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Verfahren und Immunabsorbentien zur spezifischen Detektion und

Absorption Zdliakie- und Dermatitis herpetiformis assoziierter

Antikorper

Die vorliégende Erfindung betrifft Fusionspeptide, die sich
von Komponenten des Gliadins ableiten, Testreagenzien zum
diagnostischen Nachweis von Antikérpern gegen diese Peptide
und Verfahren zur Immunabsorption solcher Antikdérper zur

Therapie der Z&éliakie und der Dermatitis herpetiformis.

Stand der Technik:

Bei Patienten mit Gluten-Unvertrdglichkeit (Gluten-sensitive
Enteropathie; Kleinkinder: Zdéliakie, Erwachsene: einheimische
Sprue; Zdbliakie wird im Rahmen der vorliegenden Anmeldung auch
altersunabhdngig und synonym zu Gluten-sensitiver Enteropathie
verwendet) wird durch Verzehr Gluten-haltiger Getreideprodukte

eine Schiadigung der Diunndarmschleimhaut hervorgerufen. Es
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kommt zu einer Zottenatrophie und zu funktionellen Stérungen.
Das klinische Bild ist gepragt von Diarrhoe und den Folgen der
Malabsorption (insbesondere Gewichtsverlust, bei Kindern
Wachstumsretardierung). Bei einigen Patienten mit Gluten-sen-
sitiver Enteropathie besteht zusatzlich eine Dermatitis herpe-
tiformis Duhring: eine chronische, mit Blasenbildung einherge-
hende Hauterkrankung, die éber auch flir sich allein auftreten

kann.

Einen wichtigen Beitrag zur Diagnose der Gluten-sensitiven En-
teropathie und der Dermatitis herpetiformis Duhring 1liefert
die Untersuchung zweier verschiedener Antikdérper: Gegen Glia-
din und gegen Gewebs-Transglutaminase. Sie sichert die klini-
sche Diagnose ab und eignet sich dariber hinaus zur Verlaufs-
kontrolle und zur Uberwachung einer Gluten-freien Diat oder
eines Gluten-Belastungstests. Eine spezifische Abtrennung
dieser beiden Antikd6rper aus dem Plasma der Patienten kann

einen positiven therapeutischen Effekt mit sich bringen.

Wihrend der akuten Krankheitsphase der Gluten-sensitiven Ente-
ropathie sowie Dbei Dermétitis herpetiformis sind wmeist
Gliadin-Antikdérper der Klassen IgA und IgG nachweisbar. Anti-
kérper der Klasse IgM sind gelegentlich auch nachweisbar, in
der Regel aber nur, wenn gleichzeitig auch Antikdérper gegen

Gliadin der Klassen IgA und IgG vorliegen.

Mit Beginn einer Gluten-freien Did&t fallen die IgA-Antikdérper
gegen Gliadin innerhalb weniger Monate auf niedrige Werte ab,
wahrend Antikérper der Klasse IgG im allgemeinen langer
persistieren. Permanent hohe IgA-Gliadin-Antikdérperspiegel
sprechen daflir, daR eine Gluten-freie Didt nicht eingehalten
wird. Unter Gluten-Belastung kommt es im Falle eines Rezidivs
innerhalb weniger Tage 2zu einem Anstieg der IgG-Antikdrper

gegen Gliadin, die IgA-Antikérper folgen etwas spater.
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Die physiologische Funktion der Gewebs-Transglutaminase

besteht in der Katalyse der Ausbildung einer Isopeptid-Bindung

zwischen einer y-Carboxamid-Gruppe eines Glutamin- und der e-
Aminogruppe eines Lysinrestes extrazelluldrer Matrixproteine,
wodurch diese kreuzvernetzt werden (Aeschlimann et al. 2000
Connective Tissue Res. 41:1-27; Gentile et al. 2002. Neurochem

Int. 40:79-83).

Mit der Nahrung aufgenommene Glutamin-reiche Gliadine kénnen
nach der Resorption ebenfalls durch Gewebstransglutaminase
modifiziert werden. Allerdings erfolgt hier vorzugsweise die
enzymatische Desamidierung von Glutamin- zu Glutamat-Resten
(zusammengefasst in Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry
50:2370-2375). Diese fihrt zu einer starkeren Bindung von
Gliadin-Peptiden an MHC-Klasse II Molekile und dadurch zu
einer gesteigerten T-Zell-Stimulation bei Patienten mit
Zdliakie (Sjdéstrdém et al. 1998. Scand J Gastroenterol. 48:111-
115; Molberg et al. 1998. Nat Med. 4:713-717).

Als wichtiges Epitop fir Antikérper der  Klasse  IgA,
insbesondere von Teilen des desamidierten Gliadins, wurde das
Tripeptid Prolin-Glutamat-Glutamin (PEQ) identifiziert (Osman
et al. 2000. Clin Exp Immunol. 121:248-254). Es wurde gezeigt,
dass desamidiertes Gliadin spezifischer durch Antikdérper von
Zdliakie-Patienten erkannt wird als das unmodifizierte Gliadin
(Aleanzi et al. 2001. Clin Chem. 47:2023-2028). Durch die
Autoren wurde flir den Nachweis von Antikdérpern gegen ein
desamidiertes, vom Gliadin abgeleitetes Peptid bei Zdéliakie
flir Antikdérper der Klasse IgA eine Sensitivitdt von 85,0% bei
einer Spezifitat von 86,7% und fur Antikérper der Klasse IgG
eine Sensitivit&t wvon 90,0% bei einer Spezifitat von 86,7%
hinsichtlich einer Zoliakie-Erkrankung ermittelt (siehe

Tabelle 1,a).
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Im Rahmen einer systematischen Analyse der Bindung Zdéliakie-
assoziierter Antikérper der Klasse IgA an synthetische,
vornehmlich vom Gliadin abgeleitete Antigene wurden zwei Nona-
peptide entsprechend der SEQ-ID NO 2 (Pro Leu Gln Pro Glu Gln
Pro Phe Pro) und SEQ-ID NO 3 (Pro Glu Gln Leu Pro Gln Phe Glu
Glu) als bestgeeignete Antigene identifiziert (Schwertz et al.
2004. Clinical Chemistry 50:2370-2375). Die Synthese dieser
beiden Peptide (nach Kramer et al. 1998. J. Methods Mol. Biol.
87:25-39) erfolgte separat nebeneinander’ chemisch auf einer
Zellulosemembran, die anschliefend in einem Chemilumineszenz-
test direkt zur Bindung Zdéliakie-assoziierter Antikdérper ein-
gesetzt wurde. Das Verfahren ist von der Herstellung Membran-
basierter Peptid-Banken im Rahmen von Epitopmappingstudien
bekannt. Entsprechende Reagenzien fir den Antikérpernachweis
fiilhren bei der Produktion diagnostischer Testsysteme zu hohen

Herstellungskosten.

Dessen ungeachtet haben Schwertz et al. zwei Membran-basierte
ELISA zum Nachweis von Antikérpern der Immunglobulinklasse IgA
gegen Gliadin bei Z6liakie mit Chemilumineszenz-Detektion
durchgefihrt, die in der kombinierten Auswertung beider
Antigene entsprechend SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 zusammen
(siehe Tabelle 1, b) eine Sensitivitdt von 94,2% bei einer

Spezifitat von 93,4% aufwiesen.

Die Chemilumineszenzdetektion ist aufwdndig und auf teure
Analysegerdte angewiesen. Es wurde nicht gezeigt, ob die erho-
benen diagnostischen Leistungsdaten auch mit den mehrheitlich
verbreiteten kolorimetrischen Detektionsverfahren zu erzielen
sind. Die Autoren selbst weisen auf diesen Nachteil hin und
schlagen zur weiteren Verbesserung ihres Testsystems eine
erneute Sequenzoptimierﬁng sowie die Uberfiihrung des Membran-
basierten Chemilumineszenztestsystems auf das Mikrotiter-

plattenformat vor, ohne diese Aufgabe geldst zu haben.
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Schwertz et al. haben nur Gewebstransglutaminase-IgA-positive
Seren in die Studie einbezogen. Proben von Patienten mit
selektivem IgA-Mangel fihren bei Schwertz et al. nicht zu
einer Verringerung der Sensitivitat wie bei ergebnisoffener
Patientenauswahl, sodass hier eine ungerechtfertigt 2zu hohe
Sensitivitdt in der GréRenordnung von 3-5% anzunehmen ist. Die
Leistungsdaten basieren auBerdem auf einer kombinierten Aus-
wertung der mit zwei separaten und auf den Peptidsequenzen
nach SEQ ID NO 2 bzw. SEQ ID NO 3 basierenden, schlecht routi-

netauglichen Bestimmungen.

Ein Mikrotiterplatten-basierter ELISA zur Bestimmung von Anti-
kdérpern der Klasse IgG auf Basis eines (gemafs der Sequenz SEQ
ID NO 2) der beiden Nonapeptide wies in einer Studie (Prause
et al. 2007, Posterbeitrag zur 22. Jahrestagung der Gesell-
schaft flir padiatrische Gastroenterologie und Ernahrung,
Bochum) ebenfalls eine Verbesserung gegeniber dem Stand der
Technik fir die Bestimmung von Antikdérpern der Klasse IgG auf,

fir IgA wurden keine Ergebnisse gezeigt (siehe Tabelle 1, c).

In der Studie von Schwertz et al. hat sich gezeigt, dass die
getrennt durchgefiihrte aber kombiniert ausgewertete Antikor-
perbestimmung unter Einsatz der Peptide gemdff SEQ ID NO 2 und
SEQ ID NO 3 eine.Verbesserung der serologischen Zdliakie-Dia-
gnostik ermdglicht. Die Leistungsdaten der Arbeit von Aleanzi
et al. wurden von Schwertz et al. deutlich ubertroffen. Bei
Schwertz et al. miissen aber mindestens zwei getrennte Synthe-
sen und Bestimmungen (Antigene entsprechend SEQ ID NO 2 und
SEQ ID NO 3) separat durchgefithrt werden, was den doppelten
Material- und Arbeitsaufwand verursacht. Es ware mdglich, die
beiden Peptidantigene zu mischen und das Gemisch zur Beschich-
tung der Festphase im ELISA einzusetzen. Solche Tests leiden
aber an mangelnder Reproduzierbarkeit, einer Zunahme der un-

spezifischen Reaktionen und zu gegenseitiger sterischer Behin-
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derung bei der Bindung der antigenen Komponenten an die Ober-

flache.
Immunglobu- ot s
1in-Klasse Sensitivitat Spezifitat Quelle
IgA 85,0% 86,7% Aleanzi et al.,
: 2001
a
IgG 90,0% 86,7% SEQ ID NO 1
IgA < 94,2% 93,4% Schwertz et al.,
b 2004
*
IaG nicht nicht SESEIDIgONg gnd
g ausreichend? | ausreichend? Q
IgA anht anht Prause et al.,
ausreichend? | ausreichend?
2007
c
IgG 95, 0% 94,7% SEQ ID NO 2

* jnkorrekte vorselektierte Patientenauswahl

Tabelle 1: Zusammenstellung der publizierten Leistungsdaten
von Testsytemen basierend auf desamidierten Gliadin-homologen

Peptidantigenen.

Aufgabe der Erfindung war es, die oben beschriebenen Nachteile
des Standes der Technik zu UuUberwinden und ein besser routine-
taugliches Antikd6rper-Testsystem fUr die Diagnose der Zdéliakie

bereitzustellen, welches kompetente Resultate liefert.

Beschreibung der Erfindung:

Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der Anspriuche, insbe-

sondere durch die im Folgenden beschriebenen Fusionspoly-

peptide geldst.
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Aus dem Stand der Technik l&sst sich ableiten, dass mit Hilfe
der Einzelpeptide nach SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 eine
kompetente Diagnose der Zdéliakie méglich ist. Wir syntheti-
sierten diese beiden Peptide deswegen zundchst chemisch in
biotinylierter Form und setzten sie zur Beschichtung von
Mikrotiterplatten ein. Durch den Nachweis gebundenen Biotins
konnte sichergestellt werden, dass die Peptide sich an die
Oberfldche gebunden hatten, allerdings gelang es nicht, die
aus dem Stand der Technik abgeleiteten diagnostischen
Leistungsparameter nachzuvollziehen. Daraufhin stellten wir
die Versuche mit den chemisch synthetisierten Peptiden gemaR

SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 ein.

Als Alternative zur chemischen Synthese ware es mdglich
gewesen, die Peptide gemd® SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3
rekombinant zu exprimieren (siehe Beispiele 1 und 2), und zwar
in der Form mehrerer fusionierter, jeweils durch Methionin-
reste voneinander getrennte Kopien, im Bereich derer mittels
Bromcyan gespalten werden koénnte, um sie zu vereinzeln. Dann
hitte man die Komponenten aufgetrennt, jeweils einzelne ELISA
durchgefihrt und parallel fur die Diagnostik eingesetzt oder

man hitte mit der Mischung beschichtet.

Die Erfinder haben aber die Idee verfolgt, die Peptide gemaf
SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 zu einem neuen Fusionspeptid gemaf
SEQ ID NO 4 (Pro Leu Gln Pro Glu Gln Pro Phe Pro Glu Gln Leu
Pro Gln Phe Glu Glu) zusammenzusetzen. Von diesem Fusionspep-
tid sollten mehrere Kopien aneinandergefiigt synthetisiert und
nach erfolgter rekombinanter Synthese die Peptide wieder
vereinzelt werden. Wir synthetisierten eine entsprechende DNA
und integrierten sie in trimerer Form in ein E.coli-
Expressionsplasmid, sodass wir das zirkuldre Plasmid gemafl SEQ
ID NO 6 erhielten (siehe Beispiel 1). Mit Hilfe dieses

Plasmids konnten wir das im Folgenden als Trimer bezeichnete
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Polypeptid gemd® SEQ ID NO 7 in E. coli exprimieren,
aufreinigen (siehe Beispiel 2) und anschliefend, wie erwartet,
durch Behandlung mit Bromcyan spalten. Das Spaltprodukt
(Monomer) setzten wir zur Beschichtung von Mikrotiterplatten
ein. Parallel dazu fuhrten wir Kontrollen mit dem ungespal-
tenen Trimer unter identischen Bedingungen durch. Uberraschen-
derweise erzielten wir im ELISA mit kolorimetrischer Detektion
(siehe Beispiel 3) mit dem Trimer als Antigensubstrat wesent-
lich bessere Leistungsdaten flir die Immunglobulinklasse IgG
zur Identifizierung der 2zdéliakie-Patienten als mit Test-
systemen des bereits hoch entwickelten Standes der Technik

(siehe Tabelle 2).

Auch mit Monomeren, die durch Spaltung aus dem Trimer
gewonnenen wurden, lieflen sich in Vorversuchen die Leistungs-
daten der ELISA-Systeme des Standes der Technik bereits uber-
treffen, die weitaus besten Ergebnisse wurden aber mit dem un-
gespaltenen Trimer erreicht. Peptidantigene aus mehr als 3
Polypeptidsequenzen gemdaff SEQ ID NO 4 koénnen ebenfalls uUber-

ragende Leistungsdaten erzielen

Zur Ermittlung der Leistungsdaten des ELISA basierend auf dem
Polypeptid gemaf SEQ ID NO 7 (Trimer) fihrten wir im Folgenden
eine Studie mit Serumproben von Personen mit “bioptisch
gesicherter positiver bzw. negativer Zdéliakiediagnose durch
(siehe Beispiel 3). Im Unterschied zu Schwertz et al. wurde
das Kollektiv nicht vorselektiert, d.h. Patienten mit selekti-
vem IgA-Mangel wurden nicht ausgeschlossen. Das Kollektiv

setzte sich folgendermafen zusammen:

Gruppe 1l: Zdliakiepatienten ohne spezielle Diat zum Zeitpunkt
der Biopsie (Marsh 2-3). Diese Gruppe umfasst auch Patienten

mit Dermatitis herpetiformis.
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Gruppe 2: Patienten mit Dermatitis herpetiformis, bei denen

keine Z&liakie bekannt ist.

Gruppe 3: Patienten, bei denen die bioptische Untersuchung

gegen eine Zdliakie spricht (Marsh 0).

Gruppe 4: Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrank-
ungen (Morbus Crohn und Colitis ulcerosa), bei denen eine
dunndarmbioptische Untersuchung erfolgte und in der Kkeine

zdliakietypische Veranderungen beschrieben wurden.

Die Gruppe 1 wurde als klinisch gesicherte Zdéliakie-Positiv-,
die Gruppe 2 als klinisch gesicherte Dermatitis herpetiformis-
Positiv- und die Gruppen 3 und 4 als Negativkontrollgruppen
zur Ermittlung der Leistungsparameter durch Signal-Analyse
mittels "Receiver Operating Characteristic"-Kurven (ROC)-Ana-

lyse eingesetzt.

Ergebnisse: Wie in Tabelle 2 wiedergegeben, zeigte sich, dass
der ELISA basierend auf dem Polypeptid gemaR SEQ ID NO 7 eine
hohere Sensitivitdt und Spezifitdt fur den Nachweis Zdéliakie-
spezifischer Antikdérper der Klasse IgG aufweist als der von
Prause et al. beschriebene Test. Dariber hinaus ist mit dem
gleichen erfindungsgemafien ELISA auch eine qualitativ hoch-

wertige Bestimmung von Antikdérpern der Klasse IgA mdglich.

Wir konnten zeigen, dass sich durch das Zusammenfiigen der Pep-
tidsequenzen gemdff SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 zu einem Peptid
gemdR® SEQ ID NO 7 Antigene herstellen lassen, die sich als
Substrate flir robuste, einfach zu produzierende ELISA mit ko-
lorimetrischer Detektion eignen. Mit Testsystemen, die Anti-
gensubstrate gemdf der Erfindung enthalten, kénnen 2zdbliakie-
assoziierte Antikédrper gegenlber dem Stand der Technik einfa-
cher, sicherer und mit hdherer Genauigkeit bestimmt werden.

Darliberhinaus ermdéglicht das erfindungsgemafe Verfahren auch
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die spezifische Bestimmung von Antikérpern der Klassen IgA und

IgG bei Patienten mit Dermatitis herpetiformis (siehe Tabelle

2).
Sensitivitat Spezifitat
IgA 80, 8% 94,6%
Zbliakie
Ig9G 98, 0% 96,0%
Dermatitis IgA 66,7% 94,6%
herpetiformis IgG 66,7% 96,0%

Tabelle 2: Leistungsparameter des erfindungsgemdffen ELISA hin-
sichtlich der Diagnose einer Zdliakie bzw. einer isolierten

Dermatitis hepetiformis.

In Bezug auf die Diagnostik der Zzdéliakie erzielten wir mit ei-
nem Reagenz entsprechend der Erfindung (Variante SEQ ID NO 7,
Trimer) fir den Nachweis Zd&liakie-assoziierter Antikdrper der
Klasse IgG eine Sensitivitdt von 98,0% bei einer Spezifitat
von 96,0%. Diese Werte liegen deutlich Uber den bisher besten
publizierten Daten (Prause et al.: Sensitivitat 95,0%, Spe-

zifitat 94,7%).

Was Antikérper der Klasse IgA betrifft, betrdgt die Sensitivi-

" tat 80,8% und liegt damit unter den von Aleanzi et al. und

Schwertz et al. (siehe Tabelle 1 a und b) publizierten Daten.
Aleanzi et al. haben jedoch eine ungenligende Spezifitat von
86,7% erzielt und liegen daher, Spezifitdt und Sensitivitat
zusammen genommen, hinsichtlich des IgA gleichauf mit unseren
Ergebnissen. Die Werte von Schwertz et al. kdénnen auBerdem nur
bedingt zum Vergleich herangezogen werden, weil das Patienten-
kollektiv vorselektioniert war. Der Verzicht auf Patientenpro-
ben mit selektivem IgA-Mangel (ca. 3% der an Zo6liakie Erkrank-

ten; Challacombe et al. 1995, Arch. Dis. Childhood 73:3-7;
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siehe Anmerkung zu Tabelle 1) spiegelt bei Schwertz et al. ei-
ne zu hohe diagnostische Sensitivitat vor, die in einem nicht
vorselektionierten Kollektiv so nicht 2zu reproduzieren ist.
AuRerdem ist das Testsystem von Schwertz et al. nicht fur eine

industrielle Produktion einsetzbar.

Fir die Immunglobulinklasse IgG wurde die Uberlegenheit eines
der Zielantigene gemdf der Erfindung gegeniber dem Stand der
Technik eindeutig bewiesen. Da nach aller Erfahrung bei Zdlia-
kie und Dermatitis herpetiformis die Antikdérper gegen Gliadin
der Immunglobulinklassen IgA und IgG gegen gleiche Antigenepi-
tope gerichtet sind, ist davon auszugehen, dass auch fir IgA
bei Verwendung des Probenmaterials identischer Patienten-
kollektive in den Testsystemen des Standes der Technik und der
vorliegenden Erfindung fur letztere die besten Leistungspara-

meter ermittelt werden kdénnen.

Antigene gemdR der Erfindung sind technisch einfach, in aus-
reichender Menge und bester Qualitdt herstellbar. Sie 1lassen
sich ohne weiteres an definierte Oberfldchen binden. Sie eig-
nen sich, unter anderem, aber nicht ausschlieflich, fur Fest-
phasenimmuntests und immunaffinitdtschromatographische thera-

peutische Verfahren.

Gegenstand der Erfindung sind Fusionspolypeptide, die Peptid-
sequenzen entsprechend SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 in
beliebiger Reihenfolge enthalten. Dabei kénnen an beliebiger
Stelle bis zu 30 % der Aminosauren entfernt oder gegen belie-
bige Aminosduren ausgetauscht sein, wobei die Aktivitat des
Fusionspolypeptids vergleichbar bleiben sollte, insbesondere
die Bindung von Z&éliakie- und Dermatitis herpetiformis-spezi-
fischen Antikoérpern. Insbesondere kann das Fusionspolypeptid
i, 2, 3, 4 oder 5 Aminosdureaustausche, insbesondere konserva-

tive Aminosdureaustausche, oder Deletionen enthalten (verteilt
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auf beide Sequenzen, insbesondere 1, 2, oder 3 Aminosdureaus-

tausche oder Deletionen pro Sequenz.

Selbstverstidndlich kann das Fusionspolypeptid auch weitere
Sequenzen enthalten. In einer Ausfihrungsform ist mehr als 50%
des Peptids einer der Sequenien nach SEQ ID NO 2 oder 3
zuzuordnen. Insbesondere kénnen bis zu 30% oder bis zu 40%
beliebiger Aminosduren hinzugefligt werden. Diese kOnnen =z.B.
einer leichteren Aufreinigung des Peptids (z.B. His-Tag, Flag-
Tag o0.4.), einer besseren Stabilitdt oder einer leichteren
Zuganglichkeit fir Antikérper dienen (z.B. als Spacer zwischen
den Epitop-Sequenzen). Selbstverstandlich kdénnen auch weitere
far die Diagnose oder Therapie von 2Zdliakie wund/oder
Dermatitis hepatiformis nitzliche Epitope, z.B. aus

Gewebstransglutaminase, enthalten sein.

Die Fusionspolypeptide kénnen alternativ auch nur eine Kopie
der jeweiligen Peptidsequenzen enthalten, insbesondere enthal-
ten sie aber Peptidsequenzen entsprechend SEQ ID NO: 2 und SEQ
ID NO 3, d.h., jeweils eine Mehrzahl an Kopien. Bevorzugt
umfassen solche Fusionspolypeptide zwei oder mehr,
insbesondere drei oder mehr oder drei bis 2zwanzig oder 4 bis
10 Kopien der jeweiligen Sequenzen. Dabei kann die Anzahl der
Kopien von SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 gleich oder auch
unterschiedlich sein, und die Sequenzen kénnen sich zum Teil
liberschneiden, miissen dies aber nicht. Zum Beispiel kénnen 2
Kopien von SEQ ID NO 2 und 3 Kopien von SEQ ID NO 3 vorliegen

oder umgekehrt.

Die kleinste Einheit des bevorzugten erfindungsgemdfien Poly-
peptids enthdlt die durch Schwertz et al. beschriebenen
Peptide gemdf SEQ ID 2 und SEQ ID 3 in einer sich Uberschnei-
denden Sequenz gemafy SEQ ID NO 4.
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Es missen daher im Vergleich 2zu Schwertz et al. keine zwei
Tests parailel angesetzt werden. Multimere Formen der erfin-
dungsgemdflien Einheit, insbesondere dér kleinsten Einheit
bieten, nachdem sie an eine Oberfliche gekoppelt wurden, eine
hdhere Sicherheit als monomere Formen, da ausreichend Epitope
fir die Reaktion mit den spezifischen Antikdérpern zur
Verfiigung stehen und immer noch welche Ubrig bleiben, wenn
Bereiche des Polypeptids fiur die Bindungsreaktion an die

Oberfldche unzuganglich geworden sind.

Der in der vorliegenden Erfindung gegenuber dem Stand der
Technik nochmals erreichte Qualitdtssprung ist wahrscheinlich
am grdRten bei den neuen Peptidsequenzen gemal SEQ ID NO 4
bzw. SEQ ID NO 7. Diese Peptidsequenzen sind gegentber dem
Stand der Technik als neue Qualitdt anzusehen. Gegenstand der
Erfindung sind auch Polypeptide mit mehr oder weniger als drei
Kopien des Peptids gemdf SEQ ID NO 4, insbesondere mit 2 oder
mehr, drei oder mehr oder 4 oder mehr Kopien, sowie von
Teilpeptiden bestehend aus mindestens zehn, mindestens 14,
mindestens 15 oder mindestens 16 in SEQ ID NO 4 aufeinander-
folgenden Aminosduren, da diese sich wie das Polypeptid gemaf
SEQ ID NO 7 einsetzen lassen und bevorzugt eine vergleichbare

Bindung der Antikdrper zeigen.

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind auch Fusionspolypeptide
aus den in beliebiger Reihenfolge und Anzahl zusammengesetzten
Polypeptiden gem&f SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3, sowohl mit als
auch ohne Sequenziberschneidungen, da auch hierflir dem Fu-
sionspolypeptid gemdR SEQ ID NO 4 vergleichbare Eigenschaften
hinsichtlich der Bindung Z&liakie- und Dermatitis herpetifor-

mis spezifischer Antikdérper zu erwarten sind.

Dem Fachmann ist bekannt, dass sich physikochemisch &hnliche

Derivate aus den bisher beschriebenen Polypeptiden durch eine
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oder mehrere konservative Aminosdureaustausche (Glutamat 2zu
Aspartat E->D, Glutamin zu Asparagin Q->N, Phenylalanin zu
Tyrosin F->Y, Leucin zu Isoleucin L->I) an beliebigen Positio-
nen generieren lassen. Auch solche Derivate sind Gegenstand
der Erfindung und im Rahmen der Erfindung immer mit einge-
schlossen, da vergleichbare Eigenschaften hinsichtlich der
Bindung 2Zd&liakie- und Dermatitis herpetiformis spezifischer
Antikdrper zu erwarten sind. Unter vergleichbaren Eigenschaf-
ten versteht der Fachmann eine ahnliche Spezifitdt und Sen-
sitivit&t, insbesondere fur den diagnostischen Nachweis von
Zd6liakie und/oder Dermatitis herpetiformis wie in Tabelle 2
fiir den Nachweis von IgA und/oder von IgG angegeben (- 2% oder
besser oder bevorzugt - 1% oder besser), insbesondere ist die
Bindung der Antikdérper also mit der Bindung an das
Fusionspolypeptid nach SEQ ID NO: 7 vergleichbar. Insbesondere
kénnen bis zu 10%, bis zu 20% oder bis zu 30% der Aminosduren
durch einen oder mehrere konservative Aminosaureaustausche
ausgetauscht sein, wobei die Bindung von Zéliakie und Derma-

titis herpetiformis spezifischen Antikdérpern vergleichbar ist.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform enthdlt ein erfindungs-
gemafes Polypeptid mindestens eine und maximal 20 Kopien der
Sequenz gemaff SEQ ID NO 4. In einer besonders bevorzugten
Ausfihrungsform enthdalt ein erfindungsgeméﬁes Polypeptid
mindestens zwei und maximal zehn Kopien der Sequenz gemafs SEQ
ID NO 4 oder mindestens drei Kopien der Sequenz gemafs SEQ ID
NO: 4. In einer anderen Ausfihrungsform wird ein Gemisch

unterschiedlicher erfindungsgemdfer Polypeptide eingesetzt.

Die erfindungsgemdfien Fusionspolypeptide k&énnen auch in der
Form von Polymeren vorliegen, insbesondere Polymere, die 2 bis
20 oder 3 bis 10 erfindungsgemdfie Fusionspolypeptide umfassen.
Diese missen nicht durch eine Peptidbindung miteinander

verbunden sein, sondern kénnen auch auf andere Weise (z.B.
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iber eine Verbindungsgruppe) kovalent gekoppelt oder nicht-

kovalent assoziiert sein.

Fir den Fachmann ergeben sich weitere Verfahren zur Herstel-
lung, Aufreinigung und Isolierung der erfindungsgemafen rekom-
binanten Polypeptide, mit oder ohne Fusionspartner, wie etwa
Filtrations-, Chromatographie-, Elektrophorese- und Zentrifu-
gationsverfahren oder Kombinationen aus diesen. Solche Verfah-
ren zur Aufreinigung von Proteinen sind z.B. in Lottspeich und
Zorbas beschrieben (Bioanalytik, 1998, Spektrum akademischer
Verlag, Heidelberg, Berlin) oder Sambrook et al. (Molecular
cloning: a laboratory manual, 2000, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY). Gegenstand der Erfindung
sind deshalb auch mit solchen Verfahren hergestellte, aufge-
reinigte oder isolierte erfindungsgemdfie Polypeptide. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform wird das erfindungsgemaRe Polypep-

tid in E. coli rekombinant hergestellt.

Gegenstand der Erfindung sind daher auch Nukleinsduren (DNA
oder RNA), welche fur ein oder mehrere erfindungsgemafe
Fusionspolypeptide kodieren, z.B. flir ein Polypeptid umfassend
das Peptid gemaf SEQ ID NO 4 oder SEQ ID NO 7. Diese kénnen in
einem Expressionsvektor unter Kontrolle eines heterologen Pro-
motors vorliegen. Der Expressionsvektor kann in einer Wirts-
zelle enthalten sein. Es hat sich im Rahmen der Erfindung
herausgestellt, dass z.B. E. coli zur Expression der erfin-

dungsgemdfen Fusionspolypeptide geeignet ist.

Gegenstand der Erfindung sind auch mit einem Reportermolekil
markierte erfindungsgemafe Polypeptide. Als chemische Kopp-
lungsverfahren sind dem Fachmann eine Reihe unterschiedlicher
Verfahren wie solche, die die Reportermolekiile =zundchst mit
einer reaktiven Gruppe, bspw. Pentafluorophenylester, N-Hydro-

xysuccinimid oder Maleimid, versehen und die so aktivierten
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Reportermolekiile dann mit dem zu markierenden Zielmolekil,
bspw. einem Antigen oder Protein, in Kontakt bringen, bekannt.
Nach der Verbindung von Reportermolekiil und Zielmolekiil kann
lUberschiissiges Reportermolekiil anschlieflend durch chemische,
biochemische oder physikalische Trenntechniken,'bspw. Chroma-
tographie oder Filtration, entfernt werden. Als Reportermole-
kiile sind dem Fachmann eine Reihe unterschiedlicher Verbindun-
gen wie Fluorophore, bspw. Fluorescein oder Tetramethylrhoda-
min, Haptene, bspw. Biotin oder His-Tag und Enzyme, bspw.
Meerretich-Peroxidase oder alkalische Phosphatase, bekannt.
Zur Nutzung der verschiedenen Kopplungsverfahren sind zu die-
sem Zweck bereits aktivierte Reportermolekiile kommerziell er-
h&ltlich. Der Fachmann kennt weitere Reportermolekiile und
Kopplungsverfahren =zur Markierung von Proteinen. Gegenstand
der Erfindung sind deshalb auch mit solchen Verfahren herge-
stellte mit Reportermolekiilen markierte erfindungsgemafie

Polypeptide.

Gegenstand der Erfindung sind auch erfindungsgemdafe Fusions-
polypeptide, die mit einer festen Phase (z.B. einem Trager aus
Plastik wie einer Mikrotiterplatte, einem magnetischen Kigel-
chen, einer Membran z.B. aus Nitrozellulose) direkt oder indi-

rekt verbunden sind.

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Diagnose von
Zdliakie und/oder Dermatitis herpetiformis, bei denen eine
flissige biologische Probe eines Patienten (insbesondere Blut,
Plasma oder eine optional mit Wasser oder einem geeigneten
Puffer verdlinnte Stuhlprobe) mit erfindungsgemdfen Polypepti-
den in Kontakt gebracht wird und die Bindung von Antikdérpern
aus der biologischen Probe an diese Polypeptide erfolgt oder
erfolgen kann, wobei durch den Nachweis dieser Antikdérper ge-
gen eines dieser Polypeptide eine Zdliakie oder Dermatitis

herpetiformis diagnostiziert wird. Bei diesen Verfahren kann
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ein Gemisch aus mindestens zwei verschiedenen erfindungsgema-

Ben Polypeptiden verwendet werden.

Im Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, dass die erfin-
dungsgemidfen Polypeptide besonders geeignet zur Durchfihrung
immunologischer Verfahren wie etwa Westernblot, LinienBlot,
Dot-Blot oder Immunfluoreszenztest sind. Gegenstand der
Erfindung sind deshalb auch solche Verfahren, bzw. Diagnose-
verfahren, bei denen die Bindung der Antikdrper mit einem Im-
munfluoreszenztest, Microarray, ELISA, Lumineszenztest, Blot,

Radioimmuntest, Western Blot oder Dot Blot nachgewiesen wird.

Die Erfindung stellt auch einen Testsatz zum Nachweis von
Antikérpern zur Verfigung, der ein oder mehrere erfindungs-
gemdRe Fusionspolypeptide umfasst. Dieser ermdéglicht z.B. die
Durchftthrung eines erfindungsgemdfen Diagnoseverfahrens. Ein
solcher Testsatz kann auch sekunddre Antikdrper enthalten,
z.B. anti-human IgA und/oder anti-human IgG-Antikdérper, die
optional mit einem Reportermolekiil markiert sein kénnen. 1In
einer Ausfiihrungsform umfasst der Testsatz ferner Antigene,
die =zusdtzlich zur Diagnose der 2Zdliakie und/oder Dermatitis
herpetiformis geeignet sind, etwa Gewebstransglutaminase oder
Polypeptide mit Epitopen daraus, die zur Diagnose geeignet
sind. Damit kann der Testsatz z.B. zu einem kombinierten Test
verwendet werden, in dem IgA-Antikdérper gegen Gewebstrans-
glutaminase und IgG-Antikdérper gegen die erfindungsgemafien

Polypeptide nachgewiesen werden.

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind therapeutische Verfah-
ren zur Entfernung Zdéliakie-spezifischer Antikdérper aus Blut
oder Blutplasma, vorzugsweise von Patienten mit Zd&liakie und
Dermatitis herpetiformis. Dieses kann beispielsweise durch ex
vivo Immunadsorption (Immunapherese) an immobilisierte

erfindungsgemdfe Polypeptide erfolgen (gemdff Beispiel 4).
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Durch In-Kontakt-bringen mit dem Blut oder Plasma werden die
filr die immobilisierten Polypeptide spezifischen Antikdrper
entfernt, und die Koérperflissigkeit kann anschliefend wieder
reinfundiert werden. Entsprechende Verfahren sind 2z.B. zur
Therapie der dilatativen Kardiomyopathie auf Basis der Sequenz
des beta-adrenergenen Rezeptors beschrieben (ROnspeck et al.
2003 Ther Apher Dial. 7:91-97). In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform wird ein Polypeptid gemda SEQ ID NO 7 durch che-
mische Kopplung an einer festen Matrix immobilisiert und als
Grundlage fur einen Immuntest oder ein therapeutisches immun-

affinitidtschromatographisches Absorptionsverfahren eingesetzt.

Die Erfindung stellt damit eih Verfahren zur Therapie von Z6-
liakie und/oder Dermatitis herpetiformis bereit, bei dem Blut
oder Plasma eines Patienten mit einem oder mehreren fest-
phasengebundenen, erfindungsgemdfien Polypeptiden in Kontakt
gebracht wird, die Bindung der krankheitsassoziierten Anti-
kérper aus dem Blut oder Plasma an diese Polypeptide erfolgt,
wobei das Antikdérper-abgereicherte Blut oder Plasma zur Rein-
fusion an den Patienten geeignet ist. In einer Ausfihrungsform
werden die erfindungsgemdflen Fusionspolypeptide hierbei in
Kombination mit Polypeptiden mit Epitopen der Gewebstransglu-

taminase verwendet.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines oder mehrerer
der beschriebenen Fusionspolypeptide zur Herstellung einer
pharmazeutischen Zusammensetzung, insbesondere zur Therapie
der Z6liakie und/oder Dermatitis herpetiformis. Diese pharma-
zeutische Zusammensetzung ist insbesondere zur Bindung
/Absorption von Antikérpern verschiedener Klassen (IgA, IgG)

aus Patientenblut oder -plasma geeignet.
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Beispiel 1: Klonierung von pET24e- (Gliadin-rd);
Hestellung des Vektorfragmentes:

Zunidchst wurde die unikale AdeI-Schnittstelle des Plasmides
pET24d (Novagen) zerstdért. Die Abtrennung der 3’-Einzelstrang-
Uberhinge nach AdelI-Linearisierung des pET24d-Plasmides wurde
durch PfU-Polymerase (Fermentas) in Abwesenheit von dNTP's
katalysiert. Anschliefend erfolgte die Religation des Vektor-
fragmentes durch T4-DNA-Ligase (Fermentas). Diese Plasmid-DNA
wurde anschlieBend mit Hilfe der DNA-Oligonukleotidprimer
sense pET24e (SEQ ID NO 8) und asense pET24e (SEQ ID NO 9) am-
plifiziert und nach AdeI-Restriktion und Dephosphorylierung
der 5’'-Enden als pET24e-Vektorfragment zum Einbau der fur die
vom partiell desamidierten Gliadin abgeleitete synthetische

DNA-Sequenz eingesetzt.

Mit Hilfe der 5’-phosphorylierten DNA-Oligonukleotide sense
dpGlia (SEQ ID NO 10) und asense dpGlia (SEQ ID NO 11) wurde
eine Linkersequenz deneriert, die AdeI-kompartible 5’-pho-
sphorylierte Uberh&nge tragt und Uber diese gerichtet in das
AdeI-geschnittene und dephosphorylierte pET24e-Vektorfragment

mit Hilfe von T4-DNA-Ligase (Fermentas) ligiert.

Die Linker-Hybridisierung erfolgte im 50 ul Ansatz folgender

Zusammensetzung:

75 mM Tris-HCl1 (pH 8.8 at 25°C)

20 mM (NH;) SO,

0.01 & (v/v) Tween 20;

2 mM MgCl,

1 uyM sense Glia-dp (SEQ ID NO 10)
1 uM asense Glia-dp (SEQ ID NO 11)

Der Ansatz wurde 1 Minute bei 95°C inkubiert und anséhlieBend
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mit einer Temperaturerniedrigungsrate von 2 °C pro Minute auf

25°C gekuhlt.

Die hybridisierten Linker-Fragmente wurden unter Verwendung
des NucleoSpin® Extract II-Aufreiniguhgssystems (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG) entsprechend den Angaben des Herstellers aufge-
reinigt und in jeweils 50 pl 5 mM Tris-HCl pH 8,5 aufgenommen.

Die Linker tragen beidseitig einen 3’-ATG-Uberhang, wodurch
ein gerichteter Einbau in den AdeI-geschnittenen pET24e-Vektor

mdéglich ist.

Die 5’-phosphorylierten und aufgereinigten Linker-Fragmente
wurden anschliefend in AdeI-geschnittenes pET24e-Plasmid durch
Ligation integriert. Zur Ligation wurde das Rapid DNA Ligation
Kit der Firma Fermentas entsprechend den'Angaben des Herstel-
lers eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde anschliefend in

E.coli BL21(DE3) (Stratagene) transformiert.

Positive Klone werden aufgrund der Kanamycin-Resistenz [50
png/ml] selektiert. Aus diesen Klonen werden die enthaltenen
Plasmide isoliert und durch Restriktionsanalyse und DNA-
Sequenzierung uberpruft. Die fur das rekombinante Protein
(Gliadin analoges Fusionspeptid GAF(3X)) nach SEQ ID NO 7
kodierende DNA-Sequenz ist in SEQ ID NO 5 und die DNA-Sequenz
des gesamten Expressionsplasmides mit der Bezeichnung pET24e-
GAF(3X) ist in SEQ ID NO 6 dargestellt. Korrekte Plasmide
wurden flUr die Durchflihrung der Expression ausgewahlt, in 20
ml antibiotikahaltigem LB-Medium inokkuliert und bei 37°C bis
zum Erreichen einer ODgyy (d=1 cm) von 0,6 inkubiert. Durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 1 mM) wird die Proteinex-
pression induziert und anschliefend fir weitere 3 Stunden bei
37°C inkubiert. Nach dieser Zeit werden die Zellen durch Zen-

trifugation bei 2.200 x g fir 10 Minuten sedimentiert, in 20
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ml PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert und schlieflich in

1 ml PBS resuspendiert.

Der Zellaufschluss erfolgt durch Zugabe von einem Drittel
Volumen 4 x NuPAGE-LDS-Probenpuffer (Invitrogen), gefolgt von
einer 10 minttigen Inkubation bei 70°C. Chromosomale DNA wird
anschlieffend durch Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier,

Stufe 7, MicroTip) fragmentiert.

Das Zelllysat wird nach der Trennung durch SDS-PAGE auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Anschliefend werden unab-
gesdttigte Positionen der Membran durch eine 15 miniitige Inku-
bation mit ,Universalpuffer“ (EUROIMMUN) mit 3% (w/v) Milch-
pulver blockiert. Anschlieflend wird 1 Stunde mit einem gegen
den His-Tag gerichteten und 1:2000 in ,Universalpuffer™ mit 3%
(w/v) Milchpulver verdinnten monoklonalen Antikérper aus der
Maus (Merck Biosciences GmbH) inkubiert. Dann wird dreimal je-
weils 5 Minuten mit ,Universalpuffer“ gewaschen. In einem
zweiten Inkubationsschritt reagieren die im positiven Fall an
die Proteine gebundenen Antikdérper mit einer 1:2000 in ,Uni-
versalpuffer“ verdinnten Konjugat-Lésung, die als Konjugat ein
alkalische Phosphatase-markierte Anti-Maus-IgG-Antikdérper
(Sigma) enth&dlt. Anschliefend wird wie nach der Seruminkuba-
tion gewaschen. In einem dritten Inkubationsschritt werden
dann die gebundenen Antikdérper mit einer NBT/BCIP-,Substrat-
Losung® (4-Nitrobluetetrazoliumchlorid / Chlorobromoindolyl-

phosphate, EUROIMMUN) nachgewiesen.

Im Westernblot kann im Falle der Expression des (GAF);(His)g-
Konstruktes gemafs SEQ ID NO 7 ein His-Tag-reaktives Protein
nachgewiesen werden, dessen Gréfe gut mit der auf Basis der
Aminosduresequenz vorhergesagten Masse von 7,9 kDa Uuberein-
stimmt. Zellen die den unveradnderten Plasmidvektor enthalten,

weisen kein entsprechendes Protein auf.
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Beispiel 2: Aufreinigung des rekombinanten trimeren Gliadin
analogen Fusionspeptids GAF (3X) durch Affinitidtschroma-

tographie

Bei der Affinititssdule handelt es sich um eine NiNTA-
Spinsédule (Qiagen), die nach Empfehlungen des Herstellers

gehandhabt wird.

Die gemdRf Beispiel 1 geernteten Zellen werden erneut wie be-
schrieben zentrifugiert, in 1 ml ,TNI-10-Puffer“ (5 mM Tris-
HC1 pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) resuspendiert und
durch dreimalige, einminGtige Ultraschallbehandlung (Branson
Sonifier, Stufe 7, MicroTip) aufgeschlossen. Unldsliche Prote-
ine werden durch Zentrifugation bei 21.250 x g fir 10 Minuten
abgetrennt. 0,5 ml des Uberstandes anschliefend auf eine mit

»TNI-10-Puffer“ aquilibrierte NiNTA-Spinsdule aufgebracht.

Nicht- oder schwachbindende Proteine werden durch mehrmaliges
Waschen mit 0,5 ml ,TNI-10-Puffer® von der Saule entfernt. Die
Elution erfolgt mit 0,2 ml ,TNI-150-Puffer™ (5 mM Tris-HCl pH
8,0, 300 mM NaCl, 150 mM Imidazol). Die Elutionsfraktion wird

durch Westernblot wie in Beispiel 1 analysiert.

Die Eluate enthalten im Wesentlichen ein Protein, das nach
Fiarbung der Westernblotmembran mit Ponceau-S-Farbeldsung je-
weils einer Bande entsprechend einer Gréfe von 7,9 kDa ent-
spricht. Nach Westernblot ist eine Bande derselben Gréfie zu
sehen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das exprimierte
Protein nach der Chromatographie im Wesentlichen frei wvon E.

coli-Bestandteilen vorliegt.

Beispiel 3: ELISA zur Bestimmung von Zdéliakie- und Dermatitis-

herpetiformis-spezifischen Antikdrpern.

Die ELISA-Mikrotiterplatten (Maxisorb, Nunc) werden mit in PBS
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verdiinntem Antigen {iber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet.
Als besonders bevorzugtes Antigen nutzten wir ein rekombinan-
tes Fusionspolypeptid, zusammengesetzt aus einem immunologisch
dominanten, desamidierten Nonapeptid des Gliadins, verknupft
mit einem kinstlichen, Gliadin-homologen Oktapeptid ein (gemaR

SEQ ID NO 7).

Anschliefend werden die mit Antigen beschichteten Platten mit
PBS(0,1% Tween 20) gewaschen und fir 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur mit PBS-10% fetalem Rinderserum geblockt. Danach werden
die Mikrotiterplatten erneut mit PBS-0,1% Tween 20 gewaschen.
Die Inkubation der Platten erfolgt wie in den EUROIMMUN-Ar-
beitsanleitungen beschrieben. Die Ergebnisse zur Leistungs-

bewertung dieses ELISA sind in Tabellen 2 zusammengestellt.

Beispiel 4: Immuntherapeutisches Verfahren zur Behandlung der

Zdliakie und der Dermatitis herpetiformis.

Aufgereinigtes Antigen gemaff der Erfindung wird an eine feste
Phase gekoppelt und als Immunnaffinitdtschromatographisches
Sdulenmaterial eingesetzt. Plasma eines Patienten mit Zdliakie
oder Dermatitis herpetiformis wird im Durchfluss Uber diese
Sdule geleitet und dem Patienten Antikdérper-abgereinigt wieder

zugefihrt.
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Patentanspriiche:

Fusionspolypeptide, die eine Mehrzahl von Peptidsequenzen
entsprechend SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3 enthalten, wobei
bis zu 30 % der Aminosduren entfernt oder durch einen
konservativen Aminos&ureaustausch ausgetauscht sein kénnen,
wobei die Bindung von Zdliakie- und Dermatitis
herpetiformis spezifischen Antikdérpern mit der Bindung an

das Fusionspolypeptid nach SEQ ID NO: 7 vergleichbar ist.

Fusionspolypeptide nach Anspruch 1, die eine Mehrzahl von
Peptidsequenzen entsprechend SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3

enthalten.

Fusionspolypeptide nach einem der vorhergehenden Anspruche,

wobel eine Mehrzahl mindestens drei ist.

Fusionspolypeptide nach einem der vorhergehenden Anspriche,
enthaltend eine Mehrzahl von Polypeptiden gemaf SEQ ID NO
4.

Fusionspolypeptide nach einem der vorhergehenden Anspruche,

enthaltend ein oder mehrere Polypeptide gemaff SEQ ID NO 7.

Fusionspolypeptide nach einem der vorhergehenden Anspruche
in Form eines Polymers, enthaltend 2 bis 20 Fusionspoly-

peptide.

Fusionspolypeptide gemaf einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass sie rekombinant
oder mit herkémmlichen biochemischen Mitteln der Polypep-

tidsynthese hergestellt werden.

Fusionspolypeptide gemaf’ einem der vorhergehenden
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einem

Reportermolekiill oder mit einer festen Phase verbunden sind.
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Verfahren zur Diagnose von 2zdliakie und/oder Dermatitis
herpetiformis, dadurch gekennzeichnet, dass eine flussige
biologische Probe eines Patienten mit einem oder mehreren
Fusionspolypeptiden gemaf einem der vorhergehenden
Anspriche in Kontakt gebracht wird und die Bindung von
Antikdérpern aus der biologischen Probe an diese Fusions-
polypeptide erfolgen kann, wobei durch den Nachweis dieser
Antikédrper gegen eines dieser Fusionspolypeptide eine

Zbéliakie oder Dermatitis herpetiformis diagnostiziert wird.

.Verfahren gemdRf Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass

ein Gemisch aus mindestens zwel verschiedenen Polypeptiden

gem3dR den Ansprichen 1 bis 8 verwendet wird.

Verfahren gemaf den Ansprichen 9 oder 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Bindung der Antikérper mit einem Immun-
fluoreszenztest, Microarray, ELISA, Lumineszenztest, Blot,
Radioimmuntest, Western Blot oder Dot Blot nachgewiesen

wird.

.Testsatz zum Nachweis von Antikérpern, dadurch gekennzeich-

net, dass er Fusionspolypeptide gemdff den Ansprichen 1 bis

8 enthalt

13.Verfahren zur Therapie von 2Zd&liakie und/oder Dermatitis

14

herpetiformis, dadurch gekennzeichnet, dass Blut oder
Plasma eines Patienten mit Polypeptiden gemaf den Anspruche
1 bis 8 in Kontakt gebracht wird und die Bindung der krank-
heitsassoziierten Antikdérper aus dem Blut oder Plasma an
diese Polypeptide erfolgt, wobei das Antikérper-
abgereicherte Blut oder Plasma zur Reinfusion an den

Patienten geeignet ist.

.Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet,

dass sie Fusionspolypeptide gemdf den Ansprichen 1 bis 8
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enthalt.

15.Verwendung eines Fusionspolypeptids nach einem der
Anspriiche 1 bis 8 zur Diagnose oder Therapie von Zdliakie

und/oder Dermatitis herpetiformis.

16 .Nukleinsdure, welche fur ein oder mehrere Fusionspolypep-

tide nach einem der Anspriuche 1 bis 8 kodiert.
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