 27 - 32, 38 - 40
well g e 3lsh aul Teile du interradoralen Anmely y pezghen, 4o dan vorpesdyriabanen AVCrderLngen &0 wenig sricpracher.,
dal el1e s nwol e Intemal onale Ascherche ncht :qlﬁ’\g?ﬁlhr weBrchn kans, oamleh

siehe Zusatzblatt WEITERL ANGABEN PCT/ISA/210

3. EI Anspriche N
werl es sich dabe um ab-angige Ansprisa handstt die nichl & Sa1z % und } dat Fiagal 6.4 2} abgeta sng

Feld 1| Bamerungen bei mangeindcr Enheitichielt der Enindang {Fersetzung vor Punki 3 auf Blat 1}

D internalinnale Recheichauar-oe hat testgastel i, cda’3 dirse Internatiarale Armekdung meniere Erirdur gen aniaalt:

siehe Zusatzblatt

. Oa der Annsalger alla ertordakener 2usdichon Recharchenpebihran rechizellis entrichigt hat, ersirag«t sich dieser
inlarnatanaw Recharsher beric L L lle tetharchisrsa e Ansphikne.

5 m 0a fir alle recharcverbaren Aaspruche die Rechercha onne aingr: ADEISANWARC darthi A werden Kornie, dar aine
N * Igt ~dits, hat dis Bard oe nchl 2 Zakiurg B ner solchen Sebih” aufyelardait,

3 Da der Anmeider nur 2inige der o Zushiztcher armchis! ket aratiackt sch deanr
Inlernaton sl Fezhaichanbar cht fr. aul 0 Ansom.nc Tor 2le Geainren enir chiet wo:ce SHd, aanticn a1 die
Bnspriche Nr.

4 D D80 Anmeddter hAL die: Brordericnan nlen Deririernalcriale Racte—
<charbarizht bescnrénit & ch ozher suf Gie in gen A’Isul\l nEn ZUers: Efwa-hme Em"dh.rlﬂ. digse isl in ‘olgencen Ansprichen er—
falt:

v i Die Gebahre wurden vom Amelde: unter Widersgruch gezahit

D Die #ahlLng ausittdicher Fecherchangebinten 2roIgiz 61N2 WidersaruTh,

Formpmall PCT/ISAG 0 (Fortsaizung von Bt 1 (1)Kl 1995

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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WEITERE ANGABEN PCTASA! 210

Dia internationale Recherchenberérde hat festgestellt, daf diese
tnternationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt,
namlich:
1. Anspriche: 27 - 40 {teils)
BONF als synthetischer Agonist/Expressionsmodulator, sowie
dessen Yerwendung zur Therapie van Morbus Alzheimer
2. Anspriche: 27 - 40 (teils)
NBF als synthetischer Agenist/Expressionsmodulater, sowie
dessen VYerwendung zur Therapie von Marbus Alzheimer
3. Anspriche: 27 - 40 {teils)

NT-3 als synthetischee Agonist/Expressionsmodulator, sowle
dessen Verwendung zur Therapie von Merbus Alzheimer

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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WEITERE ANGABEN PCTASA! 21

Fartsetzung von Feld 1.2

Anspriche Nr.. 27 - 32, 35 - 40

Die geltenden Patentanspriche 27 - 32, 35 - 40 beziehen sich auf
Produkte, die lediglicn funktionell durch eine erstrebenswerte Eigenneit
oder Eigenschaft, ndmlich die Fanigkeit, als VGF(ant)agonist, odsr
-moduator zu agieren, definiert sind. Diese jedoch erlaubt keinerlei
eindeutigen Rickschluss iiber die Struktur der gewlinschten
Agonisten/Modulatoren.

Die Patenlanspriiche umfassen daher alle Produkte ete., die diese
Eigepheit oder Efgenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung
Stitze durch die Bescnreibung im Sinne von Art. § PCT nur flr eine
begrenzte Zahl solcher Produkte etc. liefert. Im vorliegenden Fall fehlen
den Patentanspriichen die entsprechende 5tiitze bzw, der Patentanmeldung
dia néitige Offenbarung in ainem solchen MaBe, daB eine sianvolle
Recherche (ber den gesamten erstrebten Schutzbereich unméglich
erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentansprichen auch die in Art. €
PLT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, Produkte anhand
des jeweils erstrebte Ergetnis zu definieren. Auch dieser Mangel an
Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvelle Recherche iiber den
gesamten erstrebten Schutzbereich unmdglich macht. Daher wurde dle
Recherche auf die Teile der Patentanspriiche gerichtet, welche im o¢.a.
Sinne als klar, gestiitzt oder offenbart erscheinen, ndmlich die Teile
betreffend VGF-Antikdrper und VGF-Nukleinsdurederivate sowie die in
Anspruch 32 genannten Neurotrophine

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daf Patentansprlche, oder Teile von
Patentansprichen, auf Erfindungen, flr die kein internationaler
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorlaufigen Priifung sein konmen {Regel 56.1(e) PCT}. In
seiner Eigenschaft als mit der internationalen verlaufigen Priifung
beauftragte Behdrdge wird das EPA alsa in der Regel keine vorliufige
Priifung fur Gegenstinde durchfiibren, zu demen keine Rachgrche worliagt.
Dies gilt auch fir den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichtes gedndert wurden {Art. 19 PCT}, oder
fur den Fall, dab der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemif Kapitel II
FCT neue Patentanspriche vorlegt.

JP 2004-531250 A 2004.10.14
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