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Peptide gegen Kalteunvertraglichkeit hervorrufende .

Autoantikdrper und ihre Verwendung .

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Nucleinsduremolekiile, die far
Peptide codieren, die mit Autoantikdrper Wechselwirken, die
mit der Kélteallergie assoziiert sind, die Peptide selbst/

eine pharmazeutische | Zusammensetzung umfassend die

'NUCleinséuremolekﬁle'und die Peptide - sowie die Verwendung

der Peptide - insbesondere in der Apherese - zur Behandlung

von mit Kalteexpositionen bzw. Kalteunvertraglichkeit in

- Zusammenhang stehenden Durchblutungsstdérungen, besonders

von‘Kélteallergien.

Mehrzellige Organismen, insbesondere S&ugetiere, und vor
allem der Mensch, setzen sich mit ihrer Umwelt Uber
verschiedene biochémische und/oder immunologische ‘Regel-
mechanismen auseinander. Ein wichtiger biéchgmischer Regel-
mechanismus ist beispielsweise der, der fir das Konstant-

halten einer bestimmten inneren Temperatur im Organismus
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Verantwortlich ist. Ein, weiterer wichtiger Regelmechanismﬁs
stellt zelluldre und humorale Substanzen, wie - zum Beispiel
Antikérper, zur Verfligung, die dem Organismus die Mbglich-
keit geben, sich mit Mikroorganismen, Parasiten, aber auch
Tumoren bzw. andere Erkrankungen érﬁolgreich auseinander zu
setzen. Die Funktion der Antikérper' beruht vor allem
darauf, dass diese "fremd" und "selbst" unterscheiden kén-
nen. Das heiEt, der Organismus produziert selbst Anti-
kéfpe:, die so ausgebildet sind, dass sie kbrpereigene
Strukturen;.wie Gewebe oder Organe, nicht attackiérén('ébér
an Bakterieh, Parasiten odef andere korperfremde Bestand-
téile‘binden und so immunologische Reaktionen initiieren

‘bzw.'unterstﬁtzen.

Bei der biochemischen Entstehung der Antikdérperantwort im
"Organismus kommt es 2zu somatischen Hypermutationen von
Antikorper produzierenden B-Zellen wadhrend einer T-Zellen-
abhéngigen Tmmunantwort . Diese Mutationen  betreffen
selekﬁiv die Immunglobulingene und sind wesentlich fur die
Bildung von Vorléuferzellen fir Antikdrper bildende Zellen
mit hoher Affinitdt. In diesem Zusamﬁenhang handelt es sich
bei der Mutation wum einen norﬁalen. ﬁnd im wesSentlichen
nicht bath&genen Vorgang. Mutationen konnen aber auch zur
‘Bildung von hochaffinen Aﬂtééntikérpérﬁ fihren und somit

den Organismus schadigen.

Autoantikdrper sind mit der  Auspragung voni
Autoimmunkrankheiten  eng assoziiert: oder flur diese
ursdchlich verantwortlich. Autoimmunkrankheiten sind
Aliergiekrankheiten,' bei"denen Autoantikdrper’ und/pder

Autoimmunzellen detektiert werden kdénnen, wobel derzeit
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nicht. bekannt ist, wie es zur Entstehung:der Autoimmun-
krankheiten kommt und ob die Autoantikdrper die alleinige
.Ursache, ein Ergebnis oder nur eine Begleiterscheinung der

Erkrankung sind.

Bei zahlreichen Autoimmunkrankheiten, wie zum Beispiel der
Kélteallergie, ist jedoch bekannt, dass Autoantikdérper £ir
das Entstehungsbild der Erkrankung verantwortlich sind.
Auch Krankheiten wie Rheuma oder Lupus erythematodes werden
zu den Antikoérper vermittelten Autoimmunkrankheiten ge-
zihlt. Zahlreiche - und fiir die Betroffenen sehr nach-
teilige Autoimmunkrankheiten -, betreffen wichtige bio-
‘chemische . Kreisladufe im Organiémus,‘ beispielsweise die
Warmeregulation. Das heift, durch das Auftreten wvon Auto-
antikdrpern kommt es zu &rtlichen oder allgemeinen Schadi-
gungen des Warmehaushaltes des Organismus, was zu Er-
frierungen, zur Kélfeunvertréglichkeit, zur kaltebedingten
Endothelschddigung, zur Queilung,' zZur Thrombenbildung,
Nervendegeneration bzw.:zﬁ Muskel—,'Fettgewebs-, und/oder
Knochennekrosen fihren kann. Zahlreichen dieser ‘Erkran-
kungen ist gemeinsam, dass es zu Duféhblutungsstérungen an
Korperenden, wie beispielsweise den FiBen, den Handen oder
auch den Ohren bzw. sekundiren Geschlechtsmerkmalen kommt;
Beispiele flir derartige Erkrankungen sind die Akrozyanose,
die Kéltehémagglutinationékrankheit, das Hyperviékositéts—
syndfonu das Ischémiesyndrom, die .Akrotrqphoneuroée,. die
Sklerodermie, das K&lteerythem, die Kaltepurpura, die
Kélteurtikériaq ‘die_ Kryopéthie, die Kryoglobulina&mie und
besonders die 'Kélteallergig und insbesondere' dés

Raynaud-Syndrom.
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Derartige Krankheiten treten mit hoher Héufigkéit in der
Bevdlkerung auf. Allein das Raynaud-Syndrom tritt bei 3 bis
16 % der Bevéjlkerung auf, wobei Frauen 5 bis 10-mal

haufiger davon " betroffen sind als Manner. Die ersten

Symptome beginnen sich typlscherwelse im Alter von 14 bis

40 Jahren bemerkbar zu machen, wobei Manner in spiteren
Lebensabschnitten betroffen sind. Das Fehlen einer effek-
tiven Theraple ist unter anderem auch deshalb nachtelllg,
da bere:Lts das Hineinfassen in einen Kuhlschrank oder in
eine Tiefkﬁhltruhe, ein Griff an ein kaltes Lenkrad oder

auch 'Héindewaschen mit kaltem Wasser ausreicht, um bei-

-spielsweise eine solche Durchblutungsstdrung, insbesondere

- das Raynaud-Syndrom, auszuldsen. In vielen derartigen

Lebensablaufen ist es den handelnden Personen nur bedingt

mdglich, die Kalte zu meiden.

Bei dem Raynaud-Syndrom ist die Blutversorgung der Glied—
maBen, meistens der Finge_l_” 'und der Zehen, aber manchmal
auch der Ohren und der Nase, vorlbergehend unterbrochen.
Wiéhrend eines | Anfalls werden die bet:l_joffenen GliedmafRen.
zuerst weif und werden optisch in det Regel als bereits
abgestorb'en wahrgenommen, dann werden sie blau und schlieR-
lich ro-t, verbunden mit einem brennenden Gefllhl. Diese
Autoimmunreaktion ist von betr&chtlichem Schmerz und wird
von Taubheitsgeftihl und Kribbeln begleitet. Eine effektive
und sichere Diagnose  oder Therapie kann flir diese Kél'te—
assoziierten pathogenen Verdnderungen derzeit fiir die Be-

troffenen nur sehr bedingt arigeboten_ werden. Im Allgemeinen

 wird den betroffenen Personen empfohlen, Kélteexpositionen .

der Extremitdten zu vermeiden bzw. ein sofortiges AufwaArmen



10

15

20

25

30

WO 2004/067549 PCT/DE2004/000169

einzuleiten, sofern Vasospasmen -bereits eingetreten sind.
Weiterhin ist es moglich, durch lokales Aufspriithen wvon
Glyceroltrinitrat einige Phinomene der Krankheit zu behan-

deln. Zum Teil wurden auch Erfolge durch die Gabe von.

‘Calciumantagphisten berichtet. Als ultima ratio wird das

Ausschalten von Ganglien durch Sympathektomie empfohlen.
Diese gezielte Nervendurchtrennung fihrt dazu, dass der
Patient vorﬁbergehenq zumindest fir einige Monate oder auch-
Jahre 'beschwerdefrei ist. Seit kurzem ist es mégliéh, mit

einem bestimmten Rotlicht-Laser das Raynaud-Syndrom bositiv

. zu beeinflussen. Nachteilig ist jedoch, dass aus Kapazi-

tatsgrinden ein routinemdfRiger Einsatz 'dies:er neuen

Therapiemethode nicht méglich ist.

Aufgabé der Erfindung war es daher, Verbindungen bereit-
zustellen, mit denen die mit K&lte assoziierten Durch-
blutungsstdrungen, insbesondere das Raynaud-Syndrom, ein-
fach, sicher und effektiv ~diagnostiziert und therapiert

werden koénnen.

.Die Erfindung 1&st dieses technische Problem .durch die

Bereitstellung eines isolierten Nucleinsduremoleki{ils - und
der durch dieses codierten Peptides - ausgewa&hlt aus .der

Gruppe umfassend

a) ein Nucleinsduremolekiil umfassend eine Nucleotid-
sequenz, die flr Peptid codiert, das aus folgenden
}}minoséuresequenzen i)esteht: AITTCI—IDVL, ITTéHDAL oder
LNITTCHD, o

b) ein Nucleinséuremolekﬁl, ‘welches zu einer Nucleotid-

-

sequenz gemaR a) ‘komplemeritéir ist,
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c) ein Nucleinsduremolekiil, welches mit einer
Nucleotidsequenz gemadR a) oder D) unter stringenten

Bedingungen hybridisiert,

d) ein Nucleinsduremolekll umfassend _eine Nucleotid-
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist,
um zu einer Nucleotidsequenz demdR a), b) oder c)

funktionsanalog zu sein,

e) ein Nucleinséﬂremolekﬁl['das infolge des genetisches
Codes zu einer Nucleotidsequenz gJgeméfR a) bis 4d)

degeneriert ist und

- f) ein Nucleinsduremolek{il gemiR einer Nucleotidsequenz
nach .a) bis e), welches durch Deletionen, Addi-
.tionen, Substitutionen, Translokatioﬁen, Inversionen
und/oder'Insertionen modifiziert und funktionsanalog

zu einer Nucleotidsequenz gemdR a) bis e) ist.

Die Erfindung betrifft demgemaf die ﬁberraéchende Lehre,
dass die erfindungsgeméfen Nucleinsduremolekiile sowie die
sie codierenden . ~Peptide bei - Missfunktionen  der
Warmeregulation . und von : Durchblutungsstoérungen,
inébesondere von kleinen Blutgefafen, die vor allem Hande,
Fake, Ohren, Wangen, Nase und Brustwarzen mit 'Blut
versorgen, zur Diaghose und Therapie eingesetzt werden
kénnen. TInsbesondere die ‘von den ' Nucleinsduremolekiilen
codierenden biplogischen Strukturen - bevofzugt Peptide -
sind iﬁ " der  Prophylaxe, Diagnose, Therapie,
Verlaufskontrolle Aund/oder_ Nachbghandlung von Durch-
blutungsstérungen, “insbesondere der Kadlteallergie und
besonders bevoréugt dem Raynaud-Syndrom, in verschiedenen

Formen einsetzbar.
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Tn einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist das

Nukleinséduremolekiil, das eine ausreichende Homologie auf-

. weist, um mit der Nukleinséuresequenz'geméﬁ Punkt. a);, b)

und/oder c) funktionsanalog‘ zu sein, mindestens zu 40 %

,homolog. Tm Sinne der Erfindung heifft, um zu den genannten

Nucleotidsequenzen bzw. mit diesen Nucleotidsequenzen
hybridisierenden Sequenzen funktionsanalog. zu sein, dass
die Homologen bei Durchblutungsstdrungen, insbesondere der

Kélteallergie; ein Vérhalten'zeigen, dass sié sicﬁér und
effektiv bei der Diagnose und/oder der Therapie dieser
Erkrankungen bzw. ~pathogenen Zustande, die mit diesen
Krankheiten assoziiert sind, einsetzbar sind. Funktions—
analoge Sequenzen im Sinne der Erfindung sind all jene
Sequenzen, die der Fachmann durch Routineversuche als

gleichwirkend‘idehtifizieren kann.

In einer weiteren vorteilhaften Ausfthrungsform der Er-
findung weist das Nukleinsiuremolekiil mindestens 60 %,
vorzugsweise'70~%, bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt-'
90 %, Homologie zu einem Nukleinsiuremolekiil gemaf Puﬁkt‘d)

auf.

'In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung

ist das.NukleinséureMOlekﬁl eine genomische DNA,:eine cDNA

und/oder éine RNA.

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor umfassend ein
erfindungsgemafies Nucleinséuremolekﬁi und weiterhin auch

eine Wirtszelle, die den Vektor umfasst.
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' Die Erfindung betrifft bevorzugt auch ein Peptid, das durch

ein erfindungsgemdRes  Nucleinsduremolekll sowie die
bevorzugten funktlonsanalogen Nuclelnsauremolekule codlert
wird. Das erflndungsgemaﬁe Peptid kann uberraschenderwelse
bei der Diagnose und/oder Theraple von mit Kalteunvertrag-
lichkeit im Zusammenhang stehenden Erkrankungen eingesetzt
werden. Die erfindungsgeméﬁen Peptide werden insbesondere
von . Autoantikdérpern von Patienten gebunden,‘ die an der
Akrozyanose, der Kaltehamagglut1nat10nskrankhe1t déh
HYperviskositétssyndrom, " dem Ischamiesyndrom, der
Akrotrophoneurose, der Sklerodermie, dem Kalteerythem, der

Kaltepurpura, der Kalteurtikaria, der Kryopathie und/oder

der Kryoglobulindmie, insbesondere der Kalteallergie und

- pesonders bevorzugt dem Raynaud-Syndrom, erkrankt sind.

Das heift, die Erfindung betrifft s&mtliche Peptide, die
durch die erfindungsgemifen Nucleinsduremolekiile, bevorzugt
die, die mindestens 60 %, vorzugsweise 70 %, bevorzugt 80 %

und ganz besonders bevorzugt 90 % Homologie =zu einem

Nucleinséuremolekﬁl gemal Punkt d) aufweisen.
Selbstverstandllch kénhen, diese =~ funktionsanalogen
Nuclelnsauremolekule durch Deletion, | Addition,
Substitution, Translokation, Inversionen .und/oder

Insertionen so modifiziert sein, dass die durch sie
codierten Peptide mit Autoantikdrpern, die mit dem Raynaud-
Syndrom assoziiert sind, interagieren. Der Fachmann kann
durch die Offenbarung der erfindungsgeméﬁen.ﬁehre weitere
4dquivalente Peptide genetieren, die funktionsanalog zu
Peptiden mit der Sequenzabfolge: ITTéHDVL, ITTCHDAL oder
LNITTCHD bzw. LNITTCHDCL. 81nd Natiirlich ist es auch

moéglich, Peptlde zu verwenden, d1e die genannten Strukturen
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umfassen, wie z.B..  QTIQVPGLNITTCHDVLNETLL  oder
QTIFIPALNITTCHDVLPEQLL. Aber selbstversféndlich sind die
erfindungsgemaﬁen"Peptide'n;cht so ausgewahlf, dass sie die
natiirlich vorkommenden PAR—l,. -2 oder -3 Rezeptoren
vollsténdig darstellen. Die erfindungsgeméﬁen Peptide
beziehen sich insbesondere auf ausgewdhlte Bereiche der
zweiten extrazelluldren Schleife des PAR-1, —2,. oder -3
Rezeptors. Die vorteilhaften Sequenzen ITTCHDVL, ITTCHDAL
oder LNITTCHD kdnnen aber auch weitere Aminosduren, die die
genannteh Sequenzen natiirlicherweise in der zwgiten
extrazelluliren Schleife des Rezeptors flankieren,
umfassen, ohne jedoch die flankierenden Bereiche so groBf zu

wdhlen, dass die Rezeptoren selbst ausgewdhlt sind.

Beispiele filir solche - um flankierende oder auch andere
artifizielle Bereiche erweiterte - Sequenzen sind z.B.:
LNITTCHDCL, QTIQVPGLNITTCHDVLNETLL oder

QTIFIPALNITTCHDVLPEQLL.

Die Peptide im Sinne der Erfindung k&nnen daher " so
aufgebaut sein und soviel weitere Aminosduren, Spacer oder

andere Strukturen umfassen, dass sie geeignet sind, mit den

Antikdrpern zu interagieren, vorzugsweise so, dass sie ein

Epitop fiir diese darstellen.

Die erfindungsgemédfen Peptide sind demgemiss nicht auf die
Sequenzen ITTCHDVL, ITTCHDAL und/oder LNITTCHD beschrankt,

sondern die Peptide sind bevorzugt Antikérper—Epitope, die

im wesentlichen die genannten oder funktionsanaloge

Sequenzen enthalten, so dass sie das Epitop in einer Art
und Weise darstellen wund ¢harakterisieren, dass die

AntikOrper mit ihnen spezifisch wechselwirken. Die Begriffe
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Epitop und Peptid kénnen unter bestimmten Bedingungen daher
auch synonym verwendet werden.

Es ist weiterhin auch méglich, einzelne oder Gruppen von
Aminosduren auszutauschen, ohne dass die Aktivitat der
Peptide in Bezug auf die Losung der erfindungsgemdBen

Aufgabe nachteilig beeinflusst. wird. Fir den Austausch -

. derartiger Aminos&uren sei = auf die entsprechenden

Standardwerke der Biochemie und der Genetik verwiesen.

Im Stand der Technik éind veischiedene Méélichkeiten Zur
Herstellung von Peptiden offenbart. Peptide, die von den
erfindungsgemédfen Peptiden ausgehend mit solchen Verfahren
designt "werden, sind von der erfindungemiben ILehre mit
erfasst. Eine M&glichkeit ‘ des Generierens von
funktionsanalogen Peptiden ist beispielsweise in PNAS USA
‘1998, Oct. 13; 9521:12179-84, WO 99/6293 und/oder
WO 02/38592 beschrieben; diese Lehren sind in den
Offenbarungsgehalt der  Erfindung mit aufgenommen. Das
heilt, samtliche Peptide, Peptidfragmente oder Strukturen,
die Peptide umfaésen, die mit”den geﬁanmten Verfahren ﬁ.von
den erfindungsgemdfen Peptiden auséehend - generiert
Qurden, sind Peptide im Sinne der Erfindung, sofern sie die
erfindungsgeméBe Aufgabe 1&sen, insbesondere mit den
krankheitsverursachenden Autoantikérpe;n wechselwirken. Bei
diesen Autoantikérpern kann. es sich beispielsweise um
agonistische Autoantikérper handeln, die Rezepﬁoren
.aktivieren. Im folgenden sind bevorzugte dieser Rezeptoren

beschrieben.
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Die Peptldsequenzen kénnen belsplelswelse ein natiirlicher
Bestandteil der zweiten extrazellularen Schlelfe des
Thrombin-Rezeptors (PAR-1), ~ dem Trypsin- und
Tryptase-Rezeptor (PAR-2) und/oder des Thrombin—Rezeptors
bzw. Rezeptor unbekannter Proteasen (PAR-3) sein. Uber-

raschenderweise wechselwirken die Autoantikérper spezifisch -

" mit dem zweiten extrazelluldren Loop 'bzw. der Schleife des

jewelllgen Protease-aktivierten Rezeptors (PAR) . Die Erfin-
dung betrifft demgemafp auch‘dle uberraschende Lehre, dass
das Hauptepitop der Autoantikérper, die mit Kalte-induzier-
ten Krankheitén. assoziiert sind, insbesondere der Kalte-
allergie< und besénders bevorzugt deni Raynaud—Syndrom, 
Peptidé mit. der . Aminosauresequenz ITTCHDVL, : ITTCHDAﬁ‘
und/oder ~LNITTCHD sind. Diese Sequenz ist auf dem PAR-1
und PAR-2 vorzugswelse Véllig identisch. Bei PAR-3 ist das’
nahe dem C-terminalen Ende gelegene Valin (V) durch Alanin
(A) ersetzt. Bei den Autoantikdrpern kann es sich demgeméf
um Antikérper handeln, die als agonistische Autoantikérper
fungieren, d.h. -  diese Autoantikérper sind in der Lage,
durch die Blndung an die entsprechenden Rezeptoren diese zu
aktivieren. Durch diese BAktivierung des Rezeptors kénnen
verschiedene Krankheiten bzw. pathogene Veradnderungen
induziert und/oder begleitet werden. Beispielsweise ist es
méglich, dass durch die Aktivietung der Rezeptoren die
Produktion on Messenger—Molekﬁlen moduliert wird. Es ist
jedoch auch moéglich, dass die Autoantikérper die Rezeptoren
der Zellen schédigen; die flir eine im Weéentlichen‘normale

Durchblutung der GliedmaRen verantwortlich sind. Im

‘Gegensatz zu der Wirkung der agonistischen Autoantikérper

steht bei nicht-agonistischen Autoantikdrpern die

tiblicherweise bei Antikdrpern beobachtete Funktion des
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Attackierens und Schadigens durch chronische Beanspruchung

des entsprechenden Targets iﬂf Vordergrund; dies schlieﬁt‘_f

~ jedoch eine Aktivierung oder’Deaktivierung der Rezeptoren

nicht aus.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfinduﬁg umfasst
das Peptid zus&tzlich Aminogruppen, Amide, Acetylgruppen,

Biotingruppen, Marker, Spacer und/oder Linker.

Vorﬁeilhafterweiée ist es méglich, das Peptid durch
derartige Sfrukturen. in verschiedenen Bereichen der
Diagnose und Therapie von Autoimmunkrankheiteﬁ einzusetzen.
Dem . Fachmann - sind +verschiedene QMéglichkeiten bekannt,
Peptide fiir verschiedene Verwendungen zu modifizieren. Wenn
beispielsweise vorgesehen ist, die -Peptide als Arznei-
mittel, beispielsweise oral =zu geben, sind bestiﬁmte
Veranderungen an der Struktur der Peptide vorzunehmen, die
dem Fachmann bekannt sind. Es ist jedoch auch mdglich, dass
die Peptide an das Tragermaterial wvon .Affinitétsséulen
gebunden werden, um zur Reinigung von Kdrperfltssigkeiten,
insbésondere von Blut, verwendet zu werden, die Bindung dér
Peptide an eine Matrik erfordert bestimmte strukturelle
Modifikatiénen der erfindungsgeméBen Peptide, die dem Fach-
mann ebenfalls bekannt oder durch Routineversuche zu ermit-

teln sind.

In einer, weiteren bevorzugten Ausfiithrungsform weist das

Peptid die Aminosduresequenz X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10

auf, wobei

X1 = Aminogruppe, Amid, Acetylgruppe, Biotingruppe,
Marker, Spacer, Linker, GKK, SGKK oder Deletion,
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X10 = Aminogruppe, Amid, Acetylgruppe, Biotingruppe,

Marker, Spacer, Linker, GKK, SGKK oder eine Deletion

ist.

Dem Fachmann ist bekannt, dass einzelne Aminosduren amnaloge

physikochemische Eigenschaften aufweisen,

dazu flihren,

die mit Vorteil

dass diese BAminos3uren untereinander aus-

getauscht werden konnen. Hierzu gehdren beispielsweise die

Gruppe der Aminosduren (a) Glycin, Alanin, Valin, Leucin

und/oder Isoleucin; bzw. die Aminosduren (b) Serin wund

Threonin, die Aminos&uren (c) Asparagin und Glutamin,
- (d)

Aminosiuren

Asparaginsdure

und

Glutaminsdure;

die

die

Aminosauren (e) Lyéin und Arginin sowie die Gruppe der

aromatischen Aminosiuren (f) Phenylalanin, Tyrosin und/oder

‘Tryptophan. Aminosfuren innerhalb ein und derselben Gruppe

(a-f) kénnen untereinander ausgetauscht werden. Weiterhin

ist es mdéglich, dass Aminos&uren durch modifizierte Amino-

sauren oder spezifische Enantiomere ausgetauscht werden..

+

Weitere Modifikationen sind géméﬁ der Lehre nach der

W099/62933 oder WO02/38592 mdglich.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfasst das

Peptid einen Linker und/oder einen Spacer, der ausgewadhlt
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ist aus der Gruppe umfassend: o-Aminocarbonsiuren sowie
deren. Homo- und Hetefooligomere, o, o-Aminocarbonsauren
sowie deren verzweigte Homo- oder Heterooligomere, sonstige
Aminoééuren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder
Hgterooligomere' (Peptide) ; Amino-oligoalkoky—alkylamine;
Méleinimidocarboﬁséufe-Derivate; Oligomere von Alkylaminen}
4-Alkylphenyl-Derivate; 4-Oligoalkoxyphenyl- oder 4-0Oligo-
alkoxyphenoxy-Derivate; 4—Oligoalkylmercaptopheﬁyl— oder 4-
Oligoalkylmercapfophenoxy-Derivate; 4-0Oligoalkylaminphenyl -~
odér 4jOligoalkylaminyphenoxy—Derivate; (Oligoalkylbenzyl) -
phenyl; oder 4-Oligoalkylbenzyl)-phenoxy-Derivate sowie 4-
Oligoalkoxyberizyl) -phenyl - oder : 4-Oligoalkoxybenzyl) -
‘phenoxnyerivate} TritylfDerivate;<' Benzyloxyaryl- . oder
Benzyloxyalkyl-Derivate; Xanthen-3-yl-oxyalkyl-Derivate; -
(4-Alkylphenyl) - oder - (4-Alkylphenoxy) -alkansdure-
Derivate; Oligoalkyl-Phenoxyalkyl- oder Oligoalkoxy-
phenoxyalkyl-Derivate; Carbamat-Derivate; Amine; Trialkyl-
silyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate; Alkyl- oder Aryl-
Derivate und/oder Kombinationen davon; weitere mogliche
SErukturen werden in der EP 1 214 350 beschrieben, die in

den Offenbarungsgehalt der Erfindung mit aufgenommen gind.

Nach einer weiteren besonders bevorzugten Ausflihrungsform

"der Erfindung ist das Peptid ausgew&hlt aus der Gruppe

umfassend:

a) ein Peptid umfassend die Aminosduresequenz ITTCHDVL,

ITTCHDAL und/oder LNITTCHD,

b) ein Peptid umfassend eine Amindsiuresequenz, die eine
ausreichende Homologie -aufweist, um zu einer Amino-

s&uresequenz gemadR a) funktionsanalog zu sein,
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¢) ein Peptid gemdR einer Aminosauresequenz a) oder b),
welches durch Deletionen, Additionen, Substitutionen,
Trénslokationen, Inversionen und/oder Insertionen
modifiziert wund funktionsanalog =zu einer Amiﬁo—
sduresequenz gemafR a) oder b) ist.

In einer besonderen Ausfilihrungsform der Erfindung ist das
Peptid, was eine ausreichendé Homologie aufweist, um  zu
einer der folgenden Aminosduren ITTCHDVL,‘ITTCHDAL unid/oder
LNITTCHD funktionsanaldg éu sein, zu diesen zumindest 40 %

homolog.

. In einer weiteren bevorzﬁgten.Amsfﬁhrungsform sind.diesé
Aminosiuresequenzen - mindestens 60 %, vorzugsweise 70 %,
bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt 90 %, homolog =zu
einer der folgenden Aminosduresequenzen: ITTCHDVL, ITTCHDAL
und/oder LNITTCHD. |

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfiithrungsform der
Erfindung besteht das Peptid im Weseﬁﬁlichen aus' dexr
.Aminosduresequenz ITTCHDVL, ITTCHDAL und/oder LNITTCHD.
Insbesondere besteht das Peptid aus Abwandlungen dieser
Sequenzen, die nach der W099/62933 wund der WO002/38592
gewonnen wurden, wobei diese Peptide selbstverstandlich

Autoantikéfper im Sinne der.Erfindung binden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfﬁhrungsform der Erfindung
wird das Péptid als therapeutischer. Wirkstoff eingesetzt
oder verwendet! Die Verwendung .als therapeutischer Wirk-
stoff meint im Sinne der Erfindung die Anwendung des

Peptides auf dem gesamten Gebiet der Medizin.
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiithrungsform der

‘Erfindung wird das Peptid von spezifischen Antikdrpern von

Patienten mit einer K&lteallergie gebunden; insbesondere
von Autoantikdrpern. Bei einem definierten, dem Fachmann
bekannten Mengenverhdltnis von Peptid und .Autoantikérper
kommt es zur Ausbildung <von Autoantikdérper-Peptid-
Komplexen, die beispielsweise ausfallen, oder spezifisches
Reaktionsverhalten. dergestalt zeigen, dass sie zur Elimi-

nierung der Autoantikdrper genutzt werden kdnnen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
ist insbesondere das Peptid immobilisiert. Im Sinne der Er-
findung werden unter Immobilisierung verschiedene Verfahren

und Techniken zum Fixieren der Peptide auf bestimmten

. Trdgern beispielsweise gemaB der W099/56126 oder der

W002/26292 verstanden. Die Immobilisierung kann
beispielsweise der Stabiiisierung der Peptide= dienen,
wodurch diese insbesondere Eei Lagerung oder beil einmaligem
Batch-Ansatz - durch biologische, chemische oder
physikalische Einwirkungen in ihrer Aktivitat mnicht
reduziert oder nachteilig modifiziert werden. Durch die
Immobilisierung der Peptide ist ein wiederholter Einsatz

unter technischen oder klinischen Routine-Bedingungen

méglich; weiterhin kann  eine Probe - bevorzugt

Blutbestandteile - mit mindestens einem der
erfindungsgeméffen Peptide kontinuierlich umgesetzt werden.
Dies kann insbesondere durch verschiedene Immobilisierungs-
techniken erreicht werden, wobei die Bindung der Peptide an
andere Peptide oder Molekiile bzw. an einen Tréger SO

erfolgt, dass die dreidimensionale Struktur, insbesondere
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an dem Zentrum, das die Wechselwirkung mit .den
Autoantikdérpern vermittelt, der entsprechenden Molekiile,

insbesondere der Peptide, nicht veré&ndert wird. Vorteil-

-hafterweise geht die Spezifitadt zu den Autoantikdrpern der

Patienten durch die immobilisierung nicht +verloren. Im
Sinne der Erfindung kénmnen drei grundsdtzliche Methoden zur

Immobilisierung verwendet werden:

(i) Quervernetzung: Bei der Quervernetzung werden die
Peptide miteinander fixiert, ohne dass ihre Aktivitéat.
nachteilig beeinflusst wird. Sie sind vorteilhafterweise

durch die Quervernetzung nicht mehr 1&slich.

(ii)" Bindung an einen Trager: Die Bindung an einen Trager
erfolgt zum Beispiel durch é@sorptiqn, Ionenbindung oder
kovalente Bindung. Dies kann- auch innerhalb von mikro-
biellen Zellen bzw. Liposomen oder anderen membranhaltigen
geschlossenen bzw. offenen Strukturen erfolgen. Die Peptide
werden durch die Fixierung vorteilhafterweise mnicht in
ihrer Aktivit&t beeinflusst. Die Peptide koénnen mit Vorteil
Zum Beispiel in der Klinik in Diagnose oder Therapie tra&-

gergebunden mehrfach oder kontinuierlich eingesetzt werden.

(iii) Einschluss: Der Einschluss erfolgt im Sinne der

Erfindung insbesondere an eine semipermeable Membran in

Form von Gelen, Fibrillen oder Fasern. Gekapselte Peptide

sind durch eine semipermeable Membran so durch- die um-

gebende Probenldsung getrennt, dass sie vorteilhafterweise
noch mit den Autoantikdrpern oder mit Fragmenten dieser

interagieren koénnen. Fir die Immobilisierung stehen ver-

' schiedene Verfahren zur Verfligung, wie beispielsweise die
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Adsorption an einen inerten oder elektrisch geladenen anor-
ganischen 'dder organischen Trager. Solche Tréger konnen
beispielsweise pordse ‘Gele, Aluminiumoxid, Betonid,
Agérose,' Stéﬁ:ke, Nylon oder Polyacrylamid sein. Die
Immobilisierung erfolgt hierbei durch physikalische Bin-

dungskréafte, oft unter Beteiligung von hydrophoben Wechsel-

‘wirkungen und ionischen Bindungen. Derartige Methoden sind

vorteilhafterweise einfach =zu handhaben wund sie beein-
flussen die Konformation der Peptide nur in geringem Um-
fang. Durch elektrostatische Bindungskrédfte zwischen den

geladenen Gruppen der Peptide und dem Trager kann die

‘Bindung vorteilhafterweise verbessert werden, zum Beispiel

- durch die Verwendung von JIonenaustauschern, insbesondere

Sephadex.

Ein weiteres Verfahren ist die kovalente Bindung an Trager-
materialien. Die \Tré.ger kébnnen dazu reaktive Gruppen auf-
weisen, die mit Aminosdure-Seitenketten hombdopolare Bin-
dungen eingehen. Geeignete Gruppen in Peptiden sind.
Carboxy-, Hydroxy- und Sulfidgruppenl und insbesondere die
endsténdiéen Amindgruppen von Lysinen. Aromatischg Gruppen
bieten die Moglichkeit fir Diazo-Kopplungén. Die Oberfléache
von mikroskopischen pordsen Glaspartikélﬁ kann durch
Behandlung mit Silanen aktiviert und anschlieRend mit Pep-
tiden umgesetzt’ werden. Hydroxy-Gruppen natlirlicher Poly-

mere koénnen zum  Beispiel mit Bromzyan aktiviert und an-

‘schlieBend mit Peptiden gekoppelt werden. Mit Poly-

acrylamid-Harzen  kénnen zahlreiche Peptide  vorteil-
hafterweise direkte kovalente Bindungen eingehen. Bei dem
Einschluss in dreidimensionale Netzwerke werden die Peptide

in ionotrophe Gele oder andere dem Fachmann bekannte
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Strukturen eingeschlossen. Die Poren der Matrix sind ins-
besondere so bésehaffen, dass die Peptide zurickgehalten
werden und eine Interaktion mit den Ziel;Molekﬁlen_méglich
ist. Bei der Quervernetzung werden die Peptide durch Ver-
netzung mit bifunktionellen Agenzien in.pOIYmere Aggregate
umgewandelt. Derartige Strukturen sind gelatinbs und leicht
verformbar und insbesondere fir den Einsatz in‘verschiede—
nenﬂAReaktoren geeignet. Durch Zugabe anderer inaktiver
Komponenten, wie zum Beispiel Gelatine, bei der Vernetzung
kdénnen die mechanischen und Bindungseigenschaf;en Vorﬁeil—'
hafterweise verbessert werden. Beil der Mikroverkapselung

wird der Reaktionsraum der Peptide mit Hilfe von Membranen

.. eingegrenzt. Die Mikroverkapselung kann zum Beispiel als

Grenzfléchen-Polymerisation durchgefihrt werden. Durch die .
Immobilisierung bei der Mikroverkapselﬁng wefden die
Peptide unldslich und dadurch wieder verwendbar. Iﬁ Sinne
- der Erfindung sind immobilisierte Peptide alle Peptide, die

sich in einem Zustand befinden, der ihre Wiederverwendung

" erlaubt. . Die 'Einschrénkung der Beweglichkeit wund der

Loéslichkeit der Peptide auf chemischem, biologischem oder
physikalischen Wege fihrt vorteilhafterweise zu niedrigen
Verfahrenskosten, insbesondere bei der Eliminierung wvon

Autoantikdrpern aus Blutbestandteilen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfﬁhruhgsform der Erfindung
ist das Peptid an eine Festphase gebunden. Die Bindung des
Peptides an die Festphase kann lber einen Spacer erfolgen.
Als Spacer kénnen alle chemiscﬁén Verbindungen eingesetzt
werden, die ffir die Funktion des Spacers die geeigneten
strukturellen und funktionellen Voraussetzungen aufweisen,

solange sie nicht das Bindeverhalten derart modifizieren,
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dass eine Bindung des Autoantikdrpers mit -dem Peptid héch—.

teilhafterweise beeintrichtigt wird.

Die Erfindung betrifft auch Erkennungsmolekiile, die gegen
die erfindungsgemidRen Nucleinsduremolekiile, die erfindungé—
gemaﬁen. Vektoren, die erfindungsgemaien Wirtszellen
und/oder gegen die erfindungsgemdBen Peptide gerichtet
sind. Bevorzugt sind die Erkennungsmolekiile ‘Antikérper,
Antisense—Konstfukte 'und/dder Chelatoren. Die erﬁindungs—
géméﬁen Erkennungsmolekiile kdnnen Antikérper sein, die
gegen die Autoantikdrper gerichtet sind, die beispielsweise
die Kalteallergie, insbesondere das Raynaud—Syndrom, indu-

zieren.

Die Erfindung betrifft auch eine pharmazeutische Zusammen-
setzung, die die erfindungsgemafen .Nucleinséuremolekﬁle,
die Vektoren, die Wirtszellen, die Peptidé und/oder die
Erkennungsmolekiile gegebenenfalls mit einem pharmazeutisch
vertriglichen Trager umfasst. Die pharmazeutische Zusammen-

setzung kann insbesondere als Arzneimittel eingesetzt wer-

den. Hierzu ist es beiépielsweise mdéglich, die Peptide

durch Zykiisierung oder andere dem Fachmann bekannte Ver-
fahren so zu modifizieren, dass sie durch kdérpereigene
pepﬁidabbauende Strukturen, wie zum Beispiel Serum-
proteasen, nicht zerstdrt werden kénnen. Durch Verwendung
der erfindungsgemfRen Peptide oder Erkennungsmolekiile ist
es mdglich, die Autoantikdrper in oder ex vivo zu neutrali-
sieren. Bei einer in vivo Neutralisation werden die Arznei-

mittel dem Patienten direkt verabreicht, béi einer ex wvivo

- Neutralisation wird beispielsweise das Blut Uber eine

Schleife - zum Beispiel in Form eines Schlauch-Kreis-
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laufes - aus dem Kdrper geleitet, folgend mit dem Arznei-
mittel in Kontakt gebracht und nach der erfolgten Neutrali-
sation der Autoantikérper wieder in den Organismus,

insbesondere dem Patienten, zurlickgefihrt. Im Sinne der

. Erfindung gelten als Arzneimittel sowohl solche pharma-

. zeutischen Zﬁsammensetzungen; die fur die therapeutischen

und prophylaktischen Zwecke verwendet werden als auch sol-

,che pharmazeutischen Zusammensetzungen, die als Diagnosti-

kum eingesetzt werden kénnen.

Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen, die

vorliegeﬁd|synonym verwendet werden, sind erfindungsgemaf

‘Stoffe ‘und Zubereitungen aus Stoffen, -die dazu bestimmt

sind, durch Anwendung am oder im menschlichen Korper
Krankheiten, Leiden, Kd&rperschédden oder krankhafte Be-
schwerden zu heilen, zu lindern oder zu verhlten. Medi-
zinische Hilfsstoffe sind erfindungsgemaf solche ' Stoffe;
dié zur Produktion als aktive Ingredienzien von Arznei-
mitteln eingesetzt werden. Pharmazeutisch-technische Hilfs-
stoffe dienen der geeigneten Formulierung des Arzneimittels
6der‘der pharmazeutischen Zusammensetzung und kénﬁen sogar,
sofern sie nur wahrend des Herstellungsverfahrens bendtigt
werden, anschliefend entfernt werden oder kénnen als phar-
mazeutisch vertrégliche Triger Teil der pharmazeutischen
Zusammensetzung sein. Beilspiele fir pharmazeutisch ver-
tragliche Trager sind nachstehend aufgeflthrt. Die Arznei-
mittelformulierung oder Formulierung der pharmazeutiséhen
Zusammensetzung erfolgt gegebenenfalls in Kombination mit
einem pharmazeutisch vertréglichen Trager und/oder Verdin-
nungsmittel. Beispiele fﬁr' geeignete pharmazeutisch ver-

tragliche Trager sind dem Fachmann bekannt und umfassen zum
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Beispiel Phosphat-gepufferte Kochsalzlésuﬁgen, Wasser,.

Emulsionen wie zum Beispiel 51/Wasser—Emulsionen,‘ ver-
schiedene Arten von Detergenzien, sterile LOosungen, etc.
Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen, die

solche Trager uﬁfasSen, kénnen mittels bekannter konven-
tioneller Methoden formuliert werden. Diese Arzneimittel
oder pharmazeutischen Zusammensetzungeﬁ kénnen einem Indi-
viduum in einer geeigneten Dosis verabreicht werden, bei-
spielsweise in einem Bereich von 1lug bis 10 g an Peptiden
pro Tag und Patient. Bevorzugt.werden dabei Dosen von 1 mg
bis 119. Bevorzugt wirdAeine'VErabreichung von mdglichst
wenigen und niédrigen Dosen und weiter bevorzugt eine ein-

malige Dosis. Die Verabreichung ‘kann auf verschiedenen

' Wegen erfolgen, beispielsweise intravends, intraperitoneal,

intrarektal, intragastrointestinal, intranodal, intra-
muskular, lokal, beispielsweise in den Tumor, aber auch‘
subkutan, intradermal oder auf "der Haut oder TUber die
Schleimh&ute. Die Verabreichung von Nukleinsduren, die Ffir
das erfindungsgemdfie Peptid codieren, kann auch in Form von
Gen-Therapie geschehen, beisﬁielsweise tber wvirale Vek-
toren. Die Art der Dosierung und des Verabreichungsweges
kann vom behandelnden Arzt entspréchend den klinischen
Faktoren bestimmt werden. Es ist dem Fachmann bekannt, dass

die Art der Dosierung von verschiedenen Faktoren abhangig

ist, wie zum Beispiel der GréRe, der Kdrperoberfliche, dem

Alter, dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit des
Patienten, aber auch von dem speziellen Mittel, welches
verabreicht wird, der Dauer und Art der Verabreichung und
von anderen Medikamenten, die méglicherweise paréllel
verabreicht werden. Weiterhin ist dem Fachmann bekannt,

dass er die Konzentration der Autoantikdrper mit den erfin-
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dungsgeméfen Peptiden zunachst diagnostizieren kann, um die

notwendige Konzentration des Arzneimittels zu bestimmen.

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder das Arzneimit-
tel umfassen insbesondere eine pharmakologisché Substanz,
die ein oder mehrere erfindungsgeméfe Peptide oder Erken—.
nungsmolekiile . oder/und diese codierende Nukleinsaure-

molekiile in einer geeigneten L&ésung oder Verabreichungsform

enthdlt. Diese kénnen entweder alleine mit.  den ent-

sprechenden unter Arzneimitteln oder pharmazeutischen Zu-
sammensetzungen beschriebenen Hilfsstoffen oder in Kombi-
nation mit einem oder mehreren Adjuvantien, beispielsweise

0S-21, GPI-0100 oder andere Saponine, Wasser-01 Emulsionen

‘wie beispielsweise Montanide, Adjuvantien, Polylysin, Poly-

argininverbindungen, DNA-Verbindungen wie Dbeispielsweise

CpG, Detox, bakterielle Vakzine wie beispielsweise Thyphus-

 vakzine oder BCG-Vakzine, Salze wie beispielsweise Kalzium-

phosphate und/oder einem anderen geeigneten Stoff zur
Wirkungsverstarkung verabreicht werden; vorzugsweise immun-
stimulatorische Molekiile, wie Interleukine, beispielsweise
IL-2, IL-12, IL-4 und/oder Wachstumsfaktoren, beispiels-
weise GM-CSF. Diese werden in bekannten Methoden mit den
erfindungsgeméRen Peptiden oder Erkennungsmolekiilen ge-
mischt und in einer geeigneten Formulierung und Dosierung
verabreicht. Formulierungen, Dosierungen und geeignete

Komponenten sind dem Fachmann bekannt.

Die pharmazeutisché Zusammensetzung oder das Arzneimittel
kann selbstversténdlich auch eine Kombination von zwei oder
mehreren der erfindungsgeméﬁen pharmazeutischen Zusammen-

setzungen oder Arzneimittel sein, sowie eine Kombination



10

15

20

25

30

WO 2004/067549 PCT/DE2004/000169

24

mit anderén Arzneimitteln, wie beiséielsweisé Antikérper-
therapien, Chemotherapién oder Radiotherapien, die auf eine
geeignefe Weise zeitlich" gemeinsam oder getrennt verab-
reicht bzw. angewandt werden. Die Herstellung der Arznei-
mittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen erfolgt nach

an sich bekannten Methoden.

Die Erfindung betrifft auch einen Kit umfassend das
Nucleinségremolekﬁl, den Vektor, die Wirtszelle, das Peptid
und/oder das Erkennungsmolekﬁi, gegebenenfallé mit einer
Anleituﬁg oder Information =zur pharmazeutischen Béreit—
stellung bzw. zum therapeutischen Behandlungsverfaﬁren. Die
Information kamnn beispielsweise ein Beipackzettel sein oder
ein anderes Medium, was dem Anwender Informationen dartber
gibt, in welchem therapeutischen Verfahren die genannten
Substanzen einzusetzen sind. Der Beipackzettel enthdalt ins-
besondere detaillierte und/oder wesentliche Informationen
Uber das Heilverfahren. Selbstverstdndlich ist es nicht
zwinﬁend erforderlich, dass die Information einen Beipack-
zettel darstellt, es ist mdglich, .dass diese Information

beispielsweise Uber das Internet mitgeteilt wird.

Die Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung zur Chroma-

tographie, die die erfindungsgeméfien Peptide.umfasst.

In einer bevorzugten -Ausflihrungsform sind die Peptide
innerhalb des Chromatographiesystems an eine Festphase

gebunden.

Die erfindungsgemdRe Vorrichtung kann insbesondere dazu

verwendet werden, die Autoantikdérper aus Flussigkeiten
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eines Patienten zu eliminieren bzw. die AutoantikOrper zu
neutralisieren. Dieses Verfahren ist dem Fachmann unter dem
Begriff der Immunadsofption und derx Apheresetherépie
bekannt. Mit Hilfe - der Immunadsorption werden
Immuriglobuline aus dem Blut des Patienten entfernt.
Vorteilhafterweise kann' diese Immunadsorptionsbehandlung
stationdr wund ambulant durchgefdhrt werden. Es kann
vorgeséhen sein, dass die Vorrichtung, insbesondere der so
genannte Adsorber, Bestandteil eines extrakorporalen
Blutkreislaufes ist. Hierbei wird dem Patienten aus einem
groReren KorpergefaR, insbesondere einer Armvene,
kontinuierlich bzw. diskontinuierlich Blut entnommen und
mittels, Filtration oder - Zentrifugation in einzelne
Bestandteile, wie beispielsweise die zelluldren und die
humoralen Bestandteile, separiert. Ein wesentlicher
Bestandteil des Blutes, das hierdurch gewonnen wird, ist
insbesondere Blutplasma. Das Blutplasma kann vorteilhafter-
weise durch die erfindungsgem&Re Vorrichtung geleitet und
nach Adsorption der Autoantikdérper zusammen mit den zuvor
separierten Blutbeétandteilen, insbesondere den zelluldren
Beétandtéilen, dem' Patienten zurlickgegeben werden, ins-
besbndere durch eine andere Arm- bzw. Beinvene. Es kann
weiterhin vorgesehen sein, dass die Peptide an -einer
Sepharose-Matrix immobilisiert sind. Diese Matrix kann in
einen Behilter gegeben werden, der ein Volumen von 10 bis
400 ml aufweist. Das Blutplasma des Patienten kann dann
{iber diese Matrix geleitet werdén, wobei die Autoantikérper
binden und so aus dem Blﬁtplasma eliminiert werden koénnen.
Dem Fachmann sind verschiedene Mdglichkeiten bekahnt; der-
artige festphasenfixierte Peptide bereitzustellen, bei-

spielsweise in Form von (i) regenerationsfahigen 2d-
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sorptionssdulen, in Form von (ii) Doppelsdulen als éuch in
Form von (iii) Einmalséuien. Die verschiedenen”spﬁi- und
Elutionsldésungen, die eiﬁe hahe Effizienz der Behandlung
ermdglichen, koénnen durch den Fachmann problemlos durch
Routineversuche ermittelt werden. Dufch die Bereitstellung
der erfindungsgemé&fen Lehre, insbesondere der érfindungs~
geméfRen Peptide, sind dem.Eacpmann verschiedene Mdéglich-
keiten .offenbart, diese in wvivo, ex vivo und in vitro, zur
Prophylaxe, Diagnose, Therépie als auch zur Nachbehandlung-
von Kalte-induzierten, Autoantikérper-vermittelten Kraﬁk—

heiten einzusetzen.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Behandlung
einer Kilteallergie durch eine Bindung und/oder eine Ent-
fernung von Autoantikdrpern mittels von an eine Festphase

gebundene erfindungsgeméfe Peptide.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung sind die

Autoantikdrper gegen PAR-1, PAR-2 und/oder PAR-3 gerichtet:

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungs-
gemafen Nucleinséureﬁolekﬁle, der erfindungsgeméﬁén Wirts-
zellen,. des erfindungsgeméfen Vektors, der erfindungs-
gemdffen Peptide, der erfinduﬁgsgeméﬁen ﬁrkennungsmolekﬁle,
der erfindungsgemafen pharmazeutischen Zusammensetzung, des
erfindungégeméﬁen Kits als auch der erfindungsgemaflen
Vorrichtung zur Prophylaxe, Diagnose, Therapie, Verlaufs-
kontrolle und/oder Nachbehandlung von  Durchblutungs-

stérungen.
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Die Erfindung betrifft_aﬁch die Verwendung der erfindungs-
gemafien Nucleinsduremolekiile, der erfindungsgemiBen Wirts-
zellen, des erfindungsgemdRen Vektors,: der erfindungs-
gemdRen Peptide, der erfindungsgeméﬁeﬁ Erkennungsmolekiile,
der erfindungsgemdRen pharmazeutischeh_Zusammenéetzung, des
effindungsgeméﬁen Kits als auch der erfindungsgemaBen Vor-
richtung zur Herstellung eines Arzneihittels zur Behandlung

von Durchblutungsstdérungen.

In einer bevorzugﬁen Ausfihrungsform der Erfindung sind
die Durchblﬁtungsstérungen eine Akrozyanose, eine Kalte-
ha&magglutinationskrankheit, ein Hyperviskositatssyndrom,
ein Ischamiesyndrom, eine Akrotrophoneurose, eine Sklero-
dermie, ein Kalteerythem, eine ZKéltepﬁrpura, eine ‘Kalte~‘
urtikaria, eiﬁe Kryopathie und/oder eine Kryoglobulinimie.
Eine Akrozyanose im Sinne der Erfindung ist jede Verfarbung
der Akren bei allgemeiner Zyanose infolge Ortlicher,
vends-kapilldrer vasomotorischer Sté&ungen, die verstérkt
bei Kilte und Nésse und  mit Neigung zu Erfrierungen
auftreten. Erfindungsgemaf ist die Akrozyanoée insbesondere
A. anaesthetica, A.e frigOre und/oder A. juvenile. Eine
Kéltehémagglutinationskfahkheit im Sinne der Erfindung ist
eine erworbene Krénkheit, die auf der Bildung wvon Kalte=-
h&magglutin beruht. Sie kann beispielsweise eine Hémolyse
zur Folge haben, insbesondere.wenn die Umgebungstemperatur
éuf unter 20 °C f&llt. Das Hypgrviékositétssyndrom ist er-
'findungsgeméﬁ eine Krankheit, bei der durch erhdhte Vis-
kositédt das FlieRvermdgen des Blutes herabgesetzt wird. Das
Ischémiesyndrom wird im Sinne der Erfindung .in das akrale
und das intermittierende Ischdmiesyndrom unterschieden. Es

werden hierunter im Sinne der Erfindung alle funktionellen,



10

15

20

25

30

WO 2004/067549 PCT/DE2004/000169

28

organischen und gemischt-funktionell organischen Durch-
blutuﬁgsstérungen der Hande und FiiRe verstanden. Im engeren
Sinne kann es sich - beispielsweise ‘auch‘ um das-
Raynaud-Syndrom handeln. Dié~Akrotrophoneurose bedeutet die
Stérung der Duréhblutung der Gewebsernahrung an Qen Glied-
mafen, insbesondere an den GliedmaRenenden. Sklerodermie im
Sinne der Erfindurg ist ein Oberbegriff fir chronisch ver-
laufende Kraﬁkhei;en mit bindegewebiger Verhdrtung entweder
umschriebener Hautareale oder bei generalisiertem Befall
der Haut wunter Beteiligung innerer Organe. Im Sinne der
Erfindung werden zum einen die diffuse oder‘progressive'und
zirkumskripte Sklerodermie unterschieden. Das Kalteerythem
ist beispielsweise ein akuter Gewebsschaden durch'.éine

Kélteeinwirkung, insbesondere infolge +von Mangeldurch-

‘blutung, aber auch infolge eines direkten thermischen An-

griffs. Hierbei kann es beispielsweise zu diskontinuier-
lichen Nervendegenefétionen, Muskel- und Fettgewebsnekrosen
als auch zu Knochenschdden kommen. Die K&ltepurpura ist im
Sinne der Effindung eine kleine Blutung im Bereich der
Haarfollikel infolge eimer Kalteeinwirkung. Unter  Kalte-
urtikaria wird die Quaddelbildung verstanden, nachdem ein
Hautareal mit einem kalten Gegenstand, miﬁ kaltem Wasser
oder mit kaltem Wind in KXontakt gekommen ist. Eine
Kryopathie ist im Sinne der Erfindung eine Ortliche oder
ein allgemeiner Krankheitszustand mnach echter Kalte-

schaddigung bzw. eine Krankheit mit Auftreten wvon Kilte-

globolinen, bei konstitutioneller K&lteunvertraglichkeit.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfin-

dung ist die Durchblutungsstdrung eine Kalteallergie.
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Besonders | bevorzugt ist die ‘Kalteallergie ein
Raynaud—éyndrom. Effindung'sgeméﬁ wird zwischen dem Primdr-
und dem Sekunddr-Raynaud-Syndrom unterschieden. Primar ist
die Krankheit eine funktionelle Stérung der kleinen ver-
sorgenden GefadRe der Akren ohne erkennbare Grund-
erkrankungen. Charakteristisch ist beispielsweise der beid-
seitige Befall - auch Symmetrie - der H&nde bzw. der Zehen.
Die Beschwerden der primdren Krankheit lassen im Alter
nach. Diese Krankheit kommt bei 20 % der Raynaud-Patienten
vor. Die sekundare Kran]_cheiti ist haufig e;i.n ungleicher

Befall beider H&nde oder FiRe als Ausdruck einer anderen

- zugrunde liegenden Erkrankung, teils ohne organische GefaR-

erkrankungen, wie zum ‘Beispiel Nervenschadigungen, bei -
bestimmten Medikamenten .wie 2zum Beispiel Migrdnemitteln.
Haufig ist die Krankheit mit einer organischen GefaR-
erkrankuhg‘,’ vor allem einer Gefaﬁentzﬁndgng im Rahmen einer
Bindegewebserkrankung, einer so genannten Kollageﬁose,
verbunden. Beim Fortschreiten der Erkrankung kann es zu
Wachstumsstdérungen der Nagel sowie Absterben der Finger-

kuppen (verhdrtendes Phanomen) kommen.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungs-
geméRen Peptide sowie Nucleinsiuren oder Wirtszellen, der
erfindungsgemiffen pharmazeutischen Zusammensetzung, des
erfindungsgeméfen Kits wund/oder der erfindungsgeméBen
Vorrichtung zum Screenen von Arzneimitteln. Das Screenen
von Arzneimitteln . kann beispielsweise die Identifizierung
von Substanzen, = insbesondere Peptiden, Proteinen,
Kohlenhydraten . und/oder Lipiden  umfassen, die mit den
Peptiden und demgeméd® mit den Loops, insbesondere dem

zweiten Loop von PAR-1, PAR-2 und/oder PAR-3 wechselwirken.
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Eine. Wechselwirkung kann beispielsweise eine Bindung an
diese Peptide sein oder aber auch éine Aktivierung bzw.
eine Inhibierung Qon oder durch Peptide. Ein Arzneimittel
kénnte demgemdf beispielsweise eine Struktur sein, die im
Korper eines Patienten an’die Peptide, und dementsprechend

an die Loops bindet und so mit den Autoantikdrpern um eine

‘Bindungsstelle konkurriert. Durch die Offenbarung der

erfindungsgeméfen Lehre, insbesondere Uber die Offenbarung
des Zusamﬁenhangs von Krankheit und dem Bindungsort der
Autoantikérper, kann der Fachmann verschiedene Arzneimittel
screeneﬁ. Das Screenen von Arzneimitteln aufgrund von'

offenbarten Targets gehdrt zum allgemeinen Wissen des

~Fachmanns und erfolgt durch Routineversuche; es.sei auf die

entsprechenden Standardwerke der Molekularbiologie und

Pharmakologie verwiesen.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren gzur Behandlung

einer Autoimmunkrankheit durch eine Bindung und/oder

. Entfernung wvon Autoantik®drpern mittels +von an eine

Festphase gebundenen erfindungsgemédfen Peptiden. Durch die
an die Festphase gebundenen  Peptide werden die
Autoantikdrper gebuhden, _komplexiert wund/oder an der

Festphase neutralisiert.

In einér bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden
mit den genannten erfindungsgeméfen Stoffen und Erzeug-
nissen sowie den Vorrichtungen, insbeéondere der Chromoto-
graphievorrichtung 'und den Peptiden gegen PAR-1, PAR-2
und/oder PAR-3 gerichtete Autoantikérper detektiert, gebun-
den, ° komplexiert und/oder neutralisiert. Beispielsweise

kénnen die Peptide dazu eingesetzt werden, mit einem ELTSA
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oder einem anderen einem Fachmann bekannten immunologischen
Detektionsverfahren, Autoantikdrper in Seren von Patienten

nachzuweisen. Fir die Detektion kann es beispielsweise

) vprteilhaft sein, . dass die Autoantikdrper durch

biotinylierte bzw. anderweitig gekoppelte Peptide gebunden

und durch Streptavidin-gekoppelte Tridger, wie zum Beispiel

. Magnetpartikel oder -platten, separiert werden. Ein solches

Verfahren ist in der DE 102 56 897.9 beschrieben und in den
Of fenbarungsgehalt der Anmeldung mit aufgenommen. Die sepa-
rierten rAutoantikérper werden insbesondere durch
Igé—Subtyp—spezifische markierte Antikdrper detektiert. Im
Falle des Raynaud-Syndroms werden die Antikdrper insbe-
sondere mit IgG,-Subtyp-spezifischen markierten Antikérpern
detektiert. ‘

Im Folgenden soll die Erfindung anhand von Beispielen ndher

erlautert werden, ohne auf diese beschrénkt zu sein:

Beispiele
I. Affinitdtschromatographische Reinigung der Antikorper

Die biotinylierte Peptidsequenz LNITTCHD oder LNITTCHDCL
der zweiten_extrazelluléren Schleife des PAR-2 Rezeptors
wurde zur affinitétschromatographischen Reinigung der
Aﬂtoantikérper gegen den PAR-2 Rezeptor eingesetzt. Da die
angefiihrte Sequenz sowohl auf der zweiten extrazelluldren
Schleife des PAR-2 als auch des PAR-1 Rezeptors als Epitop
der Autoantikérper‘identifiziert wurde, koénnen mit dieser
'Sequenz Autoéntikérger gegen den PAR-1, PAR-2 und auch
gegen den PAR-3 Rezeptor gereinigt werden.
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Aus den Patientenseren werden durch Ammoniumsulphatfdllung
und sich anschlieBender Dialysé die Immunglobulinfraktionen
gewonnen. Diese IgG Frak;ionen (1 ml) werden mit 300 ul der
Peptidlésuﬁg (100 ug/ml) gemischt wund 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch, das den Antikdrper -
Peptidkomplex enthdlt, wird =zu den zuvor 3 x mit
phosphatgepufferten physiologischen Kochsalzlésungl(PBS, pH
7,2) gewaschenen Streptavidin-Magnetpartikeln gegeben. Nach
einer Stunde werden die Partikel im Magnetfeld séﬁariert,
3x mit. PBS gewaschen und nach der letzten Separation werden
die Antikérper mit 300 ul einer 3 M KSCN Losung von den
Magnetpartikeln ‘eluiert. AnschlieRend werden die Eluate

gegen die PBS Lésung dialysiert. AnschlieBend werden die

gereinigten PAR-Rezeptor Autoantikérper’ und die

Immunglobulinfraktionen, aus denen die Antikdrper entfernt

- wurden, hinsichtlich ihrer funktionellen Aktivitat im

Bioassay (spontan pulsierende Rattenkardio-myozyten)
analysiert. '

CIT. Neutralisation der agonistischen PAR-Rezeptor
Autoantikérper '

Zur Neutralisation der funktionellen Autoantikdrper werden
synthetisierte Peptide, die der zweiten extrazelluldren
Schleife des PAR-1 (QTIQVPGLNITTCHDVLNETLL) bzw. des PAR-2
(QTIFIPALNITTCHDVLPEQLL) Rezeptors entsprachen, mit den aus
den Seren von Patienten mit Raynoud’s Syndrom praparierten .
Immunglobulinfraktionen inkubiert.

Die Inkubation erfolgte ebenfalls mit der als AntikOrper-
Epitop  identifizierten Aminosauresequenz LINTTCHDVL ' der
zweiten extrazelluldren Schleife des PAR-1 und PAR-2

Rezeptors. Die Immunglobulinfraktiomen (50 pl) wurden mit
50 ‘pl der Peptidlésung (10 pg/ml)  1- Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Der . Peptid - Antikdrperkomplex

wurde anschlieRend im Bioassay hinsichtlich seiner
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funktionellen Aktivitdt untersucht. Nach der Vorbehandlung
der Antik6rper mit den entsprechenden Peptiden war der
agonistische Effekt aufgehoben. Peptide, die der ersten
extrazelluladren Schleife der PAR - Rezeptoren entsprachen
bzw. der =zweiten extrazelluldren Schleife des betal
adrenergen Rezeptors bzw. des Angiotensin IT ATl Rezeptors
entspraéhén, zeigten hinsichtlich der PAR Rezeptoren keine

neutralisierende Wirkung.
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Patentanspriiche

Isoliertes Nucleins&uremolekiil ausgewdhlt aus der

Gruppe umfassend:

a)

ein Nucleinsduremolekiil umfassend eine Nucleotid-

sequenz, -die "fiir mindestens ein Peptid. codiert,

- ausgewahlt -aus der Gruppe bestehend aus ITTCHDVL,

b)

c)

d)

e)

£)

ITTCHDAL und/oder LNITTCHD,

ein Nucleinsiuremolekiil, welches zu einer Nucleotid-

sequenz demaf a) komplementér,ist[

ein Nucleinsfuremolekil, welches mit einer
Nucleotidsequenz geméB a) oder b) unter stringenten

Bedingungen hybridisiert,

ein Nucleinsduremolek{il umfassend eine Nucleotid-
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist,
um zu einer Nucleotidsequenz gemdf a), b) oder c)

funktionsanalog zu sein,

ein Nucleins&uremolekll, das infolge des genetiéches
Codes zu einer Nucleotidsequenz gemdB a) bis d)

3
degeneriert ist und

ein Nucleinsduremolekdl gemdaf einer Nucleotidsequenz
nach a) bis e), welches dqrch Deletionen, Addi-
tionen, Substitutionen, Translokationen, Inversionen
und/oder Insértionen modifiziert und funktionsanalog

zu einer Nucleotidsequenz gemdR a) bis e) ist.
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Nukleins&uremolekil gem&f Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass’

die unter d) angegebene Nucleotidsequenz mindestens
40 % homolog zu einer der unter a) bis c¢) angegebenen

Nucleotidsequenzen ist.

Nukleinsduremoleklil gem&R Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass

die wunter d) angegebene Nucieotidséquenz ‘mindéstens
60 %, vorzugsweise 70 %,. bevorzugt 80 %, ganz besonders
bevorzugt 90 % homolog zu einer der unter a) bis c)

angegebenen Nucleotidsequénzén ist.

Nucleinsduremolekiil gemiR éinem der Ansprliche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass ‘
es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine. RNA

ist.

Vektor umfassend ein Nucleinsiuremolek{il gemdRf einem

der Ansprlche 1 bis 4.
Wirtszelle umfassend den Vektor gemaR Anspruch 5.

Peptid, codiert durch ein Nucleinséureﬁolekﬁl gemapk

einem der Anspriiche 1 bis 4.

Peptid nach Anspruch 7,

dadurch gekennzeichnet; dass
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es zusatzlich Aminogrﬁppen, Amide, Acetylgruppen,

Biotingruppen, Marker, Spacer und/oder Linker umfasst.

Peptid nach Anspruch 7 oder 8 mit der Aminosauresequenz

X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10, wobei

X1 = Aminogruppe, Amid, Acetylgruppe, Biotingruppe,
Marker, Spacer, Linker, GKK, SGKK oder Deletion

X2 = I, L, V, A,
X3 =T, N, D, R
X4 =T, I, L, A,
X5 = ¢, T, A, S,
X6 = H, T, S, A,
X7 =D, C, G, E,
X8 =V, H, A, L,
X9 = L, D, Y, F,

X10 = Aminogruppe, Amid, Acetylgruppe, Biotingruppe,
Marker, Spacer, Linkerr GKK, SGKK oder elne Deletion

ist.

Peptid nach dem vorhergehenden Anspruch,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Linker und/oder Spacer ausgewdhlt sind aus der
Gruppe umfassend:

o~Aminocarbonsduren sowie deren Homo-' und Hetero-
oligomere; o,w-Aminocarbonsiuren sowie deren verzweigte
Homo- 6der Heterooligomere; sonstige Aminosduren sowie
die 1linearen "~und verzweigten Homo- oder Hetero-
oligomere; Amino—oligoalkoxy—alkylamine; Maleinimido-
carbonsdure-Derivate; Oligomere von Alkylaminen;

4-Alkylphenyl-Derivate; 4—oligoqlkoxyphenyl~ oder
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‘4—Oligoalkoxyphenoxy—Derivate; 4—Oiigoélkylmercapto-
phenyl- oder 4-0Oligoalkylmercaptophenoxy-Derivate;
-4-Oligoalkylaminphenyl- - oder 4-0ligoalkylaminy-

phenoxy-Derivate; (Oligoalkylbenzyl)-phenyl- oder 4-
Oligoalkylbenzyl) -phenoxy-Derivate sowie 4-0Oligoalkoxy-
benzyl) -phenyl- oder 4—Oligoalkoxybénzyl)4phenoxy-
Derivate; Trityl-Derivate; Benéyloxyaryl- oder
Benzyloxyalkyl-Derivate; Xaﬁthen;B—yl-oxyalkyl—
Derivate;  (4-Alkylphenyl)- oder w—(4—Alkylphen6xy)—

alkanséure-Derivaﬁe; Oligoalkyl-Phenoxyalkyl- oder

Oligoalkoxy—phenoxYalkyl—Derivate; Carbamat-Derivate;

Amine; Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-

Derivate; Alkyl- oder Aryl-Derivate und/oder

Kombinationen davon.

Peptid nach einem der Anspriiche 7 bis 10,
dadﬁrch gekennzeichnet, dass
es ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend:

a) ein Peptid im wesentlichen enthaltend die
Aﬁinoséﬁresequenz ITTCHDVL, ITTCHDAL und/odéx
LNITTCHD, |

b) ein Peptid umfassend eine Aminosduresequenz, die eine

ausreichende Homologie aufweist, um zu einer Amino-

sduresequenz gemaf a) funktionsanalog zu sein,

c) ein Peptid gemdR einer Aminos&uresequenz a) oder b),

welches durch Deletionen, Additionen, Substitutionen,
Translokationen, Inversionen und/oder Insertionen
modifiziert und funktionsanalbg zu. einer Aminosdure-

sequenz gemaB a) oder b) ist.
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Peptid nach Anspruch 11,

dadurch gekennzeichnet, dass

die unter D) angegebene‘.Aminoééuresequenz mindestens
40°' % homolog zu einer der unter a) angegebenen Amino-

sduresequenz ist.

Peptid nach Anspruch 11 oder 12,

dadurch gekennzeichnet, dass

die unter b) . angegebene Aminosiuresequenz mindestens
60 %, vorzugsWeise 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders
bevorzugt 90 % homolog zu einef der unter a) ange-

gebenen Aminosduresequenz ist.

Peptid nach einem der Anspriiche 7 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass
es im Wesentlichen aus der Aminosauresequenz ITTCHDVL,

ITTCHDAL oder LNITTCHD besteht.

Peptid nach einem der Ansprliche 7 bis 14 zur Verwéndung

. als medizinischer Wirkstoff.

Peptid nach einem der Anspriche 7 bis 15,
dadurch'gekennzeichnet, dass '
das Peptid von Antikdérpern von Patienten mit einer

Kadlteallergie gebunden wird.
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Peptid nach einem der Anspriiche 7 bis 16, dadurch

gekennzeichnet, dass das Peptid immobilisiert ist.

Peptid nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass

das Peptid an eine Festphase gebunden ist-

Erkennungsmdlekﬁl gerichtet gegen ein Nucleins&ure-
molekiil gemidR einem der Ansprliche 1 bis 4, einen Vektor
gema&f BAnspruch 5, eine Wirtszelle gemaf? Anspruch 6

und/oder ein Peptid gemaR einem der Ansprliche 7 bis 18.

Erkennungsmolekiil nach Anspruch 19,
dadurch gekennzeichnet, dass
es ein Antikdérper, ein Antisense-Konstrukt und/oder ein

Chelator ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein Nuclein-
sduremolekiil gemdR einem der Anspriiche 1 bis 4, einen

Vektor gemdf Anspruch 5, eine Wirtszelle gemd&R Anspruch

6, ein Peptid gemdR einem der Anspriche 7 bis 18

und/oder ein Erkennungsmolekfl nach Anspruch 19 oder 20
gegebenenfalls mit einen pharmazeutisch vertrédglichen

Trager.

Kit umfassend éin Nucleins8uremoleklil gemdf einem der
Anspriiche 1 bis 4, einen Vektor gemdR Anspruch 5, eine
Wirtszelle gemdR Anspruch 6, ein Peptid gemdf einem der’

Anspriiche 7 bis 18, ein Erkennungsmolekll nach Anspruch
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23.

24.

25.

26.

40

19 oder 20 und/oder einer pharmazeutischen Zusammen-

" setzung nach Anspruch 21, gegebenenfallé mit einer

Anweisung zum Kombinieren der Inhalte des Kits und/oder

zum Bereitstellen einer Formulierung.

Vorrichtung zur Chromatographie umfassend Peptidé gemaf’

einem der Anspruche 7 bis 18.

Vorrichtung nach Anspruch 23,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Peptide an eine Festphase gebunden sind.

Verwendung eines NUcléinséuremolekﬁls gemaR® einem der
Anspriiche 1 bis'>4, eines Vektors .geméﬁ Anspruch 5,
einer Wirtszelle gemdR Anspruch 6, eines Peptides gemaf
einem der Anspriiche 7 bis 18, eines Erkennungsmolekils
nach Anspruch 19 oder 20, einer pharmazeutischen

Zusammensetzung nach Anspruch 21, eines Kits mnach

’Ansp:uch 22, einer Vorrichtdng nach Anspruch 23 oder 24

zur Prophylaxe, Diagnose, Therapie, Verlaufskontrolle .

und/oder Nachbehandlung von Durchblutungsstdrungen.

Verwendung eines Nucleinsiduremoleki{ils gemdR einem der
Anspriiche 1 bis 4, eines Vektors .gemd Anspruch 5,
einer Wirtszelle gemafR Anspruch 6, eines Peptides gemaR
einem der Anéprﬁchg 7 bis 18, eines Erkennungsmolekﬁlsw
nach Anspruch 19 oder 20, einer pharmazeutischen
Zusammensetzung mnach Anspruch 21, .eineé Kits mnach
Anspruch 22, einer Vorrichtung nach Anspruch 23.oder 24
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung. von

Durchblutungsstdrungen.



10

15

20

25

WO 2004/067549 PCT/DE2004/000169

. 27.

28.

29

30.

31.

41

Verwendung nach Anspruch 25 oder 26,

dadurch gekennzeichnet, dass-

die Durchblutungsstérung eine  Akrozyanose, - eine
Kéltehémagglutinationskrankheit, ein Hyperviskositats-
syndrom, ein Ischa&miesyndrom, eine Akrotrophoneurose,
eine Sklerodermie, ein Kélteerythem, eine Kaltepurpura,
eine K&lteurtikaria, eine Kryopathie und/oder eine

Kryoglobulinamie ist.

Verwendung nach einem der Ansprﬁche 25 bis 27,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Durchblutungsstdrung eine Kalteallergie ist.

.. Verwendung nach Anspruch 28,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Kaélteallergie ein Raynaud—Syndrom ist.

Verwendung eines Nucleinsduremolekiils gemdf einem der
Anspriiche 1 bis 4, eines Vektors gemafs Anspruch 5,

einer Wirtszelle gemaR Anspruch 6, eines Peptides gemas

einem der Anspriiche 7 bis 18, eines Erkennungsmolekiils

nach Anspruch 19 oder 20, einer pharmazeutischen
Zusammensetzung nach Anspruch 21, eines Kits mnach
Anspruch 22, einer Vorrichtung nach Anspruch 23 oder 24

Zzum Screenen von Arzneimitteln.

Verwendung nach einem der Anspriiche 25 bis 30,

dadurch gekennzeichnet, daés
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32.

33.

34.

42

gegen PAR-1, PAR-2 und/oder PAR-3 gerichtete Auto-
antikérper detektiert, gebunden, komplexiert und/oder

neutralisiert werden.

Verwendung nach Anspruch 31, -

dadurch gekennzeichnet, dass

zur Detektion IgG,-Subtyp-spezifische Antikdrper ein-

.gesetzt werden.

Verfahren zur Behandlung einer K&lteallergie durch eine
Bindung und/oder eine Entfernung von Autoantikdérpern
mittels von an eine Festphase gebundene Peptide mnach

einem der Anspriiche 7 bis 18.

Verfahren nach Anspruch 33,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Autocantikdrper gegen den =zweiten Loop von ?AR-l,

PAR-2 ‘und/oder PAR-3 gerichtet sind.
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