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Screening-Verfahren fir Wirkstoffe fiir die Prophylaxe und

Therapie neurodegenerativer Erkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Screening-Verfahren fiur
Wirkstoffe fir die Prophylaxe und Therapie neurodegenerativer
Erkrankungen, vorzugsweise der Alzheimer Krankheit, wobei die
Wirkstoffe den Transport von AR42 in die Zelle, vorzugsweise

den Zellkern, hemmen.

Die Alzheimer Krankheit (AD) ist eine neurodegenerative
Erkrankung und stellt die haufigste Form der
Demenzerkrankungen dar. Als wichtigstes pathologisches Merkmal
fiir die Alzheimer Krankheit sind die amyloiden Plaques
anzusehen (De Groot et al., FEBS J. 273 (2006), S. 658-668).
Die amyloiden Plaques bestehen aus extrazelluldren Aggregaten
des Amyloid-f-Peptids (AP), welches ein Spaltprodukt des
Amyloid Vorlduferproteins (APP) ist. Loésliche AQ Peptide
stellen ein spezifisches Merkmal der AD dar. Die 1l&6slichen
Formen koénnen oligomerisieren und sind dann als Dimere,
Tetramere und bis zu Dodecameren und hoéheren Aggregaten
nachweisbar und kénnen dann weiter zu Fibrillen aggregieren.
Diese Fibrillen finden sich z.B. in den amyloiden Plaques im

Gehirn von Patienten.

Stand der Forschung ist, dass vor allem die 1&slichen Formen
des AP mit einer Lange von 42 Resten (AB42) und hier vor allem
die AR42 Dimere, Trimere und Tetramere, fiur den
Neuronenverlust und damit den kognitiven Leistungsverlust
verantwortlich sind, nicht jedoch Fibrillen oder Plaques. Ein
Bezug zu den pathologischen Merkmalen (Plaques und
Neurofibrillenbiindel) auf molekularer Ebene konnte nicht
direkt gezeigt werden. In einem Review-Artikel von Shaw et
al. (Shaw et al., Nature Reviews, Vol. 6, April 2007, S. 295-
303) werden mdgliche Mechanismen und Biomarker fiur Alzheimer

diskutiert.
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Trotz zahlreicher in vitro-Studien ist bis heute der
molekulare Mechanismus der Entstehung der Toxizit&dt unentdeckt
geblieben. Die Toxizitat der oligomeren Formen wird als
Zelltod und Inhibition der "Long-Term-Potentiation (LTP)" in
Zellkultursystemen und Tiermodellen gemessen. Die daraus
entwickelten Hypothesen nehmen an, dass (a) AR Oligomere uber

hydrophobe Wechselwirkung mit Lipiden in Zellmembranen sog.

Poren bilden, die die Membranen zerstdren und den
Ionenhaushalt aus dem Gleichgewicht bringen, bzw. (b) Uber
einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus den Zelltod

verursachen (Walsh et al. (2007), J. Neurochem. 101, S.1172-
1184)

Minter et al. (Minter et gl. (2007), EMBO J. 26, S. 1702-1712)
konnten zeigen, dass APP drei konsekutiv aufeinanderfolgende
GxxxG (Glycin, drei beliebige Aminosduren aufler Prolin,
Glycin) Dimerisierungsmotive enthdlt, wobei besonders die
Motive an den AR Positionen G29 und G33 eine essentielle Rolle
in der Prozessierung des APP spielt. Es konnte gezeigt werden,
dass durch Punktmutation der Glycine zu einem Alanin nicht
mehr vornehmlich AB42 gebildet wird, sondern es zu einem
sequentiellen Weiterschneidens des Peptides kommt, wobei
kiirzere AB Spezies wie AB1-38 und ABl-34 entstehen. Des
Weiteren konnte gezeigt Qerden, dass dieser toxische Effekt
aufgehoben werden kann, wenn das Glycin an AB Position 33 zu
einem Alanin oder Isoleucin mutiert wird. Diese Erkenntnisse
bieten gute Ansatze fir die Entwicklung von Strategien zur
Prophylaxe bzw. Therapie der Alzheimer Krankheit. Aufgrund der
Dringlichkeit der Moglichkeit der effizienten
Behandlung/Prophylaxe der Alzheimer Krankheit ist es Jjedoch
wichtig, nach weiteren therapeutischenn Konzepten Ausschau zu

halten.
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Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem
zugrunde, Verfahren zur Identifizierung von Wirkstoffen
bereitzustellen, die flur eine Prophylaxe bzw. Therapie der
Alzheimer Krankheit bzw. anderer neurogenerativer Erkrankungen

geeignet sind.

Die Losung dieses technischen Problems wird durch die
Bereitstellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten

Ausfihrungsformen erzielt.

Von den Erfindern wurde gefunden, dass AR Peptide in die Zelle
aufgenommen werden kénnen und dort ihre toxische Wirkung
ausliben. In den zu der vorliegenden Erfindung fidhrenden
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl Af42 als
auch ABR42G33A nicht nur von den Zellen aufgenommen werden,
sondern unmittelbar in den Zellkern transportiert werden. Mit
Hilfe konfokaler Laser Scanning Mikroskopie und
elektronenmikrospkopischer Aufnahmen konnten die Erfinder AR42
sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma, nachweisen. Die
experimentellen Daten belegen, dass das toxische Peptid AR42
im Zellkern humaner Neuroblastoma Zellen akkumuliert und eine
transkriptions-regulatorische Funktion auslUben kann. An den
untersuchten Beispielen konnte nachgewiesen werden, dass AR42
spezifisch supprimierend auf die Transkription von LRP1 und
KAIl, aber aktivierend auf die Transkription von APP wirkt. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass das nicht toxische
Peptid AR42G33A keinen Einfluss auf die Expression der mRNA-
Spiegel der untersuchten Gene hat. Aus den untersuchten
familidren Fallen der AD 1ist bekannt, dass eine vermehrte
Produktion von AB42 und ein verdndertes Verh8ltnis der ABR-
Spezies AB40 und AR42 fir die AD ursdchlich sein konnen.
Ungeklart ist, warum ABR42 eine Schliisselrolle beim
Neuronenverlust einnimmt und daraus kognitive Defizite
entstehen. Es wird davon ausgegangen, dass AR42 auch andere

als die gezeigten Gene beeinflussen kann, die fir das Lernen
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und das Geddchtnis eine entscheidende Rolle spielen und damit
therapeutische Ziele darstellen. Aufgrund des neuen Befundes,
dass AR42 im Zellkern eine regulatorische Funktion einnimmt,
werden neue Ansdtze zur Diagnostik bzw. Therapie der Alzheimer

Krankheit moglich.

So wird von den Erfindern gezeigt, dass AR42 an bestimmte
Regionen der DNA, an Promotoren, bindet. Dabei kommt es zur
Rekrutierung der Histon-Acetyltransferase Tip60 und des
Adapterproteins Fe65 und vermutlich zur Komplexbildung mit
diesen Proteinen und der DNA (Figur 4). Die Interaktion wvon
AR42 an den Promotoren von LRP1 und KAI1 wurde als ein
spezifisches Ereignis identifiziert, da am Hesl Promotor keine

Interaktion mit AB42 nachgewiesen werden konnte.

Nach einer Illumina-Studie mit einem HT12-v3 Chip konnte
gezeigt werden, dass noch weitere Gene durch das neurotoxische
Ab42 beeinflusst werden. Unter anderem konnten Gene zweier
Genfamilien und ein Transkriptionsfaktor identifiziert werden
(ID 1-3; IGFBP 3/5 und LMO4), die durch den Einfluss von ABR42

nach 8h Inkubation signifikant hochreguliert wurden (Figur 5).

Die 1in der vorliegenden Erfindung gewonnenen Erkenntnisse
finden unter anderem die folgenden Anwendungsméglichkeiten:

(1) Screening nach Genen, die fir das Lernen und das
Gedachtnis unerldsslich sind und die durch AR42 oder andere in
den Kern importierte AR-Formen reguliert werden.

(2) Screening nach =zytoplasmatischen Transportmolekiilen, die
den spdteren Kernimport von AR42 oder andere in den Kern
importierte AR-Formen ermdglichen.

(3) Identifizierung von Inhibitoren filir den Kernimport von
ABR42, um die Gen-regulatorische Wirkung von AR42 oder andere
in den Kern importierter AR-Formen zu verhindern.

Kirzlich konnte fir die autosomal-dominant vererbte

Polyglutamin-Erkrankung, bei der sich Polyglutaminaggregate im
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Kern Dbilden, gezeigt werden, dass Aggregate im Zellkern
weltaus toxischer sind als Aggregate, die im Zytosol
lokalisiert sind (Iwata et al. (2009), Journal Biol. Chem.
284, S. 9796-9803). Am Abbau der Aggregate im Kern sind
Ubiquitin- Ligasen wie Sanlp und UHRF-2 beteiligt, die die
Poly-Q induzierte Toxizitdt wieder aufheben. Analog dazu
ergibt sich fir die vorliegende Erfindung:

(4) Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems, das am Abbau
von amyloiden Aggregaten von AB42 analog zu pQ Aggregaten im

Kern beteiligt ist.

Die vorliegenden Erkenntnisse sind auch von Nutzen flir:

(a) Diagnose (Nachweis der Akkumulation von AB42 im Zellkern
(z.B. Uber Biopsien)); und

(b) Therapie (Verhinderung der Aufnahme von AB42 (oder anderen

Gen-regulatorischen Formen von AR) in die Zelle, bzw. den

Kern, Verhinderung bzw. gezielte Beeinflussung der Gen-
regulatorischen Wirkungen von  ABR42 (oder anderen Gen-
regulatorischen Formen von AR), Aktivierung von

Abbaumechanismen im Zellkern, die auf AB42 wirksam sind).

Kurze Beschreibung der Figuren

Figur 1: Zeitabhd&ngige Akkumulation von A) AB42 und B)

ABR42G33A im Zellkern humaner Neuroblastoma Zellen

Die Quantifizierung erfolgte mittels ELISA als relative Menge
gegenuber dem Wert bei 0 Stunden angenommen als 1.0, d.h. ohne

Zugabe von synthetischem Peptid.

Figur 2: mRNA Expression nach Inkubation mit Af42

Mittels RT-PCR wurde cDNA aus isolierter mRNA generiert. mRNA-
Expression von LRP1 und KAIl zeigte eine signifikante Abnahme

nach 4 und 6 h Inkubation der Zellen mit AB42. Nach 8 h
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Inkubation kam es zu einer signifikanten Zunahme von APP. Die

mRNA-Spiegel von BACEl und Hesl wurden nicht beeinflusst.

Figur 3: mRNA Expression nach Inkubation mit AR42G33A

Mittels RT-PCR wurde cDNA aus isolierter mRNA generiert.
AR42G33A hat keinen Einfluss auf die mRNA Expression von LRP1,
KAI1l, Hesl, APP und BACEl.

Figur 4: Chromatinimmunoprédzipitation (ChIP) von DNA-

Fragmenten der Promotoren von LRP, KAIl und Hesl

Input: eingesetzte DNA. Kontrollen: oIgG, ap50.

(A) Hesl Promotor: es konnte zu keiner Zeit eine Interaktion
von AR und dem Promotor nachgewiesen werden.

(B) LRP1 Promotor: nach 0,5 h Inkubation mit AR42 konnte AR42
an dem Promotor detektiert werden. Nach 1 h wurden Tip60 und
Fe65 detektiert. Nach 8 h Inkubation mit AB42 konnten Tip60
und Fe65 nicht mehr auf dem Promotor detektiert werden, AR42
verbleibt auf dem Promotor.

(C) KAI1l Promotor: nach 1h Inkubation mit AP42 wurde dieses
auf dem Promotor detektiert. Der Co-Repressor N-CoR wurde
nicht mehr detektiert. Nach 2 h Inkubation wurden Tip60 und
Fe65 detektiert. Nach 6 h Inkubation konnten Tip60 und Fe65
nicht mehr auf dem Promotor detektiert werden, der Co-
Repressor N-CoR wurde nicht detektiert, AP42 verbleibt auf dem

Promotor.

Figur 5: mRNA Expression nach Inkubation mit Ab40, Ab42 und
AR42G33A.

Aus isolierter mRNA wurde mittels RT-PCR c¢cDNA generiert und
diese mittels gRT-PRC analysiert. Ab42 fuhrt zu einer
signifikanten Zunahme der mRNA von ID1-3, IGFBP3/ 5 und LMO4
nach 8h Inkubation, wogegen Ab40 und AB42G33A keinen Einfluss

auf die mRNA Expression haben.
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum
Screenen von Wirkstoffen zur Prophylaxe und/oder Therapie
einer neurodegenerativen Erkrankung, wobei das Verfahren die
folgenden Schritte umfaflit:

(a) Inkontaktbringen von Zellen in Gegenwart von (i) Af42 und
(ii) eines Wirkstoffkandidaten unter Bedingungen, die deren
Aufnahme durch die Zellen erlauben; und

(b) Bestimmung der =zelluldren oder subzelluldren Lokalisation
von AB42 in den Zellen;

wobei eine verringerte zelluléare oder subzellulare
Lokalisation von Af42 im Vergleich 2zu einer Kontrolle ohne
Wirkstoffkandidaten darauf hinweist, dass der
Wirkstoffkandidat fir die Prophylaxe/Therapie einer

neurodegenerativen Erkrankung geeignet ist.

Die optimalen Zeiten zwischen den Schritten (a) und (b) kdnnen
vom Fachmann durch Routine-Experimente bestimmt werden und
liegen in der Regel 2zwischen 20 min wund mehreren Stunden
(Aufnahme in die Zelle) bzw der Nachweis Uber
Zellfraktionierung (Stunden bis zu einem Tag, Zentrifugation
und anschl ELISA bzw Western blot, ca. 1 Tag). Hier handelt es
sich um Arbeitsabldufe, die im Labor standardisiert sind und

nicht nur fiir die hier beschriebenen Experimente gelten.

Bei dem erfindungsgemidBen Screening-Verfahren koénnen Af42 und
der Wirkstoffkandidat gleichzeitig oder nacheinander (mit
zeltlicher Verzdgerung) verabreicht werden, z.B. der

Wirkstoffkandidat vor ABR42.

Der hier verwendete Begriff ,neurodegenerative Erkrankung"
umfasst jede Form neurodegenerativer Erkrankungen oder
Demenzerkrankungen, beispielsweise Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson, Chorea Huntington, Amyotrophe Lateralsklerose,

Lewy-Korperchen-Demenz, Morbus Pick (Frontotemporale Demenz),
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Progressive supranukledre Blickparese, Kortikobasale

Degeneration, und Multiple Sklerose (MS).

Die in dem erfindungsgemdBen Verfahren verwendeten Zellen
kénnen aus verschiedenen Quellen stammen, z.B. Saduger (z.B.
Nagetiere, Menschen, Primaten usw.) Hihner etc. Vorzugsweise
handelt es sich bei den in dem erfindungsgemdflen Verfahren
verwendeten Zellen um S&dugerzellen, wobei humane Zellen

bevorzugt sind.

Besonders bevorzugt sind neuronale Zellen, wobei
Neuroblastoma-Zellen am meisten bevorzugt sind. Ein Beispiel
fiir eine besonders bevorzugte Neuroblastoma-Zelle ist eine SH-
SY5Y-Zelle. Weitere geeignete Zelllinien sind alle im Labor
gebrduchlichen Zelllinien, z.B. CHO, HEK2983, C0Ss7,
Fibroblasten oder N2a.

Die in dem erfindungsgem&Ben Screening-Verfahren Verwendung
findenden Zellen konnen Bestandteil eines nicht-menschlichen
Organismus sein (Tiermodell), eines Gewebes oder in Zellkultur
vorliegen. Bei nicht-neuronalen Zellen kann es sich um primidre
Zellkulturen handeln oder Zell-Linien, die davon abgeleitet
sind. Die nicht-neuronalen Zellen und die neuronalen Zellen

kénnen autolog, allogen oder xenogen sein.

Die Zellen konnen in allgemein bekannten Wachstumsmedien
kultiviert werden. Sdugerzellen kdnnen beispielsweise in einer
in-vitro-Kultur in verschiedenen N&dhrmedien, die fir
Sdaugetierzellen geeignet sind, gehalten werden, beispielsweise
Neurobasal- oder Ll5-Medien (Life Technologies, Rockville,

Maryland), die durch verschiedene Verbindungen ergdnzt werden

kénnen, z.B. Antibiotika, Vitamine, trophische Faktoren,
fetales Serum usw.. Vorzugswelse werden die Zellen in
Neurobasalmedium, ergdnzt durch Nahrstoffe und

Wachstumsfaktoren, kultiviert. Die Zellen k&énnen mehrere Tage
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oder Wochen erhalten werden, ohne ihre Eigenschaften zu
verlieren. Vorzugsweise werden sie kurz nach ihrer Herstellung
verwendet, d.h. vorzugsweise innerhalb einer Woche nach der

Herstellung.

Im Allgemeinen werden die Zellen der/den Kandidaten-
Verbindung(en) zwischen 1 nM und 1 mM ausgesetzt, fir AR42
gelten Konzentration im Bereich nano- bis mikromolarer
Konzentrationen, die fir die jeweilige Zelllinie unterhalb der
LD Konzentration liegt (abhdngig vom Jjeweiligen Labor zB bei
SY5Y Zellen bei etwa 10uM). Weiterhin kann Jjede Verbindung
parallel bei verschiedenen Konzentrationen getestet werden. Es
konnen auch, falls erforderlich, verschiedene Zusatze und/oder
Vektoren und/oder Produkte, die den Verbindungen helfen, in
die Zellen einzudringen, hinzugefiigt werden, z.B Liposome,
kationische Lipide oder Polymere, Penetratin, Tat PDT, Peptide

von Adenoviren (z.B. Penton) oder anderen Viren usw.

Das Inkontaktbringen kann in bekannten Tragern durchgefiihrt
werden, z.B. Platten, Rohre, Kolben und dergleichen. Im
Allgemeinen erfolgt das Inkontaktbringen in Platten mit zahl-
reichen Lochern, die es ermodglichen, parallel zahlreiche
Versuche durchzufiihren. Typische Trager sind. z.B.
Mikrotiterplatten, insbesondere das 384-Locher-

Mikrotiterplatten-Format, das leicht zu handhaben ist.

Der hier verwendete Ausdruck ,Inkontaktbringen wvon Zellen“
bezieht sich auf das Inkontaktbringen von Zellen, die als
Organismus, d.h. als nicht-humaner Organismus, vorzugsweise
Sduger vorliegen oder beispielsweise als Zellkultur, die unter
Bedingungen gehalten bzw. gezlichtet wird, die die Aufnahme des

Wirkstoffkandidaten (und Af42) in die Zellen erlauben.

Der hier verwendete Ausdruck ,in Gegenwart wvon Apf42 unter

Bedingungen, die dessen Aufnahme durch die Zellen erlauben®™
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beinhaltet auch die Aufnahme von AR42 in den Zellkern, wobei
hier (a) AR42 von auBen, beispielsweise Uber das Kulturmedium
zugefihrt werden kann, oder (b) im Cytoplasma nach Expression
einer heterologen Nukleinsidure anwesend ist, die fiur Ap42

kodiert, mit der die Zelle vorher transformiert wurde.

Die Bestimmung der zelluldren oder subzelluldren Lokalisation
von AR42 in den Zellen kann durch Routineverfahren erfolgen,
z.B. anhand spezifisch an AR42 bindender Liganden,
vorzugsweise Antikorper, nach vorangegangener
Zellfraktionierung, z.B durch ELISA, Western blot oder durch
mikroskopische Techniken iber Fluoreszenzmarkierung zusammen
etwa mit den entsprechenden Markern wie kernspezifische
Proteine oder DNA, sowie weiterer, nachstehend noch naherer
beschriebener Verfahren. Hinsichtlich der vorstehend erwdhnten
Verfahren sowie noch nachfolgend genannten Verfahren, die
allesamt Routineverfahren sind, wird auf Standardwerke der
Labortechnik verwiesen, 2z.B. ,Molecular Biomethods Handbook",
Edit.: J. Walker, Ralph Rapley, Humana Press, 2nd. Edition,
2008, oder Janeway ,Immunclogie"“, Spektrum Verlag, 7. Auflage,

20009.

Der hier verwendete Ausdruck ,Wirkstoffkandidat™ betrifft
bisher bekannte oder unbekannte Substanzen, wobei die zu
untersuchenden Substanzen 1in keiner Weise beschrankt sind,
d.h., es kann sich um sehr unterschiedliche Testverbindungen
handeln. Dabei kann es sich um natirlich vorkommende und
synthetische, organische oder anorganische Verbindungen sowie
um Polymere (z.B. Oligopeptide, Polypeptide, Oligonucleotide
und Polynukleotide), kleine Molekile, Antikorper, Zucker,
Fettsduren, Nucleotide und Nuukleotid-Analoga, Analoga
natirlich vorkommender Strukturen (z.B. Peptid-,Imitatoren",

Nukleinsdure-Analoga etc.) und weitere Verbindungen handeln.
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Als Ausgangsmaterial fiur moglicherweise nitzliche
Testverbindungen koénnen auch Extrakte natidrlicher Produkte
Verwendung finden. Solche Extrakte koénnen aus verschiedenen
Quellen stammen, z.B. Pilzen, Actinomyceten, Algen, Insekten,
Protozoen, Pflanzen und Bakterien. Aktivitat aufweisende
Extrakte konnen dann zur Isolation des aktiven Wirkstoffs

weiter analysiert werden.

Bei der Testverbindung kann es sich um eine einzelne
Verbindung oder ein Gemisch handeln. Somit kdnnen die
Testverbindungen auch im groflen MafRstab gescreent werden.
Somit sind in einer bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemdBen Screening-Verfahrens die Testverbindungen
Bestandteil einer Substanzbibliothek. Dabei koénnen, Jje nach
Ausgestaltung des Verfahrens, die Testverbindungen zu einem
Kulturmedium gegeben werden, in eine Zelle injiziert werden,

etc.

Wenn eine Probe mit einer niitzlichen Testverbindung oder einem
Gemisch im erfindungsgemd@fen Screening-Verfahren identifiziert
wurde, kann daraus entweder die fragliche Testverbindung
isoliert werden oder die urspriingliche Probe kann - falls sie
ein Gemisch unterschiedlicher Verbindungen enthalt -
fraktioniert werden, um so die Anzahl unterschiedlicher
Verbindungen pro Probe zu reduzieren. Das erfindungsgemdfe

Verfahren wird dann mit den einzelnen Fraktionen wiederholt.

Assayformate zur Identifizierung positiver Testverbindungen
sind allgemein bekannt und koénnen - falls erforderlich - vom

Fachmann nach Bedarf modifiziert werden.

Die mittels des erfindungsgeméflen Screening-Verfahrens
isolierten Verbindungen sind als therapeutische Wirkstoffe fir
die Behandlung, Pravention, Kontrolle oder Linderung einer

neurologischen Erkrankung, vorzugsweise AD, geeignet oder
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diese konnen als sog. .~Leitstrukturen™ zur Entwicklung
analoger Verbindungen dienen, d.h., Wirkstoffen, die
zusdtzliche gewinschte Eigenschaften aufweisen, z.B. die
Blut/Hirn-Schranke gut passieren kédnnen, bzw. bestimmte

unerwlinschte Nebenwirkungen verlieren oder eine hdhere
Halbwertszeit (Clearing~-Rate) aufweisen.. AuBlerdem kdnnen
solche optimierten Verbindungen eine stabilisierte
Elektronenkonfiguration und molekulare Konformation aufweisen,
wobel die funktionellen Schlisselgruppen im Wesentlichen wie
bei der Ausgangsverbindung prédsentiert werden kdénnen.
Vorzugsweise haben die analogen Verbindungen raumliche
elektronische Eigenschaften, die mit der Bindungsregion der
Ausgangverbindung vergleichbar sind, sind jedoch kleiner,
weisen z.B. nur noch ein Molekulargewicht unter 2 kD,
vorzugswelise unter 1 kD auf. Die Herstellung/Identifizierung
solcher analoger Verbindungen kann durch {bliche Verfahren
erfolgen, z.B. SCF-Analyse oder CI-Analyse. Die
pharmakologischen Eigenschaften dieser analogen Verbindungen
konnen ebenfalls mittels bekannter Verfahren bestimmt werden.
Solche Wirkstoffe kénnen z.B. den Import von AR42 in die
Zelle, vorzugsweise den Zellkern hemmen, um so z.B. die Gen-
regulatorische Wirkung von ABR42 oder andere 1in den Kern

importierter AR-Formen zu verhindern.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemdfien Verfahrens wird die Lokalisation von Af42 im
Zellkern bestimmt. Dies kann durch gédngige Nachweisverfahren
erfolgen, z.B. ELISA, Western Blot, Fluoreszenz-Cytometrie.
Vorzugswelise erfolgt die Bestimmung der Lokalisation nachdem
vor Verfahrensschritt (b) die Zellen subzelluldr fraktioniert
wurden und die einzelnen Zellfraktionen, =z.B. die Zellkerne
enthaltende Fraktion, getrennt auf Anwesenheit von AR42

getestet werden.
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In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemdfen Verfahrens basiert der Nachweis von AR42 auf
der Bindung eines spezifischen Liganden, der vorzugsweise mit
einem nachweisbaren Marker versehen ist. Am meisten bevorzugt
ist ein immunologisches Verfahren. So kann die
Anwesenheit/Konzentration von AB42 dadurch bestimmt werden,
dass man die Probe mit einem anti-AB42-Antikdérper oder einem
Fragment davon in Berlhrung bringt und sodann die Bindung des
anti-ApB42-Antikdrpers oder des Fragments davon an AR42
bestimmt. Bei den dafir geeigneten Antikdrpern kann es sich um
monoklonale, polyklonale oder synthetische Antikdrper oder
Fragmente davon handeln. In diesem Zusammenhang bedeutet der
Begriff ,Fragment™ alle Teile des monoklonalen Antikdrpers
(z.B. Fab-, Fv- oder ,single chain Fv“-Fragmente), welche die
gleiche Epitopspezifitat wie der vollstdndige Antikodrper
aufweisen. Die Herstellung solcher Fragmente ist dem Fachmann
bekannt. Vorzugsweise handelt es sich bei den Antikérpern um
monoklonale Antikorper. Die Antikdrper kédnnen gemah
Standardverfahren hergestellt werden, wobei vorzugsweise AR42
oder ein synthetisches Fragment davon als Immunogen dienen.
Dieses Polypeptid oder Peptid bzw. das Fragment davon k&nnen
z.B. durch Gewinnung des entsprechenden Gens, Klonierung und
rekombinante Expression erzeugt werden. Verfahren zur Gewinnung

monoklonaler Antikorper sind dem Fachmann bekannt.

In einer noch mehr bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemdaBfen Verfahrens wird die AR42-Konzentration liber
einen primdren monoklonalen anti-AR42-Antikdrper und einen im
Handel erhdltlichen sekunddren Biotin-konjugierten Antikdrper

und Streptavidin-Peroxidase bestimmt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemdfen Verfahrens ist die Zellprobe immobilisiert.
Die Zellprobe kann auch an die Wand einer Plastikschale iiber

Ubliche Verfahren so absorbiert sein, dass APR42 seine

13
ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2011/060950 PCT/EP2010/007043

Bindungsspezifitat, etwa fuir einen spezifischen Antikérper,

nicht verliert.

In einer weiteren bevorzugten, alternativen Ausfihrungsform
des erfindungsgemdBen Verfahrens sind der anti-AB42-Antikdrper
oder das Fragment davon immobilisiert, d.h., dass er z.B. an
der Wand einer Plastikschale absorbiert ist ohne seine

Bindungsspezifitat flir AB42 zu verlieren.

Der Nachweis der Bindung des Antikdrpers oder des Fragments
davon kann Uber {ibliche Verfahren erfolgen, z.B. Western-Blot,
ELISA, Radioimmunassay (RIA) etc., wobei RIA und ELISA

bevorzugt sind.

In einer weilteren bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemiflen Verfahreﬂs wird die (verringerte)
Lokalisation wvon Af42 im Zellkern indirekt durch dessen Gen-
regulatorische Wirkungen bestimmt wird, wobei vorzugsweise die
Gen-regulatorische Wirkung (a) eine Hemmung der Expression von
LRP1 und/oder KAIl ist, und/oder (b) eine Erhohung der
Expression von APP ist. Die Veradnderung der Expression kann
durch g&ngige Verfahren bestimmt werden, beispielsweise auf
mRNA-Ebene. Dabei kann die RNA-Konzentration unter Verwendung
spezifischer Sonden/Primer mittels Northern-Blot, RT-PCR etc.
gemessen werden. Andererseits kann die Veranderung der
Expression auch auf Protein-Ebene gemessen werden, wobei
Nachweisverfahren angewendet werden wie sie Dbeispielsweise

vorstehend fir den Nachweis von Ap42 beschrieben wurden.

Die vorliegende Erfindung betrifft schlieflich auch die
Verwendung eines spezifisch an Apf42 bindenden Liganden,
vorzugsweise eines wie vorstehend beschriebenen Antikdrpers
oder eines Fragments davon zur Herstellung eines
Diagnosemittels zur Bestimmung des Vorliegens einer

neurodegenerativen Erkrankung oder zur Bestimmung des Risikos
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eine neurodegenerativen Erkrankung zu entwickeln. Dabei wird
die Konzentration von AB42 in einer Patientenzelle,
vorzugsweise im Zellkern, bestimmt und mit einer Kontrolle,
die von einem gesunden Patienten stammt, vorzugsweise einem
‘Kollektiv gesunder Patienten aus dem ein Mittelwert bestimmt
wurde, verglichen. Die Probe kann uber gangige Verfahren von
dem Patienten entnommen werden, beispielsweise Uber eine

Biopsie oder aus Liquor und/ oder Blut.

Da in den zu der vorliegenden Erfindung fihrenden Experimenten
gezeigt werden konnte, dass davon auszugehen ist, dass AR42
seine schadlichen Wirkungen durch (a) Verringerung der
Genexpression von LRP1 und/oder KAI1l und/oder (b) Erhdhung der
Genexpression von APP entfaltet, betrifft die vorliegende
Erfindung auch die Verwendung einer die Genexpression von LRP1
und/oder KAI1l erhdhenden und/oder die Genexpression von APP
hemmenden Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels =zur
Prophylaxe und/oder Therapie einer neurodegenerativen
Erkrankung. Geeignete Wirkstoffe zur Modulation dieser Gene,
deren Sequenz bekannt ist, kann der Fachmann durch
Routineverfahren identifizieren. Die Hemmung der Genexpression
kann beispielsweise Uber siRNA, antisense-RNA, Ribozyme etc.
erfolgen. Andererseits konnen auch die Genprodukte inaktiviert

werden, z.B. Uber neutralisierende Antikorper.

Flr eine Therapie liegen solche, die Genexpression
modulierenden Wirkstoffe vorzugsweise in Kombination mit einem
pharmazeutisch vertrdglichen Trdger vor. Zu geeigneten Trdgern
zahlen beispielsweise Phosphat-gepufferte Kochsalzlésungen,
Wasser, Emulsionen, beispielsweise 0l/Wasser-Emulsionen,
Netzmittel, sterile L&sungen etc.. Die Verabreichung kann oral
oder, vorzugsweise, parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fir
die parenterale Verabreichung gehdren die topische, intra-
arterielle, intramuskulédre, subkutane, intramedullare,

intrathekale, intraventrikuldre, intraventse, intraperitoneale
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oder intranasale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird
von dem behandelnden Arzt bestimmt und hd@ngt von verschiedenen
Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem
Gewicht des Patienten, dem Stadium der neurogenerativen

Erkrankung, der Art der Verabreichung etc..

Die nachfolgenden Beispiele erldutern die Erfindung.

Beispiel 1
Sowohl das toxische AB42 als auch die nicht toxische Form
AB42G33A werden im Zellkern humaner Neuroblastoma Zellen

akkumuliert.

Ausgehend von der Hypothese, dass AR Peptide 1in die Zelle
aufgenommen werden koénnen und dort ihre toxische Wirkung
ausiliben, konnte gezeigt werden, dass sowohl Af42 als auch
AR42G33A nicht nur von den Zellen aufgenommen werden, sondern
unmittelbar in den Zellkern transportiert werden. Des Weiteren
werden auch kirzere Af Spezies, wie AB38 und AR40 aber auch
die l&ngere Form AB43 in den Zellkern transportiert. Es
handelt sich um einen aktiven Transportprozess, der bei 4°C
inhibiert werden kann. Dariber hinaus konnte gezeigt werden,
dass sowohl das toxische AB42 als auch die nicht-toxische Form
AR42G33A im Zellkern humaner Neuroblastoma Zellen
akkumulieren. Mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) wurden AR42 wund AR42G33A im Zellkern nachgewiesen
(Figur 1). Der grafischen Darstellung ist zu entnehmen, dass
beide Peptide zeitabhdngig im Zellkern von SH-SY5Y-Zellen

akkumulieren.

Beispiel 2
AB42 bt im Zellkern eine transkriptions-regulatorische

Funktion aus
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Aufgrund des neuen Befunds, dass sowohl AR42 als auch AB42G33A
im Zellkern nachzuweisen sind und dort zeitabhé&ngig
akkumulieren, wurde untersucht, ob AB42 und AR42G33A eine Gen-
regulatorische Wirkung haben. Deshalb wurde mRNA aus SH-SY5Y-
Zellen isoliert und mittels RT-PCR (Reverse Transkription-
Polymerase Ketten Reaktion) cDNA aus dieser mRNA generiert und
mit der real-time PCR Methode in mehreren Zyklen amplifiziert.
Bei dieser speziellen Methode der PCR wird ein Fluorophor
benutzt, dessen Intensitét proportional zur  Menge des
entstandenen Reaktionsprodukts ist, um so das Amplifikat
direkt widhrend der Reaktion 2zu messen und 2zu bestimmen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Inkubation der Zellen mit dem
toxischen Peptid AR42 zu einer signifikanten Abnahme der mRNA
zweier bestimmter Gene fiithrte, LRP1 und KAIl, und es zu einem
signifikanten Anstieg der mRNA des APPs kam. Dartitber hinaus
konnte gezeigt werden, dass AR42 keinen Einfluss auf den mRNA
Expressionsspiegel von BACEl hat. Als Kontrolle wurde der
Expressionsspiegel der mRNA von Hesl gemessen, der durch AR42

nicht beeinflusst wurde (Figur 2).

Untersuchungen der mRNA Expressionsspiegel von Neurobastoma
Zellen, die mit dem nicht toxischen Peptid AB42G33A behandelt
wurden, ergaben, dass es zu keiner Varianz der mRNA Expression
kam (Figur 3). Dariber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass
sowohl die kilirzeren AR~Spezies, wie AB38 und AR40, als auch
die langere Form AR43 ebenfalls keinen Einfluss auf die mRNA

Expression der untersuchten Gene zeigten.

Dieses Ergebnis fihrt zu dem Schluss, dass 2ABRB42 im Zellkern
eine transkriptions-regulatorische Funktion ausiben kann, wie

anhand der Beispiele LRP1, KAIl und APP gezeigt werden konnte.

Mit Chromatinimmunoprdzipitations-Experimenten (ChIP) konnte

gezeigt werden, dass AB42 an bestimmte Regionen der DNA, an
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Promotoren, bindet. Dabei kommt es =zur Rekrutierung der
Histon-Acetyltransferase Tip60 und des Adapterproteins Fe6b
und vermutlich zur Komplexbildung mit diesen Proteinen und der
DNA (Figur 4). Die Interaktion von AR42 an den Promotoren von
LRP1 und KAIl wurde als ein spezifisches Ereignis
identifiziert, da am Hesl Promotor keine Interaktion mit AR42

nachgewiesen werden konnte.

Nach einer Illumina-Studie mit einem HT12-v3 Chip konnte
gezeigt werden, dass noch weitere Gene durch das neurotoxische
Ab42 beeinflusst werden. Unter anderem konnten Gene zweier
Genfamilien und ein Transkriptionsfaktor identifiziert werden
(ID 1-3; IGFBP 3/5 und LMO4), die durch den Einfluss von AB42
nach 8h Inkubation signifikant hochreguliert wurden (Figur 5).
In dieser Studie wurden die nicht toxischen Peptide Ab40 und
Ab42G33A als Kontrollpeptide verwendet und die Daten
miteinander verglichen. Auch hier konnte gezeigt werden, dass
die nicht toxischen Ab-Peptide keinen Einfluss auf die

Genregulation haben.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen zur Prophylaxe
und/oder Therapie einer neurodegenerativen Erkrankung, wobei
das Verfahren die folgenden Schritte umfalt:

(a) Inkontaktbringen von Zellen in Gegenwart von (i) Af42 und
(ii} eines Wirkstoffkandidaten unter Bedingungen, die deren
Aufnahme durch die Zellen erlauben; und

(b) Bestimmung der zelluldren oder subzelluldren Lokalisation
von AB42 in den Zellen;

wobei eine verringerte zellulare oder subzellulare
Lokalisation von AR42 im Vergleich zu einer Kontrolle ohne
Wirkstoffkandidaten darauf hinweist, dass der
Wirkstoffkandidat fir die Prophylaxe/Therapie einer

neurodegenerativen Erkrankung geeignet ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Zellen neuronale

Zellen sind.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Zellen Neuroblastoma-

Zellen sind.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Neuroblastoma-Zellen

SH-SY5Y-Zellen sind.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei die

Lokalisation von Af42 im Zellkern bestimmt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei vor
Schritt (b) die Zellen subzelluldr fraktioniert werden und der

Nachweis von AR42 in der Zellkernfraktion erfolgt.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Nachweis ein

immunologischer Nachweis ist.
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8. Verfahren nach einem der Anspriche 5 bis 7, wobei die
verringerte Lokalisation von Af42 im Zellkern indirekt durch

dessen Gen-regulatorische Wirkungen bestimmt wird.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobeil die Gen-regulatorische
Wirkung (a) eine Hemmung der Expression von LRP1 und/oder KAIl

ist, und/oder (b) eine Erhoéhung der Expression von APP ist.

10. Verwendung eines spezifisch an AB42 bindenden Liganden zur
Herstellung eines Diagnosemittels zur Bestimmung einer
neurodegenerativen Erkrankung oder zur Bestimmung des Risikos

eine neurodegenerativen Erkrankung zu entwickeln.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei der Ligand ein

Antikorper ist.

12. Ligand nach Anspruch 10 oder 11 =zur Anwendung in einem

Verfahren zur Diagnose einer neurodegenerativen Erkrankung.

13. Verwendung einer die Genexpression von LRP1 und/oder KAIl
erhdhenden und/oder die Genexpression von APP hemmenden
Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels =zur Prophylaxe

und/oder Therapie einer neurodegenerativen Erkrankung.

14. Die Genexpression von LRP1 und/oder KAI1 erhothende
und/oder die Genexpression von APP hemmende Verbindung zur
Anwendung in einem Verfahren zur Prédvention und/oder Therapie

einer neurodegenerativen Erkrankung.

15. Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobel die neurodegenerative Erkrankung die

Alzheimer Krankheit ist.
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Figur 3
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Figur 4
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Continuation of Box 1.2
Claims 13, 14

The current claims 10, 12, 13 and 14 relate to compounds having a specific desired property or effect,
namely binding specifically to AB42, increasing the gene expression of LRP1 and/or KAI1 and/or
inhibiting the gene expression of APP. The current claims therefore do not meet the requirement
regarding clarity (PCT Article 6). The definition of the claimed subject matter by a result that is to be
achieved does not allow determining the scope of protection of the claim. The fact that each individual
substance could be subjected to a screening method cannot overcome this objection because a
person skilled in the art has no advance knowledge whether the substance would fall under the
claimed scope of protection. It would require an unreasonable effort in order to subject randomly
selected substances to a screening method.

Moreover, the description does not provide any support or disclosure (PCT Articles 6 and 5) for
compounds having these properties, and a person skilled in the art has no access to general
technical knowledge of this kind. The failure to meet the relevant requirements is so serious that it
was taken into consideration in determining the scope of protection of the claims (PCT Guidelines
9.19 and 9.20).

The failure to meet the relevant requirements is so serious that it was not possible to carry out a
meaningful search in respect of the claims 13 and 14 (PCT Article 17(2)).

The search in respect of the claims 10 and 12 was thus restricted to Ap42-specific antibodies.

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of which no international search
report ha s been established cannot normally be the subject of an international preliminary
examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining Authority the
EPO generally will not carry out a preliminary examination for subject matter that has not been
searched. This also applies in cases where the claims were amended after receipt of the international
search report (PCT Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the
procedure under PCT Chapter II. However, after entry into the regional phase before the EPO an
additional search may be carried out in the course of the examination (cf. EPO Guidelines, C-VI, 8.5)
if the deficiencies that led to the declaration under PCT Article 17(2) have been corrected.
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GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. I:' Anspriche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

2. IXI Anspriche Nr. 13 H 14
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgeflihrt werden kann, namlich

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210

3. |:| Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Ansprliche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

-

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2 I:' Da fur alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der
’ zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt héatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Gebuihren aufgefordert.

3. I:' Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fur die Geblhren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriche Nr.

4. |:| Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebuihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusétzlichen Recherchengeblhren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebuhr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

I:' Die Zahlung der zuséatzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld 1II.2
Anspriiche Nr.: 13, 14

Die vorliegenden Anspriiche 10, 12, 13 und 14 beziehen sich auf
Verbindungen mit einer bestimmten gewiinschten Eigenschaft oder Wirkung,
namlich spezifisch an Abeta 42 bindend, die Genexpression von LRP1
und/oder KAI1 erhohend und /oder die Genexpression von APP hemmend. Die
vorliegenden Anspriiche verstoBen somit gegen das Erfordernis der
Klarheit nach Artikel 6 PCT. Die Definition des beanspruchten
Gegenstands durch ein zu erreichendes Ergebnis erlaubt es nicht, den
Schutzbereich des Anspruchs zu bestimmen. Die Tatsache, dass jede
einzelne Substanz einem Screening-Verfahren unterzogen werden konnte,
kann diesen Einwand nicht ausrdumen, da der Fachmann im Voraus nicht
wlisste, ob die Substanz unter den beanspruchten Schutzbereich fdllt. Es
ware ein unzumutbarer experimenteller Aufwand erforderlich, um
willkiirlich ausgewdahlte Substanzen einem Screening-Verfahren zu
unterziehen.

Dariiber hinaus enthdlt die Beschreibung keine Stiitzung und Offenbarung
im Sinne der Artikel 6 und 5 PCT fiir Verbindungen mit diesen
Eigenschaften, und dem Fachmann steht kein allgemeines Fachwissen
solcher Art zur Verfiigung. Die Verletzung der einschlagigen
Erfordernisse ist so schwerwiegend, dass sie bei der Bestimmung des
Recherchenumfangs fiir die Anspriiche beriicksichtigt wurde
(PCT-Richtlinien 9.19 und 9.20).

Die Verletzung der einschladgigen Erfordernisse ist so schwerwiegend,
dass eine sinnvolle Recherche fiir die Anspriiche 13 und 14 nicht
durchgefiihrt werden konnte (Artikel 17 (2) PCT).

Die Recherche zu den Anspriichen 10 and 12 wurde deshalb auf
Abetad?2-spezifische Antikorper beschrankt.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspriiche auf
Erfindungen, fiir die kein internationaler Recherchenbericht erstellt
wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer internationalen vorlaufigen
Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT).In seiner Eigenschaft als mit der
internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behdorde wird das EPA also
in der Regel keine vorlaufige Priifung fiir Gegenstéande durchfiihren, zu
denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fiir den Fall, dass die
Patentanspriiche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes
gedandert wurden (Art. 19 PCT), oder fiir den Fall, dass der Anmelder im
Zuge des Verfahrens gemdss Kapitel II PCT neue Patentanspriiche
vorlegt.Nach Eintritt in die regionale Phase vor dem EPA kann jedoch im
Zuge der Priifung eine weitere Recherche durchgefiihrt werden (Vgl.
EPA-Richtlinien C-VI, 8.2), sollten die Mangel behoben sein, die zu der
Erklarung gemdss Art. 17 (2) PCT gefiihrt haben.
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