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(57) Abstract: The invention relates
to a method for determining the exis-
tence and extent of DNA damage and
telomere dysfunction in humans and
animals, said method comprising the
following steps: the quantity or acti-
vity of at least one protein marker in
a blood or serum sample is determi-
ned, the protein being selected from
the group consisting of EFla, chito-
biosidases, stathmin and CRAMP,

(57) Zusammenfassung: Verfahren
zur Bestimmung des Vorliegens und
des Ausmall von DNA-Schidigung
und Telomerdysfunktion in Mensch
oder Tier umfassend folgende Schrit-
te: Bestimmung der Menge oder der
Aktivitdt mindestens eines Protein-
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markers in einer Blut- oder Serum-
probe, wobei das Protein ausgewdhlt
ist aus der Gruppe bestechend aus
EFla, Chitobiosidasen, Stathmin
und CRAMP.
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MARKER ZUR BESTIMMUNIG. DER BIOLOGISCHEN ALTERUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft Marker, die zur Bestimmung von biologischer
Alterung, regenerativer Kapazitdt und Prognose bei alternsassoziierten und
chronischen Erkrankungen genutzt werden kdénnen, insbesondere Marker, die

aus Blut oder Serum bestimmt werden konnen.

Die Anzahl an alten und chronisch kranken Menschen steigt in den meisten
Landern der Welt (1). Die Bestimmung der biologischen Alterung, der regene-
rativen Kapazitdt oder der Prognose bei chronischen und alternsassoziierten
Erkrankungen stellt ein grundlegendes medizinisches Problem dar. Biomarker,
die fUr solche Fragestellungen genutzt werden kdnnen, sind derzeit nicht ver-
fugbar. Die Identifizierung leicht bestimmbarer Biomarker, welche die biologi-
sche Alterung, die Regenerationskapazitdt und das Krankheitsrisiko im Alter
anzeigen, konnte zur Verbesserung und Individualisierung von Therapien
(Therapiebeginn, Therapieauswahl, etc.) im Alter und bei chronischen Erkran-
kungen genutzt werden. Daruber hinaus kénnen solche Marker genutzt wer-
den, um Medikamente, Substanzen, Nahrungsprodukte/Zusatze und Verhal-
tensmaBnahmen zu entwickeln, welche die biologische Alterung aufhalten

kdonnen.

Bei vielen alternsassoziierten und chronischen Erkrankungen ist eine Fruher-
kennung von klinischer Bedeutung. Frihe Erkennung und Prognoseabschat-
zung ist klinisch notwendig, um eine Therapie einzuleiten, die genau an die
spezielle Erkrankung und den individuellen Verlauf angepasst ist. Hierdurch
kann das Risiko verringert werden, dass die Patienten weitere Folgeerkran-
kungen oder Komplikationen entwickeln. Daruber hinaus stellen invasive The-
rapien beim alten Menschen haufig auch ein Risiko dar. Die Abschatzung des
Risikos therapeutischer Nebenwirkungen oder Komplikationen kdnnte zu einer

besseren Therapieauswahl flihren. Dies erscheint insbesondere bei Therapien
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indiziert, die eine regenerative Reserve des Patienten erfordern, wie zum Bei-

spiel Operationen, Chemotherapie oder Radiotherapie.

Einer der wenigen biologischen Marker, der mit Alterung, alternsassoziierten
Erkrankungen und chronischen Erkrankungen assoziiert ist, ist die Verklrzung
der Telomere. Die Telomere bilden die Endstlcke der Chromosomen (2). Eine
Verklrzung der Telomere tritt in menschlichen Zellen mit jeder Zellteilung auf
(3). Hierdurch wird die Proliferationskapazitat menschlicher Zellen auf 50-70
Teilungen begrenzt (3). Im Menschen tritt eine Verkldrzung der Telomere im
Rahmen der Alterung in fast allen Geweben auf (4). Die VerklUrzung der Telo-
mere korreliert mit dem Uberleben von 60-75 jdhrigen Menschen (5). Eine
akzellerierte Verkurzung der Telomere wurde mit alternsassoziierten Erkran-
kungen wie Alzheimer (6), Diabetes Mellitus (7), kardiovaskularen Erkrankun-
gen (8) und Tumorentwicklung (9) assoziiert. DarlUber hinaus korreliert die
Verklrzung der Telomere mit Krankheits-Progression und Organversagen bei
chronischen Erkrankungen wie Hepatitis (10) und myelodysplastischen Syn-

dromen (11).

Die Bestimmung der Telomerlange hat sich in der Klinik bislang nicht durch-
setzen kdnnen, da hierflr technisch aufwendige Verfahren wie Southern Blot,
quantitative Fluoreszenz in situ Hybridisierung oder quantitative PCR einge-
setzt werden mussen. Daruber hinaus ist die Probengewinnung oft schwierig.
So korreliert die Telomerverklrzung im Lebergewebe mit dem Voranschreiten
von chronischen Lebererkrankungen zur Leberzirrhose (10). Es mussten des-
wegen Leberbiopsien durchgefihrt werden, um die Prognose und den Krank-

heitsverlauf abschatzen zu kénnen.

Ein weiteres Problem der Telomerlangenbestimmung ist, dass die Telomerlan-
ge per se nur eine begrenzte Aussagekraft Uber die Zellfunktion und die rege-
nerative Kapazitat hat. Tierversuche haben gezeigt, dass nicht die mittlere
Telomerlange entscheidend ist, sondern die Anzahl der kritisch kurzen, dys-

funktionellen Telomere (12). So kommt es im Mausmodell zu einer vorzeitigen
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Alterung und einer Verminderung des Organerhalts, wenn dien Zahl der dys-
funktionellen Telomere erhdht ist, obwohl eventuell die mittlere Telomerléange
noch relativ lang ist (12). Diese Ergebnisse sind auch fur die Proliferationsfa-
higkeit menschlicher Zellen von Bedeutung. So kommt es zur Induktion von
Seneszenz und damit zum irreversiblen Proliferationsverlust der Zellen, wenn
die Anzahl von dysfunktionellen Telomeren pro Zelle ein gewisses MalB uUber-
schreitet (13).

Zusammenfassend erscheint Telomerdysfunktion ein Hinweis auf Alterung,
alternsassoziierte Erkrankungen, sowie fur chronische Erkrankungen darzustel-
len. Allerdings konnte sich die Bestimmung der Telomerdysfunktion als klini-
scher Marker nicht durchsetzen, da die Telomerdysfunktion methodisch schwer
zu bestimmen ist und Biopsien aus den betroffenen Organen haufig nicht ver-
fugbar sind.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein Verfahren bereit zu stellen, mit
dem in einfacher Weise eine Bestimmung biologischer Alterung, regenerativer
Kapazitat und Prognose bei alternsassoziierten und chronischen Erkrankungen

erfolgen kann.

Geldst wird dieses Problem nun mit der Identifizierung von Markerproteinen,
die in Antwort auf Telomerdysfunktion (oder andere Formen von DNA-
Schadigung) von Zellen sezerniert werden und mit einfachen Verfahren im

Blutserum bestimmt werden konnen.

Es wurde eine Gruppe von vier Proteinen identifiziert, die von Zellen in Ant-
wort auf Telomerdysfunktion oder DNA Schadigung sezerniert werden (Jiang,
Rudolph, Schiffer, Mischak et al. 2008 und unpublizierte Daten). Diese Protei-
ne wurden im Kulturiberstand von Knochenmarkzellen aus Telomerase
Knockout (Terc”") M&usen mit dysfunktionellen Telomeren identifiziert. Es
wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass Terc’ Miuse Telomerdysfunktion in Kno-

chenmarkzellen entwickeln und hierdurch die Funktion von hamatopoetischen
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Stamm- und Progenitorzellen eingeschrankt wird. Zur Identifizierung von Mar-
kerproteinen der Telomerdysfunktion wurden Knochenmarkzellen aus diesen
Mausen in Kurzkultur (4 Std.) genommen. Es wurde dann eine Proteomanalyse
der sezernierten Proteine im Zellkulturiberstand mittels CE-TOF-MS durchge-
fuhrt. In diesem Verfahren wurden vier Proteine identifiziert, die spezifisch mit

der Alterung von telomerdysfunktionellen Mausen assoziiert sind.

Es handelt sich bei diesen Proteinen um:
1. Elongation Factor 1 alpha: (EF-1alpha): Dieses Protein kontrolliert die trans-
lationelle Proteinsynthese und ist in menschlichen Zellen in Antwort auf Pro-

liferationsverlust (Seneszenz) hochreguliert (18,19).

2. Chitinase 3 like protein 3 (Chi3L3): Dieses Protein gehdrt zu der Familie der
Chitinasen, die ebenfalls in Antwort auf eine Aktivierung des innaten Im-
munsystems aktiviert werden (15, 16). Die Hochregulation eines Mitglieds
der Chitinase Familie wurde mit der Alterung von menschlichen Knorpelzel-
len assoziiert (17). Folgeuntersuchungen zeigten, dass die Bestimmung der
Enzymaktivitdat von Chitobiosidasen, Chitinasen, Chitibiasen und/oder N-
Acetyl-Glucosaminidasen zur Bestimmung des Alter und des Risikos der
Entwicklung von alternsassoziierten Erkrankungen und Krebs im Menschen
genutzt werden kdnnen. Dabei werden alle oder einzelne Aktivitaten von
Chitobiosidasen, Chitinasen, Chitibiasen und N-Acetyl-Glucosaminidasen

gemessen.

3. Catelcidine-Related Anti-Microbial Protein (CRAMP, im Menschen auch als
LL-37 bezeichnet): Dieses Protein wird in Antwort auf eine Aktivierung des
innaten Immunsystems aktiviert und scheint eine Funktion bei der Protekti-

on gegen bakterielle Infektionen zu haben (14).

4. Stathmin (OP18): Dieses Protein kontrolliert die Stabilitdt der Mikrotubuli,
Zellmotilitat und Mitose (20).

Die Bestimmung erfolgt bevorzugt aus Blut- oder Serumproben.
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Es zeigt sich, dass diese vier Proteinmarker in verschiedenen Organen von
telomerdysfunktionellen Mausen hochreguliert werden (Niere, Leber, Lunge,
Gehirn, Milz und Herz). Zusatzlich ist die Proteinexpression dieser Markerpro-
teine im Blutserum von alternden Mausen mit dysfunktionellen Telomeren
erhoht. Diese Marker erscheinen spezifisch zu sein flr die Alterung im Rahmen
von Telomerdysfunktion, da eine Hochregulation dieser Markerproteine nicht in
Wildtyp-Mausen mit langen Telomeren auftritt. Die Arbeiten zeigen ebenfalls,
dass die gleichen Markerproteine in alternden menschlichen Zellen
(Fibroblasten) im Rahmen der Alterung hochreguliert werden sowie in Antwort

auf Strahlungs-induzierte DNA-Schadigung in jungen menschlichen Zellen.

Orthologe Proteine der im Maussystem identifizierten Markerproteine sind im
Menschen fur drei der vier Proteine bekannt: EF-1alpha, Stathmin, CRAMP. Ein
Ortholog fur Chi3L3 ist im Menschen derzeit nicht bekannt. Allerdings ist es
madoglich, die Enzymaktivitat von Chitobiosidasen, Chitinasen, Chitibiasen und
N-Acetyl- Glucosaminidasen in menschlichen Proben zu bestimmen. Die Unter-
suchungen zeigen erstmals, dass diese Enzymaktivitaten zur Bestimmung des
Alter und des Risikos der Entwicklung von alternsassoziierten Erkrankungen
und Krebs genutzt werden kdnnen. Die Bestimmung von Chitobiosidasen ist

besonders bevorzugt.

Ein wesentliches Merkmal der Alterung ist die Akkumulation von DNA-
Schadigung. In diesem Sinne ist auch die Akkumulation von Telomerdysfunkti-
on zu verstehen, da es in Antwort auf Telomerdysfunktion zu Aktivierung von
DNA-Schadigungssignalwegen in Zellen kommt (21). Eine Reihe von frihzeiti-
gen Alterungssyndromen im Menschen ist mit der Mutation von Genen ver-
bunden, die fur die Aufrechterhaltung von DNA-Stabilitat notwendig sind. Ei-
gene Untersuchungen zeigen, dass die identifizierten Markerproteine auch in
menschlichen Zellen in Antwort auf Bestrahlungs-induzierte DNA-Schadigung
hochreguliert werden. So kommt es in Antwort auf Bestrahlung zu einer signi-
fikanten Hochregulation der Markerproteine auf RNA und Proteinebene. Zu-
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satzlich ist eine Hochregulation der Markerproteine im Zellkulturmedium von
bestrahlten menschlichen Zellen im Vergleich mit unbestrahlten menschlichen

Zellen nachweisbar.

Weiterhin wurden Methoden etabliert, die 3 orthologen Markerproteine im
Blutserum vom Menschen mittels Elisa nachzuweisen. Dartber hinaus wurde
ein kommerziell verfugbarer Kit zur Bestimmung der Enzymaktivitat von Chi-
tinasen, Chitibiasen und N-Acetyl -Glucosaminidasen in menschlichen Proben

zU bestimmen.

Weitere Verfahren zur Detektion der Markerproteine sind quantitative PCRs flr
die Markerproteine. Weiterhin wurden zusatzlich Antikorper definiert, die zur
immunhistochemischen Detektion der Markerproteine in menschlichen Gewe-

beproben nutzbar sind.

Die identifizierten Proteine sind Biomarker fur DNA-Schadigung, Telomerdys-
funktion und kénnen zur Bestimmung des biologischen Alters, regenerativer
Kapazitat, des Krebsrisikos, des Risikos der Entwicklung von alternsassoziier-
ten Erkrankungen und der Prognose bei chronischen Erkrankungen in Mensch
und Tier genutzt werden. Die Verfahren beziehen sich auf ex vivo Untersu-

chungen von Korperflissigkeiten oder Biopsien.

Das Verfahren ist auf Saugetiere und insbesondere Menschen anwendbar. Die

Bestimmung ex-vivo ist bevorzugt.

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kénnen folgende Ziele erreicht wer-
den:

1. Bestimmung des Vorliegens von DNA Schédigung und dyfunktionellen Telo-

meren

DNA Schadigung und Telomerdysfunktion sind grundlegende Mechanismen,

die der Entstehung von alternsassoziierten Erkrankungen, Alterung, nachlas-
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sender Regenerationsfahigkeit, und Krebsentstehung zu Grunde liegen. Der
Nachweis von DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion ist schwierig. Es gibt
derzeit keine einfach bestimmbaren Serummarker, die im Blut oder Korper-
flussigkeiten bestimmt werden kénnen und auf das Vorhandensein von DANN
Brichen oder Telomerdysfunktion hindeuten. Die definierten Marker kénnen
fur diese Applikation genutzt werden. Die Untersuchungen zeigen erstmals,
dass die identifizierten Marker in Antwort auf Telomerdysfunktion oder DNA-
Schadigung im Blutserum ansteigen. Aufgrund der zunehmenden Erkenntnis,
dass DNA Schadigung und Telomerdysfunktion grundlegend der Entwicklung
von alterns-assoziierten Erkrankungen und Krebs zu Grunde liegen, stellt die
Erfindung einen wesentlichen fortschritt in der Medizin dar und kann als neuer

Biomarker genutzt werden.

2. Bestimmung des biologischen Alters und der voraussichtlichen Lebenserwar-

tung:

Das biologische Alter eines Individuums kann von dem chronologischen Alter
abweichen. Es ist bekannt, dass genetische Faktoren, Lebensumstédnde, Le-
bensgewohnheiten, Ernahrungsgewohnheiten, duBere Faktoren und viele an-
dere Faktoren einen Einfluss auf die Alterung des Organismus haben. Das
biologische Alter bestimmt die Lebenserwartung und Fitness des alternden
Individuums teilweise starker als das chronologische Alter. Langsam gealterte,
60-jahrige Menschen kénnen zum Teil fitter sein und eine langere Lebenser-
wartung haben als vorgealterte 50 Jahrige.

Die Messung der Expression der hier definierten Biomarker kann das Vorliegen
und das Ausmal von DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion bestimmen. Es
gibt zunehmend Hinweise dass diese beiden Parameter mit dem biologischen
Alter eines Individuums und dessen voraussichtlicher Lebenserwartung korre-
lieren. Die Messung kann in Korperflissigkeiten (z.B.: Serum, Blut, Urin, Spei-
chel, Liquor) oder in Gewebe- und Organ-Biopsien und Proben erfolgen. Neben
der Messung mittels Farbungen, PCR und Genarray kdnnen die Marker auch
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mit modernen Bildgebungsverfahren bestimmt werden (molekulare Bildge-
bung). Diese Verfahren sind geeignet, den Alterungszustand von Organen zu
bestimmen oder gealterte Zellklone mit erhéhtem Entartungsrisiko zu identifi-

zieren.

Die Bestimmung des biologischen Alters und der voraussichtlichen Lebenser-

wartung mithilfe dieser Marker ist fur folgende Bereiche geeignet:

a) Personliche Lebensplanung: FUr die individuelle Lebensplanung ist es von
Bedeutung, abschatzen zu kénnen, wie lange man voraussichtlich fit und
arbeitsfahig ist und was die eigene, voraussichtliche Lebenserwartung ist.
Die Bestimmung der hier definierten Biomarker kann dazu genutzt werden,
das biologische Alter und die Lebenserwartung des Individuums zu bestim-
men. Dies kann dem Individuum bei der persénlichen Lebensplanung hel-

fen.

b) Medizinischer Bereich: Im medizinischen Bereich ist es bei der Therapiepla-
nung von Bedeutung, das biologische Alter und die Lebenserwartung eines
Patienten bestimmen zu kdnnen. Dies ist insbesondere bei invasiven Thera-
pien (Operationen, Intensivmedizin, Organtransplantation, etc. von Bedeu-
tung). Die Bestimmung der hier definierten Biomarker kann dazu genutzt
werden, das biologische Alter und die Lebenserwartung des Individuums zu
bestimmen. Dies kann Medizinern dabei helfen, individuelle Therapieindika-

tionen besser zu stellen.

c) Lifestyle und Wellness Industrie: Es gibt Hinweise, dass Sport und Wellness-
Anwendungen einen gunstigen Einfluss auf die Alterung haben kdnnen. Wel-
che Programme/Anwendungen fir wen am besten geeignet sind, die Alte-
rung aufzuhalten, ist nicht bekannt. Darlber hinaus ist es nicht mdglich,
den Erfolg solcher Verfahren objektiv zu bestimmen. Die Bestimmung der

hier definierten Biomarker kann dazu genutzt werden, den Einsatz solcher
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Verfahren zu optimieren und den Erfolg der MaBnahmen im Verlauf zu beur-

teilen.

d) Gesunde Nahrungsmittel/Nahrungsmittelzusatze: Es gibt Hinweise, dass die

Erndhrung einen glnstigen Einfluss auf die Alterung nehmen kann. Welche
Nahrungsmittel/Nahrungsmittelzusatze flir wen am besten geeignet sind,
die Alterung aufzuhalten, ist nicht bekannt. Dartber hinaus ist es schwierig,
den Erfolg solcher MaBnahmen zu bestimmen. Die Bestimmung der hier de-
finierten Biomarker kann dazu genutzt werden, den Einsatz solcher Verfah-

ren zu optimieren und den Erfolg der MaBnahmen im Verlauf zu beurteilen.

e) Medikamente/Substanzen zur Verbesserung von Fitness, Organfunktion und

f)

Lebenserwartung: Es gibt eine stetig wachsende Anzahl von Medikamenten
und Substanzen, die einen glnstigen Einfluss auf Alterung und Fitness im
Alter haben kdnnen. Welche Medikamente/Substanzen fir wen am besten
geeignet sind die Alterung aufzuhalten, ist nicht bekannt. Daruber hinaus ist
es schwierig, den Erfolg solcher Medikamente/Substanzen zu bestimmen.
Die Bestimmung der hier definierten Biomarker kann dazu genutzt werden,
den Einsatz solcher Medikamente/Substanzen zu optimieren und den Erfolg

der MaBnahmen im Verlauf zu beurteilen.

Forensischer Bereich/Kriminalistik: Die Bestimmung der hier definierten
Marker kann genutzt werden das biologische Alter von Opfern von Gewalt-

verbrachen und Unfallen zu bestimmen.

g) Bestimmung des biologischen Alters und der Lebenserwartung von Nutztie-

ren, Haustieren, Sporttieren:

Der Handel mit Nutztieren, Haustieren und im Sport eingesetzten Tieren
(z.B.: Rennpferde, Springpferde, Kamele, Hunde, etc.) ist haufig von medi-
zinischen Gutachten Uber die Fitness und die voraussichtliche Nutzdauer der
Tiere begleitet. Die Messung der hier definierten Marker kann genutzt wer-
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den das biologische Alter und die voraussichtliche Fitnessspanne und die

Lebenserwartung von Tieren zu bestimmen.

h) Sportmedizin/Profisport: Die Bestimmung der hier genannten Marker kann
dazu genutzt werden, das biologische Alter und die Fitness von Sportlern zu

bestimmen.

i) Versicherungen: Die Bestimmung der hier genannten Marker kann dazu
genutzt werden, das biologische Alter und die Fitness von Versicherungs-

nehmern zu bestimmen.

j) Arbeits-/Umweltmedizin: Die Bestimmung der hier definierten Marker kann
dazu genutzt werden, den Einfluss bestimmter Tatigkeiten und den Einfluss
von Umweltfaktoren auf die biologische Alterung und die Fitness von Indivi-

duen zu bestimmen.

3. Es gibt experimentell Hinweise, dass die Akkumulation von DNA-Schadigung
und Telomerdysfunktion die Regenerationsfahigkeit von Geweben und Orga-
nen limitiert. Die hier definierten Biomarker kdnnen deswegen zur Bestim-
mung der Regenerationsfahigkeit von Geweben und Organen genutzt werden.
Die Messung kann in Korperflissigkeiten (z.B.: Serum, Blut, Urin, Speichel,
Liquor) oder in Gewebe- und Organ-Biopsien/Proben erfolgen. Die Bestim-
mung der Regenerationsfahigkeit von Organen- und Geweben mithilfe dieser
Marker ist fur folgende Bereiche geeignet:

a) Bestimmung der Prognose und Therapieplanung bei chronischen Erkrankun-
gen: Eine Reihe chronischer Erkrankungen fuhrt im Endstadium zum Versa-
gen der betroffenen Organe. Interindividuelle Verlaufe kénnen sehr unter-
schiedlich sein. Die Vorhersage des individuellen Verlaufs ist klinisch
bedeutsam, um das Timing von invasiven Therapien (z.B.: Organtransplan-
tationen) besser planen zu kdénnen. Die Bestimmung der hier definierten

Marker kann dazu genutzt werden, die individuelle Prognose bei chronischen
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Erkrankungen (z.B.: Hepatitiden, Lungenfibrose, Anamien, chronisch ent-

zundliche Erkrankungen) zu bestimmen.

b) Bestimmung der Prognose und Therapieplanung bei akuten Erkrankungen

und Verletzungen.

Eine Reihe akuter Erkrankungen und Verletzungen kann zum Versagen der
betroffenen Organe und zum Versterben der Patienten fuhren. Interindividuelle
Verldufe kénnen sehr unterschiedlich sein. Die Vorhersage des individuellen
Verlaufs ist klinisch bedeutsam, um das Timing und den Nutzen von invasiven
Therapien (z. B.: Operationen, Intensivmedizinische MaBnahmen) abzuschat-
zen. Die Bestimmung der hier definierten Marker kann dazu genutzt werden,
die individuelle Prognose bei akuten Erkrankungen und Verletzungen zu

bestimmen.

4. Es gibt zunehmend Hinweise, dass die Akkumulation von DNA Schadigung
und Telomerdysfunktion das Risiko des Auftretens und die Prognose von al-
ternsassoziierten Erkrankungen bestimmt. Die Bestimmung der hier definier-
ten Marker kann deswegen zur Bestimmung des Risikos des Auftretens und
der Prognose von alternsassoziierten Erkrankungen genutzt werden. Die Mes-
sung kann in Korperfllssigkeiten (z.B.: Serum, Blut, Urin, Speichel, Liquor)

oder in Gewebe- und Organ-Biopsien/Proben erfolgen.

Die Bestimmung des Risikos des Auftretens und der Prognose von alternsasso-
ziierten Erkrankungen mithilfe der hier definierten Marker ist fur folgende

Bereiche geeignet:

a) Bestimmung des Risikos des Auftretens von alternsassoziierten Erkrankun-
gen: Eine Vielzahl von Erkrankungen ist mit der Alterung assoziiert (Gefai3-
krankheiten, Diabetes Mellitus, Demenz, Schlaganfalle, etc.). Es wéare von
klinischer Bedeutung, dass Risiko des Auftretens solcher Erkrankungen ab-

schatzen zu konnen, um ggf. frihzeitig mit praventiven oder therapeuti-
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schen GegenmaBnahmen zu beginnen. Die Bestimmung der hier definierten
Marker kann dazu genutzt werden, das individuelle Risiko, an alternsassozi-

ierten Erkrankungen zu erkranken, bestimmen.

b) Bestimmung der Prognose von alternsassoziierten Erkrankungen: Eine Viel-
zahl von Erkrankungen ist mit der Alterung assoziiert (GefaBkrankheiten,
Diabetes Mellitus, Demenz, Schlaganfalle, etc.). Es wéare von klinischer Be-
deutung, die Prognose solcher Erkrankungen abschatzen zu kdénnen, um
dem individuellen Verlauf angepasste TherapiemaBnahmen zu ergreifen. Die
Bestimmung der hier definierten Marker kann dazu genutzt werden, den in-
dividuellen Verlauf und die Prognose bei alternsassoziierten Erkrankungen

zUu bestimmen.

5. Es gibt zunehmend Hinweise, dass DNA Schadigung und Telomerdysfunkti-
on zur Krebsentstehung fuhrt. Die Bestimmung der hier definierten Marker
kann deswegen zur Bestimmung des Krebsrisikos bei chronischen Erkrankun-
gen und im Rahmen der Alterung genutzt werden. Die Messung kann in Kor-
perflissigkeiten (z.B.: Serum, Blut, Urin, Speichel, Liquor) oder in Gewebe-

und Organ-Biopsien/Proben erfolgen.

Die Bestimmung des Krebsrisikos mithilfe der hier definierten Marker ist fur

folgende Bereiche geeignet:

a) Bestimmung des Krebsrisikos im Rahmen der Alterung. Im Alter steigt das
Krebsrisiko an. Die hier definierten Marker zeigen das Krebsrisiko im Rah-
men der Alterung an. Eine Bestimmung des Krebsrisikos kann dazu genutzt
werden Krebsvorsorgeuntersuchungen dem individuellen Krebsrisiko anzu-

passen.

b) Bestimmung des Krebsrisikos bei chronischen Erkrankungen. Bei vielen
chronischen Erkrankungen (z.B.: Hepatitiden, entzindliche Darmerkrankun-
gen) steigt das Krebsrisiko an. Die definierten Marker zeigen das individuel-
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le Krebsrisiko bei chronischen Erkrankungen an. Eine Bestimmung des
Krebsrisikos kann dazu genutzt werden Krebsvorsorgeuntersuchungen dem
individuellen Krebsrisiko anzupassen. Darlber hinaus kann das Timing von

PraventivmaBnahmen (Operation/Transplantation) verbessert werden.

¢) Bestimmung des Krebsrisikos bei genetischer Pradisposition und bei geneti-
schen Erkrankungen. Viele genetische Erkrankungen (z.B. LiFraumeni-
Syndrom, Adenomatosis Poplyposis Coli) gehen mit einem erhdéhten Krebs-
risiko einher. Die Bestimmung der hier definierten Marker kann das indivi-
duelle Krebsrisiko bei genetischer Pradisposition anzeigen und so zur Ver-
besserung von Krebsvorsorge und einem verbesserten Timing von

PraventivmaBnahmen bei diesen Erkrankungen genutzt werden.

d) Allgemeine Krebsvorsorgeuntersuchung: Die "allgemeine Krebsvorsorgeun-
tersuchung" ist fur viele Krebsarten (z.B. Kolonkarzinom, Prostatakarzinom,
Mamma-Karzinom) im Rahmen der Alterung empfohlen und folgt dabei all-
gemeinen, medizinischen Richtlinien zum Zeitpunkt und zur Haufigkeit der
Vorsorgeuntersuchung. Das individuelle Risiko an Krebs zu erkranken ist bei
diesen MaBnahmen nicht berlcksichtigt. Die Bestimmung der hier definier-
ten Marker kann das individuelle Krebsrisiko anzeigen und kann zu einer
verbesserten, dem individuellen Risiko angepassten ,allgemeinen Krebsvor-

sorge" genutzt werden.

Figurenbeschreibung:

Figur 1: Die Marker von Telomerdysfunktion und DNA-Schadigung sind im
Blut nachweisbar und zeigen das Tumorrisiko im Rahmen der Alterung und bei

chronischer Lebererkrankung an.

A) Der Serumspiegel von EFlalpha ist signifikant erhdht im Blut von Hepatitis
C Virus infizierten Patienten, die im Verlauf der Erkrankung Leberkrebs entwi-
ckelten (Gruppe 1) gegenlber Patienten die im gleichen Beobachtungszeit-

raum keinen Leberkrebs entwickelten (Gruppe 2, p=0,02).
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B) 85 jahrige Probanden mit erhdhtem EFlalpha Serumspiegel (50% der Pro-
banden oberhalb des mittleren Serumspiegels = blaue Linie) zeigten ein signi-
fikant hoheres Risiko im verlauf von 4 Jahren an Krebs zu erkranken im ver-
gleich zu 85 jahrigen Probenden mit niedrigerem Eflalpha Serumspiegel (50%

der Probanden unterhalb des mittleren Serumspiegels = rote Linie, p=0.002).

C) die Chitinase-Enzymaktivitat ist signifikant erhéht im Blut von Hepatitis C
Virus infizierten Patienten, die im Verlauf der Erkrankung Leberkrebs entwi-
ckelten (Gruppe 1) gegenlber Patienten die im gleichen Beobachtungszeit-
raum keinen Leberkrebs entwickelten (Gruppe 2, p=0,02).

D) 85 jahrige Probanden mit erhéhtem CRAMP Serumspiegel (50% der Pro-
banden oberhalb des mittleren Serumspiegels = blaue Linie) zeigten ein signi-
fikant hoheres Risiko im Verlauf von 4 Jahren an Krebs zu erkranken im ver-
gleich zu 85 jahrigen Probenden mit niedrigerem CRAMP Serumspiegel (50%

der Probanden unterhalb des mittleren Serumspiegels = rote Linie, p=0.002).

Figur 2: Die Marker von Telomerdysfunktion und DNA-Schadigung sind im Blut
nachweisbar und sind durch den Lebenswandel (Rauchen, Sport, Fettleibigkeit)

beeinflusst.

A-C) Der Proteinspiegel von EFlalpha und Stathmin und die Chitinase Enzym-
aktivitégt im menschlichen Blut-Serum korrelieren signifikant negativ mit der
sportlichen Aktivitat. Diese Daten indizieren, dass mehr sportliche Aktivitat mit

einer verminderten DNA Schadigung assoziiert ist.

D) Der Proteinspiegel von Stathmin und die Chitinase Enzymaktivitat im
menschlichen Blut-Serum korrelieren signifikant positiv mit Zigarettenrauchen
(gemessen in pack years = Lebensjahre in denen eine Schachtel Zigaretten
pro tag geraucht wurde). Diese Daten indizieren, dass Rauchen mit einer ver-

starkten DNA Schédigung assoziiert ist.

E-G) Der Proteinspiegel von EFlalpha, Stathmin und CRAMP im menschlichen

Blut-Serum korrelieren signifikant positiv mit Fettleibigkeit (gemessen als
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Body Mass Index). Diese Daten indizieren, dass Fettleibigkeit mit einer ver-

starkten DNA Schadigung assoziiert ist.

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele ndher erlautert.

Beispiel 1

EF-lalpha: Die Hochregulation dieses Protein ist mit dem Proliferationsverlust
(Seneszenz) von menschlichen Zellen in Kultur in Verbindung gebracht worden
(18,19). Eine Verbindung mit menschlicher Alterung und alternsassoziierten
Erkrankungen ist nicht beschrieben worden. Ferner ist bislang nicht gezeigt
worden, dass Eflalpha durch DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion hoch-
reguliert wird. Ferner ist bislang nicht gezeigt worden, dass Eflalpha durch
DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion hochreguliert wird.

Die Untersuchungen zeigen erstmals, dass dieses Protein im Blutserum in
Antwort auf Telomerdysfunktion und DNA-Schadigung ansteigt (Jiang et al.
2009). Daruber hinaus zeigen die Arbeiten erstmals, dass EF-lalpha Protein
im menschlichen Blut nachweisbar ist und im Rahmen der Alterung und bei
alternsassoziierter Erkrankungen und chronischen Erkrankungen ansteigt
(Jiang et al. 2009). So ist der Blutserum Spiegel von EF-lalpha bei alten Men-
schen im Altersheim (n=20, mittleres Alter 85 Jahre, EF-1alpha= 1,5 Einhei-
ten) signifikant hoher als bei jungen Menschen (n=31, mittleres Alter 35 Jah-
re, EF-lalpha= 1 Einheit, p=0.0004). Ein weiterer Anstieg ist bei geriatrischen
Patienten zu verzeichnen (n=72, mittleres Alter 73 Jahre, EF-lalpha= 1,7
Einheiten, p=0.0115). Der Marker zeigte dariber hinaus eine erhdhte Expres-
sion im Endstadium chronischer Erkrankungen (z.B. Leberzirrhose und myelo-
dysplastische Syndrome), sowohl im Blutserum als auch in den betroffenen

Geweben.

Zusatzlich zeigen die Untersuchungen erstmals, dass die Serumproteinspiegel
des Markers das Krebsrisiko im Alter und bei chronischen Erkrankungen an-

zeigen (Figur 1A). Bei >85 jahrigen Probanden war das Risiko innerhalb der
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nachsten 4 Jahre an Krebs zu erkranken bei erhdhtem EF-1alpha- Serumspie-
gel (>Median) signifikant hdoher (46/243 Probanden entwickelten Tumore) als
bei den Probanden mit niedrigeren EF-lalpha- Serumspiegel (<Median,
22/243 Probanden entwickelten Tumore, p=0,001). Zusatzlich war der EF-
lalpha- Serumspiegel bei Leberzirrhosepatienten, die im Krankheitsverlauf
Leberkrebs entwickelten deutlich hoher als bei Leberzirrhosepatienten, die

keinen Leberkrebs entwickelten (Figur 1B).

Zusatzlich zeigen unsere Untersuchungen erstmals, dass die Serumprotein-
spiegel des Markers signifikant von Lebensgewohnheiten (Sport und Fettleibig-

keit, Figur 2A, E) beeinflusst werden.

Beispiel 2

CRAMP (im Menschen auch als LL-37 bezeichnet): Die Untersuchungen zeigen
erstmals, dass dieses Protein im Blutserum Antwort auf Telomerdysfunktion
ansteigt (22). DarUber hinaus belegen unsere Untersuchungen erstmals, dass
dieses Protein im menschlichen Blut im Rahmen der menschlichen Alterung
und im Rahmen alternsassoziierter Erkrankungen ansteigt (22). So ist der
Blutserum Spiegel von CRAMP bei alten Menschen im Altersheim (n=20, mitt-
leres Alter 85 Jahre, CRAMP= 18ng) signifikant hoher als bei jungen Menschen
(n=31, mittleres Alter 35 Jahre, CRAMP= 8ng, p<0,0001). Ein weiterer An-
stieg ist bei geriatrischen Patienten zu verzeichnen (n=72, mittleres Alter 73
Jahre, CRAMP= 22ng, p=0,0007). Der Marker zeigt daruber hinaus eine er-
hohte Expression im Endstadium chronischer Erkrankungen (z.B. Leberzirrhose
und Myelodysplastische Syndrome), sowohl im Blutserum als auch in den be-
troffenen Geweben. Zusatzlich zeigt der Marker das Krebsrisiko im Alter und

bei chronischen Erkrankungen an.

Diese Untersuchungen zeigen erstmals, dass der Serumspiegel von CRAMP
(LL-37) im menschlichen Blut bei 85 jahrigen Probanden das Risiko innerhalb
der nachsten 4 Jahre an Krebs zu erkranken anzeigt (Figur 1C). Probanden mit
erhohtem CRAMP- Serumspiegel (>Median) zeigten signifikant hohere Raten

der Entwicklung maligner Tumore (44/243 Probanden entwickelten Tumore)



WO 2009/130330 PCT/EP2009/055059

_17_

als die Probanden mit niedrigeren CRAMP- Serumspiegel (<Median, 24/243
Probanden entwickelten Tumore, p=0,006). Zusatzlich war der CRAMP- Se-
rumspiegel bei Leberzirrhosepatienten mit Leberkrebs deutlich héher als bei
Leberzirrhosepatienten ohne Leberkrebs.

Zusatzlich zeigen die Untersuchungen erstmals, dass der Serumspiegel von
CRAMP signifikant von Fettleibigkeit beeinflusst wird (Figur 2G).

Beispiel 3

Stathmin: Die Untersuchungen zeigen erstmals, dass dieses Protein im Blutse-
rum in Antwort auf Telomerdysfunktion ansteigt (22). Dartber hinaus belegen
die Untersuchungen erstmals, dass dieses Protein im menschlichen Blut im
Rahmen der menschlichen Alterung und bei alternsassoziierter Erkrankungen
ansteigt (22). So ist der Blutserum Spiegel von Stathmin bei alten Menschen
im Altersheim (n=20, mittleres Alter 85 Jahre, STATHMIN= 1,3 Einheiten)
signifikant hoher als bei jungen Menschen (n=31, mittleres Alter 35 Jahre,
STATHMIN= 1 Einheit, p=0.0001). Der Marker zeigte darUber hinaus eine
erhohte Expression im Endstadium chronischer Erkrankungen (z.B. Leberzir-
rhose und Myelodysplastische Syndrome), sowohl im Blutserum als auch in
den betroffenen Geweben.

Zusatzlich zeigt der Marker das Krebsrisiko im Alter und bei chronischen Er-
krankungen an. Der Stathmin-Serumspiegel ist bei Leberzirrhosepatienten mit

Leberkrebs deutlich héher als bei Leberzirrhosepatienten ohne Leberkrebs.

Zusatzlich zeigen die Untersuchungen erstmals, dass die Serumproteinspiegel
des Markers signifikant von Lebensgewohnheiten (Sport, Rauchen und Fettlei-
bigkeit, Figur 2A, D, F) beeinflusst werden.

Beispiel 4
Enzymaktivitdt von Chitinasen, Chitibiasen und N-Acetyl- Glucosaminidasen:
Eine Erhohung der Sekretion von Chitinase-like-Protein ist in der Zellkultur von

Knorpelzellen von gealterten Menschen und bei Arthritis Patienten beschrieben
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worden (17). Eine Erhéhung der Enzym Aktivitat von Chitinasen, Chitibiasen
und N-Acetyl- Glucosaminidasen im menschlichen Blut oder in menschlichen
Geweben/Organen als Folge von DNA-Schadigung, Telomerdysfunktion, Alte-
rung oder Erkrankungen ist bislang nicht beschrieben worden.

Die Untersuchungen zeigen erstmals, dass die Enzym Aktivitat von Chitobiosi-
dasen, Chitinasen, Chitibiasen und N-Acetyl- Glucosaminidasen im Blutserum
in Antwort auf Telomerdysfunktion ansteigt (22). Darldber hinaus belegen die
Untersuchungen erstmals, dass diese Enzymaktivitaten im menschlichen Blut
im Rahmen der menschlichen Alterung und bei alternsassoziierter Erkrankun-
gen ansteigen (22). So ist die Enzymaktivitat von Chitinasen, Chitibiasen und
N-Acetyl- Glucosaminidasen im Blutserum von alten Menschen im Altersheim
(n=20, mittleres Alter 85 Jahre, Chitinase-Enzym-Aktivitat = 52 Units) signifi-
kant hoher als bei jungen Menschen (n=31, mittleres Alter 35 Jahre, Enzym-
Aktivitat = 24 Units, p=0,0004). Ein weiterer Anstieg ist bei geriatrischen
Patienten zu verzeichnen (n=72, mittleres Alter 73 Jahre, Enzym-Aktivitat: 56
Units, p=0,0216). Die Enzymaktivitdt von Chitinasen, Chitibiasen und N-
Acetyl- Glucosaminidasen ist dartuber hinaus im Endstadium chronischer Er-
krankungen (z.B. Leberzirrhose und Myelodysplastische Syndrome) im Blutse-

rum erhoht.

Die Untersuchungen zeigen darUber hinaus erstmals, dass die im Blutserum
gemessene Enzymaktivitat von Chitobiosidasen, Chitinasen, Chitibiasen und N-
Acetyl- Glucosaminidasen das Krebsrisiko bei chronischen Erkrankungen an-
zeigen. Die Enzymaktivitat von Chitobiosidasen, Chitinasen, Chitibiasen und N-
Acetyl- Glucosaminidasen ist bei Leberzirrhosepatienten mit Leberkrebs deut-
lich hoher als bei Leberzirrhosepatienten, die im Krankheitsverlauf Leberkrebs
entwickelten deutlich héher als bei Leberzirrhosepatienten, die im gleichen
Nachbeobachtungs-Zeitraum keinen Leberkrebs entwickelten (Figur 1D).
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Zusatzlich zeigen die Untersuchungen erstmals, dass Chitinase-Enzymaktivitat
signifikant von Lebensgewohnheiten (Sport und Rauchen, Figur 2C, D) beein-

flusst werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung des Vorliegens und des AusmalB von DNA-
Schadigung und Telomerdysfunktion in Mensch oder Tier umfassend fol-

gende Schritte:

Bestimmung der Menge oder der Aktivitat mindestens eines Proteinmar-
kers in einer Blut- oder Serumprobe, wobei das Protein ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus EFla, Chitobiosidasen, Stathmin und
CRAMP.

2. Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines Organismus

umfassend folgende Schritte:

Bestimmung der Menge oder der Aktivitat mindestens eines Proteinmar-
kers in einer Probe, wobei das Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus (i) EF1qa, (ii) CRAMP, (iii) Stathmin und (iv) Chitinase Gen-

familie.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Aktivitat
der Chitinase Genfamilie die Enzymaktivitat von Chitobiosidasen Chitin-

asen, Chitibiasen und/oder N-Acetyl-Glucosaminidasen gemessen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Mes-

sung der Expression erfolgt durch Messung:

- des Proteins,

- Messung von Bruchstlicken des Proteins,

- Messung von mRNA, die flur das Protein kodiert,

- Messung von mRNA-Fragmenten, die fur das Protein kodieren,

- Messung der biologischen Aktivitat der Proteins.

- Bildliche Darstellung der Proteine oder der Aktivitdt der Proteine (mo-

lekulares Imaging)
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Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Mes-
sung in Korperflissigkeiten oder in Gewebe- und Organbiopsien oder -

proben erfolgt.

Verfahren nach mindestens Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass
die Korperflussigkeiten ausgewahlt werden aus Blut, Urin, Speichel und

Liquori, insbesondere aus Serum.

Verfahren nach mindestens einem der Ansprlche 2 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Verfahren zur Bestimmung des biologischen Al-
ters, der voraussichtlichen Lebenserwartung, der Regenerationsfahigkeit
von Geweben und Organen, des Risikos des Auftretens und der Prognose
von alternsassoziierten Erkrankungen, der Bestimmung des Krebsrisikos
bei chronischen Erkrankungen, der Bestimmung des Krebsrisikos im
Rahmen der Alterung, Bestimmung des Krebsrisikos im Rahmen chroni-

scher Erkrankungen dient.

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 75, dadurch ge-
kennzeichnet, dass 2, 3 oder 4 Proteinmarker aus der Gruppe (i) CRAMP,

(if) EFla, (iii) Stathmin und (iv) Chitinase Genfamilie bestimmt werden.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitat
der Chitinasen Genfamilie als Enzymaktivitdt von Chitobiosidasen, Chitin-

asen, Chitibiasen und N-Acetyl-Glucosaminidasen bestimmt wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das die Marker bzw. die Markeraktivitat durch Bildge-

bung (molekulares Imaging) dargestellt werden.
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Box No. IT Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:
see additional sheet
Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the

payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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The International Searching Authority has found that the international
application contains multiple (groups of) inventions, as follows:

1. Claims 1, 2, 4-8, 10 (in part)

Method for determining the state of ageing of an organism, for example
the existence and extent of DNA damage and telomere dysfunction in
humans and animals, based on the determination of the protein marker
EF1a in a sample.

2. Claims 1, 2, 4-8, 10 (in part), 3, 9 (in full)

Method for determining the state of ageing of an organism, for example
the existence and extent of DNA damage and telomere dysfunction in
humans and animals, based on the determination of chitobiosidases in a
sample.

3. Claims 1, 2, 4-8, 10 (in part)

Method for determining the state of ageing of an organism, for example
the existence and extent of DNA damage and telomere dysfunction in
humans and animals, based on the determination of the protein marker
stathmin in a sample.

4. Claims 1, 2, 4-8, 10 (in part)

Method for determining the state of ageing of an organism, for example
the existence and extent of DNA damage and telomere dysfunction in
humans and animals, based on the determination of the protein marker
CRAMP in a sample.
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das ganze Dokument
" insbesondere Zusammenfassung
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19. Dezember 2002 (2002-12-19) . 10 -
das ganze Dokument
insbesondere Zusammenfassung.
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m Weitere Verdffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu émnehmenm Siehe Anliang Patentfamilie .

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréfientlichungen
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Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritdtsanspruch zweifelhaft er—
- scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
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soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)
Verbftentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
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Veréffentlichung, die vor dem-internationalen- Anmeldedatum, aber nach
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=y

0w

o
pr

“T* Spétere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
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“Y* Veréfientlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet )
werden, wenn die Verdffentlichung mil einer oder mehreren anderen
Verbffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

“&" Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

28. Juli 2009

-Absendedatum des internationalen Recherchenberichis

02/10/2009

Name und Pos_tariéchrm der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentarrt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

Weber, Peter

Fommblatt PCT/SA/210 (Blatt 2) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2009/055059

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie*

Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

A

US 2003/032030 Al (PROLLA T ET AL)
13. Februar 2003 (2003-02-13)
das ganze Dokument
insbesondere Zusammenfassung.
JU Z ET AL:  "Telomere dysfunction induces
environmental alterations Timiting
hematopoietic stem cell function and
engraftment" '
NATURE MEDICINE,
Bd. 13, Nr. 6, Juni 2007 (2007-06), Seiten
742-747, XP002538828
das ganze Dokument
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Betr. Anspruch Nr.
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A
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WO 03/104488 A (CANCER CARE ONTARIO; LEE J
M) 18. Dezember 2003 (2003-12-18)

das ganze Dokument

insbesondere Titel; Anspriiche 4 und 6.
SUN Y ET AL: "Human prostatic carcinoma
oncogene PTI-1 is expressed in human tumor
cell lines and prostate carcinoma pat1ent
blood samples” A
CANCER RES,

Bd. 57, Nr. 1, 1997, Seiten 18-23,
XP002538832 :

das ganze Dokument

insbesondere Titel; Zusammenfassung.
JIANG H ET AL: "Proteins induced by
telomere dysfunction and DNA damage
represent biomarkers of human aging and
disease"

PROC NAT ACAD SCI USA,

Bd. 105, Nr. 32; August 2008 (2008- 08)
Seiten 11299 11304 XP002538833
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP2009/055059 -

Feld Nr.iI Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) |

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein intemationaler Recherchenbericht erstellt:

1. D Anspruche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche diese Behdrde nicht verpflichtet ist, ndmlich

2, D Anspruche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen SO wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

3. D Anspriiche Nr. ’
weil es sich dabei um abhang|ge Anspruche ’hhandelt, 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 Recherchenbehdrde hat festgestelit, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait:

siehe Zusatzblatt

1. Da der Anmelder aIIe erforderiichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

Da fiir alle recherchlerbaren Anspruche dle Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefihrt werden konnte, der
2usétzliche Recherchengebuhr gerechtfertlgt hétte, hat die Behdrde mcht 2ur Zahlung solcher Gebtihren aufgefordert.

3. Da der Anmelder nur einige.der erforderlichen zus&tzlichen Recherchengebiihren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich

dieser internationale Recherchenbericht nur aut die Anspriiche, flr die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.
© 4, Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale

Recherchenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in foigenden
Anspriichen erfasst:

S. Zusatzb]att

. Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusétzlichen Recherchengebihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalis erforderliche Widerspruchsgebilhr gezahit.

Die zusétzlichen-Recherchengebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezakhit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

D Die Zahlung der zusétzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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‘ Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese
“internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt,
‘namlich:

1. Anspriiche: 1,2,4-8,10 (tei]weise)

Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines
Organismus zum Beispiel des Vorliegens und des AusmaB von
DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion in Mensch oder Tier
basierend auf der Bestimmung des Protelnmarkers EFlalpha in
einer Probe. :

2. Anspriiche: 1;2,4—8,10 (tei]weise),3,9 (ganz)

Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines
Organismus zum Beispiel des Vorliegens und des AusmaB von
DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion in Mensch oder Tier ‘
basierend auf der Best1mmung der Chitobiosidasen in einer .
Probe :

3. Anspriiche: 1,2,4-8,10 (teilweise)

Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines

Organismus zum Beispiel des Vorliegens und des AusmaB von

DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion in Mensch oder Tier

basierend auf der Bestimmung des Prote1nmarkers Stathmin in
- . einer Probe.

4. Anspriiche: 1,2,4—8,10 (teilweise)

Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines
Organismus zum Beispiel des Vorliegens und des AusmaB von
DNA-Schadigung und Telomerdysfunktion in Mensch oder. T1er.
basierend auf der Best1mmung des Protelnmarkers CRAMP in
e1ner Probe.
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