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(57) Abstract: The invention relates to the use of known pharmaceutical substances chloropromazine, ethacrine, quinacrine, lovas-
€\ tatine, doxorubicine and D-penicillamine for the diagnosis of human and animal neurodegenerative diseases such prion diseases as
< TSE diseases suc has BSE, CID, vCID, scrapie and other neurodegenerative diseases based on the formation of neurotoxic amyloid

plaques. Body fluids such as whole blood, plasma, serum, liquor, urine, milk, lymph, lymph plasma and saliva, i.e. body fluids
& containing proteins, are used as test media. Previously, said substances were used therapeutically as psychopharmaceuticals, cyco-

statics, lipid reducres, antitheumatics and antiparasite agents. The invention also relates to a method for the diagnosis of human and
) animal neurodegenerative diseases, wherein said pharmaceutical substances are used.

0

o (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung der bekannten pharmazeutischen Substanzen Chlorpromazin,

¥ Ethacrin, Quinacrin, Lovastatin, Doxorubicin und D-Penicillamin zur Diagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer

S Erkrankungen wie Prion-Erkrankungen alsTSE-Erkrankungen wie BSE, CJD, vCJD, Scrapie und anderer neurodegenerativer
Erkrankungen, die auf der Bildung neurotoxischer Amyloidplaques beruhen wie Alzheimersche Erkrankung. Als Untersuchungs-
medien werden Korperfliissigkeiten wie Vollblut, Plasma, Serum, Liquor, Urin, Milch, Lymphe, Lymphplasma, Speichel genutzt,
also in jedem Fall proteinhaltige Korperfliissigkeiten. Bisher wurden diese Substanzen therapeutisch als Psychopharmaka, Zytosta-
tika, Lipidsenker, Antirheumatika und antiparasitire Mittel verwendet. Weiterhin wird unter Verwendung der pharmazeutischen
Substanzen ein Verfahren zur Dioagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer Erkrankungen vorgeschlagen.

/



WO 2004/005930 PCT/DE2003/002288
1

Diagnostische Verwendung von pharmazeutischen Substanzen und Verfahren zur

Diagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer Erkrankungen

Die Erfindung betrifft die Verwendung der in der medizinischen Therapie- bekannten
pharmazeutischen Substanzen Chlorpromazin, Doxorubicin, Ethacridinlactat, Lovastadin, D-

Penicillamin und Quinacrin mit den Formeln
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zur Diagnose chronischer Formen neurodegenerativer Erkrankungen beim Menschen und bei
Tieren aus kérpereigenen Fliissigkeiten.

Als Kérperﬂﬁssigkeitén kommen
beispielsweise Vollblut, Plasma, Serum, Liquor cerebrospinalis, Lymphe, Lymphplasma,
Urin, Milch, Speichel oder Ascites in Frage, also in jedem Fall proteinhaltige

Korperflissigkeiten.

Chronisch verlaufende neurodegenerative Erkrankungen umfassen familidre oder sporadische
Erkrankungen bestimmter Nervenzellen, die zu TSE-Erkrankungen, dementiellen Syndromen,
zentralen Bewegungsstorungen, Ataxien oder Motoneuronerkrankungen fithren und
neuropathologisch durch fortschreitende Zerstérung und Ersatz durch Gliagewebe oder
schwammartige Degeneration von Gehirnarealen oder unldsliche Amyloidplaques
gekennzeichnet sind.

Zu den wichtigsten neurodegenerativen Erkrankungen gehéren

* Prionerkrankungen, die als iibertragbare spongiforme Enzephalopathien (TSE) z.B.
BSE' und Scrapie im veterindrmedizinischen Bereich und Creutzfeld-Jakob-Krankheit
(CID), vCID, Kuru, Gerstmann-Striussler-Scheinker-Krankheit (GSS) oder Fatale
familidre Insomnie (FFI) im humanmedizinischen Bereich umfassen.

R Proteiﬁspeicherkrankheiten, die durch Fehlfaltungen bestimmter Proteine zu
Amyloidablagerungen im Gehirn fithren und z.B. die Alzheimér—Krankheit
verursachen.

o Erkrankungeﬁ des extrapyramidalen Systems wie das Parkinson-Syndrom und die
Chorea.

¢ Kleinhirnerkrankungen wie die Friedreich-Ataxie.

¢ Demyelinisierende Erkrankungen wie die Multiple Sklerose.

* Neuromuskulére Krankheiten wie Amyotrophe Lateralsklerose (ASL).



WO 2004/005930 PCT/DE2003/002288

Mit der erfindungsgeméissen Verwendung der 0.g. pharmazeutischen Substanzen lassen sich
chronisch verlaufende neurodegenerative Erkrankungen erfassen. Diese Erkrankungen
konnten bisher nicht am lebenden Menschen oder lebenden Tier diagnostiziert werden.
Diese Situation ergibt sich, weil diese Erkrankungen sich durch eine lange Inkubationszeit bis
zum Auftreten erster Krankheitssymptome auszeichnen oder andere Symptome die
Grunderkrankung verschleiern konnen und bisher noch keine Methoden fiir spezifische

Nachweise bestehen.

Bei der Tierhaltung besteht im Hinblick auf die Verbrauchersicherheit ein grosses
gesellschaftliches Interesse_ an der Diagnose von BSE unter Verwendung von Korper-
flissigkeiten lebender Tiere, da bisherige Diagnoseverfahren nur Gehirnproben getoteter
Rinder untersuchen konnen. Bisher werden post-mortem-Testverfahren als sogenannte
Schnelltests zum Nachweis von pathologischen Prionproteinen (PrPsc) aus homogenisiertem
Hirngewebe eingesetzt, indem spezifische Antikérper nach Bindung an PrPsc iiber
Floureszenzmarker detektiert werden. Nach dem gleichen Prinzip lassen sich auch
Surrogatmarker wie das Protein 14-3-3, das im Liquor cerebrospinalis an BSE erkrankter
Rinder erhé6ht sein soll, nachweisen.
Ein kiirzlich beschriebenes Verfahren weist zellulire Nucleinsiuren im Serum an BSE er-
krankter Tiere mittels PCR-Amplifizierung und Farbstoffmarkierung nach, siehe Brenig et al.
' BMTW 115, 122-124(2002).

Je schneller ein Nachweis von PrPsc oder eines Surrogatmarkers im Blut gelingt, umso
geringer ist die Zahl der zu tétenden Tiere aus Herden, in denen ein BSE-Fall aufgetreten ist

und die Verbrauchergefahrdung durch PrPsc-haltige Lebensmittel und Medikamente.

Zum Stand der Technik ist weiter auszufiihren.

Die erfindungsgemiB zu verwendenden Substanzen wurden bisher wie folgt eingesetzt:
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* Chlorpromazin ist ein Phenothiazinderivat und wurde nach seiner Entdeckung 1951
als Neuroleptikum zur Behandlung schwerer psychischer Erkrankungen eingesetzt.
Die antipsychotischen Eigenschaften des Chlorpromazin bewirkten damals eine
Revolution in der Tﬁerapie von Psychosen. Heute ist Chlorpromazin von anderen
Substanzen mit hoherer therapeutischer Potenz und geringeren Nebenwirkungen und
Interaktionen abgelost worden. Neuere Untersuchungen mit Chlorpromazin an
Zellkulturen von Nagetier-Neuronen scheinen eine neue therapeutische Indikation
erkennen zu lassen, in vitro lieB sich die Umfaltung von physiologischem PrPc zu
PrPsc verhindern. Diese Erkenntnis soll in Therapieversuchen an Menschen, die an
CJD und vCID erkrankt sind, verifiziert werden.

e Doxorubicin gehdrt zu den Anthracyclinen der interkalierenden Antibiotika. Die

antimitotische Wirkung des Doxorubicins wird bei der zytostatischen Therapie

verschiedener Tumoren, wie z.B. kleinzelliges Bronchial-CA oder Ewing-Sarkom
genutzt.

. Eth;acridinlactat ist ein Acridin-Derivat, das antibakterielle Aktivitit entfacht, indem es .
die bakterielle DNA-Replikation verhindert. Ethacridinlactat wird heute hauptséchlich
als Desinfizienz bei parasitiren und bakteriellen Erkrankungen eingesetzt.

¢ Lovastatin gehort zu den Cholestrolsynthese-Enzym-Hemmern (CSE-Hemmer) und ist
als Arzneimittel zur Senkung der Blutcholesterolspiegel auf dem Markt.

¢ D-Penicillamin ist ein Abbauprodukt des Penicillins und wurde als
Basistherapeutikum fiir rheumatische Erkrankungen verwendet. Ausserdem ist D-
Penicillamin ein Chelatbildner mit der Fahigkeit, toxische Schwermetalle zu binden.

® Quinacrin ist ein Acridin-Derivat und wurde in der Zeit des 2. Weltkrieges als

Antimalariamittel eingesetzt.
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GemdB Stand der Technik werden die erfindungsgemiss zu verwendenden Substanzen
Quinacrin und Chlorpromazin als mégliche Therapeutika gegen die Umwandlung von

physiologischen Prionproteinen (PrPc) in pathologische Prionproteine (PrPsc) beschrieben

und zur Anwendung an Menschen empfohlen. Es wird hier auf Korth et al PNAS 98 (17):
9836 verwiesen. Eine Diagnose ex juvantibus lisst sich aus diesem therapeutischen Ansatz

nicht ableiten.

Im Unterschied zu therapeutischen Ansitzen, in denen Medikamente gesucht werden, die in
der Lage sind, den first pass Effekt in der Leber und die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden
sowie nebenwirkungsarm sein miissen, haben diagnostisch verwendbare pharmazeutische
Substanzen  diesbeziiglich und auch unter toxikologischen Gesichtspunkten keine

Limitierung.

Zusammenfassend ist bis hierher festzustellen:

Die eingangs genannten pharmazeutischen Substanzen werden bisher nur therapeutisch als
Psychopharmaka, Zytostatika, Lipidsenker, Antirheumatika, Antibiotika und aptiparasitéire
‘Mittel eingesetzt.

Ci;rom'sch verlaufende neurodegenerative Erkrankungen, die wie oben genannt zu TSE-
Erkrankungen dementiellen Syndromen, zentralen Bewegungsstorungen, Ataxien und
Motoneuronerkrankungen fithren, kénnen am lebenden Menschen bisher nicht diagnostiziert
werden.

Bei der Rinderhaltung ist es bei Verdacht auf BSE nur moglich, post-mortem Testverfahren

einzusetzen.
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Die in der Erfindung verwendeten Substanzen wurden bisher als Diagnostika fiir

neurodegenerative Erkrankungen bei Menschen und Tieren nicht beschrieben.

Es ist die Aufgabe der Erﬁndung, pharmazeutische Substanzen zur Diagnose chronischer
Formen neurodegenerativer Erkrankungen von Ilebenden Menschen und Tieren
bereitzustellen, wobei die Diagnose aus menschlichen oder. tierischen Korperfliissigkeiten
erfolgt. Es ist weiterhin die Aufgabe der Erfindung, unter Verwendung pharmazeutischer
Substanzen ein Verfahren zur Diagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer

Erkrankunge vorzuschlagen.

Erfindungsgeméss werden die Aufgaben wie folgt geldst, wobei auf die Patentansprtiche

verwiesen wird.

Gegeniiber dem Stand der Technik wurde {iberraschend gefunden, dass Untersuchungen mit
den o.g. Substanzen 'z.B. im Plasma oder Serum von gesunden und an BSE erkrankten
Rindern ausgepriigte Unterschiede in den physikalischen Eigenschaften des Serums/Plasmas
zeigten, sodass diese Substanzen nicht nur als Therapeutika sondern auch als Diagnostika

genutzt werden kénnen.

Das Verfahren zur Diagnose bezieht sich auf die Verwendung von wissrigen Lésungen der
pharmazeutischen Substanzen im Zusammenwirken mit vorgenannten Korperfliissigkeiten,
.urg;l mit den darin enthaltenen Proteinen signifikante Reaktionsunterschiede zu zeigen, die auf
erkrankte oder nicht erkrankte Probanden schliessen lassen.

Das Verfahren zur Diagnose erfolgt entsprechend der Patentanmeldung DE 101 30 727.6.
Diese deutsche Patentanmeldung geht von der Messung von Mikroviskositéitsverinderungen
als Immuntest aus. Als Folge von spezifischen Reaktionen zwischen zwei Komponenten, z.B.
Antigen-Antikorper-Reaktion treten
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Mikroviskosititsverinderungen auf, die zu eindeutig reproduzierbaren Ergebnissen fiihren.
Oder anders gesagt: Es erfolgt die Erfassung und Auswertung der Verdnderung der
Mikroviskositit einer flilssigen Probe als Ergebnis einer Antigen-Antikorper-Reaktion oder
anderer biochemischer Reaktionen. | '

Das Verfahren zur Diagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer Erkrankungen
unter Verwendung der vorher genannten pharmazeutischen Substanzen soll ergéinzend im
Hinblick "auf das Immuntestverfahren, welches auf der Messung von

Mikroviskosititsveriderungen basiert, niher erldutert werden.

In einer lichtdurchldssigen Mikrokiivette befindet sich eine wissrige Losung mit inerten
magnetischen Mikropartikéln.Dieser Losung wird eine proteinhaltige Korperfliissigkeit und
eine der vorher erwidhnten pharmazeutischen Substanzen als proteinbindende
Reaktionskomponente zugegeben. Diese Probe wird eienm homogenen, stabilisierten
gepulsten Magnetfeld ausgesetzt und mit einem stabilisierten Laser bestrahlt. Damit wird
ermdglicht, dass die Intensitétsfluktuationen von Speckle-Mustern aufgrund der Bewegung
der magnetischén Mikropartikel als Mass fiir die Mikroviskositét registriert werden. Eine
ansteigende_Mikroviskositit im Fall der Bildung von Proteinprézipitaten nach Zugabe der
pharmazeutischen Substanz oder weiterer Zugabe eines zweiten Liganden wird zur

Qualifizierung und Quantifizierung des gebildeten Prizipitats genutzt.

Die Konzentration der pharmazeutischen Substanzen kann unterschiedlich fir einzelne
Erkrankungen und einzelne Korperfliissigkeiten sein, —sie ist abhingig von der

Proteinkonzentration der Korperfliisigkeiten.

Es komnen einzelne oder mehrere der pharmazeutischen Substanzen zur Erfassung oder
Diagnose der neurodegenerativen Erkrankungen zusammen mit den Proteinen der

Korperfliissigkeiten zur Reaktion gebracht werden.
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Patentanspriiche:

1. Die Verwendung von pharmazeutischen Stoffen
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Lovastatin mit der Formel
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Doxorubicin mit der Formel
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D-Penicillamin mit der Formel
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zur Diagnose chronischer Formen neurodegenerativer Erkrankungen aus menschlichen und
tierischen Korperfliissigkeiten.
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2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentrationen der
pharmazeutischen Substanzen unterschiedlich fiir einzelne Erkrankungen und einzelne Kér-

perfliissigkeiten sein kdnnen.

3. Verwendung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Korperfliissigkeiten
Proteine enthalten miissen, die, in Abhéngigkeit von den verwendeten pharmazeutischen

Substanzen und deren Konzentrationen, unterschiedliche Konzentrationen aufweisen.

4. Verwendung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass dass eine oder mehrere
der pharmazeutischen Substanzen zur Erfassung oder Diagnose bestimmter Erkrankungen

zusammen mit den Proteinen der Korperfliissigkeiten zur Reaktion gebracht werden.

5. Verfahren zur Diagnose menschlicher und tierischer neurodegenerativer Erkrankungen un-
ter Verwendung der pharmazeutischen Substanzen Chlorpromazin, Doxorubicin, Etha-
cridinlactat, Lovastadin, D-Penicillamin und Quinacrin, wobei diese pharmazeutischen
Substanzen mit proteinhaltigen Korperfliissigkeiten in Kontakt gebracht werden und die
dadurch hervorgerufenen Mikroviskosititsvetréinderungen als Folge von spezifischen

Reaktionen erfasst und ausgewertet werden.
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