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(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Fritherkennung und Erkennung, fiir die Verlaufsprognose und die Beurteilung des Schwe-
regrads und zur therapiebegleitenden Verlaufsbeurteilung von Entziindungserkrankungen und Infektionen, insbesondere sepsisdhn-
~~. lichen systemischen Infektionen und der Alzheimer Krankheit, bei dem man, vorzugsweise als Immunreaktivitit, die Anwesen-
heit und/oder Menge des Proteins LASP-1 (SEQ ID NO:1) oder des Proteins LAP-1 (SEQ ID NO:16) oder eines immunreaktiven
Fragments eines dieser Proteine in freier und/oder proteingebundener Form in einer biologischen Fliissigkeit, oder ggf. einer Ge-
webeprobe, eines Patienten bestimmt und aus der Anwesenheit und/oder Menge der bestimmten Proteine Schliisse hinsichtlich des
Vorliegens, des zu erwartenden Verlaufs, des Schweregrads oder des Erfolgs einer Therapie der Entziindungserkrankung oder der
Infektion zieht.
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Verfahren zur Diagnose von Entzilindungserkrankungen und

Infektionen unter Bestimmung von LASP-1-Immunreaktivitét

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verwendungen des
Proteins LASP-1 sowie ggf. eng verwandter Proteine, die
wenigstens hinsichtlich ihrer ersten 200 Aminos&uren im
wesentlichen die gleiche Sequenz wie LASP-1 und damit eine
vergleichbare Immunreaktivitdt aufweisen, sowie von Fragmen-
ten davon, flur die medizinischen Diagnostik von Entzindungs-
erkrankungen und Infektionen, insbesondere von Sepsis und
sepsisdhnlichen systemischen Infektionen sowie von Entzin-
dungserkrankungen, die im Gehirn lokalisiert sind oder die
auf das Gehirn tibergreifen. Sie beruht auf dem erstmaligen
Nachweis stark erhdhter Konzentrationen des Proteins LASP-1
im Gehirngewebe von Primaten, bei denen experimentell durch
Toxinverabreichunge eine Sepsis bzw. systemische Entzindung
hervorgerufen wurde, sowie auf dem anschliefenden Nachweis
einer stark erhdhten LASP-1 Immunreaktivitat in der Zirkula-
tion von Patienten mit Sepsis und von Alzheimer-Patienten,
wobeil eine erhdhte entsprechende Immunreaktivitat auch bei

Patienten mit Herzinfarkt festgestellt wurde.

Wenn in der nachfolgenden Beschreibung von LASP-1 gesprochen
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wird, soll dieser Begriff nicht nur das bekannte Protein
LASP-1 mit der in SEQ ID NO:1 angegebenen konkreten Amino-
siuresequenz bezeichnen, sondern ggf. auch verwandte Protei-
ne, die tiber weite Strecken mit diesem LASP-1 sequenziden-
tisch sind, z.B. das Protein LAP-1, zu dem sich am Ende des
experimentellen Teils dieser Anmeldung noch erlduternde
Augfiihrungen finden. Diese Definition gilt fir alle Bezug-
nahmen auf LASP-1, es sei denn, es ergibt sich aus dem kon-
kreten Zusammenhang flr den Fachmann etwas anderes. Wenn von
LASP-1 gesprochen wird, meint dieser Begriff aufterdem auch
Fragmente mit einer LASP-1-Immunreaktivitdt, wobei alle
genannten Produkte sowohl frei als auch ggf. an Bindeprotei-
ne gebunden und/oder in einer posttranslational modifizier-
ten Form, z.B. in glycosylierter und/oder phosphorylierter

Form, vorliegen k&nnen.

Die vorliegende Erfindung hat ihren Ursprung in intensiven
Forschungsarbeiten der Anmelderin im Zusammenhang mit weite-
ren Verbesserungen der Diagnose und Therapie von Entzindun-

gen und Infektionen.

Alg Entzindungen (Inflammationen) werden ganz allgemein
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf
verschiedenartige &uRere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen,
Verbrennungen, Allergene, Infektionen durch Mikroorganismen
wie Bakterien und Pilze und Viren, auf Fremdgewebe, die
AbstoRungsreaktionen ausldsen, oder auf bestimmte entzin-
dungsausldsende endogene Zustdnde des Kdrpers, z.B. bei
Autoimmunerkrankungen und Krebs, bezeichnet. Entzlindungen
kdnnen als harmlose, lokal begrenzte Reaktionen des Kbrpers
auftreten, sind jedoch auch typische Merkmale zahlreicher
ernster chronischer und akuter Erkrankungen von einzelnen

Geweben, Organen, Organ- und Gewebsteilen.

Lokale Entztndungen sind dabei meist Teil der gesunden
Tmmunreaktion des Korpers auf schidliche Einwirkungen, und

damit Teil des lebenserhaltenden Abwehrmechanismus des
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Organismus. Wenn Entzindungen jedoch Teil einer fehlgeleite-
ten Reaktion des Kdrpers auf bestimmte endogene Vorgdnge wie
z.B. bei Autoimmunerkrankungen sind und/oder chronischer
Natur sind, oder wenn sie sysﬁémische AusmaBe erreichen, wie
beim systemischen Inflammationssyndrom (Systemic Inflammato-
ry Response Syndrome, SIRS) oder bei einer auf infektidse
Ursachen zurlckzuflhrenden schweren Sepsis, geraten die fur
Entzindungsreaktionen typischen physiologischen Vorgange
auRer Kontrolle und werden zum eigentlichen, haufig lebens-
bedrohlichen Krankheitsgeschehen. Als Erkrankung, die von
typischen Symptomen einer Entzlndung, und zwar des Gehirns,
begleitet wird, wird im Zusammenhang der vorliegenden Paten-
tanmeldung auch die Alzﬂéimer Krankheit angesehen, die durch
eine in der Regel im 5. bis 6. Lebensjahrzehnt auftretende,
unaufhaltsam fortschreitende Grofthirnrindenatrophie charak-
terisiert ist und aufgrund ihrer Hiufigkeit eine grofde

volkswirtschaftliche Bedeutung aufweist.

Es ist heute bekannt, dass die Entstehung und der Verlauf
von entziindlichen Prozessen von einer betrdchtlichen Anzahl
von Substanzen, die tberwiegend proteinischer bzw. peptidi-
scher Natur sind, gesteuert werden bzw. von einem mehr oder
weniger zeitlich begrenzten Auftreten bestimmter Biomolekille
begleitet sind. Zu den an Entzindungsreaktionen beteiligten
endogenen Substanzen gehdren insbesondere solche, die zu den
Cytokinen, Mediatoren, vasoaktiven Substanzen, Akutphasen-
proteinen und/oder hormonellen Regulatoren gezahlt werden
kdnnen. Die Entzlndungsreaktion stellt eine komplexe physio-
logische Reaktion dar, an der sowohl das Entzindungsgesche-
hen aktivierende endogene Substanzen (z.B. TNF-a, Inter-
leukin-1) als auch desaktivierende Substanzen (z.B. Inter-
leukin-10) beteiligt sind.

Bei systemischen Entziindungen wie im Falle einer Sepsis bzw.
des septischen Schocks weiten sich die entztindungsspezifi-
schen Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten

" Kdorper aus und werden dabei, im Sinne einer liberschiefRenden
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Immunantwort, lebensbedrohlich. Zu den gegenwdrtigen Kennt-
nissen Uber das Auftreten und die mdglichen Rolle einzelner
Gruppen endogener entzindungsspezifischer Substanzen wird
beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al., "Endoge-
nous Mediators in Sepsis and Septic Shock", Advances in
Clinical Chemistry, Vol.33, 1999, 55-131; und C.Gabay, et
él., "Acute Phase Proteing and Other Systemic Responses to
Inflammation", The New England Journal of Medicine, Vol.340,
No.6, 1999, 448-454. Da gich das Verstédndnis von Sepsis und
verwandten systemischen entzindlichen Erkrankungen, und
damit auch die anerkannten Definitionen, in den letzten
Jahren gewandelt haben, wird auRerdem verwiesen auf K.Rein-
hart, et al., "Sepsis und septischer Schock"”, in: Intensiv-
medizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart.New York, 2001, 756-
760; wo eine moderne Definition des Sepsis-Begriffes gegeben
wird. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Be-
griffe Sepsis bzw. entzlndliche Erkrankungen in Anlehnung an
die Definitionen verwendet, wie sie den genannten drei

Literaturstellen entnommen werden kdnnen.

Wahrend wenigstens im europdischen Raum die durch eine
positive Blutkultur nachweisbare systemische bakterielle
Infektion lange den Sepsisbegriff prégte, wird die Sepsis
heute in erster Linie als systemische Entzindung verstanden,
die infektidse Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch
groRe Ahnlichkeiten mit systemischen Entzindungen aufweist,
die durch andere Ursachen ausgeldst werden. Dem genannten
Wandel des Sepsig-Verstadndnisses entsprechen Verdnderungen
der diagnostischen Ansdtze. So wurde der direkte Nachweis
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen physiolo-
gischer Parameter und in jlUngerer Zeit insbesondere auch
durch den Nachweis bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am
EntzlUndungsgeschehen beteiligter ehdogener Substanzen, d.h.

spezifischer "Biomarker", ersetzt bzw. erganzt.

Von der grofen Zahl von Mediatoren und Akutphasenproteinen,

von denen man weif oder vermutet, dass sie an einem Entzin-
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dungsgeschehen beteiligt sind, eignen sich dabei flir diagno-
stische Zwecke insbesondere solche, deren Auftreten sehr
spezifisch fur entzlndliche Erkrankungen bzw. bestimmte
Phasen oder Auspragungen entzindlicher Erkrankungen ist,
deren Konzentrationen sich drastisch und diagnostisch signi-
fikant verdndern und die aulerdem die flUr Routinebestimmun-
gen erforderlichen Stabilitdten aufweisen und hohe Konzen-
trationswerte erreichen. Flr diagnostische Zwecke steht
dabei die zuverldssige Korrelation von Krankheitsgeschehen
(Entziindung, Sepsis) mit dem jeweiligen Biomarker im Vorder-
grund (gute Spezifitat und Selektivitdt), ohne dass dessen
Rolle in der komplexen Kaskade der am Entzlindungsgeschehen

beteiligten endogenen Substanzen bekannt sein muss.

Eine bekannte, als Sepsis-Biomarker besonders geeignete
endogene Substanz ist Procalcitonin. Procalcitonin ist ein
Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedingun-
gen einer systemischen Entzlindung infektidser Atiologie
(Sepgis) gehr hohe Werte erreichen, wahrend es bei Gesunden
so gut wie nicht nachweisbar ist. Hohe Werte an Procalcito-
nin werden auflerdem in einem relativ frihen Stadium einer
Sepsis erreicht, so dass sich die Bestimmung von Procal-
citonin auch zur Friherkennung einer Sepsis und zur frihen
Unterscheidung einer infektids bedingten Sepsis von schweren
Entztindungen, die auf anderen Ursachen beruhen, eignet. Die
Bestimmung von Procalcitonin als Sepsismarker ist Gegenstand
der Verdffentlichung M.Assicot, et al., "High serum procal-
citonin concentrations in patients with sepsis and infec-
tion", The Lancet, vol.341, No.8844, 1993, 515-518; und der
Patente DE 42 27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US
5,639,617. Auf die genannten Patente und in der genannten
Verdffentlichung angefiihrten frihen Literaturstellen wird
zur Ergé&nzung der vorliegenden Beschreibung ausdriicklich
Bezug genommen. In den letzten Jahren ist die Zahl der
Verdffentlichungen zum Thema Procalcitonin stark angestie-
gen. Stellvertretend fir zusammenfassende Verdffentlichungen

aus jlungerer Zeit wird daher noch verwiesen auf W.Karzai et
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al., "Procalcitonin - A New Indicator of the Systemic Re-
sponse to Severe infection", Infection, Vol. 25, 1997, 329-
334; und M.Oczenski et al., "Procalcitonin: a new parameter
for the diagnosis of bacterial infection in the peri-opera-
tive period", European Journal of Anaesthesiology 1998, 15,
202-209; sowie ferner H.Redl, et al., "Procalcitonin release
patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Relation-
ship to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000,
Vol.28. No.1l, 3659-3663; und H.Redl, et al., "Non-Human
Primate Models of Sepsig", in: Sepsis 1998; 2:243-253; und

die darin zitierten weiteren Literaturstellen.

Die Verfligbarkeit des Sepsismarkers Procalcitonin hat der
Sepsisforschung starke Impulse gegeben, und es werden gegen-
wirtig intensive Anstrengungen unternommen, weitere Biomar-
ker zu finden, die die Procalcitonin-Bestimmung erganzen
kédnnen und/oder zusétzliche Informationen fir Zwecke der
Feindiagnostik bzw. Differentialdiagnostik zu liefern ver-
mégen. Erschwert wird die Suche nach potentiellen neuen
Sepsis-Biomarkern allerdings dadurch, dass hdufig noch sehr
wenig oder nichts tiber die genaue Funktion bzw. Uber die
genauen Griinde flr das Auftreten bestimmter endogener Sub-
stanzen, die am Entzlndungs- oder Infektionsgeschehen betei-

ligt sind, bekannt ist.

Die Ergebnisse der experimentellen Uberpriifung eines frucht-
baren rein hypothetischen Ansatzes zur Ermittlung weiterer
potentieller Sepsismarker finden sich in DE 198 47 690 Al
bzw. WO 00/22439. Dort wird gezeigt, dass beil Sepsis nicht
nur die Konzentration des Prohormons Procalcitonin erhdht
ist, sondern auch flr andere peptidische Substanzen, die
Prohormon-Immunreaktivitét aufweisen, signifikant erh&hte
Konzentrationen beobachtet werden kénnen. Wahrend das be-
schriebene Phanomen gut dokumentiert ist, sind die Ursachen
fiir den Anstieg der Prohormon-Immunreaktivitédt bel Sepsis

weiterhin weiltgehend ungeklart.
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In der vorliegenden Anmeldung werden Ergebnisse eines ande-
ren, rein experimentellen Ansatzes fir die Suche nach weite-
ren entzlindungs- bzw. sepsisspezifischen Biomoleklilen be-
richtet. Auch diese experimentellen Untersuchungen nehmen
ihren Ausgang bei der Bestimmung von Procalcitin im Zusam-
menhang mit systemischen entzindlichen Reaktionen infektid-
ser Atiologie. So war sehr frth beobachtet worden, dass bei
Sepsis das Procalcitonin offensichtlich nicht auf die
gleiche Weise gebildet wird, wie dann, wenn es Vorlaufer flir
das Hormon Calcitonin ist. So wurden hohe Procalcitonin-
spiegel auch bei Patienten beobachtet, denen die Schilddrise
entfernt worden war. Deshalb kann die Schilddriise nicht
dasjenige Organ sein, in dem Procalcitonin bei'Sepsis gebil-
det bzw. ausgeschiittet wird. In den Verdffentlichungen
H.Redl, et al., "Procalcitonin release patterns in a baboon
model of trauma and sepsis: Relationship to cytokines and
neopterin", Crit Care Med 2000, Vol.28. No.ll, 3659-3663;
und H.Redl, et al., "Non-Human Primate Models of Sepsis",
Sepsis 1998; 2:243-253; werden die Ergebnissen von experi-
mentellen Untersuchungen berichtet, die der Klarung der
Bildung von Procalcitonin bei Sepsis dienen sollten. In den
genannten Arbeiten wird durch Endotoxinverabreichung an
Primaten (Paviane) eine kilinstliche Sepsis erzeugt, und es
wird bestimmt, bei welchen experimentell erzeugten Zustanden
die hdchsten Procalcitoninkonzentrationen im Blut erreicht
werden. Eine Weiterentwicklung des in den genannten Arbeiten
beschriebene Versuchstiermodells dient im Rahmen der vor-
liegenden Anmeldung dazu, neue endogene entziindungs- und/-
oder sepsisspezifische Biomarker von peptidischer bzw.
proteinischer Natur zu ermitteln, deren Auftreten fur be-
stimmte Formen von Entziindungen und/oder Sepsis charakteri-
stisch ist und die daher eine spezifische, ggf. organspezi-
fische Sepsis- bzw. Entzlindungsdiagnose ermdbglichen. Das
Primatenmodell wurde dabei aufgrund der sehr grofen Ahnlich-
keit der Physiologie von Primaten und Menschen und der hohen
Kreuzreaktivitadt mit vielen therapeutischen und diagnosti-

schen humanen Reagenzien gewahlt.
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Da die bei Entzindungen gebildeten endogenen Substanzen Teil
der komplexen Reaktionskaskade des Korpers sind, sind der-
artige Substanzen auferdem nicht nur von diagnostischem
Interesse, sondern es wird gegenwértig auch mit erheblichem
Aufwand versucht, durch Beeinflussung der Entstehung und/-
oder der Konzentration einzelner derartiger Substanzen
therapeutisch in das Entzilindungsgeschehen einzugréifen, um
die zum Beispiel bei Sepsis beobachtete systemische Aus-
breitung der Entzlindung mbéglichst frithzeitig zu stoppen. In
diegsem Sinne sind nachweislich am Entzlindungsgeschehen
beteiligte endogene Substanzen auch als potentielle thera-
peutische Targets anzusehen. Versuche, ansetzend an bestimm-
ten Mediatoren des Entzlndungsgeschehens dieses positiv
therapeutisch zu beeinflussen, sind beschrieben beispiels-
weise in E.A.Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fur
Andsthesie und Intensivbehandlung; Nr.2, 2001, 4-5; T.Ca-
landra, et al., "Protection from septic shock by neutraliza-
tion of macrophage migration inhibitory factor", Nature
Mediciné, Vol.6, No.2, 2000, 164-170; oder K.Garber, "Pro-
tein C may be sepsis solution", Nature Biotechnology,
Vol.18, 2000, 917-918. Angesichts der bisherigen eher ent-
tduschenden therapeutischen Ansédtze besteht ein hohes Inter-
esse daran, weitere mdglichst entzundungs- bzw. sepsisspezi-
fische endogene Biomolekiile zu identifizieren, die auch als
therapeutische Targets neue Erfolgsaussichten fir die Ent-

ziindungsbekampfung erdffnen.

Die vorliegende Erfindung beruht darauf, dass sich in Prima-
ten und Menschen bei infektids bedingten Entzlndungen im
cytoplasmatischen Gehirngewebe das stark lUberexprimierte
Protein LASP-1, bzw. ein Protein, das mit diesem flber grofie
N-terminale Sequenzabschnitte identisch ist, in einer 16sli-
chen Form nachweisen 1&Rt, und zwar im Unterschied zu Gesun-
den bzw. Unbehandelten, bei denen es nicht oder nur in
Konzentrationen an der analytischen Nachweisgrenze gefunden
wird, und auch im Unterschied zu anderen Kbrpergeweben

septischer Primaten-Versuchstiere, was dieses Protein fir
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die Entzlindungsdiagnostik und Infektions- bzw. Sepsisdia-

gnostik mit Gehirnbeteiliung geeignet erscheinen 1aRt.

Die Erfindung beruht ferner darauf, dass festgestellt wurde,
dass auch in der Zirkulation von menschlichen Sepsispatien-
ten, jedoch auch von Alzheimer-Patienten, eine deutlich
erhdhte LASP-1 Immunreaktivitdt messbar ist, was den Wert
der auf der Basis von Gehirnextrakten von Primaten gewonne-

nen Erkenntnisse untermauert bzw. stark erhdht.

Die Verwendungen in der Diagnostik, die sich aufgrund des
erstmals nachgewiesenen gehirnspezifischen Auftretens von
LASP-1 bei der experimentellen Simulation von Entzindungen
bzw. Sepsis, sowie aus dem Nachweis einer deutlich erhdohten
LASP-1 Immunreaktivitdt in der Zirkultaion ergeben, werden

nachfolgend noch n&her beschrieben.

Die Anspriiche 1 bis 17 definieren die sich ergebenden neuen
Verfahren gem&fl der vorliegenden Erfindung, und bevorzugter

Ausfihrungsformen davon, naher.

Anspruch 18 betrifft die Verwendung von Proteinen mit LASP-1
Immunreaktivitdt, oder spezfischen Bindungspartner solcher

Proteine, flir therapeutische Zwecke.

Wie nachfolgend im experimentellen Teil noch naher ausge-
fiithrt wird, war Ausgangspunkt der Erfindung die Feststel-
lung, dass nach experimenteller Ausldsung einer kinstlichen
Sepsis in Pavianen durch Endotoxinverabreichung (LPS aus
Salmonella Typhimurium) und 2D-gelektrophoretischer Auf-
arbeitung von Gehirngewebe der behandelten Tiere als eines
der nur bei den behandelten Tieren identifizierbaren Produk-
te ein Protein gefunden wurde, das weitgehend, und zwar
wenigstens'ﬁber den Abschnitt der Aminosduren 1 bis 200, mit
dem bekannten Protein LASP-1 identisch war, wobeli das Pro-
tein auRerdem nur im Gehirngewebe in erheblich erhdhter

Konzentration beobachtet wurde. Zu seiner Identifizierung
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wurde ein neuer Proteinspot, der nur im Gehirngewebe der
behandelten Tiere gefunden wurde und gemaf Gelektrophorese
ein Molekulargewicht von etwa 36 + 3 kDA und einen isoelek-
trischen Punkt von ca. 6,6-7,0 aufwies, aus dem Elektropho-
resegel isoliert und durch Trypsinverdauung in Bruchsticke
zerlegt, die auf an sich bekannte Weise massenspektrome-
trisch analysiert wurden. Durch Vergleich mit dem bekannten
Massenspektrum des trypsinbehandeltem Proteins LASP-1 wurde
das Protein des isolierten Spots als eines identifiziert,
das wenigstens Uiber weite Abschnitte mit dem Protein LASP-1

identisch war.

Die Identifizierung des in dem Proteinspot gefundenen Pro-
dukts wird im expermientellen Teil naher beschrieben, wobei
die begchriebene Identifizierung nach anerkannten Inter-
pretationsgrundsdtzen als sichere Identifizierung eines
Produkts mit einer Aminosiduresequenz des Proteins LASP-1

anzusehen ist.

Das rechnerisch ermittelte Molekulargewicht der Peptidkette
von LASP-1 (vgl. SEQ ID NO:1; 261 Aminosduren) betragt

29 717 Dalton. LASP-1 liegt jedoch physiologisch in post-
translational prozessierter Form (glykosyliert und phospho-
ryliert) vor. So wurde das spater als LASP-1 bezeichnete
Produkt urspringlich als ein 40 kDA cAMP-abhi&ngiges Phospho-
protein ("pp40") in Magenwandzellen identifiziert (vgl. C.S.
Chew et al., Journal of Cell Science 113, 2035-2045 (2000);
C.S. Chew et al., Am.J.Physiol. 275 (Cell Physiol. 44): C56-
c67, (1998)).

Die Aminosiuresequenz des als LASP-1 bezeichneten Phospho-
proteins wurde urspriinglich als die des putativen Expfes—
sionsprodukts der cDNA eines in humanen Brustkrebs-Zellinien
liberexprimierten Gens "MLN 50" aus dem Bereich qli-q21.3 des
Chromosoms 17 ermittelt (C.Tomasetto at al., FEBS Letters
373 (1995) : 245—249; C.Tomasetto et al., Genomics 28: 367-
376 (1995); I.Bié&che et al., Cancer Res. 56: 3886-3890
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(1996)) . Der Name LASP-1 geht darauf zurtck, dass in diesem
Protein erstmals eine sog. LIM-Domane (eine aus verschiede-
nen Proteinen bekannte Zn-bindende Domane; vgl. A.Hammar-
strdm et al., Biochemistry 1996, 35, 12723-12732) mit einer
aus der rezeptorunabhingigen sog. src-Kinase, einer Tyro-
sin-Kinase, bekannten Domdne (SH3) kombiniert ist (LIM and
SH3 Protein); wvgl. auch Brian K. Kay et al., FASEB J. 14,
231-241 (2000) .

LASP-1-mRNA ist ubiquitdr in normalen Zellen nachweisbar
(z.B. Prostata, Leber, Muskel, Gehirn, verschiedenen Zell-
Typen) und wird in einem gewissen prozentualen Antell von
Brustkrebsfallen Uberexprimiert. Es wurde festgestellt, dass
IASP-1 ein Actin-bindendes Protein ist, fir das angenommen
wird, dass es zu den Cytoskelett-assoziierten Proteinen zu
zadhlen ist und fir die Zellform und -beweglichkeit sowie
mdglicherweise die Signallibertragung von Bedeutung igt. Es
ist auch in Nervenenden nachweisbar. LASP-1 wird durch
Detergentien nur schwer solubilisiert. In vitro hat gich
LASP-1 als Substrat erwiesen, dass sich hervorragend mit der
cAMP-abhdngigen Serin/Threonin-Kinase PKA phosphorylieren
14Rt. LASP-1 weist in unterschiedlichen Epithel-Zelltypen
unterschiedliche Expressionsmuster auf (vgl. C.S. Chew et
al., Journal of Cell Science 113, 2035-2045 (2000); C.S.
Chew et al., Am.J.Physiol. 275 (Cell Physiol. 44): C56-C67,
(1998)) .

Das Auftreten von LASP-1 bzw. eines weitgehend damit Uber-
einstimmenden Proteins in Uberexprimierter Form im Gehirn-
gewebe bei Sepsis ist von hohem wissenschaftlichen, diagno-
stischen und mdglicherweise auch therapeutischen Interesse.
Die Tatsache, dass LASP-1 ein Kinase-Substrat und Phosgpho-
protein ist, verleiht ihm eine gewisse Ahnlichkeit mit den
sogenannen tau-Proteinen, die bei der Alzheimer Krankheit
cine Rolle insbesondere. fiir diagnostische Zwecke spielen
(vgl. z.B. G.A.Jicha et al., Journal of Neurochemistry,69.,
2087-2095 (1997) und die darin zitierte Literatur; sowie EP
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673 418; EP 737 208; EP 772 634; EP 610 330; und EP
618 968) .

Es ist nunmehr gut bekénnt, dass die Alzheimer Krankheit als
gehirnspezifischer Entzlndungsprozess angesehen werden kann,
ohne dass damit eine Aussage bezliglich Krankheitsursache
oder Krankheitsfolge gemacht werden soll (Lih—FenuLue et
al., GLIA 35:72-79, 2001; Michael HUl1ll et al., DDT Vol.4,
No.6: 275-282; (June 1999); F.Licastro et al., Journal of
Neuroimmunologie 103 (2000), 97-102; Neuroinflammation
Working Group: Haruhiko Akiyama et al., Neurobiology of
Aging 21 (2000) 383-421; Michael HUll et al., Exp.Opin.In-
vest .Drugs (2000) 9(4):671-683; M.Hull et al., Bur Arch
Psychiatry Clin Neurosci (1996) 246:124-128; J.Rhodin et
al., Annals New York Academy of Sciences, 199x, 345-352).
Die Tatsache, dass das Phosphoprotein LASP-1 bzw. ein damit
weitgehend Ubereinstimmendes Protein unter experimentellen
Bedingungen, die eine Sepsis bzw. ein systemisches Entzin-
dungsgeschehen simulieren, gehirnspezifisch in Uberexpri-
mierter Form nachweisbar ist, machte es sehr wahrscheinlich,
dass auch bei der Alzheimer Krankheit eine Uberexpression
von Lasp-1 bzw. einer bestimmten Expressionsform von LASP-1
beobachtbar ist und die Bestimmung von LASP-1 daher auch fir
die Alzheimer-Diagnostik Bedeutung erlangen wird. Anschlie-
Bend durchgefitihrte immundiagnostische Bestimmungen einer
Tmmunreaktivitit in Seren von Sepsis- und Alzheimer-Patien-
ten, die der Sequenz der ersten 200 Aminosduren von LASP-1
zugeordnet werden konnte, bestitigten diese Vermutung expe-

rimentell in tiberzeugender, eindrticklicher Weilse.

Die bisherigen Publikationen zu LASP-1 deuten eine solche
M&glichkeit in keiner Weise an. Es war aufgrund der bisher
zugénglichen Befunde nicht zu erwarten, das die physiolo-
gischen Konzentrationen von LASP-1 im Gehirn und auch der
Zirkulation als Folge einer Sepsis und/oder gehirnspezifi-
schen Entziindung wie Alzheimer signifikant und nachweilsbar

verandert sind und daher eine Bestimmung der LASP-1-Konzen-
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trationen im Rahmen eines Sepsisgeschehens oder einer ent-
zlindlichen Gehirnerkrankung diagnostisch von Interesse sein

kdédnnte.

Der erfindungsgemdf’e Nachweis von vergleichsweise hohen
LASP-1-Konzentrationen im Gehirngewebe von Primaten, beil
denen durch Toxinverabreichung eine kilinstliche Sepsis ausge-
lost wurde, bel gleichzeitiger Unmdglichkeit, LASP-1 in
ansonsten v®llig gleich behandelten Proben von Kontroll-
tieren, oder in anderen Gewebeproben der septischen Tiere,
zu erkennen, und der nachfolgende immundiagnostische Nach-
weise in der menschlichen Zirkulation, ist hoch signifikant.
Da das Auftreten nur bei den behandelten Tieren zu beobach-
ten war, und zwar bereits relativ kurze Zeit nach der Sep-
sisausldsung durch Toxinverabreichung, ist es mdglich, diese
Tatsache zur Schaffung eines vielversprechenden diagnosti-
schen Sepsis-, Infektions- und EntzlUndungs-Nachweisverfah-
rens durch Bestimmung von LASP-1-Immunreaktivitdt zu nutzen.
Von besonderem Interesse ist auRerdem die nachgewiesene
Eignung von LASP-1 als diagnostischer Marker und Prognose-

marker flur die Alzheimer Krankheit.

Die Bestimmung von LASP-1 kann dabei nach irgendeinem belie-
bigen geeigneten Nachweisverfahren erfolgen, wobei jedoch
die Bestimmung in einer Kdrperflissigkeit, einschlieRlich
Liquor (Liquor cerebrospinalis), eines Patienten auf immun-
diagnostischem Wege (mittels eines Immunoassays) unter
Verwendung geeigneter selektiver Antikdérper unter prakti-

schen Gesichtspunkten am vorteilhaftesten erscheint.

Aufgrund der Tatsache, dass bel einer experimentellen Sep-
sisausldsung im Gehirn von Primaten sowie anschliefiend auch
in der Zirkulation von menschlischen Patienten erstmals ein
erhdhtes Auftreten von LASP-1 bzw. eines damit weitgehend
identischen Proteins nachgewiesen werden konnte, wird somit
die Mdglichkeit geschaffen, die LASP-1 Immunreaktivitat

insbesondere fiir diagnostische Zwecke im Zusammenhang mit
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Entzindungen und Infektionen, die sich im Gehirn manifestie-
ren, zu nutzen. Daflir kénnen LASP-1 oder geeignete Teilpep-
tide davon oder Epitope oder Epitopkombinationen ggf. auch
nach Verfahren, die inzwischen zum Stand der Technik geh6-
ren, synthetisch oder gentechnologisch gezielt hergestellt
werden. LASP-1-Teilpeptide, ggf. in markierter Form, kdénnen
auch als Kalibratoren, Tracer und Kompetitoren fir bestimmte
Assayformate fir immundiagnostische Bestimmungen bendtigt
und dafiir wie erliutert hergestellt werden. Bestimmte der-
zeit bevorzugte konkrete Ausfuhrungsformen werden im nach-

folgenden experimentellen Teil noch ndher beschrieben.

Ferner kébnnen LASP-1-Fragmente bzw. geeignete Teilsequenzen
davon nach bekannten Verfahren des modernen Standes der
Technik auch zur Erzeugung spezifischer polyklonaler oder
auch monoklonaler Antikdrper verwendet werden, die als
Hilfemittel fiir die diagnostische Bestimmung von LASP-1 in
Kdérperfliissigkeiten eines Patienten und/oder auch als poten-
tielle therapeutische Mittel geeignet sind. Bestimmte der-
zeit bevorzugte konkrete polyklonale affinitatsgereinigte
anti-LASP-1 Antikdrper werden im nachfolgenden experimentel -
len Teil noch naher beschrieben. Die Erzeugung geeigneter
monoklonaler Antikodrper gegen bekannte Peptid-Teilsequenzen
gehdrt heute zum allgemeinen Stand der Technik und muss
nicht besonders beschrieben werden. Ferner ist auch aus-
driicklich die Antikdrpererzeugung unter Anwendung von Tech-
niken der direkten genetischen Immunisierung mit einer
entsprechenden DNA zu erwdhnen. Es liegt somit im Rahmen der
vorliegenden Erfindung, zur Immunisierung z.B. eine cDNA von
LASP-1 oder LASP-1-Fragmenten zu verwenden, da es sich in
der Vergangenheit gezeigt hat, dass bei der Anwendung der-
artigef Immunisierungstechniken das Spektrum der gewinnbafen
Antikérper erweitert werden kann. Es kdnnen aber auch be-
reits bekannte Antikdrper gegen LASP-1 verwendet werden
(vgl. z.B. V.Schreiber et al., Molecular Medicine 4: 675-
687, 1998; C.S. Chew et al., Am.J.Physiol. 275 (Cell Phy-
siol. 44): C56-C67, (1998)).
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Da im Rahmen der vorliegend beschriebenen Arbeiten im Gel
des 2D-Elektrophorese ein LASP-1-Produkt mit einer molaren
Magssen von ca. 36 kDa gefunden wurde, das eine fiir die
beschriebene Bestimmung ausreichende Ldslichkeit aufweist,
war nicht auszuschlieRen, dass das gefundene LASP-1-Produkt
ein vom eigentlichen, in der Literatur beschriebenen LASP-1
abweichendes Expressionsprodukt, z.B. das Produkt eines
alternativen Splicings, und/oder eine bestimmte Art der
Glykosylierung und/oder Phosphorylierung aufweist, die ihm
die beobachtete L&slichkeit verleiht und aufgrund derer es
sich von dem aus der Magenwand isolierten 40 kDa-Produkt
signifikant unterscheidet. Es wurde daher von Anfang der
Untersuchungen an als im Rahmen der vorliegenden Erfindung
liegend angeshen, die Bestimmung von LASP-1 mit Hilfe eines
spezifischen Assays durchzufilhren, bei dem spezifische
Teilsequenzen und/oder ggf. auch Glykosylierungs- und/oder
Phosphorylierungsmuster erkannt werden. Die Herstellung von
Antikdérpern, insbesondere monoklonalen Antikédrpern, die
spezifische Glykosylierungen und/oder Phosphorylierungen
erkennen, ist grundsdtzlich bekannt und z.B. im Zusammenhang
mit der Bestimmung bestimmter Phosphorylierungsformen der
sogenannten tau-Proteine im Rahmen der Alzheimer-Diagnostik

beschrieben.

Bei der immunologischen Bestimmung von LASP-1 kann dabei
grundsdtzlich so vorgegangen werden, wie das z.B. fiur die
selektive Procalcitoninbestimmung beschrieben ist in
P.P.Ghillani, et al., "Monoclonal antipeptide antibodies as
tools to dissect closely related gene products", The Journal
of Immunology, wvol. 141, No.9, 1988, 3156-3163; und
P.P.Ghillani, et al., "Identification and Measurement of
Calcitonin Precursors in Serum of Patients with Malignant
Diseases", Cancer research, vol.49, No.23, 1989, 6845-6851.
Variationen der beschriebenen Techniken und/oder weitere
Immunisierungstechniken kann der Fachmann einschlagigen
Standardwerken und Verdffentlichungen entnehmen und sinn-

gemal? anwenden.
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LASP-1 oder ggf. LASP-1-Fragmente oder partiell sequenziden-
tische Produkte wie LAP-1 ko&nnen aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse als Immunreaktivitdt bzw. spezifische Marker-
peptide (Biomarker) zum diagnostischen Nachweis und zur
Verlaufskontrolle von Entztndungen und Infektionen (ins-
besondere auch von systemischen Infektionen vom Sepsistyp
und Entztndungen des Gehirns wie die Alzheimer-Krankheit)
dienen. Wie die Bestimmung von Procalcitonin kann dabei die
Bestimmung von LASP-1 zur differentialdiagnostischen Frih-
erkennung und zur Erkennung sowie flir die Erstellung einer
Verlaufsprognose, zur Beurteilung des Schweregradg und zur
therapiebegleitenden Verlaufsbeurteilung von Entzindungen
und Infektionen erfolgen, wobei man bei einem derartigen
Verfahren vorzgsweise in einer Probe einer biologischen
Fliissigkeit, einschlieRlich des sog. Liquors, oder ggf. auch
ecines Gewebes eines Patienten den Gehalt von LASP-1 bestimmt
und aus der festgestellten Anwesenheit und/oder Menge von
LASP-1 auf das Vorliegen einer Entzindung mit Gehirnbeteili-
gung oder einer Sepsis schlieRt und das erhaltene Ergebnis
mit dem Schweregrad der Sepsis korreliert und ggf. die
Behandlungsmdglichkeiten und/oder die Behandlungsaussichten
abschatzt.

Besonders interessant erscheint eine Bestimmung von LASP-1
im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung, bei der gleich-
zeitig mindestens ein weiterer Entzlndungs- oder Infektions-
parameter bestimmt wird und bei der ein Messergebnis in Form
eines Satzes von mindestens zwei Messgrodfien gewonnen wird,
der zur Feindiagnostik der Entzlindung oder Infektion ausge-
wertet wird. Als derartige weitere Entzlndungs- oder Infek-
tionsparameter sind solche anzusehen, die aus der Gruppe der
teilweise bekannten oder in den &lteren bzw. parallelen
Patentanmeldungen der Anmelderin offenbarten Parameter
ausgewahlt sind, die besteht aus Procalcitonin, CA 125,

CA 19-9, S100B, S100A-Proteinen, 16slichen Cytokeratin-
Fragmenten, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder l&slichen
Cytokeratin-1-Fragmenten (séYlF), den Peptiden Inflammin und
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CHP, Peptid-Prohormonen, der Glycin-N-Acyltransferase
(GNAT), der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und deren
Fragmenten und dem C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten
aller genannten Proteine. Es ist vorteilhaft, die Multipa-
rameter-Bestimmung als Simultanbestimmung mittels einer
Chiptechnologie-Messvorrichtﬁng oder einer immunchromatogra-
phischen Méssvorrichtung durchzufliren, beil der die Auswer-
tung des mit der Messvorrichtung gewonnenen komplexen Mess-

ergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms erfolgt.

Bei einer bevorzugten Ausflihrungsform wird das Verfahren als
heterogener Sandwich-Immunoassay durchgefihrt, bei dem einer
der Antikdrper an eine beliebige Festphase, beispielsweise
die Wande beschichtetef Testrdhrchen (z.B. aus Polystyrol;
"Coated Tubes"; CT) oder an Mikrotiterplatten, zum Beispiel
aus Polystyrol, oder an Partikel, beispielsweise Magnetpar-
tikel immobilisiert ist, wahrend der andere Antikdrper einen
Rest tragt, der ein direkt nachweisbares Label darstellt
oder eine selektive Verkniipfung mit einem Label ermdglicht
und der Detektion der gebildeten Sandwich-Strukturen dient.
Auch eine zeitlich verzdgerte bzw. nachtridgliche Immobili-

sierung unter Verwendung geeigneter Festphasen ist mdglich.

Grundsatzlich kdnnen alle in Assays der beschriebenen Art
verwendbaren Markierungstechniken angewandt werden, zu denen
Markierungen mit Radioisotopen, Enzymen, Fluoreszenz-,
Chemolumineszenz- oder Biolumineszenz-Labeln und direkt
optisch detektierbaren Farbmarkierungen, wie beispielsweise
Coldatomen und Farbstoffteilchen, wie sie insbesondere far
sog. Point-of-Care (POC) oder Schnelltests verwendet werden,
gehdren. Die beiden Antikoérper kénnen auch im Falle hetero-
gener Sandwich-Immunoassays Teile eines Nachweissystems der
nachfolgend im Zusammenhang mit homogenen Assays beschriebe-

nen Art aufweilsen. .

Es liegt somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, das

erfindungsgemiaRe Verfahren auch als Schnelltest auszugestal -
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Das erfindungsgem&fle Verfahren kann ferner als homogenes
Verfahren ausgestaltet werden, beil dem die aus den beiden
Antikdrpern und dem nachzuweisenden LASP-1 gebildeten Sand-
wichkomplexe in der flussigen Phase suspendiert bleiben. In
einem solchen Fall ist es bevorzugt, beide Antikdérper mit
Teilen eines Nachweissystems zu markieren, das dann, wenn
beide Antikdrper in einen einzigen Sandwich integriert
werden, eine Signalerzeugung oder Signalausldsung ermdg-
licht. Derartige Techniken sind insbesondere als Fluores-
zenzverstarkungs- oder Fluoreszenzldschungs-Nachweisver-
fahren ausgestaltbar. Ein besonderes bevorzugtes derartiges
Verfahren betrifft die Verwendung von paarweise einzusetzen-
den Nachweisreagenzien, wie sie beispielsweise beschrieben
gsind in US-A-4 822 733, EP-B1-180 492 oder EP-B1-539 477 und
dem darin zitierten Stand der Technik. Sie ermdglichen eine
Messung, die selektiv nur Reaktionsprodukte erfaRt, die
beide Markierungskomponenten in einem einzigen Immunkomplex
enthalten, direkt in der Reaktiomsmischung. Als Beispiel ist
auf die unter den Marken TRACE® (Time Resolved Amplified
Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotene Technologie zu

verweigen, die die Lehren der o.g. Anmeldungen umsetzt.

Nachfolgend wird die Auffindung und Identifizierung von
LASP-1 und dessen Bestimmung in biologischen Flissigkeiten
(Seren bzw. Plasmen) von Patienten mit verschiedenen Krank-
heiten in naheren Einzelheiten geschildert. Die Figuren

zeigen:

Fig. 1 Ansichten von 2D-Elektrophoresegelen, die einen
Vergleich der Spotmuster der éytoplasmatischen
Gehirnproteine eines gesunden Pavians (A) mit
denen der Gehirnproteine eines Pavians 5h nach
einer durch LPS-Verabreichung induzierten Sepsis
(B) ermdglichen. Der Pfeil zeigt die Position des

erfindungsgemiRen sepsisspezifischen Produkts
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(LASP-1) an, das in Darstellung (B) durch einen

Kreis hervorgehoben ist;

Fig. 2 das Massenspektrum des aus dem Gel der 2D-Gelelek-

trophorese isolierten, trypsinverdauten Produkts.

Fig. 3 eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse der
Messung der LASP-1 (1-200) Immunreaktivitat unter
Verwendung von Immunoassays mit verschiedenen
Paaren von drei Antik®drpern, die in festphasenge-
bundener bzw. markierter Form eingesetzt wurden
und die Aminosduresequenzen 121-137, 147-159 bzw.
170-187 von LASP-1 erkannten. Es ist zu erkenhen,
dass mit allen Paaren weitgehend identische Ergeb-

nisse erhalten wurden.

Fig. 4 die Ergebnisse einer immundiagnostischen Bestim-
mung einer LASP-1 (1-200) Immunreaktivitat in
Seren von 294 gesunden Kontrollpersonen und von 96

Sepsispatienten.

Fig. 5 die Ergebnisse einer immundiagnostischen Bestim-
mung einer LASP-1 (1-200) Immunreaktivitat in
Seren von 294 gesunden Kontrollpersonen und von 80

Alzheimer-Patienten.

Fig. 6 die Ergebnisse einer immundiagnostischen Bestim-
mung einer LASP-1 (1-200) Immunreaktivitat in
Seren von 294 gesunden Kontrollpersonen und von 20

Herzinfarkt-Patienten.

EXPERIMENTELLER TEIL

1. Infektionssimmulation durch Endotoxinverabreichung im

Tiermodell (Paviane).
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In Anlehnung an die mit Pavianen durchgefihrten Versuche zur
Stimulierung der Procalcitonin-Ausschiittung durch Endotoxi-
ninjektionen (vgl.H.Redl, et al., "Procalcitonin release
patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Relations-
hip to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000, Vol.28.
No.1ll, 3659-3663; H.Redl, et al., "Non-Human Primate Models
of Sepsis", in: Sepsis 1998; 2:243-253) wurden Pavianen
(m&nnlich, ca. 2 Jahre alt, 27 bis 29 kg schwer) jeweils 100
ug LPS (Lipopolysaccharid aus Salmonella Typhimurium, Be-
zugsquelle: Sigma) pro kg Kérpergewicht intravends verab-
reicht. 5 bisg 5,5 h nach der Injektion wurden die Tiere
durch intravendse Verabreichung von 10 ml Doletal getodtet.
Innerhalb von 60 min nach ihrem Exitus wurden samtliche
Organe/Gewebe pripariert und durch Einfrieren in fllssigem

Stickstoff stabilisiert.

Bei der weiteren Verarbeitung wurden Proben der einzelnen
tiefgefrorenen Gewebe (1g) unter Stickstoffkithlung mit 1,5
ml Puffer A (50mM Tris/HCl, pH 7,1, 100mM KCl, 20% Glycerol)
versetzt und in einem Porzellanmérser zu einem Mehl pulveri-
siert (vgl. J.Klose, "Fractionated Extraction of Total
Tigssue Proteins from Mouse and Human for 2-D Electrophore-
sis", in: Methods in Molecular Biology, Vol.112: 2-D Proteo-
me Analysis Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ). Nach
einer anschlieRenden 1l-stiindigen Zentrifugation bei 100.000
g und +4°C wurde der erhaltene Uberstand gewonnen und bis

Zzur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2. Proteomanalyse unter Verwendung cytoplasmatischer Ge-

hirnproteine von Pavianen.

-Cytoplasmatische Gehrinzellproteinextrakte von einerseits
gesunden Pavianen (Kontrolle) und andererseits Pavianen,
denen LPS injiziert worden war, wurden im Rahmen einer
Proteomanalyse verwendet. Bei der einleitenden analytischen
2D-Gelelektrophorese wurde Gehirnextrakt, 100 ug Protein
enthaltend, auf 9M Harnstoff, 70 mM DTT,.Z% Ampholyt pH 2-4
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eingestellt und dann mittels analytischer 2D-Gelelektro-
phorese aufgetrennt, wie in J.Klose, et al., "Two-dimensio-
nal electrophoresis of proteins: An updated protocol and
implications for a functional analysis of the genome",
Electrophoresis 1995, 16; 1034-1059; beschrieben ist. Die
Sichtbarmachung der Proteine im 2D-Elektrophoresegel erfolg-
te mittels Silverstaining (vgl. J.Heukeshoven, et al.,
"Improved silver staining procedure for fast gtaining in
Phast-System Development Unit. I. Staining of sodium dodecyl
gels", Electrophoresis 1988, 9, 28-32) .

Zur Auswertung wurden die Proteinspotmuster der Proben
behandelter Tieren mit den Proteinspotmustern verglichen,
die aus Gehirngewebeproben unbehandelter Tiere resultierten.
Ferner wurden die Proteinspotmuster aus dem Gehirngewebe
behandelter Tiere auch mit denen anderer Gewebe derselben
behandelten Tiere verglichen (die Ergebnisse sind nicht im
Einzelnen gezeigt). Substanzen, die beil keiner Kontroll-
probe, aber bei allen behandelten Tieren zusatzlich auf-
traten, wurden flr weitere analytische Untersuchungen selek-
tiert. Fig. 1 zeigt einen Vergleich der 2D-Elektrophoresege-
le f{ir eine Kontrollprobe (A) und eine Probe eines behandel-
ten Tieres (B), wobei der zusdtzliche Proteinspot in (B)
einem neuen Protein entspricht, dessen Position durch einen

Pfeil und einen Kreis hervorgehoben ist.

Die im Proteinspotmuster der analytischen 2D-Gelelektropho-
rese identifizierten neuen spezifischen Proteine wurden dann
anschlieRend mittels préparativer 2D-Gelelektrophorese unter
Einsatz von 350 ug Protein prapariert (vgl. wiederum (10) .
Bei der préparativen 2D-Gelelektrophorese erfolgte die
Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue G250 (vgl. V.Neu-
hoff, et al., "Improved staining of proteins in polyacryla-
mide gels including isoelectric focusing gels with clear
background at nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant

Blue G-250 and R-250", Electrophoresis 1988, 9, 255-262) .
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Die flr die weitere Analyse vorselektierten Proteinspots
wurden aus dem Gel ausgeschnitten, unter Anwendung der
Methode, die in A.Otto, et al., "Identification of human
myocardial proteins separated by two-dimensional electropho-
resis using an effective sample preparation for mass spec-
trometry", Electrophoresis 1996, 17, 1643-1650; beschrieben
ist, trypsinvérdaut und anschliefBend massenspektroskopisch
analysiert und zwar unter Anwendung massenspektrometrischer
Untersuchungen, wie sie z.B. in G.Neubauer, et al., "Mass
spectrometry and EST-database searching allows characteriza-
tion of the multi-protein spliceosome complex", in: nature
genetics vol. 20, 1998, 46-50; J.Lingner, et al., "Reverse
Transcriptase Motifs in the Catalytic Subunit of Telomera-
gse", in: Science, Vol.276, 1997, 561-567; M.Mann, et al.,
"Use of mass spectrometry-derived data to annotate nucleoti-
de and protein sequence databases", in: TRENDS in Biochemi-
cal Sciences, Vol.26, 1, 2001, 54-61; beschrieben und disku-
tiert werden. Die trypsinverdauten Proben wurden einer

MALDI-TOF Massenspektrometrie unterzogen.
3. Identifizierung von LASP-1

Wie in den Figuren 1(A) und 1(B) gezeigt ist, findet sich in
Gehirngewebeextrakten von Pavianen, denen eine LPS-Injektion
verabreicht worden war, u.a. ein Spot eines Proteins, fir
das aufgrund der Gelektrophoresedaten im Vergleich mit
Markersubstanzen mit bekanntem Molekulargewicht ein Moleku-
largewicht von ca. 36 + 3 kDa abgeschatzt wurde, wdhrend aus
der relativen Position des Proteins aus der ersten Dimension

ein isoelektrischer Punkt von ca. 6,6-7,0 ermittelt wurde.

Bel der Massenanalyse des tryptischen Verdaus des neuen
Proteinspots wurde fur 21 Bruchsticke unter Rickgriff auf
Datenbankinformationen der Versuch einer Zuordnung zu Pepti-
den vorgenommen. Im Ergebnis entsprachen zwdlf der erhalte-
nen Zuordnungen Bruchstiicken der Proteinkette des Phospho-

proteins LASP-1 (SEQ ID NO:1). Die sog. "Seqguence Coverage"”
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betrug 38%, was nach den anerkannten fachiiblichen Kriterien
als eindeutige Identifizierung des in dem Spot enthaltenen

Proteins als Proteinkette von LASP-1 anzusehen ist.

Qo konnten z.B. die folgenden Massen Bruchsticken der LASP-
1-Proteinkette (SEQ ID NO.1) =zugeordnet werden: 1202,714;
1254,615; 1291,745; 1360,813; 1418,898; 1443,959; 1489,826;
1551,943; 1604,040; 1608,960; und zwar war die Zuordnung
gemdf? MS-Fit 3.3.1. Protein Prospector 3.4.1., Database
NCBInr.7.25.2002 wie folgt:

Die Masse 1202,714 (MHY) entspricht der Sequenz QQSELQSQVR
(SEQ ID NO:2). Das theoretische Molekulargewicht dieses
Fragments betragt 1201,604. In der Aminosiuresequenz von
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 76-95

wieder.

Die Masse 1254,615 entspricht der Sequenz ACFHCETCK (SEQ ID
NO:3) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments
betrdgt 1253,498. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet

sich diese Sequenz an den Positionen 28-36 wieder.

Die Masse 1291,745 entspricht der Sequenz KPYCNAHYPK (SEQ ID
NO:4) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments
betragt 1290:617. In der Aminosduresequenz von LASP-1 findet

sich diese Sequenz an den Positionen 50-59 wieder.

Die Masse 1360,813 entspricht der Sequenz VNCLDKFWHK (SEQ ID
NO:5). Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments
betragt 1359,675. In der Aminos&@uresequenz von LASP-1 findet

sich diese Sequenz an den Positionen 18-27 wieder.

Die Masge 1418,898 entspricht der Sequenz GFSVVADTPELQR (SEQ
ID NO:6) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments
betragt 1417,719. In der Aminos&uresequenz von LASP-1 findet

sich diese Sequenz an den Positionen 97-109 wieder.
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Die Masse 1443,959 entspricht der Sequenz LKQOSELQOSQVR (SEQ
ID NO:7) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments
betragt 1442,783. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet

sich diese Sequenz an den Positionen 74-85 wieder.

Die Masse 1489,826 entspricht der Sequenz MGPSGGEGMEPERR
(SEQ ID NO:8). Das theoretische Molekulargewicht dieses
Fragments betragt 1488,644. In der Aminogduresequenz von
7,ASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 131-144

wieder.

Die Masse 1551,943 wurde der Sequenz TGDTGMLPANYVEAL (SEQ ID
NO:9) zugeordnet. Das theoretische Molekulargewicht dieses
Fragments betrdgt 1550,728. In der Aminosduresequenz von
LASP-1 findet sich eine solche Sequenz an den Positionen
247-261 wieder.

Die Masse 1604,040 entspricht der Sequenz GKGFSVVADTPELQR
(SEQ ID NO:10). Das theoretische Molekulargewicht dieses
Fragments betrégt 1602,836. In der Aminogduresequenz von
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 95-109

wieder.

Die Masse 1608,960 entspricht der Sequenz QSFTMVADTPENLR
(SEQ ID NO:11). Das theoretische Molekulargewicht dieses
Fragments betragt 1607,761. In der Aminosduresequenz von
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 60-73

wieder.

Neun der zehn beschriebenen identifizierten Fragmente finden
sich im Abschnitt der Aminosduren 1-200 von LASP-1 wieder,
d.h. demjenigen Protein-Abschnitt, der vor der sog. SH3-
Domane liegt, die bei Aminos&ure 202 beginnt. Eine solche
Ubereinstimmung gilt nach anerkannten Interpretationsgrund-
sitzen als sichere Identifizierung des Produkts aus dem
Proteinspot als ein wenigstens im Bereich der Aminosduren 1-

200 mit LASP-1 fibereinstimmenden Protein. Das Molekularge-
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wicht von unphosphoryliertem LASP-1 (261 Aminosduren; vgl.
SEQ ID NO:1) betragt jedoch nur 29 717 Dalton. Aus der
Literatur ist es jedoch bekannt, dass LASP-1 bei gelektro-
phoretischen Molmasse-Bestimmungen ein irreguldres Verhalten
zu zeigen scheint, so dass die gefundenen Abweichungen der
Molmassen nicht unbedingt im Widerspruch dazu stehen, die
gefundene Sustanz als LASP-1 mit der Aminosduresequenz gemald
SEQ ID NO:1 zu identifizieren.

Es ist jedoch ebensowenig véllig auszuschlieRen, dass sich
das nachgewiesene Produkt von dem genannten LASP-1 unter-
scheidet, z.B. das Produkt eines alternativen Splicings ist.
Es wurden daher zur Auslotung der Mdglichkeit, dass es sich
um ein anderes verwandtes Expressionsprodukt gehandelt haben
k&dnnte, eine Folgeuntersuchungen vorgenommen, die die Mog-
lichkeit einer Zuordnung des gefundenen Proteinspots zu
einem nahe verwandten l&ngeren Protein ausloten sollte.
Diese unter Heranziehung von in cDNA-Datenbanken implizit
vorhandenen Informationen durchgefthrten Anschlufiuntersu-
chungen fiuhrten zur Auffindung eines mit LASP-1 verwandten
langeren Proteins, das das Produkt eines alternativen Spli-
cings sein dirfte und anstelle der SH3-Domane einen alterna-
tiven C-terminalen Aminosiurerest von 123 Aminosauren auf-
weist. Das Protein weist die gleichen Aminosduren 1-200 wie
LASP-1 auf, so dass eine mit LASP-1 vergleichbare Immunreak-
tivitat erwartet werden kdnnte. Dem genannten verwandten
Protein wurde die Bezeichnung LAP-1 gegeben. Zu seiner
Identifizierung finden sich n&here Angaben im nachfolgenden
Abschnitt 5.

4. Immundiagnostische Bestimmung von LASP-1 Immunreakti-

vititen in Seren von menschlichen Patienten
4.1, Immunoassays - Material und Methoden

4.1.1. Peptidsynthesen
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Abgeleitet von der bekannten Aminosduresequenz des humanen
LASP-1 wurden drei Bereiche ausgewahlt (Pos. 121-137: Pep-
tidbereich 1; Pos. 147-159: Peptidbéreich 2; Pos. 170-187:
Peptidbereich 3;). Jeweils ergédnzt um einen N-terminalen
Cystein-Rest wurden die Bereiche nach Standardverfahren als
16sliche Peptide chemisch synthetisiert, gereinigt, mittels
Massenspektrometrie und Reversed Phase HPLC qualitatskon-
trolliert und in Aliquots lyophilisiert (Firma JERINI AG,
Berlin, Deutschland). Die Aminosduresequenzen der syntheti-

schen Peptide lauten.

Peptid PKE1S8 CKYHEEFEKSRMGPSGGE (SEQ ID NO:13)
Peptid PQQ14 CODGSSYRRPLEQQ (SEQ ID NO:14)
Peptid PVK19 CVYQQPQQOQPVAQSYGGYK (SEQ ID NO:17)

Auerdem wurde als Standardpeptide folgendes Peptid syntheti-
siert, das sich aus den Positionen 121-137, 147-159, 170-187
des LASP-1 gem&f SEQ ID NO:1 zusammensetzte:

Peptid PKK54 KYHEEFEKSRMGPSGGEGGGQODGSSYRRPLEQQGGGVYQ-
QPQOOQPVAQSYGGYK (SEQ ID NO:15)

Fir die Peptidauswahl waren folgende Uberlegungen ausschla-

gebend:

Das 261 Aminosduren umfassende Protein LASP-1 enthdlt zwel
potentielle Protein-Bindungsdom&nen, die LIM-Domane am N-
Terminus (Pos. 5-56) , und die SH3-Domdne am C-Terminus
(Pos. 202-261) (vgl. Tomasetto et al., a.a.0. 1995). Ob und
welche Proteinbindungen LASP-1 ‘Uber diese Domdnen eingeht,
ist bis heute unbekannt. Als weitere strukturelle Merkmale
von LASP-1 sind zweil moégliche Actin-Bindungsdomanen be-
schrieben: Diese liegen direkt aufeinander folgend im Be-
reich der Pos. 61-133 (Schreiber et al., a.a.O0. 1998), und
es ist gezeigt worden, dafl LASP-1 tatsdchlich Actin binden
kann (Schreiber et al., a.a.0., 1998). Die Bindung an Actin

wird durch Phosphorylierung an den Positionen 99 und 146
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beeinflufdt (Chew et al, a.a.O0., 2002).

7ur Entwicklung von Immunoassays fur LASP-1 und zur Priafung
der Frage, ob LASP-1 auch auRerzellulér, d.h. als Immunre-
aktivitat in normalen und pathologischen humanen Serum-
/Plasmaproben nachzuweisen ist, orientierten sich die Erfin-
der an den oben  beschriebenen bekannten Informationen zur
struktur von LASP-1: Es wurden drei Peptide zur Immunisie-
rung ausgewahlt, die nicht im Bereich der LIM- und SH3-
Domanen liegen, da diese Domdnen in LASP-1 mdglicherweise
durch gebundenes Protein fir Antikdrper nicht zugdnglich
cein konnten. Desweiteren enthalten die drei ausgewdahlten
Peptide nicht die beschriebenen Phosphorylierungsstellen.
Flir eines der Peptide wurde in Kauf genommen, dafs es teil-

weise in einen moéglichen Actin-Bindungsbereich fallt.
4.1.2. Konjugation und Immunisierung

Mittels MBS (m—Maleimidobenzoyl—N—hydroxysuccinimid Ester)
wurden die Peptide PKE18, PQQ14 und PVKI1O jeweils an das
Tragerprotein KLH (Keyhole limpet hemocyanin) konjugiert (s.
Arbeitsanleitung ”“NHS-Esters-Maleimide Crosslinkers” Firma
PIERCE, Rockford, IL, USA). Mit diesen Konjugaten wurden
gchafe nach folgendem Schema immunigiert: Jedes Schaf er-
hielt initial 100 pg Konjugat (Magssenangabe bezogen auf den
Peptid-Anteil des Konjugats) und anschliefend 4-wdchentlich
je .50 pg Konjugat (Magsenangabe bezogen auf den Peptid-
Anteil des Konjugats). Beginnend mit dem vierten Monat nach
Beginn der Immunisierung wurden 4-wdchentlich je Schaf 700
ml Blut abgenommen und daraus durch Zentrifugation Antiserum
gewonnen. Konjugationen, Immunisierungen und Gewinnung von
Antiseren wurden von der Firma MicroPharm, Cafmarthenshire,

UK, durchgefihrt.
4.1.3. Reinigung der Antikérper

Tn einem 1-Schritt Verfahren wurden aus den Antiseren, die
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beginnend mit dem vierten Monat nach der Immuniserung gewon-
nen worden waren, die Peptid-spezifischen Antik&rper pripa-

riert.

Dazu wurden zundchst die Peptide Peptide PKE18, PQQ14 und
PVK19 an SulfolLink Gel gekoppelt (s. Arbeitsanleitung ”Sulf-
oLink Kit” Firma PIERCE, Rockford, IL, USA). Dabei wurden
zur Kopplung je 5 mg Peptid pro 5 ml Gel angeboten.

Die Affinit&tsreinigung von Peptid-spezifischen Antikdrpern
aus Schaf Antiseren gegen beide Peptide wurde wie folgt

durchgefthrt:

Die Peptid-Sdulen wurden zun&chst drei mal im Wechsel mit je
10 ml Elutionspuffer (50 mM Citronensdure, pH 2.2) und
Bindungspuffer (100 mM Natriumphosphat, 0.1% Tween, pH 6.8)
gewaschen. 50 ml der Antiseren wurden Uber 0,2 um filtriert
und mit dem vorhandenen Sdulenmaterial versetzt. Dazu wurde
das Gel quantitativ mit 10 ml Bindungspuffer aus der S&ule
gespllt. Die Inkubation erfolgte lber Nacht bei Raumtempera-
tur unter Schwenken. Die Ansgétze wurden quantitativ in
Leexrsdulen (NAP 25, Pharmacia, entleert) fiberfiihrt . Die
Durchldufe wurden verworfen. Anschlieffend wurde mit 250 ml
Bindungspuffer proteinfrei (Proteingehalt des Wascheluats <
0,02 A280 nm) gewaschen. Auf die gewaschene S&ulen wurde
Elutionspuffer gegeben, und es wurden Fraktionen & 1 ml
gesammelt. Von jeder Fraktion wurde der Proteingehalt mit-
tels der BCA-Methode (s. Arbeitsanleitung Firma PIERCE,
Rockford, IL, USA) bestimmt. Fraktionen mit Proteinkonzen-
trationen > 0.8 mg/ml wurden gepoolt, mit PBS Puffer neutra-
lisiert und damit auf Proteinkonzentrationen von etwa 1
mg/ml verdinnt. Die Ausbeuten betrugen: 45 mg anti-PKE18
Antikérper, 59 mg anti-PQQ14 Antikédérper und 14 mg anti-PVK1O9
Antikodrper.

4.1.4. Markierung
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Zur Chemilumineszenzmarkierung der Antikdrper wurden 100 pul
des anti-PVK19 Antikdrpers (1 mg/ml) bzw. 125 pl des anti-
PQQ14 Antikérpers (0.8 mg/ml) mit je 10 pl MA70-Akridinium-
NHS-Ester (1 mg/ml; Firma HOECHST Behring) versetzt und 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden je 400 ul
1 M Glycin zugesetzt und weitere 10 Minuten inkubiert.
Angchlieffend wurden die Markierungsansdtze Uber NAP-5 Gel-
filtrationssdulen (Pharmacia) in je 1 ml Laufmittel A (50 mM
Kaliumphosphat, 100 mM NaCl, pH 7.4) nach Arbeitsanleitung
umgepuffert und dabei von niedermolekularen Bestandteilen
befreit. Zur Abtrennung letzter Reste nicht an Antikdrper
gebundenen Labels wurden Gelfiltrations-HPLCs durchgefihrt
(S4ule: Waters Protein Pak SW300). Die Proben wurden aufge-
tragen und bei einer Flufirate von 1 ml/min mit Laufmittel A
chromatographiert. Mit einem Duchfluflphotometer wurden die
Wellenldngen 280 nm und 368 nm gemessen. Das Absorbtions-
verhdltnis 368 nm/280 nm als Maf3 flir den Markierungsgrad der
Antikdérper betrug flir beide Antikdrper am Peak 0.10. Die
monomeren Antikdrper enthaltenden Fraktionen (Retentionszeit
8-10 min) wurden gesammelt und in 3 ml 100 mM Natrium-
phosphat, 150 mM NaCl, 5% Bovines Serum Albumin, 0.1% Natri-
um Azid, pH 7.4, gesammelt.

4.1.5. Kopplung

Bestrahlte 5 ml Polystyrolrdhrchen (Firma Greiner) wurden
mit anti-PQQO14 Antikérper bzw. anti-PKE18 Antikdrper wie
folgt beschichtet: Die Antikdérper wurden in 50 mM Tris, 100
mM NaCl, pH 7,8 zu einer Konzentration von 6.6 ug/ml ver-
dfinnt. In jedes R&hrchen wurden 300 pl dieser Lbsung pipet-
tiert. Die R&hrchen wurden 20 Stunden bei 22°C inkubiert.
Die Losung wurde abgesaugt. Dann wurde jedes Réhrchen mit
4.2 ml 10 mM Natriumphosphat, 2% Karion FP, 0.3% Bovines
Serum Albumin, pH 6.5 befiillt. Nach 20 Stunden wurde die
Lésung abgesaugt. Schlieflich wurden die Rohrchen in einem

Vakuumtrockner getrocknet.
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4.2. Durchfihrung und Auswertung der Immunoéssays
4.2.1. Assayaufbau und Durchfiihrung

Es wurde ein Assaypuffer folgender Zusammensetzung herge-
stellt: '

100 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, 5% Bovines Serum Albu-
min, 0.1% unspez. Schaf IgG, 0.1% Natrium Azid, pH 7.4

Als Standardmaterial diente ein chemisch synthetisiertes
ktinstliches Peptid PKK54, das die Pos. 121-137, 147-159,
170-187 von LASP-1 (SEQ ID NO:15) enthdlt. Dieses Peptid
wurde seriell in Pferdenormalserum (Firma SIGMA) verdinnt.
Den so hergestellten Standards wurden Konzentrationen gemdfs

der Einwaage an Peptid zugeschrieben.

MeRproben waren EDTA-Plasmen oder Seren von augenscheinlich
Gesunden, von Patienten mit Sepsis, von Patienten mit der

Alzheimer‘'schen Krankheit und Patienten mit Herzinfarkt.

Es wurden drei Typen von Sandwichassays durchgefihrt. Fol-

gende Antikorperkombinantionen kamen dabel zum Einsatz:

RdOhrchen: anti-PKE18 / Tracer: anti-PVK19
Rdéhrchen: anti-PQQ14 / Tracer: anti-PKE18
RdOhrchen: anti-PQQ14 / Tracer: anti-PVK19

Alle Assgsays wurden wie folgt durchgefihrt:

In die Testrdhrchen wurden je 50 pul Standard bzw. Probe
sowie 150 ul Assaypuffer pipettiert. Es wurde zwei Stunden
bei 22°C unter Schiitteln inkubiert. Dann wurde 4 x mit je 1
ml Waschldsung (0.1% Tween 20) pro ROhrchen gewaschen. Dann
wurde in jedes Rdhrchen 200 pl Assaypuffer, enthaltend 0.5
Millionen RLU des MA70-markierten Tracer-Antikdrpers, pipet-

tiert. Es wurde zwei Stunden bei 22°C unter Schitteln inku- ©°
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biert. Dann wurde 4 x mit je 1 ml Waschldsung (0.1% Tween
20) pro Rbhrchen gewaschen, abtropfen gelassen und die am
RBhrchen gebundene Chemilumineszenz in einem Luminometer
(Firma BERTHOLD, LB952T; Basisreagenzien BRAHMS AG) ver-

messen.

Unter Verwendung der Software MultiCalc (Spline Fit) wurde

die Konzentration an LASP-1 Immunreaktivitdt abgelesen.
4.2.2. Ergebnisse

Uberraschenderweise zeigte sich, daf’ mit allen drei oben
beschriebenen Sandwich-Assays in Seren von Sepsispatienten
eine deutliche und vergleichbare LASP-1 Immunreaktivitat
nachweisbar war (vgl. Figur 3). Diese Immunreaktivitdt lag
deutlich hdher als bei Kontrollproben von Gesunden. Das
nachgewiesene Vorkommen von LASP-1 Immunreaktivitdt in der
Blutzirkulation war vor dem Hintergrund des bekannten Wis-
seng zu LASP-1 Uiberraschend, da LASP-1 keine strukturellen
Merkmale (wie eine Signalsequenz) enthdlt, die eine extra-
zelluldre Lokalisation des Molekiils vorhersagbar machen
wlirden. Auch der Stand der Technik gibt keinerlei Hinweis
auf eine solche Lokalisationsmdglichkeit. Vielmehr ist eine
intrazelluldre Lokalisation in Zellmembran-Extensionen

beschrieben (Schreiber et al., a.a.0., 1998).

Mit einem der Assays (RShrchen: anti-PQQ14 / Tracer: anti-
PVK19) wurden umfangreichere Vermessungen durchgefihrt. Zur
Standardisierung dienten dabeil Verdinnungen von Standardpep-
tid PKK54 in Pferdeserum. Dabei best&dtigte sich die deutli-
che Erhdhung von LASP-1 Immunreaktivitdt bei einer grofieren
Fallzahl von Seren von Patienten mit Sepsis (Figur 4). Eine
gegenliber gesunden Kontrollen ebenfalls erhdhte Immunreakti-
vitdt wurde auch flir Patienten mit der Alzheimer’schen
Krankheit (Figur 5) und, etwas weniger ausgepragt, Patienten

mit Herzinfarkt (Figur 6) nachgewiesen.
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4.2.3. Hinweise zu Proteinbindungen von LASP-1 in Serum
Die Signalintensitdten flir die einzelnen Serumproben — im

Sandwichimmunoassay etwa proportional zur Analytkonzentra-
tion - korrelierten zwischen drei verschiedenen Assays
(Figur 3). Diese Korrelation zeigt an, daR alle drei Epitope
fir die Bindung der verwendeten Antikdrper bei allen ver-
messen Proben in ahnlicher Weise zugdnglich sind. Flir einen
Analyten, der nicht an andere Proteine gebunden ist, ware
dies zu erwarten und nicht tberraschend. Fir LASP-1 aller-
dings sind mehrere Méglichkeiten beschrieben, Bindungen mit
Proteinen einzugehen (a.a.0.). Eines der Epitope (Pos. 121-
137) Uberlappt mit einer Actin-Bindungsstelle. Offenbar ist
also diese Bindungsstelle in dem im Serum meBbaren Analyten
mit LASP-1 Immunreaktivit&t nicht besetzt. Die beiden ande-
ren Epitope (Pos. 147-159 und Pos. 170-187) liegen auRerhalb
von Proteinbindungsdoménen (Actin-Bindungsstellen, LIM,
SH3) . Ein direkter EinfluB auf Antikdrperbindung an diese
Epitope durch etwaig gebundene Proteine ist daher nicht zu
erwarten. Jedoch ist nicht auszuschliefen, daR es im Fall
einer Proteinbindung zu einer indirekten sterischen Behinde-
rung der Antikdrperbindung kommen kdnnte. Offenbar ist dies
aber nicht der Fall. Ob die LASP-1 Immunreaktivitdt im Serum
tatsachlich frei vorliegt, ist durch die vorliegenden Analy-
sen noch nicht bewiesen und ist ggf. durch weitere Unter-

suchungen festzustellen.
5. Identitédt der LASP-1 Immunreaktivitdt in Serum

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen der drei zur Erzeugung
der anti-LASP-1 Antikdrper verwendeten Peptide PKE18 (Pos.
121-137 in LASP-1; SEQ ID NO:13), PQQl4 (Pos. 147-159 in
LASP-1; SEQ ID NO:14) und PVK19 (Pos. 170-187 in LASP-1; SEQ
ID NO:17) mit den in der Datenbank GenBank eingetragenen
Sequenzen aller bekannter humaner Proteine bzw. aus cDNAsS
abgeleiteten Proteine zeigte, daf neben LASP-1 (z.B. Acces-

sion Nr. BCO12460) ein zweites Protein existiert, das diese
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Sequenzen enthdlt (Accession Nr. BC007560). Dieses wird im
folgenden als LAP-1 bezeichnet. Ihm kann die Sequenz gemiR
SEQ ID NO:16 zugeordnet werden. Die mit den oben beschriebe-
nen Immunoassays gemessene Immunreaktivitadt kdnnte also
sowohl von LASP-1 (SEQ ID NO:1) selbst als auch von LAP-1
(SEQ ID NO:16) herruhren.

Der Anmelderin ist kein Stand der Technik zu LAP-1 bekannt
geworden, der Uber Eintrige zur Primdrstruktur in der Daten-
bank hinausgeht. Um n&here Information zur Struktur und
Genese von LASP-1 im Vergleich zu LAP-1 zu erhalten, wurden
daher von den Erfindern selbst weitergehen@e Analysen durch-
geftihrt, deren Ergebnisse im folgenden zusammen gefaft

werden:

LASP-1 und LAP-1 resultieren offenbar aus einem unterschied-
lichen Splicing des Primdrtranskripts ein und desselben
Gens: Die Sequenzen der cDNAs von LASP-1 und LAP-1 (Acces-
sion Nr. BC007560 und BC012460) wurden mit der Sequenz des
Humangenoms verglichen. Dabei wurde ein zugehdriges Gen auf
Chromosom 17, nahe 17921, Region 39,023K-39,076K lokali-
siert. Durch den Sequenzvergleich lieR sich eine Exon-In-
tron-Struktur des Gens ableiten. Die cDNAs flir LASP-1 und
LAP-1 resultieren aus dem Splicing von acht Exons. Die Exons
2-5 unterscheiden sich fUr beide ¢cDNAs nicht. Die Exons 6, 7
und 8 sind jedoch bei beiden c¢DNAs nicht identisch, tber-
lappen sich aber. Exon 1 unterscheidet sich bei beiden cDNAs
bezliglich der Lange am 5'-Terminus. Unklar bleibt, ob die
unterschiedlichen Léngen von Exon 1 beider cDNAs aus unter-
schiedlichen Transkriptionsinitiationen, oder aber aus
unterschiedlichen Abbriichen bei der reversen Transkription
der mRNAs resultieren. Der translatierte Bereich reicht fur
beide ¢DNAs vom 3'-Bereich bis in den 5'-Bereich des Exons
7: Die Aminosauresequenzen beider Translationsprodukte sind
bis zur Aminosdure Prolin (Pos. 200) identisch, danach aber
v0llig unterschiedlich (vgl. SEQ ID NO:1 im Vergleich mit
SEQ ID NO:16). LASP-1 umfaRt insgesamt 261 Aminosduren, LAP-
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1 umfaRt 323 Aminosduren. In LASP-1 beginnt die SH3 Domane
bei Position 202. Genau dieser SH3-Bereich ist in LAP-1
nicht vorhanden, sondern durch einen anderen Bereich unbe-
kannter Funktion ersetzt. Das Fehlen der SH3 Domdne in LAP-1
fiihrte zur Namensgebung (in ”"LASP-1” steht S fir SH3 Doma-

ne) .

Sowohl Zu LASP-1 als auch zu LAP-1 sind ESTs (expressed
sequence tags) in der einschldgigen Datenbank GenBank ”“Human
EST entrieg” vorhanden (z.B. BU553748 ffir LASP-1 und
BG281978 flir LAP-1). Das zeigt eindeutig, daR die oben
beschriebenen Eintrdge BC007560 und BC012460 keine singuld-
ren Beobachtungen oder gar Artefakte sind, sondern weist
vielmehr darauf hin, daR tatsichlich beide Splicing-Varian-
ten exprimiert werden. Unter welchen Bedingungen das Gen

jedoch in LASP-1 oder LAP-1 exprimiert wird, ist unbekannt.

Aufgrund der weitgehenden Sequenzidentitdt mit LASP-1 soll
auch eine Bestimmung und/oder Mitbestimmung von LAP-1 als

Bestimmung nach der vorliegenden Erfindung angesehen werden.

Wahlt man fUr ein Bestimmungsverfahren die Reagenzien so
aus, dass die Bestimmung zwischen LASP-1 und LAP-1 unter-
scheiden kanfi, z.B. indem man in einem Sandwichassay die
Bindungspartner (festphasengebunden oder markiert) so wahlt,
dass wenigstens einer davon spezifisch ein Epitop im C-
terminalen Teil oberhalb der Position 200 von LAP-1 oder
LASP-1 erkennt, insbesondere oberhalb der Position 200 wvon
LAP-1, kann man prlfen, ob die in einer biologischen FlUs-
sigkeit nachgewiesene LASP-1 Immunreaktivitédt ganz oder
teilweise auf LAP-1 zurluck zu flhren ist, und man kann LAP-1
auch allein neben LASP-1, oder neben der Gesamtmenge von
LASP-1 und LAP-1, bestimmen und dadurch die klinische Rele-
vanz einer Anwesenheit.von LAP-1 flir Sepsis und/oder die

Alzheimer Krankheit genauer ausloten.

Therapeutisches Potential der neuen Erkenntnisse
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Welche Funktion die in pathologischen Bedingungen beobachte-
te stark erhdhte LASP-1 Immunreaktivitat in der Blutzirkula-
tion hat, ist offen. Schon der Umstand aber, daR eine Erhd-
hung mit einem pathologischen Zustand assoziert ist, legt
die Annahme nahe, daR die LASP-1 Immunreaktivitat am moleku-
laren Mechanismus der Krankheit oder aber dem k&rpereigenen
Versuch déf Bekdmpfung der Krankheit beteiligt ist, mdgli-
cherweise dabeil sogar eine Schliisselrolle spielt. Es ist
daher vielversprechend, weitere, auf den Erkenntnissen in
.der vorliegenden Anmeldung aufbauende Untersuchungen mit
therapeutischer Zielrichtung durchzuflthren. Je nachdem ob
die LASP-1 Immunreaktivitdt eher schddlich oder nltzlich
ist, érgibt sich ein therapeutischer Nutzen entweder durch
eine exogen herbeigeflihrte Minderung oder aber Erhdéhung der

LASP-1 Immunreaktivitlt.

Die erstmals festgestellten erhdhten LASP-1- bzw. ggf. LAP-
1-Konzentrationen erlauben deren Verwendung als neue Biomar-
ker flUr Sepsis und Entzlndungen, insbesondere infektidse
EntzlUndungen, sowie Alzheimer und auch im Zusammenhang mit
Herzerkrankungen, insbesondere bei Herzinfarkt und anderen
schweren kardiovaskuldren Erkrankungen sowie voraussichtlich
auch bei Krebs. Das erstmal bewiesenen krankheitsbegleitende
Auftreten von LASP-1 in der Zirkulation von Sepsis-, Alz-
heimer- und Herzinfarkt-Patienten erdffnet ferner neue
interessante Forschungsansdtze zur Therapie der einschlagi-

gen Erkrankungen.
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Patentanspruche

1. Verfahren zur Bestimmung det Anwesenheit und/oder Menge
des Proteins LASP-1 (SEQ ID NO:1) oder eines Proteins, das
mit diesem wenigstens im Bereich der ersten 200 Aminosduren
wenigstens weitgehend sequenzidentisch ist, ~oder eines
immunreaktiven Fragments.eines solchen Proteins, in freier
und/oder proteingebundener Form oder posttranslational
modifizierter Form in einer biologischen Flissigkeit eines

Patienten flr Zwecke der medizinischen Diagnostik.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man es zur Fritherkennung und Erkennung, flr die Verlaufspro-
gnose und die Beurteilung des Schweregrads und zur thera-
piebegleitenden Verlaufsbeurteilung von Entzindungserkran-
kungen und Infektionen, insbesondere sepsisdhnlichen syste-
mischen Infektionen, durchfltihrt und aus der Anwesenheit
und/oder Menge der bestimmten LASP-1 Immunreaktivitdt Schld-
sse hinsichtlich des Vorliegens, des zu erwartenden Ver-
laufs, des Schweregrads oder des Erfolgs einer Therapie der

Entztindungserkrankung oder der Infektion zieht.

3. Verfahren zur Friherkennung und Erkennung, £fir die Ver-
laufsprognose und die Beurteilung des Schweregrads und zur
therapiebegleitenden Verlaufsbeurteilung von Entzindungser-
krankungen und Infektionen, insbesondere sepsisdhnlichen
systemischen Infektionen, dadurch gekennzeichnet, dass man
die Anwesenheit und/oder Menge des Proteins LASP-1 (SEQ ID
NO:1) oder eines Proteins, das mit diesem wenigstens im
Bereich der ersten 200 Aminosduren wenigstens weitgehend
sequenzidentisch ist, oder eines immunreaktiven Fragments
eines solchen Proteins, in freier und/oder proteingebundener
Form in einer Gewebeprobe eines Patienten bestimmt und aus
der Anwesenheit und/oder Menge er bestimmten Proteine Schli-
sse hinsichtlich des Vorliegens, des zu erwartenden Ver-

laufs, des Schweregrads oder des Erfolgs einer Therapie der
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Entzindungserkrankung oder der Infektion zieht.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man bei der Bestimmung die Immunreaktivitat
eines Proteins, oder eines Fragments davon, bestimmt oder
mitbestimmt, das als LAP-1 bezeichnet wird und die Aminosau-

resequenz'geméﬁ SEQ ID NO:16 aufweist.

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man bei der Bestimmung eine Immunreak-
tivitat bestimmt, die den Positionen 147 bis 187 von LASP-1
(SEQ ID NO:1) zugeordnet werden kann.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Immunreaktivitdt einer post-
translational gebildeten 1&slichen Form von LASP-1 und/oder
LAP-1 bestimmt.

7.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 4 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Flissigkeit

Blut, eine Blutfraktion oder Liquor cerebrospinalis ist.

8. Verfahren nach einem der AnsprlUche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass es ein immundiagnostisches Bestimmungs-

verfahren (Immunoassay) vom Sandwichtyp ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass man ein immundiagnostisches Bestim-
mungsverfahren unter Einsatz von Antikdrper-Reagenzien ver-
wendet, die durch Immunisierung mit einem an ein Trager-
protein konjugierten Peptid erzeugt wurden, das ausgewahlt
ist aus Peptiden mit den Aminosduresequnezen gemafs SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14 oder SEQ ID NO:17.

10. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Entzlndungserkrankung eine entzind-

liche Erkrankung des Gehirns, insbesondere die Alzheimer
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Krankheit, ist.

11. Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis .9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Erkrankung eine Herzerkrankung,
insbesondere Herzinfarkt, eine Erkrnakung des Zentralnerven-

systems oder Krebs ist.

12. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass es im Rahmen einer Multiparameter-Be-
stimmung durchgefihrt wird, bei der gleichzeitig mindestens
ein weiterer krankheitsrelevante Parameter bestimmt wird und
bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von mindestens
zwel MessgroRen gewonnen wird, der zur Feindiagnostik der

Entziindung oder Infektion ausgewertet wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Verfahren zur Sepsisdiagnose ist und im Rahmen der
Multiparameter-Bestimmung neben LASP-1 wenigstens ein weite-
rer Parameter bestimmt wird, der ausgewdhlt ist aus der
Gruppe, die besteht aus Procalcitonin, CA 125, CA 19-9,
S100B, S100A-Proteinen, ldslichen Cytokeratin-Fragmenten,
insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder l®slichen Cytokeratin-1-
Fragmenten (sCY1F), den Peptiden Inflammin und CHP, Peptid-
Prohormonen, der Glycin-N-Acyltransferase (GNAT), der Carba-
moylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und dem C-reaktiven Pro-

tein (CRP) oder Fragmenten davon.

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Multiparameter-Bestimmung als Simultanbe-
stimmung mittels einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder

einer immunchromatographischen Messvorrichtung erfolgt.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
dass die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen
komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms

erfolgt.
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man eine Bestimmung von LASP-1 und LAP-

1 so durchfiihrt, dass man beide gemeinsam bestimmt.

17. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daff man die Bestimmung von LASP-1 und/oder
LAP-1 so durchfihrt, dass man MeRwerte gewinnt, die fﬁr die
Anwesenheit und/oder Mengen nur von LASP-1 und/oder nur von

LAP-1 kennzeichnend sind.

18. Verwendung von LASP-1, LAP-1 und/oder Teilpeptiden
davon, oder von spezifischen Bindungspartnern oder Agonisten
oder Antagonisten dieser Peptide, zur Herstellung von Medi-
kamenten zur therapeutischen Beeinflussung von Entzlindungen
und Infektionen, insbesondere von Sepsis, der Alzheimer-

Krankheit und Kardiovaskularerkrankungen.
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Variante 1:
Festphase: anti-PKE18
Tracer: anti-PVK19

Variante 2:
Festphase: anti-PQQ14
Tracer: anti-PKE18

Variante 3:

Festphase: anti-PQQ14
Tracer: anti-PVK19



WO 03/089934

PCT/EP03/03940
4/6

900 -
800. .
700
[ ]
600 -
4
500
= oo
pomeny ( X J
g 400 .
Q( o
|
300 <.
[ ]
:O
200 2
.!:
bt ..!!;3.
100 | . o33iss..
1 T
FAS 151 — — — — ous. g,
gitstzisatatsasaatsaases
gietsatsisasasassaiztaieg
§essaseisasatasaasaaies
¢ Kontrollen ®* Sepsis
n=294 n=96
4,4% positiv 100% positiv

Fig. 4




WO 03/089934 PCT/EP03/03940

5/6
200
®
[ ]
150 -
[ ]
[
® [ J
= o
S 100 - ¢ .
g °
=5
®
000
[ )
[
[ J
[ ]
[ 1]
[ ]
[ J
[ ]
[ ]
o0
50 - ™
[ 4
0000
0000
[ 1]
[ 1]
0000
9000
| -+
] o0
[ ] 0000
. o0
00000
’ o
FAS 15 —ommoﬂom"..m.md'l'low —_———— N — —
00000000000000000000000000000000000 000
00000000000000000000000000000000000 .==
[ J
0
Fig. 5 e Kontrollen : ® Alzheimer
n=294 n=80

4,4% positiv 86,3% positiv



WO 03/089934 PCT/EP03/03940

6/6
150
°
°
°
100 - °
- °
=
=
jlt
°
.
.
50
s
°
s e
]
°
°
]

FAS 15 [ ——ewcessecssesllit8esessecssess — — — — — — — — — i
00000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000 A
00000000000000000000000000000000000 o
00000000000000000000000000000000000 P
00000000000000000000000000000000000 ,

0 00000000000000000000000000000000000 oge
Fig. 6 ' o Kontrollen - ® Herzinfarkt
n=294 n=20

4,4% positiv 65% positiv



WO 03/089934 PCT/EP03/03940
1/6

SEQUENCE LISTING

<110> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft

<120> Verfahren zur Diagnose von EntzlUndungserkrankungen und
Infektionen unter Bestimmung von LASP-1 Immunreaktivitat

<130> 3677PCT AS

<140>
<141>

<150> 02008840.7
<151> 2002-04-19

<160> 17

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1

<21l> 261

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Asn Pro Asn Cys Ala Arg Cys Gly Lys Ile Val Tyr Pro Thr Glu
1 5 10 15

Lys Val Asn Cys Leu Asp Lys Phe Trp His Lys Ala Cys Phe His Cys
20 25 30

@lu Thr Cys Lys Met Thr Leu Asn Met Lys Asn Tyr Lys Gly Tyr Glu
35 40 45

Lys Lys Pro Tyr Cys Asn Ala His Tyr Pro Lys Gln Ser Phe Thr Met
50 55 60

Vval Ala Asp Thr Pro Glu Asn Leu Arg Leu Lys Gln Gln Ser Glu Leu
65 70 75 80

@ln Ser Gln Val Arg Tyr Lys Glu Glu Phe Glu Lys Asn Lys Gly Lys
85 . 90 95

@ly Phe Ser Val Val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gln Arg Ile Lys Lys
100 105 110

Thr Gln Asp Gln Ile Ser Asn Ile Lys Tyr His Glu Glu Phe Glu Lys
115 120 125

Ser Arg Met Gly Pro Ser Gly Gly Glu Gly Met Glu Pro Glu Arg Arg
130 135 140

Asp Ser Gln Asp Gly Ser Sexr Tyr Arg Arg Pro Leu Glu Gln Gln Gln
145 150 155 160

Pro His His Ile Pro Thr Ser Ala Pro Val Tyr Gln Gln Pro Gln Gln
165 170 175

@ln Pro Val Ala Gln Ser Tyr Gly Gly Tyr Lys Glu Pro Ala Ala Pro
180 185 190

Val Ser Ile Gln Arg Ser Ala Pro Gly Gly Gly Gly Lys Arg Tyr Arg
195 200 205
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Ala Val Tyr Asp Tyr Ser Ala Ala Asp Glu Asp Glu Val Ser Phe Gln
210 215 220

Asp Gly Asp Thr Ile Val Asn Val Gln Gln Ile Asp Asp Gly Trp Met
225 230 235 240

Tyr Gly Thr Val Glu Arg Thr Gly Asp Thr Gly Met Leu Pro Ala Asn
‘ 245 250 255

Tyr Val Glu Ala Ile
260

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Gln Gln Ser Glu Leu Gln Ser Gln Val Arg
1 5 10

<210> 3

<21l1l> S

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Ala Cys Phe His Cys Glu Thr Cys Lys
1 5

<210> 4

<211l> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Lys Pro Tyr Cys Asn Ala His Tyr Pro Lys
1 5 10

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Val Asn Cys Leu Asp Lys Phe Trp His Lys
1 5 10

<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
@ly Phe Ser Val Val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gln Arg
1 5 10
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<210> 7

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Leu Lys Gln Gln Ser Glu Leu Gln Ser Gln Val Arg
1 5 10

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Gly Pro Ser Gly Gly Glu Gly Met Glu Pro Glu Arg Arg
1 5 10

<210> 9

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Peptide

<400> 9
Cys Val Tyr Gln Gln Pro Gln Gln Gln Pro Val Ala Gln Ser Tyr Gly
1 5 10 15

Gly Tyr Lys

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Thr Gly Asp Thr Gly Met Leu Pro Ala Asn Tyr Val Glu Ala Ile
1 5 10 15

<210> 11

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Gly Lys Gly Phe Ser Val val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gln Arg
1 5 10 15



WO 03/089934 PCT/EP03/03940
4/6

<210> 12

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Gln Ser Phe Thr Met Val Ala Asp Thr Pro Glu Asn Leu Arg
1 . 5 10 i

<210> 13

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Peptide

<400> 13
Cys Lys Tyr His Glu Glu Phe Glu Lys Ser Arg Met Gly Pro Ser Gly
1 5 10 15

Gly Glu

<210> 14

<211l> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Peptide

<400> 14
Cys Gln Asp Gly Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Leu Glu Gln Gln
1 5 10

<210> 15

<211> 54

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Peptide

<400> 15
Lys Tyr His Glu Glu Phe Glu Lys Ser Arg Met Gly Pro Ser Gly Gly
1 5 .10 15

Glu Gly Gly Gly Gln Asp Gly Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Leu Glu Gln-
20 25 30

Gln Gly Gly Gly Val Tyr Gln Gln Pro Gln Gln Gln Pro Val Ala Gln
35 40 45

Ser Tyr Gly Gly Tyr Lys
50
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<210> 16

<211l> 323

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16 .
Met Asn Pro Asn Cys Ala Arg Cys Gly Lys Ile Val Tyr Pro Thr Glu
1 5 10 15

Lys Val Asn Cys Leu Asp Lys Phe Trp His Lys Ala Cys Phe His Cys
20 25 30

Glu Thr Cys Lys Met Thr Leu Asn Met Lys Asn Tyr Lys Gly Tyr Glu
35 40 45

Lys Lys Pro Tyr Cys Asn Ala His Tyr Pro Lys Gln Ser Phe Thr Met
50 55 60

vVal Ala Asp Thr Pro Glu Asn Leu Arg Leu Lys Gln Gln Ser Glu Leu
65 70 75 80

Gln Ser Gln Val Arg Tyr Lys Glu Glu Phe Glu Lys Asn Lys Gly Lys
85 90 95

Gly Phe Ser Val Val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gln Arg Ile Lys Lys
100 105 110

Thr Gln Asp Gln Ile Ser Asn Ile Lys Tyr His Glu Glu Phe Glu Lys
115 120 125

Ser Arg Met Gly Pro Ser Gly Gly Glu Gly Met Glu Pro Glu Arg Arg
130 135 140

Asp Ser Gln Asp Gly Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Leu Glu Gln Gln Gln
145 150 155 160

Pro Hig His Ile Pro Thr Ser Ala Pro Val Tyr Gln Gln Pro Gln Gln
165 170 175

Gln Pro Val Ala Gln Ser Tyr Gly Gly Tyr Lys Glu Pro Ala Ala Pro
180 185 190

Val Ser Ile Gln Arg Ser Ala Pro Ile Cys Leu Gln His Ile Pro Arg
195 - 200 205

His Arg Ile Arg Pro Gly Arg Asp Pro Ser Ile Leu Gln Cys Leu Cys
210 215 220

Phe Leu Lys Pro Ala Thr Ala Cys Asp Ser Tyr Pro Ser Ser Ser Phe
225 230 235 240

Phe Cys Gln Leu Lys Pro Ser Ser Ala Thr Ser Ala Gly Ser Leu Leu
245 250 ’ 255

Trp Gln Ala Ser Pro Leu Ile Asp Phe Leu Val Phe Ser Leu Asp Gly
260 265 270

Thr Gly Met Gly Leu Ser Gly Gly Gly Arg Gly Pro Trp Gly Arg Ala
275 280 285

Gly Met Gly Asp Leu Leu Ala Cys Gly Pro His Leu Pro Leu Cys Ser
290 295 300

Leu Pro Ser His Pro Pro Ala Gln Leu Leu Thr Tyr Pro His Ile Pro
305 310 315 320
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Gly Leu Gly

<210> 17

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Peptide

<400> 17

Cys Val Tyr Gln Gln Pro Gln Gln Gln Pro Val Ala Gln Ser Tyr Gly
1 5 10 15

Gly Tyr Lys
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