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Detektion und Entfernung von missgefalteten Proteinen/Peptiden

Beschreibung

Erfindungsgebiet:
Verwendung von Peptiden, Polypeptiden und Proteinen zum Nachweis,

Quantifizierung und Entfernung von missgefalteten Proteinen/Peptiden.

Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Detektion und Messung von
missgefalteten Proteinen/Peptiden. Insbesondere auf die Detektion und
Messung von missgefalteten Proteinen/Peptiden in Koérperflissigkeiten, auf
Zelloberflachen und Geweben von Mensch und Saugetieren, auf die
Detektion von missgefalteten Proteinen/Peptiden in Testreagenzien fiir
Forschungs- und oder diagnostische Zwecke und in Medikamenten oder
Medikamentzusatzstoffen, sowie die Entfernung von missgefalteten
Proteinen/Peptiden aus Testreagenzien flir Forschungs- und oder
diagnostische Zwecke und aus Medikamenten oder
Medikamentzusatzstoffen. Des  Weiteren enthdlt die  Erfindung
Nachweissubstanzen und Methoden zur Detektion von Biofilmen, eine
Methode zur Prufung der Hamokompatibilitdt von Materialien und zur
Optimierung von Medizinprodukten, Reagenzien zum Anreichern von
Mikroorganismen zur Erleichterung der Diagnostik und Qualitatskontrolle von
Biopharmaka und Nachweissubstanzen fiir das Screening nach Vorstufen

von Amyloiden, welche flr technische Zwecke genutzt werden kdnnen.

Hintergrund der Erfindung:
Die Proteinfaltung ist der Prozess, durch den Proteine ihre dreidimensionale

Struktur erhalten.

Proteine mussen, um ihre spezifischen biologischen Aufgaben erfiillen zu
konnen, in einer dreidimensionalen Struktur gefaltet werden. Diese Struktur

ist aber in vielen Fallen nicht stabil. Proteine kénnen partiell oder komplett
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entfaltet und dabei partiell oder komplett denaturiert werden. Bei Missfaltung
wird ein Protein in eine dreidimensionale Struktur Uberfiihrt, die nicht dem
nativen Zustand entspricht. Die Neigung zur partiellen oder kompletten

Entfaltung oder Umfaltung der Struktur wohnt allen Proteinen inne.

Wahrend die Mechanismen zur Kontrolle von missgefalteten
Proteinen/Peptiden, speziell nach Neusynthese von Polypeptiden und bei
Mutationen, innerhalb der Zelle weitestgehend bekannt sind, werden
extrazellular befindliche missgefaltete Proteine und ihre Bedeutung erst seit

kurzem erforscht.

Zellen verfugen (Uber eine ausgekligelte Qualitatskontrolle fiir
Proteinfaltungen und korrigieren oder recyceln im Normalfall Gber
Chaperone, Ubiquitin Proteasome System falsch gefaltete Proteine innerhalb

der Zelle.

Die Ausloser fur Missfaltungen an extrazellularen Proteinen sind vielfaltig. So
kann zum Beispiel Kontakt von Proteinen/Peptiden an Glas, Lipide,
Zellmembranen ' Metalle und Metallverbindungen und Zuckerpolymeren
solche Missfaltungen hervorrufen 2. Selbst Medikamente kénnen

missgefaltet werden 2.

Das Phanomen der Missfaltung von Proteinen ist besonders fiir die
Untersuchung der Biokompatibilitat von Oberflachen von blutfiihrenden
Transplantaten wie Herzunterstitzungssysteme und kinstliche Herzklappen
von besonderer Bedeutung. Missfaltung von Proteinen/Peptiden kann aber
insbesondere auch durch posttranslationale Proteinmodifikationen, wie z. B.
Glykierung “°, welche zu ,advanced glycation“ Endprodukten fiihrt, oder
durch Modifikation mit ROS ¢, HOCI, Aldehyden, wie Acrolein (Propenal) , 4-
Hydroxy-2-nonenal, und Malondialdehyd 7, Einfluss von Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-lsomerasen und Proteindisulfidisomerasen &, enzymatische
Spaltung °, Verdnderungen durch Glykosilierungen oder Glykosidasen

hervorgerufen werden. Die Zusammensetzung der Umgebungsmilieus,
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Detergenzien, Vorkommen von Zink ", Cu, Pb oder Ethanol, pH-Wert,
Konzentrationsdichte von Biomolekilen, Kontakt zu Membranen und auch
der Gehalt von Cholesterin und Sphingolipiden in der Membran "', Druck,
Scherkréafte und Temperaturveranderungen, selbst der Kontakt zu anderen

Biomolekulen spielen bei der Missfaltung von Proteinen eine Rolle.

Mikroorganismen produzieren gezielt missgefaltete Proteine, um sich damit
an Wirtszellen anzuheften ™. So gelangen bei Infektionen mit Bakterien,
Viren und pathogenen Pilzen missgefaltete Proteine in den Blutkreislauf des
Wirtes. Dieses Phdnomen konnte auch fir das Krankheitsgeschehen der
Sepsis von Bedeutung sein. Interessanterweise scheinen auch Saugetiere
missgefaltete Proteine /Peptide gezielt zu nutzen. So verhalten sich die a-
Defensine humaner Granulozyten in vielerlei Hinsicht wie missgefaltete
Proteine. Sie lagern sich im Kontakt mit Membranen zusammen, binden an
das generelle Bindeprotein fur missgefaltete Proteine t-PA und binden, wie
wir kirzlich zeigen konnten, an das Chaperon GRP78/BIP und koénnen

zudem Thrombozyten aktivieren.

Levinthal stelite 1968 fest ', dass die korrekte Faltung eines neu
synthetisierten Polypeptides langer dauern wirde als die Lebensdauer des
Universums, wenn alle moglichen Konformationen im einer nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlten Suche ausprobiert wirden. Da die
Proteinfaltung aber nur Sekunden oder gar Millisekunden dauert, nimmt man
an, dass stabile Zwischenzustande existieren. Die native Konformation eines
Proteins entspricht dem Zustand der niedrigsten freien (Gibbs) Enthalphie .
Kleine Verdnderungen im Umgebungsmilieu kénnen, wie oben beschrieben,
Oligopeptide/Polypeptide/Proteine zur partiellen Entfaltung bringen, sodass
diese wieder stabile Zwischenzustande in ihrer Konformation einnehmen.
Partiell entfaltete /missgefaltete Proteine neigen zur Selbstassoziation, was
zu Oligomerisierung, Aggregatenbildung und Ausbildung von Fibrillen fiihren

kann.

In den 1980er Jahren wurden Enzyme entdeckt, welche missgefaltete
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Proteine erkennen und ihre hydrophoben Oberflachen abdecken kdnnen, die
sogenannten Chaperone. Diese kdénnen auch in begrenztem Umfang
Fehlfaltungen unter Energiezufuhr reparieren. Probleme dabei kénnen aber
auftreten und die Zahl der Erkrankungen, welche auf Missfaltungen von
Proteinen/Peptiden zuruckgefihrt werden koénnen, steigt stetig. Diese
zeigen, wie wichtig eine korrekte Proteinfaltung ist und dass die
Proteinmissfaltung ein Schlisselmechanismus fiir Erkrankungen ist, welche
starke Einschrankungen und Behinderungen mit sich bringen. Bekannt ist
das Auftreten von missgefalteten Proteinen insbesondere bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, BSE, CJD (Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit), ALS (Amyotrophe Lateralsklerose) oder Parkinson .
Missfaltung von Proteinen und Proteinaggregation wird immer mehr auch als
ein Mechanismus angesehen, welcher andere massive
Gesundheitsprobleme auslost wie die Arteriosklerose, welche zu peripharen
Gefaldverschlussen, Herzinfarkt und Schlaganfall fuhrt, Amyloidose in
Zusammenhang mit Dialyse, Praeklampsie, einer hypertensiven
Schwangerschaftserkrankung ' und die Immunogenitdt von Protein/Peptid

haltigen Medikamenten .

Bei einer groflen Zahl der Fehlfaltungen, die als Krankheitsursache
nachgewiesen wurden, werden die Proteine in hoch-geordnete Aggregate
und Fibrillen (,Amyloide“) Gberfiihrt, die sich der zellularen Qualitatskontrolle
und der Protein-Degradation entziehen. Heute weil man aber, dass
besonders die niedermolekularen Intermediate, Oligomere und Aggregate

fur die Krankheitsursachen verantwortlich sind.

Das Risiko an einer FErkrankung aufgrund Missfaltung von
Proteinen/Peptiden zu leiden steigt mit dem Alter. Die Forschung nimmt an,
dass das Qualitatskontrollsystem fir Proteinfaltungen mit dem Alter
schlechter funktioniert und daher missgefaltete Proteine und die daraus
entstehenden Erkrankungen haufiger vorkommen #. Der Stand des Wissens
unterstutzt die Ansicht, dass alle missgefalteten Proteine einen

gemeinsamen Strukturmechanismus tragen, welcher in den meisten Féllen
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fir die Zytotoxizitat verantwortlich ist. So koénnen Oligomere aus
missgefalteten Proteinen mit Zellmembranen wechselwirken und Strukturen
bilden, welche die selektive lonenpermeabilitat zerstort. Dies kann zum
Zelltod fuhren. Missgefaltete Proteine beeinflussen aber auch direkt die
Fibrinolyse und das Kallikrein System, da eine Fibronektin type-I Doméane in
den Serinproteasen Gewebsplasminogenaktivator (tPa) und FXIl solche

Proteine direkt erkennt 2':%,

Die Aktivierung der Fibrinolyse und des Kontaktaktivierungssystems koénnte
als Mechanismen angesehen werden, gefdhrliche extrazellulare
missgefaltete Proteine/Peptide abzubauen, bevor sie durch Fibrillenbildung
resistenter gegen Proteasen werden %*?. In den letzten Jahren wurden
Chaperone, wie das GRP78, auch BIP genannt, und andere auch auf
Zelloberflachen gefunden. Nahm man zuerst an, dass GRP78 nur auf
Tumorzellen vorkommt, so weil man doch heute, dass GRP78 auch auf
gestressten anderen Zellen detektiert werden kann. Autoantikorper gegen
zellmembranstandiges GRP78 findet man bei vielen Tumorpatienten
insbesondere bei Prostata-, Ovar- oder Magenkrebs . In Abhangigkeit von
Stress, wie z.B. Hypoxie, Mangel oder Uberfluss an Glucose und Einwirken
von Scherkraften, findet man z.B. GRP78 auf Endothelzellen,
Kardiomyozyten, Monozyten/Makrophagen und glatten Muskelzellen.
GRP78 wird besonders in fortgeschrittenen arteriosklerotischen Lasionen
und auf der Oberflache der fibrésen Kappe in Apolipoprotein defizienten
Mausen und im Menschen gefunden. Insbesondere ist GRP78 dort an den
Gefalistellen zu finden, welche aufgrund von rheologischen Bedingungen
besonders anfallig fir arteriosklerotische Veranderungen sind 22, Chen et
al fanden, dass Statine (HMG-CoA Reduktaseinhibitoren) die Expression
von GRP78 erhéhen®,

Uberexpression von GRP78 inhibiert die prokoagulante Aktivitdt von Tissue
Faktor *. GRP78 kann als Regulator der Tissue Faktor abhangigen
Gerinnung angesehen werden 3'. Unabhéngig voneinander entdeckten die

Arbeitsgruppen um Lina Badimon und Beate Kehrel GRP78 auch auf der



10

15

20

25

30

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-6-

Plasmamembran von Thrombozyten 323, Herczenik und andere konnten
zeigen, dass Thrombozyten durch missgefaltete Proteine aktiviert werden *.
Die Gruppe um Beate Kehrel konnte zeigen, dass die
Thrombozytenaktivierung durch die unterschiedlichen missgefalteten
Proteine HOCI-modifiziertes Albumin, EAP aus S. aureus *, a-Defensin auf
humanen neutrophilen Granulozyten * und das amyloidogene TSP-1 Peptid
RFYVWWMWK durch GRP78 vermittelt wird. GRP78 scheint somit ein
Rezeptor auf Thrombozyten fir veranderte Strukturen/Missfaltungen in
Proteinen/Peptiden zu sein. Die Funktion von GRP78 ist abhéngig von ATP
% Deng et al konnten zeigen, dass Aspirin die Aktivitit von GRP78 in
Fibroblasten hemmt, indem es seine ATPase-Aktivitdt hemmt 3.
Wissenschaftler der Firma OxProtect GmbH konnten zeigen, dass
Asprin/ASS uUber Hemmung der ATPase-Aktivitdt des GRP78 die Aktivierung
vom Thrombozyten durch missgefaltete Proteine hemmt. So konnen
missgefaltete Protein spezifisch eingesetzt werden, um das Ansprechen von
Patienten auf eine Therapie mit ASS/Aspirin zu monitoren HOCI-modifizierte
missgefaltete Proteine interagieren zudem direkt mit den aktiven Metaboliten
der Thienopyridine. Zwei Moglichkeiten, warum HOCI-modifizierte Proteine
die Wirkung von Thienopyridinen auf die ADP induzierte
Thrombozytenaktivierung negativ beeinflussen koénnen, sind denkbar.
Erstens konnen HOCI-modifizierte Proteine, aktive Metaboliten der
Thienopyridine, wegfangen werden, sodass weniger aktiver Metabolit zur
Hemmung des ADP-Rezeptors P2Y12 verbleibt. Immobilisierte HOCI-
modifizierte Proteine wurden in arteriosklerotischen GefaBwanden gefunden.
Sugiyama et al. fanden HOCI-modifizierte Proteine bei Untersuchungen von
arteriosklerotischen Plaques, welche einen tddlichen Schlaganfall ausgelost
hatten, direkt unter dem Thrombus auf der Plaque-Erosionsstelle *°.
Wissenschaftler der Firma OxProtect GmbH konnten auf HOCI-modifizierten
Proteinen reaktive Gruppen nachweisen, welche mit hoher Affinitat an freie
Thiolgruppen binden. Diese reagieren mit den freien Thiolgruppen der
aktiven Metabolite der Thienopyridine, wie Clopidogrel und Prasugrel. Da die
Thiolgruppen der aktiven Metabolite der Thienopyridine fiir die Hemmung
von P1Y12 essentiell sind, stehen freie Metabolite zur Inhibition von P2Y12
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in geringerer Konzentration zur Verfiigung. Zweitens haben wahrscheinlich
besonders die Patienten, welche ein hohes Risiko fiir vaskulare Ereignisse
(Herzinfarkt, Schlaganfall, peripherer Gefalverschluss) haben, eine erhéhte
Konzentration an HOCI-oxidierten Proteinen im Blut, denn bei diesen
Patienten wurden hohe Konzentrationen von freier Myeloperoxidase im
Plasma oder Serum gemessen, dem Enzym, welches fir die Produktion von

HOCI verantwortlich ist, wie viele Arbeiten zeigen %2,

Da HOCI-modifizierte Proteine als missgefaltete Proteine selbst starke
Thrombozytenaktivatoren sind, wie EP 1 328 289 zeigt, und missgefaltete
Proteine mit GRP78 auf der Oberflache von arteriosklerotischen Plaques
reagieren konnen, ist es wahrscheinlich, dass sie selbst ma3geblich an dem
Krankheitsgeschehen beteiligt sind und dass wenigstens ein Teil des
Schutzmechanismus von Thienopyridinen und ASS/Aspirin auf der

Hemmung der pathogenen Wirkung von missgefalteten Proteinen beruht.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wurde von den Erfindern
auflerdem gefunden, dass HOCI-modifizierte Proteine in Labormethoden
zum Monitoring einer Therapie mit Thienopyridinen eingesetzt werden

konnen.

Ein Rezeptor fir missgefaltete Proteine auf Endothelzellen, glatten
Muskelzellen und Monozyten/Makrophagen ist das GRP78. Bindung von
Polypeptiden, wie Kringel 5 aus Plasminogen oder ADAM15, entscheiden
uber Apotose oder Proliferation, tiber Leben oder Tod der Endothelzelle %,
Auf Makrophagen ist GRP78 mit G alpha q11 assoziiert. Aktiviertes alpha 2
Makroglobulin 16st Gber GRP78 ein Signalkette in Makrophagen und
Tumorzellen aus *°. Autoantikdrper, welche an GRP78 auf Monozyten

binden, induzieren die Produktion von TNF alpha .

Missgefaltete Proteine aktivieren die Fibrinolyse. Dies kann, wie das Beispiel
far Endostatin, ein missgefaltetes Fragment von Kollagen XVIIl, zeigt, bis
zum Ablosen der Endothelzellen von der subendothelialen Matrix fiihren. .
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Es ist wahrscheinlich, dass die beschriebenen wichtigen Zellfunktionen des
GRP78 von seinen missgefalteten Proteinliganden beeinflusst werden und
damit das Vorhandensein und die Konzentration von missgefalteten
Proteinen Uber so wichtige Fragen wie Zellproliferation oder Apoptose,
Angiogenese, Wundheilung und Entstehung einer Thombose mit

entscheidet.

GRP78 ist an der Internalisierung von Mikroorganismen und Proteinen in
Zellen hinein beteiligt. Auch an GRP78 auf Zelloberflachen gebundene

Peptide kénnen internalisiert werden °.

Dies kdnnte zu Stress im retikuloendothelialen System flihren. ER-Stress
wurde kurzlich als eine der wichtigsten Triebfedern fir die Arteriosklerose,
Typ Il Diabetes, Obesitas und ihre Folgeerkrankungen erkannt ®5  Ein
vollstdndiges Fehlen von GRP78 ist mit dem Leben nicht vereinbar. Grp78*~
heterozygote Mause sind resistent gegen Diat induzierte Hyperinsulindmie,
Entstehung einer Fettleber, Entzlindungserscheinungen im weillen
Fettgewebe und Hyperglykamien. Interessanterweise nahmen diese Mause
trotz hochkalorischer, fettreicher Diat nicht an Gewicht zu 5% GRP 78
Heterozygotie fuhrte im weilen Fettgewebe bei fettreicher Diat zu einer
Steigerung der adaptiven Antwort auf ungefaltete Proteine (unfolded protein
response (UPR)) und verbesserte die Qualitatskontrolle des
Endoplasmatischen Retikulums. Dadurch wurde in den Grp78YMausen
Obesitas und Typ 2 Diabetes verbessert. Das Ergebnis macht klar, dass die
Qualitatskontrolle gegen misgefaltete Proteine fur die Homeostase der

Energybalance und den Glucosemetabolismus wichtig ist.

ER-Stress kann zu Apoptose von glatten Muskelzellen filhren. Daher ist es
wahrscheinlich, dass ER-Stress zur Plaqueruptur beitragt . Es liegt auch
nahe, dass durch Bildung seines Liganden OxLDL, welches auch ein
missgefaltetes Protein ist, die Schaumzellbildung, einer der ersten Schritte

der Arterioskierose, moduliert oder gar reguliert wird.
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Neben zellstdndigen Chaperonen gibt es extrazellulare losliche Proteine,
welche chaperonahnliche Funktionen ausiben kénnen ¢. Zu diesen
Proteinen gehodren z.B. das alpha 2 Makroglobulin, Clusterin (Apolipoprotein
J), serum amyloid P und Haptoglobin %7 Diese Proteine binden an
missgefaltete Proteine und vermitteln die Aufnahme der Komplexe in die
Zellen hinein durch Scavenger Rezeptoren wie ,low density lipoprotein
receptor related protein“ (LRP, CD68, CD91), CD36, Scavenger Rezeptor A,
Scavenger Rezeptor B-l, und RAGE. Komplexe auf missgefalteten Proteinen
und Chaperon-ahnlichen léslichen Proteinen kdnnen im Blut, Plasma, Serum

detektiert werden.

Auch Apolipoproteine, insbesondere Apolipoprotein E (ApoE), Komplement
Faktoren, wie C1q und Heparansulfat-proteoglykane kdnnen missgefaltete
Proteine binden und damit dazu beitragen, dass sie ihre schadlichen
Wirkungen auf den Organismus zeigen. Dies wurde fiur das Amyloid Beta,
welches fiir Morbus Alzheimer verantwortlich ist, beschrieben 72, Isoformen
und Differenzen zwischen Spezies beeinflussen die Rolle von Apo E fir die

Selbstassoziation/aggregation und die Entfernung von Amyloid beta Protein.

Komplexe aus Apolipoproteinen oder Komplementfaktoren und
missgefalteten Proteinen kdnnten daher gute Marker fur Erkrankungen sein,
bei denen extrazellulare missgefaltete Proteine eine Rolle spielen, und
Heparansulfat-Proteoglykane kdnnten zur Erkennung von missgefalteten
Proteinen beitragen. Ob ApoE Uuber Reaktion mit extrazellularen
missgefalteten Proteinen zur Entstehung von Arteriosklerose beitragt, kann

zurzeit nur spekuliert werden.

Arteriosklerose und die daraus entstehenden vaskularen Erkrankungen, wie
Herzinfarkt, Schlaganfall, peripherer Gefallverschluss und Morbus Alzheimer
sind konvergente Erkrankungen. Beiden Krankheiten gemeinsam sind eine
Basis auf dem Boden einer Entzindungsreaktion, die Bedeutung von
Cholesterin und Sphingolipiden in der Zellmembran und das Auftreten von

missgefalteten Proteinen ™.
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Im Zusammenhang mit Arteriosklerose und ihren Folgeerkrankungen, wie
z.B. Angina pectoris, Herzinfarkt, TIA, Schlaganfall, periphere
Gefalverschlisse, sind insbesondere Missfaltungen an Proteinen
interessant, welche durch eine Reaktion mit einem Produkt der
Myeloperoxidase oder durch sPLA2 verursacht werden, sind die beiden
Enzyme selbst doch gute Biomarker fiir ein erhdhtes vaskulares Risiko 7.
Inhibitoren gegen sPLAZ2 befinden sich als Therapeutika in klinischen
Prifungen. Eine Bestimmung von durch sPLA2 Aktivitat missgefaltetem LDL
ware daher auch zur Uberwachung der Therapie mit PLA2-Inhibitoren
wlnschenswert. Amyloide Insulinablagerungen wurden bei Typ 2

Diabetikern und anderen alteren Patienten beobachtet.

Hyperinsulinamie und Hyperglykdmie, verursacht durch Insulin Resistenz,
fihren zu verstarkter Plaquebildung um Neurite bei Alzheimer Patienten 87,
Eine kritische Eigenschaft des Insulins ist seine Neigung zur Bildung
amyloidaler Fibrillen. Missgefaltetes Insulin wurde in Form von fibrillaren
Insulinablagerungen bei Diabetikern gefunden ##'. Unl6sliche Insulinfibrillen
konnen zum Verstopfen von Injektionskanilen bei der Applikation der
pharmazeutischen Insulinpraparate fiihren und werden auch fiir
immunologische Unvertraglichkeitsreaktionen verantwortlich gemacht, die
gelegentlich wahrend der Therapie mit Insulinpraparaten auftreten konnen
88 Vorstufen der Fibrillen von missgefalteten Proteinen dienen als eine Art
Kristallisationskeim flr die Bildung grofierer Aggregate und Fibrillen. Neben
Ablagerungen bei Typ ll-Diabetes-Patienten ist die Fibrillenbildung jedoch
vor allem ein groRes Problem bei der Herstellung, Lagerung und der
Verabreichung von geléstem Insulin in Diabetespraparaten. Vorstufen der
Fibrillen von missgefalteten Proteinen dienen als eine Art Kristallisationskeim
fur die Bildung groRerer Aggregate und Fibrillen. Daher ist es fiir die
Produktion von Insulin und fir die Applikation im Patienten wichtig, schon
partiell ungefaltetes/missgefaltetes Insulin erkennen und aus dem
Medikament und seinen Praparationsvorstufen eliminieren zu koénnen.
WQO/2004/013176 beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von Preproinsulin,
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welches das Auftreten von Fibrillenbildung des Insulins verringert.

Da Missfaltung von extrazellularen Proteinen ein so wichtiges Phanomen in
der Pathogenese von Erkrankungen ist, aber missgefaltete Proteine auch als
Nanomaterialien nutzlich sind, wurden Methoden zur Detektion von

missgefalteten Proteinen/Peptiden beschrieben.

Missgefaltete Proteine neigen zur Selbstassoziation ®. Sie kdnnen dabei
Oligomere, amorphe Aggregate von unterschiedlicher GrofRe oder regular
angeordnete Fibrillen bilden. Solche Fibrillen werden als Amyloide
bezeichnet. Andere Autoren beschreiben heute schon die missgefalteten
Protein/Peptidmonomere, -oligomere und aggregate als Amyloid. Auch in
vitro hergestellte Fibrillen aus misgefalteten Proteinen werden von manchen
Autoren als Amyloide bezeichnet %. Fibrillen haben meistens einen mittleren
Durchmesser von ca. 10 nm und eine unterschiedliche Lange. Extrazellulare
amyloide Ablagerungen, wie sie bei der klassischen Amyloidose auftreten,
lassen sich mit Kongorot-Farbung unter polarisiertem Licht, welches zu einer
griinliche Doppelbrechung (,apple-green bi-refringence“ so genannter
Dichroismus) fiihrt, nachweisen % %. Andere Nachweismethoden fiir
amyloide Fibrillen sind die Thioflavin S-Fluoreszenz oder die Analyse der
Fibrillen mittels Rontgenstrahlbrechung. Beide Nachweisverfahren erfassen
missgefaltete Protein/Peptidmonomere, -oligomere und aggregate nicht oder

aulerst schlecht.

Anfanglich wurden nur die fibrillaren Strukturen als pathogen erkannt,
welche die Grundlage fiir die klassischen Amyloidosen % ® bilden, wie zum
Beispiel Immunglobulin-Leichtketten *°, Amyloid A %', Transthyretin %,
Cystatin C , Apolipoprotein A-l 8, Gelsolin ,Fibrinogen Aa-Kette , Lysozym,
Apolipoprotein A-ll (2001), Islet Amyloid Polypeptid (IAPP) * % Leukozyten
Chemotaktischer Faktor 2, LECT2 %, Alzheimer amyloid beta-peptide ¥,

Prion Protein %'  Beta2 Microglobulin "',

Nachdem sich aber nun gezeigt hat, dass die Missfaltung von Proteinen
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nicht auf wenige Proteine beschrankt ist, sondern ein generelles Phanomen
ist, besteht die Notwendigkeit, auch nichffibrillare Konformationen von
missgefalteten Proteinen zu erkennen. Dabei gilt es Mechanismen zu finden,
welche fir alle misgefalteten Proteine/Peptide, oder wenigstens flir einen
groleren Teil dieser Proteine/Peptide =zur Identifikation, Bindung,

Anreicherung und Eliminierung genutzt werden kann.

Missgefaltete Proteine im Sinne der Erfindung sind sehr heterogen. Sie
umfassen monomere missgefaltete Proteine/Peptide, kleine bis grélere
Oligomere von missgefalteten Proteinen/Peptiden, grole, amorph
aussehende Aggregate von missgefalteten Proteinen/Peptiden, bis hin zu
grolRen geordneten fibrillaren Strukturen. Allen gemeinsam sind, unabhangig
von der Aminosaurensequenz, bestimmte Eigenschaften, welche fur die

Forschung, Heilkunst und kommerzielle Anwendung genutzt werden koénnen.

EP 1 380 290 beschreibt die Bindung von missgefalteten Proteinen an den
Gewebsplasminogenaktivator (tPa), die Aktivierung der Fibrinolyse durch
missgefaltete Proteine und die Nutzung der Fibrinolyse zur Bekdmpfung von

missgefalteten Proteinen.

EP 2 007 800 beschreibt Methoden missgefaltete Proteine mit einer Cross-
beta-Struktur durch Binding an Chaperone, insbesondere an GRP78/BiP,
Clusterin, HSP72 oder Haptoglobin zu erkennen. Es werden auch HSP60,
HSP90, DNAK, HGFA, tPA, Plasminogen, Faktor XIl, IVIlg, und die
Zellrezeptoren low density lipoprotein receptor related protein (LRP, CD91),
CD36, scavenger receptor A, scavenger receptor B-l, RAGE, als

Bindproteine genannt.

EP 1 820 806 beschreibt einen Antikdrper, welcher missgefaltete Proteine

erkennt.

EP 2 058 000 beschreibt die Verstarkung von Immunreaktionen durch

missgefaltete Proteine und die Nutzung von missgefalteten Proteinen zur
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Unterstutzung der Immunantwort. WO 2010059046 beschreibt missgefaltete

Proteine als Carrier in Impfstoffen.

WO 2007008073 beschreibt die Sinnhaftigkeit missgefaltete Proteine zu
detektieren und zu messen indem man den Gehalt an missgefalteten
Proteinen in einer Probe mit dem in einer Referenzprobe vergleicht, wobei
die Testprobe so verandert worden ist, dass eine Anderung im Gehalt an
missgefalteten Proteinen zu erwarten ist. Als Nachweismethode wird die
Aktivierung der Fibrinolyse Uber tPa wund die Aktivierung des
Kalikreinsystems Uber FXlla, welche mit tPa homologe Bereich teilt,
beschrieben. In der Arbeit sind als weitere Bindesubstanzen fiir
missgefaltete Proteine Thioflavin T (ThT), Congo Red, ThT, rekombinante
Fingerdomanen von tPA, FXIl, HGFA und fibronectin, die vollstandigen
Proteine tPA, FXIl, HGFA, fibronectin; serum amyloid P component (SAP),
Antikorper gegen missgefaltete Proteine und ein I6sliches Fragment des

Rezeptors fur ,advanced glycation end- products® (SRAGE) beschrieben.

Probleme, welche durch die Erfindung gel6st werden.

Fur Verfahren zur Detektion, Messung, Imaging, Anreicherung von
Proteinen/Peptiden,  Depletion/Abreicherung von  Proteinen/Peptiden,
Uberwachung von Therapien, welche auf der Bindung eines Testreagenzes
mit einem Protein/Peptid beruht, welches missgefaltet ist, ist es glinstiger,
wenn das Testreagenz nicht selbst ein Protein oder Polypeptid ist. Als
Testreagenz fungierende Proteine, wie sie in den oben genannten
Patentanmeldungen beschrieben werden, konnen selbst durch vielerlei
Umstande, wie z. B. Lagerung, Oxidation, Temperatur, Einfluss von Lipiden,
insbesondere freien Fettsduren und Cholesterin, Glykierungen, Einfluss von
Membranen, Einfluss von Verfahren zur Virusinaktivierung wie Solvent-
Detergent-(S/D)-Verfahren,  Pasteurisierung,  Trockenerhitzung, pH4-
Verfahren, Nanofiltration, lonenstarke, Bestrahlung, Aufkonzentration,
Einfrieren und Auftauen, Kontakt zu unglinstigen Materialien, missgefaltet
werden. Bei Einsatz eines Proteins oder Polypeptides als Bindepartner fiir
missgefaltete Proteine fiihrt die Missbildung der Testbindesubstanz (Analyt,
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Indikator) zu inkonstanten, nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Ein
ahnliches Problem wurde in der Patentanmeldung DE60202008 fir eine
Methode zur Detektion und Messung von ,advanced glycation endproducts®
beschrieben. Auch darf keines in einem Verfahren zur Detektion, Messung,
Imaging, Anreicherung von Proteinen/Peptiden, Depletion/Abreicherung von
Proteinen/Peptiden, Uberwachung von Therapien genutztes Begleitreagenz
missgefaltete Proteine/Peptide enthalten. Komplette Proteine oder grofRere
Proteinteile davon, wie sie in den oben genannten Patentanmeldungen
genutzt werden, sind zudem teuer, da sie entweder selbst rekombinant
hergestellt werden miissen, oder aus biologischem Material gereinigt werden
mussen. Fur Verfahren zur Reinigung von Medikamenten von missgefalteten
Proteinen/Peptiden, zur Ligandenadsorption von missgefalteten Proteinen
aus Korperflussigkeiten und fir den Einsatz im Kérper z.B. zum Imaging, ist
es wichtig, dass die Testsubstanz keine Abwehrreaktion/Antikérperbildung
auslést. Bei Verfahren zum Imaging innerhalb des Korpers eines
Saugetieres oder Menschen, ist es von Vorteil, wenn das Testreagenz klein

ist.

Die Bedeutung von extrazellularen missgefalteten Proteinen/Peptiden fur die
Biochemie und Pathobiochemie in Organismen, insbesondere in
Saugetieren und dem Mensch, wird zunehmend erkannt. Leider befinden
sich in vielen Medikamenten und Medikamentzusatzstoffen missgefaltete
Proteine. Diese muissen detektiert und das Pharmakon und/oder der
Zusatzstoff davon depletiert werden. Auch bei der Herstellung, Reinigung,
Aufbewahrung, Virusdekontamination kann es durch eine Vielzahl an
Grinden in Medikamenten und ihren Produktionsvorstufen zu einer
Missfaltung von Proteinen/Peptiden kommen. Daher ist eine Methode
winschenswert, welche missgefaltete Proteine erkennt, damit alle
Verfahren, die zur Herstellung eines Arzneimittels filhren, auf das
Vorhandensein von missgefalteten Proteinen/Peptiden geprift und deren
Konzentration gemessen werden kann. Insbesondere bei Blutprodukten oder
rekombinant  hergestellten  Proteinen/Peptiden kann  schon das

Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Medikamenten missgefaltete
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Proteine enthalten. Die Bedeutung von missgefalteten Proteinen fur die
unterschiedlichsten physiologischen und pathophysiologischen Prozesse
wird intensiv beforscht. Damit die Versuche nicht zu Fehlschlissen verleiten,
muss der Gehalt an missgefalteten Proteinen in allen Reagenzien bekannt
sein. Optimalerweise sollten alle Hilfsreagenzien keine missgefalteten
Proteine enthalten. Reagenzien wie Medienzusatze in der Zellkultur,
Proteinzusatze zur Stabilisierung oder zur Inhibierung unerwunschter
Interaktionen, wie, aber nicht beschrankt auf, Serum- oder
Wachstumsfaktorzusatze fur die Zellkultur, Albumine oder Magermilchpulver
zum Blocken, sind davon in ganz besonderem Malke betroffen. Das
Bindungsreagenz flr missgefaltete Proteine muss neben der Detektion und
Messung von missgefalteten Proteinen auch fir Methoden zur
Depletion/Abreicherung von missgefalteten Proteinen, aber auch zu deren
Anreicherung geeignet sein, wenn solche Proteine/Peptide gezielt genutzt

werden sollen.

Offenlegung der Erfindung:

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ADAM15 (Metargidin), die
Metalloproteasedomane von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die
Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro
(HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297, die
Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279—-
290 oder His, Trp,Arg, Arg (HWRR) enthalten.

In den Patentanmeldungen WO 2005039616 und W02008047370 werden
die oben genannten ADAM15 Peptide aufgrund ihrer Fahigkeit, direkt an
GRP78/BIP zu binden, als Medikamente zur Steigerung der Angiogenese
beschrieben. In WO/2010/052715 werden ADAM15, seine
Metalloproteasedomane und die oben genannten ADAM15 Sequenzen als
Mittel zur lokalen Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen genannt.
Die Patentanmeldung WO/2010/052715 beschreibt die Nutzung der Peptide
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in implantierbaren Vorrichtungen, wie z.B. Stents, zum Anlocken von
endothelialen Progenitorzellen, zur lokalen Steigerung der Angiogenese und
zur Inhibierung der Endothelzellapoptose an krankhaft veranderten Orten
des Herz-Kreislaufsystems. Die Patentanmeldung lehrt, dass ADAM15 und
seine oben genannten Peptide direkt an GRP78/BIP auf Endothelzellen
binden und es so schitzen. Diese Peptide kdnnen zum Rekrutieren von
endothelialen Vorlauferzellen z.B. aus der Nabelschnur und aus dem
peripharen Blut genutzt werden. Sie wirken chemotaktisch flir endotheliale
Vorlauferzellen und steigern die Endothelzellvermehrung. Da die Erfinder
der drei letztgenannten Patentanmeldungen das Protein GRP78/Bip als
direkten Bindungspartner und als verantwortliches Protein fir die
beobachtete Steigerung der Angiogenese angesehen haben, wurde nicht
nach weiteren oder alternativen Bindungspartnern gesucht und die

Verwendung der Peptide zur Diagnostik nicht in Erwagung gezogen.

Uberraschenderweise fanden wir, dass ADAM15 (Metargidin), die
Metalloproteasedomane von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die
Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro
(HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297, die
Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279—
290, oder die Sequenz His,Trp,Arg, Arg, Pro oder His, Trp,Arg, Arg (HWRR)
enthalten, generelle Bindungspartner mit hoher Affinitat fiir missgefaltete

Proteine sind.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Kringel 5 Doméne von
Plasminogen und insbesondere Peptide, mit der Sequenz Pro, Arg, Lys, Leu,
Tyr, Asp, Tyr ( PRKLYDY) oder Peptide, welche die Sequenz PRKLYDY

enthalten.

US2004138127 beschreiben die Kringel 5 Doméane und seine
Fusionsprodukte als Medikamente zur Inhibierung der Angiogenese. US
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20030211519 beschreibt, dass die Kringel 5 Domane von Plasminogen an
GRP78/BIP auf Endothelzellen bindet und dass daher GRP78/BIP
zusammen mit der Kringel 5§ Domane des Plasminogens genutzt werden
kénnen um Inhibitoren der Angiogenese, die die Wirkung von Plasminogen
auf GRP78 nachahmen, so genannte K5 Mimetika. Die Patentanmeldung
identifiziert das Peptid aus der Kringel 5 Domane, PRKLYDY als direkte
Erkennungssequenz fir GRP78/BIP. WO02006039173 beschreibt die
Verwendung von GRP78/BIP oder einem anderen Endothelzellrezeptor, an
welches die Kringel 5 Domane des Plasminogens bindet, als Hilfsmittel um

Medikamente zu Identifizieren, welche die Angiogenese hemmen.

Uberraschenderweise fanden wir, dass auch die Kringel 5 Doméne des
Plasminogen und insbesondere die Aminosauresequenz PRKLYDY oder
Aminosauresequenzen, welche die Sequenz PRKLYDY enthalten, generelle

Bindungspartner mit hoher Affinitat fir missgefaltete Proteine sind.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Bindungspartner mit einer
hohen natlrlichen, generellen Affinitdt fir missgefaltete Proteine/Peptide
mittels derer missgefaltete Proteine/Peptide detektiert und gemessen
werden konnen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch
Bindungspartner flir missgefaltete Proteine/Peptide fiir die Uberwachung
und das Monitoring von therapeutischen Malinahmen. Auch sind die
erfindungsgeméaflen Substanzen geeignet fiir das Depletieren/Abreichern
von missgefalteten Proteinen/Peptiden  aus Kérperflissigkeiten,
Medikamenten oder Zusatzstoffen in Medikamenten, aus Reagenzien fiir
diagnostische Zwecke, aus Forschungsreagenzien sowie aus Zusatzstoffen
in Forschungsreagenzien sowie aus Lebensmitteln, Genussmittel,
Nahrungsergdnzungsmittein und Trink- oder Brauchwasser, sofern diese
missgefaltete Proteine/Peptide beinhalten. Daneben sind Gegenstand der
vorliegenden Erfindung Substanzen und Methoden zur Uberwachung,
Optimierung und Qualitatskontrolle von Biopharmazeutika, zur Untersuchung
der Biokompatibilitdt von Materialien und zur Untersuchung der

Einflussnahme von Unterstiitzungs- oder Messsystemen fiir die Anwendung
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im oder am Korper von Saugetieren oder Menschen, insbesondere von
implantierbare  Unterstitzungssystemen, auf Zellen, Gewebe und
Korperflussigkeiten, mit derer Hilfe solche Systeme optimiert werden
kénnen. Eine bevorzugte Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist
auch die Nutzung eines oder mehrerer der Bindungspartner gemaf
Erfindung und Verfahren zum Finden, zur Anreicherung und zur
Immobilisation von missgefalteten Proteinen/Peptiden flir technische

Anwendungen.

Spezielle Ausfuhrungsformen der Erfindung sollen jetzt ausflihrlicher

dargestellt werden.

1. Verwendung der Bindesubstanzen gemaR Erfindung zur Detektion
und Quantifizierung von missgefalteten Proteinen/Peptiden (Diagnostik

von Erkrankungen, Methoden und Kits)

Gemal einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung binden ADAM15 (Metargidin), die Metalloproteasedomane von
ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg, Arg,
Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend der
ADAM15 Sequenz 286-297, die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg,
Arg, Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293,
oder die Sequenz Ala, Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg
ADAM15 Sequenz 279-290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg
(HWRR) haben und die Kringel 5 Domane des Plasminogen und
insbesondere die Aminosauresequenz PRKLYDY oder
Aminosauresequenzen, welche die Sequenz PRKLYDY enthalten,
missgefaltete Proteine generell mit einer hohen natirlichen Affinitat. Sie sind
daher als Bindesubstanzen in Methoden und Kits zur Detektion und
Messung von missgefalteten Proteinen in Korperflissigkeiten oder
Gewebeauszigen von Saugetieren und Menschen, zur Detektion und
Quantifizierung im Gewebe von Saugetieren und Menschen und zum

Bioimaging von an den Wanden von Systemen, welche mit Blut, Lymphe



10

15

20

25

30

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-19-

oder Liquor durchstromt werden, befindlichen missgefalteten Proteinen, z.B.
zum Bioimaging von arteriosklerotischen Plaques und von Ablagerungen im

Gehirn bei neurodegenerativen Erkrankungen, nutzbar.

In einer ersten Ausfiihrungsform sind die Bindesubstanzen gemaf Erfindung
Teil eines neuen diagnostischen Testsystems. In einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft die Erfindung die
Verwendung der oben offengelegten Proteine, Proteinfragmente und Peptide
als Diagnostika, wobei mindestens eines der offengelegten Proteine,
Proteinfragmente oder Peptide ausgewahit ist.Die Kenntnis solcher Systeme

gehort flir den Fachmann zum Allgemeinwissen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die Bestimmung der
missgefalteten Proteine/Peptide aullerhalb des menschlichen oder tierischen
Kérpers und die Bestimmung erfolgt in einer ex vivo / in vitro Diagnose. In
einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft die Erfindung die
Verwendung der oben offengelegten Proteine, Proteinfragmente und Peptide
als Diagnostika, wobei mindestens eines der offengelegten Proteine,

Proteinfragmente oder Peptide ausgewahlt wird.

Eine ganz bevorzugte Ausflihrungsform der Erfindung ist die direkte oder
indirekte Bindung oder Fixierung der Bindesubstanzen gemal} Erfindung an
eine solide Oberflache. Nach Waschschritten und Blockade mdoglicher
unspezifischen Bindungen wird die zu untersuchende Lésung (bevorzugt
Korperflissigkeit) wie, aber nicht beschrankt auf, Blut, Serum Blutplasma,
Lymphe, Sperma, Vaginalfilissigkeit, Fruchtwasser, Cerebrospinalfllissigkeit,
Synovialflussigkeit, Urin, Sputum, Flussigkeit aus Lavagen, wie z.B.
bronchioalveolare Lavageflissigkeit, Peritoneallavageflissigkeit, oder einem
Gewebsauszug mit der soliden Oberflache, welche eine oder mehrere der
Bindesubstanzen gemal Erfindung tragt, in Verbindung gebracht, sodass
eventuell vorhandene missgefaltete Proteine/Peptide immobilisiert werden.
Diese konnen dann, nach weiteren Waschschritten, z.B. als allgemeine

missgefaltete Proteine/Peptide detektiert oder gemessen werden. Dies kann
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gemall einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung z. B. Uber ein
Plasmonresonanzverfahren erfolgen oder durch Nutzung einer anderen
generellen Bindesubstanz, wobei diese eine Substanz gemal} Erfindung
oder eine schon bekannte Bindesubstanz, wie z.B. ein Chaperon, ein
Scavenger Rezeptor, t-Pa, FXII, HGFA oder Kongorot oder Thioflavin, sein
kann, in einem Sandwich-Assay. Es kdnnen aber auch gezielt spezifische
missgefaltete Proteine detektiert und gemessen werden, wie z.B. eines der
vielen Proteine, flir welche eine Neigung zur Missfaltung gefunden wurde
oder fur die die Neigung zu einer Missfaltung vermutet wird. Die Detektion
erfolgt dann mit einem spezifischen Detektionsreagenz fir das gesuchte
individuelle Protein/Peptid. Besonders geeignet sind als
Detektionsreagentien  spezifische markierte Antikérper gegen die
individuellen Proteine/Peptide. Die  Auswahl der  spezifischen
Detektionsreagenzien richtet sich nach der Erkrankung, welche
prognostiziert oder detektiert werden soll. In einer weiteren
Ausfiuihrungsform, lassen sich auch missgefaltete Proteine/Peptide messen,
welche bestimmte mit einer Indikatorsubstanzen reagible chemische
Gruppen tragen, wie aber nicht begrenzt auf Proteinmodifikationen durch
Einwirkung von Acrolein und anderen elektrophilen Substanzen,
Glykierungen, proteolytische Spaltung, Phosphorylierung,
Dephosphorylierung,  Glykosylierung,  Acetylierung,  S-Nitrosylierung,
Citrullinierung oder Sulfatierung. Reagenzien zur Detektion solcher reaktiver

Gruppen sind bekannt und im Handel erhaltlich.

In einer Ausfuhrungsform werden die Bindungssubstanzen gemaR der
Erfindung an eine feste Oberflache gebunden oder fixiert, welche zu einem

Assay oder einer diagnostischen Einrichtung gehort.

Diese kann in einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform eine
Mikrotiterplatte, ein Chip fir eine Oberflaichen Plasmon Resonanz
Untersuchung, ein Mikroarray-Chip, ein Filter wie Nitrocellulose, Nylon oder
PVDF, eine Membran, ein magnetisches oder Fluorophor-markiertes

Kugelchen, ein Silizium-Wafer, Glas, Metall, Kunststoff, ein Chip, ein
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massenspektrometrisches Target oder eine Matrix, sowie Kigelchen

(Beads) fir Untersuchungen in Durchflusszytometern sein.

Im Sinne dieser Erfindung sind zum Beispiel geeignete Ausflihrungsformen
Assays und Vorrichtungen, wie ELISA, Bead-based Assay, Western Blot,
affinitatschromatographische Verfahren (z.B. so genannte Lateral Flow
Affinitatsligandenassays) oder ahnliche Single- oder Multiplex-
Nachweisverfahren und Plasmon Resonanz. Ein Mikroarraychip im Sinne
dieser Erfindung ist die systematische Anordnung von Bindesubstanzen fur
missgefaltete Proteine und andere nachzuweisende Substanzen, welche
Uber eine FErkrankung, das Risiko einer Erkrankung oder die
Wahrscheinlichkeit eine bestimmte Erkrankung zu bekommen Aufschluss
geben oder welche fiir das Monitoring und die Uberwachung von
therapeutischen Mallnahmen gedacht sind, auf einem festen Trager. Die
hier offengelegten Bindesubstanzen werden auf einen modifizierten
Objekttrager an eine genau definierte Stelle gedruckt. Der Nachweis
moglicher missgefalteter Proteine/Peptide auf dem Biochip erfolgt in zwei
Stufen. In einem ersten Inkubationsschritt wird der mit einer Bindesubstanz
gemall Erfindung bedeckie Biochip mit einer Korperflissigkeit des
Menschen, bevorzugt Blut, Plasma oder Cerebrospinalflissigkeit, inkubiert,
sodass vorhandene missgefaltete Proteine/Peptide auf dem Biochip binden.
In einem zweiten Inkubationsschritt werden gebundene missgefaltete
Proteine/Peptide mittels eines zweiten Bindereagenzes fiir missgefaltete
Proteine/Peptide erkannt, welches mit einem Nachweissystem verbunden
ist, oder mittels eines spezifischen Antikdrpers gegen ein natives Epitop des
missgefalteten Proteins detektiert, welcher mit einem Nachweissystem
verbunden ist, oder mit spezifischen Detektionsreagenzien gegen
Proteinmodifikationen, welche mit einem Nachweissystem verbunden sind,
detektiert und quantifiziert. Die Ratio aus einem in der Korperflissigkeit
vorhandenem spezifischen Protein/Peptid und den mit einem Verfahren
gemal® Erfindung bestimmten missgefalteten Protein/Peptid, gibt den
prozentualen Anteil an Missfaltung flr ein spezifisches Protein/Peptid und ist
Teil der Erfindung.
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Die Visualisierung der erfindungsgemalen Wechselwirkung zwischen den
hier offengelegten Bindesubstanzen und missgefalteten Proteinen/Peptiden
kann mit den gangigen Mitteln zum Nachweis des ,Bindungserfolges"
beispielsweise durch Fluoresenzmarkierung, Biotinylierung, Radio-Isotopen-
Markierung oder durch kolloidale Gold- oder Latex-Partikel- Markierung
sowie durch Enzymreaktionen mit signalgebenden Substraten oder

Chemilumineszenz in Ublicher Weise erfolgen.

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung werden die erfindungsgemafien
Bindungssubstanzen mit einem Erkennungslabel markiert. Markierungen
oder Teile von Markierungen, beispielsweise eine Komponente eines
spezifischen Bindungspaares, kdonnen kovalent an das nachzuweisende
Molekil gebunden werden. Dazu sind dem Fachmann verschiedene
Verfahren bekannt und vielfach auch geeignete Reagenzien im Handel
erhaltlich. Geeignete Erkennungslabel kdnnen z.B., aber nicht beschrankt
auf, Fluoreszenzmarker sein, wie z.B. Dil, FITC, PE, PerCp Cy-, Alexa-,
Dyomics, oder ahnliche Fluoreszenzfarbstoffe, Biotin, ein HIS-Tag, ein GST-
Tag, ein SEAP-Tag, ein Maltose binding protein-Tag (MBP-Tag), ein FLAG-
Tag. Digoxigenin, ein paramagnetisches Atom, ein radioaktives Atom, wie
z.B. Kohlenstoff-11, Jod-125/123, *™Tc, Cu-64 oder 111In, sowie Reporter-
Enzyme, wie alkalischer Phosphatase, Meerrettichperoxidase, -
Galactosidase, Glukoseoxidase, Luciferase, B-Lactamase, Urease oder
Lysozym usw. zusammen mit den entsprechenden colorimetrischen,
fluoreszenten oder chemolumineszenten Substraten. Die daran
gebundenen  Nachweisreaktionen, wie die Umsetzung von o-
Phenylendiamin,  4-Chlornaphthol oder Tetramethylbenzidin  durch
Meerrettich-Perioxidasen, sind dem Fachmann ebenfalls hinlanglich

bekannt.

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Detektion und
Quantifizierung oder Semiquantifizierung in und auf Geweben und Zellen

des Korpers eines Saugetieres, bevorzugt des Menschen. Hierflir werden
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markierte Bindungspartner gemaly dieser Erfindung mittels der géngigen,
dem Fachmann gut bekannten Methoden der Histochemie oder
Durchflusszytometrie  genutzt, um  missgefaltete  Proteine/Peptide

nachzuweisen und zu quantifizieren.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die Bestimmung der
missgefalteten Proteine/Peptide innerhalb des menschlichen oder tierischen
Korpers und die Bestimmung erfolgt in einer in vivo Diagnose durch
Bioimaging-Verfahren. Dies ist besonders bei Patienten mit
arteriosklerotischen Veranderungen der Gefalle oder bei
neurodegenerativen Erkrankungen sinnvoll, um schon vor dem Auftreten von
(schweren)  Krankheitssymptomen eine  Diagnose stellen  oder
Risikostratifizierung machen zu kénnen. Eine bevorzugte Ausflhrungsform

ist das Bioimaging von arteriosklerotischen Plaques.

In einer weiteren Ausfuhrungsform erfolgt der Nachweis von missgefalteten
Proteinen /Peptiden mittels DIP-Stick (Teststreifen)-Methode durch
Immobilisation von einer der Bindesubstanzen gemaflt der Erfindung,
bevorzugt auf einem Filter oder einer Membran. Der Teststreifen wird mit der
zu testenden Probe in Verbindung gebracht, so dass durch Kapillarkrafte die
Flussigkeit der Probe bis Uber die Stelle gezogen wird, an welcher einer der
Bindesubstanzen fest immobilisiert worden ist. Der Nachweis erfogt wie
oben fur andere Verfahren beschrieben durch ein weiteres

Detektionsreagenz, welches mit einem Visualisierungssystem verbunden ist.

Verfahren gemafl der Erfindung kénnen verwendet werden zur Diagnose,
Stratifizierung und /oder Uberwachung einer Erkrankung, bei der
missgefaltete Proteine eine pathogenetische Rolle spielen. Dies sind
insbesondere Erkrankungen, welche mit der Bildung von Amyloiden
verbunden sind, wie die Gruppe der klassischen Amyloidosen und
neurodegenerativen Erkrankungen, aber auch Diabetes, metabolisches
Syndrom, Adipositas, Arteriosklerose und seine Folgeerkrankungen,

Blutungen, Thrombosen, DIC, Nierenversagen, Hamodialyse, Kataract,
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multiples Myelom, Lymphom, Sepsis, schweres Gewebstrauma, Zustand
nach Einsatz von Herzlungenmaschine, Organtransplantation, Zustand nach
Implantation von Herzunterstiitzungssystemen, Pankreatitis, Zustand nach

Reanimation, Ischamie-Reperfusionsschaden, Praeklampsie.

Der Begriff der Diagnose umfasst die medizinische Diagnostik und
diesbeziigliche Untersuchungen, insbesondere die in-vitro Diagnostik und
Labordiagnostik und das in vivo Imaging. Risikostratifizierung oder
Therapiesteuerung im Sinne dieser Erfindung bedeutet, dass das
erfindungsgeméaRe Verfahren Entscheidungen zur Behandlung und Therapie
des Patienten erlaubt, sei es Hospitalisierung des Patienten, Einsatz,
Wirkung und / oder Dosierung eines oder mehrerer Arzneimittel, eine
therapeutische MaRnahme oder die Uberwachung eines Krankheitsverlaufes
sowie Therapieverlauf bzw. Atiologie oder Klassifizierung einer Erkrankung,
z.B. in einen neuen oder bestehenden Subtyp oder die Differenzierung von
Krankheiten und dessen Patienten. In einer weiteren Ausflhrungsform der
Erfindung umfasst der Begriff ,Stratifizierung" insbesondere die
Risikostratifizierung mit der Prognose eines ,outcome” eines nachteiligen
gesundheitlichen Ereignisses. Im Rahmen dieser Erfindung wird unter
,Patient" ein beliebiger Proband - Mensch oder Saugetier - verstanden, mit
der Maligabe, dass der Proband auf eine Krankheit oder eine
Krankheitsvorstufe untersucht wird, bei der missgefaltete Proteine/Peptide

eine Rolle in der Pathogenese spielen.

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung umfasst das Verfahren auch

folgende Schritte:

1) Vergleich des in einer diagnostischen Methode gemall Erfindung
ermittelten Wertes mit einem Referenzwert und/oder einem in
Referenzproben ermittelten Mittelwerten. Eine Referenzprobe kann von
Gesunden oder von Patienten stammen, welche die infrage befindliche
Erkrankung sicher haben oder nicht haben. Anstatt des Einsatzes von

Referenzproben koénnen auch festgelegte Referenzwerte verwendet
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werden

2) Quantifizierung der missgefalteten Proteine

3) Vergleich der Konzentration an missgefaltetem Protein oder einem
spezifischen missgefalteten Protein, oder von missgefalteten Proteinen,
welche bestimmte chemische Reaktionsgruppen tragen mit den
Konzentrationen, welche zu einem anderen Zeitpunkt beim gleichen

Probanden gemessen wurden

4) In einigen Fallen ist es hilfreich durch Bildung des Quotienten aus der
Konzentration eines spezifischen untersuchten Proteins und der
Konzentration desgleichen Proteins, welches missgefaltet ist, den

Prozentsatz an Missfaltung in einem bestimmten Protein zu berechnen.

Eine weitere Ausfihrungsform der Erfindung ist die gezielte Suche nach
geeigneten Kandidaten unter den missgefalteten Proteinen/Peptiden fiir die
Diagnostik von Erkrankungen unter Verwendung der hier offengelegten

Bindesubstanzen.

Hierfur wird mindestens eine der hier in dieser Erfindungsmeldung
offengelegten Bindungsubstanz flr missgefaltete Proteine an eine feste
Oberflache, wie oben beschrieben, immobilisiert. Das beschichtete Material
wird dann mit einer Korperflissigkeit (siehe oben) oder einem
Gewebeauszug von Patienten mit der Krankheit, fiir die eine Methode zum
Nachweis eines spezifischen missgefalteten Proteins/Peptids gesucht
werden soll, und in Vergleichsproben von gesunden Probanden inkubiert
und spezifisch gebundene Proteine/Peptide werden mit den géngigen
Methoden der Proteomik analysiert und identifiziert. Hierzu gehéren z.B. 2D-
Gelelektrophorese, Western Blotting, Immunpréazipitation, partielle
Proteolyse und Massenspekirometrie der Spaltprodukte. Geeignete
missgefaltete Kandidatenproteine/peptide fiir den Aufbau spezifischer

Testmethoden far bestimmte Erkrankungen oder



10

15

20

25

30

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

- 26 -

Erkrankungsausformungen/-schweregrade sind solche, deren Konzentration
in der Korperflissigkeit der Patienten signifikant héher ist, als in der

Korperflussigkeit der Kontrollgruppen.

Das Verfahren zur Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen
kann gemalR Erfindung auch verwendet werden um in Korperflissigkeiten
oder Geweben von scheinbar gesunden Probanden nach Indikatoren fiir
eine frihe noch symptomfreie oder symptomarme Verlaufsstufe einer
Erkrankung zu suchen. So ist zum Beispiel eine bevorzugte Ausfiihrung der
Erfindung die Detektion und Quantifizierung von Amyloid beta Oligomeren,
bevor der Gedachtnisverlust deutlich zutage tritt oder die Detektion und
Quantifizierung von HOCI- modifizierten Proteinen, missgefaltetem
Fibrinogen, missgefaltetem Albumin, missgefaltetem Ceruloplasmin oder von
elektronegativem LDL (LDL (-)), bevor Folgen der Arteriosklerose durch
Angina Pectoris, TIA, Schlaganfall, Herzinfarkt oder peripharem
Gefalverschluss offenkundig werden, von missgefalteten Serpinen,
insbesondere alphal Antitrypsin, bevor z.B. die klinischen Zeichen eine
Praeklampsie diagnostiziert werden, oder von missgefalteten Proteinen aus
der Gruppe der Proteine, welche eine klassische Amyloidose verursachen,

bevor es zu Amyloidablagerungen kommt.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird weiterhin geldst durch ein
diagnostisches Kit, welches mindestens eine der Bindesubstanzen fiir

missgefaltete Proteine/Peptide enthalt.

An einen solchen Kit missen erfindungsgemal besondere Anforderungen
gestellt werden. Alle in den Verfahren genutzten Reagenzien miissen selber

frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden sein.

Ein Reagenz im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein in einem Assay zur
Detektion von missgefalteten Proteinen verwendetes Biomolekil, das
Prozessen unterliegen kann, welche zur Missfaltung von Proteinen/Peptiden

fuhren, z.B. einer Pufferkomponente, einem Stabilisierungsprotein, einer
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Komponente zur Beschichtung oder zum Blockieren von nicht-spezifischen
Bindern der Festphase wie aber nicht beschrankt auf Rinderserumalbumin,
Humanalbumin, Magermilchpulver, wahrend der Herstellung der Festphase
verwendete Reagenzien, ein Nachweisreagenz, insbesondere, wenn es sich
dabei um einen Antikorper oder ein andere Protein, insbesondere wenn es
sich um ein rekombinantes Protein handelt. Von missgefalteten
Proteinen/Peptiden freie oder zumindest im Wesentlichen von missgefalteten

Proteinen/Peptiden freie Reagenzien werden ausgewahlt und verwendet.

Der Begriff Festphasenmaterialien /-komponente wird verwendet, um
Festphasen oder Tragermaterialien zu beschreiben, welche routinemagig in
Bindeassays verwendet werden. In der vorliegenden Erfindung wird ein
Verfahren  zur  Herstellung einer  Festphasenkomponente, und
Hilfsreagentien, wie  Blockierungsreagenz und  Nachweisreagenz
beschrieben, welche frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Beschichten der Festphasenkomponente mit einem spezifischen
Bindungspartner, der frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Waschen der Festkorperkomponente und Zugeben einer Blockier- oder
Stabilisierlosung, welche frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Nutzung eines Nachweisreagenzens/Bindepaarmitgliedes, welches frei von
missgefalteten Proteinen/Peptiden ist. Ein besonderer Augenmerk gilt hier
der Verwendung von Avidin, Streptavidin, Rinderserumalbulin,
Humanalbulin, Magermilchpulver, jeder Art von Antikérpern und

Nachweisenzymen.

In einer besonderen Ausflhrungsform der Erfindung wird mindestens eine
der hier offengelegten  Bindungssubstanzen fiir  missgefaltete
Proteine/Peptide an einen Sensorchip zu Messung der Plasmon Resonanz
in einer Miniaturflusszelle immobilisiert. Korperfliissigkeiten oder verdiinnte
Korperflissigkeiten oder Gewebsausziige, welche potentiell missgefaltete
Proteine/Peptide und damit Interaktionspartner fir die Bindesubstanzen
enthalten, werden Uber die Oberflaiche dieses Sensorchips gespiilt und

Wechselwirkungen mit den immobilisierten Molekiilen werden Uber eine
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Anderung des Brechungsindexes detektierbar. Zeitabhdngige Anderungen
des Brechungsindexes werden registriert und dienen zur Ermittlung

kinetischer Parameter.

Missgefaltete extrazellulare Proteine/peptide gehen im Kdérper Komplexe mit
so genannten extrazellularen Chaperonen ein. Hierzu gehoéren unter
anderen, alpha2 Makroglobulin, Haptoglobin, Clusterin %2,

Gemal der Erfindung kdénnen solche Komplexe durch einen Sandwich-
Assay detektiert und gemessen werden, bei dem einer der beiden
Bindungspartner eine der in dieser Patentanmeldung offengelegten
Bindesubstanz fur missgefaltete Proteine/Peptide ist, oder eine bisher
bekannte Bindesubstanz, wie z.B. t-PA, FXIl, HGFa, Fibronektin und der
andere Bindungspartner eine spezifische Bindesubstanz fir das so
genannte extrazellulare Chaperon, z.B. ein monoklonaler Antikorper gegen
alpha2 Makroglobulin, ein monoklonaler Antikdrper gegen Clusterin oder ein

monoclonaler Antikdrper gegen Haptoglobin.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung ist die Detektion und
Messung von missgefalteten Makroglubulin-Komplexen mit anderen
Proteinen mit den in dieser Erfindungsmeldung offengelegten
Werkzeugen/Bindesubstanzen und Methoden. Diese ist besonders zur

Diagnostik von Tumorerkrankungen geeignet.
2. Therapiemonitoring und -liberwachung

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Nutzung
von ADAM15 (Metargidin), der Metalloproteasedomane von ADAM15 und
insbesondere von Peptiden, welche die Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His,
Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP), die Sequenz Glu, Asn,
Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) oder die
Sequenz Ala, Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg oder ,
His, Trp,Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) haben oder beinhalten
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und der Kringel 5 Doméane des Plasminogen und insbesondere der
Aminosauresequenz PRKLYDY oder von Aminosauresequenzen, welche die
Sequenz PRKLYDY enthalten zur Detektion und Messung von
missgefalteten Proteinen zum Monitoring, Uberwachen und Steuern von
medikamentésen Therapien. Der Begriff Therapiesteuerung umfasst
ebenfalls die Einteilung von Patienten in ,Responder und Nicht-Responder”

bezliglich einer Therapie oder dessen Therapieverlauf.

Missgefaltete Proteine kdnnen Thrombozyten Uber die Rezeptoren CD36
und GPIb aktivieren '®. Die Thrombozytenaktivierung durch missgefaltete
Proteine ist unabhangig von der Bildung von Thromboxan A2 und der
Freisetzung von ADP. Beide Sekundaragonisten verstarken aber die
Thrombozytenaktivierung durch missgefaltete Proteine als Feedback-
Reaktion. Brodde und Kehrel konnten zeigen, dass Asprin/ASS (ber
Hemmung der ATPase-Aktivitat des GRP78 die Aktivierung vom
Thrombozyten durch missgefaltete Proteine/Peptide hemmt. So konnen
missgefaltete Proteine/Peptide spezifisch eingesetzt werden, um das

Ansprechen von Patienten auf eine Therapie mit ASS/Aspirin zu monitoren.

Aspirin  (Synonyme: Acetylsalicylsaure (ASS)) wird zur Prophylaxe von
thrombotischen, thromboembolischen und insbesondere kardio-vaskularen
Ereignissen, inklusive Schlaganfall und periphdrem Gefalverschluss
eingesetzt. Nicht alle Patienten sprechen in gleicher Weise auf die
Medikation an. Das Phanomen der ,, Aspirin-Non-Responder® wurde immer
wieder beschrieben und eingehend untersucht. Seine Ursache ist bis heute
nicht sicher geklart ™. Ein schlechtes Ansprechen auf Aspirin nach 24
Studen ist statistisch mit Entziindungsmarkern, Rauchen und Diabetes
verbunden ', Dies sind alles Konditionen, welche im Korper zu Missfaltung

von Proteinen/Peptiden flhren.

Interessanterweise bietet die langfristige Therapie mit Aspirin auch einen
gewissen Schutz vor soliden Tumoren ™. Einer der wichtigsten

Zellrezeptoren fur extrazellulare missgefaltete Proteine/Peptide ist das
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GRP78/Bip. Es reguliert so wichtige Prozesse wie die Angiogenese,

Autophagie und Zellproliferation.

Missgefaltete Proteine koénnen zum Aspirin ,Non-Response“ oder zur
Unterdosierung in einigen Patienten beitragen, indem sie die Prasentation
von GRP78/BIP auf der Thrombozytenoberflaiche induzieren. Das
Medikament ist dann mit der Hemmung der ATPase-Aktivitdt des GRP78
beschaftigt. Es ist daher sinnvoll den Gehalt an missgefalteten
Proteinen/Peptiden im Blut von Patienten unter Therapie mit Aspirin, zu

detektieren und zu messen.

Hierfur eignen sich erfindungsgemal insbesondere oben beschriebene
Verfahren zur Detektion und Messung der Gesamtmenge aller
missgefalteten Proteine im Blut oder Plasma, wie Plasmon Resonanz-
Messung oder eine Methode zur Quantifizierung in einem
Sandwichverfahren, wobei beide genutzten Bindesubstanzen generelle

Bindungspartner fur missgefaltete Proteine/Peptide sind und diese mit hoher

Affinitat binden.

Auch fur Medikamente aus der Gruppe der Thienopyridine wurde ein
individuell stark unterschiedliches Ansprechen beobachtet, was dem

Therapieerfolg entgegenstehen kann '%7.

HOCI-modifizierte missgefaltete Proteine/Peptide interagieren zudem durch
eine reaktive Gruppe, welche mit freien SH-Gruppen reagiert, direkt mit den
aktiven Metaboliten der Thienopyridine und beeinflussen so die Therapie mit
Thienopyridinen, wie Clopidogrel und Prasugrel. Da die Thiolgruppen der
aktiven Metabolite der Thienopyridine fiir die Hemmung von P1Y12
essentiell sind, stehen freie Metabolite zur Inhibition von P2Y12 in geringerer
Konzentration zur Verfugung. HOCI-modifizierte missgefaltete Proteine
kdnnen aktive Metabolite der Thienopyridine wegfangen und so die geplante

therapeutische Hemmung der ADP induzierten Thrombozytenaktivierung
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negativ beeinflussen (Brodde, Heptinstall, Kehrel, Manuskript in

Vorbereitung).

Die Aktivitat der Paraoxonase-1, einem Enzym im HDL, wurde mit dem
unterschiedlichen Ansprechen zwischen Individuen auf Clopidogrel kausal in
Verbindung gebracht ', Patienten, welche PON1 QQ192 homozygot waren,
zeigten ein hoheres Risikos fur Stent-thrombosen als PON1 RR192
homozygote Patienten. PONT QQ192 Homozygotie ist mit geringeren
Paraoxonase-1 Aktivitdten im Plasma, einer niedrigeren Konzentration von
aktiven Metaboliten des Clopidogrels und einer schlechteren Inhibition der
ADP induzierten Plattchenaktivierung verbunden. Die Paraoxonase-1 ist an
der Bioaktivierung von Clopidogrel beteiligt. Das Enzym wird durch HOCI,
Acrolein und reaktive Gruppen an Proteinen, welche durch Acrolein
verandert wurden, inaktiviert . HOCI-modifizierte, missgefaltete Proteine
sind daher mit hoher Wahrscheinlichkeit ursachlich an den nicht genetischen
Grianden fur ein schlechtes Ansprechen auf Medikamente aus der Gruppe

der Thienopyridine (Clopidogrel, Prasugrel, Ticlopidin) beteiligt.

Eine Quantifizierung von HOCI-modifizierten missgefalteten Proteine/Peptide
ist aber auch schon deshalb sinnvoll, weil soiche Substanzen starke
Thrombozytenaktivatoren sind und eine Thrombenbildung ausldsen kénnen.
Als eine der reaktiven Gruppen auf HOCI-modifizierten missgefalteten
Proteinen/Peptiden, welche mit freien Thiolgruppen reagieren, wurde von
uns das FDP-Lysin (N (epsilon)-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine) auf
missgefalteten Proteinen gefunden. Durch spezifische im Handel erhaltliche
monoklonale Antikorper gegen diese Gruppe, sind missgefaltete
Proteine/Peptide, welche die Therapie mit Thienopyridinen beeinflussen
kénnen, in Kombination mit Bindesubstanzen fiir missgefaltete
Proteine/Peptide, detektier und messbar. Auch durch die Kombination einer
Bindungssubstanz fur missgefaltete Proteine/Peptide mit Detektoren, welche
selbst freie SH-Gruppen tragen, sind missgefaltete Proteine/Peptide, welche

die Therapie mit Thienopyridinen beeinflussen kénnen, messbar.
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Als eine Ausfihrungsform wird ein Reagenz, welches missgefaltete
Proteine/Peptide bindet, vorzugsweise eine Bindesubstanz , gemal dieser
Erfindung, aber auch eine schon bekannte generelle Bindungssubstanz wie
ein Chaperon, insbesondere GRP78/BIP, t-PA, HGFA, Fibronektin, FXII und
andere an eine solide Oberflache immobilisiert und nachfolgend mit einer
Blut, Plasma oder Serumprobe eines Patienten in Verbindung gebracht.
Gruppen, welche an Thiol binden, kdnnen dann auf unterschiedliche Weise
detektiert werden, wie z.B. durch Antkorper gegen FDP-Lysin aber auch
durch Detektionsreagenzien, welche selbst freie SH-Gruppen tragen, wie
z.B. aber nicht beschrankt auf red.-Glutathion-Gold, red.-Glutathion-Biotin,

zusammen mit einem geeigneten Nachweissystem (siehe oben).

Unter Verwendung von einer Festphase, die freie SH-Gruppen tragt, wie,
aber nicht beschrankt auf, Mikrotiterplatten oder Beads, an welche
Glutathion immobilisiert worden ist, wie z.B. Thermo Scientific Pierce
Glutathione Coated Plate, Thermo Scientific Pierce Magnetic Glutathione
Beads, kann der Sandwich Assay auch vice versa aufgebaut werden.

Derartige Reagenzien sind zahlreich im Handel erhéltlich, da sie fir die
Detektion und/oder Reinigung von GST-markierten rekombinanten Proteinen

entwickelt wurden. Somit sind sie dem Fachmann gelaufig.

Die Aktivierung von Thrombozyten durch missgefaltete Proteine/Peptide
kann, wie die Patenanmeldung DE 10 2010 043 733.6 zeigt, auch durch
unbeladene PEGylierte Liposomen inhibiert werden. Solche PEGylierten
Liposomen sind schon als Hilfsmittel fiir den Transport von Medikamenten in
klinischen Studien eingesetzt worden. Daher ist zu erwarten, dass
PEGylierte Liposomen selbst direkt in Sdugetieren und Menschen eingesetzt
werden konnen. Zum Monitoring einer Therapie mit PEGylierten Liposomen
in Saugetieren, besonders bevorzugt in Tieren, welche fiir vorklinische
Studien eingesetzt werden, und im Menschen kann die Detektion und
Messung von missgefalteten  Proteinen/Peptiden  erfindungsgeman

eingesetzt werden.
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Hierzu eignen sich erfindungsgemal die gleichen Verfahren, die fiir das

Monitoring von Aspirin in dieser Patentanmeldung beschrieben wurden.

Die Aktivitat der sekretorische Phospholipase A2 (sPLA2) im Blut/Plasma
von Patienten ist ein Biomarker fir kardiovaskuldren Erkrankungen "%'4,
metabolisches Syndrom "%, Multiorganversagen nach schwerem Trauma "¢
"7 Mannliches Geschlecht, Obesitas und eine hohe Konzentration an LDL
Cholesterol sind statistisch mit hohen Aktivitaten von sPLA2 verbunden, wie

viele Studien gezeigt haben.

Inhibitoren der sPLA2, wie Varespladib methyl, werden in Sudien zur
Therapie von Herzkreislauf-Erkrankungen auf dem Boden einer

Arteriosklerose erfolgreich eingesetzt '8 "9,

Unter anderen Funktionen kann sPLA2 direkt LDL so modifizieren, dass
dieses atherogener wird. Das Apolipoprotein B-100 im LDL wird verandert
und zeigt eine hohere Affinitdt zu Glycosaminiglykanen und Proteoglykanen.
Die hohe Affinitat zu Heparin, Glycosaminoglykanen und Proteoglykanen ist
ein haufig beobachtet, aber recht unspezifisches Phanomen von
missgefalteten Proteinen. Tatsachlich modifiziert die Calzium abhangige
sPLA2 das LDL =zu elekironegativem LDL (LDL(-)), welches, wie
physikochemische Methoden wie Zirkulardichroismus gezeigt haben,

eindeutig missgefaltete Proteine enthalt "2 **'

Erfindungsgemal kann die Aufgabe der Therapieiliberwachung bei Therapie
mit SPLA2 Inhibitoren dadurch geldst warden, dass in einem Assay mit zwei
Bindesubstanzen missgefaltetes Apolipoprotein B100 detekiert und
gemessen wird. Eine der Bindesubstanzen ist eine Substanz, welche mit
hoher Affinitédt Apolipoprotein B100 erkennt, die andere Bindesubstanz ist
eine der in dieser Patentanmeldung offengelegten Bindesubstanzen fiir
missgefaltete Proteine/Peptide oder eine der anderen bisher bekannten

Bindesubstanzen fir missgefaltete Proteine, wie, aber nicht beschrankt auf,
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Chaperone wie GRP78, tPa, HGFA, Fibronektin und FXII.

In einer sehr bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird ein in dieser
Patentanmeldung offengelegtes Protein, Polypeptid oder Peptid an eine
solide Oberflache immobilisiert. Blut, Plasma oder Serum des Patienten oder
Probanden, oder Saugetieres wird in Kontakt mit der vorbereiteten
Oberflache gebracht, sodass missgefaliete Proteine/Peptide an die
Bindungssubstanzen andocken kénnen. Der Nachweis von Apolipoprotein
B100 unter den gebundenen Proteinen erfolgt mittels eines spezifischen
Nachweisreagenzes fur Apolipoprotein B100 und einem geeignetem
Nachweisssystem, analog zu den im Abschnitt Diagnostik beschriebenen
Verfahren.

Extrazellulare missgefaltete Proteine kdnnen an Chaperon-Proteine auf der
Oberflache von Zellen andocken. Auf gestressten Zellen, insbesondere auf
Tumorzellen, Endothelzellen, Monozyten, glatten Muskelzellen,
Kardiomyozyten und vielen anderen, wurde GRP78/Bip auf der

Zelloberflache gefunden.

Es wird in Verbindung gebracht mit dem Ansprechen von Tumorzellen auf

Chemotherapeutika %,

Fir das Prostatakarzinom wurde kirzlich festgestellt, dass das extrazellulare
Prostata-spezifisches Antigen (PSA) einen Komplex mit alpha2
Makroglubulin eingeht und dass dieser Komplex an GRP78 auf der
Prostatakarzinomzelle bindet. Missgefaltetes alpha2 Makroglobulin bindet an
GRP78 und Iost ein Signal aus. Dieses Signal Uber GRP78 steigert die
Zellproliferation und Migration der Tumorzelle und unterdriickt die Autophagy
23 GRP78 Rezeptoren wurden auf vielen Tumorzellen, wie Brustkrebs,
Ovarkrebs, Leber- und Darmkrebs, Lungenkrebs und Melanomzellen
gefunden. Autoantikérper gegen GRP78 auf Melanomzellen fordern in der
Maus das Tumorwachstum '?*. Es ist wahrscheinlich, dass Komplexe aus

anderen Proteinen mit missgefaltetem alpha2 Makroglobulin auch fir die
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Pathogenese anderer Tumoren wichtig sind.

GRP78 auf der Zelloberflache ist beteiligt an der Regulation von
Angiogenese, Endothelproliferation, Endothelzellmigration, Anlocken von
endothelialen Progenitorzellen '® an Gewebsreparatur und Wundheilung
z.B. nach Herzinfarkt ¢, aber auch an der Tumorneoangiogenese 7. Viele
Substanzen, welche als Inhibitoren der Angiogenese in klinischen Prifungen
waren oder sind, sind selbst missgefaltete

Proteine/Proteinfragmente/Peptide ',

Die erfindungsgemale Detektion und Messung von missgefalteten
Proteinen/Peptiden und die erfindungsgemalle Auswahl eines fiir eine
spezifische Erkrankung beteiligten spezifisch missgefalteten
Proteins/Peptids ist somit auch fur Diagnostik und Therapiemonitoring von
Erkrankungen, die heute noch nicht mit der Missfaltung von
Proteinen/Peptiden in Verbindung gebracht werden, wie die Therapie zur
Forderung oder Inhibierung der Angiogenese, die Chemotherapie zur
Tumorbekdmpfung oder die Therapie zur Verbesserung der Wundheilung
von Geweben sinnvoll und mit den offengelegten Bindungssubstanzen fiir

missgefaltete Proteine/Peptide machbar.

3. Abtrennung und Isolierung von missgefalteten Proteinen/Peptiden

aus dem Korper eines Tieres oder Menschen

Eine andere Ausfihrungsform der Erfindung nutzt die in dieser
Patentanmeldung offengelegten Bindesubstanzen flir missgefaltete
Proteine/Peptide ndmlich ADAM15 (Metargidin), die Metalloproteasedoméane
von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg,
Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend
der ADAM15 Sequenz 286-297, die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp,
Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-
293, oder die Sequenz Ala, Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg,
Arg ADAM15 Sequenz 279-290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg,
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Arg (HWRR) haben und die Kringel 5 Doméane des Plasminogen und
insbesondere die Aminosduresequenz PRKLYDY oder
Aminosauresequenzen, welche die Sequenz PRKLYDY enthalten, um
missgefaltete Proteine/Peptide aus Materialien/Objekten/Personen
herauszuholen oder den Gehalt an missgefalteten Proteinen/Peptiden zu

reduzieren.

Missgefaltete Proteine/Peptide sind an vielen Erkrankungen kausal beteiligt.
Daher kann es in einigen Fallen therapeutisch sinnvoll sein, missgefaltete
Proteine/Peptide dem Korper zu entziehen. Erkrankungen, bei denen dies
nach dem heutigen Stand der Forschung von Nutzen sein kénnte, sind z.B.,
aber nicht beschrankt auf, Morbus Alzheimer, Erkrankungen, welche durch
Prionen hervorgerufen  werden, wie  Creutzfeldt-Jakob-Krankheit,
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom ,Tédliche familiare Schlaflosigkeit
Kuru; BSA, Scrapie, neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. Morbus
Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Familare Enzephalopathie mit
Neuroserpin-Einschlissen,  Frontotemporallappen  Degeneration  mit
Ubiquitin-Proteasom-System  (FTLD-UPS), die groBe Klasse der
Autoimmunerkrankungen, rheumatische Arthritis,Endzindliche
Erkrankungen, multiple Sklerose, Arteriosklerose und seine
Folgeerkrankungen, Infektionen insbesondere mit Mikroorganismen, welche
missgefaltete Proteine auf der Oberflache prasentieren, Sepsis, Diabetes |,
Wundheilungsstérungen, Praeklampsie, Blutungsneigungen, Thrombose,
Zustand nach Reanimation, Zustand nach Hamodialyse,
Tumorerkrankungen, Amyloidosen, wie z.B. AA-Amyloidosen, AL-
Amyloidosen, AE-Amyloidosen, AB-Amyloidosen, AP-Amyloidosen, AS-
Amyloidosen und ATTR-Amyloidosen sowie Katarakt. Die Gruppe der
Erkrankungen, bei den erkannt wird, dass die Missfaltung von

Proteinen/Peptiden eine Rolle spielt, wachst stetig.

In einer ganz bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist das Objekt,
deren Korperflissigkeit, besonders bevorzugt Blut, von missgefalteten

Proteinen/Peptiden befreit oder zumindest abgereichert werden soll,
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entweder ein Saugetier oder ein Mensch.

Die in dieser Erfindung offengelegten Bindesubstanzen flir missgefaltete
Proteine/Peptide werden dazu an ein festes Tragermaterial immobilisiert.
Dies kann zum Beispiel ein blutvertragliches Tragermaterial sein, welches
selbst keine Missfaltungen in Proteinen/Peptiden erzeugt, wie z.B. Material
fur die extrakorporale Dialyse, ein Filter, eine Membran, Kligelchen, die
Innenflache von Schlauchsystemen oder ahnliches. Blut des tierischen oder
menschlichen Patienten fliet dann Uber die immobilisierte Bindesubstanz,
sodass diese die missgefalteten Proteine/Peptide binden und abfangen
kann. Das von missgefalteten Proteinen/Peptiden abgereicherte Blut fliel3t
dann in den Korper zurtck und kann in weiteren Durchlaufen gegebenenfalls
noch weiter von missgefalteten Proteinen/Peptiden abgereichert werden. In
andere Ausfuhrungsform der Erfindung wird Blut des Patienten mit der
erfindungsgemallen Bindungssubstanz, welche sich auf einer soliden
Oberflache befindet, in Kontakt gebracht, ohne dass das Blut in Bewegung
ist. Das Blut wird dann von missgefalteten Proteinen/Peptiden abgereichert,
indem die Festphase entfernt wird. Die kann auf vielfaltige Weise
geschehen, z.B., aber nicht beschrankt auf, durch einfaches Herausziehen
einer beschichteten Membran oder eines Filters, Entfernen von
magnetischen Kugelchen durch anlegen eines Magneten, usw. Das von
missgefalteten Proteinen abgereicherte Blut wird dem Patienten

zuriickgegeben.

Durch Messung der Konzentration an missgefalteten Proteinen/Peptiden vor
und nach dem Verfahren mittels einer der unter Diagnostik in dieser
Patentanmeldung beschriebenen Methoden, kann der Erfolg des Verfahrens
gemessen und dokumentiert werden. Neben Blut kdonnen auch andere
Kdrperflissigkeiten von missgefalteten Proteinen/Peptiden abgereichert

werden.
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4. Detektion, Abtrennung und Isolierung von missgefalteten
Proteinen/Peptiden in/aus Arzneimitteln, Arzneizusatzstoffen und
pharmazeutischen Zusammensetzungen, infaus Reagenzien und
Hilfsreagenzien fiir diagnostische Tests, in/aus Forschungsreagenzien
und in/faus Lebensmitteln und Fliissigkeiten, sowie Kontrolle des
Herstellungsprozesses und/oder Lagerungsprozesses von
Arzneimitteln, Arzneimittelzusatzstoffen, Reagenzien und
Hilfsreagenzien fiur diagnostische Tests, Forschungsreagenzien und

Biofilmen.

a) Arzneimittel, Arzneizusatzstoffe und pharmazeutische

Zusammensetzungen

Der Markt an Medikamenten, welche Proteine oder Peptide enthalten,
insbesondere Blutprodukte oder Antikorper-basierte Therapeutika und

andere rekombinant hergestelite Medikamente, wachst gewaltig.

Ein groles Problem bei der Herstellung von rekombinanten
Proteinen/Peptiden, aber auch bei der Nutzung von Proteinen/Peptiden aus
biologischen Material, wie Blut, Plasma, Serum, ist die chemische und
physikalische  Destabilisierung des  Proteins/Peptids, welche zu
Missfaltungen flhrt. Diese kann auf allen Stufen des Herstellungsprozesses
passieren, wie in der Zellkultur, im Ausgangsmaterial, wahrend Reinigung
und Virusinaktivierung sowie der Formulierung, bei der Lagerung, im Handel
und beim Gebrauch des Produktes. Ein Grund dafiir ist die Tatsache, dass
die Proteine/Peptide in wirtsfremden Organismen exprimiert werden, die
Konzentration der exprimierten Proteine/Peptide recht hoch ist und die zur
Synthese genutzten Zellen unter Stress stehen. Bei der Reinigung der
Proteine/Peptide fehlen naturliche Begleitstoffe wie Lipide, Lipoproteine und
andere Proteine, welche in naturlicher Umgebung die hergestellten
Proteine/Peptide stabilisieren. Einige rekombinante Proteine/Peptide werden
gar aus Einschlusskdrperchen, welche sich in den exprimierenden
Organismen aus dem missgefalteten Protein/Peptid gebildet haben,
aufgereingt, da die Einschlusskorperchen gut vom Zellmaterial abtrennbar
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sind. Solche Proteine/Peptide missen dann wieder in eine halbwegs native

Konformation zuriick gebracht werden.

Bei der Reinigung eines Proteins bedingen weitere Konditionen
Missfaltungen. So beeinflussen zum Beispiel Scherstress, Losungsmittel,
Detergenzien, pH-Wert, Temperatur, Einfrieren und Auftauprozess, Material
der Oberflachen mit denen das Zielprotein in Berihrung kommt, lonenstarke,
Ubergdnge von Grenzschichten, wie die Luft-Fliissigkeitsgrenzschicht,
Lyophilisierung, Kalte, Hitze, Druck, Bestrahlung (UV,IR, X-rays), ,Vortexen®,
,Jltraschall, RUlhren, Schitteln, hohe Proteinkonzentrationen und
chemische Modifikationen die Stabilitat der nativen
Protein/Peptidkonformation. Chemische Modifikationen sind zum Beispiel
proteolytische Spaltungen, Oxidation, Carbamylierung, beta-Eliminierung,
Racemisierung, Deamidierung, und Acylierung des hergestellten oder
gereinigten  Zielproteins.  Cystein  enthaltende  Proteine  kdnnen
intermolekulare Disulfidbriicken bilden. Insbesondere globulare Proteine sind
in wassrigen Losungen recht instabil und neigen zu Missfaltungen und
anschlieBender Aggregation. Solche Proteine konnen prazipitieren und
Chromatographiesaulen und Filter verstopfen. Missfaltung von Zielproteinen
fuhrt in vielen Fallen zum Verlust der Aktivitdt und damit zur Verringerung
der spezifischen Aktivitat eines Praparates. Die genannten Mechanismen
kdnnen die Zielproteine/peptide, wie auch Begleitproteine/Peptide betreffen.
Die Affinitatschromatographie nutzt spezifische Interaktionen zwischen dem
Protein/Peptid, welches gereinigt werden soll, und seinem immobilisierten
Liganden. Oft sind die Elutionsbedingungen ziemlich  harsch.
lonenaustauschchromatographie oder hydrophobe Interaktions-

Chromatographie verursachen auch Stress flir die Proteinkonformation.

Auch bei der Lagerung von Arzneimitteln, welche Proteine oder Peptide als
Wirk-oder Zusatzstoff enthalten, kann es durch physikalische und chemische

Prozesse zu Missfaltung dieser Inhaltsstoffe kommen.

Arzneimittel, welche aus Material stammen, welches einem tierischen oder
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menschlichen Korper entnommen wurden, konnen schon durch das
Ausgangsmaterial missgefaltete Proteine/Peptide enthalten. Insbesondere
dann, wenn der Spender des Ausgangsmaterials an einer der vielen
Erkrankungen leidet, welche mit Proteinmissfaltung einhergeht,
insbesondere dann, wenn die Erkrankung noch nicht offensichtlich ist, und

so weder dem Patienten noch einem Arzt bisher aufgefallen ist.

Zu den Medikamenten, welche Proteine/Peptide als Wirkstoffe oder
Zusatzstoffe enthalten, gehdren z.B. Antikorper, Impfstoffe, aus Blut
gereinigte Gerinnungsfaktorpraparate, Hormone, Zytokine und
Wachstumsfaktoren, Blutbankprodukte wie Plasma und Zellkonzentrate,
rekombinante Proteine als Immunsuppressiva , rekombinante Proteine als
Antirheumatika und antiinflammatorische Wirkstoffe, rekombinante Proteine
gegen Osteoporose, rekombinante Proteine als Antirheumatika und
antiinflammatorische  Wirkstoffe, rekombinante Proteine bei Krebs,
rekombinante Proteine zur Beeinflussung der Blutgerinnung, rekombinante
Proteine bei Diabetes, rekombinante und synthetische Hypophysen- und
Hypothalamushormone, rekombinante Proteine zur Beeinflussung der
Blutzellbildung, rekombinante Proteine zur Wundbehandlung und Psoriasis.
Vielen Produkte beinhalten als Stabilisator ein anderes Protein, wie z.B.

Humanalbumin.

Lagerungsbedingte Veranderungen im Arzneimittel kdnnen eine deutliche
Beeintrachtigung der Wirkung mit sich bringen. Als Beispiel sei hier ein
Blutbankpraparat genannt. So beschrieben Koch et al. dass
Erythrozytenkonzentrate mit der Lagerungsdauer schlechter vertraglich
werden  konnen ', Einfach nach  kurzer Lagerung alle
Erythrozytenkonzentrate zu vernichten ist in Anbetracht der Knappheit
dieses wichtigen Medikaments keine Lésung des Problems. Eine Methode,
welche es erlauben  wirde, diejenigen  Erythrozytenpraparate
herauszufischen, welche eine schlechtere Wirksamkeit haben und welche
die in der zitierten Arbeit beschriebenen Nebenwirkungen verursachen, ware

ein groRer Fortschritt fur die Medizin.
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Medikamente, welche Proteine/Peptide enthalten, konnen
Gesundheitsprobleme verursachen. So sind als Nebenwirkungen z.B.
anaphylaktische Reaktionen, Fieber, Stérung der Hamostase, Fibrinolyse,
Sepsis, disseminierte intravasale Gerinnung (DIC), Thrombosen, und
(Auto)antikorperbildungen  beschrieben worden. Die beschriebenen
Nebenwirkungen sind oft Chargenabhangig und abhangig vom
Gesundheitszustand des Patienten, der diese Arzneimittel erhalt. Da
Missfaltungen  von  Proteinen/Peptiden mit  Veranderungen  der
Immunabwehr, Antikdrperbildung und Stérungen der Hamostase/Fibrinolyse
direkt in Verbindung stehen, ist es wahrscheinlich, dass missgefaltete
Proteine/Peptide in den Medikamenten oder Medikamentzusatzstoffen direkt
am Nachlassen der Produktqualitat und am Auftreten der Nebenwirkungen

beteiligt sind.

Hermeling et al. beschreiben den Zusammenhang zwischen der Faltung
eines Proteins/Peptides und seiner Immunogenizitdt ™% Rosenberg
berichtet, dass Medikamente, welche oxidierte oder aggregierte Proteine
enthalten, immunogener sind ™. Joubert et al beschreiben eine Aktivierung

der innaten Immunreaktion durch aggregierte Proteine in Medikamenten 2,

Missfaltung von Proteinen/Peptiden in Medikamenten kann die Qualitat und

Effizienz des Produktes unglnstig verandern '3,

Daher sind Methoden notwendig, welche solche Veranderungen anzeigen

134-138

Die Detektion von Aggregaten, eine Ausfilhrungsform von missgefalteten
Proteinen/Peptiden, gehoért in der Pharmazeutischen Biotechnologie zum
Standart. Mit Verfahren, welche die Aggregatbildung von Proteinen
monitoren, werden Produktionsprozesse modifiziert und optimiert. Zu diesen
Verfahren gehoren langwierige physikalische Methoden wie Analytische
Techniken: ,Dynamic Light Scattering (DLS)", ,Multi-Angle Light Laser
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Scattering (MALLS)“, UV Spektroskopie , ,Light Obscuration®, ,Micro-Flow
Imaging (MFI), ,Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)* und
Separationstechniken wie: ,Size Exclusion Chromatography (SEC)“, ,Field
Flow Fractionation (FFF)*“, ,Capillary Electrophoresis. (CE)" oder analytische

Ultrazentifugation '*°.

Eine erfindungsgeméaBe Ausfihrung der Erfindung ist es, missgefaltete
Proteine/Peptide schon unabhangig von der Aggregatbildung zu detektieren,
und damit den gesamten Herstellungsprozess (siehe oben) zu otimieren und
die Ausbeute an Medikament fiir den Hersteller und die Qualitdt des

Medikaments fiir den Patienten zu erhohen.

Ziel ist es, so wenig wie moglich missgefaltete Proteine/Peptide im gesamten

Herstellungsprozess zu erzeugen und/oder im Medikament zu belassen.

Mit Hilfe der erfindungsgemaflen Bindungsubstanzen kénnen missgefaltete
Proteine/Peptide in Herstellungsstufen und im Medikament einfach und
schnell detektiert werden. Das Vorgehen ist analog zu den im Abschnitt
Diagnostik beschriebenen Verfahren. Statt einer Korperflissigkeit als
Testsubstanz wird jedoch eine Substanzprobe aus einem beliebiegen
Herstellungsschritt, wie, aber nicht beschrankt auf, das Ausgangsmaterial,
Zellkultur, eines der Reinigungsverfahren, Virusinaktivierungsverfahren,
Formulierung, Lagerung, Transport, Handel, Handling durch den
Verbraucher, auf das Vorhandensein von missgefalteten Proteinen/Peptiden
getestet und dies dokumentiert. Als Testverfahren eignen sich z.B.
Mikrotiterplattenassay mit Nutzung der erfindungsgemalfien Bindesubstanz,
aber auch Plasmon Resonanz, Bead-assay, Turbimetry und viele andere,

welche dem Fachmann gelaufig sind.

Eine Eliminierung oder Abreicherung von missgebildeten Proteinen/Peptiden
aus Produktionschritten der Herstellung des Medikamentes st
erfindungsgemal® durch ein Verfahren durchfihrbar, bei dem ADAM15
(Metargidin), die Metalloproteasedomane von ADAM15 und insbesondere
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Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg,
Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297,
die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279—
290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) haben und die
Kringel 5 Doméne des Plasminogen und insbesondere die
Aminosduresequenz PRKLYDY oder Aminosauresequenzen, welche die
Sequenz PRKLYDY enthalten, an eine feste Oberflache immobilisiert wird.
Diese kann bevorzugt ein Filtersystem, eine Membran, ein Schlauchsystem
oder eine Matrix sein, wie sie Ublicherweise fur Affinitatschromatographien
verwendet wird. Die Abtrennung der missgefalteten Proteine/Peptide erfoigt
analog zu dem unter Abreicherung von missgefalteten Proteinen/Peptiden
aus Koarperflissigkeiten beschriebenem Verfahren, indem man die
missgefalteten Proteine/Petide aus den Materialien der Herstellungsschritte
des Medikamentes oder aus dem fertigen Medikament an die beschichtete
Matrix binden lasst und dann das in Ldsung befindliche Medikament,
welches dann geringere Konzentrationen an missgefalteten

Proteinen/Peptiden oder keine mehr enthalt, von der festen Matrix trennt.

Bei der erfindungsgemald bevorzugten Nutzung der oben genannten
Peptide, kann das entfernte missgefaltete Protein/Peptidmaterial in einem
folgenden Schritt einfach mittels eines Uberschusses an freiem Peptid eluiert
werden. Dies ist sinnvoll flr spatere Analysen des missgefalteten Materials,
welche zur Modifizierung und Optimierung des Herstellungsprozess genutzt

werden konnen.

b) Reagenzien und Hilfsreagenzien fiir diagnostische Tests

Die Erfindung bezieht sich auch auf Verfahren der Selektion und/ oder
Qualitatskontrolle von Reagentien oder beschichteten
Festphasenkomponenten, die fur alle Analysen und Assay zur Untersuchung

von missgefalteten Proteinen geeignet sind.
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An eine Methode oder einen Kit zur Detektion und Messung von
missgefalteten Proteinen/Peptiden mussen erfindungsgemal besondere

Anforderungen gestellt werden.

Ein kommerziell und/oder wissenschaftlich brauchbarer Assay erfordert,
neben anderen Dingen, dass unter Verwendung solcher Assays erzeugter
Ergebnisse von Labor zu Labor, wie auch von Ansatz zu Ansatz
reproduzierbar sind. Reagens- und Kit-stabilitdt wahrend des Versands
und/oder Lagerung sind ebenfalls sehr wichtige Kriterien flr eine sichere

Routineuntersuchung von Assays fiir missgefaltete Proteine/Peptide.

Die Verwendung von Reagenzien, welche selbst missgefaltete Proteine
enthalten, fihrt zu hohen Variabilitdten zwischen Chargen, hoher,
unkalkulierbarer  Hintergrundreaktion und  schlechter Kit-Stabilitat.
Insbesonder die Stabilitat der Festphasenkomponente, die in den Assays flur

missgefaltete Proteine verwendet werden, ist duRerst komplex und kritisch.

Eine besonders bevorzugte Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung
sind Methoden unter Verwendung der erfindungsgemalen Bindesubstanzen
fir missgefaltete Proteine/Peptide, welche verwendet werden, um
Reagenzien oder insbesondere Festphasenkomponenten fir Bindeassays
zur ldentifikation von missgefalteten Proteinen/Peptiden auszuwahlen, die
fir Bindeassays zur ldentifikation von missgefalteten Proteinen/Peptiden
geeignet sind, die frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden sind, oder in
denen missgefaltete Proteine/Peptide nur in geringen Spuren vorkommen,
und damit in den Assays zur Detektion und Quantifizierung von

missgefalteten Proteinen/Peptiden verwendet werden kénnen.

Ein Reagenz im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein in einem Assay zur
Detektion von missgefalteten Proteinen verwendetes Biomolekul, das
Prozessen unterliegen kann, welche zur Missfaltung von Proteinen/Peptiden
fuhren, z.B. einer Pufferkomponente, einem Stabilisierungsprotein, einer

Komponente zur Beschichtung oder zum Blockieren von nicht-spezifischen
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Bindern der Festphase, wie, aber nicht beschrankt auf, Rinderserumalbumin,
Humanalbumin, Magermilchpulver, wahrend der Herstellung der Festphase
verwendete Reagenzien, ein Nachweisreagenz, insbesondere, wenn es sich
dabei um einen Antikorper oder ein andere Protein, insbesondere wenn es
sich um ein rekombinantes Protein handelt. Von missgefalteten
Proteinen/Peptiden freie oder zumindest im Wesentlichen von missgefalteten

Proteinen/Peptiden freie Reagenzien werden ausgewahlt und verwendet.

Der Begriff Festphasenmaterialien /-komponente wird verwendet um
Festphasen oder Tragermaterialien zu beschreiben, welche routinemafig in
Bindeassays verwendet werden. In der vorliegenden Erfindung wird ein
Verfahren  zur  Herstellung einer  Festphasenkomponente, und
Hilfsreagentien, wie  Blockierungsreagenz und  Nachweisreagenz,
beschrieben, welches frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Beschichten der Festphasenkomponente mit einem spezifischen
Bindungspartner, der frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Waschen der Festkorperkomponente und zugeben einer Blockier- oder
Stabilisierldsung, welche frei von missgefalteten Proteinen/Peptiden ist.
Nutzung eines Nachweisreagenzens/Bindepaarmitgliedes, welches frei von
missgefalteten Proteinen/Peptiden ist. Ein besonderes Augenmerk gilt hier
der Verwendung von Avidin, Streptavidin, Rinderserumalbulin,
Humanalbulin, Magermilchpulver, jeder Art von Antikbrpern und

Nachweisenzymen.

Die Nutzung der erfindungsgemalen Erfindung beschrankt sich nicht auf
Reagenzien, welche in diagnostischen Tests zur Detektion und Messung von
missgefalteten Proteinen/Peptiden genutzt werden. Allgemein ist es in
diagnostischen Tests , in denen Proteine oder Peptide verwendet werden
von Vorteil, dass keine missgefaltetenProteine/Peptide in den Reagenzien
vorkommen, da diese unspezifische Reaktionen eingehen kdnnen, welche

das Testergebniss negativ beeinflussen.

Mit Hilfe der erfindungsgemalien Bindungsubstanzen kdnnen missgefaltete
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Proteine/Peptide in Herstellungsstufen und im diagnostischen Reagenz
einfach und schnell detektiert werden. Das Vorgehen ist analog zu den im
Abschnitt Diagnostik beschriebenen Verfahren. Statt einer Kérperflissigkeit
als Testsubstanz wird jedoch eine Substanzprobe aus einem beliebigen
Herstellungsschritt, wie, aber nicht beschrankt auf, das Ausgangsmaterial,
Zellkultur, eines der Reinigungsverfahren, Virusinaktivierungsverfahren,
Formulierung, Lagerung, Transport, Handel, Handling durch den
Verbraucher oder dem diagnostischen Reagens selbst auf das
Vorhandensein von missgefalteten Proteinen/Peptiden getestet und dies
dokumentiert. Als Testverfahren eignen sich z.B. Mikrotiterplattenassay mit
Nutzung der erfindungsgemafien Bindesubstanz, aber auch Plasmon
Resonanz, Bead-assay, Turbimetry und viele andere, welche dem

Fachmann gelaufig sind.

Eine Eliminierung oder Abreicherung von missgebildeten Proteinen/Peptiden
aus Produktionschritten der Herstellung des Reagenzes flr ein
diagnostisches Verfahren oder einen diagnostischen Kit ist erfindungsgeman
durch ein Verfahren durchflhrbar, bei dem ADAM15 (Metargidin), die
Metalloproteasedomane von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die
Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro
(HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297, die
Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279-
290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) haben und die
Kringel 5 Doméane des Plasminogen und insbesondere die
Aminosduresequenz PRKLYDY oder Aminosauresequenzen, welche die
Sequenz PRKLYDY enthalten, an eine feste Oberflache immobilisiert wird.
Diese kann bevorzugt ein Filtersystem, eine Membran, ein Schlauchsystem
oder eine Matrix sein, wie sie Ublicherweise fir Affinitdtschromatographien

verwendet wird.

Die Abtrennung der missgefalteten Proteine/Peptide erfolgt analog zu dem
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unter Abreicherung von  missgefalteten  Proteinen/Peptiden  aus
Korperflussigkeiten  beschriebenem  Verfahren, indem man die
missgefalteten Proteine/Petide aus den Material der Herstellungsschritte des
Medikamentes oder aus dem fertigen Medikament an die beschichtete
Matrix binden lasst und dann das in Loésung befindliche Medikament,
welches dann geringere Konzentrationen an missgefalteten

Proteinen/Peptiden oder keine mehr enthalt, von der festen Matrix trennt.

c) Forschungsreagenzien

Bei allen wissenschaftlichen Untersuchungen im Bereich Forschung und
allen Untersuchungen zur Findung oder Testung von Therapeutika und
Diagnostika, bei denen andere Proteine wie z.B. Rezeptoren, an welche
missgefaltete Proteine/Peptide binden kénnen oder bei denen die
Testreagenzien selbst missgefaltete Proteine/Peptide sind, eine Rolle
spielen, ist es fur die richtige Deutung der erzielten Ergebnisse unabdingbar,
dass die Begleitreagenzien, damit sind Reagenzien oder Zusatzstoffe
gemeint, welche selbst nicht im Mittelpunkt der Untersuchung stehen, wie
insbesondere Zellkulturmedien, Zellkulturmedienzusatze, ganz besonders
Seren aus Saugetieren wie fetales Kalberserum, Reagenzien zur
Stabilisierung von Proteinen, hier insbesondere Zusatze wie Albumin,
Rinderserumalbumin, Magermilchpulver, keine missgefalteten Proteine
enthalten. Dies ist besonders dann wichtig, wenn fiir das Experiment eine
Bindung oder die Auswirkung einer Bindung von einer Testsubstanz an ein
anderes Protein getestet werden soll, welches missgefaltete

Proteine/Peptide erkennen kann.

Zur richtigen Deutung von Versuchsergebnissen ist es flir den Untersucher
zudem wichtig zu wissen, ob einer der Reaktionspartner ein missgefaltetes
Protein/Peptid ist.

Eine solche Auswahl von geeigneten Reagenzien oder
Festphasenkomponenten ist erfindungsgemaf insbesondere wichtig fiir

Untersuchungen oder Medikamentenscreening und -testung in den
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Bereichen Fibrinolyse, tPA, Plasminogen, Kontaktphasenaktivierung, FXII,
Chaperone, Phagozytose, Apoptose, Zellproliferation, Wundheilung,
Amyloidosen, Wirkung von ADAMs, Wachstumsfaktoren, extrazellulare
Matrix, Infektion, Entzindung, Ischamie, Ischamie-Reperfusionschaden,
Rheuma,  Autoantikdrpermessung,  Autoantikérperbildung,  Vaccine,
Gerinnung, Antikoérperbildung, innate und adaptive Abwehr, Arteriosklerose,
neurodegenerative Erkrankungen, Sepsis, Multiorganversagen, Biomarker,
Biokompatibilitdt von Materialien, ansprechen von Tumoren auf
Chemotherapeutika, Angiogenese, Neoangiogenese, Shedding von
Oberflachenproteinen, Quantifizierung von abgespaltenen
Proteinen/Peptiden, grundsatzlich allen Arbeiten mit rekombinanten

Proteinen und mit Mikroorganismen.

Die vorliegende Erfindung ist daher in einer weiteren Ausfuhrungsform auch
ein  Verfahren zur Selektion und/oder Qualitdtskontrolle eines
Forschungsreagenzes und zur Entfernung von missgefalteten Proteinen aus

Forschungsreagenzien.

Mit Hilfe der erfindungsgemalfien Bindungssubstanzen kénnen missgefaltete
Proteine/Peptide in Forschungsreagenzien einfach und schnell detektiert
werden. Das Vorgehen ist analog zu den im Abschnitt Diagnostik
beschriebenen Verfahren. Statt einer Korperflissigkeit als Testsubstanz wird
jedoch eine Substanzprobe aus einem beliebigen Herstellungsschritt wie,
aber nicht beschrankt auf, das Ausgangsmaterial, Zellkultur, eines der
Reinigungsverfahren, Virusinaktivierungsverfahren, Formulierung, Lagerung,
Transport, Handel, Handling durch den Verbraucher) eines
Forschungsreagenzes oder dem Forschungsreagenz selbst auf das
Vorhandensein von missgefalteten Proteinen/Peptiden getestet und dies
dokumentiert. Als Testverfahren eignen sich z.B. Mikrotiterplattenassay mit
Nutzung der erfindungsgemallen Bindesubstanz, aber auch Plasmon
Resonanz, Bead-assay, Turbimetry und viele andere, welche dem
Fachmann geldufig sind. Das Verfahren eignet sich auch zur Otimierung der

Stabilitat eines Forschungsreagenzes und zur Testung des Einflusses von
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Lagerungsbedingungen.

Eine Eliminierung oder Abreicherung von missgebildeten Proteinen/Peptiden
aus Produktionschritten der Herstellung des Forschungsreagenzes oder
eines seiner Herstellungsvorstufen ist erfindungsgemaf durch ein Verfahren
durchflihrbar, bei dem ADAM15 (Metargidin), die Metalloproteasedomane
von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg,
Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend
der ADAM15 Sequenz 286-297, die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp,
Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282—
293, oder die Sequenz Ala, Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg,
Arg ADAM15 Sequenz 279-290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg,
Arg (HWRR) haben und die Kringel 5 Doméane des Plasminogen und
insbesondere die Aminosauresequenz PRKLYDY oder
Aminosauresequenzen, welche die Sequenz PRKLYDY enthalten, an eine
feste Oberflache immobilisiert wird. Diese kann bevorzugt ein Filtersystem,
eine Membran, ein Schlauchsystem oder eine Matrix sein, wie sie

Ublicherweise fur Affinitatschromatographien verwendet wird.

Die Abtrennung der missgefalteten Proteine/Peptide erfolgt analog zu dem
unter  Abreicherung von  missgefalteten  Proteinen/Peptiden  aus
Korperflissigkeiten  beschriebenem  Verfahren, indem man die
missgefalteten Proteine/Petide aus den Material der Herstellungsschritte des
Medikamentes oder aus dem fertigen Medikament an die beschichtete
Matrix binden lasst und dann das in Losung befindliche Medikament,
welches dann geringere Konzentrationen an missgefalteten

Proteinen/Peptiden oder keine mehr enthalt, von der festen Matrix trennt.

d) Biofilme

Biofilme entstehen, wenn Mikroorganismen wie Bakterien, Algen, Einzeller,
Pilze, sich an Grenzflachen ansiedeln. Sie bestehen aus einer dinnen
schleimige, extrazellulare Grundsubstanz aus Polymeren, in der

Mikroorganismen eingebettet sind und bilden sich Uberwiegend in wassrigen
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Systemen, entweder auf der Wasseroberflache oder auf einer Grenzflache
zu einer festen Phase . Man findet sie quasi Uberall, wo ein Leben fir
Mikroorganismen maglich ist, zum Beispiel auf ndhrstoffreichem, flieRendem
oder stehendem Wasser, in Fllissen, Bachen, Seen, auf der Oberfache von
Zahnen, Zahnersatz, kunstlichen Linsen und Kontaktlinsen, auf
Lebensmitteln, auf Materialien zum Einsatz im Korper, wie Kathetern,
Implantaten, auf chirurgischen Instrumenten, in Hausinstallationen und auf
Lebens- und Genussmitteln. Sie kénnen erheblich zur Beeintrachtigung des
menschlichen oder tierischen Lebens beitragen, zum Beispiel, aber nicht
begrenzt auf, durch Infektionen und Beeintrachtigung der Haltbarkeit von
Lebensmitteln "*'. Wenn z.B. auf Lebensmitteln sichtbare Beldge oder
Gerliche durch Biofilme festgestellt werden koénnen, ist es zu spat durch
geeignete Malnahmen, wie z.B. Uberwachung der Kiihlung, die

Vermehrung der Mikroorganismen effektiv eindammen zu kdénnen.

Es ist daher wichtig, Sensoren und Methoden zur zeitnahen Detektion und
Messung von Biofilmen zu entwickeln. Missgefaltete Proteine kdnnen sich
wie oben beschrieben zu Amyloiden zusammenlagern. Amyloide
Adhasionsproteine wurden in Huille und Fille in natlirlichen Biofilmen
gefunden 142, Somit enthalten Biofilme missgefaltete

Proteine/Proteinfragmente/Peptide.

Die erfindungsgemalen Bindesubstanzen flr missgefaltete Proteine/Peptide
kénnen an ein Nachweissystem gekoppelt und als Sensoren fiir Biofilme

genutzt werden.

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung ist daher die Detektion und
Messung von Biofilmen mit Hilfe einer Methode, bei der eine Bindesubstanz
fir missgefaltete Proteine/Peptide genutzt wird. Bevorzugt ist diese
Bindesubstanz ADAM15 (Metargidin), die Metalloproteasedoméane von
ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg, Arg,
Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend der
ADAM15 Sequenz 286-297, die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg,
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Arg, Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293,
oder die Sequenz Ala, Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg
ADAM15 Sequenz 279-290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg
(HWRR) haben und die Kringel 5 Domane des Plasminogen und
insbesondere die Aminosauresequenz PRKLYDY oder

Aminosauresequenzen, welche die Sequenz PRKLYDY enthalten.

Eine zusatzliche Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Nutzung der oben
beschriebenen Nachweismethode zur Erfassung von gesundheitlichen
Risiken sowie zur Charakterisierung von Hygiene- und Qualitdtsmangeln,
besonders bevorzugt im Bereich Gesundheitswesen,

Lebensmittelgewinnung, -lagerung und -handel.

5. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen/Peptiden zur
Untersuchung der biologischen Vertraglichkeit und
Bio-/Hamokompatibilitit von Materialien und zur Untersuchung des
Einflusses eines Medizinproduktes auf die Erzeugung von
missgefalteten Proteinen/Peptiden . Verwendung dieser Methode zur

Optimierung von Medizinprodukten.

An Materialien, welche in Kontakt mit Blut, Plasma oder Gewebe kommen,
mussen besondere Anforderungen gestelit werden. Sie miissen biologisch
vertraglich und biokompatibel sein. Sind sie in kurzem, langzeitigem oder gar
permanentem Kontakt mit Blut, so missen sie hamokompatibel sein, stehen
sie in Kontakt mit Zellen und Geweben, so missen sie zytokompatibel sein.
Der Begriff Biokompatibilitat bedeutet im Sinne der Erfindung die
Vertraglichkeit von Werkstoffen mit lebendem Gewebe (Knochen,
Weichgewebe, Blut) von Menschen und Tieren. Das Material sollte sich
moglichst inert verhalten und nicht zu Abbau- oder Abstossungsreaktionen
fuhren und den Stoffwechsel so wenig wie mdglich beeinflussen. Williams
definierte dies 2003 ins Deutsche Ubersetzt so: Die Biokompatibilitdt eines
Medizinproduktes fur die Langzeitanwendung bezieht sich auf die Fahigkeit

des Produktes die vorgesehene Funktion mit dem erwiinschten Grad der
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Integration in den Organismus auszuflhren, ohne in diesem jegliche

unerwiinschten lokalen oder systemischen Effekte auszuldsen 43,

An Materialen, welche kurzfristig, lang oder permanent mit Blut in Berthrung
kommen, sind zusatzlich ganz spezifische Anforderungen zu stellen. So
sollte die pordse Wand von kleinlumigen, mikroporosen Gefaliprothesen
zwar abdichtbar sein, die Innenflachen der GefalRprothese dirfen aber nicht
thrombogen sein, da dies sonst zu einem thrombotischen Verschluss der
Prothese oder eines Blutgefales kommen kann, in welche ein
thrombotischer Embolus getragen worden ist. Herzklappen und
Herzunterstitzungssysteme durfen das Blut weder so verdndern, dass es im

Patienten zu Blutungen, noch dass es zu Thrombosen kommen kann.

Zu den Materialien, welche in Kontakt mit Blut kommen gehéren zum
Beispiel ein weites Spektrum an Kunststoffen wie Polyethylen, Polypropylen,
Polyvinylchlorid, Polyester, Polystyren, Polyurethan, Silikon, Polysulphon,
Polyamid, Polytetrafluoroethylen etc. sowie deren Derivate, aber auch auch
keramische Bauteile, sowie viele metallische Werkstoffe wie Edelstahl, Titan

und deren Legierungen.

Beispiel fir Medizinprodukte, welche kurzzeitig mit Blut in Beriihrung
kommen, sind Katheter, Atherektomiegerate, Blutmonitore, Flihrungsdrahte,
intravaskulare Endoskope, intravaskularer Ultraschall, intravaskulare
Lasersysteme, retrograde koronare Perfusionskatheter, Herz-Lungen-
Maschinen-Kreislaufzubehor, extrakorporale Membranoxygenatoren,
Blutdialyse-/Hamofiltrationsausriistung, = Spender und therapeutische
Aphereseausrustung, Gerate fiir die Absorption spezifischer Substanzen aus
dem Blut, interventionelle Kardiologie- und vaskuldre Gerate, perkutane
Kreislaufunterstitzungssysteme und so weiter. Langfristig bis auf Lebenszeit
sind zum Beispiel  Annuloplastieringe, prothetische oder biologische
Gewebe-/Gefallimplantate, Kreislaufunterstiitzungssysteme (ventrikulare
Assist Devices, kiinstliche Herzen, intraaortale Ballonpumpen), Vena-cava-

inferior-Filter, Embolisierungsgerate, endovaskulare Implantate,
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implantierbare Defibrillatoren und Cardioverter, Stents, Gefalprothesen,
arteriovenoser Nebenschluss (Shunt), Blutmonitore, interne Katheter zur
Medikamentenverabreichung, Schrittmacherkabel, intravaskulare
Membranoxygenatoren (kinstliche Lungen), Leukozyten-Removal-Filter, und

Herzklappen mit Blut in Berlihrung.

Gemal der ISO 10993-4 (DIN EN ISO 10993: Biologische Beurteilung von
Medizinprodukten, Deutsches Institut fir Normung, 2003) miissen fir
Medizinprodukte, welche in Kontakt mit Blut stehen mindestens ein, haufig
aber auch mehrere Tests aus nachfolgender Liste durchgefuhrt werden:

Thrombose, Gerinnung, Thrombozyten, Hamatologie, Komplementsystem.

Meistens wurden und werden folgende einfache Tests durchgefiihrt:

Thrombose:
— Thrombozytenadhasion und —aggregation,
— Anhaftende Thrombozyten, Fibrin, Morphologie der Thrombozyten
(Lichtmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie)
Koagulation:
— nicht aktivierte partielle Tromboplastinzeit, Thrombozyten
— Thrombingeneration (TAT)
— D-Dimer
Thrombozyten: Thrombozytenzahl (Differenzblutbild)
— Thrombozytenadhasion
— Plattchenfaktor 4 (PF4)
Hamatologie:
— Leukozytenzahl (Differenzblutbild)
— Hamolyse im direkten Blutkontakt
— Hamolyse im indirekten Blutkontakt
Komplementsystem:

- Komplementfaktor C5a .

Diese Methoden messen zwar einige Auswirkungen, welche ein Material
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haben kann, liefern aber, da sie den Kern der Ursache fir die
Hamoinkompatibilitdt nicht erfassen, wenig Anhaltspunkte zur gezielten

Auswahl und Optimierung von Biomaterialien.

Die geeigneten Materialien flir Medizinprodukte zu finden, welche komplett

hamokompatibel sind, stellt daher noch ein groRes zu I6sendes Problem dar

144

Es besteht zum Wohle der Patienten die dringende Notwendigkeit der
Optimierung der praklinischen Evaluierungsstrategien von
blutkontaktierenden ,Medical Devices". Die Problematik bei der Entwicklung
von besser biokompatiblen Materialien besteht darin, dass bisher nur
unvollstandige Kenntnisse Uber den Pathway der Aktivierungsmechanismen

vorhanden sind.

Um das Problem zu losen, missen Methoden entwickelt und Sensoren
gefunden werden, mit denen die Hamokompatibilitat einfach, schnell und
zuverlassig getestet werden kann, weil sie direkt an der Ursache der

Aktivierungsmechanismen ansetzt.

Die in dieser Erfindung offen gelegten Bindesubstanzen flir missgefaltete

Proteine, sind solche Sensoren.

Bezuglich der Forderung oder Verhinderung der Veranderung des Blutes,
sodass entweder eine Blutungsneigung oder eine Thromboseneigung im
Patienten ausgelost oder unterstitzt wird, spielen Proteinadsorption bzw
Wechselwirkungen der  Proteine  untereinander und mit der
Werkstoffoberflache eine ganz entscheidende Rolle. Das Mall der
Proteinadsorption und die Art der Wechselwirkungen werden zusatzlich von
rheologischen Eigenschaften, wie FlieRgeschwindingkeit, Hamatokrit,

Grenzflachenlbergange und dem Auftreten von Scherkraften beeinflusst.

Die komplexen Vorgange bei der Proteinadsorbtion und die Wechselwirkung
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mit dem Material verursachen die Aktivierung des Blutgerinnungsaktivierung
und fihren zur Aktivierung von FXII und beobachteten morphologischen

Veranderungen der Thrombozyten ',

Adsorption und Denaturierung von Proteinen auf Werkstoffen gilt daher als
Mal} fir deren Biokompatibilitat. Diese wird bisher auf umstandliche Weise
gemessen. So beschrieben Merritt et al. eine Mehrstufenanalyse, mit deren
Hilfe die an Oberflachen von Prufkorpern aus dem zu untersuchenden
Werkstoff anhaftenden Proteine mit Hilfe von Enzyme-Linked
immunosorbent Assay (ELISA) und Photometrie quantifiziert und identifiziert

werden kdnnen '8,

Spezifische Proteine, welche an der Oberflaiche des Werkstoffes haften,
kénnen mittels spezifischer Antikdrper, welche an Nachweissystem
gekoppelt sind, visualisiert werden. Auch die Ellipsometrie wird zur
Beurteilung einer Proteinschicht auf Werkstoffoberflachen genutzt. In dieser
optischen Messmethode wird linear polarisiertes Licht von der zu
messenden Materialoberflache reflektiert und kann dann durch einen
Photodetektor gemessen werden. Zur Identifizierung von adsorbierten
Proteinen kénnen diese abgeldst und mittels SDS-PAGE und Western-Blot
identifiziert ~ werden.  Adsorbierte  Proteine kdénnen aber auch

elektronenmikroskopisch analysiert werden.

Mit all diesen recht zeit-, arbeit-, und gerateaufwendigen Methoden wird aber
eine der wichtigsten Parameter fir die Bio/Hamokompatibilitdt des Materials
nicht gemessen, die Fahigkeit des Materials Missfaltungen in adsorbierten

Proteinen auszulosen.

Missgefaltete Proteine aktivieren, wie oben beschrieben, direkt Giber FXIl das
Kallikrein-System, beinflussen Uber t-Pa und Plasminogen die Fibrinolyse
und aktivieren die Thrombozyten. Aktivierte Thrombozyten wiederum
aktivieren Leukozyten und Lymphozyten. Missgefaltete Proteine/Peptide sind

Adhasionsbrucken fur Mikroorganismen und missgefaltete Proteine/Peptide
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sind Uber ihre Zellrezeptoren unter anderem in so wichtige Prozesse wie
Zellproliferation, Apoptose, Autophagy, Zellmigration, [Immunabwehr

beteiligt.

Die Messung, ob ein Material in adsorbierten Proteinen oder Peptiden
Missfaltungen erzeugt, ist daher eine wichtige Methode zur Bestimmung der

Bio- insbesondere der Hamokompatibilitat.

Erfindungsgemal® kann die Untersuchung der Bio-, insbesondere
Hamokompatibilitdt mit Hilsmitteln erfolgen, welche an missgefaltete
Proteine/Peptide binden. Dies kann eines der Proteine sein, welche von
anderen als generelle Bindeproteine fir missgefaltete Proteine/Peptide
beschrieben worden ist, wie z.B. ein Chaperon, bevorzugt GRP78/BIP, oder
tPA, oder Fibronektin, oder HGFA, ganz bevorzugt ist es aber eine
Bindesubstanz, gemal der hier offengelegten Erfindung, ADAM15
(Metargidin), die Metalloproteasedomane von ADAM15 und insbesondere
Peptide, welche die Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg,
Leu, Pro (HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297,
die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279—
290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) haben und die
Kringel 5 Doméne des Plasminogen und insbesondere die
Aminosauresequenz PRKLYDY oder Aminosduresequenzen, welche die
Sequenz PRKLYDY enthalten.

Das zu untersuchende Material zum Beispiel in Form von Probekdérpern,
Probeplattchen, Probekiugelchen oder das zu  untersuchende
Medizinprodukt, wird dabei mit einer Protein-/Peptidhaltigen L&sung,
bevorzugt einer Korperflissigkeit eines Tieres oder Menschen, besonders
bevorzugt mit Blut oder Plasma in Kontakt gebracht. Erfindungsgemal ist

es sinnvoll dies sowohl unter statischen als im nachsten Versuch auch unter
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dynamischen Bedingungen zu tun.

Das nichtadsorbierte Material wird mit Hilfe von geeigneten Flissigkeiten
wie, aber nicht beschrankt auf, physiologische Kochsalzldsung,
physiologische Pufferldsungen vorsichtig abgewaschen. Eine
Bindesubstanz, welche missgefaltete Proteine/Peptide erkennt, direkt oder
indirekt an ein Nachweissystem, bindet an das missgefaltete Protein/Peptid
und detektiert und misst missgefaltete Proteine auf der zu untersuchenden
Werkstoffoberflache.

Missgefaltetes Protein kann dann zum Beispiel fluorimetrisch
(Durchflusszytometrie auf Beads, Fluoreszenz in Plattensystemen),
fluoreszenzmikroskopisch, elektronenmikroskopisch, enzymatisch unter
Nutzung von colorimetrischen Substraten oder Chemilumineszenz,
turbidometrisch oder einem anderen beliebigen den Fachmann gelaufigen

Verfahren detektiert und gemessen werden.

Nachweisreagenz und Methode zur Untersuchung des Einflusses eines
Medizinproduktes auf die Erzeugung von Missfaltungen in

Proteinen/Peptiden

Eine besonders bevorzugte Ausflihrungsform der Erfindung ist ein
Nachweisreagenz und eine Methode zur Untersuchung des Einflusses eines
Medizinproduktes, bevorzugt eines extrakorporalen Systems, welches mit
zirkulierendem Blut in Kontakt kommt oder eines Implantates oder
Implantatteils , ganz besonders bevorzugt eines extra- oder intrakorporalen
Unterstutzungssystems, Herzklappen, Gefalprothesen oder Stents auf die
Erzeugung von Protein/Peptid Missfaltungen in Proteinen/Peptiden in
Flissigkeiten. Bevorzugt sind diese Flissigkeiten, Korperfliissigkeiten von
Menschen oder Tieren, ganz besonders bevorzugt handelt es sich dabei um

Blut oder Plasma von Menschen oder Tieren.
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Da auch viele andere Eigenschaften wie, aber nicht beschrankt auf
Stromungseigenschaften, Scherstress, Grenzflachenlbergange, Rauhigkeit
des Werkstoffes eines Medizinproduktes das Entstehen von Missfaltungen in
Proteinen/Peptiden verursachen kénnen (siehe unter ,Biopharmazeutika®) ist
es notwendig den Einfluss solcher Eigenschaften auf die Entstehung von

missgefalteten Proteinen/Peptiden zu messen.

Die vorliegende Erfindung beschreibt Bindesubstanzen fir
missgefaltete Proteine/Peptide, zur Verwendung in Methoden zur
Untersuchung des Einflusses von  Medizinprodukten auf
Proteine/Peptide, und Methoden zur Untersuchung des Einflusses von
Medizinprodukten auf Proteine/Peptide und zur Optimierung von

Medizinprodukten.

ErfindungsgemaR ist eine Substanz zur Untersuchung des Einflusses eines
Medizinproduktes auf die Erzeugung von Missfaltungen in
Proteinen/Peptiden eine Bindesubstanz fiir missgefaltete Proteine/Peptide,
bevorzugt ein Bindesubstanz wie @ ADAM15 (Metargidin), die
Metalloproteasedoméne von ADAM15 und insbesondere Peptide, welche die
Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro
(HWRRAHLLPRLP) entsprechend der ADAM15 Sequenz 286-297, die
Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu
(GNFLHWRRAHLL) ADAM 15 Sequenz 282-293, oder die Sequenz Ala,
Val, Thr, Leu, Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg ADAM15 Sequenz 279—
290, His, Trp, Arg, Arg, Pro oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) haben und die
Kringel 5 Domane des Plasminogen und insbesondere die
Aminosauresequenz PRKLYDY oder Aminosduresequenzen, welche die
Sequenz PRKLYDY enthalten.

Erfindungsgemal flieRen Flissigkeiten, welche Proteine/Peptide enthalten,
bevorzugt proteinhaltige Korperflissigkeiten von Menschen oder Tieren,
ganz besonders bevorzugt Blut oder Plasma, durch ein Medizinprodukt, oder

werden durch das Medizinprodukt gepumpt. Besonders bevorzugt sind dabei
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rheologische Bedingungen und FlieRgeschwindingkeiten, wie sie beim
FlieRen von Blut durch einen menschlichen oder tierischen Korper
vorkommen. Vor Einlass der protein-/peptidhaltigen Fliissigkeit und nach
Zirkulation durch das Medizinprodukt werden Proben der Flussigkeit
entnommen. Analog wie oben unter Detektion von missgefalteten Proteinen
in Korperflussigkeiten zur Diagnostik beschrieben, wird in den Proben vor
und nach Durchlauf durch das Medizinprodukt der Gehalt an missgefalteten

Proteinen/Peptiden detektiert und gemessen.

Zur Optimierung eines Medizinproduktes werden Modelle des
Medizinproduktes auf ihre Wirkung hinsichtlich Missfaltung von
Proteinen/Peptiden charakterisiert und verglichen und dem
Herstellungsvorgang bzw Modell der Vorzug zur Weiterentwicklung
gegeben, welcher ein Produkt erzeugt, dass geringere Konzentrationen an
missgefalteten Proteinen/Peptiden aus der gleichen Proteinldsung,

bevorzugt Blut oder Plasma, erzeugt.

Eine ganz besonders bevorzugte Anwendung der vorliegenden Erfindung ist
die oben beschriebene Untersuchung unter Verwendung von tierischem
oder menschlichem Blut in Kombination mit einer oder mehrerer
Untersuchungen zur Wirkung eines Medizinproduktes auf den
Aktivierungszustand von Thrombozyten, die funktionelle Kapazitdt von
Thrombozyten, Aktivierung der Blutgerinnung, Fibrinolyse, Kallikreinsystem,
Komplementsystem aus den gleichen oder parallel gewonnenen
Untersuchungsproben. Hierbei sind besonders bevorzugt Quantifizierungen
von Chaperonen, bevorzugt GRP78/BIP, auf der Thrombozytenoberflache,
Prasentation von CD62 und/oder CD63 auf der Thrombozytenoberflache,
Aufnahme und Einlagerung von Mepacrin in Thrombozyten, Bindung eines
Reagenz zur Erkennung von aktiviertem GPlibllla an Thrombozyten,
Messung und/oder Quantifizierung von Mikropartikeln aus Thrombozyten,
Leukozyten und Lymphozyten, Messung und/oder Quantifizierung von
Assoziaten aus Thrombozyten mit neutrophilen Granulozyten oder mit

Monozyten, Messung I0sliche Spaltprodukte von Thrombozyten, wir P-
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Selektin, GPlb-Fragment, GPV-Fragment, PAR-1 Spaltprodukt, PAR-4
Spaltprodukt, Quantifizierung von Oberflachenproteinen auf Thrombozyten,
Messung von Aktivierungsmarker fur Thrombozyten nach gezielter
Aktivierung mit Agonisten, Messung eine Formveranderung der
Thrombozyten, Messung der Fahigkeit der Thrombozyten zu adhérieren,
Messung der Fahigkeit der Thrombozyten ohne und nach gezielter
Aktivierung Fibrinogen zu binden, Abnahme der Zahl der Thrombozyten,
Leukozyten, Erythrozyten, nach Passage durch das Medizinprodukt,
Messung der Hamolyse, Messung der Fahigkeit der Thrombozyten ohne
und/Oder nach gezielter Aktivierung von Willebrand Faktor zu binden,
Konzentration und des Multimerenmusters des vWF, Aktivierungsmarker fiir
Leukozyten, Messung derFahigkeit der Leukozyten durch eine Zellschicht zu
transmigrieren, Messung von Substanzen, wie, aber nicht beschrankt auf,
Cytokine, Wachstumsfaktoren, Proteine, ATP, auf Blutzellen, Messung von
Aktivierungsmarkern der Gerinnung, wie, aber nicht beschrankt auf ,
Thrombin-Antithrombinkomplex, Fibrin-Monomere F1+2, Messung von
Markern der Aktivierung der Fibrinolyse wie, aber nicht beschrankt auf,
DDimer, Plasmin-Antiplasminkomplex, Messung der Aktivierung des FXII-
Kallekrein-Pathways, Messung von Aktivierungsmarkern des
Komplementsystems, wie aber nicht beschrankt auf C3a, C5a, Bb, iC3b, C4b,
SC5b-9, CH50, C3-Konvertase, C5-Konvertase

6. Nachweisreagenz und Methode zur Detektion von missgefalteten

Proteinen/Peptiden zur Nutzung dieser Substanzen

Amyloide sind fur viele technische Anwendungen ein attraktives Baumaterial,
da sie zu den wichtigsten sich selbstorganisierenden Nanomaterialien
gehoren. Sie haben eine simple repetitive geordnete Struktur, ein robustes
Design und sind ein dauerhaftes und preisglinstiges Material. Amyloide sind
aussichtsreiche Kandidaten far  die Herstellung molekularer
Nanobiomaterialien, wie z. B. Drahte, Schichten, Gele, Gerliste, Matrizen
und Flissigkristalle " '8 Beispiele fir Nanomaterial aus missgefalteten

Proteinen/Peptiden sind zum Beispiel Nanorohrenleiter % 0. Solche Leiter
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kdnnen z.B. aus missgefalteten n-terminalen und mittleren Abschnitten des
Proteins SU36p der Bierhefe Saccharomyces cerevisiae hergestellt werden.

Missgefaltete monomere oder oligomere Proteine /Peptide sind die
Vorstufen der Amyloide. Eine andere Anwendung der vorliegenden
Erfindung ist die Nutzung einer der erfindungsgemafien Bindesubstanzen
um missgefaltete Proteine/Peptide und damit mogliche geeignete Baustoffe
fur amyloide Fasern in Biomaterialien effizient und gezielt zu suchen und zu

finden.

Neben seinen technischen Anwendungen, koénnen missgefaltete
Proteine/Peptide auch andersweitig sinnvoll genutzt werden, wie, aber nicht
beschrankt auf, als Adjuvanz bei der Herstellung von Antikérpern und
Impfstoffen (Patent: Amyloid proteins as vaccine scaffolds. Inventors: Amy S
Rosenberg (FDA), James E Keller (FDA), Robert Tycko (NIDDK.))

Die erfindungsgemafien Bindesubstanzen kdnnen daher auch genutzt
werden, um missgefaltete Proteine/Peptide fiir nitzliche Anwendungen

gezielt und effizient in Biomaterialien zu suchen und zu finden.

7. Anreicherung von Mikroorganismem, welche missgefaltete Proteine

auf ihrer Oberflache tragen, zur Erleichterung der Diagnostik.

Viele Mikroorganismen, mdglicherweise sogar alle, welche an einen Wirt
anhaften, tragen missgefaltete Proteine/Peptide auf ihrer Oberflache "', Sind
Mikroorganismen nur vereinzelt in Blutbeutel, Praparaten zur parenteralen
Anwendung oder in Korperflissingkeiten, wie Blut, Liquor, Synivialflissigkeit

und anderen von Mensch und Tier, so erschwert das die Diagnostik sehr.

Die vorliegende Erfindung erlaubt es Mikroorganismen aus einer gréRReren
Materialprobe aufzukonzentrieren und damit die Diagnostik zu erleichern.
Dazu wird eines der erfindungsgemafen Bindesubstanzen fiir missgefaltete
Proteine/Peptide auf einer festen Oberflache , wie zum Beispiel Kiigelchen

(Beads), Tragermaterial wie Filter, Membran, immobilisiert und die
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Koérperflussigkeit damit in Kontakt gebracht. Die Mikroorganismen binden an
die Festphase. Nach abtrennen von Festphase und Kaorperflissigkeit, sind
die Mikroorganismen auf der Festphase angereichert und kénnen daher dort

leichter nachgewiesen werden.

Figuren

Figur 1 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm fir
die Anbindung von HOCI-modifiziertem Albumin und von HOCI-modifiziertem
ATIII an das Peptid PRKLYDY aus Beispiel 3a).

Figur 2 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm flr
die Anbindung von EAP an das Peptid PRKLYDY aus Beispiel 3d).

Figur 3 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm fur
die Anbindung von SCN-IgG bzw. von Urea-IgG an das Peptid PRKLYDY

aus Beispiel 3e).

Figur 4 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm fir
die Anbindung von RFYVVMWAK an das Peptid PRKLYDY aus Beispiel 3g).

Figur 5 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm fir
die Anbindung von soluble P-Selektin an das Peptid LYDY von Beispiel 3m).

Figur 6 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte fir die
Anbindung von GPV-Fragment bzw. von GPIb aus Throm-
bozytenaktivierungsiiberstand an das Peptid PRKLYDY von Beispiel 3m).

Figur 7 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm fiir
die Anbindung von HOCI-modifiziertem ATIIl an das Peptid PRKLYDY von
Beispiel 30).

Figur 8 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm flr
die Anbindung von HOCI-modifiziertem Albumin bzw. von HOCI-
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modifiziertem ATIIl an das Peptid HWRRAHLLPRLP von Beispiel 4a).

Figur 9 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm flr
die Anbindung von EAP an das Peptid HWRRAHLLPRLP von Beispiel 4d).

Figur 10 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fur die Anbindung von Harnstoff-verandertem IgG bzw. SCN-verdndertem
IgG an das Peptid HWRRAHLLPRLP von Beispiel 4e).

Figur 11 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte fur die
Anbindung von RFYVVMWK an das Peptid HWRRAHLLPRLP von Beispiel

4q).

Figur 12 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fur die Anbindung von GVP-Fragment bzw. von GPIlb aus
Thrombozytenaktivierungstiberstand an das Peptid HWRRAHLLPRLP von
Beispiel 4m).

Figur 13 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fir die Anbindung von HOCI-modifizietem ATIIl an das Peptid
HWRRAHLLPRLP von Beispiel 40).

Figur 14 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fur die Anbindung von anti FDP-Lysin Antikorper an HOCI-modifiziertes ATIII
gebunden an die Peptide PRKLYDY bzw. HWRRAHLLPRLP von Beispiel 5.

Figur 15 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fur verschiedene missgefaltete Proteine in Faktor VIII Produkten bei
Anbindung an die Proteine PRKLYDY bzw. HWRRAHLLPRLP von Beispiel
10.

Figur 16 zeigt das Ergebnis der Messung der optischen Dichte bei 492 nm
fur verschiedene missgefaltete Proteine/Peptide, die je nach Aufbau der
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Pumpen beim Durchlauf durch Herzunterstiitzungssysteme entstehen. Die
Messung wurde unter Anbindung an die Proteine PRKLYDY bzw.
HWRRAHLLPRLP durchgefuhrt.

Beispiel fur die Erfindung

1. Synthese von Peptiden gemaf} Erfindung

Die Peptide PRKLYDY und HWRRAHLLPRLP wurden nach Standard-
Festphasensynthese an einem  automatischen  Peptidsynthesizer
synthetisiert. Es wurde hierbei die Strategie mit N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppen (Abspaltung der Schutzgruppe jeweils mit Piperidin nach
jedem  Kupplungsschritt) verwendet. Als  Loésungsmittel  wurde
Dimethylformamid verwendet. Die Kupplungen erfolgten unter Zuhilfenahme
von TBTU (Aktivator der Carboxylgruppen) und 4-Methyl-Morpholin

(Deprotonierung der Aminogruppen).

Die Peptide wurden nach der letzten finalen Fmoc-
Schutzgruppenabspaltung mit Trifluoressigsdure vom Harz entfernt und
anschlie3end mittels praparativer HPLC gereinigt. Die Qualitat wurde per MS

kontrolliert.

2. Synthese von Biotin gekoppelten Peptiden gemaR Erfindung

a) biotinyliertes PRKLYDY: Das Peptid PRKLYDY wurde wie unter Beispiel 1
hergestellt. AnschlieBend wurde es nach der finalen Fmoc-
Schutzgruppenabspaltung zunachst mit Fmoc-Aminohexansdure (als
Spacer) umgesetzt. Nach der erneuten Fmoc-Abspaltung wurde es mit
Biotin umgesetzt, danach ebenfalls mit Trifluoressigsaure vom Harz
abgespalten und anschlieRend mittels praparativer HPLC gereinigt. Per MS

wurde zuletzt die Qualitat kontrolliert.

b) biotinyliertes HWRRAHLLPRLP: Das Peptid HWRRAHLLPRLP wurde wie
unter Beispiel 1 hergestelit. Es wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe

abgespalten und der N-terminus mit der Boc-Schutzgruppe geschitzt. Dann
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wurde die DDE-Schutzgruppe am C-terminalen Lysin mit Hydrazin-Hydrat
abgespalten. Anschlieend wurde die epsilon-Aminogruppe des Lysins mit
Biotin umgesetzt.

Das Peptid wurde mit Trifluoressigsdure vom Harz abgespalten und mittels

praparativer HPLC gereinigt. Per MS wurde zuletzt die Qualitat kontrolliert.

3. Detektion und Messung von ganz unterschiedlichen missgefalteten

Proteinen durch Biotin-PRKLYDY im Testplattenbindungsassay

a) Detektion und Messung von missgefalteten HOCI-modifizierten
Proteinen (hier als Unterbeispiele Albumin, Fibrinogen, Antithrombin,
LDL)

Biotinyliertes PRKLYDY wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen HOCI-modifiziertes Albumin, oder HOCI-
modifizierts Fibrinogen, oder HOCI-modifiziertes Antithrombin oder HOCI-
modifiziertes LDL (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde bei HOCI-modifiziertem Albumin mouse
anti HSA, bei HOCI-modifiziertem Fibrinogen rabbit anti Fibrinogen, bei
HOCI-modifiziertem Antithrombin rabbit anti ATIHI und bei HOCI-
modifiziertem LDL mouse anti APO B Antikorper fur 1h bei RT zugegeben.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikérper, der mit Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure

gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen.

b) Detektion und Messung von humanen alpha Defensinen (HNP1-4)
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen and Defensin (inkl. Negativkontrolle) fur 1
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h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde mouse anti
Defensin fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikérper, anti Maus IgG POD far 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen. Das Ergebnis ist in Figur 1 veranschautlicht.

c) Detektion und Messung von AGE-Proteinen (hier als Unterbeispiel

AGE-BSA, AGE-HB, AGE-HSA)
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen an AGE-BSA, oder AGE-HSA, oder AGE-
HB (inkl. Negativkontrolle) fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde fur AGE-BSA mouse anti BSA, fur AGE-HSA mouse anti
HSA und fir AGE-HB chicken anti HB fiir 1h bei RT zugegeben. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikorper,
an den Peroxidase gekoppelt war, fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem
letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die
Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

d) Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen aus

Mikroorganismen (hier als Unterbeispiel EAP von S.aureus)

Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen EAP (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei
RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde rabbit anti EAP fir
1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikorper, anti rabbit IgG POD fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure
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gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 2).

e) Detektion und Messung von missgefalteten Immunglobulinen (hier
als Unterbeispiel KSCN behandeltes IgG, Urea-behandeltes IgG,
Hitze-Behandeltes 1gG, durch mehrfaches Einfrieren und Auftauen
behandeltes IgG, HOCI gehandeltes IgG)

Biotinyliertes PRKLYDY wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen SCN™-behandeltes IgG, oder Harnstoff-
behandeltes IgG, oder Hitze-behandeltes 1gG, oder durch mehrfaches
Einfrieren und Auftauen-behandeltes IgG, oder HOCI-behandeltes IgG (inkl.
Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde anti human IgG-POD Antikdrper flr 1h bei RT zugesetzt.
Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt
und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde
die optische Dichte bei 492nm gemessen (Figur 3).

f) Detektion und Messung von Amyloid beta Peptid(1-42)
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen beta Amyloid Peptid (1-42) (inkl.
Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde mouse anti beta Amyloid Peptid Antikorper fir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikérper, anti mouse IgG POD fiir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

g) Detektion und Messung von missgefaltetem Peptid aus
Thrombospondin-1
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
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Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen TSP-1-Peptid RFYVVMWK (inkl.
Negativkontrolle) fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde rabbit anti TSP-1 Antikorper fir 1h bei RT zugegeben.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikdrper, anti rabbit IgG POD fir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die
optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 4).

h) Detektion und Messung von Amylin
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen Amylin (inkl. Negativkontrolle) fiir 1 h bei
RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde human anti Amylin
Antikérper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikérper, anti human IgG POD fiir 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

i) Detektion und Messung von ,scrambled” RNase
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen scrambled RNase (inkl. Negativkontrolle)
fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde rabbit
anti RNase Antikérper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten
Waschschritt wurde der entsprechende Sekundérantikorper, anti rabbit IgG
POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit
o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.
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j) Detektion und Messung von ,aktiviertem® alpha2 Makroglobulin

alpha 2 Makroglobulin wurde auf zwei unterschiedliche Arten aktiviert.

A) Humanes alpha 2 Makroglobulin wurde 2 h bei 37°C mit 2uM Trypsin
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe 100uM (Endkonzentration) von p-
Nitrophenyl-p’-guanidinobenzoat-HCL gestoppt.

B) Humanes alpha 2 Makroglobulin wurde tber Nacht bei 37°C mit 200mM
Ammoniumcarbonat inkubiert und anschlieRend gegen PBS-Puffer dialysiert.
Die so ,aktivierten“ alpha 2 Makroglobuline wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem PRKLYDY
gecoateten, vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben und fiir 1h bei RT
inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde rabbit anti alpha 2 Makroglobulin
Antikdrper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikdrper, anti rabbit igG POD fiir 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

k) Detektion und Messung von sPla2 modifizierten LDL
Aus humanem Plasma isoliertes LDL wurde fir 24 h bei 37°C mit sPLA2
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10mM EDTA. Auf diese Weise
modifiziertes LDL wurde in unterschiedlichen Konzentrationen (inkl.
Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem PRKLYDY gecoateten,
vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben und fiir 1h bei RT inkubiert. Nach
einem Waschschritt wurde mouse anti Apo B Antikérper fiir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikdrper, anti mouse IgG POD fiir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

[) Detektion und Messung von missgefaltetem Apo B100 Lipoprotein
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Missgefaltetes Apo B 100 Lipoprotein wurde in unterschiedlichen
Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem PRKLYDY
gecoateten, vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben und fur 1h bei RT
inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde mouse anti Apo B Antikdrper fur
1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikdrper, anti mouse IgG POD fur 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure

gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen.

m) Detektion und Messung von ,gesheddeten® IGslichen

Membranproteinen (hier als Unterbeispiel sP-Selektin, sCD36, GPV-

Fragment, GPVI-Fragment, GPIb-Fragment)
Losliches P-Selektin, Iosliches CD36, GPV-Fragment oder GPIb aus mit
Kollagen und Thrombin aktivierten Thrombozyten (Aktivierungsiberstand)
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine
mit biotinyliertem PRKLYDY gecoateten, vorgeblockien Streptavidinplatte
gegeben und fir 1h bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde P-
Selektin mit mouse anti CD62P, CD36 mit mouse anti CD36, GPV mit rabbit
anti GPV, oder GPIb mit rabbit anti GPIb Antikdrper fiir 1h bei RT inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikorper, an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure

gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492 nm gemessen (Fig. 5, 6).

n) Detektion und Messung von missgefaltetem beta2—Mikroglobulin
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen missgefaltetes beta 2 Mikroglobulin (inkl.
Negativkontrolle) fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde mouse anti beta 2 Mikroglobulin Antikorper fir 1h bei RT

zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
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Sekundarantikdrper, anti mouse IgG POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die
optische Dichte bei 492nm gemessen.

o) Detektion und Messung von missgefalteten Serpinen (hier als

Unterbeispiele Antithrombin lll, alpha1 Antitrypsin)
Biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen HOCI-modifiziertes ATIII, oder HOCI-
modifiziertes alpha 1 Antitrypsin (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde missgefaltetes
Antithrombin mit rabbit anti ATIIl und missgefaltetes alpha 1 Antitrypsin mit
rabbit anti alpha 1 Antitrypsin Antikorper flir 1h bei RT zugegeben. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikdrper,
anti rabbit IgG POD, fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten
Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion
nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische
Dichte bei 492 nm gemessen (Fig. 7).

4. Detektion und Messung von ganz unterschiedlichen missgefalteten
Proteinen durch HWRRAHLLPRLP- Biotin- im Testplattenbindungsassay

a) Detektion und Messung von missgefalteten HOCI-modifizierten
Proteinen (hier als Unterbeispiele Albumin, Fibrinogen, Antithrombin,
LDL)

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fiir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen HOCI-modifiziertes Albumin, oder HOCI-
modifizierts Fibrinogen, oder HOCI-modifiziertes Antithrombin oder HOCI-
modifiziertes LDL (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach

einem weiteren Waschschritt wurde bei HOCI-modifiziertem Albumin mouse
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anti HSA, bei HOCI-modifiziertem Fibrinogen rabbit anti Fibrinogen, bei
HOCI-modifiziertem Antithrombin rabbit anti ATl und bei HOCI-
modifiziertem LDL mouse anti APO B Antikorper fur 1h bei RT zugegeben.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikorper, der mit Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure

gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492 nm gemessen (Fig. 8).

b) Detektion und Messung von humanen alpha Defensinen (HNP1-4)
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen and Defensin (inkl. Negativkontrolle) fur 1
h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde mouse anti
Defensin fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikérper, anti Maus IgG POD fir 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

c) Detektion und Messung von AGE-Proteinen (hier als Unterbeispiel
AGE-BSA, AGE-HB, AGE-HSA)

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen an AGE-BSA, oder AGE-HSA, oder AGE-
HB (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde fur AGE-BSA mouse anti BSA, fir AGE-HSA mouse anti
HSA und fur AGE-HB chicken anti HB fir 1h bei RT zugegeben. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikérper,
an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem
letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die
Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die
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optische Dichte bei 492nm gemessen.

d) Detektion und Messung von missgefalieten Proteinen aus
Mikroorganismen (hier als Unterbeispiel EAP von S.aureus)
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen EAP (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei
RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde rabbit anti EAP fiir
1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikérper, anti rabbit IgG POD fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure
gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 9).

e) Detektion und Messung von missgefalteten Immunglobulinen (hier
als Unterbeispiel KSCN behandeltes IgG, Urea-behandeltes 1gG,
Hitze-Behandeltes 1gG, durch mehrfaches Einfrieren und Auftauen
behandeltes IgG, HOCI gehandeltes IgG)

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen SCN™-behandeltes I1gG, oder Harnstoff-
behandeltes 1gG, oder Hitze-behandeltes 1gG, oder durch mehrfaches
Einfrieren und Auftauen-behandeltes IgG, oder HOCI-behandeltes IgG (inkl.
Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde anti human IgG-POD Antikorper flr 1h bei RT zugesetzt.
Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt
und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde
die optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 10).

f) Detektion und Messung von Amyloid beta Peptid(1-42)
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in

unterschiedlichen Konzentrationen beta Amyloid Peptid (1-42) (inkl.
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Negativkontrolle) fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde mouse anti beta Amyloid Peptid Antikorper fiir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikorper, anti mouse IgG POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

g) Detektion und Messung von missgefaltetem Peptid aus
Thrombospondin-1

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde far 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen TSP-1-Peptid RFYVVMWK (inkl.
Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde rabbit anti TSP-1 Antikorper fir 1h bei RT zugegeben.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikdrper, anti rabbit IgG POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die
optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 11).

h) Detektion und Messung von Amylin
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen Amylin (inkl. Negativkontrolle) fur 1 h bei
RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde human anti Amylin
Antikorper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikorper, anti human IgG POD fiir 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.
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i) Detektion und Messung von ,scrambled” RNase
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fur 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen scrambled RNase (inkl. Negativkontrolle)
fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde rabbit
anti RNase Antikérper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten
Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikorper, anti rabbit IgG
POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit
o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

j) Detektion und Messung von ,aktiviertem* alpha2 Makroglobulin

alpha 2 Makroglobulin wurde auf zwei unterschiedliche Arten aktiviert.

A) Humanes alpha 2 Makroglobulin wurde 2 h bei 37°C mit 2uM Trypsin
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe 100uM (Endkonzentration) von p-
Nitrophenyl-p“-guanidinobenzoat-HCL gestoppt.

B) Humanes alpha 2 Makroglobulin wurde tber Nacht bei 37°C mit 200mM
Ammoniumcarbonat inkubiert und anschlieend gegen PBS-Puffer dialysiert.
Die so ,aktivierten“ alpha 2 Makroglobuline wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem
HWRRAHLLPRLP gecoateten, vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben
und flr 1h bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde rabbit anti
alpha 2 Makroglobulin Antikérper fir 1h bei RT zugegeben. Nach einem
erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikérper, anti
rabbit IgG POD fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt
wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30
Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei

492nm gemessen.

k) Detektion und Messung von sPla2 modifizierten LDL
Aus humanem Plasma isoliertes LDL wurde fiir 24 h bei 37°C mit sPLA2
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inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10mM EDTA. Auf diese Weise
modifiziertes LDL wurde in unterschiedlichen Konzentrationen (inkl.
Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem HWRRAHLLPRLP gecoateten,
vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben und flr 1h bei RT inkubiert. Nach
einem Waschschritt wurde mouse anti Apo B Antikdrper fir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikorper, anti mouse IgG POD fir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

I) Detektion und Messung von missgefaltetem Apo B100 Lipoprotein
Missgefaltetes Apo B 100 Lipoprotein wurde in unterschiedlichen
Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine mit biotinyliertem
HWRRAHLLPRLP gecoateten, vorgeblockten Streptavidinplatte gegeben
und fur 1h bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde mouse anti Apo
B Antikorper fur 1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt
wurde der entsprechende Sekundarantikdrper, anti mouse IgG POD fiir 1 h
bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

m) Detektion und Messung von ,gesheddeten Ibslichen

Membranproteinen (hier als Unterbeispiel sP-Selektin, sCD36, GPV-

Fragment, GPVI-Fragment, GPIb-Fragment)
Losliches P-Selektin, 16sliches CD36, GPV-Fragment oder GPIb aus mit
Kollagen und Thrombin aktivierten Thrombozyten (Aktivierungsiiberstand)
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (inkl. Negativkontrolle) auf eine
mit biotinyliertem HWRRAHLLPRLP  gecoateten, vorgeblockten
Streptavidinplatte gegeben und flir 1h bei RT inkubiert. Nach einem
Waschschritt wurde P-Selektin mit mouse anti CD62P, CD36 mit mouse anti
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CD36, GPV mit rabbit anti GPV, oder GPIb mit rabbit anti GPlb Antikérper
fur 1h bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikdrper, an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1
h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen
(Fig. 12).

n) Detektion und Messung von missgefaltetem beta2—Mikroglobulin
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen missgefaltetes beta 2 Mikroglobulin (inkl.
Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde mouse anti beta 2 Mikroglobulin Antikérper flir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikorper, anti mouse IgG POD fir 1 h bei RT zugegeben. Nach
einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und
die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

o) Detektion und Messung von missgefalteten Serpinen ( hier als

Unterbeispiele Antithrombin lll, alpha1 Antitrypsin
Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP wurde fir 1 h bei RT an eine vorgeblockte
Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem Waschschritt wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen HOCI-modifiziertes ATIIl, oder HOCI-
modifiziertes alpha 1 Antitrypsin (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde missgefaltetes
Antithrombin mit rabbit anti ATIII und missgefaltetes alpha 1 Antitrypsin mit
rabbit anti alpha 1 Antitrypsin Antikdrper fir 1h bei RT zugegeben. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikorper,
anti rabbit IgG POD, fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten
Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion
nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische
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Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 13).

5. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen, welche FDP-Lysin-
Reste tragen unter Nutzung von Biotin-PRKLYDY und HWRRAHLLPRLP-

Biotin

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h
bei RT an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem
Waschschritt wurden in unterschiedlichen Konzentrationen missgefaltete
Proteine (inkl. Negativkontrolle) fir 1 h bei RT zugegeben (hier als Beispiel
HOCI-modifiziertes Albumin und HOCI-modifiziertes Antithrombin). Nach
einem weiteren Waschschritt wurde mouse anti FDP-Lysin Antikorper flr 1h
bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikorper, anti Maus IgG POD, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure
gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen (Fig. 14).

6. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen im Komplexen mit
alpha2-Makroglobulin, Clustrin, I8slichem GRP78, Haptoglobin

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY wurde fir 1 h
bei RT an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet. Faktor Vlla, oder
Fibrinogen, oder HOCI-modifiziertes Albumin werden in Losung mit alpha 2
Makroglobulin, oder Clustrin, oder GRP78, oder Haptoglobin, oder humanem
Plasma inkubiert und anschliefend in unterschiedlichen Konzentrationen
(inkl. Negativkontrolle) fur 1h bei RT auf die immobilisierten Peptide
gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurde entweder rabbit anti
alpha 2 Makroglobulin, oder rat anti clusterin, oder rabbit anti GRP78/BiP,
oder mouse anti Haptoglobin Antikérper fir 1h bei RT zugegeben. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende Sekundarantikorper,

an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT zugegeben. Nach einem
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letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die
Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die

optische Dichte bei 492nm gemessen.

7. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen/Peptiden(total)

durch Plasmon Resonanz

An einen Sensorchip, an dem Streptavidin kovalent an eine 2D
Carboxymethyldextransulfat-Oberflache gekoppelt war (SCB SAP), wurde in
einem Biacore 1000 Gerat biotinylietes PRKLYDY oder biotinyliertes
HWRRAHLLPRLP in Boratpuffer gebunden. Uber diese mit Peptid
gekoppelten Oberflichen wurden mit einer Flussrate von 10ul/min
unterschiedliche, missgefaltete Proteine gegeben und deren Anbindung

durch Zunahme der Response Units sichtbar gemacht.

8. Detektion und Messung Messung von missgefalteten
Proteinen/Peptiden(total) in Kérperflissigkeiten durch Plasmon Resonanz

An einen Sensorchip, an dem Streptavidin kovalent an eine 2D
Carboxymethyldextransulfat-Oberflache gekoppelt war (SCB SAP), wurde in
einem Biacore 1000 Gerat biotinylietes PRKLYDY oder biotinyliertes
HWRRAHLLPRLP in Boratpuffer gebunden. Uber diese mit Peptid
gekoppelten Oberflachen wurden mit einer Flussrate von 5ul/min
unterschiedliche Korperflissigkeiten gegeben und die Anbindung der
missgefalteten Proteine in den Flissigkeiten durch Zunahme der Response

Units sichtbar gemacht.

9. Vergleich des Gehaltes von missgefalteten Proteinen im Plasma von
gesunden Probanden und im Blut von Patienten (Beispiele: akuter
Herzinfarkt, akuter Schlaganfall, schlecht eingestelite Diabetes, Alzheimer,
Sepsis, DIC)

Aus Blut von Patienten (hier als Beispiel akuter Herzinfarkt, akuter
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Schlaganfall, schlecht eingestellter Diabetes, Alzheimer, Sepsis, DIC) wurde
durch Zentrifugation frisches Plasma hergestellt. Parallel dazu wurde
biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY fur 1 h bei RT
an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet.

Das frische Plasma der Patienten wurde mit den immobilisierten Peptiden fiir
1 h bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde entweder rabbit anti
Fibrinogen, oder rabbit anti humanalbumin, oder rabbit anti antithrombin fur
1h bei RT zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der
entsprechende Sekundarantikdrper, an den Peroxidase gekoppelt war, fur 1
h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-
Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsaure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen
und die Menge an missgefaltetem Protein (hier untersucht: missgefaltetes
Fibrinogen, missgefaltetes Humanalbumin, missgefaltetes Antithrombin)

bestimmt.

10. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen in

Protein-/Peptidhaltigen Medikamenten

Unterbeispiele : a) missgefalteter FVlla
b) missgefaltetes Fibrinogen
c) missgefalteter FVIII
d) missgefaltetes Insulin
e) missgefalteter C1 Inhibitor
f) missgefalteter GM-CSF
g) missgefaltete Proteine in Blutprodukten
(Unterbeispiele: PPSB, FEIBA, gelagerte Plasmen,
Faktorenkonzentrate, Immunglobulinkonzentrate,

Humanalbumin)

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY wurde fiir 1 h

bei RT an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet. Medikamente
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enthaltend a) Faktor Vlla, b) Fibrinogen, c) FVIII, d) Insulin, €) C1-Inhibitor, f)
GM-CSF g) unterschiedliche Proteine aus Blutprodukten (hier untersucht
PPSB-Konzentrate, Gerinnungsfaktorenkonzentrate, gelagerte Plasmen,
Immunglobulinkonzentrate, Humanalbuminpraparate) wurden fir 1 h bei RT
mit den immobilisierten Peptiden inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde
im Faktor Vlla-Praparat anti FVila-Antikorper, im Fibrinogenpraparat anti
Fibrinogen-Antikérper, in FVIill-Praparaten anti FVII-Antikérper, in
Insulinpraparaten anti Insulin-Antikorper, in C1-Inhibitor-Praparaten anti C1-
Inhibitor-Antikérper, in  GM-CSF anti GM-CSF-Antikérper und in
Blutprodukten mit weiteren spezifischen Antikdrpern fiir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikdrper, an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure
gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen und die Menge

an missgefalteten Proteinen in den Medikamenten bestimmt (Fig. 15).

Missgefaltete Proteine in Medikamenten/Blutprodukten wurden parallel in
der Plasmon Resonanz untersucht. Dazu wurde an Sensorchips, an denen
Streptavidin kovalent an eine 2D Carboxymethyldextransulfat-Oberflache
gekoppelt waren (SCB SAP), in einem Biacore 1000 Gerat biotinyliertes
PRKLYDY oder biotinyliertes HWRRAHLLPRLP in Boratpuffer gebunden.
Uber diese mit Peptid gekoppelten Oberflichen wurden mit einer Flussrate
von 5pl/min unterschiedliche Medikamente gegeben und die Anbindung der
missgefalteten Proteine in den Medikamenten/Blutprodukten durch Zunahme

der Response Units sichtbar gemacht.

11. Einfluss von Behandlungsbedindungen auf die Konzentration von

missgefalteten Proteinen in Protein-/Peptidhaltigen Medikamenten

Beispiele: Fibrinogen und FVlla
a) mehrmaliges Einfrieren Auftauen

b) Gegenwart von Ca*™
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c) Einfluss von Thrombinspuren
d) Vortexen
e) Erhitzen auf 45 Grad Uber 24h

Fibrinogen und Faktor Vlla wurden a) 20 mal bei -80°C eingefroren und
wieder aufgetaut, b) 2mM Ca® zugesetzt und 24 Stunden inkubiert, c) fur 1h
0.05 U/ml alpha Thrombin zugesetzt, d) 2 Stunden gevortext oder e) fiir 24
Stunden auf 45°C erhitzt.

Diese unterschiedlich benhandelten Proteine wurden auf biotinyliertes
HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY, welche zuvor fiir 1 h bei RT
an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet wurden, gegeben. Nach
einem Waschschritt wurde auf die Fibrinogen-Proben rabbit anti Fibrinogen
und auf die Faktor Vlla-Proben sheep anti FVlla fir 1h bei RT gegeben.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikérper, entweder anti rabbit IgG POD oder anti sheep IgG
POD, fur 1 h bei RT zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit
o-Phenyldiamin-Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N
Schwefelsdure gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm

gemessen.

12. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen in Reagenzien,

welche Ublicherweise fiir die Diagnostik verwendet werden

Unterbeispiele

a) avidin, strepavidin, neutravidin

b) BSA

c¢) Magermilchpulver (Plasmon Resonanz )

d) sekundare Antikérper

Missgefaltete Proteine in Avidin, Streptavidin, Neutravidin, oder in
Rinderserumalbumin, oder Magermilchpulver, oder in sekundaren

Antikérpern wurden parallel in der Plasmon Resonanz untersucht. Dazu
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wurde an Sensorchips, an denen Streptavidin kovalent an eine 2D
Carboxymethyldextransulfat-Oberflache gekoppelt waren (SCB SAP), in
einem Biacore 1000 Gerat biotinyliertes PRKLYDY oder biotinyliertes
HWRRAHLLPRLP in Boratpuffer in sattigenden Konzentrationen gebunden.
Alle noch freien Biotinbindungsstellen wurden abgedeckt. Uber diese mit
Peptid gekoppelten Oberflachen wurden mit einer Flussrate von 5ul/min die
oben aufgefihrten Substanzen gegeben und die Anbindung der
missgefalteten Proteine in den Diagnostikreagentien durch Zunahme der

Response Units sichtbar gemacht.

13. Detektion und Messung von missgefalteten Proteinen in Reagenzien,

welche oft in der Forschung verwendet werden

a) Fetales Kalberserum (FCS), Serum neugeborener Kélber (NCS),
b) Humanserum
c) Proteinhaltiger/Peptidhaltiger Zellkulturmediumzusatz

Missgefaltete Proteine in fetalem Kélberserum, oder in Serum neugeborener
Kélber, oder in Humanserum, oder in proteinhaltigen/peptidhaltigen
Zellkulturmediumzusatzen wurden parallel in der Plasmon Resonanz
untersucht. Dazu wurde an Sensorchips, an denen Streptavidin kovalent an
eine 2D Carboxymethyldextransulfat-Oberflache gekoppelt waren (SCB
SAP), in einem Biacore 1000 Gerat biotinyliertes PRKLYDY oder
biotinyliertes HWRRAHLLPRLP in Boratpuffer gebunden. Uber diese mit
Peptid gekoppelten Oberflachen wurden mit einer Flussrate von 5Spul/min
unterschiedliche Forschungsreagentien gegeben und die Anbindung der
missgefalteten Proteine in den Forschungsreagentien durch Zunahme der

Response Units sichtbar gemacht.

14. Detektion von missgefalteten Proteinen/Peptiden auf Biofilmen,

a) Undefinierte Biofilme abgerieben von Zahnen

b) Undefinierte Biofilme auf langer stehendem nahrstoffhaltigem Wasser
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(Blumenwasser nach Entfernung der Blumen z.B.)
c) Biofilm von S. Aureus
d)
Die mit der Zeit entstandenen Biofiime wurden auf Folien Ubertragen, auf
denen sie gut adharierten. Zu den Biofilmen wurden entweder biotinyliertes
PRKLYDY oder biotinyliertes HWRRAHLLPRLP gegeben und fur 1 h bei RT
inkubiert. Danach erfolgte ein grundlicher Waschschritt und die Proben auf

zwei unterschiedliche Weisen analysiert:

1) Es wurde Avidin-Peroxidase flir 1 h bei RT aufgegeben, anschlielend
gewaschen und Peroxidase-Substrat aufgegeben. Nach 30 minutiger
Inkubation wurde die Reaktion mit 4N H,SO, gestoppt, der gefarbte
Uberstand in eine ELISA-Platte ibertragen und bei 492nm die optische
Dichte gemessen. Mit Hilfe von Negativkontrollen und Standardreihen
konnte die Menge an missgefalteten Proteinen/Peptiden bestimmt
werden.

2) Es wurde Avidin-FITC fur 1 h bei RT aufgegeben und nach einem

Waschschritt im Fluoreszenzmikroskop untersucht

15. Haemokompatibilitat von Materialien

Vergleich Polystyrol, TiO2-Probekorper, mit Schutzsubstanz behandelte
TiO2 Probekdorper

a) Auf Blut eines gesunden Spenders, welches auf die unterschiedlichen
Materialien (Probekdrper) gegeben wurde, wurde 5 Minuten lang
Scherstress ausgelibt (Cone-and-Plate-Aggregometer, 1700s™) (zur
Kontrolle wurde wurde ebenfalls Blut nur statisch mit den Oberflachen in
Kontakt gebracht). Das Blut wurde vorsichtig abgenommen, die
Probekdrperchen gewaschen und mit biotinyliertem PRKLYDY, bzw.
biotinyliertem HWRRAHLLPRLP inkubiert. Einem erneuten Waschschritt
erolfgte die Inkubation mit Avidin-Peroxidase fiir 1 h bei RT. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde Peroxidase-Substrat aufgegeben und die
Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Der gefarbte
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Uberstand wurde in eine ELISA-Platte Ubertragen und bei 492nm die
optische Dichte gemessen. Mit Hilfe von Negativkontrollen und
Standardreihen konnte die Menge an missgefalteten Proteinen/Peptiden

bestimmt werden.

Die Thrombozyten und die Leukozyten aus dem vorsichtig entfernten Blut
wurden auf ihren Aktivierungszustand untersucht (Grundanbindung
Fibrinogen, anti CD62P, anti CD63, Mikropartikel, Mikroaggregate, Mac-1
Expression und Assoziation untereinander), und das Plasma wurde nach
Komplementfragmenten, Kallekrein und klassischen

Gerinnungsparametern untersucht.

b) Eine Fibrinogenlésung wurde auf die Probekorperchen gegeben und
flir 5 Minuten bei 1700s™" geschert. Nach einem Wasdchschritt wurden
diese mit biotinylertem PRKLYDY oder biotinyliertem HWRRAHLLPRLP
fur 1h bei RT inkubiert. Einem weiteren Waschschritt erfolgte die 1
stindige Inkubation mit Avidin-Peroxidase. Nach erneutem Waschen
wurde Peroxidase-Substrat zugesetzt und die Reaktion nach 30 Minuten
mit 4N Schwefelsdure gestoppt. Der gefarbte Uberstand wurde in eine
ELISA-Platte Gbertragen und bei 492nm die optische Dichte gemessen.
Mit Hilfe von Negativkontrollen und Standardreihen konnte die Menge an

missgefaltetem Fibrinogen bestimmt werden.

16. Optimierung von Medizingeraten

Beispiel Herzunterstitzungspumpen

Blut von gesunden Spendern wurde jeweils in zwei unterschiedliche
Herzunterstitzungssysteme gegeben und eine definierte Zeit lang durch die
Kreislaufe gepumpt. Sowohl vor als auch 4 Stunden nach Durchlauf wurden

5ml Blut enthommen und durch Zentrifugation Plasma hergestelit.

Parallel dazu wurde biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes
PRKLYDY fur 1 h bei RT an eine vorgeblockie Strepatavidinplatte gecoatet.
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Die frischen Plasmen wurden mit den immobilisierten Peptiden fir 1 h bei RT
inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde entweder rabbit anti Fibrinogen,
oder rabbit anti Humanalbumin, oder rabbit anti Antithrombin Il fir 1h bei RT
zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der entsprechende
Sekundarantikdrper, an den Peroxidase gekoppelt war, fir 1 h bei RT
zugegeben. Nach einem letzten Waschschritt wurde mit o-Phenyldiamin-
Substrat gefarbt und die Reaktion nach 30 Minuten mit 4N Schwefelsaure
gestoppt. Es wurde die optische Dichte bei 492nm gemessen und die Menge
an missgefalteten Proteinen (hier untersucht: missgefaltetes Fibrinogen,
missgefaltetes Humanalbumin, missgefaltetes Antithrombin) bestimmt. Je
weniger missgefaltete Proteine gefunden wurden, desto besser war das

Herzunterstitzungssystem konstruiert.

17. Bindung von Mikroorganismen an HWRRAHLLPRLP-Biotin und Biotin-
PRKLYDY

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY wurde fur 1 h
bei RT an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem
Waschschritt wurden Bakterienkulturen, Bakterienmischungen,
Staphylococcus aureus oder Candida albicans auf die immobilisierten
Peptide gegeben (als Negativkontrolle wurden die Mikroorganismen auf
Plastik gegeben, an dem keine Peptide gecoatet waren) und fir 1h bei RT
inkubiert. Nach einem grindlichen Waschschritt mit PBS-Puffer wurden die
anhaftenden Zellen a) direkt und b) nach 1 Stunde angefarbt.

18. Bindung von missgefalteten Proteinen/Peptiden, die als Vorstufen fir

technisch natzlich Amyloide dienen

Biotinyliertes HWRRAHLLPRLP oder biotinyliertes PRKLYDY wurde fiir 1 h
bei RT an eine vorgeblockte Strepatavidinplatte gecoatet. Nach einem
Waschschritt mit PBS-Puffer werden Ldsungen aus Biomaterialien auf die

immobilisierten Peptide  gegeben, die potentiell missgefaltete



10

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-87 -

Proteine/Peptide enthalten kénnen. Als Beispiel haben wir die eine Ldsung
kunstlich mit solchen potentiellen Werkstoffen, namlich
poly(ValGlyGlyLeuGly) oder poly(ValGlyGlyValGly) (beide werden heute
schon im Sinne der Anmeldung, technisch genutzt) gespiked (versetzt). Die
erfindungsgemafien Peptide waren in der Lage, beide Werkstoff zu binden,

wie Surface Plasmon Resonanz zeigte.

Gebundene Peptide, Proteine oder Proteinfragmente kénnen von solchen
Chips oder anderem festen Material, auf dem unsere Nachweissubstanzen
immobilisiert wurden, abgel6ést und mittels Techniken der Proteomik, welche

dem Fachmann gut bekannt sind, identifiziert werden.



10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-88 -

Referenzen

1.

Stefani M. Generic cell dysfunction in neurodegenerative disorders:
role of surfaces in early protein misfolding, aggregation, and
aggregate cytotoxicity. Neuroscientist. 2007 Oct;13(5):519-31

. Zhen Xu, Xi-Wei Liu, Yin-Sheng Ma and Hong-Wen Gao. Interaction

of nano-TiO, with lysozyme: insights into the enzyme toxicity of
nanosized particles. Environ Sci Pollut Res Int. 2010 Mar;17(3):798-
806. Epub 2009 Apr 24.

Onoue S, Ohshima K, Debari K, Koh K, Shioda S, Iwasa S, Kashimoto
K, Yajima T. Mishandling of the therapeutic peptide glucagon
generates cytotoxic amyloidogenic fibrils. Pharm. Res. 21:1274-1283
Bouma B, Kroon-Batenburg LM, Wu YP, Brinjes B, Posthuma G,
Kranenburg O, de Groot PG, Voest EE, Gebbink MF. Glycation
induces formation of amyloid cross-beta structure in albumin. J Biol
Chem 2003;278:41810-9

Maas C, Govers-Riemslag JW, Bouma B, Schiks B, Hazenberg BP,
Lokhorst HM, Hammarstrom P, ten Cate H, de Groot PG, Bouma BN,
Gebbink MF. Misfolded proteins activate Factor Xll in humans,
leading to kallikrein formation without initiating coagulation. J Clin
Invest. 2008;118(9):3208-3218)

Rakhit R, Cunningham P, Furtos-Matei A, Dahan S, Qi XF, Crow JP,
Cashman NR, Kondejewski LH, Chakrabartty A. Oxidation-induced
Misfolding and Aggregation of Superoxide Dismutase and Its
Implications for Amyotrophic Lateral Sclerosis, J Biol Chem 2002; 277
(49), 47551-47556

Marina Ramirez-Alvarado, Jeffery W. Kelly, Christopher M. Dobson,
Johanna C. Scheinost,Daniel P. Witter, Grant E. Boldt, Paul
Wentworth. Chapter 28. Role of Oxidative Stress in Protein Misfolding
and/or Amyloid Formation. 2010

Hoffstrom BG, Kaplan A, Letso R, Schmid RS, Turmel GJ, Lo DC,
Stockwell BR. Inhibitors of protein disulfide isomerase suppress
apoptosis induced by misfolded proteins. Nature Chemical Biology
2010; 6,900-906

Park SY, Ferreira A. The generation of a 17 kDa neurotoxic fragment:
an alternative mechanism by which tau mediates beta-amyloid-
induced neurodegeneration. J Neurosci 2005;25:5365-75

10.Stewart N. Loh. The missing Zinc: p53 misfolding and cancer

Metallomics, 2010, 2, 442-449

11.Bystrom R, Aisenbrey C, Borowik T, Bokvist M, Lindstrom F, Sani MA,

Olofsson A, Grébner G. Disordered proteins: biological membranes as
two-dimensional aggregation matrices. Cell Biochem Biophys.
2008;52(3):175-89

12.Taylor DR, Hooper NM. Role of lipid rafts in the processing of the

pathogenic prion and Alzheimer's amyloid-beta proteins. Semin Cell
Dev Biol. 2007 Oct;18(5):638-48

13.Gebbink MF, Claessen D, Bouma B, Dijkhuizen L, Wosten HA.

Amyloids--a functional coat for microorganisms. Nat Rev Microbiol
2005; 3:333-41



10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-89 -

14.Horn M, Bertling A, Brodde MF, Schulte A, Roth J, Van Aaken H, Jurk
K, Stlrzel C, Heilmann C, Peters G, Kehrel BE. Human neutrophil
alpha defensins activate platelets. Zur Publikation eingereicht

15.Levinthal JD, Rubin H. Serum induced changes in the fine structure of
primary chick embryo cultures. 1968 Exp Cell Res. 1968
Oct;52(2):667-72

16. Anfinsen, CB. Untersuchungen uber die Ursachen der Faltung von
Proteinketten (Nobel-Vortrag). Angewandte Chemie, 1973, 85: 1065—
1074

17.Scott H. Protein-misfolding in neurodegenerative disease. The
Internet Journal of Neurology. 2009 Volume 11 Number 2

18.Chelbi ST, Mondon F, Jammes H, Buffat C, Mignot TM, Tost J, Busato
F, Gut |, Rebourcet R, Laissue P, Tsatsaris V, Goffinet F, Rigourd V,
Carbonne B, Ferré F, Vaiman D. Expressional and Epigenetic
Alterations of Placental Serine Protease Inhibitors SERPINA3 Is a
Potential Marker of Preeclampsia. Hypertension. 2007;49:76

19.Maas C, Hermeling S, Bouma B, Jiskoot W, Gebbink MF. A role for
protein misfolding in immunogenicity of biopharmaceuticals. J Biol
Chem 2007; 282:2229-36

20.Brignull HR, Morley JF, Morimoto RI. The stress of misfolded proteins:
C. elegans models for neurodegenerative disease and aging. Adv.
Exp. Med. Biol. 2007; 594, 167—189

21.Maas C, Schiks B, Strangi RD, Hackeng TM, Bouma BN, Gebbink
ME, Bouma B. ldentification of fibronectin type | domains as amyloid-
binding modules on tissue-type plasminogen activator and three
homologs. Amyloid 2008; 15:166-80

22.Maas C, Govers-Riemslag JW, Bouma B, Schiks B, Hazenberg BP,
Lokhorst HM, Hammarstrém P, ten Cate H, de Groot PG, Bouma BN,
Gebbink MFE. Misfolded proteins activate factor Xll in humans, leading
to kallikrein formation without initiating coagulation. J Clin Invest 2008;
118:3208-18

23.Gebbink MF, Bouma B, Maas C, Bouma BN. Physiological responses
to protein aggregates: Fibrinolysis, coagulation and inflammation (new
roles for old factors). FEBS Lett. 2009 Aug 20;583(16):2691-9

24.Kranenburg O, Bouma B, Kroon-Batenburg LM, Reijerkerk A, Wu YP,
Voest EE, Gebbink MF. Tissue-type plasminogen activator is a
multiligand cross-beta structure receptor. Current Biology 2002; 12,
1833-1839

25.Mintz PJ, Kim J, Do KA, Wang X, Zinner RG, Cristofanilli M, Arap MA,
Hong WK, Troncoso P, Logothetis CJ, Pasqualini R, Arap W.
Fingerprinting the circulating repertoire of antibodies from cancer
patients. Nat. Biotechnol 2003; 21: 57-63

26.Liu C, Bhattacharjee G, Boisvert W, Dilley R, Edgington T. In vivo
interrogation of the molecular display of atherosclerotic lesion
surfaces. Am J Pathol 2003; 163: 1859-71

27.Zhou J, Werstuck GH, Lhotak S, de Koning AB, Sood SK, Hossain
GS, Maller J, Ritskes-Hoitinga M, Falk E, Dayal S, Lentz SR, Austin
RC. Association of multiple cellular stress pathways with accelerated
atherosclerosis in hyperhomocysteinemic apolipoprotein E-deficient




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-90 -

mice. Circulation 2004; 110: 207-213

28.Feaver RE, Hastings NE, Pryor A, Blackman BR. GRP78 upregulation
by atheroprone shear stress via p38-, alphaZ2beta1-dependent
mechanism in endothelial cells. ATVB 2008; 28: 1534-41

29.Chen JC, Wu ML, Huang KC, Lin WW. HMG-CoA reductase inhibitors
activate the unfolded protein response and induce cytoprotective
GRP78 expression. Cardiovasc. Res. 2008; 80: 138-150

30.Watson LM, Chan AK, Berry LR, Li J, Sood SK, Dickhout JG, Xu L,
Werstuck GH, Bajzar L, Klamut HJ, Austin RC. Overexpression of the
78-kda glucose-regulated protein/immunoglobulin-binding protein
(GRP78/BIP) inhibits tissue factor procoagulant activity. J. Biol. Chem.
2003; 278:17438-17447

31.Bhattacharjee G, Ahamed J, Pedersen B, EI-Sheikh A, Mackman N,
Ruf W, Liu C, Edgington TS. Regulation of tissue factor-mediated
initiation of the coagulation cascade by cell surface grp78. ATVB
2005; 25:1737-1743

32.Molins B, Pefia E, Padro T, Casani L, Mendieta C, Badimon L.
Glucose-regulated protein 78 and platelet deposition. ATVB 2010; 30:
1246-1252

33.Bertling A, Niemann S, Hussain M, Brodde MF, Pohl S, Schifferdecker
T, Roth J, Jurk K, Miller A, Peters G, Heilmann C, Kehrel BE.
Staphylococcal extracellular adherence protein (Eap) induces platelet
adhesion, agglutination, aggregation and procoagulant activity. zur
Publikation eingereicht

34.Herczenik E, Bouma B, Korporaal SJ, Strangi R, Zeng Q, Gros P, Van
Eck M, Van Berkel TJ, Gebbink MF, Akkerman JW. Activation of
Human Platelets by Misfolded Proteins. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 2007 Jul;27(7):1657-65

35.Bertling A, Brodde MF, Van Aken H , Muller A, Hussain M, Roth J,
Peters G, Heilmann C, Kehrel BE. Staphylococcal extracellular
adherence protein (Eap) acts as a misfolded protein and interacts with
the cell surface chaperone BiP. zur Publikation eingereicht

36.Horn M, Bertling A, Brodde MF, Schulte A, Roth J, Sturzel C,
Heilmann C, Peters G, Van Aken H, Jurk K, Kehrel BE. Human
neutrophil alpha-defensins activate platelets. zur Publikation
eingereicht

37.Marcinowski M, Holler M, Feige MJ, Baerend D, Lamb DC, Buchner J.
Substrate discrimination of the chaperone BiP by autonomous and
cochaperone-regulated conformational transitions. Nat Struct Mol Biol.
2011 Feb;18(2):150-8

38.Deng WG, Ruan KH, Du M, Saunders MA, Wu KK. Aspirin and
salicylate bind to immunoglobulin heavy chain binding protein (BiP)
and inhibit its ATPase activity in human fibroblasts. FASEB J. 2001
Nov;15(13):2463-70

39.Sugiyama S, Kugiyama K, Aikawa M, Nakamura S, Ogawa H, Libby P.
Hypochlorous Acid, a Macrophage Product, Induces Endothelial
Apoptosis and Tissue Factor Expression. Involvement of
Myeloperoxidase-Mediated Oxidant in Plaque Erosion and
Thrombogenesis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004; 1309-1314




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-91 -

40.Baldus S, Heeschen C, Meinertz T, Zeiher AM, Eiserich JP, Mlinzel T,
Simoons ML, Hamm CW; CAPTURE Investigators. Circulation
Myeloperoxidase Serum Levels Predict Risk in Patients With Acute
Coronary Syndromes. Circulation. 2003 Sep 23;108(12):1440-5

41.Matthijsen RA, Huugen D, Hoebers NT, de Vries B, Peutz-Kootstra
CJ, Aratani Y, Daha MR, Tervaert JW, Buurman WA, Heeringa P.
Myeloperoxidase Is Critically Involved in the Induction of Organ
Damage after Renal Ischemia Reperfusion Am. J. Pathol. 2007;
171(6): 1743 — 1752

42.Meuwese MC, Stroes ES, Hazen SL, van Miert JN, Kuivenhoven JA,
Schaub RG, Wareham NJ, Luben R, Kastelein JJ, Khaw KT,
Boekholdt SM. Serum Myeloperoxidase Levels Are Associated With
the Future Risk of Coronary Artery Disease in Apparently Healthy
Individuals: The EPIC-Norfolk Prospective Population Study. J. Am.
Coll. Cardiol, 2007; 50(2): 159 — 165

43.Mocatta TJ, Pilbrow AP, Cameron VA, Senthilmohan R, Frampton CM,
Richards AM, Winterbourn CC. Winterbourn Plasma Concentrations
of Myeloperoxidase Predict Mortality After Myocardial Infarction. J.
Am. Coll. Cardiol. 2007; 49(20): 1993 — 2000

44 Ferrante G, Nakano M, Prati F, Niccoli G, Mallus MT, Ramazzotti V,
Montone RA, Kolodgie FD, Virmani R, Crea F. High Levels of
Systemic Myeloperoxidase Are Associated With Coronary Plaque
Erosion in Patients With Acute Coronary Syndromes: A
Clinicopathological Study ; Circulation, 2010; 122(24): 2505 — 2513

45.Brennan ML, Reddy A, Tang WH, Wu Y, Brennan DM, Hsu A, Mann
SA, Hammer PL, Hazen SL. Comprehensive Peroxidase-Based
Hematologic Profiling for the Prediction of 1-Year Myocardial Infarction
and Death Circulation. 2010; 122(1): 70-79

46.Naruko T, Furukawa A, Yunoki K, Komatsu R, Nakagawa M,
Matsumura Y, Shirai N, Sugioka K, Takagi M, Hozumi T, ltoh A, Haze
K, Yoshiyama M, Becker AE, Ueda M. Increased expression and
plasma levels of myeloperoxidase are closely related to the presence
of angiographically-detected complex lesion morphology in unstable
angina Heart. 2010; 96(21): 1716 — 1722

47.Van der Zwan LP, Scheffer PG, Dekker JM, Stehouwer CD, Heine RJ,
Teerlink T.

Hyperglycemia and Oxidative Stress Strengthen the Association
Between Myeloperoxidase and Blood Pressure. Hypertension. 2010;
55(6): 1366 — 1372

48.Giovannini S, Onder G, Leeuwenburgh C, Carter C, Marzetti E, Russo
A, Capoluongo E, Pahor M, Bernabei R, Landi F. Myeloperoxidase
Levels and Mortality in Frail Community-Living Elderly Individuals. J
Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2010; 65A(4): 369 — 376

49.Ali Z, Sarcia P, Mosley TH Jr, Kondragunta V, Kullo IJ. Association of
serum myeloperoxidase with the ankle-brachial index and peripheral
arterial disease
Vascular Medicine. 2009; 14(3): 215 — 220

50.LiuHR, Tao L, Gao E, QuY, Lau WB, Lopez BL, Christopher TA,
Koch W, Yue TL, Ma XL. Rosiglitazone inhibits




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-92-

hypercholesterolaemia-induced myeloperoxidase upregulation--a
novel mechanism for the cardioprotective effects of PPAR agonists.
Cardiovasc Res. 2009; 81(2): 344 — 352

51.Rudolph V, Andrié RP, Rudolph TK, Friedrichs K, Klinke A, Hirsch-
Hoffmann B, Schwoerer AP, Lau D, Fu X, Klingel K, Sydow K, Didié
M, Seniuk A, von Leitner EC, Szoecs K, Schrickel JW, Treede H,
Wenzel U, Lewalter T, Nickenig G, Zimmermann WH, Meinertz T,
Boger RH, Reichenspurner H, Freeman BA, Eschenhagen T, Ehmke
H, Hazen SL, Willems S, Baldus S. Myeloperoxidase acts as a
profibrotic mediator of atrial fibrillation Nature Medicine. 2010; 16,
470-474

52.Tang WH, Wu Y, Nicholls SJ, Hazen SL. Plasma Myeloperoxidase
Predicts Incident Cardiovascular Risks in Stable Patients Undergoing
Medical Management for Coronary Artery Disease. Clin. Chem. 2011;
57(1): 33 -39

53.Davidson DJ, Haskell C, Majest S, Kherzai A, Egan DA, Walter KA,
Schneider A, Gubbins EF, Solomon L, Chen Z, Lesniewski R, Henkin
J. Kringle 5 of Human Plasminogen Induces Apoptosis of Endothelial
and Tumor Cells through Surface-Expressed Glucose-Regulated
Protein 78. Cancer Res. 2005; 65(11): 4663-72

54.McFarland BC, Stewart J Jr, Hamza A, Nordal R, Davidson DJ,
Henkin J, Gladson CL. Plasminogen kringle 5 induces apoptosis of
brain microvessel endothelial cells: sensitization by radiation and
requirement for GRP78 and LRP1. Cancer Res. 2009 Jul
1;69(13):5537-45

55.Raiter A, Weiss C, Bechor Z, Ben-Dor |, Battler A, Kaplan B, Hardy B.
Activation of GRP78 on endothelial cell membranes by an ADAM15-
derived peptide induces angiogenesis. J Vasc Res. 2010;47(5):399-
411

56.Misra UK, Pizzo SV. Heterotrimeric Galphaq11 co-immunoprecipitates
with surface-anchored GRP78 from plasma membranes of alpha2M*-
stimulated macrophages. J cell Biochem. 2008; 104, 96-104

57.Lu MC, Lai NS, Yu HC, Huang HB, Hsieh SC, Yu CL. Anti—citrullinated
protein antibodies bind surface-expressed citrullinated Grp78 on
monocyte/macrophages and stimulate tumor necrosis factor w.
production. Arthritis Rheum. 2010 May;62(5):1213-23.

58. Reijerkerk A, Mosnier LO, Kranenburg O, Bouma BN, Carmeliet P,
Drixler T, Meijers JC, Voest EE, Gebbink MF. Amyloid endostatin
induces endothelial cell detachment by stimulation of the plasminogen
activation system. Mol Cancer Res. 2003 Jun;1(8):561-8

59.Zhang Y, Liu R, Ni M, Gill P, Lee AS. Cell Surface Relocalization of
the Endoplasmic Reticulum Chaperone and Unfolded Protein
Response Regulator GRP78/BiP J. Biol. Chem. 2010; 285:15065-
15075

60. Hotamisligil GS. Endoplasmic reticulum stress and atherosclerosis.
Nature Medicine 2010; 16, 396-399

61.Myoishi M, Hao H, Minamino T, Watanabe K, Nishihira K, Hatakeyama
K, Asada Y, Okada K, Ishibashi-Ueda H, Gabbiani G, Bochaton-Piallat
M, Mochizuki N, Kitakaze M. Increased endoplasmic reticulum stress




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-93 -

in atherosclerotic plaques associated with acute coronary syndrome.
Circulation. 2007; 116: 1226—-1233

62.Zhou J, Lhotak S, Hilditch BA, Austin RC. Activation of the unfolded
protein response occurs at all stages of atherosclerotic lesion
development in apolipoprotein E—deficient mice. Circulation. 2005;
111: 1814-1821,

63.0zcan U, Yilmaz E, Ozcan L, Furuhashi M, Vaillancourt E, Smith RO,
Gorgun CZ, Hotamisligil GS. Chemical chaperones reduce ER stress
and restore glucose homeostasis in a mouse model of type 2
diabetes. Science. 2006; 313: 1137-1140

64.Feaver RE, Hastings NE, Pryor A, Blackman BR. GRP78 upregulation
by atheroprone shear stress via p38-, alpha2beta1-dependent
mechanism in endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008
Aug;28(8):1534-41

65.Ye R, Jung DY, Jun JY, Li J, Luo S, Ko HJ, Kim JK, Lee AS. Grp78
Heterozygosity Promotes Adaptive Unfolded Protein Response and
Attenuates Diet-Induced Obesity and Insulin Resistance. Diabetes.
2010 Jan;59(1):6-16

66. Dickhout JG, Colgan SM, Lhotak S, Austin RC. Increased
Endoplasmic Reticulum Stress in Atherosclerotic Plaques Associated
With Acute Coronary Syndrome A Balancing Act Between Plaque
Stability and Rupture. Circulation. 2007 Sep 11;116(11):1214-6

67.Wilson MR, Yerbury JJ, Poon S. Potential roles of abundant
extracellular chaperones in the control of amyloid formation and
toxicity. Mol. BioSyst. 2008; 4, 42-52

68.Naiki H, Nagai Y. Molecular Pathogenesis of Protein Misfolding
Diseases: Pathological Molecular Environments Versus Quality
Control Systems Against Misfolded Proteins. J Biochem. 2009; 146
(6): 751-756

69. Yerbury JJ, Rybchyn MS, Easterbrook-Smith SB, Henriques C, Wilson
MR. The acute phase protein haptoglobin is a mammalian
extracellular chaperone with an action similar to clusterin.
Biochemistry 2005;44: 10914-10925

70.Yerbury JJ, Stewart EM, Wyatt AR, Wilson MR. Quality control of
protein folding in extracellular space. EMBO Reports 2005;6: 1131-
1136

71.Wilhelmus MM, de Waal RM, Verbeek MM. Heat Shock Proteins and
Amateur Chaperones in Amyloid-Beta Accumulation and Clearance in
Alzheimer’s Disease. Mol Neurobiol. 2007 June; 35(3): 203-216

72. Strittmatter WJ, Saunders AM, Schmechel D, Pericak-Vance M,
Enghild J, Salvesen GS, Roses AD. Apolipoprotein E: high-avidity
binding to beta-amyloid and increased frequency of type 4 allele in
late-onset familial Alzheimer disease. Proc Natl Acad Sci USA 1993;
90:1977-1981

73. Strittmatter WJ, Weisgraber KH, Huang DY, Dong LM, Salvesen GS,
Pericak-Vance M, Schmechel D, Saunders AM, Goldgaber D, Roses
AD. Binding of human apolipoprotein E to synthetic amyloid beta
peptide: isoform-specific effects and implications for late-onset
Alzheimer disease. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90:8098-8102




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-94 -

74.Casserly |, Topol E. Convergence of atherosclerosis and Alzheimer’s
disease: inflammation, cholesterol, and misfolded proteins, Lancet
2004; 363: 113946

75.Baldus S, Heeschen C, Meinertz T, Zeiher AM, Eiserich JP, Minzel T,
Simoons ML, Hamm CW; CAPTURE Investigators. Myeloperoxidase
Serum Levels Predict Risk in Patients With Acute Coronary
Syndromes. Circulation. 2003 Sep 23;108(12):1440-5

76.Mallat Z, Lambeau G, Tedqui A. Lipoprotein-Associated and Secreted
Phospholipases A2 in Cardiovascular Disease Roles as Biological
Effectors and Biomarkers. Circulation. 2010 Nov 23;122(21):2183-200

77.Greco G, Balogh G, Brunelli R, Costa G, De Spirito M, Lenzi L, Mei G,
Ursini F, Parasassi T. Generation in Human Plasma of Misfolded,
Aggregation-Prone Electronegative Low Density Lipoprotein. Biophys
J. 2009 Jul 22;97(2):628-35

78.Matsuzaki T, Sasaki K, Tanizaki Y, Hata J, Fujimi K, Matsui Y, Sekita
A, Suzuki SO, Kanba 8, Kiyohara Y, Ilwaki T. Insulin resistance is
associated with the pathology of Alzheimer disease: the Hisayama
study. Neurology. 2010 Aug 31;75(9):764-70

79.Ho L, Qin W, Pompl PN, Xiang Z, Wang J, Zhao Z, Peng Y, Cambareri
G, Rocher A, Mobbs CV, Hof PR, Pasinetti GM. Diet-induced insulin
resistance promotes amyloidosis in a transgenic mouse model of
Alzheimer's disease. FASEB J. 2004 May;18(7):902-4

80.Sie MP, van der Wiel HE, Smedts FM, de Boer AC. Human
recombinant insulin and amyloidosis:an unexpected association. Neth
J Med. 2010 Mar;68(3):138-40

81.Yumlu S, Barany R, Eriksson M, Récken C. Localized insulin-derived
amyloidosis in patients with diabetes mellitus: a case report. Hum
Pathol. 2009;40(11):1655-60

82.Brange J, Andersen L, Laursen ED, Meyn G, Rasmussen E. Toward
understanding insulin fibrillation. J Pharm Sci. 1997 May;86(5):517-25

83.Ratner RE, Phillips TM, Steiner M. Persistent cutaneous insulin
allergy resulting from high-molecular-weight insulin aggregates.
Diabetes. 1990 Jun;39(6):728-33

84.Xu S. Aggregation drives "misfolding” in protein amyloid fiber
formation. Amyloid. 2007 Jun;14(2):119-31.

85.Maurer-Stroh S, Debulpaep M, Kuemmerer N, Lopez de la Paz M,
Martins IC, Reumers J, Morris KL, Copland A, Serpell L, Serrano L,
Schymkowitz JW, Rousseau F. Exploring the sequence determinants
of amyloid structure using position-specific scoring matrices. Nat
Methods. 2010 Mar;7(3):237-42

86.Puchtler H, Sweat F, Levine M. On the binding of Congo red by
amyloid. J Histochem Cytochem 1962; 10: 355—64

87.Westermark GT, Johnson KH, Westermark P. Staining methods for
identification of amyloid in tissue. Meth Enzymol 1999; 309: 3-25

88.Merlini G, Bellotti V. Molecular mechanisms of amyloidosis. N Engl J
Med 2003; 349: 583-596

89.Merlini G, Westermark P. The systemic amyloidoses: clearer
understanding of the molecular mechanisms offers hope for more
effective therapies. J Intern Med. 2004 Feb;255(2):159-78




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

- 95 -

90.Glenner GG, Terry W, Harada M, Isersky C, Page D. Amyloid fibril
proteins: proof of homology with immunoglobulin light chains by
sequence analysis. Science 1971; 172: 11501

91.Gillmore JD, Lovat LB, Persey MR, Pepys MB, Hawkins PN. Amyloid
load and clinical outcome in AA amyloidosis in relation to circulating
concentration of serum amyloid A protein. Lancet 2001; 358: 24-9

92.Westermark P, Sletten K, Johansson B, Cornwell GG IIl. Fibril in
senile systemic amyloidosis is derived from normal transthyretin. Proc
Natl Acad Sci USA 1990; 87: 2843-5

93.0bici L, Bellotti V, Mangione P, Stoppini M, Arbustini E, Verga L,
Zorzoli |, Anesi E, Zanotti G, Campana C, Vigano M, Merlini G. The
new apolipoprotein A-l variant Leu(174) —> Ser causes hereditary
cardiac amyloidosis, and the amyloid fibrils are constituted by the 93-
residue N-terminal polypeptide. Am J Pathol 1999; 155: 695-702

94 .Kayed R, Bernhagen J, Greenfield N, Sweimeh K, Brunner H, Voelter
W, Kapurniotu A. Conformational transtitions of islet amyloid
polypeptide (IAPP) in amyloid formation in vitro. J Mol Biol 1999; 287:
781-96

95.Janson J, Ashley RH, Harrison D, Mcintyre S, Butler PC. The
mechanism of islet amyloid polypeptide toxicity is membrane
disruption by intermediate-sized toxic amyloid particles. Diabetes
1999; 48: 491-8

96.Benson MD. LECT2 amyloidosis. Kidney Int. 2010 May;77(9):757-9.

97.Selkoe DJ. The origins of Alzheimer disease: a is for amyloid. JAMA
2000; 283: 16157

98.Cohen FE, Pan K-M, Huang Z, Baldwin M, Fletterick RJ, Prusiner SB.
Structural clues to prion replication. Science 1994; 264: 5301

99. Wille H, Baldwin MA, Cohen FE, DeArmond SJ, Prusiner SB. Prion
protein amyloid: separation of scrapie infectivity from PrP polymers.
Ciba Found Symp. 1996;199:181-99; discussion 199-201.

100. Chichester: John Wiley & Sons, 1996; 181-201

101. Driieke TB. Beta2-microglobulin and amyloidosis. Nephrol
Dial Transplant. 2000;15 Suppl 1:17-24

102. Wilson MR, Yerbury JJ, Poon S. Potential roles of

abundant extracellular chaperones in the control of amyloid formation
and toxicity. Mol Biosyst. 2008 Jan;4(1):42-52

103. Herczenik E, Bouma B, Korporaal SJ, Strangi R, Zeng Q,
Gros P, Van Eck M, Van Berkel TJ, Gebbink MF, Akkerman JW.
Activation of Human Platelets by Misfolded Proteins. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2007 Jul;27(7):1657-65

104. Sweeny JM, Gorog DA, Fuster V. Antiplatelet drug
resistance’. Part 1: mechanisms and clinical measurements. Nat Rev
Cardiol. 2009 Apr;6(4):273-82

105. Henry P, Vermillet A, Boval B, Guyetand C, Petroni T,
Dillinger JG, Sideris G, Bal Dit Sollier C, Drouet L. 24-hour time-
dependent aspirin efficacy in patients with stable coronary artery
disease. Thromb Haemost. 2011 Feb 1;105(2):336-44.

106. Rothwell PM, Fowkes FG, Belch JF, Ogawa H, Warlow
CP, Meade TW.Effect of daily aspirin on long-term risk of death due to




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

- 96 -

cancer: analysis of individual patient data from randomised trials.
Lancet. 2011 Jan 1;377(9759):31-41

107. Topol EJ, Schork NJ. Catapulting clopidogrel
pharmacogenomics forward. Nat Med. 2011 Jan;17(1):40-1
108. Bouman HJ, Schémig E, van Werkum JW, Velder J,

Hackeng CM, Hirschhduser C, Waldmann C, Schmalz HG, ten Berg
JM, Taubert D. Paraoxonase-1 is a major determinant of clopidogrel
efficacy. Nat Med. 2011 Jan;17(1):110-6

109. Sutherland WH, de Jong SA, Walker RJ. Hypochlorous
acid and low serum paraoxonase activity in haemodialysis patients:
an in vitro study. Nephrol Dial Transplant. 2004 Jan;19(1):75-82

110. Kastelein JJ, Hack CE, Khaw KT. Serum levels of type Ii
secretory phospholipase A, and the risk of future coronary artery
disease in apparently healthy men and women: the EPIC-Norfolk
prospective population study. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2005;25:839-846

111. Doi H, Sugiyama S, Yasue H. Circulating levels of
secretory type |l phospholipase A, predict coronary events in patients
with coronary artery disease. Circulation 1999;100:1280-1284

112. Liu PY, Li YH, Tsai WC, Chao TH, Tsai LM, Wu HL, Chen
JH. Prognostic value and the changes of plasma levels of secretory
type |l phospholipase A; in patients with coronary artery disease
undergoing percutaneous coronary intervention. Eur Heart J
2003;24:1824-1832

113. Kugiyama K, Ota Y, Sugiyama S, Kawano H, Doi H,
Soejima H, Miyamoto S, Ogawa H, Takazoe K, Yasue H. Prognostic
value of plasma levels of secretory type Il phospholipase A; in
patients with unstable angina pectoris. Am J Cardiol 2000;86:718-722

114. Porela P, Pulkki K, Voipio-Pulkki LM, Pettersson K,
Leppanen V, Nevalainen TJ. Circulating phospholipase A; in
prediction of the prognosis of patients with suspected myocardial
infarction. Basic Res Cardiol 2000;95:413-417.

115. Mattsson N, Magnussen CG, Rénnemaa T, Mallat Z,
Benessiano J, Jula A, Taittonen L, Kdhénen M, Juonala M, Viikari JS,
Raitakari OT. Metabolic Syndrome and Carotid Intima-Media
Thickness in Young Adults: Roles of Apolipoprotein B, Apolipoprotein
A-l, C-Reactive Protein, and Secretory Phospholipase A2: The
Cardiovascular Risk in Young Finns Study. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 2010 Sep;30(9):1861-6

116. Partrick DA, Moore EE, Silliman CC, Barnett CC, Kuypers
FA. Secretory phospholipase A2 activity correlates with postinjury
multiple organ failure. Crit Care Med. 2001 May;29(5):989-93

117. Lausevic Z, Lausevic M, Trbojevic-Stankovic J, Krstic S,
Stojimirovic B. Predicting multiple organ failure in patients with severe
trauma. Can J Surg. 2008 Apr;51(2):97-102

118. Jaross W, Eckey R, Menschikowski M. Biological effects of
secretory phospholipase A(2) group IlA on lipoproteins and in
atherogenesis. Eur J Clin Invest. 2002 Jun;32(6):383-93

119. Rosenson RS, Elliott M, Stasiv Y, Hislop C; for the




10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-97 -

PLASMA |l Investigators. Randomized trial of an inhibitor of secretory
phospholipase A; on atherogenic lipoprotein subclasses in statin-
treated patients with coronary heart disease. Eur Heart J. 2010 Nov
16. [Epub ahead of print]

120. Greco G, Balogh G, Brunelli R, Costa G, De Spirito M,
Lenzi L, Mei G, Ursini F, Parasassi T. Generation in human plasma of
misfolded, aggregation-prone electronegative low density lipoprotein.
Biophys J. 2009 Jul 22;97(2):628-35

121. Asatryan L, Hamilton RT, Isas JM, Hwang J, Kayed R,
Sevanian A. LDL phospholipid hydrolysis produces modified
electronegative particles with an unfolded apoB-100 protein. J Lipid
Res. 2005 Jan;46(1):115-22

122. Lee E, Nichols P, Spicer D, Groshen S, Yu MC, Lee AS.
GRP78 as a novel predictor of responsiveness to chemotherapy in
breast cancer. Cancer Res 2006; 66: 7849-53

123. Misra UK, Payne S, Pizzo SV. Ligation of prostate cancer
cell surface GRP78 activates a proproliferative and antiapoptotic
feedback loop: a role for secreted prostate-specific antigen. J Biol
Chem. 2011 Jan 14;286(2):1248-59

124. de Ridder GG, Gonzalez-Gronow M, Ray R, Pizzo SV.
Autoantibodies against cell surface GRP78 promote tumor growth in a
murine model of melanoma. Melanoma Res. 2010 Dec 15. [Epub
ahead of print]

125. Hardy B, Raiter A. Peptide-binding heat shock protein
GRP78 protects cardiomyocytes from hypoxia-induced apoptosis. J
Mol Med. 2010 Nov;88(11):1157-67

126. Thuerauf DJ, Marcinko M, Gude N, Rubio M, Sussman
MA, Glembotski CC. Activation of the unfolded protein response in
infarcted mouse heart and hypoxic cultured cardiac myocytes. Circ
Res. 2006 Aug 4;99(3):275-82

127. Davidson DJ, Haskell C, Majest S, Kherzai A, Egan DA,
Walter KA, Schneider A, Gubbins EF, Solomon L, Chen Z, Lesniewski
R, Henkin J. Kringle 5 of human plasminogen induces apoptosis of
endothelial and tumor cells through surface-expressed glucose-
regulated protein 78. Cancer Res 2005; 65: 466372

128. Gebbink MF, Voest EE, Reijerkerk A. Do antiangiogenic
protein fragments have amyloid properties? Blood. 2004 Sep
15;104(6):1601-5

129. Koch CG, Li L, Sessler DI, Figueroa P, Hoeltge GA,
Mihaljevic T, Blackstone EH. Duration of Red-Cell Storage and
Complications after Cardiac Surgery. N Engl J Med. 2008 Mar
20;358(12):1229-39.

130. Hermeling S, Crommelin DJ, Schellekens H, Jiskoot W.
Strukture-Immmunogenicity relationships of therapeutic proteins.
Pharm Res. 2004 Jun;21(6):897-903

131. Rosenberg AS. Effects of protein aggregates. An
Immunologic Perspective. AAPS J. 2006 Aug 4;8(3):E501-7
132. Joubert MK, Hokom M, Xie J, Deshpande M,

Kaliyaperumal A, Chirmule N, Juan G, Goltz T, Narhi L, Jawa V, An



10

15

20

25

30

35

40

45

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-98 -

innate immune response was induced from PBMCs following
challenge with aggregated biotherapeutics. 2010 Workshop On
Protein Aggregation and Immunogenicity, Posterpresentation

133. Gagnon P, Arakawa T. Aggregation detection and removal
in biopharmaceutical proteins. Curr Pharm Biotechnol. 2009
Jun;10(4):347

134. Wang W. Protein aggregation and its inhibition in
biopharmaceutics. Int J Pharm. 2005 Jan 31;289(1-2):1-30
135. Stefani M, Dobson CM. Protein aggregation and

aggregate toxicity: new insights into protein folding, misfolding
diseases and biological evolution. J Mol Med. 2003 Nov;81(11):678-
99

136. Cromwell M, Hilario E, Jacobson F. Protein Aggregation
and Bioprocessing. AAPS Journal. 2006;8(3):E572-E579
137. Dische FE, Wernstedt C, Westermark GT, Westermark P,

Pepys MB, Rennie JA, Gilbey SG, Watkins PJ. Insulin as an amyloid-
fibril protein at sites of repeated insulin injections in a diabetic patient.
Diabetologia. 1988;31(3):158-61

138. Ahmad A, Millett IS, Doniach S, Uversky VN, Fink AL.
Partially folded intermediates in insulin fibrillation. Biochemistry.
2003;42(39):11404-16

139. Philo, J. S. A critical review of methods for size
characterization of non-particulate protein aggregates. Curr Pharm
Biotechnol. 2009 Jun;10(4):359-72.

140. Costerton JW, Lewandowski Z, Caldwell DE, Korber DR,
Lappin-Scott HM. Microbial biofilms. Annu Rev Microbiol.
1995;49:711-45

141. Hall-Stoodley L, Costerton JW, Stoodley P. Bacterial
Biofilms: from the natural environment to infectious diseases. Nat.
Rev. Microbiol. 2004; 2: 95-108

142. Larsen P, Nielsen JL, Dueholm MS, Wetzel R, Otzen D,
Nielsen PH.. Amyloid adhesins are abundant in natural biofilms.
Environ Microbiol. 2007 Dec;9(12):3077-90.

143. Williams D. Revisiting the definition of biocompatibility.
Med Device Technol. 2003 Oct;14(8):10-3

144. Ratner BD. The catastrophe revisited: Blood compatibility
in the 21st Century. Biomaterials. 2007 Dec;28(34):5144-7

145. Wintermantel E, Ha S-W: Medizintechnik - Life Science
Engineering, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2009

146. Merritt K, Edwards CR, Brown SA. Use of an enzyme

linked immunosorbent assay (ELISA) for quantification of proteins on
the surface of materials. J Biomed Mater Res. 1988 Feb;22(2):99-109

147. Cherny |, Gazit E. Amyloide: nicht nur pathologische
Substanzen, sondern auch geordnete Nanomaterialien. Angewandte
ChemieVolume 120, Issue 22, 2008

148. Reches M, Gazit E. Assembly of Peptide Nanostructures:
Mechanism of Association and Potential Uses Current Nanoscience,
2006, 2, 105-111

149. Hamedi M, Herland A, Karlsson RH, Inganas O.




WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

-99 -

Electrochemical devices made from conducting nanowire networks
self-assembled from amyloid fibrils and alkoxysulfonate PEDOT. Nano
Lett. 2008 Jun;8(6):1736-40
150. Scheibel T, Parthasarathy R, Sawicki G, Lin XM, Jaeger
5 H, Lindquist SL. Conducting nanowires built by controlled self-
assembly of amyloid fibers and selective metal deposition. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2003 Apr 15;100(8):4527-32
151. Gebbink MF, Claessen D, Bouma B, Dijkhuizen L, Wdsten
HA. Amyloids — a functional coat for microorganisms. Nat Rev
10 Microbiol. 2005 Apr;3(4):333-41

15



10

15

20

25

30

WO 2012/107567 PCT/EP2012/052330

- 100 -

Anspriiche

Verwendung einer Bindesubstanz, ausgewahit aus ADAM 15
(Metargidin) oder Fragmenten davon, und/oder der Kringel 5 Domane
von Plasminogen oder Fragmenten davon zur Anbindung an

missgefaltete Proteine oder Peptide.

Verwendung nach Anspruch 1,

wobei Fragmente von ADAM15 ausgewahlt sind aus der
Metalloproteasedomane von ADAM15 und Peptiden, welche die
Sequenz His, Trp, Arg, Arg, Ala, His, Leu, Leu, Pro, Arg, Leu, Pro
(HWRRAHLLPRLP) entsprechend den Aminosduren 286-297 der
ADAM15 Sequenz, die Sequenz Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg,
Ala, His, Leu, Leu (GNFLHWRRAHLL) entsprechend den Aminosauren
282-293 der ADAM 15 Sequenz, oder die Sequenz Ala, Val, Thr, Leu,
Glu, Asn, Phe, Leu, His, Trp, Arg, Arg entsprechend den Aminoséauren
279-290 der ADAM15 Sequenz oder die Sequenz His, Trp, Arg, Arg,
Pro (HWRRP) oder His, Trp, Arg, Arg (HWRR) umfassen.

Verwendung nach Anspruch 1,
wobei Fragmente der Kringel 5 Doméne von Plasminogen ausgewahlt
sind aus Peptiden, welche die Aminosauresequenz PRKLYDY

umfassen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

wobei die Bindesubstanz an einer Festphase immobilisiert ist.

Verwendung nach Anspruch 4,

wobei die Festphase ausgewahlt ist aus einer Mikrotiterplatte, einem
Chip fir eine Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Untersuchung, einem
Mikroarray-Chip, einem Filter wie Nitrocellulose, Nylon oder PVDF,
einer Membran, einem Teststreifen, einem magnetischen oder
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Fluorophor-markierten Kiugelchen, einem Silizium-Wafer, Glas, Metall,
Kunststoff, einem Chip, einem massenspektrometrischen Target oder
einer Matrix, sowie Kugelchen (Beads) flr Untersuchungen in

Durchflusszytometern.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
zur Bestimmung von missgefalteten Proteinen oder Peptiden in einer
Probe.

Verwendung nach Anspruch 6,
wobei die Bestimmung einen qualitativen und/oder quantitativen

Nachweis umfasst.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
zur Entfernung oder Bereitstellung von missgefalteten Proteinen oder

Peptiden aus einer Probe.

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 8, wobei die Probe
ausgewahlt ist aus Korperflissigkeiten oder Gewebeauszigen wie
beispielsweise  Blut, Serum Blutplasma, Lymphe, Sperma,
Vaginalflissigkeit, Fruchtwasser, Cerebrospinalflissigkeit,
Synovialflissigkeit, Urin, Sputum, Flussigkeit aus Lavagen, wie z.B.

bronchioalveolare Lavageflissigkeit und Peritoneallavagefliissigkeit.

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 8 , wobei die Probe
ausgewahlt ist aus Medizinprodukten wie Arzneimitteln,
Arzneizusatzstoffen, pharmazeutischen Zusammensetzungen,
Reagenzien und Hilfsreagenzien fiir Diagnostische Tests,
Forschungsreagenzien, Lebensmitteln, Genussmitteln,

Nahrungserganzungs-mitteln, Trink- und Brauchwasser und Biofilmen.

Verfahren zur Bestimmung von missgefalteten Proteinen oder Peptiden

in einer Probe, umfassend
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a) Inkontaktbringen der Probe mit einer oder mehreren
Bindesubstanzen wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert,
b) qualitative und/oder quantitative Bestimmung der gebundenen

missgefalteten Proteine oder Peptide.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Probe wie in einem der

Anspriche 9 und 10 definiert ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 und 12, wobei die
Bestimmung der gebundenen missgefalteten Proteine oder Peptide die
Umsetzung mit einem spezifischen Detektionsreagenz fiir das

missgefaltete Protein oder Peptid umfasst.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Detektionsreagenz eine
weitere Bindesubstanz fiir die gebundenen missgefalteten Proteine

oder Peptide umfasst.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei die weitere Bindesubstanz
ausgewahlt ist aus Chaperonen, Scavenger Rezeptoren, t-Pa, FXII,
HGFA, Kongorot oder Thioflavin.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Detektionsreagenz ausgewahlt

ist aus spezifischen Antikérpern gegen die Proteine oder Peptide.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, wobei das
Detektionsreagenz durch Umsetzung mit einer Indikatorsubstanz
nachgewiesen werden kann, wie beispielsweise Proteinmodifikationen
durch Einwirkung von Acrolein und anderen elektrophilen Substanzen,
Glykierungen, proteolytische Spaltung, Phosphorylierung,
Dephosphorylierung, Glykosylierung, Acetylierung, S-Nitrosylierung,

Citrullinierung oder Sulfatierung.
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Verfahren nach einem der Anspriuche 13 bis 16, wobei das
Detektionsreagenz mit einem Erkennungslabel markiert ist,
insbesondere mit Markierungen oder Teilen von Markierungen,

beispielsweise eine Komponente eines spezifischen Bindungspaares.

Verfahren nach Anspruch 18, wobei das Erkennungslabel ausgewahlt
ist aus Fluoreszenzmarkern wie z.B. Dil, FITC, PE, PerCp Cy-, Alexa-,
Dyomics, oder ahnliche Fluoreszenzfarbstoffe, Biotin, einem HIS-Tag,
einem GST-Tag, einem SEAP-Tag, einem Maltose binding protein-Tag
(MBP-Tag), einem FLAG-Tag. Digoxigenin, einem paramagnetisches
Atom, einem radioaktives Atom, wie z.B. Kohlenstoff-11, Jod-125/123,
¥mTc, Cu-64 oder 111In , sowie Reporter-Enzymen wie alkalische
Phosphatase, Meerrettichperoxidase, B-Galactosidase,

Glukoseoxidase, Luciferase, B-Lactamase, Urease oder Lysozym.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 19,

zur  Kontrolle des Herstellungsprozesses von Arzneimitteln,
pharmazeutischen Zusammensetzungen, Reagenzien und
Hilfsreagenzien fir Diagnostische Tests, Forschungsreagenzien,

Lebensmitteln oder Biofilmen.

Verfahren nach einem der Ansprliche 11 bis 20,
zur Hygiene- und Qualitatskontrolle im Bereich Forschung,

Gesundheitswesen, Lebensmittelgewinnung, -lagerung und -handel.

Verfahren zur Entfernung von missgefalteten Proteinen oder Peptiden

aus einer Probe oder einem Produkt, umfassend

a) Inkontaktbringen der Probe oder des Produkts mit einer oder
mehreren Bindesubstanzen wie in einem der Anspriiche 1 bis 5
definiert,

b) Abtrennen der gebundenen missgefalteten Proteine oder Peptide.
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Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Probe ausgewahit ist aus
Korperflissigkeiten oder Gewebeausziigen wie beispielsweise Blut,
Serum Blutplasma, Lymphe, Sperma, Vaginalfllissigkeit, Fruchtwasser,
Cerebrospinalflussigkeit, Synovialflissigkeit, Urin, Sputum, Flissigkeit
aus Lavagen, wie z.B. bronchioalveolare Lavageflissigkeit und

Peritoneallavageflissigkeit.

Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Probe oder das Produkt
ausgewahlt ist aus  Medizinprodukten wie  Arzneimitteln,
Arzneizusatzstoffen, pharmazeutischen Zusammensetzungen,
Reagenzien und Hilfsreagenzien fiir Diagnostische Tests,
Forschungsreagenzien, Lebensmitteln, Genussmitteln,

Nahrungserganzungsmitteln, Trink- und Brauchwasser und Biofilmen.

Verfahren zur Bereitstellung von missgefalteten Proteinen oder

Peptiden aus einer Probe, umfassend

a) Inkontaktbringen der Probe mit einer oder mehreren
Bindesubstanzen wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert,

b) Abtrennen der gebundenen missgefalteten Proteine oder Peptide,
und

c) Isolieren der missgefalteten Proteine oder Peptide.

Verfahren nach Anspruch 25,
wobei die Probe wie in Anspruch 9 oder 10 definiert ist.

Verfahren zur Diagnose, Stratifizierung und/oder Uberwachung von

Erkrankungen, an denen missgefaltete Proteine oder Peptide beteiligt

sind, umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer Probe,

b) qualitative und/oder quantitative Bestimmung von missgefalteten
Proteinen oder Peptiden in der Probe nach einem Verfahren wie

in einem der Anspriche 11 bis 19 definiert,
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c) Vergleich des Ergebnisses der Bestimmung in Schritt b) mit einem

oder mehreren Referenzwerten.

Verfahren nach Anspruch 27,

wobei die Erkrankungen ausgewahlt sind aus Erkrankungen, welche
mit der Bildung von Amyloiden verbunden sind, wie die Gruppe der
klassischen Amyloidosen und neurodegenerativen Erkrankungen,
Diabetes, metabolisches Syndrom, Adipositas, Arteriosklerose und
seine Folgeerkrankungen, Blutungen, Thrombosen, DIC,
Nierenversagen, Hamodialyse, Kataract, multiples Myelom, Lymphom,
Sepsis, schweres Gewebstrauma, Zustand nach Einsatz von
Herzlungenmaschine, Organtransplantation, Zustand nach Implantation
von Herzunterstutzungssystemen, Pankreatitis, Zustand nach

Reanimation, Ischamie-Reperfusionsschaden und Praeklampsie.

Verfahren nach Anspruch 27 oder 28,
zum Monitoring, Uberwachen und/oder Steuern einer medikamentdsen

Therapie.

Verfahren nach Anspruch 29, wobei die medikamentdse Therapie eine
Behandlung mit ASS/Aspirin, Thienopyridin wie etwa Clopidogrel,
Prasugrel oder Ticlopidin, PEGylierten Liposomen und/oder sPLA2

Inhibitoren umfasst.

Bindemittel wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert,
zur Verwendung bei der Behandlung von Erkrankungen im

Zusammenhang mit missgefalteten Proteinen oder Peptiden.

Bindemittel nach Anspruch 31, wobei die Erkrankungen ausgewahlt
sind aus Morbus Alzheimer, Erkrankungen, welche durch Prionen
hervorgerufen werden wie Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Gerstmann-
Straussler-Scheinker-Syndrom ,Todliche familiare Schiaflosigkeit Kuru;

BSA, Scrapie, neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. Morbus
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Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Familare
Enzephalopathie mit Neuroserpin-Einschliissen, Frontotemporallappen
Degeneration mit Ubiquitin-Proteasom-System (FTLD-UPS),
Autoimmunerkrankungen,  rheumatische  Arthritis,  Entziindliche
Erkrankungen, multiple Sklerose, Arteriosklerose und seine
Folgeerkrankungen, Infektionen insbesondere mit Mikroorganismen,
welche missgefaltete Proteine auf der Oberflache prasentieren, Sepsis,
Diabetes, Wundheilungsstérungen, Praeklampsie, Blutungsneigungen,
Thrombose, Zustand nach Reanimation, Zustand nach Hamodialyse,
Tumorerkrankungen, Amyloidosen, wie z.B. AA-Amyloidosen,AL-
Amyloidosen, AE-Amyloidosen, AB-Amyloidosen, AP-Amyloidosen, AS-
Amyloidosen und ATTR-Amyloidosen sowie Katarakt.

Diagnostischer Kit fir die Bestimmung von missgefalteten Proteinen

oder Peptiden, umfassend

a) eine erste Bindesubstanz wie in einem der Anspriiche 1 bis 5
definiert, und

b) ein spezifisches Detektionsreagenz fiir das missgefaltete Protein
oder Peptid, wobei das Detektionsreagenz vorzugsweise eine
weitere Bindesubstanz wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 oder
15 definiert oder einen spezifischer Antikérper gegen das Protein
oder Peptid umfasst,

wobei eine der Komponenten a) und b) eine nachweisbare Markierung

tragt und die andere der Komponenten a) und b) an einer Festphase

immobilisiert ist.

Verfahren zur Bestimmung der Biokompatibilitait eines Materials,

umfassend die Schritte:

a) Inkontaktbringen des Materials mit einer Testsubstanz, die
Proteine oder Peptide umfasst,

b) qualitative und/oder quantitative Bestimmung von missgefalteten
Proteinen oder Peptiden in der Testsubstanz, nach einem

Verfahren wie in einem der Anspriiche 11 bis 19 definiert,
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c) Vergleich der in der Testsubstanz enthaltenen missgefalteten
Proteine oder Peptide vor und nach dem Inkontaktbringen mit

dem Material.

Verfahren zur Aufkonzentrierung von Mikroorganismen welche

missgefaltete Proteine auf ihrer Oberflache tragen aus einer Probe,

umfassend die Schritte:

a) Inkontaktbringen der Probe mit einer oder mehreren
Bindesubstanzen wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert,

b) Abtrennen der gebundenen Mikroorganismen aus der Probe.
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Figur 12 Fortsetzung
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Figur 13
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Figur 14
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Figur 14 Fortsetzung
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Figur 15
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Figur 15 Forisetzung

ajesedeld ||jA Jopfed syoipeiyosioun

~G0°0

wu g6y
eq do

SLO
dTHdTIHVHHMH ue Bunpuig
:uspinpoud A Jopjed ul auialoid a19)jejebssiyy



PCT/EP2012/052330

WO 2012/107567

24/25

jnejyoin( 1o ewse|d ¢ adwnd ewse|d 2 adwnd ewse|d | edwind erwse|d

Wugey
199 4o

AQADIH ue Bunpuig
:awgysAssbunzinisisjunziay yoinp jnejyoing wieq ‘usdwing

dsp neqny yoeu af ‘usyalsius ‘(JlILY Jo1u) epnded/eureloid aisijejebssipy

Figur 16 A)



PCT/EP2012/052330

WO 2012/107567

25/25

Figur 16 B)
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