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Neuartige Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend
Antikiérperbindeproteine oder ihre Regionen

Die Erfindung betrifft die Bereiche der Molekularblologle Immunologie und
Biotechnologie.

Aus dem Stand der Technik sind Arbeiten und Veroffentlichungen (DE 102 02
191 A1, DE 103 501 31. A 1, und WO 2005 / 040382 ) bekannt, die
Fusionsproteine enthaltend Fc — Region — Bindedoménen wie z. B.
Staphylokokken Protein A (SPA) oder Fc Rezeptor Ekto bzw.
Ligandbindedoméne und sequenz — spezifische Nukleinsiure — Bindedoménen
sowie die Fusionsproteinen, enthaltend Antik6rper Binderegionen wie
vorzugsweise Staphylokokken — Protein A (SPA), extrazellulire Region des Fc
Rezeptors CD 64 oder ihre Regionen und Mikrotubuli Binderegionen,
vorzugsweise Gephyrin, Tau, MAP oder ihre Regionen beschreiben. Diese
Stoffe konnen nicht vielfiltig eingesetzt werden.

Das breite Spektrum sowie Verwendungen der Fusionsproteinen enthaltend
Antikérperbinderegionen sind noch nicht ausgearbeitet worden.

Die Aufgabe der Erfindung besteht in neuartigen Stoffen mit neuartigen
Eigenschaften und Verwendungen, die Antikérper binden, anordnen, in ihrer
Wirkung verstiarken und deren Antigene binden koénnen.

Die Aufgabe der Erfindung wird durch neuartige Fusionsproteine enthaltend
Antikorperbinderegionen gemif der Erfindung gelost.

Fusionsproteine enthaltend Antikorperbinde Proteine oder ihre Regionen
umfassen neuartige Klassen von Stoffen, Werkstoffen, Medikamenten,
diagnostischen System, Klebstoffen, Farb und Markierungs Stoffen und vielen
anderen Substanzen und Systemen. Anhand einiger Beispiele soll die Breite
bzw. die Verwendungsbreite und Vorteile dieser Substanzen und derer
Verwendung moglichkeiten dargestellt werden. Diese Breite bzw. zahlreiche
Verwendungen und Vorteile sind bei Weitem nicht nur auf diese folgende
Beispiele beschrinkt.

Beispiel 1

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend IgE — Antikérperbinderegionen und
hydrophile Regionen .

Erhohte Werte von IgE — Antikérpern kennzeichnen unter anderem Asthma,
atopisches Ekzem, einige Allergien und Entziindungen. Die Zielsetzung
bestimmter Therapien ist deswegen auf Verminderung der IgE — Werten
gerichtet, d.h. Medikamente zu entwickeln, die IgE — Molekiile entfernen und
dadurch ihre Konzentration senken.
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Bekannt sind Anti — IgE — Antikérper von Genentech unter dem Handelnamen
Xolair. Da die Entfernung der IgE mittels Antikorper durch Makrophagen bzw.
derer Aktivierung erfolgen sollte und diese selbst bei der Aktivierung
Entzindungsfaktoren freisetzen, ist die Wirkung der Anti — IgE — Antikérper
nicht so etfektiv wie erwartet.

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend IgE — Antikorperbinderegionen und
hydrophile Regionen konnen IgE — Antikorper binden und durch hydrophile
Regionen mit dem Kreislauf aus einer Entziindungsherde entfernen und sind
dabei nicht auf die Aktivierung von Makrophagen angewiesen. Dadurch kann
die Behandlung effektiver und nebenwirkungsarmer durchgefiihrt werden.

Beispiel 2

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend IgE — Antikérperbinderegionen und
Rezeptoren

Die Aufgabenstellung ist im Beispiel 1 erortert worden.

Die Rezeptoren der Fusionsproteine binden vorzugsweise Entziindungsfaktoren
wie TNF — Alpha, C 5a, C3a und C4a. Diese Fusionsproteine besitzen dadurch
eine Doppelwirkung. Einerseits wird die Bindung der IgE Antikorper and ihre
Rezeptoren durch Bindung an Fusionsproteinen gemaf der Erfindung bzw. dem
Beispiel 2 blockiert, andererseits werden Entziindungsfaktoren wie TNF —
Alpha, die freigesetzt sind, an die Rezeptorregionen der Fusionsproteinen
gebunden. Die entziindungshemmende Doppelwirkung kann eine effektivere
und nebenwirkungsidrmere Behandlung erméglichen.

Beispiel 3

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend IgE oder IgG —
Antikorperbinderegionen und Enzyme.

Enzyme, die vorzugsweise, DNA sen, DNAse 1, S | Endonuklease, Katlase oder
Peroxidase sind, wirken ebenfalls entziindungshemmend sowie lindernd bei der
Systemischen Lupus Erythemathosus (SLE). '

Die entziindungshemmende Doppelwirkung der Fusionsproteinen nach diesem
Beispiel ist also dhnlich wie die Doppelwirkung nach dem Beispiel 2.

Beispiel 4
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Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend IgE oder [gG —
Antikorperbinderegionen, Rezeptoren und Enzyme

Diese Fusionsproteine besitzen eine dreifache entziindungshemmende Wirkung
der Fusionsproteinen, die in den Beispielen 2 und 3 beschrieben sind, wenn
Enzyme DNA sel, SI Endonuklease, Katalase, peroxidase oder andere
entziindungshemmende Enzyme sind, und Rezeptoren, wie z.B. TNF Alpha
Rezeptor, C5a, C 3a, C4a Rezeptoren oder andere Rezeptoren sind, die
Entziindungsfaktoren binden.

Beispiel 5

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinderegionen und
fluoreszente Proteinen oder ihre Regionen

Mit Hilfe dieser Fusionsproteinen kénnen Antikorper z.B. [gG oder IgE —
Antikorper spezifisch markiert werden. Der Hauptvorteil der Markierung der
Antikorper durch diese Fusionsproteinen ist die Genaugkeit. Eii Beispiel fiir ein
fluorestentes Protein ist z.B. GFP (Griines fluoreszentes Protein) oder seine
Region.

Beispiel 6

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinderegionen und
Metallbindeproteinen oder ihre Regionen

Diese Fusionsproteinen, komplexiert mit Metallatomen oder lonen, kénnen
durch Magnetfelder gelenkt bzw. orientiert werden. Dadurch wird die Aufgabe
der molekularen Orientierung geldst. Metallbindeproteinen sind z.B. Astacin
(von Astacus Fischen), Ferritin, Coeruloplasmin, eine Cystein — reiche Region
u.v.a. Protein oder ihre Regionen.

Beispiel 7

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antlkoq)elbmde Metallbinde — und
fluoreszente Regionen

Die Fusionsproteine kénnen markieren und orientiert werden, welches z.B. bei
der Isolierung und Reinigung der entsprechenden Antigenen der an
Fusionsproteinen gebundenen Antikdrper von Vorteil ist.
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Beispiel 8

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikdrperbinde -, Polymerbinde —
und Metallbinderegion

Diese Fusionsproteine kdnnen sich an ein Polymer, vorzugsweise Biopolymer
wie z.B. eine DNA — Sequenz oder ein Polysaccharid wie Cellulose, Chitin,
Pektin, Starke, durch Polymerbinderegion binden, durch Antiké:perbinderegion
z.B. IgG bzw. monoklonale Antikorper binden und durch mit Metallionen and
Atome komplexierte Metallbindedoméne gelenkt bzw. orientiert werden.
Solche Komplexe aus Fusionsproteinen und Polysacchariden kénnen z.B. zur
Infiltration bestimmter Stoffe bzw. Substanzen, vorzugsweise Antigenen z.B.
viralen Antigenen, verwendet werden.

Beispiel 9

_Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikorperbinde-, Polymerbinde — und
fluoreszente Proteine oder ihre Regionen

Die Vorteile und Verwendungen dieser Fusionsproteine sind dhnlich mit denen
des Beispiel 8, wobei die fluoreszente Regionen ihre Farbe, Helligkeit oder
Intensitat in Abhéngigkeit von Konzentrationen der gebundenen bzw.
infiltrierten Antigenen dndern.

Beispiel 10

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinde -, Metallbinde-,
Polymerbinde und fluoreszente Proteine oder ihre Regionen

Die Verwendungen dieser Fusionsproteine sind dhnlich mit denen der Beispiele
8 und 9, wobei durch Metalle, die an Metallbinderegionen gebunden bzw.
komplexiert sind, mittels Magnetfelder bessere molekulare Orientierung erreicht
wird.

Beispiel 11

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikorperbinderegion, und
mindestens ein Rezeptor oder seine Region

Die Antikorperbinderegion ist vorzugsweise eine IgG Binderegion, wie z.B.
SPA, wobei Rezeptor z.B. ein Entziindungsfaktor wie TNF Alpha, C5a, C4a
oder C3a bindet.
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Die Wirkung ist SLE - lindernd und ahnlich, wie in den Beispielen 2 -4
beschrieben ist.

Beispiel 12

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinderegionzn und
Liganden oder ihre Regionen

Liganden sind z.B. C3b oder C4b Proteine des Immunsystems oder ihre
Regionen, die an CR 1 - Rezeptoren der Erythrozyten binden, und an der
Opsonierung und der Beseitigung der Immunkomplexe beteiligt sind. Durch
solche Fusionsproteinen konnen Antikérper wie IgE bei Entziindungen oder IgG
— Autoantikérper z.B. bei Epidermolysis bullosa acquesita (EBA) gebunden und
auf alternativens Wege abgefiihrt und entsorgt werden, welches zur Linderung
fithrt.

Beispiel 13

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikc‘)rperbi11déreg1'onen, Rezeptoren
und Liganden.

Rezeptoren sind z.B. Rezeptoren der Entziindungsfaktoren wie TNF Alpha,
Liganden sind z.B. C3b und C4b oder ihre Regionen. Diese Fusionen haben die
doppelte-entziindungshemmende Wirkung wie die Proteine die in den Beispielen
2— 4,11 und 12 beschrieben sind.

Beispiel 14

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinderegionen, Rezeptoren
und Enzyme

Rezeptoren sind z.B. Entziindungsfaktor — Rezeptoren und Enzyme wie
DNAsel, S1 Endonuklease, Kalalase oder Peroxidase und wirken
entziindungshemmend. Die zusitzliche Bindung der Antikorper IgE oder IgG
erhoht die entziindungshemmende Wirkung der Fusionsproteinen nach diesem
Beispiel.

Beispiel 15

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinderegionen oder ihre
Regionen und Autoantigene oder ilire Regionen
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Diese Fusionsproteine kénnen zur Diagnose der Autoimmunerkrankungen
verwendet werden. Die Fusionsproteine werden dabei in Serum hinzugefiihrt.
Sollten sich im Serum Autoantikérper in geringen oder groBeren
Konzentrationen befinden, so binden sie sich an die Autoantigene oder
autoantigene Regionen der Fusionsproteine. Die Fc Regionen werden aber
Antikorper unspezifisch gebunden. Dadurch entsteht der multimolekulare
Komplex, der niederschlagt.

Sollten sich keine oder nur wenige bzw. in geringer Konzentration, die
Autoantikdrper befinden, so werden die Autoantigene Regionen der
Fusionsproteine entsprechend nicht gebunden und der multimolekularer
Komplex entsteht dem zufolge nicht. Der Niederschlag in dem MabBe ist nicht
zu beobachten.

Beispiel 16

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikorperbinde-, autoanigene und
fluoreszente Regionen

Die Verwendung dieser Fusionsproteine als diagnostische Tools bzw. Mittel ist
ghnlich wie im Beispiel 15, wobei die Komplexbildung durch fluoreszente
Proteine oder ihre Regionen verdeutlicht und besser visualisiert wird.

Beispiel 17

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbinde-, und T — Zell
Reaktion auslosende Regionen

Die Modifikation monoklonaler IgG — Antikérper mit diesen F usionsproteinen
fiihrt zur verbesserten Verwendung der Antikérper im Einsatz gegen virale,
fungale bakterielle und Protozoenkrankheitserreger, weil diese durch T — Zellen
angegriffen werden.

Beispiel 18

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikdrperbindeproteinen oder ihre
Regionen und Speicherproteinen oder ihre Regionen

Als Speicherproteine konnen z.B. die die tierischer Herkunft wie Kaseine oder
die die pflanzlicher Herkunft wie Viciline, Legumine, Gliadin, Glutenin, Lupine,
Avenine, Secaline, Hordeine, Trifoliin verwendet werden. Die Verwendung
dieser Fusionsproteine bzw. Fusionsprotein ~ Antikérper — Komplexe besteht in
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neuartigen Stoffen, die amorph oder elastisch sind, und bestimmte Antigene
vorzugsweise an der Oberflidche erkennen und binden konnen. Solche Stoffe
kénnen vorzugsweise als neuartige Antigen — spezifische Filter verwendet
werden, oder als Sicherheitsmerkimale auf bestimmte Oberflachen aufgetragen
werden.

Beispiel 19

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbindeproteinen oder ihre
Regionen und Strukturproteinen oder ihre Regionen

Strukturproteine kénnen vorzugsweise aus folgenden Proteinen ausgewéhlt
werden: Lamprin, ein Zellprotein, Resilin, Abducin, Kristalline Alpha, Beta,
Gamma, Kollagen oder Keratin.

Die Verwendungen sind dhnlich wie die im Beispiel 18, wobei der Stoff
elastisch oder fest sein kann.

Beispiel 20

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikorperbindeproteinen oder ihre
Regionen, Speicherproteinen oder ihre Regionen und Strukturproteine oder
ihre Regionen

Die Stoffe bestehend aus diesen Fusionsproteinen bzw. Fusionsprotein —
Antikorperkomplexen haben dhnliche Anwendungen und Eigenschaften wie die,
die in den Beispielen 18 und 19 beschrieben wurden.

Beispiel 21

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbindeproteinen oder ihre
Regionen, Metallbinderegionen und Speicherproteinen oder ilire Regionen

Die Eigenschaften und Verwendungen sind dhnlich wie die die in den
Beispielen 18 — 20 beschrieben sind.
Beispiel 22

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikérperbindeproteinen oder ihre
Regionen, Metallbinderegionen und Strukturproteinen oder ihre Regionen
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Die Eigenschaften und Verwendungen sind dhnlich wie die die in den
Beispielen 18 und 19 beschrieben sind.

Beispiel 23

Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend Antikdrperbindeproteinen oder ihre
Regionen, Metallbindeproteinen oder ihre Regionen, Strukturproteinen oder ihre
Regionen und Speicherproteine oder ihre Regionen

Die Eigenschaften und Verwendungen sind dhnlich wie die die in den
Beispielen 18 und 19 beschrieben sind.

Weitere Beispiele umfassen Fusionsproteine enthaltend Antikérperbindeproteine
oder ihre Regionen und pflanzliche Proteine wie z. B. Phloemprotein 1 (PP1)
aus Cucurbitas, Fischproteine wie z.B. Astacin von Astacus, Neuronenproteine
wie z.B. GFAP, MBP, (Myelin Basistes Protein), Polymerbindeprotein — Enzym
— Fusion, wobei die Polymerbinderegion vorzugsweise eine
Cellulosebinderegion wie z.B. Cip A ist; Rubredoxin; welches eine hitze stabiles
Protein ist, antifreeze Protein oder. Glykoprotein, eine Serin oder Serinreiche
Region, ein Laminin, Aktin, Myosin, ein Cytokin, ein Interleukin, ein
Blutprotein, wie z.B. Serumalbumine, ein Transprotein, ein basisches Protein
oder seine Region, ein saures Protein oder seine Region, ein Spacer, ein
hydrophobes Protein oder seine Region, ¢in hydrophiles Protein oder seine
Region, ein Zellprotein, ein Zellkernprotein oder ihre Regionen, ein
Neurofilament oder seine Region, ein virales Protein wie z.B. vom Phagen T4,
Tobacco mosaic virus TMV, ein Opsonin, CRP oder C — Reaktive Protein, MBP
(Mannose Bindeprotein), Nukleinsiurebindeproteine oder ihre Regionen, LH,
FSH, Vicilin like Protein oder ein anderes Protein oder seine Regionen.

Die Fusionsproteine bzw. Fusionsprotein — Antikérper — Komplexe kénnen als
neuartige Stoffe fiir unterschiedliche Zwecke verwendet werden. Alle haben
elastische, amorphe oder feste mechanische Eigenschaften und spezifische
Bindungsfahigkeit der Antikérper.

An Oberflachen gebundene Antikorper kénnen bestimmte Antigene erkennen
und als Basis fiir Sensoren eingesetzt werden. Sobald diese Fusionsprotein —
Antikérper — Komplexe elektrischen Strom leiten und dabei Antikorper ihre
Antigene spezifisch erkennen, wird die Leitfahigkeit bzw. der Widerstand leicht
gedndert, und zwar so dass diese Anderung leicht registriert und gemessen
werden kann. Dies ist die Basis fiir den Bau neuartiger diagnostischen, Test;
Kontroll - Sensor - und Alarm bzw. Warnungssystemen, die sehr stark reduziert
bzw. miniaturisiert werden konnen und viel effizienter arbeiten kénnen als
elektronische Systeme mit immobilisierten Antikdrper, weil bei grossen
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Konzentrationen der Fusionsproteinen bzw. Fusionsprotein — Antikorper —
Komplexe schon wenige Antigene, wie z.B. gefihrliche Toxine wie Anthrax,
Botulinus, oder Tetanus — Toxine, Viren wie z.B. HIV oder Ebola — Virus,
Bakterien wie Bacillus anthracis, fiir eine Registrierung bei der Interaktion mit
den gebundenen Antikérpern und Messung aus bzw. hinreichen.

Die gebundene Antikérper bzw. die Fusionsprotein — Antikérper — Komplexe
bilden eine amorphe oder elastische Masse, die auch Salze enthalten kann und
den Sensorbestandteil der Registrierungsgerite gemaf dieser Eifindung darstellt.
Durch diese Masse wird elektrischer Strom geleitet und jede Interaktion der
Antigenen mit den gebundenen Antikérpern der F usionsprotein — Antikérper —
Komplexe &ndert die Stromstérke und den Widerstand.

Diese Anderungen werden registriert und ausgewertet, welches zu einem
aussagekraftigem Ergebnis fiihrt.

In der Fig. la ist ein System zur Durchfithrung von Diagnosen, Kontrollen und
Tests zur Feststellung oder Registrierung bestimmter Antigene wie z.B. HIV —
Viren, Bakterien, Proteine, Protozoen, oder andere Molekiile, Mikroorganismen,
oder Zellen oder Substanzen, schematisch dargestellt.

Das System enthalt den Registrierkorper 7, welches eine Masse bestehend aus
Antikorper - Fusionsprotein — Komplexen, welche vorzugsweise auf einen
Substrat aufgetragen sind, darstellt.

Der Registrierkorper 7 enthalt Antikérper 1, die an die F usionsproteine,
bestehend aus Antikérperbindedoménen 14 und Speicherproteinen 10, oder
Struktur oder andere Proteine gebunden sind. Der Registrierkérper 7 ist durch
die Leitung 22 mit- dem Stromverstéirker 6 und dem Auswertungssystem bzw.
mit dem Rechner 5 zur Auswertung der Anderungen elektrischer Signale
verbunden.

In der Fig. 1b ist die Interaktion des Antigens 2 schematisch dargestellt, welches
z.B. HIV Virus ist, mit den Antikdrpern 1, die an die Fusionsproteine bestehend
aus den Antikdrperbinderegionen 14 und den Speicherproteinen 10 gebunden
sind.

In der Fig. 2a ist das Fusionsprotein — Antikorper — Komplex, welcher sich an
CR 1 Rezeptor 21, des Erythrozyts 19 bindet, dargestellt. Der Fusionsprotein —
Antikérper — Komplex besteht aus dem F usionsprotein enthaltend
Antikorperbindedoméne 14 und dem spezifischen Ligand 23 C3b oder C4b, und
Antikorper 1. Durch dieses Fusionsprotein kann ein Antigen auf alternativem
Wege entziindungsfrei abgefiihrt und entsorgt werden.

Der Fusionsprotein — Antikorper 1 — Ligand 20 — Komplex, in der Fig. 2b
welcher sich an den Erythrozyten 19 bindet, enthélt zusétzliche mittlere
Rezeptordomane 13, welche z.B. Entziindungsfaktoren wie TNF ~ Alpha bindet
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und mit abfiihrt bzw. mitentsorgt. Dabei wird eine zusétzliche
entziindungshemmende Wirkung erreicht.

In den Fig. 3 ist eine mogliche Ausfithrung des Test -, Diagnose oder Kontroll
Systems gemaf der Erfindung, sowie der entsprechende molekularer Vorgang
schematisch dargestellt.

Der Antikérper z.B. ein monoklonaler Antikorper in der Fig. 3a 1.1 ist durch das
Fusionsprotein enthaltend eine Antikoérperbinderegion und eine
Polymerbinderegion, an ein Polymer wie z.B. eine Nukleinsiuresequenz oder
ein Polysaccharid gebunden. Ein Antigen z.B. ein Virus wird von diesem
Antikérper in der Fig. 3 b 1.1 gebunden. Die optische Visualisierung (Fig. 3¢
1.1) erfolgt durch fluoreszenten Fusionsprotein enthaltend eine
Antikorperbindedoméne — z.B. SPA und eine fluoreszente Doméne z.B. GFP.
Die Fusionsproteine in den Fig. 3a 1.2, b 1 2 und ¢ 1.2 enthalten ldngere Spacer
— Regionen z.B. Polyglycin, um die Reichsweite zu vergroBern.

In den Fig. 322, b 2 und ¢ 2 und der entsprechende Testvorgang manueller oder
automatischer Ausfithrung dargestellt. Der Stift 25 mit dem Griff 24 enthalt die
molekulare Oberflachenstruktur, die den Figuren a 1.1 oder a 1.2 entspricht.
Dieser Stift in der Fig. 3 a 3 wird in das GefaB 26 mit einer Blutprobe oder
Serumn getan, einige Zeit z.B. 2 Minuten gehalten und rausgenommen. Danach
wird dieser Stift ( b2 ) in die Losung enthaltend Fusionsprotein — Antikérper ~
Komplexe getan. Die Fusionsproteine bestehen aus Antikdrperbinderegionen
und fluoreszenten Regionen.

Sollten sich in der Blut — oder Serumprobe Antigenen z.B. Viren wie HIV, oder
SARS oder Hepatitis enthalten, werden diese durch entsprechende Antikérper
der Fusionsprotein — Antikérper — Komplexen erkannt und gebunden. Nachdem
der Stift aus der Probe entfernt wird leuchtet dieser. Um nachzuweisen, ob es
sich bel dieser Leuchtung entweder um hoch oder mittel — affinen spezifischen
Antigen — Antikorper Interaktionen oder um unspezifische oder niederaffine
Interaktionen handelt, wird der Stift ins Wasser oder in eine Pufferldsung getan
und leicht gertihrt, und danach von der Lésung genommen ( c2 ). Bleibt die
Leuchtung so wird die Intensitdt gemessen. Die Leuchtung wird folgenderweise
interpretiert: Die Antigene haben sich spezifisch an die Antikérper der
Fusionsproteinen gebunden, welche an Polymere gebunden sind und diese sind
an die Mantelflache des Stiftes gebunden. Die Fusionsprotein — Antikérper —
Komplexe sind an diese Antigene auf der anderen freien Seiten der Antigens
spezifisch gebunden.

Die Fusionsproteine sind mit den Antikérper Bindedoménen an Antikdrper
gebunden und leuchten durch fluoreszente, Doménen. Also bedeutet die
anhaltende Fluoreszenz die Tatsache, das sich in der Blutprobe oder Serumprobe
Antigene enthaltend waren. Sollte die Leuchtung nach der Riithrung



WO 2006/136892 PCT/IB2006/001490

I

verschwinden, bedeutet das, dass im Serum oder in der Blutprobe keine
Antigene waren.

Die Fusionsproteine in den Fig. 4 a, 4 b und 4c enthalten fluorestente Regionen
und konnen als Bestandteile der Sensoren verwendet werden, weil durch
Antigen — Antikérper — Interaktionen die Lichtintensitat verandert wird. Diese
Anderung wird registriert.

Das Fusionsprotein in der Fig. 4 a enthilt eine fluoreszente Region 18, eine
Polymerbinderegion 16, und die Antikoérperbinderegion 14, die mit einem
Antikorper verbunden ist.

Das Fusionsprotein ist durch die Polymerbinderegion 16 an ein Polymer 9
gebunden.

Das Fusionsprotein in der Fig. 4b enthlt zusétzlich eine langere Spacerregion 8,
wie z.B. eine Polyglycindoméne, die die Reichweite erhdht.

Das Fusionsprotein in der Fig. 4 ¢ enthilt zusitzlich eine Doméne eines
Speicherproteins, Struktur oder Metallbindeproteins, um Stabilitdt zu erhdhen.

In den Figuren 5 sind einige mogliche Ausfihrungen der Fusionsprotein —
AntikSrper — Polymer — Komplexen schematisch dargestellt.

Das Fusionsprotein in der Fig. 5.1 enthalt die Polymerbinderegion 16, und die
Antikérperbinderegion 14, die mit dem Antikdrper 1 verbunden ist.

Das Fusionsprotein in der Fig. 5.2 enthilt zusétzlich eine Spaceregion 8.

Die Spacerregion des Fusionsproteins in der Fig. 5.3 enthalt Kniks, die durch
Proline in der Polyglycin — Region entstehen.

Die Spacerregion des Fusionsproteines in der Fig. 5.4 enthilt eine Helix. Das
Fusionsprotein in der Fig. 5.5 enthlt zusitzlich eine Region eines
Strukturproteins, Speicherproteins oder eines Metallbindeproteins um die
Stabilitat zu erhohen.

Dieses Fusionsprotein kann entweder eine lineare (Fig. 5.6), geknikte (Fig. 5.7)
oder helicale (Fig. 5.8) Spacerregion enthalten.

Das Fusionsprotein in der Fig. 5.9 enthélt zusitzlich zwei Regionen z.B. eine
von einem Struktur — und die andere von einen Speicherprotein oder einem
Metallbindeprotein.

Dieses Fusionsprotein kann entweder eine lineare (Fig, 5.10), geknikte (Fig.
5.11) oder eine helikale (Fig. 5.12) Spacerregion enthalten. :

Das Fusionsprotein in der Fig. 5.13 enthilt eine terminale Doméne wie z.B. GFP
oder eine Metallbindedoméne, wobei die mittlere Doméne, die
Polymerbindedoméne ist.

Dieses Fusionsprotein kann entweder eine lineare (Fig. 5. 14), geknikte (Fig.
5.15) oder helikale (Fig. 5.16) Spacerdomine enthalten.
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Das Fusionsprotein in der Fig. 5.17 enthlt zwei terminale Doménen vor bzw.
nach der Polymerbinde Doméne.
Dieses Fusionsprotein kann entweder eine lineare (Fig. 5.18), eine geknikte (Fig.
5.19) oder eine helikale (5.20) Spacerregion enthalten.
Das Fusionsprotein in der Fig. 5.21 enthlt eine mittlere Polymerbinderegion
(Ausdriicke ,,Region und ,,Doméne* sind als Synonyme zu verstehen) und
Jeweils zwei seitliche Domanen, wobei die eine N — oder C — terminale Domaéne,
die Antikérperbindedoméne ist, welche mit einem Antikérper verbunden ist. Die
benachbarte Doménen sind z.B. eine Metallbindedomane, die
Polymerbindedomine, eine Strukturproteindoméne und eine fluoreszente
Doméne und/oder Doméne eines Speicherproteins, um Stabilitit, Fluoreszenz
und molekulare Orientierung durch Lenkung der komplexerten Zonen zu
erreichen, bzw. zu erméglichen. Die geknikte Doméine kann z.B. folgende
Formel (Pro (Gly)n)m haben, wobei n und m beliebig sein koénnen.
Dieses Fusionsprotein kann z.B. entweder eine lineare (Fig. 5.22), eine geknikte
(Fig. 5.23) oder eine helikale (Fig. 5.24) Doméne enthalten.
Das Fusionsprotein in der Fig. 6 enthalt Antikérperbindedoméne 14 und
Metallbinderegionen 11, und ist mit dem Antikérper 1 verbunden. Der
Antikorper kaun in einer Losung durch das Fusionsprotein und
elektromagnetische Felder orientiert werden.
In der Fig. 7 ist der Komplex bestehend aus Antikérpern und Fusionsproteinen
enthaltend Autoantigene oder Autoantigene Regionen 15 und Antikérper
Binderegionen, schematisch dargestellt. Diese Fusionsproteine dienen der
diagnostischen Feststellung des Vorhandenseins bestimmter Autoantikérper in
Blut bzw. Serum. Sollten sich Autoantikérper befinden, so binden die Fab
Fragmente die Autoantigene Doménen der Fusionsproteinen und der Komplex
entsteht.
Wenn keine Antikérper vorhanden sind, binden diese sich nicht an die A
Autoantigene Doménen der Fusionsproteinen und die Komplexe entstehen nicht.
In der Fig. 8 ist ein Polymer — Antikorper - Fusionsprotein — Komplex
schematisch dargestellt. Fusionsproteine enthalten Antikérperbindedoménen 14,
Polymerbinderegionen 16, und Rezeptoren 17, und sind durch
Polymerbinderegionen 16 an Polymer 9 und durch Antiképerbinderegionen 14
an Antikorper 1 gebunden.
Die Rezeptoren 17 binden Liganden 20. Die Rezeptoren binden z.B.
Entzindungsfaktoren wie TNF — Alpha, diese entsprechen den Liganden.
In der Fig. 9 ist die Lenkung einer T — Zelle 4 gegen eine Zielzelle 3 durch
Fusionsprotein — Antikérperkomplexen dargestellt. Antikérper 1 bindet sich
spezifisch an ein Zielzell - spezifisches Antigen und die Liganddoméne 20
bindet sich an den Rezeptor 17 der T — Zelle. Die Liganddomane ist z.B. eine
Region von HLA — B7.1 oder B7.2 und ruft die T — Zell — Aktivierung hervor,
welche zum Angriff gegen die Zielzelle fiibrt.
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Das Fusionsprotein in der Fig. 10 enthalt eine terminale hydrophile Doméne,
bestehend aus hydrophilen Aminosduren viie z.B. Serin, um die Loslichkeit des
Polymer — Fusionsprotein — Antikérper — Komplexen zu erh6hen.
Die Fusionsproteine in den Fig. 11a, b, ¢, d und e sind durch ein Enzym, z.B.
Protease, Nuklease, Lipase, Katalase, Peroxidase oder ein anderes Enzym
gekennzeichnet.
In der Fig. 12 ist der Teststift mit 10 Sektoren oder Segmenten sowie das
Vorgehen der Vorbereitung und der Tesidurchfiihrung schematisch dargestellt
(siehe Fig. 3). Durch Uberschuss der Fusionsproteine in Losung werden die an
Polymere gebundene Fusionsproteine verdichtet.
Die Sequenzen fiir Proteine sind offentlich zugénglich und im Iniernet z.B. beim
National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda MP, 20894,
USA (NCBI http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) erhéltlich.

Ausfithrungsbeispiel 1

Klonierung und Expression des Fus:onskonstruktes N — Keratin — SPA - C

¢ DNA Sequenzen fiir Keratin und Staphylokokkenprotein A werden durch PCR
oder RT — PCR Kkloniert, Das Fusionsprotein wird aus PCR — Produkten
zusammengesetzt. Die PCR — Primern sind so konstruiert, dass sie
Restriktionsstellen auf 5° und 3’ Enden enthalten, um spétere Ligationsschtitte
durchzufiihren. Die 5° und 3’ Enden des Keratin — PCR Produktes enthalten
Bam HI und Hind III Restriktions stellen.

Die 5° und 3’ Enden des SPA — PCR Produkts enthalten EcoRI und Kpnl
Restriktionsstellen.

Durch Behandlung mit Bam H1 und Hind III wird Keratin PCR Produkt in den
entsprechend vorbereitenden Vektor hineinligiert. Der Vektor wird mit Kpnl
und Eco RI behandelt, um SPA — PCR Produkt hineinzuligieren. Das
Ligationsprodukt wird in E.Coli transformizrt, exprimiert und abschliessend
gereinigt.

In der Seq. 1 ist die Aminosauresequenz des Fusionsproteins enthaltend
menschliches niedrig affinen Rezeptor fiir Fc Fragment des 1gG und
menschliches Keratin 7, dargestellt.

In der Seq. 2 ist die Aminosiuresequenz des Fusionsproteins, enthaltend
menschliches niedrig affines Rezeptor fiir Fc Fragment des IgG und Vicilin —
like Protein vom Lupinus albus dargestellt. Die Rezeptordoméne ist 290
Aminoséure lang und die Lange des Vicilin — dhnlichen Proteins betragt 182
Aminosduren, also ist die Lange des Fusionsproteins 472 Aminoséuren.
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Neuartige Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend
Antikérperbindeproteine oder ihre Regionen

Patentanspriiche

Beansprucht werden:

1.

N

Neuartige Fusionsproteine, Cherkasky Fusionsproteine genannt, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens ein Antikorperbindeprotein oder
seine Region bzw. Doméne und mindestens eine Nicht —
Antikorperbinderegion oder eine beliebige Region enthalten.

. Fusionsproteine, Cherkasky Fusionsproteine genannt, dadurch

gekennzeichnet, dass sie mindestens ein Antikorperbindeprotein oder
seine Region vorzugsweise Staphylokokkenprotein (SPA, eine andere
IgG oder eine IgE — Binderegion und mindestens eine Region enthalten,
die teilweise oder ganz aus folgenden Proteinen, F usionsproteinen oder
ihren Regionen ausgewhit werden kann: HLA — B7.1, HLA — B7.2, eine
ihre Region, eine T — Zell aktivierende Doméne, ein Enzym, DNAsel, S1
Endonuklease, ein Rezeptor, vorzugsweise fiir Entzindungsfaktoren TNF
— Alpha, C5a, C3a, C4a, ein fluoreszentes Protein vorzugsweise GFP, ein
Ligand vorzugsweise C3b, C4b, ein Opsonin, CRP oder C — Reaktives
Protein, MBP oder Mannose — Bindeprotein, und Myelin Basisches
Protein, ein neurales Protein, ein saures, ein basisches, ein hydrophiles,
ein hydrophobes Protein, eine Cystein — reiche Region, Antifreeze Protein
oder Glykoprotein, Rubredoxin, ein Autoantigen oder seine Region, ein -
Strukturprotein vorzugsweise, Resilin, Abducin, Lamprin, Kollagen,
Keratin, ein Speicherprotein, Casein ein Zellprotein, ein Neurofilament,
ein Muskelprotein vorzugsweise Myosin oder seine Region, Aktiv,
Laminin, ein Cytokin, ein interleukin, ein Blutprotein, vorzugsweise
Serumalbumin, ein virales Protein, ein Metalloprotein oder
Metallbindeprotein, ein Transportprotein, oder seine Region, ein
Polysaccharid — Bindeprotein, (PBD), CipA Cellulose — Binderegion, ein
Nukleinséure — Bindeprotein oder séine Region, Crystallin oder Kristallin
Alpha, Beta oder Gamma, ein Ichtyoprotein vorzugsweise Astacin,
Phloemprotein 1 (PP1), Phloemprotein 2 (PP2) aus Cucuribitas, ein
Spacer oder ein Linker, eine Serin oder Serinreiche region, Viciline,
Legumine, Gliadin, Glutenin, Hordeine, Trifolin, Vicilin — like oder
dhnliches Protein vom Lupinus alous, ein Hormon, LH, FSH oder PBD —
Enzym Fusionsprotein,
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3. Fusionsproteine nach einem der Anspriichen 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens ein His — tag oder einen anderen Tag
zur Reinigung, ein Linker oder eine Gelenkregion oder mindestens eine
andere Region enthalten.

4. Nukleinsauren, Vektoren, Expressions und Transformationssysteme fiir
die Fusionsproteinen nach den Anspriichen 1 - 3.

5. Verwendungen der Substanzen nach den Anspriichen 1 bis 4
vorzugsweise als Werkstoffe, Medikamente, Farb — und
Markierungsstoffe, Klebemittel, und diagnostischen Systemen.

6. Linker oder Spacer, gekennzeichnet durch die Formel (Pro (Gly)n) m,
wobei in Glycinen durch Proline Knicks gebildet werden.

7. Verwendung der Polymere fiir Verdichtung und Anordnung der
Fusionsproteine insbesondere der nach den Anspriichen 1 - 5.
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Neuartige Cherkasky — Fusionsproteine enthaltend
Antikérperbindeproteine oder ihre Regionen

Seq. 1

mgilsflpvl atesdwadck spgpwghmll wtavlflapv agtpappkav Iklepqwinv

Iqedsvtitc rgthspesds iqwfhngnli pthtqpsyrf kannndsgey tegtggtsls

dpvhitvise wivigtphie fqegetivir chswkdkplv kvtffgngks kkfsrsdpnf

sipqanhshs gdyhctgnig ytlysskpvt itvgapsssp mgiivavvtg iavaaivaav

valiycrkkr isanptnpde adkvgaenti tyslimhpda leepddgnri
MSIHFSSPVFTSRSAAFSGRGAQVRLSSARPGGLGSSSLYGLGA
SRPRVAVRSAYGGPVGAGIREVTINQSLLAPLRLDADPSLQRVRQEESEQIKTLNNKF
ASFIDKVRFLEQQONKLLETKWTLLQEQKSAKSSRLPDIFEAQIAGLRGQLEALQVDGG
RLEAELRSMQDVVEDFKNKYEDEINHRTAAENEFVVLKKDVDAAYMSKVELEAKVDAL
NDEINFLRTLNETELTELQSQISDTSVVLSMDNSRSLDLDGIIAEVKAQYEEMAKCSR
AEAEAWYQTKFETLQAQAGKHGDDLRNTRNEISEMNRAIQRLQAEIDNIKNQRAKLEA
AIAEAEERGELALKDARAKQEELEAALQRGKQDMARQLREYQELMSVKLALDIEIATY

RKLLEGEESRLAGDGVGAVNISVMNSTGGSSSGGGIGLTLGGTMGSNALSFSSSAGPG
LLKAYSIRTASASRRSARD

Seq. 2

mgilsflpvl atesdwadck spgpwghmil wtavlflapv agtpappkav Iklepgwinv
Igedsvtitc rgthspesds iqwfhngnli pthtgpsyrf kannndsgay tcqtgqtsls
dpvhltvise wivigtphle fgegetivir chswkdkplv kvtffqngks kkfsrsdpnf
sipqanhshs gdyhctgnig ytlysskpvt itvqapsssp mgiivavvlg iavaaivaav
valiycrkkr isanptnpde adkvgaenti tyslimhpda leepddqnii

itrelcceht itgrpifivy vgegngkyel vgirdqgrqq deqeeepeev rrysarlseg
difvipagyp isvnassnlr ligfginaye ngrnflagse dnvirgldre vkeltfpgfa
edierliknq ggsyfanaqp qqqqdaaqaq gaqaqaqadq gqsekegrrgr rgpissilst
ly
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