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therapeutischen Wirkstoffen, welche die biologische Aktivitit von Genen und/oder Proteinen, die im Zusammenhang mit chroni-
schem oxidativen Stress in Zellen aktiviert werden, modulieren. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Kits zur Durchfiihrung
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Therapeutische Zielmolekiile zur Entwicklung neuartiger Medikamente fiir

degenerative Exkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen das Gebiet der Therapie, Prophylaxe und
Diagnose degenerativer Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativer Erkrankungen. Im
Speziellen betrifft die vorliegende Erfindung Gene und Proteine, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden und die zur Therapie, Prophylaxe und
Diagnose degenerativer Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativer Erkrankungen,
eingesetzt werden. Die vorliegende Erfindung betrifft zudem die Verwendung von Genen und
Proteinen, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden,
fiir die Durchmusterung von Kandidatensubstanzen, um prophylaktische und/oder therapeutische
Wirkstoffe zu identifizieren, welche die biologische Aktivitit von Genen und/oder Proteinen, die
im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen aktiviert werden, modulieren.
Weiter betrifft die vorliegende Erfindung Verfahren zur Diagnose degenerativer Erkrankungen,
insbesondere neurodegenerativef Erkrankungen, und Verfahren zur Identifizierung von
prophylaktischén und/oder therapeutischen Wirkstoffen, welche die biologische Aktivitit von
Genen und/oder Proteinen, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
aktiviert werden, modulieren. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Kits zur Durchfiihrung ‘
der Diagnoseverfahren.

Acrobe Organismen verwenden Hir die Aufrechterhaltung des gesamten katabolen und anabolen
Stoffwechsels w.a. Oxidationsreaktionen, um Energic aus der Nahrung zu gewinnen und
Stoffwechselmetaboliten zur Verfiigung zu stellen. Dabei entstehen in den Zellen laufend
reaktive Sauerstoff- (= ROS; reactive oxygen species) und reaktive Stickstoff-Verbindungen
(=RNS; reactive nitrogen  species) ~wie  Superoxidanionen, Hydroxylradikale,
Wasserstoffperoxid, Peroxinitrite und Stickstoffmonoxid. Das Aufireten bzw. Entstehen dieser
reaktiven Molekiile muss sehr genau reguliert werden, um eine unkontrollierte Oxidation bzw.
Nitrierung von Biomolekiilen wie Proteinen, DNA und Lipiden in den Zellen zu verhindern. Bei
einem Ungleichgewicht zu Gunsten von ROS und/oder RNS unterliegen die Zellen einem
oxidativen Stress, der in unkontrollierter und unerwiinschter Weise zur Modifikation von
Biomolekiilen und damit zum Absterben (Degeneration) der Zellen fiihren kann. Nervenzellen
sind wegen ihres hohen Energieverbrauchs und ihrer hohen Stoffwechselaktivitit besonders

anfillig gegeniiber oxidativem Stress.
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Das Absterben von Nervenzellen kann fiir den betroffenen Menschen verheerende und
irreversible Auswirkungen haben. Das Absterben von Nervenzellen kann zum Beispiel als Folge
eines Schlaganfalls, Herzinfarkts, von traumatischen Hirmn- und Riickenmarksverletzungen,
Infektionen, Entzﬁnc-lungsreaktionen, Excitotoxizitét, Ischemien, Hypoxien oder anderer
Mangelversorgungen des Gehirns bzw. Riickenmarks eintreten. Dariiber hinaus tritt ein
Absterben von Nervenzellen bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus (M.) Alzheimer,
Lewy Body Erkrankungen wie M. Parkinson, diffusen Lewy Body Erkrankungen, M.
Huntington, Amyotropher Lateraler Sklerose (ALS), Prion-Erkrankungen (PrD), Creutzfeldt-
Jakob Erkrankung, Down-Syndrom, frontotemporalen Demenzen (FTD), Corticobasalen
Degenerationen,  Multiinfarkt-Demenzen,  progressiver  supranukledrer — Léhmung,
Multisystematrophie und Korsakoff's Syndrom auf. Ein Absterben von Nervenzellen kann
ebenso die Folge von Medikamentenwirkungen sein. So kann bei einer lingeren Verabreichung
von Neuroleptika zur Behandlung psychotischer Zustéinde bei Patienten eine chronische tardive
Dyskinesie auftreten, die durch den Anstieg der Konzentration freier Radikale in den betroffenen

Neuronen mit anschlieBender Degeneration der Neurone hervorgerufen wird.

Die Ursache des selektiven und progressiven Absterbens von Neuronen bei neurodegenerativen
Erkrankungen ist nicht geklirt. Die Erkrankungen treten jeweils in einer Hohe von maximal 10%
als autosomal vererbte Formen auf und betreffen die Patienten dann vor ihrem 65. Lebensjahr
("early onset"). Fiir M. Alzheimer sind intrazelluldre, hauptsidchlich aus hyperphosphoryliertem
Tau-Protein bestehende, neurofibrillive "tangles" (NFT) und extrazellulire Ablagerungen von
Amyloid B (AB) 40-42 in_senilen Plagues (SP) charakteristisch. Die Folge ist ein selektiver

Verlust cholinerger Neurone. Es existieren jedoch auch Plaque-freie Formen der Alzheimer-

Brkrankung. Die vererbten Formen werden iiberwiegend durch Mutationen in Genen, die das
AB-Vorldufer-Protein (APP) und das Presenilin (PS1 bzw. PS2) kodieren, hervorgerufen. Die auf
diesem Befund beruhende Amyloid-Hypothese sicht eine verinderte AB-Homdostase mit der
Folge fortschreitender AB-Ablagerungen und AB-Aggregationen als Ursache fiir das Absterben

der cholinergen Neurone.

Die Parkinson-Symptomatik wird durch Dopaminmangel, auf Grund des Absterbens von
Neuronen in der Substantia nigra des Gehims hervorgerufen. Auf zellulirer Ebene ist das
Aufireten von Lewy Bodies zu beobachten, die {iberwiegend aus aggregiertem o-Synuclein
bestehen, aber auch weitere Proteine, wie Ubiquitin-C-terminale Hydrolase, enthalten. Eine
familidre Hiufung von M. Parkinson wurde bisher mit mehr als 10 chromosomalen Regionen

assoziiert, wobei Mutationen in den Genen, die a-Synuclein (PARK1), Parkin (PARK2) und
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DJ-1 (PARK?7) kodieren, eindeutig krankheitsverursachend sind.

ALS wird durch einen progressiven Verlust an Motorneuronen verursacht. 20 % der familisren
Formen der Erkrankung werden mit mehr als 90 Mutationen in der Cu-Zn-Superoxiddismutase
(SOD) assoziiett.

M. Huntington wird durch die fatale Verlingerung einer CAG-Trinukleotid-
Wiederholungssequenz in dem Gen, welches das Huntington-Protein kodiert, verursacht. Diese
Verldngerung fiihrt zur Bildung eines Glutamin-reichen anormalen Huntington-Proteins, das

intrazelluldr akkumuliert und Aggregate u.a. in striatalen Neuronen bildet.

Die tiberwiegende Anzahl neurodegenerativer Erkrankungen tritt jedoch ohne Beteiligung der
jeweils bekannten Mutationen als sporadische Form nach dem 65. Lebensjahr ("late onset") auf.

Sie werden durch multifaktorielles Zusammenwirken von Umwelteinfliissen und endogenen

- Faktoren hervorgerufen. Als Hauptrisikofaktor gilt das Alter.

Zellschidigender oxidativer Stress durch ROS und RNS wird in den letzten Jahren zunehmend
als krankheitsauslosender oder -fordernder Faktor gesehen. So wurden bei M. Alzheimer und M.
Parkinson vermehrt Protein-Nitrierung, Protein-Carbonylierung, Glykoxidierung und '
Lipidperoxide in Gehirnproben nachgewiesen. Weitere Evidenzen sind ein kompensatorisches

Hochregulieren antioxidativer Enzyme und die verstirkte Oxidation von RNA bzw. DNA sowie

hinaus ein reduzierter Spiegel an mitochondrialem Atmungs-Komplex I und intrazelluliren
Thiolen sowie ein Anstieg von Eisen zu finden. Tiermodelle stiitzen die oxidative Stress-
Hypothese bei der Entstehung von M. Parkinson. So induziert die Verabreichung von 6-OH-
Dopamin oder 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) cbenso wie eine
chronische:Pestizid—Exposition die Degeneration dopaminerger Neurone, Das durch die PARK7-
Region kodierte DJ-1-Protein tibernimmt in der Zelle eine antioxidative Funktion. Ebenso ist
bekannt, dass eine oc—Synuclem-Aggregation durch oxidativen Stress hervorgerufen wird. B-ei
ALS werden im Riickenmark vermehrt Nitrotyrosine, bei M. Huntington im Striatum vermehrt
8-Hydroxy-Desoxyguanosin und Nitrotyrosin als oxidative Stressmarker beobachtet.

Oxidativer Stress ist daher in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen ein kritisches
Bindeglied zwischen exogenen Fakioren wie Umweltgiften und endogenen Faktoren wie

genetischer Prédisposition. Zudem ist bekannt, dass die Effektivitit von Radikal-
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Enptgiftungssystemen, wie das Glutathion (GSH)-System, im Alter abnimmit. Eine Therapie, die
direkt bei den zelluliren Schutzmechanismen gegen diesen Stress eingreift und dadurch
neuroprotektiv wirkt, wire wiinschenswert und koénnte zukiinftig die Krankheitsprogression

verhindem,

Fir neutodegenerative Erkrankungen gibt es derzeit keine effektiven Medikamente. Die
cingesetzten Wirkstoffe bekémpfen nur Symptome. Sie komnen das Fortschreiten der
Erkrankungen jedoch nicht stoppen. Zum Teil werden erhebliche Nebenwirkungen wie
Dyskinesien, Verwirrtheitszustinde, etc. ausgeldst. Die Medikation zielt auf enen Ersatz des
fehlenden Neurotransmitters bzw. auf eine Maximierung der Funktion der noch iiberlebenden
Neurone ab, deren Anzahl zu Beginn der Symptome bereits drastisch, bei Alzheimer z.B. um
mehr als 50 %, reduziert ist.

60-80 % der Alzheimer-Patienten sprechen auf die Gruppe der Acetylcholinesterase-Hemmer
nicht an. Als einzige Alternative steht der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin zur
Verfiigung. In Xlinischer Entwicklung sind u. a.r selektive Liganden fiir nikotinische
Acetylcholinrezeptoren und NMDA-Rezeptoren, Hemmstoffe der 8- bzw. der y-Sekretase sowie
der Tan-Aggregation, eine Vakzinierung gegen B-Amyloid, nicht-steroide anti-inflammatorische
Medikamente, Cholesterinspiegel senkende Medikamente (Statine) sowie unspezifische

Antioxidanzien (u.a. spin trapping Agenzien).

- Bei-Parkinson -hilft- die Kombination-von-Levo-Dopa und Decarboxylase-Hemmern nur ca. S

Jahre. Weiterhin werden Dopamin-Agonisten oder Hemmstoffe der Monoamino-Oxidasen oder
der Catechol-O-Methyltransferase verabreicht. In klinischer Entwicklung sind uw. a
Nervenwachstumsfaktoren, Neuroimmunophiline, . unspezifische Antioxidanzien, Kinase-

Hemmer (CEP 1347) sowie Zellersatz-Therapien (u.a. Spheramine®).

Bei ALS wird der NMDA-Rezeptorantagonist Riluzol zur symptomatischen Therapie eingesetzt.
Dabei ist eine sehr geringe Verlingerung der Uberlebenszeit von 2 Monaten zu beobachten,
wobei die Brkrankung innerhalb von 2-5 Jahren nach Diagnose zum Tod fiihrt.

Daher besteht fiir neurodegenerative Erkrankungen ein grofier Bedarf nach neuen Medikamenten
mit hoherer Effizienz, Spezifitdit und Vertriglichkeit. Insgesamt existiert eine Fiille von
Therapie-Ansitzen, die anti-inflammatorische, anti-aggregatorische, anti-exzitatorische, anti-

apoptotische, anti-oxidative, neurotroph-regenerative sowie Transkriptions-/Translations-
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modifizierende Strategien verfolgen. Ein breit angelegtes therapeutisches Vorgehen, das nach
Moglichkeit an mehreren Stellen der degenerativen Kaskade ansetzt, scheint bei der Komplexitét

der pathophysiologischen Prozesse derzeit am aussichtsreichsten zu sein.

Bisherige anti-oxidative Therapie-Strategien flir neurodegenerative Erkrankungen verwenden
nur unspezifische Antioxidanzien (wie Vitamin E, Idebenon). Diese brachten jedoch keine
Verbesserung der Krankheitssymptomatik. All diesen Ansitzen fehlt die gezielte Modulation
von zelleigenen Genen und Proteinen, die eine entscheidende Funktion bei der Bewiltigung der
Ursachen oder Folgen von oxidativem Stress ausiiben und dadurch neuroprotektiv wirken. Die
aussichtsreichsten Moglichkeiten, diese Gene bzw. Proteine zu identifizieren, sind Bedingungen,
bei denen Zellen gegen oxidativen Stress ankimpfen, aber noch iiberleben kénnen, d.h. sie

unterliegen chronischen und vor allem subletalen oxidativen Stressbedingungen.

Im Licht des dargestellten Stands der Technik besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung
darin, Gene bzw. deren Produkte bereitzustellen, die im Zusammenhang mit chronisch
oxidativem Stress in den Zellen reguliert werden. Weiter besteht die Aufgabe der vorliegenden
Erfindung darin, mittels dieser Gene bzw. deren Produkten Wirkstoffe zur Therapie und/oder

Prophylaxe von degenerativen, insbesondere neurodegenerativen Erkrankungen zu identifizieren.

Diese Aufgabe wird von den in den Patentanspriichen definierten Gegensténden geldst.

__Unter ,,oxidativem_Stress®_versteht man die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspecies bzw.

reaktiven Stickstoffspecies in Zellen oder Geweben. Sauerstoffspecies konnen Superoxidanion,
Hydroxylradikal und H,O, sein. Stickstoffspecies kénnen Peroxinitrite und Stickstoffmonoxid
sein. Diese Species entstehen zum Beispiel bei den Reaktionen der Atmungskette in den
Mitochondrien jeder Zelle. Das Risiko einer Zellschidigung steigt, wenn z.B. im Gehirn eine
hohe Soffwechselaktivitit vorherrscht. Die Sauerstoffspecies werden im Regelfall durch
antioxidative Enzyme wie Superoxiddismutase, Katalase oder Glutathionperoxidase eliminiert.
Gelingt dicse Elimination jedoch nicht vollstindig, entstehen Hydroxylradikale
Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid, welche schwere Zellschiden und Zelltod und

schlieBlich z.B. neurologische degenerative Erkrankungen verursachen kdnnen.

Der Begriff ,,chronischer oxidativer Stress* oder ,,chronischer subletaler oxidativer Stress®, wie
er hierin verwendet wird, bezeichnet die durch eine Einwirkung von oxidativem(n) Stressor(en)

bewirkte Zunahme mindestens einer reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoffverbindung in Zellen
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verglichen mit einer Kontrollbedingung, wobei die Zunahme mindestens 4 Stunden davert und
bis zu 35 Tage oder ldnger anhalten kamn.

Der Begriff ,,oxidativer Stressor®, wie er hierin verwendet wird, bezeichnet ein Molekiil, das in

Zellen oxidativen Stress erzeugt.

Die Begriffe "Derivat" oder ,,Variante” von Nukleinsduren, wie sie hierin verwendet werden,
bezeichnen Nukleinsiuresequenzen, die eine oder mehrere Deletionen, Substitutionen,
Additionen, Insertionen und/oder Inversionen, wie sie dem Fachmann bekannt sind, zu einer

Vergleichsnukleinsiure aufweisen.

Die Begriffe "Derivat" oder ,Variante“ von Proteinen, wie sie hierin verwendet werden,
bezeichnen Aminoséuresequenzen, die eine oder mehrere Deletionen, Substitutionen,
Additionen, Insertionen und/oder natiirliche bzw. unnatiirliche Protein-Modifikationen, wie sie
dem Fachmann bekannt sind (z. B. Glykosylierung oder GPI-Anker), zu einem

Vergleichsproteins aufweisen.

Die Begriffe ,,homologe Sequenz“ oder ,Homologie®, wie sie hierin verwendet werden,
bezeichnen eine Nukleinsdure- oder Proteinsequenz mit signifikanter Ahnlichkeit zu einer
Vergleichssequenz oder Fragmenten davon, wobei die diese homologen Sequenzen

aufweisenden Nukleinsduren bzw. Proteine eine Aktivitidt oder Teilaktivitit vergleichbar der

_ _Aktivitit der Nukleinsduren bzw. Proteine mit der Vergleichssequenz aufweisen. Als homologe

Sequenzen gelten Nukleinsiuresequenzen, die mit Vergleichssequenzen oder Fragmenten dieser
Vergleichssequenzen unter stringenten oder wenig stringenten Bedingungen hybridisieren (zu
stringenten und wenig stringenten Bedingungen siehe Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold
Spring Harbour Laboratory (1989), ISBN 0-87969-309-6). Ein Beispiel flr stringente
Hybridisierungsbedingungen ist: Hybridisierung in 4 x SSC bei 65° C (alternativ in 50%
Formamid und 4 X SSC bei 42° C), gefolgt von mehreren Waschschritten in 0,1 x SSC bei 65°C
fiir insgesamt eine Stunde. Ein Beispiel fiir wenig stringente Hybridisierungsbedingungen ist
Hybridisierung in 4 x SSC bei 37°C, gefolgt von mehreren Waschritten in 1 x SSC bei
Raumtemperatur. Als homologe Sequenzen sollen weiter Nukleinséure- oder Proteinsequenzen
oder Fragmente davon gelten, die unter Zuhilfenahme des Similaritdtsalgorithmus BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al., Journal of Molecular Biology 215, 403-410
(1990) eine signifikante Ahnlichkeit mit den als Vergleichssequenzen verwendeten

Nukleinsiure- und Aminoséuresequenzen aufweisen. Als signifikant dhnlich werden, wie hier

6



10

15

20

25

30

35

WO 2007/121721 PCT/DE2007/000697

verwendet, Sequenzen bezeichnet, die z.B. unter Verwendung von Standardparametern im Blast-
Service des NCBI ein Signifikanzniveau (Probability) von P < 107 aufweisen, wenn Sie mit den

Vergleichssequenzen oder Fragmenten davon verglichen werden.

Der Begriff ,,Modulator, wie er hierin verwendet wird, bezeichnet einen Wirkstoff, der in der
Lage ist, die Expressionsrate eines Gens und/oder die biologische Aktivitit eines Proteins zu
verindern, insbesondere zu erhdhen oder zu erniedrigen. Die Anderung der Expressionsrate oder
der biologischen Aktivitit kann dabei direkt mit dem Fachmann bekannten Verfahren auf
Nukleinsdureebene (z.B. erzeugte mRNA) und auf Proteinebene (z. B.Westernblot, 2D-
Gelelektrophorese oder FRET) ermiitelt werden. |

Der Begriff ,neurodegenerative Erkrankung®, wie er hierin verwendet wird, bezeichnet
degenerative und neurologische Krankheiten wie Schlaganfall und Multiple Sklerose sowie
neurodegenerative Erkrankungen mit absterbenden Nervenzellen wie Demenz, M. Alzheimer, M.
Parkinson, ALS oder M. Huntington. Der Begriff neurodegenerative Erkrankung betrifft auch
solche Erkrankungen, bei denen neurodegenerative Prozesse eine Rolle spielen, z.B. durch
Medikamentenwirkung verursachte Zelldegenerationen wie Tardive Dyskinesie, oder

psychiatrische Erkrankungen wie Schizophrenie oder Depression.

Die Begriffe , therapeutisches Zielmolekiil“ oder ,,drug farget”, wie sie hierin verwendet werden,

bezeichnen Gene oder Proteine, die durch gezielté Beeinflussung in ihrer Expressionsrate oder

_hiologischen Aktivitit durch ein bindendes Molekiil oder eine Substanz. zu Therapie, Diagnose,

Heilung, Verzdégerung und/oder Prophylaxe von Erkrankungen verwendet werden:

Die vorliegende Erfindung betrifft Gene bzw. Proteine, die wihrend chronischen subletalen
oxidativen Stressbedingungen reguliert werden und zum cytoprotektiven Arsenal von Zellen
gehdren. Die vorliegende Erfindung zielt darauf ab, diese Gene bzw. Proteine sowie davon
abgeleitete Derivate, Varianten, Homologe und Fragmente sowie gegen diese gerichtete
Antikdrper fiir Verfahren zur Therapie, Prophylaxe und Diagnose degenerativer Erkrankungen,
insbesoﬁdere neurodegenerativer Erkrankungen, sowie flir Verfahren zur Identifizierung von
prophylaktischen und/oder therapeutischen Wirkstoffen, welche die biologische Aktivitit dieser
Gene und/oder Proteine modulieren, zu verwenden. Weiter stellt die vorliegende Erfindung
diagnostische Kits und die Gene und Proteine bereit, die im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert werden. Die Kits, Gene und Proteine Werdén dazu

verwendet, um degenerative Erkrankungen und im Besonderen neurodegenerative Erkrankungen
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friihzeitig durch geeignete MaBnahmen zu verhindern, zu therapieren oder zu diagnostizieren

bzw. das Risiko einer solchen Erkrankung durch diese Diagnose zu erniedrigen.

In einem ersten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung Nukleinsduren bereit, die Gene
reprisentieren, die in eukaryotischen Zellen im Zusammenhang mit chronischem oxidativen
Stress reguliert werden. Weiter stellt die vorliegende Erfindung die von diesen Genen kodierten
Proteine bereit. Ferner stellt die vorliegenden Erfindung auch solche Proteine bereit, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress reguliert werden, ohne dass die Regulation
auf der Ebene der Nukleinsiuren einsetzt. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung
Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente der Nukleinsduren sowie der von den

Nukleinsiuren kodierten Proteine.

Vorzugsweise kodieren die Gene, die in eukaryotischen vorzugsweise humanen Zellen im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress reguliert werden, flir MAC30 (Meningioma-
associated protein), BRI3 (Synonym: I3, pRGR2), G1P3, LOC222171, CUE domain containing
1 (CUEDC1), Niemann-Pick disease type C2 (NPC2), Stearoyl-CoA Desaturase (SCD; Delta-9-
Desaturase) und Isopentenylidiphosphate delta isomerase 1 Protein (IDIl; = Isopentenyl
diphosphate dimethylallyl diphosphate isomerase 1). Ferner betrifft die vorliegende Erfindung

die Transkriptvarianten der jeweiligen Gene.

Die Nukleinsiuresequenzen fir MAC30 betreffen vorzugsweise die cDNA Sequenzen
_entsprechend der NCBI_ Genbank/EMBL _Accession-Nummern NM 014573, BC045655,

BC091504, CR613993, CR590967, CR612870, 19183, BC017362 (siehe Beispiel 1).

Die Nukleinsiuresequenzen fir BRI3 betreffen vorzugsweise die c¢DNA Sequenzen
entsprechend der NCBI Genbank/EMBL Accession-Nummem BC018737, BC071992,
AF041430, AB055977, NM_015379, BC062370, AF106966 (siche Beispiel 2).

Die Nukleinsiuresequenzen fir GI1P3 betreffen vorzugsWeise die cDNA Sequenzen
entspreéhend der NCBI Genbank/EMBL Accession-Nummern NM_022872, NM_022873,
NM_002038, X02492, AK024814, BN000257, BC011601, BC015603 und BT006850 (siche
Beispiel 3).

Die Nukleinsiuresequenzen fiir LOC222171 betreffen vorzugsweise die cDNA Sequenzen
entsprechend der NCBI Genbank/EMBL Accession-Nummern BC029131, NM_175887,
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CR619478, CR608739, CR610203, BC018144, CR604389 (siche Beispiel 4).

Die Nukleinsduresequenzen fiir CUEDCI betreffen vorzugsweise die ¢DNA Sequenzen
entsprechend der NCBI Genbank/EMBL Accession-Nummern NM_017949, AKO000746,
BC056882, AK000977 (siche Beispiel 5).

Die Nukleinsiuresequenzen fiir Niemann-Pick disease type C2 (NPC2) betreffen vorzugsweise
die ¢cDNA Sequenzen entsprechend der NCBI Genbank/EMBL Accession-Nummern
NM_006432, BC002532, CR609490, CR608935, CR605546, CR622486, AK222474,
CR624497, CR601885, X67698, CR595914 (siehe Beispiel 6).

Die Nukleinsiuresequenzen fiir Stearoyl-CoA Desaturase (SCD; Delta-9-Desaturase) betreffen
vorzugsweise die cDNA Sequenzen entsprechend der NCBI Genbank/EMBL Accession-
Nummern S70284, Y13647, NM_005063, BC005807, AK222862, AB208982, BC062303,
AF097514, AB032261 (siche Beispiel 7). |

Die Nukleinsiuresequenzen fiir IDI1 (Isopentenyl diphosphate dimethylallyl diphosphate
isomerase 1) betreffen vorzugsweise die ¢cDNA Sequenzen entsprechend der NCBI
Genbank/EMBL  Accession-Nummern NM_ 004508, BC057827, BC019227, BC022418,
BC025375, BC006999, BC005247, AF271720 (siche Beispiel 8). |

Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress reguliert werden, die Expressionsprodukte

der vorstehend aufgefiihrten Gene und deren Transkriptvarianten.

Die Aminosiduresequenzen des Proteins MAC30 betreffen vorzugsweise die Accession-
Nummern NP_055388, AAH91504, AAH45655, AAA16188.

Die Aminosiuresequenzen des Proteins Brain protein i3 (BRI3) betreffen vorzugsweise die
Accession Nummern AAHI18737, AAH71992, AADO05167, BAB32785, NP_056194,
AAM62370, AAF18565, 095415, Das Protein brain protein i3 darf nicht mit dem Protein mit der
Accession Nummer QINQX7 verwechselt werden, das die gleiche Bezeichnung BRI3 trégt, aber
keine Ahnlichkeit zu dem Protein dieser Erfindung hat.

Die Aminosiuresequenzen des Proteins Interferon induziertes 6-16 Protein betreffen
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vorzugsweise die Accession Nummern NP_075010, NP_075011, NP_002029, AAH15603,
CAE12275, AAH11601, AAP35496, CAA26322.

Die Aminosduresequenzen des Proteins LOC222171 betreffen vorzugsweise die Accession-
Nummern AAH29131, NP_787083, EAL24204.

Die Aminoséuresequenzen des CUE domain-containing 1 Proteins betreffen vorzugsweise die
Accession-Nummern NP_060419, BAA91357, AAH56882, BAA91452, Q9NWM3.

Die Aminosduresequenzen des NPC2 Proteins betreffen vorzugsweise die Accession-Nummern
NP_006423, AAH02532, BAD96194, CAA47928, P61916.

Die Aminosduresequenzen des humanen SCD-Proteins betreffen vorzugsweise die Accession-
Nummern BAA93510, BAD92219, AAH62303, AAD29870, NP_005054, AAH05807, 000767,
BAD96582, AAB30631, CAA73998.

Die Aminosduresequenzen des humanen Isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1 Proteins
(IDI1; = Isopentenyl diphosphate dimethylallyl diphosphate isomerase 1) betreffen vorzugsweise
die Accession-Nummern Q13907, NP_004499, AAH19227, AAKA49435, AAK49434,
AAK29357, AAH0699S.

63 aufweisen sowie Proteine, die Sequenzen geméh der SEQ ID NO:64 bis 113 aufweisen und
deren Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente. Wenn es sich um Homologe der
erfindungsgemiBen Nukleinsduren handelt, weisen die Homologen eine Homologie von
mindestens 80%, bevorzugt eine Homologie von etwa 85%, 90%, 95% oder 99% mit
Nukleinsduren mit der Sequenz geméB der SEQ ID NO:1- 63 auf. Wenn es sich um Homologe
der erfindungsgemifen Proteine handelt, weisen die Homologen eine Identitdt von mindestens
70%, bevorzugt eine Identitit von etwa 75%, 85%, 90%, 95% oder 99% zu Proteinen mit der
Sequenz gemdf der SEQ ID NO:64 bis 113 auf. Weiter kénnen die erfindungsgeméBen Proteine
Modifikationen aufweisen. Beispielhafte Modifikationen sind chemisch modifizierte
Aminosduren wie in der Natur nicht vorkommende (unnatiirliche) Aminosiuren, Deletionen,
Mutationen und Additionen in der Aminosiuresequenz, Fusionen der Proteine mit heterologen
Polypeptiden (Fusionsproteine) sowie chemische und biologische Modifikationen von

Aminosiduren durch in der Natur vorkommende und nicht vorkommende Strukturen wie

10



WO 2007/121721 PCT/DE2007/000697

Glykosilierungen, GPI-Anker und/oder Lipidierungen.

Die Nukleinsguremolekiile gemidB der vorliegenden Erfindung kénnen natlirlich oder nicht-
natiirlich vorkommende genomische DNA, RNA, cDNA, microRNA, siRNA sowie Homologe,

5  Derivate, Fragmente und Varianten, insbesondere alternative Splicevarianten, davon sein oder
modifizierte, insbesondere transkriptionell oder chemisch modifizierte, Nukleinsiuren oder
Peptide Nucleic Acids (PNAs) und dergleichen sein.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung Oligonukleotide, die als Sonde oder

10  Primer selektiv an die erfindungsgeméBen Nukleinsduren hybridisieren und zur Detektion
und/oder Amplifikation dieser Nukleinssure-Molekiile in biologischem Probenmaterial
verwendet werden konnen. Die Oligonukleotide kénnen DNA, RNA oder PNAs sein. Im Fall

von DNA oder RNA bestehen die Oligonukleotide aus mindestens 6, vorzugsweise 6-50, 10-45,
12-40, 15-35, 15-30, 20-45, 25-40 aufeinander folgenden Nukleotiden oder kémnmen eine

15 komplementire Antisense-Nukleotidsequenz zu den erﬁndungsgemﬁﬁen Nukleinsguren
aufweisen. Die Oligonukleotide konnen modifiziert sein, z. B. gekoppelt an ein Enzym, das mit
einem chromophoren, fluoreszenten oder lumineszenten Substrat reagiert, oder verkniipft mit
Farbstoff-, Fluoreszenz-, Lumineszenz- oder radioaktiven Molekiilen und/oder
massenspektroskopisch wirksamen Verbindungen (Isotopentags). Weiter kann die Modifikation

20  der Oligonukleotide eine oder mehr Modifikation(en) der Bindung zwischen den einzelnen
Nukleotiden sein, beispielsweise Phosphorothioate oder Methylphosphonate. Die

- ... . __erfindungsgem#Ben Oligonukleotide kénnen mit Nukleinsiure-Biochips, im Besonderen

elektronischen Biochips in den erfindungsgemiBen Verfahren verwendet werden.

25 In einem weiteren Aspekt betriffi die vorliegende Erfindung die Verwendung von
Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert
werden, bzw. die Verwendung der von diesen Nukleinsiuren kodierten Proteine, in der
medizinischen Forschung, beispielsweise in der Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen.
Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Nukleinséuren, die im

30 Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, bzw. der von
diesen Nukleinsduren kodierten Proteinen, als Zielmolekiile (drug targets) zur Identifizierung
von Wirkstoffen, welche die biologische Aktivitit von Genen und/oder Proteinen, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, modulieren.
Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung dabei die Verwendung von Nukleinsiuren, die

35  eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten
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und Fragmente davon, und Proteine, die eine Sequenz gem# der SEQ ID NO:64 bis 113
aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon. Die zu verwendenden
Nukleinsiuren und Proteine koénnen auch Modifikationen, wie sie hierin definiert sind,

aufweisen.

Die erfindungsgemifBe Verwendung ermdglicht die Identifizierung von therapeutischen und/oder
prophylaktischen ~ Wirkstoffen, die gegen Erkrankungen und/oder (chronischen)
krankheitsihnliche Zustinde, die im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen, insbesondere
Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Arteriosklerose, Diabetes mellitus, entziindliche
Erkrankungen im Immﬁnsystem, rheumatoide Arthritis, entziindliche Darmerkrankungen,
vorzeitige Alterungsprozesse, degenerative und neurologische Krankheiten wie Schlaganfall und
Multiple Sklerose sowie neurodegenerative Erkrankungen mit absterbenden Nervenzellen wie
Demenz, M. Alzheimer, M. Parkinson, ALS oder M. Huntington, eingesetzt werden kénnen bzw.
diese Erkrankungen und/oder (chronischen) krankheitsihnliche Zustinde verhindern.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Nukleinsiuren
oder Proteinen, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert
werden, zur Identifizierung, Uberwachung, nosologischen Klassifizierung (Kategorisierung der
Krankheitsstadien), Behandlung, Diagnose und/oder prognostischen Beurteilung von
Erkrankungen und krankheitsihnlichen Zustinden, die durch oxidativen Stress von Zellen

verursacht werden. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung dabei die Verwendung von

. Nuklejnsiuren, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie Homologe,

Derivate, Varianten und Fragmente davon sowie die Verwendung von Proteinen, die eine
Sequenz gemih der SEQ ID NO:64 bis 113 aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten

und Fragmente davon.

In einer Ausfilhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Diagnoseverfahren zur
Detektion und/oder Analyse von Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit chronischem

oxidativen Stress in Zellen reguliert werden.

- Das Verfahren umfasst dabei die folgenden Schritte:

a) Isolierung von Nukleins#uren aus einer Probe,
b) Herstellung von c¢cDNA oder optional vorherige Synthese von cRNA zur linearen
Amplifizierung,

¢) Zugabe von Oligonukleotiden, die gegen ein Gen, das im Zusammenhang mit

12



10

15

20

25

30

35

WO 2007/121721 PCT/DE2007/000697

chronischem oxidativem Stress reguliert ist, gerichtet sind und anschlieBende
Amplifizierung der cDNA aus Schritt b),
d) Analyse der Amplifikationsprodukte aus Schritt c).

Falls fiir die Analyse eine Signalverstirkung notig ist, kénnen die amplifizierten Produkte aus
Schritt ¢) mit chemisch modifizierten Oligonukleotiden oder mit komplementéren

Nukleinsiuresequenzen auf einem Biochip hybridisiert werden.

In einer weiteren Ausfithrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Diagnoseverfahren zur
Detektion und/oder Analyse von Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit chronischem

oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, umfassend die folgenden Schritte:

a) Isoliermg von Nukleinsiuren aus einer Probe, wobei gegebenenfalls RNA direkt
markiert wird,

b) Zugabe von Oligonukleotiden, die gegen ein Gen, das im Zusammenhang mit
chronischem oxidativem Stress reguliert ist, gerichtet sind und anschliefiende
Hybridisierung mit den isolierten Nukleinsauren aus Schritt a),

¢) Analyse der Hybridisierungssignale.

Bei der isolierten Probe kann es sich um eine biologische Probe wie z.B. Gewebeproben wie des
Gehirns, oder Korperfliissigkeiten wie Blut, Speichel, Serum oder cerebrospinaler Fliissigkeit

RNA sein.

Bei den zu detektierenden Nukleinsiuren kann es sich um DNA oder RNA handeln, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, wobei DNA
bevorzugt ist. Insbesondere bevorzugt kann hierbei die zu detektierende Nukleinséure eine oder
mehrere Nukleinsduren sein, die eine Sequenz gemaf der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie
Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon. Wenn es sich bei der Nukleinsdure um
RNA héndelt, erfolgt vor der Nukleinsiureamplifikation eine reverse Trankription der RNA in
cDNA. Wemn es sich bei der Nukleinsiure um RNA handelt, erfolgt die reverse Transkription

und Nukleinsaureamplifikation vorzugsweise mittels einer RT-PCR.

Vorzugsweise erfolgt mit den erfindungsgemiBen Verfahren die Bestimmung der Hohe der

Expressionsrate einer oder mehrerer Nukleinsuren, die im Zusammenhang mit chronischem
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oxidativen Stress in Zellen reguliert werden. Dazu wird vorzugsweise Gesamt-RNA oder mRNA
aus der Probe isoliert und die RNA revers in cDNA transkribiert. Zur linearen Amplifizierung
wird nach einer ersten cDNA-Synthese eine in vitro Transkription mit einer DNA abhéngigen
RNA-Polymerase durchgefiihrt, an die sich eine weitere cDNA-Synthese mit der entstandenen
cRNA ansbhlieﬁt. Zur direkten Markierung wird an die RNA z. B. alkalische Phosphatase
gekoppelt und nachfolgend die Enzymaktivitat detektiert. Vorzugsweise wird die cDNA dazu
unter Verwendung der erfindungsgemifen Verfahren amplifiziert, wobei eine quantitative PCR
ausgefiihrt wird, wie sie im Stand der Techunik bekannt ist. Ferner konnen die Expressionsraten
der Nukleinsguren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert
werden, tiber an sie hybridisierende Oligonukleotide nachgewiesen werden. Vorzugsweise ist
dabei die Nukleinsfiure, deren Expression zu quantifizieren ist, eine oder mehrere
Nukleinsiure(n), die eine Sequenz gemih der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie Homologe,

Derivate, Varianten und Fragmente daven.

Die Bestimmung der Expressionsrate der Nukleinséiuren ermdglicht z.B. die Diagnose, ob in den
Zellen, aus oder mit denen die getestete Probe gewonnen wurde, oxidativer Stress vorlag, was in
Folge eine Aussage tber Identifizierung, Uberwachung, nosologischen Klassifizierung,
Diagnose und/oder prognostischen Beurteilung von Erkrankungen und krankheitsdhnlichen
Zustinden, die durch oxidativen Stress von Zellen verursacht werden, ermdglicht. Die
erfindungsgeméBen Verfahren ermdglichen die Diagnose von Erkrankungen und/oder
(chronischen) krankheitsdhnlichen Zustéinden, die im Zusammenhang mit oxidativem Stress
entziindliche FErkrankungen im Immunsystem, rheumatoide Arthritis, entziindliche
Darmerkrankungen, Vorzeiﬁge Alterungsprozesse, degenerative und neurologische Krankheiten
wie Schlaganfall und Multiple Sklerose sowie neurodegencrative Erkrankungen mit
absterbenden Nervenzellen wie Demenz, M. Alzheimer, M. Parkinson, ALS oder M. Huntington.
Weiter erfolgt mit den erfindungsgeméfien Verfahren die Identifizierung, Beurteilung und/oder
Uberwachung von Medikamentennebenwirkungen, die infolge von oxidativem Stress aufireten,

der von den entsprechenden Medikamenten verursacht wird.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden FErfindung ist ein Kit zur Durchfiihrung der
erfindungsgemifBen Analyse- und Detektionsverfahren, wobei das Kit mindestens ein Primerpaar
Zur Durchﬁihrung der Nukleinsiiﬁreampliﬁkation gemiB dem erfindungsgemiBen Verfahren
~ umfasst. Dabei umfassen die Primer der entsprechenden Primerpaare jeweils DNA-Sequenzen,

die an Nukleinsiuren hybridisieren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in
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Zellen reguliert werden, Vorzugsweise umfassen die Primer jeweils DNA-Sequenzen, die an
eine oder mehr Nukleinsdure(n) hybridisieren, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:1 bis 63
aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon. Ferner kann das
erfindungsgeméBe Kit entsprechend des auszufithrenden Verfahrens Zur
Nukleinséureamplifikation geeignete Reagenzien wie Puffer, Nukleotide und Enzyme, z. B.

DNA-Polymerasen, sowie mindestens eine geeignete Referenznukleinsiure(n) umfassen.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Proteinen, die
im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, zur
Identifizierung, Uberwachung, nosologischen Klassifizierung, Behandlung, Diagnose und/oder
prognostischen Beurteilung von Erkrankungen und krankheitsihnlichen Zustinden, die durch
oxidativen Stress von Zellen verursacht werden. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung
dabei die Verwendung von Proteinen, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO: 64 bis 113

aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon.

In einer Ausfihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Analyse- und/oder
Diagnoseverfahren zur Bestimmung der Mengen der Proteine, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden. Das Verfahren umfasst dabei die

folgenden Schritte:

a) Durchfiihrung einer Mengenbestimmung mindestens eines Proteins, das im
isolierten Probe, vorzugsweise aus biologischem Material wie Gehirn, CSF, Blut,
Speichel.

b) Vergleich mit den in einer Referenzprobe bestimmten Mengen mindestens eines
Proteins, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
reguliert wird, wobei die Referenzprobe von einem nicht an einer degenerativen
Erkrankung leidenden Subjekt stammit,

wobei eine erh6hte Menge des mindestens einen Proteins in der in Schritt a) getesteten Probe im
Vergleich zu der Menge des entsprechenden Proteins in der Referenzprobe auf das Vorliegen
einer degenerativen Erkrankung oder das Risiko, an einer degenerativen Erkrankung zu
erkranken, hinweist.

Vorzugsweise erfolgt die Mengenbestimmung mindestens eines Proteins, das ausgewshlt wird
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aus der Gruppe der Proteine, die eine Sequenz gemif der SEQ ID NO:64 bis 113 aufweisen,

sowie Homologe, Dcﬁvaté, Varianten und Fragmente davon.

Die Durchfiihrung einer Mengenbestimmung erfolgt vorzugsweise immunologisch,
beispielsweise mittels eines ELISA-Assays, Western-Blots, RIA, Immunhistochemie oder
Immuncytochemie. Bevorzugt wird die erfindungsgemife Proteinmengenbestimmung
immunologisch unter Verwendung monoklonaler oder polyklonaler Antikérper oder anderer
Molekiile durchgefiihrt, die épeziﬁsch an ein Protein, das im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, binden bzw. spezifisch an ein Protein binden, das
ausgewﬁhlt wird aus der Gruppe der Proteine, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:64 bis
113 aufweisen, sowie Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon. Die Molekiile
kénnen mit den nachstehend beschriebenen therapeutischen oder prophylaktischen Bindern
identisch sein und konnen Biomolekiile oder Chemikalien, insbesondere kleine chemische
Molekiile sein, wie fir Modulatoren der Expression bzw. biologischen Aktivitit nachstehend
beschrieben wird. Die Mengenbestimmung kann bevorzugt auch nicht immunologisch mit
NMR- oder PET-Sonden erfolgen. Ebenso bevorzugt ist die Quantifizierung mittels
Massenspektroskopie-Methoden. Die zu bestimmenden Proteine kénnen auch Modifikationen,

wie oben definiert sind, aufweisen.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird die Probe mit einem Antikdrper oder Binder in

Kontakt gebracht und die Menge des entstehenden Komplexes aus Antikdrper und Protein bzw.

_ Binder und Protein mittels des oben genannten Verfahrens bestimmt. Die Antikérper oder Binder

konnen chemisch modifiziert sein. Die Antikérper oder Binder kénnen beispielsweise kovalent
mit einem Enzym gekoppelt sein, das mit einem (chromophoren) Substrat reagiert, wobei die
Reaktion - und damit der entstandene Komplex aus Antikérper und Protein bzw. Binder und
Protein - mittels der resultierenden Fluoreszenz, Lumineszenz oder Phosphoreszenz visualisiert
und nachgewiesen werden kann. Weiter konnen die Antikdrper oder Binder direkt mit Farbstoff-,

Fluoreszenz-, Lumineszenz- oder radioaktiven Molekiilen verkniipft sein bzw.

. massenspektroskopisch wirksame Isotopen enthalten, so dass der Nachweis des entstandenen

Komplexes aus Antikdrper und Protein bzw. Binder und Protein direkt ohne

zwischengeschalteten enzymatischen Reaktionsschritt visualisiert werden kann.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform werden Proteinchips zur Detektion von
Antikérpern gegen Proteine, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen

reguliert werden, in Patientenmaterial, wie Blut, Serum, CSF, Gehim, Speichel verwendet.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthalten die Proteinchips Antikorper bzw.
Binder zur Detektion der erfindungsgemiBen Proteine, die im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, in Patientenmaterial, wie Blut, Serum, CSF, Gehirn,

Speichel.

Die Bestimmung der Proteinmenge eines Proteins, das im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, erméglicht die Identifizicrung, Uberwachung,
nosologische Klassifizierung, Diagnose und/oder prognostischen Beurteilung von Erkrankungen
und krankheitsahnlichen Zustinden, die durch oxidativen Stress von Zellen verursacht werden,
ermdglicht. Das erfindungsgemife Verfahren erméglicht die Diagnose von Erkrankungen
und/oder (chronischen) krankheitsihnlichen Zusténden, die im Zusammenhang mit oxidativem
Stress stehen, insbesondere Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Arteriosklerose, Diabetes
mellitus, entziindliche Erkrankungen im Immunsystem, rtheumatoide Arthritis, entziindliche
Darmerkrankungen, vorzeitige Alterungsprozesse, degenerative und neurologische Krankheiten
wie Schlaganfall und Multiple Sklerose sowie neurodegenerative Erkrankungen mit
absterbenden Nervenzellen wie Demenz, M. Alzheimer, M. Parkinson, ALS oder 4. Huntington.
Weiter erfolgt mit dem erfindungsgemiBen Verfahren die Identifizierung, Beurteilung und/oder
Uberwachung von Medikamentennebenwirkungen, die infolge von oxidativem Stress aufireten,

der von den entsprechenden Medikamenten verursacht wird.

erfindungsgeméBen Verfahrens zur Mengenbestimmung mindestens eines Proteins, das im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen. Stress in Zellen reguliert wird. Das Kit umfasst
dabei mindestens einen monoklonalen oder polyklonalen Antikérper oder anderen Binder, der
fiir ein Protein, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliért
wird, spezifisch ist und vorzugsweise fiir ein Protein spezifisch ist, das ansgewihlt wird aus der
Gruppe der Proteine, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:64 bis 113 sowie Homologe,
Derivate, Varianten und Fragmente davon. Ferner kann das erfindungsgemiBe Kit entsprechend
des auszufithrenden Verfahrens zur Proteinmengenbestimmung geeignete Reagenzien wie Puffer
sowie (ein) geeignete(s) Referenzprotein(e) umfassen. Der erfindungsgemife Kit konnte ferner

NMR-Tags, PET-Sonden, Isotopentags fiir Massenspekiroskopie und/oder Aptamere enthalten.

In einem weiteren Aspekt betriff die vorliegende Erfindung die Verwendung von

Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert
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werden, zur Identifizierung von therapeutischen und/oder prophylaktischen Wirkstoffen, welche
die Expression von Nukleinsiuren, die im Znsammenhang mit chronischem oxidativen Stress in
Zellen reguliert werden, bzw. die die biologische Aktivitit der von diesen Nukleinsiuren
kodierten Proteinen modulieren. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung dabei die
Verwendung von Nukleinsiuren, die eine Sequenz gemif der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen
sowie Proteine, die Sequenzen gemdB der SEQ ID NO:64 bis 113 aufweisen und deren

Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente.

In einer Ausfilhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung
von therapeutischen und/oder prophylaktischen Wirkstoffen, welche die Expression von
Nukleinssiuren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert

werden, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:

a) Bereitstellen einer Zelle, die eine Nukleinsdure, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, exprimiert

b) in Kontakt bringen der Zelle mit einer Kandidatensubstanz und

c) Vergleichen der Expression der Nukleinsiure, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, mit der Expression einer
Nukleinsiure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen

reguliert wird, wenn die Kandidatensubstanz nicht hinzugefiigt wird,

.wobei _eine_ Versinderung_ der. Expression_der Nukleinséure, die im Zusammenhang it

chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, anzeigt, dass die Kandidatensubstanz ein
Modulator der Nukleinséure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen

reguliert wird, ist.

In einer weiteren Ausfithrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur
Identifizierung von therapeutischen und/oder prophylaktischen Wirkstoffen, die die biologische
Aktivitit von Proteinen modulieren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in

Zellen reguliert werden, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:

a) Bereitstellen emer Zelle, die ein Protein, das im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, enthélt bzw. Immobilisieren mindestens
eines Proteins, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in

Zellen reguliert wird auf einem Trigermaterial
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b)  in Kontakt bringen der Zelle bzw. des Proteins auf dem Trigermaterial mit einer
Kandidatensubstanz und

c) Detektion der Menge der gebundenen Kandidatensubstanz an ein Protein, das im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird mittels
biophysikalischer Methoden wie Plasmon-Surface-Resonanz, FRET, quantitative

HPLC, BioAssays und Massenspekiroskopie,
wobei eine Bindung anzeigt, dass es sich um einen potentiellen Modulator handelt.

GemiB der vorliegenden Erfindung kann die Bestimmung der Expression der Nukleinséure bzw.
die Menge des von dieser Nukleinsiiure exprimierten Proteins mittels einer RNA-Analyse,
insbesondere durch einen Northern-Blot, eine RNA/cDNA Hybridisierung mit evtl
Signalverstidrkung oder eine ART—PCR, oder mittels Proteinanalyseverfahren, insbesondere durch
eine Western-Blot-Analyse oder ELISA durchgefiihrt werden.

Vorzugsweise wird das erfindungsgemiBe Verfahren zur Identifizierung von therapeutischen
und/oder prophylaktischen Wirkstoffen unter Verwendung von Genbanken, Expressionsbanken,
Naturstoffbanken, Banken mit kleinen chemischen Molekiilen, rekombinatorisch chemisch
hergestellten Leitstrukturen und dergleichen ausgefiihrt.

Die erfindungsgemiB verwendeten Kandidatensubstanzen kénnen Biomolekiile oder

_ Chemikalien sein, insbesondere kleine chemische Molekiile wie sie nachstehend definiert sind.

Beispicle fiir Biomolekiile, die als Modulatoren der Expression bzw. biologischen Aktivitdt
wirken konnen, sind: Nukleinsduren wie Poly- und Oligonukleotide, Purine, Pyrimidine,
Polypeptide, Antikorper, Oligosaccharide, Polysaccharide, Lipide, Fettsduren, Steroide oder

strukturelle Analoga, Fragmente oder Derivate davon und/oder Kombinationen daraus.

Beispiele fiir Modulatoren der Expression sind: micro-RNA, siRNA oder weitere dem Fachmann
bekannfe Molekiile der RNA-Interferenz (RNAi); Oligonukleotide, Polynukleotide, Antisense-
Nukleinséuren, PNA, Aptamere oder Ribozyme, die zB. als Transkriptionsaktivatoren oder
-inhibitoren bzw. Translationsaktivatoren oder —inhibitoren spezifische Auswirkungen auf die
Transkription und/oder Translation von Nukleinsiuren haben, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden. Modulatoren der Expression kénnen

Modifizierungen aufweisen.
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Beispiele fiir Modulatoren der biologischen Aktivitit sind: polymere Formen von Aminoséuren
beliebiger Linge (z.B. Polypeptide, Proteine), die beispielsweise natiirlich vorkommende oder
unnatiirliche Aminosiuren beinhalten und als einzelne Aminosdurekette oder als multimeres
Molekiil vorkommen; Polypeptide umfassend Aminosdure-Analoga, modifizierte oder
derivatisierte Aminoséuren; Polypeptide mit zyklischem oder bizyklischem Peptid-Riickgrat;
Fusionsproteine, Depsipeptide, PNAs oder Peptidomimetika. Modulatoren der biologischen

Aktivitit kénnen Modifizierungen aufweisen.

Modulatoren der biologischen Aktivitit komnen weiter eine Wirkung auf die

Bindungseigenschaften der Proteine haben.

Bevorzugte Modulatoren der biologischen Aktivitét sind Antikdrper, beispielsweise polyklonale
oder monoklonale Antikorper, die agonistisch, antagonistisch oder neutralisierend auf die
biologische Aktivitit von Proteinen wirken, die im Zusammenhang mit oxidativen Stress in
Zellen reguliert sind und an die die Antikérper binden. Vorzugéweise sind die Antikdrper
humanen Ursprungs oder humanisiert. Vorzugsweise umfassen die erfindungsgemif als
Modulatoren wirkenden Antikérper mindestens eine der folgenden Doméanen: variable Region
eines Immunglobulins, konstante Region eines Immunglobulins, schwere Kette eines
Immunglobulins, leichte Kette eines Immunglobulins und antigenbindene Region eines
Immunglobulins.

Weiter beinhalten Modulatoren der biologischen Aktivitit auch aktive Fragmente eines
Antikérpers, die spezifisch an ein Antigen oder ein Epitop eines Proteins binden, das im
Zusammenhang mit oxidativen Stress in Zellen reguliert wird. Ein aktives Fragment kann ein
Fab-Fragment, ein Fc-Fragment, ein Fragment des variablen Bereichs der schweren Kette oder

der leichten Kette sein.

Weiter beinhalten Modulatoren der biologischen Aktivitdt auch Antikorper oder aktive
Fragmente davon, die spezifisch an Liganden eines Proteins binden, das im Zusammenhang mit

oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, und somit die Aktivitit des Liganden modulieren.

Die Modulatoren der biologischen Aktivitit von Proteinen, die im Zusammenhang mit
oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, kénnen mit einem therapeutischen und/oder

prophylaktischen Wirkstoff verbunden sein. Diese Bindung kann kovalent sein. Geeignete
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Wirkstoffe sind beispielsweise: radioaktive Isotope, unspezifische Antioxidanzien,

Nervenwachstumsfaktoren sowie Aggregationshemmer.

Beispiele fir Chemikalien als Modulatoren der Expression von Nukleinsduren, die im
Zusammenhang mit oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, bzw. als Modulatoren der
biologischen Aktivitit der von diesen Nukleinséuren kodierten Proteine sind: Chemikalien aus
allen chemischen Klassen, synthetische, halb-synthetische oder natiitlich vorkommende,
anorganische oder organische Molekiile, kleine Molekiile oder makromolekulare Komplexe oder
metallische Elemente, wie Lithium, oder Gase. Beispiele fiir oben genannte kleine chemische
Molekiile sind: kleine organische Verbindungen mit einem Molekulargewicht von mindestens

etwa 30 und weniger als etwa 5000 Dalton.

Fir die Interaktion mit Nukleinsduren oder Proteinen, insbesondere  iiber
Wasserstoffbriickenbindungen, konnen die als Modulatoren wirkenden Chemikalien und kleinen
chemischen Molekiile mindestens ecine der folgenden funktionellen Gruppen aufweisen:
Hydroxyl-, Amino-, Imino-, Carboxyl- oder Carbonyl-Gruppe. Ferner konnen die als
Modulatoren wirkenden Chemikalien und kleinen chemischen Molekiile eine monozyklische
oder polyzyklische Kohlenstoffstruktur oder eine heterozyklische Struktur sein oder aufweisen,
und/oder eine aromatische oder polyaromatische Struktur sein oder aufweisen, die mit

mindestens einer der oben genannten funktionellen Gruppen substituiert ist.

Proteinen modulieren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
reguliert werden, Wirkstoffe, die an Proteine binden, die im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert werden (so genannte ,Binder*). Um, solche Binder zu
identifizieren, werden bevorzugt Proteinchips verwendet, die Proteine umfassen, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, insbesondere
Proteine, die eine Sequenz gemiB der SEQ ID NO:64 bis 113 umfassen sowie Derivate,

Varianten, Homologe und Fragmente davon.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist cin Kit zur Durchfihrung des
erfindungsgem#Ben  Verfahrens zur Identifizierung von  therapeutischen und/oder
prophylaktischen Wirkstoffen, welche die Expression von Nukleinsiuren, die im Zusammenhang
mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, bzw. die die biologische Aktivitit

der von diesen Nukleinsduren kodierten Proteinen modulieren, wobei das Kit mindestens eine
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Zelle umfasst, die eine Nukleinsiure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress
in Zellen reguliert wird, exprimiert. Vorzugsweise umfasst dic Zelle eine oder mehr
Nukleinséure(n), die eine Sequenz gem#B der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie Homologe,

Derivate, Varianten und Fragmente davon.

Die fur die Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendeten Nukleinsguren, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, bzw.
Nukleinsduren die fiir Proteine kodieren, die im Zusammenhang mit oxidativen StreB reguliert
werden, ‘_und die vorzugsweise die Sequenzen der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie
Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon, kénnen funktional mit regulatorischen
Kontrollelementen verbunden sein, die eine effektive Expression, d.h. Transkription und/oder
Translation in Wirtszellen und oder Wirtsorganismen erlauben. Regulatorische Kontrollelemente
sind beispielsweise konstitutive, induzierbare, zell- oder gewebespezifische Promotoren, wie sie
dem Fachmann als Stand der Technik bekannt sind. Weitere regulatorische Kontrollelemente
sind Terminatorsequenzen und Polyadenylierungssignalsequenzen. Die mit den regulatorischen
Kontrollelementen funktional verbundenen Nukleinsiuren kénnen in einem Vektor,
beispiclsweise in einem Plasmid, Cosmid, Phagmid, Viroid, Virus, vorzugsweise Adenovirus
und Baculovirus, vorliegen. Weiter konnen die mit den regulatorischen Kontrollelementen
funktional verbundenen Nukleinsiuren in den Wirtszellen und/oder Wirtsorganismen zusammen
mit einem Markergen vorliegen, wobei das Markergen zusammen mit den mit den
regulatorischen Kontrollelementen funktional verbundenen Nukleinsiuren auf einem Vektor
oder auf einem von diesem Vektor unterschiedlichen zweiten Vektor vorliegen kann. Im zweiten
Fall wird der Markergen-umfassende Vektor zusammen mit dem Vektor, der die mit den
regulatorischen Kontroﬂelementen funktional verbundene Nukleinsiure umfasst, in die

Wirtszelle oder den Wirtsorganismus eingebracht.

Weiter betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Nukleinsiuren, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert sind, bzw. Nukleinsiuren,
die ein im Zusammenhang mit oxidativem Stress reguliertes Protein kodieren, und die
vorzugsweise die Sequenzen der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweisen, sowie Homologe, Derivate,
Varianten und Fragmente davon, zur Herstellung transgener Zellen und nicht-humaner

Organismen, vorzugsweise eines transgenen nicht-humanen Saugertiers.

Bin weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, umfassend mindestens eine

rekombinante Nukleinséure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
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reguliert wird, bzw. mindestens 1 rekombinante Nukleinsiure, die ein im Zusammenhang mit
oxidativem Stress reguliertes Protein kodiert, und die vorzugsweise die Sequenzen der SEQ ID
NO:1 bis 63 aufweist, sowie Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon, wobei die

rekombinante Nukleinsiure mit regulatorischen Kontrollelementen funktional verbunden ist.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein nicht-humaner Organismus,
vorzugsweise ein Saugetier, umfassend mindestens eine rekombinante Nukleinséure, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, bzw. mindestens 1
rekombinante Nukleinsiure, die ein im Zusammenhang mit oxidativem Stress regulierte Protein
kodiert, und die vorzugsweise die Sequenzen der SEQ ID NO:1 bis 63 aufweist, sowie
Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente davon, wobei die rekombinanten Nukleinsdure

mit regulatorischen Kontrollelementen funktional verbunden ist.

Ein weiterer Aspekt ist die therapeutische Verwendung von Nukleinsduren und Proteinen, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, in der Medizin.
Vorzugsweise werden dabei Nukleinstiuren und Proteine verwendet, welche die Sequenzen
gemif SEQ ID NO:1 bis 113 aufweisen sowie deren Homologe, Derivate, Varianten und
Fragmente.

Beispiele

Beispiel 1: ;

Die Zunahme der MAC30-mRNA in NT2-N Nervenzellen (Andrews P. W., Dev. Biol., 103, pp
285 — 293, 1984; Pleasure S. J., Page C., Lee V.M.-Y., J. Neurosci., 12, pp 1802 - 1815, 1992)
wurde in Micro-Array-Analysen unter Verwendung fluoreszenzmarkierter cDNA nach
Behandlung der Zellen unter serumfreien Bedingungen mit chronisch subletalen
Konzentrationen des oxidativen Stressors Haloperidol (Fa Sigma; Katalog-Nr. H-1512).
nachgewiesen. Geeignete Bedingungen fiir eine optimale Uberlebensrate der Zellen wurden mit
dem Live/Dead-Viabilitits/Cytotoxizitits Test (Firma Molecular Probes) geméB der Anleitung
des Herstellers ermittelt. Bei einer Konzentration des oxidativen Stressors im Bereich von 1,0 -
25 uM waren mehr als 75% der Nervenzellen mehr als 3 Tage nach dem Zeitpunkt der
Probennahme fiir Expressionprofiling Experimente mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese
bzw. DNA-Microarrays lebend. Zur weiteren Charakterisierung der Auswirkung auf die Zellen
wurde der Gehalt an ROS und RNS sowie der Redoxstatus der Zellen ermittelt. Zur Bestimmung

von Gesamtzell-ROS wurde 2',7"-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (Fa. Sigma, Katalog-Nr.
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D6883) eingesetzt. Zellen einer 10 cm Schale wurden in PBS abgekratzt, ein Aliquot mit 5 uM
DCFDA versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen per Ultraschall
homogenisiert, zentrifugiert (20 Minuten, 4°C, 20.000 x g) und die Fluoreszenz des Uberstandes
vermessen. Als Standard diente DCF. Alle Daten wurden mit der Proteinkonzentration
normalisert. Die relative Zunahme an ROS wurde im Verhdltnis zur Kontrolle berechnet.
Weiterhin wurden ROS mit Hilfe von Dihydroethidium (DHE; Fa. Sigma Kat.-Nr. D7008))
bestimmt. Ein Aliquot der abgeschabten Zellen wurden mit 5 uM DHE versetzt, 1 Stunde bei
37°C inkubiert, analog der DCFDA-Prozedur aufgearbeitet und die Fluoreszenz des Uberstandes
bestimmt. Die proteinbereinigte Verinderung an mitochondrialen ROS wurde in Relation zur
unbehandelten Kontrolle berechnet.

Die in die verschiedenen Experimente eingesetzten Konzentrationen an Haloperidol lagen
zwischen 1,0 - 25 pM. Die Konzentrationen des Stressors kénnen aber auch héher oder niedriger
als der angegebene Bereich sein.

Die MAC30-mRNA Zunahme kann durch eine quantitative Real-time RT-PCR (qRTRTPCR)
Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert werden. Nach 8-tdgiger
Behandlung der Zellen betrigt die Zunahme 50 % oder mehr und kann bei lingerer Behandlung
bis zu 200 % oder mehr erreichen. Fiir die Analyse der MAC30 mRNA durch gqRTRTPCR
wurde das PCR-Primer Paar MAC30-Forl (5'- AAGCCATCTTCCTTAGCCTCCCAAGTA-3")
(SEQ ID NO: 114) und MAC-30-Rev2 (5-AAAACCCTGTCTCCACACACACAAAAA-3"
(SEQ ID NO: 115) eingésetzt. Mit diesem Primer-Paar wurde ein cDNA-Fragment amplifiziert,

das eine kodierende Sequenz fiir ein Polypeptid der Linge 69 Aminoséuren aufweist (Accession-

Nummem NP 055388 und AAH45655).. Mit_diesem Primerpaar wurde auch ein cDNA-

Fragment amplifiziert, das eine kodierende Sequenz fiir ein Polypeptid der Lénge 176
Aminosiuren aufweist (Accession-Nummer AAH91504). Dariiber hinaus wurde mit diesem
Primerpaar ein cDNA-Fragment amplifiziert, das eine kodierende Sequenz fiir ein Polypeptid der
Lange 189 Aminosduren aufweist (Accession-Nummer AAA16188). Bei diesen Fragmenten
handelt es sich um unterschiedlich lange Teilstiicke desselben Proteins, die bis auf einen
Amjnos'ziureaustausch identisch sind. Die unterschiedlichen Lingen beruhen auf der
unterschiedlichen Position des ersten ATG-Startcodons, das in NP_055388 und AAHAS655 auf
Grund einer Sequenzvariation spiter aufiritt. Im Falle von AAA16188 beginnt der offene
Leserahmen (ORF) mit dem ersten Codon in der Sequenz, das kein ATG darstellt. AAH91504
nutzt hingegen das erste ATG dieser Sequenz. Dariiber hinaus kénnen mit diesem Primerpaar
weitere mRNAs nachgewiesen werden, die weitere unterschiedlich lange MAC30-Proteine

kodieren und eine Ahnlichkeit von mindestens 50 % aufweisen.
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Beispiel 2:
Die Zunahme der BRI3-mRNA in NT2-N Nervenzellen wurde in Micro-Array-Analysen unter

Verwendung von fluoreszenzmarkierter ¢cDNA nach Behandlung mit Haloperidol (wie in
Beispiel 1 beschrieben) nachgewiesen. Diese Zunahme kann durch eine quantitative Real-time
RT-PCR (QRTRTPCR) Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert
werden. Die Zunahme ist 3 Tage nach Behandlung festzustellen. Nach 8-tdgiger Behandlung der
Zellen betrigt die Zunahme bereits 40 % oder mehr und kann bei langerer Behandlung bis zu
200 % oder mehr erreichen. Fiir die Analyse der BRI3 mRNA durch gqRTRTPCR eignet sich das
PCR-Primer Paar BRI3-Forl (5-CTTTGGGTTCATTTGCTGITTITG-3") (SEQ ID NO: 116)
und BRI3-Rev2 (5-CATTAGAAAAAGAGAGCTGGGTGTA-3") (SEQ ID NO: 117). Mit
diesem Primer-Paar wurden cDNA-BRI3-Fragmente amplifiziert, die kodierende Bereiche fiir
Polypeptide der Linge 125 Aminoséuren aufweisen.

Beispiel 3:

Die Zunahme der GI1P3-mRNA in NT2-N Nervenzellen kann in Micro-Array-Analysen mit
fluoreszenzmarkierter cDNA nach Behandlung mit Haloperidol (wie in Beispiel 1 beschrieben)
nachgewiesen werden. Diese Zunahme wurde durch eine quantitative Real-time RT-PCR
(qRTRTPCR) Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert. Bereits
nach 3 Tagen ist eine deutliche Zunahme nachzuweisen, die nach 8-tdgiger Behandlung 50 %
oder mehr und bei weiterer Behandlung bis zu 400 % betragen kann. Fiir die Analyse der G1P3
mRNA durch gRTRTPCR eignet sich das PCR-Primer Paar GIP3-Forl (5™
GCTATTCACAGATGCGAACATAGTA-3). (SEQ ID_NO: 118). _ und GI1P3-RevZ (5
GGAGAGTGATAGACAAAGTTCTGGA-3") (SEQ ID NO: 119). Mit diessm Primer-Paar
kann ein cDNA-Fragment amplifiziert werden, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid
der Lange 134 Aminosiuren aufweist. Mit diesem Primerpaar wurde auch ein cDNA-Fragment
amplifiziert, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid einer Lénge 138 Aminosiuren
aufweist. Dariiber hinaus wurde mit diesem Primerpaar auch ein cDNA-Fragment amplifiziert,
das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid einer Lénge 130 Aminosduren aufweist. Die
Unterschiede lassen sich durch geringe Variationen in der Transkriptlinge im kodierenden

Bereich erklaren.

Beispiel 4:
Die Zunahme der LOC222171-mRNA in NT2-N Nervenzellen kann in Micro-Array-Analysen
mit fluoreszenzmarkierter ¢DNA nach Behandlung mit Haloperidol (wie in Beispiel 1

beschrieben) nachgewiesen werden. Diese Zunahme wurde durch eine quantitative Real-time
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RT-PCR (qQRTRTPCR) Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert.
Nach 15 Tagen Haloperidol-Behandlung ist eine deutliche Zunahme nachzuweisen, die 50 %
oder mehr betrdgt und bei léngerer Behéndlung weiter ansteigen kann. Fiir die Analyse der
LOC222171 mRNA durch qRTRTPCR eignet sich das PCR-Primer Paar LOC222171-Forl (5'-
TGGCTGTTATTTAGGACTCTGTGGAAA-3") (SEQ ID NO: 120) und LOC222171-Rev2 (5'-
TCCCCCACTCCTTCACTTAAGGTATAA-3") (SEQ ID NO: 121). Mit diesem Primer-Paar
kann ein cDNA-Fragment amplifiziert werden, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid

der Lange 129 Aminosduren aufweist.

Beispiel 5:

Die Zunahme der CUEDC1-mRNA in NT2-N Nervenzellen kann in Micro-Array-Analysen mit
fluoreszenzmarkierter cDNA nach Behandlung der Zellen mit Haloperidol (wie in Beispiel 1
beschrieben) nachgewiesen werden. Diese Zunahme wurde mit einer quantitativen Real-time
RT-PCR (gRTRTPCR) Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 niber
quantifiziert. Nach 15 Tagen chronischen oxidativen Stresses ist eine mehr als 30 % ige
Zunahme nachzuweisen, die bei lingerer Behandlung weiter ansteigen kann. Fiir die Analyse der
CUEDC1 mRNA durch qRTRTPCR eignet sich das PCR-Primerpaar CUEDCI1-Forl (5'-
CTTATTCAGGGACAAGCTGAAACACAT-3") (SEQ ID NO: 122) und CUEDCI-Rev2 (5'-
AGTGTTTCCTCTTTGACTTCCTCATTTT-3") (SEQ ID NO: 123). Mit diesem Primer-Paar
kann ein cDNA-Fragment amplifiziert werden, das einen kodierenden Bereich fiir eianolypeptid
der Linge 386 Aminosiduren aufweist. Mit diesem Primerpaar kann auch ein cDNA-Fragment

- amplifiziert werden, .das. einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid der Linge 358

Aminossuren aufweist. Die Mdoglichkeit zwei Polypeptide nachzuweisen, liegt daran, dass
AK000977 eine Deletion im kodierenden Bereich aufweist, wodurch ein um 28 Aminoséiuren
kiirzeres Polypeptid entsteht, das sich ansonsten nur durch einen konservativen
Aminosiureaustausch bei Aminoséure 47 des reifen Proteins von den anderen Primérstrukturen

unterscheidet.

Beispiel 6:

Die Zunahme der NPC2-mRNA in NT2-N Nervenzellen nach Behandlung mit Haloperidol (wie
in Beispiel 1 beschrieben) wurde in Micro-Array-Analysen mit fluoreszenzmarkierter cDNA
nachgewiesen. Diese Zunahme wurde durch eine quantitative Real-time RT-PCR (qQRTRTPCR)
Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert. Bereits nach 3 Tagen
Behandlung ist eine signifikante Zunahme der NPC2-mRNA im Vergleich zu unbehandelten

Nervenzellen nachzuweisen. Nach 15 Tagen chronischen subletalen oxidativen Stresses liegt die
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Zunahme bei 50 % oder mehr und kann bei lingerer Behandlung weiter ansteigen. Fiir die
Analyse der NPC2-mRNA durch qRTRTPCR eignet sich das PCR-Primer Paar NPC2-Forl (5'-
AATTAACTGCCCTATCCAAAAAGAC-3") (SEQ ID NO: 124) und NPC2-Rev2 (5'-
CAGAAGAGACTTTGGTTTTTGTCAT-3") (SEQ ID NO: 125). Mit diesem Primer-Paar wurde
ein cDNA-Fragment amplifiziert, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid der Linge
151 Aminosiuren aufweist. Mit diesem Primerpaar wurde auch ein cDNA-Fragment
amplifiziert, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid der Linge 151 Aminoséuren
aufweist, welches sich durch zwei konservative Aminoséureaustansche vom erstgenannten

Polypeptid unterscheidet.

Beispiel 7:

Die Zunahme der SCD-mRNA nach Behandlung von NT2-N Nervenzellen mit Haloperidol (wie
in Beispiel 1 beschrieben) wurde in Micro-Array-Analysen mit fluoreszenzmarkierter cDNA
nachgewiesen, Diese Zunahme wurde durch eine quantitative Real-time RT-PCR (qQRTRTPCR)
Analyse mit Fluoreszenzmarkierung durch SYBR-Green 1 quantifiziert. Nach 15-tdgiger
Behandlung ist eine Zunahme der SCD-mRNA um 50 % oder mehr im Vergleich zu
unbehandelten Nervenzellen nachzuweisen. Fiir die Analyse der SCD-mRNA durch qRTRTPCR
eignet sich das PCR-Primer Paar SCD-Forl (5-AAAGATGATATATATGACCCCACCT-3)
(SEQ ID NO: 126) und SCD-Rev2 (5'-CCAAGTGTAGCAGAGACATAAGGAT-3") (SEQ ID
NO: 127). Mit diesem Primer-Paar wurde ein cDNA-Fragment amplifiziert, das einen
kodierenden Bereich fiir ein APolypeptid der Linge 359 Aminosiuren aufweist. Mit diesem
Primer-Paar wurde auch ein cDNA-Fragment amplifiziert, das einen kodierenden Bereich fiir ein
Polypeptid der Lange 366 Aminoséduren aufweist. Mit diesem Primer-Paar wurde dartiber hinaus
ein cDNA-Fragment amplifiziert, das einen kodierenden Bereich flir ein Polypeptid der Lange
355 Aminosiuren aufweist. Mit diesem Primer-Paar wird ferner ein cDNA-Fragment
amplifiziert, das einen kodierenden Bereich fiir ein Polypeptid der Linge 237 Aminosduren

aufweist.

Beispiel 8:

Die Zunahme des IDI1 Proteins (IDI1 = Isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1; =
Isopentenyl diphosphate dimethylallyl diphosphate isomerase 1) nach Behandlung von NT2-N
Nervenzellen mit Haloperidol (wie in Beispiel 1 beschrieben) wurde mit einer 2 dimensionalen
Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieBender massenspekiroskopischer Identifizierung
des Proteinspots nachgewiesen. Wihrend einer 15 tigigen Behandlung mit Haloperidol nimmt '

IDI1-Protein um 30 % oder mehr in seiner Menge zu.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von Nukleinsiuren oder der von diesen Nukleinsduren kodierten Proteine,
wobei die Nukleinséivren und/oder die Proteine im Zusammenhang mit chronischem

5 oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, zur Identifizierung von therapeutischen
und/oder prophylaktischen Wirkstoffen zur Behandlung wund/oder Prophylaxe von
degenerativen Erkrankungen, Identifizierung, Uberwachung, nosologischen Klassifizierung,

Diagnose, prognostischen Beurteilung und Therapie von degenerativen Erkrankungen.

10 2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Nukleinséuren eine Sequenz gemafl SEQ ID NO:1-
63 und die Proteine eine Sequenz gemif SEQ ID NO:64-113 aufweisen, sowie deren

Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente.

3. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die degenerative Erkrankung eine

15 neurodegenerative Erkrankung ist.

4. Verwendung gemiB Anspruch 3, wobei die neurodegencrative Erkrankung M. Alzheimer,

eine Lewy Body Erkrankungen wie M. Parkinson, eine diffuse Lewy Body Erkrankung, M.
Huntington, Amyotrophe Laterale Sklerose (ALS), Prion-Erkrankung (PrD), Creutzfeldt-

20 Jakob Erkrankung, Down-Syndrom, frontotemporale Demenz (FTD), Corticobasale

Degeneration, Multiinfarkt-Demenz, progressive supranukledre Lihmung,

5. Verfahren zur Identifizierung von therapeutischen und/oder prophylaktischen Wirkstoffen,
25 welche die Expression von Nukleinsduren und/oder Proteinen, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, modulieren, wobei das Verfahren
die folgenden Schritte umfasst:
a) Bereitstellen einer Zelle, die eine Nukleinsdure, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, exprimiert
30 b) in Kontakt bringen der Zelle mit einer Kandidatensubstanz und
c) Vergleichen der Expression der Nukleinsdure, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, mit der Expression einer
Nukleinsédure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
reguliert wird, wenn die Kandidatensubstanz nicht hinzugefligt wird,

35 wobei eine Verinderung der Expression der Nukleinsdure, die im Zusammenhang mit
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chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, anzeigt, dass die Kandidatensubstanz
ein Modulator der Nukleinsdure, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress

in Zellen reguliert wird, ist.

. Verfahren zur Identifizierung von therapeutischen und/oder prophylaktischen Wirkstoffen,

die die biologische Aktivitit von Proteinen modulieren, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, wobei das Verfahren die folgenden
Schritte umfasst:

a) Bereitstellen einer Zelle, die ein Protein, das im Zusammenhang mit chronischem
oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, enthilt bzw. Immobilisieren mindestens
eines Proteins, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in
Zellen reguliert wird auf einem Tragermaterial

b) in Kontakt bringen der Zelle bzw. des Proteins auf dem Trégermaterial mit einer

Kandidatensubstanz und
c) Detektion der Menge der gebundenen Kandidatensubstanz an ein Protein, das im

Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird mittels
biophysikalischer Methoden wie Plasmon-Surface-Resonanz, FRET, quantitative
HPLC, BioAssays und Massenspektroskopie,

wobei eine Bindung anzeigt, dass es sich um einen potentiellen Modulator handelt.

. Kit zur Durchfiilhrung des Verfahrens nach Anspruch 5 oder 6 zur Identifizierung von
. therapentischen _und/oder prophylaktischen < Wirkstoffen, welche ~die Expression von

Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert
werden, bzw. die die biologische Aktivitit der von diesen Nukleinsiuren kodiertén Proteinen
modulieren, umfassend mindestens eine Zelle, die eine Nukleinsgure, die im Zusammenhang

mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, exprimiert.

. Verfzhren zur Detektion und/oder Analyse von Nukleinsduren, die im Zusammenhang mit

chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, umfassend die folgenden Schritte:
a) Isolierung von Nukleinsduren aus einer Probe,

b) Herstelling von c¢cDNA oder optional vorherige Synthese von cRNA zur linearen
Amplifizierung,

¢) Zugabe von Oligonukleotiden, die gegen ein Gen, das im Zusammenhang mit
chronischem oxidativem Stress reguliert ist, gerichtet sind und anschliefende Amplifizierung
der cDNA aus Schritt b),
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9.

10.

11.

12.

13.

d) Analyse der Amplifikationsprodukte aus Schritt c).

Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Analyse mittels einer Hybridisierung von chemisch

modifizierten Oligonukieotiden oder mit komplementtiren Nukleinsiuresequenzen auf einem
Biochip durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Detektion und/oder Analyse von Nukleinsiuren, die im Zusammenhang mit
chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, umfassend die folgenden Schritte:
a) Isolierung von Nukleinsiuren aus einer Probe, wobei gegebenenfalls RNA direkt markiert
wird,

b) Zugabe von Oligonukleotiden, die gegen ein Gen, das im Zusammenhang mit
chronischem oxidativem Stress reguliert ist, gerichtet sind und anschlieBende Hybridisierung
mit den isolierten Nukleinsiduren aus Schritt 2),

¢) Analyse der Hybridisierungssignale.

Analyse- und/oder Diagnoseverfahren zur Bestimmung der Mengen der Proteine, die im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert werden, umfassend die
folgénden Schritte:

a) Durchfiihrung einer Mengenbestimmung mindestens eines Proteins, das im
Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird, in einer
isolierten Probe,

b) Vergleich mit. den in_einer Referenzprobe bestimmten Mengen mindestens eines
Proteins, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen
reguliert wird, wobei die Referenzprobe von einem nicht an einer degenerativen
Erkrankung leidenden Subjekt stammt,

wobei eine erhohte Menge des mindestens einen Proteins in der in Schritt a) getesteten

Probe im Vergleich zu der Menge des entsprechenden Proteins in der Referenzprobe auf

das Vorliegen einer degenerativen Erkrankung oder das Risiko, an einer degenerativen

Erkrankung zu erkranken, hinweist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Probe eine biologische
Probe z.B. Gewebeprobe wie des Gehirns, oder Kérperfliissigkeit wie Blut, Speichel, Serum
oder cerebrospinaler Fliissigkeit (CSF) ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 6 und 8 bis 12, wobei die Nukleinsduren
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ausgewihlt werden aus der Gruppe bestehend aus Nukleinséuren mit einer Sequenz gemif SEQ
ID NO:1 bis 63, und deren Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente, und/oder wobei die
Proteine ausgewihlt werden aus der Gruppe bestehend aus Proteinen mit einer Sequenz gemih
SEQ ID NO:64 bis 113, und deren Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente.

14, Kit zur Durchfithrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 8-10 und 13, umfassend
mindestens einen Primerpaar, wobei die Primer des mindestens einen Primerpaates an
Nukleinsiuren hybridisieren, die im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen

reguliert werden.

15.  Kit zur Durchfithrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 11 bis 13, umfassend
mindestens einen monoklonalen oder polyklonalen Antikérper oder anderen Binder, der fiir ein
Protein, das im Zusammenhang mit chronischem oxidativen Stress in Zellen reguliert wird,
spezifisch ist und gegebenenfalls ein geeignetes Referenzprotein sowie ferner NMR-Tags, PET-

Sonden, Isotopentags fiir Massenspektroskopie und/oder Aptamere.

16.  Zelle, umfassend mindestens eine rekombinante Nukleinsdure, die eine der SEQ ID NO:1
bis 63 aufweist, sowie deren Homologe, Derivate, Varianten und Fragmente, wobei die

rekombinante Nukleinsiure mit regulatorischen Kontrollelementen funktional verbunden ist.

17.  Nicht-humaner transgener Organismus, umfassend mindestens eine rekombinante
Nukleinsiure .die.eine der SEQ ID_NRs:1 bis 63 aufweist, sowie deren Homologe, Derivate,
Varianten und Fragmente, wobei die rekombinanten Nukleinsdure mit regulatorischen

Kontrollelementen funktional verbunden ist.
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