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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Demenz ist ein Zustand mentalen Zerfalls,
der gekennzeichnet ist durch den Rickgang des in-
tellektuellen Niveaus eines Individuums einschlief3-
lich eines Gedachtnisverlustes, eines verschlechter-
ten Urteilsvermdgens einer verschlechterten Spra-
che und Orientierung und oft mit emotionaler Apathie
einhergeht. (Webster's Medical Desk Dictionary, Mer-
riam-Webster, Inc., Springfield, MA, p169 (1986)).

[0002] Eine Hauptursache flir Demenz ist die Alz-
heimer Krankheit, (AD), eine neurodegenerative Sto-
rung, die weltweit zwischen 17 bis 20 Millionen Men-
schen betrifft (Yamazaki, T., et al., J. Cell. Biol., 129:
431-442 (1995); Brinaga, M., Science, 269: 917-918
(1995); Lavy-Lahad, E., et al., Science, 269: 970-972
(1995); Lavy-Lahad, E., et al., Science, 269: 973-977
(1995)). AD ist gekennzeichnet durch fortschreitende
Demenz in Verbindung mit neuropathologischen Be-
funden von ,Altersflecken" im Gehirn, die durch
B-Amyloid Protein Ablagerungen umgeben von Clus-
tern aus degenerierenden Neuronen, entstehen. Das
B-Amyloid Protein bildet einen Bestandteil der 770
Aminosauremembran, die an das B-Amyloid Prakur-
sorprotein (APP) angrenzt, welches sowohl in neuro-
nalen wie auch nicht-neuronalen Geweben vorliegt.

[0003] Um ein APP Substratsystem herzustellen, in
dem APP spaltbar oder nicht spaltbar ist, so dass
B-AP produzierende Enzyme und Hemmstoffe davon
isoliert werden koénnen, wurden APP-Muteine und
B-APP-Muteine hergestellt (EP-A-0 584 452).

[0004] Die spezifische Ursache fur die Alzheimer
Krankheit konnte noch nicht bestimmt werden. Eine
Mutation des B-APP Gens wurde in Familien mit einer
Form autosomaler dominanter AD mit einer erhéhten
B-Amyloidsynthese und Aggregation im Gehirn in
Verbindung gebracht. Als ein Rezeptor fur p-APP
konnte das Low-Density-Lipoprotein rezeptorabhan-
gige Protein, ApoE, identifiziert werden, und es wur-
de postuliert, dass dieses Rezeptorprotein, das En-
zym, dass fur die B-APP Spaltung in der Zellmemb-
ran, B-APP Produktion und/oder Produktion extrazel-
lularer Matrixmolekile verantwortlich ist, in AD Pati-
enten individuell oder kombiniert anormal ist und zu
einer Uberschussigen $-Amyloid Ablagerung und der
beobachteten Neurotoxizitat fihrt. Allerdings konnten
die Mechanismen, durch die andere bekannte 3-APP
Genmutationen AD verursachen, sowie die Patho-
physiologie nicht-familiarer AD, in denen (3-APP Gen-
mutationen nicht erkannt werden konnten, noch nicht
abschlieend erklart werden.

[0005] Daher ist die Diagnose der Alzheimer Krank-
heit als Ursache fir die Demenz eines Individuums
sehr schwierig. Obwohl neue Berichte uber die Ver-

wendung der Positronenemissiontomographie (PET)
(Reiman, E.M., etal., New Eng. J. MEd, 334: 752-758
(1996)) zur Bestimmung des Genotyps des ApoEs ei-
nes Individuums oder das Messen der B-Amyloid
Protein Konzentration in der zelebralen Spinalflissig-
keit vielversprechend scheinen, wird die Diagnose
der Alzheimer Krankheit derzeit nur tber eine Autop-
sie zur Bestimmung der Anwesenheit 3-Amyloid Al-
terflecken bestatigt.

[0006] In vitro Systeme zur Erforschung der Alzhei-
mer Krankheit bestehen aus bésartigen oder trans-
formierten Zellen, die nicht aus dem selben Neural-
leistenursprung stammen wie Neuronen oder neuro-
nale Kulturen aus der unteren Wirbelsaure. Es ware
ein groRRer Vorteil, ein funktionierendes Modellsystem
der Alzheimer Krankheit unter Verwendung normaler
menschlicher Neuralzellen aus der Crista zu haben.
Wie auch immer gibt es derzeit kein derartiges Mo-
dell.

[0007] Ferner haben neue Studien gezeigt, dass die
Schadigung von CNS Neuronen durch die Alzheimer
Krankheit schon Jahre vor den offenbaren klinischen
Symptomen beginnen. (Reiman, E.M., et al., New
Eng. J. MEd, 334: 752-758 (1996)). Es besteht ein
groler Bedarf fiir eine akkurate und leicht durchzu-
fuhrende Analyse zur Bewertung des Bildungsrisikos
der Alzheimer Krankheit.

Zusammenfassung der Erfindung

[0008] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
Verfahren der Diagnose und Herstellung von Medika-
menten zur Behandlung der Alzheimer Krankheit und
anderen neurodegenerativer Krankheiten, die indi-
rekt durch B-Amyloid Protein oder eine abweichende
Aktivierung des unteren Affinitdtsnervenwachstums-
faktorrezeptors auf der neuralen Zelloberflache be-
wirkt werden. Zum Beispiel werden die Autoimune
Encephalomyelitis, Huntington Krankeit, Picksche
Hirnatrophie, Corticobasaler Degeneration, Fort-
schreitender Supra-Nuklear Paralyse, Gerotman-Sh-
ausslesr Scheinker Syndrom, Niemann-Pick-Krank-
heit, fortschreitende Susupranuklear Paralyse von
dieser Erfindung eingeschlossen. Wie hierin verwen-
det soll der Term B-Amyloid Protein das (-Amyloid
Protein (ein 4,2 kD Polypeptid (Selkoe, D.J., Neuron,
6: 487-498 (1991); Glenner, G.G. and Wong, C.W.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 120: 885-890
(1993))), B-Amyloid Prakursorprotein (B-APP) und
Fragmente des B-Amyloid Proteins und B-Amyloid
Prakursorproteins, die hierin als B-Amyloid Peptide
einschlieBlich B-Amyloid 1-40 Peptid, B-Amyloid 1-42
Peptid, B-Amyloid 25-36 Peptid oder B-Amyloid 28-30
Peptid verwendeten, bezeichnen.

[0009] Indirekt durch B-Amyloid Protein bewirkte
neurodegenerative Krankheiten beinhalten Krankhei-
ten, die von der Crista gewonnene neurale Zellen,
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wie etwa Zentralnervensystem (ZNS) Neuronen be-
treffen und in denen B-Amyloid Protein, B-APP, oder
B-Amyloid Peptide einen Prozess der Neuronende-
generation oder neuronalen Zelltod hervorrufen oder
exazerbieren. Neurodegenerative Krankheiten, die
durch eine abweichende Aktivierung des unteren
Affinitdtsnervenwachstumsfaktorrezeptors auf der
neuralen Zelloberflache bewirkt werden, beinhalten
Krankheiten, in denen der Affinitdtsnervenwachs-
tumsfaktor durch eine von dessen naturlich auftreten-
den Liganden Nervenwachstumsfaktor verschiedene
Substanz aktiviert wird und im aptotischen Zelltod
mindet. Die neurodegenerativen Krankheiten wer-
den im erkrankten Individuum durch fortschreitende
Demenz charakterisiert. Im Wesentlichen wird die
neurodegenerative Krankheit, Alzheimer Krankheit
(AD), die durch die Ablagerung von B-Amyloid Pepti-
den in neuralem Gewebe, welche zur Neuronalzell-
degeneration, Zelltod und fortschreitender Demenz
fuhren, gekennzeichnet ist, eingeschlossen.

[0010] Die vorliegende Erfindung bezieht sich spe-
ziell auf Verfahren zur Bewertung des Risikos eines
Individuums, die Alzheimersche Krankheit zu bekom-
men, unter Verwendung eines in vitro Analysesys-
tems, welches vom Individuum gewonnene epider-
male Melanozyten einschlieRt, wie in den Anspri-
chen 1, 6 und 9 festgelegt ist. Epidermale Melanozy-
ten sind Melanzyten, die in der Epidermis (Haut) und
Haarwurzeln von Wirbeltieren vorliegen. Die vorlie-
gende Erfindung basiert auf den Ergebnissen der An-
melder, dass menschliche Melanozyten signifikante
Annlichkeiten mit Neuronen des Zentralen Nerven-
systems aufweisen (die von der Alzheimer Krankheit
Uberwiegend betroffenen Zellen), und dass Melano-
zyten dieselben Botenstoffe zur Bestimmung ihres
Weiterlebens beziehungsweise programmierten Zell-
tods (Apoptose) verwenden wie Neuronen.

[0011] Zum Beispiel pragen neuronale Zellen einen
Rezeptor hoher Affinitat (p140™*) und niedriger Affi-
nitat (p75N™) fiir den Nervenwachstumsfaktor (NGF)
aus. Wie hierin beschrieben zeigen die Ergebnisse
der Anmelder, dass diese Nervenwachstumsfaktorre-
zeptoren ebenfalls auf Melanozyten ausgepragt sind,
und dass sich B-Amyloid an den auf der Oberflache
des Melanozyts ausgepragten Nervenwachstums-
faktorrezeptor geringer Affinitat, p75"™® bindet. Die
Anmelder stellen auflerdem heraus, dass die Bin-
dung des B-Amyloids an das p75""® den Rezeptor ak-
tiviert, woraus sich ein apoptotischer Zelltod der Me-
lanozyten ergibt. Die Anmelder zeigen dariber hin-
aus, dass die durch das B-Amyloid ausgeloste Apop-
tose durch Bereitstellung eines Nervenwachstums-
faktors oder eines biologischen aktivierten Frag-
ments, Analogons oder Derivates konkurrierend un-
terdriickt werden kann. Der Nervenwachstumsfaktor
ist ein physiologischer Ligand fir p75"'R, das eine ho-
here Rezeptoraffinitat aufweist als das B-Amyloid.

[0012] Zusétzlich haben die Anmelder gezeigt, dass
Melanozyten konstitutiv, und als Reaktion auf Trau-
mata wie zum Beispiel UV Bestrahlung, in gesteiger-
ten Mengen, B-Amyloid (in Form ihres Prékursorpro-
teins) ausschutten. Demgemal haben die Anmelder,
basierend auf den hierin beschriebenen Ergebnis-
sen, festgestellt, dass Melanozyten, die einfach mit-
tels Biopsie der Haut gewonnen werden kdnnen, an-
gemessene Modellzellen zur Erforschung und Diag-
nose der Alzheimerschen Krankheit darstellen.

[0013] In dem vorgeschlagenen Diagnoseverfahren
wird die vereinfachte Herbeiflihrung der in vitro Mela-
nozytapoptose und darauf folgende Exposition ge-
genlber B-Amyloid Protein und/oder Unterdriicken
der Apoptose durch Zugabe des Nervenwachstums-
faktors (NGF) mit der Pradisposition der Spenderzel-
le zur Ausbildung der Alzheimer Krankheit korreliert.
Mittels Biopsie von der Haut eines Patienten kultivier-
te Melanozyten werden mit standardisierten Kontroll-
zelllinien verglichen. Das B-Amyloid Protein oder
Peptid wird in die Zellkulturen eingefiihrt und die sich
aus der Bindung des [(B-Amyloid Proteins an den
p75"R ergebende Melanozytapoptose wird ermittelt.
Die Aktivierung des p75"™® mittels Bindung des
p75N™R durch das B-Amyloid Protein oder Peptid re-
sultiert im apoptotischen Zelltod der Melanozyten.
Folglich besteht die Bestimmung der Aktivierung des
p75N™R durch B-Amyloid typischerweise aus der Be-
stimmung des apoptotischen Zelltods der geziichte-
ten Melanozyten. Der apoptotische Zelltod kann
leicht durch irgendeinen Standardparameter, wie
etwa Propidiumjodeinlagerung in Kernbruchstiicke,
Markieren der DNA Kettenbriiche unter Verwendung
mit Fluoreszein markierter dUTP unter Anwesenheit
terminaler Desoxynukleotidyltransferase (TUNEL
Reaktion) oder Veranschaulichung der fragmentier-
ten DNA (einer DANN Leiter) bewertet werden. Die
Aktivierung des auf den von einem Individuum ge-
wonnen, Melanozyten liegenden p75"™ wird dann
mit der Aktivierung des auf Kontrollmelanozyten lie-
genden p75N"™R verglichen. Wenn die Aktivierung des
auf den, von einem Individuum gewonnen Melanozy-
ten liegenden p75"™® groRer ist als die Aktivierung
des p75"® auf den Kontrolimelanozyten, deutet dies
auf das erhdhte Risiko eines Individuums hin, die Alz-
heimer Krankheit zu bekommen.

[0014] Die vorliegende Erfindung bezieht sich au-
Rerdem auf Verfahren zur Herstellung von Medika-
menten zur Behandlung oder Verringerung des Risi-
kos zur Entwicklung der Alzheimerschen Krankheit
oder anderer neurodegenerativer Krankheiten, die
mit dem B-Amyloid Protein oder der Aktivierung des
p75N™ und daraus resultierendem apoptotischen
Neuralzelltod in Verbindung stehen, wie in Anspruch
10 definiert. In der vorgelegten Therapie fiur die Alz-
heimer Krankheit wird ein Peptid mit einer Lange von
5 bis 10 Aminosaureketten, welches das Drei-Peptid
Lysin-Glycin-Alanin oder ein dhnliches Peptid mit an-
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erkannter Affinitat zum p75"™® beinhaltet, auf ange-
messenem Weg zu Neuronen des zentralen Nerven-
systems (ZNS) gebracht, die dem Risiko eines durch
B-Amyloid herbeigefihrten apoptotischen Zelltods
ausgesetzt sind, um die B-Amyloid Bindung and den
p75N™® zu unterbinden. Der Nervenwachstumsfaktor
(NGF), biologisch aktivierte Fragmente, Analogone
oder Derivate des NGF (wobei biologische Aktivitat
hierin als die Fahigkeit des Fragmentes, Analogons
oder Derivates definiert wird, sich an den auf neural
gewonnenen Zellen wie etwa Neuronen oder Mela-
nozyten, liegenden p75N™® zu bnden) und/oder ande-
re Neurotropine kdnnten ebenfalls verabreicht wer-
den, um die B-Amyloid Bindung an den p75"™ weiter
zu unterdriicken sowie das Zelluberlebensprogramm
in beschadigten Neuronen, zum Beispiel durch Auf-
regulierung des Apoptosehemmenden Proteins
Bcl-2, zu aktivieren. Das therapeutische Peptid ist
derart ausgelegt, dass deren Rezeptoraffinitat mit
B-Amyloid vergleichbar oder gréf3er, aber kleiner als
die des NGF und anderer Neurotropine ist.

[0015] Die vorliegende Erfindung bezieht sich ferner
auf in vitro Verfahren zum Aussieben von Substan-
zen und Identifizieren der Substanzen, die durch
B-Amyloid ausgeléste Apoptose neuronaler Zellen
oder Aktivierung des p75"™ hemmen oder verrin-
gern, und auf Substanzen, die durch diese Verfahren
identifiziert werden.

[0016] Die Alzheimer Krankheit ist eine verheeren-
de und letzten Endes todliche Erkrankung. Eine Fruh-
erkennung der Alzheimerschen Krankheit wiirde ein
frGhes Eingreifen zur Verhitung oder zur wesentli-
chen Verringerung der Neurondegeneration oder
Neurontod ermdglichen. Zurzeit gibt es quasi keine
Therapie zur Behandlung der Alzheimer Krankheit.
Wenn effektive Behandlungen greifbar werden, wir-
de dies eine rationelle Therapie schon zu einem fri-
hen Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs ermoglichen,
zu dem eine Diagnose mit herkdmmlichen klinischen
Mitteln nur schwerlich méglich ware. Die Verfiugbar-
keit einer therapeutischen Substanz, welche den
Fortschritt der Alzheimerschen Krankheit oder ande-
rer Neurodegenerativer Krankheiten in erkrankten
Patienten verlangsamen kdnnte, ware ein grof3er Se-
gen fur diese Individuen.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0017] Fig.1 ist ein Graph experimenteller Ergeb-
nisse, der den Wettbewerb des Peptids und f-Amylo-
ids zur Bindung mit dem p75"™® darstellt.

[0018] Fig. 2 ist ein Graph experimenteller Ergeb-
nisse, der den Einfluss von Peptid auf das Uberleben
einer Zelle in Anwesenheit von 3-Amyloid zeigt.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0019] Die vorliegende Erfindung basiert auf den Er-
gebnissen der Anmelder, dass Melanozyten aus der
Crista gewonnene Neuralzellen darstellen, die viele
Signalleitungswege mit Zellen des zentralen Nerven-
systems, wie auch die Rezeptoren hoher und gerin-
ger Affinitat fir den Nervenwachstumsfaktor (Peaco-
cke, M., et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 85:
5282-5286 (1988); Yaar, M., et al., J. Cell. Boil., 115:
821-828 (1991); Yaar, M., et al., J. Clin. Invest., 94:
1550-1562 (1994) sowie den grundlegenden Fibro-
blastwachstumsfaktor (Halaban, R., et al., J. Immu-
nother., 12: 154-161 (1992) teilen. Basierend auf die-
se signifikanten Ahnlichkeiten mit Neuronen wird
hierin gezeigt, dass gezilichtete menschliche Melano-
zyten ein Modellsystem zur Erforschung der Alzhei-
mer Krankheit stellen.

[0020] Genauer gesagt bezieht sich die vorliegende
Erfindung auf ein in vitro Verfahren zur Bewertung
des Risikos eines Individuums, die indirekt durch das
B-Amyloid Protein ausgel0ste Alzheimersche Krank-
heit zu bekommen, das vom Individuum gewonnene
und gezichtete epidermale Melanozyten beinhaltet,
wie in den Ansprichen 1, 6 und 9 definiert. Die vorlie-
gende Erfindung bezieht sich auch auf die Verwen-
dung des gezichteten Melanozytzellmodell zur Be-
wertung von therapeutischen Praparaten zur effekti-
ven Behandlung der Alzheimer Krankheit und ande-
ren neurodegenerative Krankheiten, die indirekt
durch B-Amyloid Protein verursacht werden. Wie
nachfolgend beschrieben basieren diese Verfahren
auf dem Ergebnis der Anmelder, dass sich das
B-Amyloid Protein bindet an den 75 kilodalton (kD)
Neurotrophinrezeptor (p75N™?) (der hierin ebenfalls
als der Nervenwachstumsfaktorrezeptor geringer Af-
finitdt oder p75 Nervenwachstumsfaktorrezeptor be-
zeichnet wird), welcher auf der Oberflache der Mela-
nozyten und Neuronen des zentralen Nervensystems
liegt, und daR, sobald der p75N"™ mit dem B-Amyloid
in Verbindung steht, ein Stoffwechselweg aktiviert
wird, der zum Zelltod (Apoptsose) flhrt.

Melanozyten stellen ein Modellsystem fiir die Alzhei-
mer Krankheit

[0021] In vitro Studien haben gezeigt, dass das
B-Amyloid Protein eine zentrale Rolle bei der Alzhei-
mer Krankheit spielt. Versuche, die Pathophysiologie
der Alzheimer Krankheit unter Verwendung bdésarti-
ger Zelllinien (Boland, K., et a., J. Biol. Chem., 270:
28022-28028 (1995)) oder neuronaler Zellkulturen
von Wirbeltieren (Mark, R.J., et al., J. Neuorsci., 15:
6239-6249 (1995)) zu verstehen, haben gezeigt,
dass die Zugabe von 3-Amyloid Peptiden aus Amino-
zellresiduen 1 bis 40 oder 25 bis 35 des B-Amyloid
Proteins zu einer Nervenschadigung und zum Zelltod
fuhrt. Insbesondere fihren die Aminozellresiduen 1
bis 42 oder noch genauer die Aminozellresiduen 25
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bis 35 des B-Amyloid Peptids aus den Aminozellresi-
duen 1 bis 40 des B-Amyloid Proteins zu einer Ner-
venschadigung und zum Zelltod. Jingste Studien ha-
ben ebenfalls gezeigt, dass die durch B-Amyloid aus-
geloste Nervenschadigung klassische Merkmale ei-
ner Apoptose zeigen. Das 3-Amyloid Prékursorprote-
in (hierin auch als BAPP bezeichnet) ist in neuralen
und nicht-neuralen Saugetiergewebe weit verbreitet.
BAPP ist im Gehirn und in den Nieren am hochsten
konzentriert, wobei Neuronen im Gehirn besonders
hohe BAPP Werte aufweisen.

[0022] Die Anmelder haben gezeigt, dass menschli-
che Melanozyten und Zellen melanozytischer Her-
kunft auch konstitutiv BAPP aufbauen und abson-
dern. Nach Zelltraumata wie etwa einer Ultraviolett
Bestrahlung tritt eine erhdhte BAPP Absonderung
auf, wodurch die BAPP Konzentration in der Umge-
bung der geziichteten Zellen zunimmt. (Andersen,
W., et al., J. Invest. Dermatol., 104: 585 Abst. 182
(April 1995).

[0023] Die Anmelder haben hierin demonstriert,
dass das Zufiihren normaler menschlicher Melanozy-
ten mit B-Amyloid 1 bis 40 Peptid bei geringen Kon-
zentrationen (£ 1 pM) zu extensivem Auswuchs von
Dendriten fiihrt, wobei die Melanozytzellen dement-
sprechend Neuriten zu Neuronen umformt, ohne die
Zellausbeute zu verringern. Bei héheren 3-Amyloid
Peptid Konzentrationen nimmt die Zellausbeute pro-
gressiv ab und die restlichen Zellen bleiben unge-
sund zurlick. Zuséatzlich tritt in diesen Kulturen eine
fokale Entwicklung Plaque &hnlicher Strukturen auf,
die aus angehauften sterbenden Melanozyten, ahn-
lich den bei Patienten mit AD in vivo beobachteten
JAltersflecken", bestehen.

[0024] Die Anmelder haben hierin ferner gezeigt,
dass das Beibehalten von Melanozytkulturen bei = 25
MM B-Amyloid 1 bis 40 im Vergleich zu Kontrollkultu-
ren den Anteil an apoptotischen Zellen deutlich er-
héht und die Verteilung des Bax Proteins ungefahr
verdreifacht. Jingste in vivo und in vitro Daten legen
nahe, dass der durch B-Amyloid ausgeléste Neuro-
nalzelltod klassische Charakteristika des program-
mierten Zelltods oder Apoptose zeigen (Cotman,
C.W. and Anderson, A.J., Mol. Neurobiol., 10:19-45
(1995); Su, J.H., et al., Neuroreport, 5: 2529-2533
(1994)). Die molekularen Leitungen, die die Apopto-
se in Neuronen regulieren sind teilweise entschlis-
selt.

[0025] Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Pro-
dukt der Proto-Onkogenese Bcl-2 den Beginn der
Apoptose in Neuronen, die beziiglich inres Uberle-
bens von neurothrophischen Faktoren abhangen,
verzdgern (Allsopp, T.E., et al., Cell, 73: 295-307
(1993); Garcia, I., et al.,, Science, 258: 302-304
(1992)). Gegenteilig beschleunigt ein Uberausdruck
mit einem 21 kD Bcl-2 assozierten Proteins, Bax, den

apoptotischen Zelltod (Oltvai, Z.N., et al., Cell, 74:
609-619 (1993)).

[0026] Melanozyten driicken sowohl die Rezepto-
ren p75"R, geringer Affinitat, und 140 kD trk A
(p140"™4), hoher Affinitat, fir den NGF aus, wobei das
Bereitstellen des NGF fur die Melanozyten, wahr-
scheinlich durch koordiniertes Verbinden des p140"
A mit mehreren p75N™® Molekiilen, was bei Neuronen,
die dem NGF ausgesetzt sind, Vorraussetzung ist, in
der Aktivierung der p140"™* Nervenleitung mindet,
wodurch dann wiederum ein intrazellularer Signall-
bertragungsweg aktiviert wird, der zu einer gesteiger-
ten Ausschittung an Bcl-2 und gesteigertem Zell-
Uberleben flhrt.

[0027] Die Anmelder zeigen Uberdies hierin, dass
sich das B-Amyloid konkurrierend an das p75N™ bin-
det. Frihere Untersuchungen legen nahe, dass die
spezifische Verbindungsstelle fir das p75"™ die Ami-
nosauren 29 bis 36 des sich ergebenden NGF Prote-
ins sind (Ulrich, A. et al.,, Nature, 303: 821-825
(1983)) und dass bei einer Veranderung der Sequenz
Lysin-Glycin-Lysin (Residuen 32 bis 34 des NGF) zu
Lysin-Glycin-Alanin das Peptid eine ungefahr halb so
hohe Affinitat fur den Rezeptor aufweist wie der ur-
springliche NGF. Die Aminosaureresiduen 28 bis 30
des B-Amyloid Proteins sind Lysin-Glycin-Alanin. Des
Weiteren offenbart die Computer-Struktur-Analyse
des B-Amyloid, dass diese Aminosauren eine héhere
Wahrscheinlichkeit aufweisen, in einer Schlaufe des
Proteins zu liegen, was vermuten lasst, dass diese
B-Amyloid Peptidsequenz eine Rolle in der Rezeptor-
bindung spielen.

[0028] Daher wurde ein zyklisches Decapeptid syn-
thetisch durch Anneinanderreihen zweier Cysteinre-
siduen an den Anfang und das Ende des aus den
Aminosauren 24 bis 31 bestehenden B-Amyloid
Fragments hergestellt:VGSNKGAI (Seq ID NO: 1).
Das kalte Peptid unterdrickt konkurrierend die
'25.3-Amyloid Bindung mit einer 50%igen Unterdri-
ckung bei 25 nM. Des Weiteren reduzierte das
B-Amyloid 200 nM die Zellausbeute um =60% (p<2),
wobei dieser Zellverlust durch das Peptid (200 nM)
geblockt wurde. Das Peptid flr sich allein hat keinen
Effekt auf die Zellausbeute. Diese Ergebnisse zeigen
an, dass die Neuroenapoptose bei der Alzheimer
Krankheit von der Interaktion des 3-Amyloid mit dem
p75N™ zusammenhangt. Die Daten legen (berdies
nahe, dass das durch $-Amyloid ausgeldste Neuro-
nensterben durch Zugabe eines synthetischen Pep-
tids, welches die B-Amyloid Verbindungsstelle blo-
ckiert, verhindert werden kann.

[0029] In diesem MaRe kénnen, basierend auf den
zuvor beschriebenen Ergebnissen Uber die bedeu-
tende Ahnlichkeit zwischen ZNS Neuronen und epi-
dermalen Melanozyten, diese in der Diagnoseerpro-
bung und Studien zur Medikamententwicklung fur die
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Alzheimersche Krankheit zur Geltung kommen.
In Vitro Analyse der Alzheimer Krankheit

[0030] Das hierin beschriebene Melanozytmodell-
system kann zur Friiherkennung von Individuen, die
dem Risiko der Erkrankung mit der Alzheimer Krank-
heit ausgesetzt sind, genutzt werden. Zurzeit gibt es
drei bekannte beziehungsweise vermutete Mecha-
nismen fir die Erkrankung an der Alzheimer Krank-
heit: 1.) Erhdhte Produktion und/oder Ausscheidung
von B-Amyloid durch Neuronen des ZNS, eine be-
kannte Funktionsstérung bei Patienten mit familiar
Alzheimer Krankheit, die durch eine der anerkannten
BAPP Mutationen ausgel6st wird; 2.) Erhdhte Sensi-
tivitdt gegenuber physiologischer 3-Amyloid Konzen-
tration durch bisher noch ungeklarte, extensive lokale
Anhaufung des B-Amyloid Peptids, wobei vermutet
wird, dass dies durch milde Strukturveranderungen
im abgesonderten B-Amyloid oder milde Missbildun-
gen der extrazelluldren Matrix im ZNS hervorgerufen
wird; und 3.) Verringerter Ausdruck oder Funktion des
Lipoprotein-Rezeptorbezogenen-Proteins  geringer
Dichte auf der Oberflache von Neuronen, welches
bekanntermalen BAPP bindet, internalisiert und ab-
baut und dessen Funktionsausfall erhdhte Mengen
extrazellularen B-Amyloids hervorbringen wirde.

[0031] Melanozyten werden Uber eine Hautbiopsie
vom zu untersuchenden Individuum, zum Beispiel als
Testmelanozyte, isoliert. Hautbiopsien werden unter
Verwendung herkdmmlicher dermatologischer Tech-
niken durchgefuhrt. Typischerweise wird nach Verab-
reichung eines lokalen Anasthetikums eine 3 bis 4
mm Stanzbiopsie von der Haut des Individuums ge-
wonnen. Fur die Biopsie kann jede geeignete Stelle
der Haut gewahlt werden. Von der Haut isolierte Me-
lanozyten werden hierin auch als epidermale Mela-
nozyten bezeichnet.

[0032] Die vom Individuum gewonnen Melanozyten
werden, wie hierin beschrieben, unter Standartlabor-
bedingungen, typischerweise unter Verwendung ei-
nes Serum freien Mediums, gezlchtet. Melanozyt-
kontrollkulturen werden ebenfalls unter dhnlichen Be-
dingungen gewonnen. Kontrolimelanozyten kdnnen
von einem Individuum, welches bekanntermallen
krankheitsfrei ist, neonatalen Praputien oder von ver-
fugbaren Melanozytzelllinien gewonnen werden.
(Vergleiche zum Beispiel, Park, H-Y., et al., J. Biol.
Chem., 268: 11742-11749 (1993)). Alle Melanozyten
driicken die p75N"™® und p140"™ * Rezeptorproteine
aus. Die Kulturen werden zur Garantierung stabiler
und lebensfahiger Melanozytkulturen fiir ungefahr
zwei Tage unter diesen Bedingungen gehalten. Die
Kulturen kénnen fir langere Perioden, eben so lange
wie die Melanozytkulturen lebensfahig bleiben, ge-
halten werden.

[0033] Nach der Stabilisierung der Kultur wird das

B-Amyloid Protein oder 3-Amyloid Peptid in die Kultu-
ren eingeflhrt. Wie hierin definiert beinhaltet das
B-Amyloid Protein sowohl das Prakursorprotein wie
auch das B-Amyloid Protein. Das B-Amyloid Peptid
beinhaltet das B-Amyloid 25-36 Peptid und das
B-Amyloid 28-30 Peptid. Die B-Amyloid Proteine und
Peptide sind kommerziel von verschiedensten Quel-
len, zum Beispiel Bachem California, Torrance, CA,
USA, verfuigbar. Die -Amyloid Proteine und Peptide
kénnen auch chemisch synthetisch oder rekombiniert
unter Verwendung eigener Labortechniken herge-
stellt werden. Das der Kultur zugegeben 3-Amyloid
Protein oder Peptid wird meist in einem mit dem Zell-
kulturmedium kompatiblen Puffer gel6st. Die Konzen-
tration des der Kultur zugegebenen B-Amyloid Prote-
in oder PEptids kann zwischen 0 uM bis 100 uM, her-
kémmlich zwischen 1 yM und 50 pM, variieren. Eine
typische Einzeldosis an B-Amyloid Protein oder Pep-
tid liegt bei ungefahr 25 pM. Die zugefiihrte Konzen-
tration des B-Amyloid Proteins oder Peptids ist aus-
reichend um sich an den p75"™® zu binden und diesen
zu aktivieren.

[0034] Wie hierin definiert, meint die Aktivierung des
p75N™R durch das B-Amyloid Protein oder Peptid die
Initialisierung oder Aktivierung der Nervenleitung fir
den apoptotischen Zelltod im Melanozyt. Wie ferner
hierin definiert, meint die Aktivierung des p75"'™? des
weiteren die Zugabe des Bax Proteins oder Initialisie-
rung der Sphingomyelinhydrolyse.

[0035] Die Melanozytkulturen werden solange in
der Gegenwart des B-Amyloid Proteins oder Peptids
gehalten, bis eine bestimmbare Aktivierung des
p75NR stattgefunden hat, typischerweise ungefahr
drei Tage. Wie auch immer kann die Dauer nur so
kurz wie ein Tag oder so lang wie 8 Tage sein. Die Ak-
tivierung des p75"™® des Testmelanozyts wird mit der
Dauer flr die Aktivierung des p75"™ des Kontrollme-
lanozyts verglichen.

[0036] Die Aktivierung p75N™ durch B-Amyloid re-
sultiert in apoptotischem Zelltod der Melanozyten.
Die Apoptose wird unter Verwendung herkdmmlicher
Labortechniken bestimmt. Wie hierin in Beispiel 1 be-
schrieben, wurde ein Analyseverfahren zur Bestim-
mung der Melanozytzellausbeute zur Bestimmung
der Apoptose benutzt. Die Zellausbeute wird be-
stimmt, indem die Anzahl lebensfahiger Zellen etwa
mit einem elektronischen Zahlinstrument (zum Bei-
spiel einem Coulter™ Zellzahler) oder durch manuel-
le Zellzahlung mittels Hemocytometer ermittelt wird.

[0037] Des weiteren kénnen, wie in Beispiel 1 be-
schrieben, die Kulturen mikroskopisch auf die Ge-
genwart Plaqueahnlicher Strukturen mit sterbenden
und/oder toten Melanozyten untersucht werden. Die-
se Plaques beinhalten auch 3-Amyloid Ablagerun-
gen.
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[0038] Wie in Beispiel 2 beschrieben, kann die Akti-
vierung des p75"® ebenso unter Verwendung eines
Analyseverfahrens zur Bestimmung der Produktion
an Bax Proteinausschittung festgestellt werden. Bax
ist das Bcl-2 verwandte Protein, welches in der Ner-
venleitung wahrend des apoptotischen Zelltodes im-
pliziert wird. Eine Erhéhung der Baxausschuttung ist
ein Anzeichen fir Apoptose. Die Messung der Bax
Proteinausschittung kann durch die Bestimmung der
erhohten Bax mRNA, ausgedrickt in Zellen unter
Verwendung von Standardlabortechniken zur Be-
stimmung der RNA in Zellen, vollzogen werden. Die
Baxproduktion kann auch durch anti-Bax Antikdrper
in der Western Blot Analyse gemessen werden.

[0039] Die Apoptose kann ebenfalls durch Messung
der Propidium-lodin Resorption in Nuklearfragmen-
ten, der TUNEL Reaktion oder Demonstration der
fragmentierten DNA bestimmt werden.

[0040] Wenn die Aktivierung des p75"R des Test-
melanozyts groRer ist als die Aktivierung des p75N™R
im Kontrollmelanozyt ist dies ein Indikator dafir, dass
das Individuum, von dem die Testmelanozyten ge-
wonnen wurden, neurale Cristazellen aufweist, die
gegeniber R-Amyloid empfindlicher sind als Sta-
dandkontrolizelllinien. Wenn die neuralen Cristazel-
len eines Individuums gegeniber -Amyloid empfind-
licher sind, ist es angemessen vorherzusagen, dass
das Individuum ein Risiko aufweist, die Alzheimer
Krankheit zu bekommen.

[0041] Bei Individuen, dessen Melanozyten eine un-
normale Sensitivitdt gegenlber B-Amyloid aufwei-
sen, kann des weiteren eine Charakterisierung der
Synthese und Ablagerung extrazellularer Matrixmo-
lekile unter Verwendung der Methode zur Melano-
zytzichtung zur Bestimmung der Wechselwirkung
dieser extrazellularen Molekule mit dem B-Amyloid
Peptid durchgefiihrt werden.

[0042] Das hierin beschriebene Analyseverfahren
gezlichteter Melanozyten kann auch bei der Bewer-
tung der Funktionalitat des Lipoprotein Rezeptorbe-
zogenen Proteins geringer Dichte auf den neuralen
Cristazellen eines Patienten zur Anwendung kom-
men.

[0043] Neuronen sondern konstituierend das
B-Amyloid Prakursorprotein ab. Da das 3-Amyloid ein
Hauptbestandteil der bei Patienten mit der Alzheimer
Krankheit zu findenden, kennzeichnenden Altersfle-
cken sind, ist die Gegenwart erhéhter Werte an
B-Amyloid Protein und/oder Peptid um Neuronen an-
gemessen mit der Gegenwart der Alzheimer Krank-
heit korreliert. Durch das hierin beschriebene Analy-
severfahren der Melanozytzichtung kann bestimmt
werden, ob die neuralen Cristazellen eines Patienten
erhohte B-Amyloid Pegel, konstituierend oder als Re-
aktion auf ein Trauma, in gréReren Mengen als bei

Stadardkontrollzelllinien aufbauen und/oder abson-
dern. Wenn die Ausscheidung an B-Amyloid Protein
oder Peptid in der Testkultur groRer ist als in der Kon-
trollmelanozytkultur ist dies eine Indikation dafur,
dass das Individuum ein erhéhtes Risiko aufweist die
Alzheimersche Krankheit zu bekommen.

[0044] Wie zuvor beschrieben, sind eine Reihe an
die Alzheimersche Krankheit auslésenden, patholo-
gischen Mechanismen bekannt oder verdachtigt. Wie
hierin beschrieben, zeigen die Anmelder, dass die fi-
nale Leitung auf die alle zuvor genannten Mechanis-
men konvergieren, allein die Aktivierung des p75"™®
ist, eine welche anstelle zu einer vorteilhaften Aktivie-
rung eines Rezeptorkomplexes aus NGF, p75"™ und
p140"™* zu Apoptose flhrt. Daher kann das Risiko ei-
nes Individuums, die Alzheimer Krankheit zu bekom-
men, durch Messen der Konzentration an p75"™® ge-
gen p140"™* ausgedriickt auf der Oberflache der Me-
lanozyten eines Individuums bestimmt werden. Indi-
viduen mit einem hohen Verhéltnis an p75"N™ zu
p140"™A waren diejenigen, die ein hohes Risiko auf-
weisen, die Alzheimer Krankheit zu entwickeln.

[0045] Daher ist es angemessen, mit der hierin be-
schriebenen Methode der Melanozytziichtung vor-
herzusagen, ob ein Individuum das Risiko aufweist,
die Alzheimer Krankheit zu bekommen. Uberdies ist
es auflerdem angemessen mit dem Verfahren der
Malanozytzichtung vorherzusagen, durch welche
Mechanismen bestimmte Individuen die Krankheit
wahrscheinlich entwickeln, zum Beispiel unnormale
Empfindlichkeit gegenliber (3-Amyloid, erhdhte Ab-
sonderung an B-Amyloid Protein oder ein anormales
Verhaltnis an ausgedriicktem p75"® zu p140™4, und
darauf grindend den Behandlungsweg einschlagen
zu kénnen, der spezifisch auf die vorliegende Abnor-
malitat abzielt. Ferner sind die Verfahren der Melano-
zytzichtung der vorliegenden Erfindung, wie nachfol-
gend beschrieben, geeignet, die Effektivitat von the-
rapeutischen Substanzen in einem Individuum zu be-
stimmen. So kann ein Individuum mit entweder einer
bekannten Anlage fir die Alzheimerkrankheit oder ei-
ner nach konventionellem klinischem Malstab er-
folgte Diagnose der Alzheimer Krankheit, mit einer
Substanz mit in vitro gezeigten Wiksamkeit behan-
delt werden und somit mit erhdhter Wahrscheinlich-
keit die Krankheitssymptome zu lindern.

Bewertung effektiver Behandlungstherapien der Alz-
heimerschen Krankheit

[0046] NGF bindet zwei Rezeptoren: das Protein-
produkt des trkA Proto-Onkogens, p140™ 4, einen
Transmembranen Tyrosinkinaserezeptor und einen
75 Transmembranrezeptor geringer Affinitat fir meh-
rere Neurotrophine, p75""R. Es wurde berichtet, dass
der p140™* in Abwesenheit des p75"™ NGF indu-
zierte Effekte hervorruft (Verdi, J.M., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 91: 3949-3953 (1994)). Ebenfalls
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wurde herausgefunden, dass der p75"® in der Abwe-
senheit von trkA eine Apoptose zur Entwicklung von
Neuronen hervorruft und die Modulation des p75N"
Rezeptors das Uberleben von Neuronen verbessern
kann (Catharina, F. E., Science, 1725: 1729-1732 (6.
Dezember 1996)). Wie auch immer ist die Bedeutung
des p75"™® fir die NGF Signallibertragung immer
noch umstritten. Es wurde berichtet, dass das ge-
meinsame Ausdriicken des p75"™® und p140™4 ein
funktionales Binden hoher Affinitat des NGF produ-
ziert (Battleman, D.S., et al.,, J. Neurosci, 13:
941-951 (1993)). Wie auch immer wurde ebenfalls
bekannt gemacht, dass die Aktivierung des p75"™" in
Zellen, welche den p140"™* nicht ausdriicken, durch
Aktivierung des Sphingomyelin Signalleitungsweg
eine Apoptose ausldst. Daher ist es mdglich, dass
das p75N™® eine doppelte Rolle annimmt. In Verbin-
dung mit p140"™A kann dieser durch eine Tyrosin Ki-
nase-abhéngige Nervenbahn zum Uberleben fiihren-
de Signale senden (Dobrowsky, T.T., et al., Science,
265: 1596 (1994)), aber bei Aktivierung allein tber
den Sphingomyelin Nervenleiter zur Apoptose flih-
rende Signale senden.

[0047] Die Bindung des NGF an den p75"™ wird
durch die Arminosaureresiduen 29-36, TDIKGKEV
(SEQ ID NO: 2), welche Teil der B-Harnadelschleife
des NGF sind, vermittelt (Ibanez, C. F., et al., Cell,
69:329-341 (1992)). Sollte Lysin (K) an der Stelle 34
durch Alanin (A) ersetzt werden, bindet das sich er-
gebende mutierte NGF Molekil den p75N™ immer
noch, aber mit einer 50% geringeren Affinitat.

[0048] Interessanterweise sind in B-Amyloid die
Aminosaureresiduen 28-30, welche sowohl im 1-40
als auch im 25-35 B-Amyloid Peptid vorliegen, KGA,
eine Sequenz die scheinbar die p75"™ Bindung
durch das B-Amyloid erlaubt. Die Computerunter-
stutzte Strukturanalyse des B-Amyloids legt nahe,
dass die KGA Residuen eine hohe Wahrscheinlich-
keit (>60%) aufweisen, in einer Kehre zu liegen, was
die hochste Wahrscheinlichkeit eines jeden Bestand-
teils dieses 40 Aminosaure Peptids ist, wodurch sug-
geriert wird, dass diese Sequenz eine Bindungsstelle
far p75"™R bildet. Ferner wurde berichtet, dass der
Ausdruck des p75"™® den giftigen Effekt des B-Amy-
loids auf Zellen mdglicherweise durch Bindung und
Aktivierung des Rezeptors noch verstarkt.

[0049] Basierend auf den zuvor genannten Daten ist
es angemessen anzunehmen, dass die spezifischen
drei Aminosauresequenzen Lysin-Glycin-Alanain
(KGA) im B-Amyloid Protein den 75 kD Transmemb-
ran Neurotrophinrezeptor an ZNS Neuronen binden
und teilweise, durch eine Erhéhung der intrazellula-
ren Baxkonzentration ausgeldst, die Nervenbahn fir
den programmierten Zelltod aktiviert. Es ist des wei-
teren angemessen anzunehmen, dass die konkurrie-
rende Unterdrickung der Bindung des B-Amyloid
Peptids diese aberrierende Rezeptoraktivierung und

die sich daraus ergebende Apoptose verhindert. Zum
Beispiel fihrt die Zugabe eines durchgehenden
NGFs oder eines biologisch aktiven Fragments, Ana-
logons, Derivativs, einer Variante oder Mutation da-
von, anstelle dessen zu einer bevorzugten koordi-
nierten Bindung des p75"™ mit dem p140"™ A, wo-
durch ein zweiter Signallbertragungsweg aktiviert
wird, und die neuronale Zelle Gberlebt.

[0050] Der Begriff ,biologisch aktiv" fir den NGF
oder ein Fragment, Analogon, Derivativs, Variante
oder mutierten NGF wird hierin als die Aktivitat des
NGF definiert, sich spezifisch an den p75"°F Rezep-
tor zu binden. Eine derartige Aktivitdt kann durch
hierin beschriebene Verfahren oder durch irgendeine
andere, aus dem Stand der Technik bekannte Art ge-
messen werden. Eine andere biologische Aktivitat ei-
nes NGF Fragments, Analogons, Derivativs, Variante
oder Mutation bildet die antigene Eigenschaft durch
Induzieren einer spezifischen immunologischen Re-
aktion, die durch gut bekannte Labortechniken be-
stimmt werden kann. Zum Beispiel kann ein biolo-
gisch aktives NGF Fragment eine immunologische
Reaktion ausldsen, die auf den NGF spezialisierte
Antikdrper produziert (Anti-NGF Antikérper). Ein
»+Analogon" wird hierin dahingehend definiert, dass es
eine Aminosauresequenz meint, die eine ausreichen-
de Gleichheit zur Aminosauresequenz des endoge-
nen NGF aufweist, um die biologische Aktivitat des
Proteins zu besitzen. Zum Beispiel kann ein Analo-
gon eines Polypeptids in die Aminosauresequenz
des Polypeptids ,stille" Anderungen aufweisen, in de-
nen sich eine oder mehrere Aminosaureresiduen von
den Aminosaureresiduen des NGF unterscheiden,
aber immer noch die p75"™® Bindeeigenschaft besit-
zen. Beispiele fur derartige Differenzen beinhalten
Zusetzen, Loschen oder Ersetzen von Residuen. Von
der vorliegenden Erfindung werden ebenfalls Protei-
ne eingeschlossen, die eine geringere oder erhohte
biologische Aktivitat des NGF ausldsen.

[0051] Biologisch aktive Fragmente des NGF wer-
den hierin beschrieben. Derartige Fragmente bein-
halten nur einen Teil der durchgehenden Aminosau-
resequenz des NGF, weisen aber dennoch eine bio-
logische Aktivitat auf. Der Begriff ,biologisch aktives
Fragment" meint hierin ein Fragment des NGF, dass
einen biologischen oder physiologischen Effekt des
durchgehenden Proteins ausubt, oder ein biologi-
sches Merkmal wie zum Beispiel Antigenizitat des
durchgehenden Proteins aufweist. Derartige Aktivita-
ten und Charakteristiken werden hierin beschrieben.
Solche Fragmente kénnen durch Amino und Carbo-
xyl Terminalléschung sowie innere Léschung herge-
stellt werden. Des weiteren werden aktive Fragmente
des Proteins, zum Beispiel durch enzymatischen Ab-
bau produziert. Derartige Peptidfragmente kdnnen
auf ihre biologische Aktivitat getestet werden.

[0052] ,Derivative" und ,Varianten" des NGF bilden
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einen modifizierten NGF. Dies beinhaltet den NGF,
der durch Veranderung in der mit dem p75"™ in Ver-
bindung stehenden Aminosauresequenz hergestellt
wird. Dies beinhaltet auRerdem abgeschnittene und
hybride Formen des NGF, ist aber nicht darauf fest-
gelegt. ,Abgeschnittene" Formen sind verkiirzte Ver-
sionen des NGF, zum Beispiel derart modifiziert, dass
die C-Terminalregion entfernt wird. ,Hybride" Formen
beinhalten den aus Teilen zweier oder mehrerer Pro-
teine zusammengesetzten NGF, zum Beispiel aus ei-
nem Fusionsproteins mit NGF und einem anderen
Protein.

[0053] Varianten kénnen durch Methoden herge-
stellt werden, die aus dem Stand der Technik bekannt
sind. Das NGF Gen kann in Vitro oder in Vivo unter
Verwendung von in dem Bereich bekannten Techni-
ken, zum Beispiel regiospezifischer Mutagenese und
oligonukleotide Mutagenese, mutiert werden. Mani-
pulationen der NGF Sequenz kdnnen auch auf Prote-
inebene vorgenommen werden. Irgendeine Vielzahl
von chemischen Veranderungen kénnen durch be-
kannte Techniken vollzogen werden, die, nicht limitie-
rend, die eine spezifische chemische Zellteilung
durch Cyanogen Bromid, Trypsin und Papain bein-
haltet. Es kann auch strukturell modifiziert oder dena-
turiert werden, zum Beispiel durch Hitze oder durch
Immobilisation auf einer festen Oberflache.

[0054] Die Aminosauresequenzen des NGF Frag-
mentes, Analogons, Derivativs, Varianten und Muta-
tionen kénnen durch in der Technik bekannte Verfah-
ren durch Einfihren angemessener Nukleotidveran-
derungen in der urspriinglichen oder variierten
DANN, die den NGF verschlisselt, oder eine in Vitro
Synthese des gewilinschten NGFs verandert werden,
um die Bindung des NGF an den p75"™® zu optimie-
ren.

[0055] Es ist angemessen anzunehmen, dass der
NGF eine hohere Affinitat gegentiber dem p75"® auf-
weist als B-Amyloid und dass in der Gegenwart vom
NGF in der Zellumwelt dieses Neurotrophin bevor-
zugterweise den p75"® koordiniert mit dem p140™#
Rezeptor bindet, den p140"™* aktiviert und zum Uber-
leben der Zelle fihrt. Wie auch immer kann unter Be-
dingungen, aus denen ein erhéhter Oberflachenaus-
druck an p75"™® oder eine erhdhte Konzentration an
B-Amyloid im extrazelluldren Raum resultiert, unter
Abwesenheit gesattigten Mengen an NGF, der apop-
totische Zelltod durch Bindung des 3-Amyloid an den
p75"™® und daraus folgender Aktivierung der Sphin-
gomyelin Leitung resultiert. Im ZNS kann eine derar-
tige Situation in alteren Individuen, besonders bei je-
nen mit einer genetisch vorbestimmten exzessiven
Produktion an B-Amyloid Fragmenten mit der fur die
Bindung des p75"™" notwendigen Aminosaurese-
quenz, auftreten. Normale menschliche Melanozyten
scheinen auf Umweltsignale auf gleiche Weise zu re-
agieren wie Neuronen des ZNS und bilden daher ein

angemessenes Modellsystem zur Erforschung po-
tentieller Behandlungen fur die Alzheimer Krankheit.

[0056] Folglich umfasst die vorliegende Erfindung
ebenfalls Methoden, die das gezuchtete Melanozyt-
modellsystem zur Entwicklung und Bewertung von
Substanzen zur Steigerung des Zelliberlebens und
Blockieren des, durch B-Amyloid ausgeldsten, apop-
totischen Zelltods. Im speziellen kénnen die Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung verwendet werden,
um Substanzen zur Behandlung der Alzheimer
Krankheit zu erkennen und zu bewerten. Zum Bei-
spiel kann das Melanozytkulturmodell verwendet
werden, um Substanzen zu identifizieren die die Bin-
dung des p75N™R durch das B-Amyloid, und somit die
durch B-Amyloid ausgeléste Neuronalapoptose blo-
ckieren. Wie zuvor beschrieben bildet das Dreipeptid
Lysin-Glycin-Alanin eine mdgliche Substanz zur Ver-
wendung als Therapie zur Symptommilderung der
Alzheimerschen Krankheit. Das Melanozyt Kultur
Modellsystem kann verwendet werden, um andere
Peptide, inklusive der KGA Sequenz oder verschie-
denen Analgonen des KGA Dreipeptids, zu identifi-
zieren und zu bewerten, um eine optimale Zusam-
mensetzung zu bestimmen, welche die p75"™® Bin-
dung blockiert und somit die Bindung des Apoptose
induzierenden B-Amyloid Liganden verhindert, ohne
mit der vorteilhaften Bindung des NGF zu interferie-
ren. Da die Bewertung einer méglichen Substanz mit
von einem Individuum mit Risiko oder fester Diagno-
se an AD zu erkranken, gewonnenen Melanozyten
durchgefihrt werden kann, ist die Moglichkeit, eine
mogliche Substanz zu identifizieren, sehr hoch.

[0057] Sobald die mdglichen Substanzen erkannt
sind, kann die Héhe der Dosis, die an das ZNS gelie-
fert werden muss, durch die Verwendung von in Vitro
Melanozytkulturen von einem jedem Individuum ge-
nau bestimmt werden. Eine Titration der Konzentrati-
on einer moglichen Substanz kann unter Verwen-
dung des hierin beschriebenen Melanozytkulturmo-
dellsystem durchgefiihrt werden.

[0058] Im Speziellen werden Verfahren zur Herstel-
lung von Medikamenten zur Behandlung von Indivi-
duen mit Symptomen von Demenz, bedingt durch
B-Amyloid ausgeléste Apoptose und daraus resultie-
rendem Degenerieren und Absterben von Neuronen,
eingeschlossen. Die durch B-Amyloid vermittelte
Apoptose ist ein Kennzeichen der Alzheimerschen
Krankheit und es werden daher Individuen mit der
Alzheimer Krankheit speziell mit eingeschlossen.
Therapieverfahren beinhalten das Verabreichen ei-
ner Substanz an das Individuum, zum Beispiel Pepti-
de aus -10 Aminosauren, die das Dreipeptid KGA
oder ein Analogon davon umschlief3en, auf eine Wei-
se, die der Substanz den Kontakt mit Neuronen des
ZNS erlaubt. Zum Beispiel kann das Pentapeptid CK-
GAC (SEQ ID NO: 3) oder ein Analogon davon durch
Verfahren, die jemandem aus dem Stand der Technik
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bekannt sind, chemisch synthetisiert werden. Die Cy-
steinresiduen, welche die Enden des Pentapeptids
umgeben, kdnnen zum Beispiel durch eine Disulfid-
verbindung verbunden werden, um die Anordnung,
die zur Bindung des Peptids mit dem p75"® benétigt
wird, zu behalten, wodurch eine Apoptose gehemmt
oder verhindert wird. Die Lange des Peptids kann
gréRer als die eines Pentapeptids sein, solange das
KGA oder Analogpeptid in einer fur die Verbindungs-
aktivitat geeigneten Konfiguration gehalten werden.
Zum Beispiel wurden, wie hierin beschrieben, zykli-
sche Peptide aus Aminosduresequenzen und
CVBSNKGAIC (SEQ ID NO: 4) hergestellt, wobei
dieses Peptid mit dem B-Amyloid Peptid um die Bin-
dung mit dem p75"™® in Wettbewerb steht.

[0059] Die Verabreichung oder Bereitstellung des
Peptids oder anderer Substanzen kann auf dhnliche
Weise erfolgen, wie bei in der Genubertragung und
-behandlung verwendeten Verfahren. Zum Beispiel
kann eine effektive Konzentration der das Peptid ver-
schlisselnden DNA in eine Anordnung zur Virenu-
bertragung, welche die Neuronen im ZNS anvisiert,
eingebettet werden. Die DNA Einbettung beinhaltet
aulerdem die Sequenzen, welche bendtigt werden,
um die DNA in den anvisierten Zellen auszudrucken.
Besonders nutzlich ist hier der Herpes Simplex Vi-
rus-1 (HSV-1) Ubertrager, der von Geller, A. I., und
Breakefield, X. O., Science 241: 1667-1669 (1988)
und US Patent 5, 288, 641 (Roizman 1994) beschrie-
ben wird. Genkanonen kénnen ebenfalls zum Einsatz
kommen. Uberdies kann auch eine intrakraniale Ver-
abreichung vollzogen werden.

[0060] Ferner kann unter Verwendung eines in der
Technik anerkannten Mausmodells, wie etwa der in
WO 96/40895 beschriebenen transgenen Maus, eine
in Vivo Analyse durchgefiihrt werden. Eine derartige
Analyse ist denjenigen aus dem Stand der Technik
gut bekannt.

[0061] Die nachfolgenden Beispiele illustrieren die
Erfindung genauer und sollen auf keine Art und Wei-
se begrenzend wirken.

Beispiel 1: Der Effekt des B-Amyloids auf normale
menschliche Melanozyten

[0062] Um den Effekt von B-Amyloid auf normale
menschliche Melanozyten zu bestimmen, wurden die
Kulturen mit steigenden Konzentrationen (0,025 bis
50 uM) an den Aminosauren 1-40 entsprechenden
HPLC-gereinigten p-Amyloid Fragmenten angerei-
chert. Ein Peptid mit den ersten, in umgekehrter Rei-
henfolge (40-1) synthetisierten 40 Aminosauren wur-
de als Negativkontrolle benutzt.

[0063] Die Melanozyten wurden in einem Serum-
freien Medium 199 (Gibco BRL Gaithersburg, MD,
USA) gehalten und mit dem epidermalen Wachs-

tumsfaktor (10 ng/ml) (gemeinsame Forschung), In-
sulin (10 pg/ml) (Sigma), Triiodothyronin (10° M) (ge-
meinsame Forschung), Transferrin (10 pg/ml) (Sig-
ma), Hydrocortison (1,4 x 10 M) (Calbiochem), Cho-
lera Toxin (10° M) (Calbiochem) und dem grundle-
genden Fibroblastwachstumsfaktor (Grund FGF) (10
ng/ml) (gemeinsame Forschung) angereichert. Zwei
Tage nach dem Galvanisieren wurden die Zellen mit
ansteigenden Konzentrationen an B-Amyloid 1-40
oder dem Kontrollpeptid 40-1 (0 bis 50 uM) (Bachem
California, Torrance, CA, USA) angereichert. Die drei
Tage nach der Zugabe von B-Amyloid bestimmte Zel-
lausbeute zeigt eine dosisabhangige Abnahme der
Zellausbeute in Kulturen mit dem 1-40 Peptid. In den
Kulturen mit dem Kontrollpeptid 40-1 wurde keine
veranderte Zellausbeute entdeckt. Die in der Gegen-
wart von 25 bis 30 yM B-Amyloid 1-40 gehaltenen
Melanozyten zeigten im Vergleich zur Zellausbeute
vor der B-Amyloid Zugabe, die als 100% angenom-
men wird, eine 59% +17% Abnahme in der Zellaus-
beute. Die Zellausbeute duplizierter Kulturen mit dem
Kontrollpeptid 40-1 zeigte eine 8% +32% Zunahme
(p<0,02, paired t test).

[0064] In der Gegenwart von 40-1 Kontrollpeptid ge-
haltene Melanozyten weisen eine typisch bipolare bis
polygonale Morphologie auf. Die Mehrheit der in der
Gegenwart des 1-40 Peptids gehaltenen Melanozy-
ten sind abgerundet und Iésen sich von der Scha-
lenoberflache.

[0065] Die Regressionsanalyse zeigte eine bedeut-
same Abnahme in der Zellausbeute bei steigenden
Konzentrationen an B-Amyloid 1-40 (R? = 0,8475, p <
0,0001), aber keinen merklichen Effekt auf die Zel-
lausbeute fir das B-Amyloid 40-1 (R? = 0,06, p =
0,44). In einer Gesamtzahl von vier Versuchen verrin-
gerte das B-Amyloid 1-40 die Melanozytausbeute um
>50% (p<0,02; paired t test), wahrenddessen das
Kontrollpeptid 40-1 bei gleicher Konzentration keinen
Einfluss auf die Zellausbeute zeigte.

Beispiel 2: Einfluss des B-Amyloid 1-40 auf die
Plaquebildung beim Melanozyt

[0066] Die wie zuvor in Beispiel 1 beschrieben ge-
zichteten Melanozytkulturen wurden auch auf
Plaquebildung untersucht. In manchen Kulturen wur-
de die Ausbildung plaqueahnlicher Strukturen aus ei-
ner zunehmend grofRen Ansammlung sterbender Me-
lanozyten festgestellt, die an die in den Gehirnen von
Patienten der Alzheimer Krankheit beschriebenen Al-
tersflecken erinnern.

Beispiel 3: Effekt des B-Amyloid und NGF auf MEla-
notzyten

[0067] In Neuronen verzdgert das Proteinprodukt
des Proto-Onkogens Bcl-2 den Ausbruch der Apop-
tose, die durch eine Vielzahl an Reizen ausgelost
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wird, wahrenddessen der UbermaRige Ausdruck ei-
nes mit Bcl-2 verknipften Proteins (Bax) diesen Zell-
tod beschleunigt.

[0068] Um die Mechanismen des durch p-Amyloid
ausgeldsten Melanozyttod zu untersuchen, wurden
die Baxkonzentrationen in mit 25 yM 1-40 oder 25-35
B-Amyloid Peptiden behandelten Melanozyten naher
betrachtet. In vier Behandlungstagen wurde Bax drei-
fach in mit entweder den B-Amyloid 1-40 oder 25-35
Fragmenten stimulierten Melanozyten im Vergleich
zu mit dem 40-1 Kontrollfragment oder einem irrele-
vanten HPLC gereinigten Protein dhnlicher GrolRe in-
duziert.

[0069] Die Melanozyten wurden wie zuvor gehalten.
Vier Tage nach der Zugabe von 25 uM an 3-Amyloid
Fragmenten 1-40, 40-1 oder 25-35; oder 25 pyM an
HPLC gereinigtem Rindercortiotropin Freisetzungs-
hormon (CRF) (Bachem California) (MW 4,7 kD) als
zusatzliche Negativkontrolle wurden Zellen in einem
RIPA Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 0,15 M NaCl,
0,5% Natrium Deoxycholat, 1 % Triton™ X-100) in
Gegenwart von 1 pg/ml Aprotinin und 75 pg/ml Phe-
nylmethylsulfonyl Fluorid (PMSF) extrahiert, fur 1 bis
3 Sekunden beschallt und zentrifugiert. Pro Bahn
wurden 40 pg Protein auf 12% SDS/PAGE getrennt
und auf Nitrozellulosepapier geblottet (liber Nacht bei
25V). Um eine gleiche Ladung sicherzustellen, wurde
ein ein duplizierter 13% SDS/PAGE durchgefiihrt und
mit Coomasie Blue R250 Farbemittel gefarbt. Die
Flecken wurden mit Anti-Bax Antikdrpern (1:1000 L6-
sung) (Primarantikérper) und anschlieRend mit Meer-
rettichpeoxidase konjugierte Ziegen Anti-Hasen IgG
(Sekundarantikorper) (1:500 Lésung) (Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, CA, USA) ausgebritet. Gebunde-
ne Antikdrper wurden unter Verwendung der erwei-
terten Chemilumineszenzausriustung (Amersham
Corp.) nachgewiesen. Autoradiogramme wurden in
einen Macintosh Il is Computer unter Nutzung des
Ofto™ Programms (Light Source Computer Images,
Inc.) eingescannt. Die Analyse mit gleitendem Zeit-
fenster wurde mit manueller Definition der Bander un-
ter Verwendung des San Analysis™ 68000 Pro-
gramms (Biosoft, Cambridge, GB) durchgefiihrt.

[0070] Die B-Amyloid Peptide 1-40 und 25-35 haben
die Baxkonzentration im Vergleich zum 40-1 Peptid
erhoht (jeweilig um 270% und 160%).

Beispiel 4: Einfluss des NGF auf den durch B-Amyloid
ausgelosten Zelltod

[0071] Es wurde berichtet, dass der Nervenwachs-
tumsfaktor (NGF) die kognitive Funktion verbessert
und den Verlust an cholinergischen Neuronen in Tier-
modellen und klinischen Behandlungsversuchen fir
die Alzheimer Krankheit dampft (cto, A., et al., Behav.
Brain. Res., 57: 255-261 (1993); Lapchak, P.A., Exp.
Neurol., 124: 16-20 (1993); Olsen, L., etal., J. Neural.

Transm. Park. Dis. Dement. Sect, 4: 79-95 (1992)).
Des weiteren wurde jungst berichtet, dass der NGF
die Melanozytapoptose durch Hochregulieren der
BCL-2 Konzentration verzogert (Zhai, S., et al. Exp.
Cell. Res.). Es wurde untersucht, ob die NGF Anrei-
cherung Melanozyten vor dem durch B-Amyloid aus-
geldsten Zelltod bewahrt. Eine Zugabe an NGF zu
mit B-Amyloid angereicherten Melanozyten vermehr-
te die Zellausbeute binnen 3 bis 5 Tagen und verbes-
serte die Morphologie der Uberlebenden Zellen bei
den meisten Spendern betrachtlich, obwohl der Grad
an Schutz zwischen den Spendern variabel war. Vor-
laufige Ergebnisse legen nahe, dass die NGF Anrei-
cherung die durch p-Amyloid ausgeloste Bax Hoch-
regulierung verringert und die BCL-2 Konzentration
in den Zellen erhdht, was suggeriert, dass der NGF
mit der B-Amyloid vermittelten SignalUbertragung in-
terferiert.

[0072] Die Melanozyten wurden wie zuvor in einem
hormonangereicherten Medium in Abwesenheit von
Hydrocortison gehalten. Die Zellen wurden mit 25 yM
an 3-Amyloid 1-40 in Gegenwart von 50 ng/ml NGS
angereichert oder verdinnt.

[0073] Die reprasentativen Felder wurden fotogra-
fiert und die prozentuale Menge an lebenden Zellen
(Verteilung) wurde 48 Stunden nach der Zugabe an
B-Amyloid und NGF oder B-Amyloid und Verdin-
nungsmittel bestimmt. In Gegenwart des B-Amyloid
und Verdinnungsmittel erschienen 77% 8,5% im
Gegensatz zu 96% £1,4% bei mit B-Amyloid und
NGF angereicherten Kulturen verteilt. Das nicht be-
reitgestellte B-Amyloid und Verdiinnungsmittel sowie
die immer noch auf der Schalenoberflache verteilten
Zellen waren in den Kulturen vakuolar und erschie-
nen generell nicht so gesund wie Zellen in den mit
NGF angereicherten Kulturen.

[0074] Melanozyten, die B-Amyloid in Abwesenheit
des NGF ausgesetzt sind, sterben, wahrenddessen
in Gegenwart des NGF die Zellen gesund und auf der
Schalenoberflache verteilt erscheinen. Es wurden
zumindest 400 Zellen unter jeder Bedingung gezahlt.

Beispiel 5: B-Amyloid bindet den p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptor

[0075] Um zu bestimmen, ob das B-Amyloid den
p75"™®R bindet, wurde '®| 1-40 B-Amyloid Peptid per-
manent transfizierter geziichteter Fibroblasten, die
den p75"™R (bermaRig ausdriicken, in Gegenwart
von Dissuccinimidyl Suberat zugefuhrt, um eine Ver-
netzung naheverwandter Proteine herzustellen. Die
Zellen wurden dann mit Anti-p75N™ Antikérpern oder
einer irrelevanten Mause 1gG immungefallt. Autoradi-
ogramme haben nur bei mit Anti-p75"™ Antikorpern
immungefallten Lysaten ein Proteinband einer Groflie
von 75-80 kD aufgezeigt. Die Wettbewerbsanalyse
des | 1-40 B-Amyloid in Gegenwart von erhdhten
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Konzentrationen unmarkierter NGF zeigte, dass das
B-Amyloid durch den NGF verdrangt werden kénnte.
Wie auch immer legt die Bindung des verbleibenden
25| 1-40 nahe, dass B-Amyloid einen zusétzlichen
Zelloberflachenrezeptor, vielleicht den kurzlich ent-
deckten Serpinenzymkomplexrezeptor, aufweist.

[0076] Die Ergebnisse zeigen, dass p75"® ein Re-
zeptor fir B-Amyloid ist, ein Peptid, von dem es heif3t,
dass es in hohen picomolaren bis geringen nanomo-
laren Konzentrationen in das Medium normaler Zel-
len abgesondert wird.

[0077] Zellen des p75N™R-NIH 3T3 wurden in DMEM
angereichert mit 10% FBS in Gegenwart von Penicil-
lin (45 ng/ml), Streptomycin (68ng/ml) und lhygromy-
cin B (17,5 ng/ml) gehalten.

[0078] Bei einem 80% Zulauf wurden die Zellen mit
EDTA aus der Schale gehoben und in einer Losung
mit 5 uCi %I B-Amyloid 1-40 bei 4 °C fir eine Stunde
DMEM ausgebritet. Nach dem Ausbriten wurde fir
30 Minuten 1 mM Disuccinimidyl Suberat hinzuge-
fugt. Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellen mit
einem RIPA Puffer (50 mM Tris HCI, pH8,0, 0,15 M
NaCl 0,5% Natrium Deoxycholat 4, 5 mM MgCl,, 1 %
Triton™ X-100, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), und 1 pg/ml Aprotinin) lysiert, fur 1 bis 3 Se-
kunden beschallt und mit Anti-p75N™®  Antikorper
(Maus Monoclonal IgG1, Cedarlane Laboratories
Ltd., Ontario, Kanada) oder Maus IgG als Kontrolle
fur 16 Stunden bei 40 °C in Gegenwart von 15 uL des
Protein G und Protein A Agarose und 1 M NaCl auf
einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Nach mehreren
Waschungen mit 20 mM Tris HCI, pH 8,0, 1 M NacCl,
5 mM MgCl,, 0,2% Triton™ X-100 und 1 mM PMSF
wurden die Immunofallungen ber 8% PAGE ge-
trennt und der Autoradiographie ausgesetzt. Ein
Band mit einer ~ 0 kD Molmasse war nur in mit An-
ti-p75"™ Antikrpern immunogefaliten Lysaten und
nicht in mit irrelevanten Maus IgG immunogefallten
Lysaten vorhanden.

[0079] Zellen mit p75N™R-NIH 3T3 wurden fiir 2 Stun-
den bei 40 °C in einem Bindemedium (DMEM, 10 mM
Hepes, 0,1 mg/ml Cytochrom C, 0,01% Tween™ 80,
1 mg/ml BSA) mit '#| B-Amyloid 1-40 und steigenden
NGF Konzentrationen (0 bis 100 ng/ml) ausgebriitet.
Nach dem Aussplilen in PBS wurden die Zellen in 1
N NaOH lysiert und gleichen Mengen an Protein von
den Zelllysaten wurden einer y Zahlung ausgesetzt.
Es wurde eine konzentrationsabhangige Unterbin-
dung der 'l B-Amyloid Bindung durch den NGF mit
einer maximalen Unterbindung von 38% bei NGF
Konzentrationen von 100 ng/ml und einer statistisch
vergleichbaren Bindung bei 25 ng/ml beobachtet.

Beispiel 6: Das zyklische Peptid verhindert konkurrie-
rend die B-Amyloid Bindung an den p75N™R

[0080] p75"™® 3T3 Zellen wurden in einer Losung
bei 4 °C fir vier Stunden mit 0,5 uCi '° B-Amyloid
1-40 und ansteigenden Konzentrationen (0 bis 400
nM) des zyklischen Peptids CVGSNKGAIC (SEQ ID
NO: 4) ausgebriitet. Es wurden Lysate von 1,5 x 10°
Zellen ausgezahlt. Wie in Fig. 1 dargestellt wurde
das konzentrationsabhangige Unterdriicken der Bin-
dung des "I B-Amyloid durch das zyklische Peptid
mit einer 50% Unterdriickung bei der erwarteten Kon-
zentration von 25 nM zyklischen Peptids beobachtet.
Dieses Experiment zeigt, dass das zyklische Peptid
mit dem B-Amyloid 1-40 um die Bindung an den
p75N™R Rezeptor konkurriert.

Beispiel 7: Einfluss des Peptids auf das Uberleben
von Zellen

[0081] p75"™R 3T3 Zellen wurden in einem serum-
freien Medium gehalten, welches mit 200 nM 3-Amy-
loid 1-40, 200 nM zyklischen Peptids CVGSNKGAIC,
(SEQ ID NO: 4), 20 nM B-Amyloid 1-40 und 200nM
zyklischen Peptids oder Lésungsmittel allein angerei-
chert ist. Die bis zu 120 Stunden nach der Zugabe an
B-Amyloid bestimmte Zellausbeute zeigt, dass in Kul-
turen mit 200 nM B-Amyloid 1-40 im Vergleich zu al-
len anderen Kulturen eine hervorstechende Abnah-
me der Zellausbeute vorliegt (siehe Eig. 2).

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bewertung des Risikos eines In-
dividuums, die Alzheimersche Krankheit zu bekom-
men, verbunden mit der B-Amyloid Protein oder
B-Amyloid Peptid Aktivierung des p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptors, das die folgenden Schritte bein-
haltet:

a) Zuchtung vom Individuum gewonnener, epiderma-
ler Melanozyten zur Darstellung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors;

b) Einfihrung von B-Amyloid Protein oder B-Amyloid
Peptide in die Melanozytkultur aus Schritt a) in einer
Konzentration, die ausreicht, um den p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptor durch das B-Amyloid Pro-
tein oder B-Amyloid Peptid zu aktivieren, zum Bei-
spiel zwischen 1 ym und 100 pm;

c) Bestimmen, ob der p75 Nervenwachstumsfaktor-
rezeptor durch das 3-Amyloid Protein oder B-Amyloid
Peptid aktiviert wurde; und

d) Vergleich der Aktivierung des p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptors der Melanozytkultur aus Schritt
b) mit der Aktivierung des p75 Nervenwachstumsfak-
torrezeptors eines ebenfalls in der Gegenwart von
B-Amyloid Protein oder Peptid geziichteten Kontroll-
melanozyts, wobei im Vergleich zur Aktivierung des
p75 Nervenwachstumsfaktorrezeptors im Kontroll-
melanozyt eine groRere Aktivierung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors des Melanozyts aus
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Schritt b) einen Indikator fir das erhdhte Risiko eines
Individuums, die Alzheimersche Krankheit zu entwi-
ckeln, bildet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die Bestim-
mung, ob der p75 Nervenwachstumsfaktorrezeptor
aktiviert ist, des weiteren ein aus der folgenden Grup-
pe ausgewahltes Analyseverfahren beinhaltet: Ana-
lyse zur Bestimmung des Melanozytzellwachstums,
Analyse zur Bestimmung des Anreizes zur Bax Pro-
tein Expression; Analyse zur Bestimmung des Be-
ginns der Melanocytapoptose oder Analyse zur Be-
stimmung der Anwesenheit von plaqueahnlichen
Strukturen in der Melanozytkultur.

3. Verfahren nach Anspruch 2, worin die Analyse
zur Bestimmung des Beginns der Melanocytapopto-
se Teil der Gruppe der folgenden Analyseverfahren
ist: Messung der Propidiumjodeinlagerung in Kern-
bruchstiicke, die TUNEL Reaktion oder Veranschau-
lichung der fragmentierten DNA.

4. Verfahren nach Anspruch 1, worin entweder
(a) das B-Amyloid Peptid ein Peptid aus der Gruppe
der: B-Amyloid 1-40 Peptide; 3-Amyloid 1-42 Peptide;
B-Amyloid 25-36 Peptide oder 3-Amyloid 28-30 Pep-
tide; oder (b) das B-Amyloid Protein ein 3-Amyloid
Prakursorprotein ist.

5. Verfahren nach Anspruch 1, worin in Schritt a)
eine Reihe von vielfaltigen Kulturen des Melanocyts
erhalten wird; in Schritt b) einer jeden Kultur B-Amy-
loid Protein oder B-Amyloid Peptid zugefiihrt wird, so
dass jede Kultur in der Reihe eine erhéhte Konzent-
ration an 3-Amyloid Protein oder $-Amyloid Peptid im
Bereich zwischen 0 yM und 100 pM aufweist und in
Schritt ¢) die Aktivierung des p75 Nervenwachstums-
faktorrezeptors bestimmt und mit der Konzentration
an zugesetztem B-Amyloid Protein und Peptid korre-
liert wird.

6. Verfahren zur Bewertung des Risikos eines In-
dividuums, die Alzheimersche Krankheit zu bekom-
men, verbunden mit der B-Amyloid Protein oder
B-Amyloid Peptid Aktivierung des p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptors, das die folgenden Schritte bein-
haltet:

a) Zichtung, vom Individuum gewonnener, epider-
maler Melanozyten zur Darstellung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors, wodurch eine Testkultur
gewonnen wird, und Zichten einer Kontrollzelllinie
epidermaler Melanozyten zur Darstellung des p75
Nervenwachstumsfaktorrezeptors, wodurch eine
Kontrollkultur gewonnen wird, unter Bedingungen,
die fur das Erhalten von Melanozytkulturen geeignet
sind;

b) Bestimmung der von der Testkultur und Kontroll-
kultur produzierten Menge an B-Amyloid Protein oder
B-Amyloid Prakursorprotein;

c) Vergleich der Menge an produzierten 3-Amyloid

Prakursorprotein oder 3-Amyloid Proteine, wobei ein
Vergleich der Produktion, bei dem eine grofiere Men-
ge B-Amyloid Prakursorprotein oder Protein in der
Testkultur als in der Kontrollkultur angezeigt wird, ei-
nen Indikator fur das erhéhte Risiko eines Individu-
ums, die Alzheimersche Krankheit zu entwickeln, bil-
det.

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin in Schritt a)
die Kulturen UV Strahlung ausgesetzt werden.

8. Verfahren nach Anspruch 6, worin entweder
(a) die Produktion an B-Amyloid Prakursorprotein
oder B-Amyloid Protein mittels Norther Blot Analyse
zur mengenmafigen Bestimmung an (3-Amyloid Pra-
kursorprotein mRNA oder 3-Amyloid Protein mRNA,
ausgedriickt in Melanozyten bestimmt wird, oder (b)
die Produktion an B-Amyloid Prakursorprotein oder
B-Amyloid Protein mittels Western Blot Analyse unter
Verwendung eines fir p-Amyloid Prakursorprotein
oder B-Amyloid Protein spezifischen Antikdrpers be-
stimmt wird.

9. Verfahren zur Bewertung des Risikos eines In-
dividuums, die Alzheimersche Krankheit zu bekom-
men verbunden mit der B-Amyloid Protein oder
B-Amyloid Peptid Aktivierung des p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptors, das die folgenden Schritte bein-
haltet:

a) Zuchtung vom Individuum gewonnener, epiderma-
ler Melanozyten zur Darstellung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors;

b) Messung der Menge an p75 Nervenwachstums-
faktor und p140 Tyrosin-Kinase-A-Rezeptor in der
Oberflache der kultivierten Melanozyten; und

c) Bestimmung des Verhaltnisses der Menge des p75
Nervenwachstumsfaktors relativ zur Menge des p140
Tyrosin-Kinase-A.

10. Verwendung eines die die Aminosaurese-
quenz Lysin-Glycin-Alanin beinhaltenden Peptids,
worin das Peptid eine Lange von 5 bis etwa 10 Ami-
nosauren auweist, was das Peptid durch die
Drei-Peptid-Sequenz an den p75 Nervenwachstums-
faktorrezeptor bindet und die Bindung von (3-Amyloid
Protein oder B-Amyloid Peptid an den p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptor auf einer neuronalen Zelle
des zentralen Nervensystems hemmt, wodurch eine
p75 abhangige Apoptose zur Herstellung eines Medi-
kaments entweder (a) zur Behandlung der Alzhei-
merschen Krankheit eines Individuums, oder (b) an-
deren neurodegenerativen Krankheiten gehemmt
wird.

11. Verwendung von Anspruch 10, worin das
Peptid die Sequenz der SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO:
3 oder SEQ ID NO: 4 aufweist.

12. Peptid, das die Aminosauresequenz Ly-
sin-Glycin-Alanin beinhaltet, worin das Peptid eine
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Lange von 5 bis 10 Aminosauren aufweist, welches
sich durch die Drei-Peptid-Sequenz an den p75 Ner-
venwachstumsfaktorrezeptor bindet und dadurch
eine p75 abhangige Apoptose zur Verwendung als
Behandlung fir die Alzheimersche Krankheit hemmt.

13. Verfahren zur ldentifikation einer Substanz,
die die B-Amyloid abhangige Apoptose oder Bindung
von B-Amyloid Protein oder Peptide mit dem p75 Ner-
venwachstumsfaktorrezeptor der Melanozyten oder
Fibroblastzellen, die den p75 Nervenwachstumsfak-
torrezeptor ausdriicken, hemmen, das folgende
Schritte umfasst:

a) Zichtung von zum Ausdriicken des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors veranderten Fibroblast-
zellen oder Melanozyten zum Ausdriicken des p75
Nervenwachstumsfaktorrezeptors;

b) Einfuhrung von B-Amyloid Protein oder 3-Amyloid
Peptid in einer zur Bindung und Aktivierung des p75
Nervenwachstumsfaktorrezeptors ~ ausreichenden
Konzentration und der zu testenden Substanz in die
Zellkultur aus Schritt a), wodurch eine Testkultur her-
gestellt wird;

c¢) Erhaltung der Testkultur aus Schritt b) unter Bedin-
gungen, die fir die Bindung des p-Amyloid Proteins
oder B-Amyloid Peptids oder der Testsubstanz mit
dem auf der Zelle ausgedrickten p75 Nervenwachs-
tumsfaktorrezeptor ausreichen;

d) Bestimmung der B-Amyloid Aktivierung des p75
Nervenwachstumsfaktorrezeptors, und

e) Vergleich der B-Amyloid Aktivierung des p75 Ner-
venwachstumsfaktorrezeptors der in Schritt b) ge-
zichteten Zellen mit einer B-Amyloid Aktivierung des
p75 Nervenwachstumsfaktorrezeptors in einer Kon-
trollkultur, die in Abwesenheit der Testsubstanz ge-
zuchtete Zellen beinhaltet, worin eine verringerte
B-Amyloid Aktivierung des p75 Nervenwachstums-
faktorrezeptors bei Zellen in der Testkultur im Ver-
gleich zur B-Amyloid Aktivierung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors flr Zellen in der Kontroll-
kultur einen Indikator fur eine B-Amyloid abhangige
Apoptose hemmende Substanz darstellt.

14. Verfahren nach Anspruch 13, worin:
i) Bestimmung der p75 Nervenwachstumsfaktorre-
zeptoraktivierung des Weiteren ein Analyseverfahren
aus der Gruppe der folgenden Verfahren beinhaltet:
Analyse zur Bestimmung des Zellwachstums, Analy-
se zur Bestimmung des Anreizes zur Bax Protein Ex-
pression; Analyse zur Bestimmung des Beginns der
Apoptose oder Analyse zur Bestimmung der Anwe-
senheit von plaqueahnlichen Strukturen in der Zell-
kultur; und/oder
ii) die Analyse zur Bestimmung des Beginns der Apo-
ptose Teil der Gruppe der folgenden Analyseverfah-
ren ist: Messung der Propidiumjodeinlagerung in
Kernbruchstiicke, die TUNEL Reaktion oder Veran-
schaulichung der fragmentierten DNA; und/oder
iii) das B-Amyloid Protein ein B-Amyloid Prakursor-
protein ist; und/oder

iv) die Konzentration an B-Amyloid Protein oder
B-Amyloid Peptid in Schritt b) im Bereich von 0,025
MM bis um 100 pM liegt; und/oder

v) in Schritt a) eine Reihe an vielfaltigen Zellkulturen
erhalten wird; in Schritt b) einer jeden Kultur eine
Testsubstanz zugefiihrt wird, so dass jede Kultur in
der Reihe eine erh6hte Konzentration einer Testsub-
stanz im Bereich zwischen 0 yM und 100 pM aufweist
und in Schritt c) die Aktivierung des p75 Nerven-
wachstumsfaktorrezeptors bestimmt und mit der
Konzentration an zugesetzter Testsubstanz korreliert
wird; und/oder

vi) die Melanozyten von einem Individuum mit De-
menz erhaltene epidermale Melanpzyten darstellen,
zum Beispiel ist die Demenz die Alzheimersche
Krankheit.

15. Verfahren nach Anspruch 13, worin das
B-Amyloid Peptid ein Peptid aus der Gruppe der:
B-Amyloid 1-40 Peptide; B-Amyloid 1-42 Peptide;
B-Amyloid 25-36 Peptide oder -Amyloid 28-30 Pep-
tide ist.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Das zyklische Peptid unterdriickt konkurrierend

die Bindung des B-Amyloids an das P75
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Figur 1
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EinfluB des CVGSWNKGAIC auf das Uberleben von P75 3T3 Zellen
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