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Zusammenfassung:

Die Erfindung ist das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaften, das durch
das zwei- oder dreidimensionale Zusammenfiigen von Fusionsproteinen aus mindes-
tens zwei Proteindomanen entsteht, wobei mindestens eine Doméne ein Doppelwen-
del und mindestens eine die Protein-Oligomerisationsdomane darstellt. Die Erfindung
bezieht sich auf das Polypeptidmaterial, das z.B. bei der chemischen Katalyse und bei

der Trennung der Molekile auf Grundlage ihrer Eigenschaften verwendet wird.
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Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaften

Gegenstand der Erfindung

Der Gegenstand dieser Erfindung ist das Bionanomaterial, ein neues Material, das
durch das zwei- oder dreidimensionale Zusammenfigen von Fusionsproteinen aus
mindestens zwei Proteindomanen entsteht, wobei mindestens eine Domane ein dop-
pelwendiges Segment und mindestens eine die Protein-Oligomerisationsdoméane dar-
stellt. Der Gegenstand der Erfindung ist auch das Fusionsprotein, aus dem Polypep-
tidmaterial und DNA mit dem Kode fur dieses Protein zubereitet sind. Der Gegenstand
der Erfindung ist auch die Verwendung von Polypeptidmaterial zur Trennung der Mo-

leklle nach ihrer Eigenschaften und fir die chemische oder enzymatische Katalyse.

Stand der Technik

Die auf Membranen basierenden Filtrationssysteme werden fir die Zubereitung von
Trinkwasser verwendet, immer mehr jedoch auch in der Nahrungsindustrie, z.B. zur
Beseitigung von Verunreinigungen aus dem Wasser, in der Pharmaindustrie zur Be-
seitigung infektidser Mikroorganismen und ungewollten Komponenten, zur Konzentra-
tion der gewéhliten Komponenten sowie fur die membranischen chemischen Reakto-

ren und Bioreaktoren.

Zur Zubereitung von Ultrafiltrationssystemen flir die Trennung von Makromolekulen

werden allgemein

organische Polymere verwendet, die PorengroBe wird durch physikalische Verfahren

zur Erstellung von Poren mit beliebigen Dimensionen definiert, zum Beispiel Querbin-



dung von Fasern oder Ausdampfung von Losemitteln. Die Membranen, die aus dich-
ten Proteinschichten bestehen, wurden aus der Bakterien-S-Schicht (S-Layer) zube-
reitet. Peng et al. (Peng et al., 2009, Nature Nanotechnology, 4, 353-357) beschreibt
die aus dem Protein Ferritin zubereitete Ultrafiltrationsmembrane. Wahrend sich der
Filtrationserfolg je nach pH-Wert, der die Ladung des Analyten und der Membrane be-
stimmt, ver&ndert, bleibt die PorengrdBe konstant und wird durch die Dichte der Pro-
teinmolekile bestimmt. Eine Pore, die von drei Ferritin-Molekilen mit einem Durch-
messer von je 12 nm umgeben ist und einen Durchmesser von 2,2 nm hat, was die
Verwendbarkeit dieses Systems einschrankt. Die auf der Stapelung der Protein-Mole-
kile basierende Zubereitung der Membrane beschrankt die Spannweite der mogli-
chen Porendimensionen sowie auch ihre Geometrie und die chemischen Eigenschaf-
ten.

U.S. Patent Nr. 6,756,039 B1 berichtet (ber regelmé&8ige Strukturen, die durch
Selbstzusammensetzung der Fusionsproteine gewonnen werden, die aus steif ver-
bundenen Monomeren mit der Fahigkeit, sich selbst zu Oligomeren zusammenzuset-
zen, bestehen. Das Patent prasentiert die Produktion des diskreten Kafigs und der
eindimensionalen Faser und schlagt ein dreidimensionales Netz aus Fusionsproteinen
vor, bei dem jedes Fusionsprotein aus zwei Monomeren besteht, die zu Dimer und
Trimer verbunden werden. Die Wahl der entsprechenden Monomere ist relativ kom-
plex, denn die Monomere werden durch die Helix mit der Orientierung vom C-Termi-
nus des ersten bis zum N-Terminus des zweiten Monomers verbunden. Eine sclche
steife Verbindung definiert die Orientierung der Monomere im Fusionsprotein und folg-
lich definiert und beschrankt auch die Strukturen, die ein solches Fusionsprotein bil-
den kann, sowie auch ihre Verwendung.

W0/2004/033487 and U.S. Patent Application 2008/0097080 A1 prasentiert das Pro-
teinnetz und aus Fusionsproteinen bestehende Strukturen, genannt Protomere. Diese
bestehen aus Monomeren, die sich zu Qligomeren mit rationalen Symmetrieachsen
des N-Ranges verbinden. Der Mangel der potentiellen Verwendung des Netzes, be-
schrieben im Patent W0O/2004/033487, als Tragers fir die Proteinkristallisation und
die Elektromikroskopie, ist die Unfahigkeit der Verdnderung der Poreneigenschaften
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mit nur kleinen Bausteinmanipulationen. Weder 6,756,039 B1 noch W(/2004/033487
oder U.S. Patent Application 2008/0097080 A1 beschreiben die Methode fiir die Zube-

reitung der proteinischen Filtrationsmembranen.

Die hier prasentierte Erfindung beschreibt die selbstzusammensetzenden Proteine als
Bausteine, deren Veranderungen die Poreneigenschaften beeinflussen, wodurch die
Materialen mit verschiedenen technologischen Eigenschaften zubereitet werden kén-
nen. Eine der Doménen, die die Bausteine bilden, ist explizit als Doppelwendel defi-
niert. Sie kann je nach Lange gewéahlt werden, denn diese beeinflusst direkt die Po-
rengroBe, oder je nach Nebengruppen der Aminosaure-Reste auf den an der Oberfla-
che ausgesetzten Positionen, wenn sie die Bildung der Doppelwendel nicht verhin-
dern. Diese Aminosaure-Reste, meistens an den Positionen b, ¢ und f, bestimmen die
chemischen Eigenschaften der Pore und verleihen dem Material neue technologische

Eigenschaften.

Zusammenfassung der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, das durch das zwei- oder dreidimensionale Zusammenfugen von Fusionsprotei-
nen aus mindestens zwei Proteindomé&nen entsteht, wobei mindestens eine Doméane
eine Doppelwendel bildet und mindestens eine die Protein-Oligomerisationsdomane

mit mindestens der Oligomerisationsstufe 3.

Die Oligomerisationsstufe befindet sich gemaB der Erfindung zwischen 3 und 12,
meistens zwischen 3 und 6.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial, bei dem die Porenform und -
GroBe durch die Verbindungsart der Proteindoménen des genannten Fusionsproteins
bestimmt werden und die PorengréBe auch durch die Lange des Doppelwendel-
bildenden Segments.
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Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial, bei dem die Lange des Dop-
pelwendel-bildenden Segments zwischen 2 bis 100 Heptaden umfasst (14 bis 700
Aminosaure-Reste).

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial, dessen technologische Eigen-
schaften unter anderem durch die Einfuhr positiv geladener, negativ geladener, hyd-
rophober, hydrophiler, zysteinischer, histidinischer und sonstiger Aminosaure-Reste,
die spezifische Interaktionen mit den an der Oberflache ausgesetzten Segmenten er-
moglichen, definiert werden, wahrend die fir die Bildung der Doppelwendel bendtigten
Segmente erhalten werden. Die Aminosaure-Reste, die die technologischen Porenei-
genschaften bestimmen, werden meistens an die Positionen b, ¢ und f des Doppel-

wendel-bildenden Segments eingefiihrt.

Die Erfindung bezieht sich auBerdem auch auf das Polypeptidmaterial, bei dem die
chemischen Eigenschaften der Poren auch durch die Eigenschaften der Proteindo-
manen des genannten Fusionsproteins definiert werden. Diese Eigenschaften sind un-
ter anderem auch die Nettoladung, an der Oberflache ausgesetzten hydrophoben
Aminosaure-Reste und die GriBe der Proteindoménen.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, das durch das zwei- oder dreidimensionale Zusammenfigen von Fusionsprotei-
nen aus mindestens zwei Proteindomanen entsteht, wobei mindestens eine Doméane
eine Doppelwendel bildet und mindestens eine die Protein-Oligomerisationsdoméne
und die Doméanen untereinander in einer beliebigen Reihentolge durch den flexiblen
Linker aus 1 bis 20 Aminosaure-Resten verbunden werden, vorzugsweise 1 bis 6, das
Fusionsprotein kann jedoch auch sie Signalsequenz zur Lenkung des Proteinaus-

schusses auBerhalb der Zelle und der Polypeptid-Kennzeichnung enthalten.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, bei dem das Doppelwendel-bildende Segment auf der Sequenz SEQ ID Nr. 2,
SEQ ID Nr. 4 oder SEQ ID Nr. 6 oder den geplanten Peptiden mit funktional &hnlichen

Eigenschaften basiert.



Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschatf-
ten, bei dem die Protein-Oligomerisationsdoméane vorzugsweise unter den Sequenzen
SEQ D Nr. 8, SEQ ID Nr. 10, SEQ ID Nr. 12, SEQ ID Nr. 14, SEQ ID Nr. 84 und den
Sequenzen mit einer mehr als 50-%-Homologie mit diesen Sequenzen, die die Fahig-
keit zur Bildung von Oligomeren des gleichen Typs erhalten, gewahlt wird.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, das durch die Zusammensetzung von unter den Sequenzen SEQ ID Nr. 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82

gewdhlten Fusionsproteinen zubereitet wurde.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, zubereitet mit der Vermischung von zwei Fusionsproteinen gemaB den Patentan-
spriachen 1 bis 10, wobei sich die Segmente der beiden Fusionsproteine, die die Dop-
pelwendel bilden, zu einem Parallel-Doppelwendel verbinden. Die Oligomerisations-
domane des einen Fusionsproteins befindet sich am N-Terminus und im anderen am
C-Terminus, die Oligomerisationsdomé&nen haben jedoch die gleiche Oligomerisati-

onsstufe.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, fir dessen Zubereitung die Doppelwendel-bildenden Segmente unter natirlichen
oder den geplanten Parallel-Doppelwendeln oder unter den folgenden Paaren ausge-
wahlt werden SEQ ID Nr.: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten, fir dessen Zubereitung die Protein-Oligomerisationsdoménen unter den tetrame-
ren Proteinen gewé&hlt werden, vorzugsweise unter den Sequenzen SEQ ID Nr. 10
und SEQ ID Nr. 12 oder unter den trimeren Proteinen, vorzugsweise unter SEQ ID
Nr.: 8und SEQ ID Nr. 84.



Die Erfindung bezieht sich auf die DNA mit der Information fur das Polypeptidmaterial
mit flexiblen Poreneigenschaften, die die operativ mit Regelungselementen, dem
Promotor und dem Terminator, die die AuBerung der Fusionsproteine in der Zelle des

Wirten regulieren, verbunden ist.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschat-
ten zur Trennung und Konzentration von Molekiilen, Molekil-Komplexen, Viren oder
Nanoteilchen gemé&8s ihrer Eigenschaften.

Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaf-
ten fur die chemische Katalyse.

Beschreibung der Bilder

Bild 1: A) Das Schema des antiparalleten Doppelwendel-Dimers mit der Anordnung
der Aminosaure-Resten im peptidischen Heptaden-Motiv. Die Aminosaure-Reste an
Positionen b, ¢ und f sind an der Oberflache ausgesetzt und kdnnen somit modifiziert
werden, wodurch auch die Poreneigenschaften verédndert werden kénnen. B) Das
Schema des Polypeptidmaterials, das durch das Zusammenflgen von Fusionsprotei-
nen aus einer Tetramerisationsdomane und einer Doméane, die ein antiparalleles Dop-
pelwendel-Dimer bildet, besteht. C) Das Schema des Materials aus Punkt B), das
zeigt, dass die Veranderung der Lange des Doppelwendel-bildenden Segments und
die Einflihrung der positiven Ladung an die ausgesetzten Stellen im Doppelwendel-
Dimer die physikalisch-chemischen und die technologischen Poreneigenschaften be-
einflussen.

Bild 2: A) Isolation des Fusionsproteins Dimtetra-A1. Die AuBerung des Fusionspro-
teins Dimtetra-A1 im Zelllysat (Linie 1) und der unidslichen Fraktion (Inkiusionskdrper-
chen) {Linie 2) wurde geprift. Reines Dimtetra-A1-Protein wurde durch Ausspulung
von Inklusionskorperchen, Auflésung in 6M GdnHCI und Milli-Q-Wasser-Dialyse (Linie
3) gewonnen. Auf Linie 4 befindet sich der Polypeptid-Standard. B) Das langwellige
UV CD-Spektrum der Aufschiammung des Polypeptidmaterials aus dem Protein Dim-
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tetra-A1 weist eine sekundare Alphahelix-Struktur auf, was die entsprechende Wen-
dung des Dimtetra-A1 im Material bestétigt.

Bild 3: Die Filtration von M13-Bakteriofagen (A) und des Farbstoffs Dextranblau (B)
durch die Membrane, die aus dem Fusionsprotein Dimtetra-A1 zubereitet wurde. Nach
der Filtration der Bakteriophage wurden diese im Filtrat nicht nachgewiesen (n. n.).
Die Farbstoffkonzentration wurde durch die Absorbanz-Messung bei 625 nm ermittelt.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Vor der weiteren Beschreibung muss klargestellt werden, dass die Erfindung nicht nur
auf die prasentierten Beschreibungen beschrank ist, den die Modifikationen bestimm-
ter Beschreibungen kénnen auch noch im Bereich der Patentanspriiche liegen.
Sofern nicht anders festgelegt, haben alle hier verwendeten technischen und wissen-
schatftlichen Begriffe die gleiche Bedeutung wie sie allgemein den Fachexperten aus
dem Bereich der Erfindung bekannt ist. Der Zweck der Terminologie, die bei der Be-
schreibung der Erfindung verwendet wird, ist die Erlduterung eines bestimmten Seg-
ments der Erfindung und nicht die Einschrankung der Erfindung. Samtliche in der Be-
schreibung genannten Veroffentlichungen sind als Referenzen angefiihrt. Die Be-
schreibung der Erfindung und die Patentanspriche sind in der Einzahl geschrieben,
sie inkludieren jedoch auch die Mehrzahl, was aber in der Beschreibung zwecks der

Einfachheit nicht speziell betont wird.

Polypeptidmaterial

Die Grundlage dieser Erfindung ist die Entdeckung, dass durch das Zusammenflgen
von aus einer Doppelwendel-bildenden Doméne bestehenden Fusionsproteinen und

der Protein-Oligomerisationsdomane zwei- oder dreidimensionale Polypeptidmateria-
lien mit flexiblem Poreneigenschaften gewonnen werden kénnen. Die Verwendbarkeit
solcher Materialen ist hoch, von der Trennung von Molekllen bis zur chemischen Ka-

talyse.
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Die Bezeichnung 'Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaften’ bezieht sich
auf das Material mit Poren in bestimmter Form, GréBe und physikalisch-chemischen
Eigenschaften. Die Erfindung bezieht sich auf das Polypeptidmaterial, zubereitet aus
Fusionsprateinen, die aus mindestens zwei Proteindomanen bestehen, wobei mindes-
tens eine der Doméanen die Doppelwendel bildet und mindestens eine Domane die
proteinische Oligomerisationsdoméne ist. Die Domanen kdnnen einzeln oder vereint
auf der Ebene der Proteine mit der chemischen Reaktion aufireten, sie kénnen aber
auch als Fusionsprotein genetisch kodiert sein. Die Doméanen kdnnen von naturlichen
Proteinen stammen oder sie werden gemaf der bekannten Informationen tUber die Ei-
genschaften der Doppelwendel-Proteine (Patent US 7,045,537 B1) so geplant, dass

sie die gewlnschten Eigenschaften entwickeln.

Doppelwendel-bildende Segmente

Mindestens eine Domane des genannten Fusionsproteins, das sich zu Polypeptidma-
terial verbindet, ist ein Doppelwendel-bildendes Segment. Die Bezeichnung 'Doppel-
wendel-bildendes Segment' bezieht sich auf das Motiv der Heptadenwiederholungen
der Aminosauresequenz, wobei die Aminosaure-Reste einer Heptade mit abcdef ge-
kennzeichnet sind, die Reste a und d sind vorwiegend hydrophob und e und g vorwie-
gend geladen. Bei Interaktion von zwei oder mehrerer solchen Polypeptidketten (Dop-
pelwendei-bildende Segmente) nehmen diese die Wendel-Form an, die sich umei-
nander wickeln und somit das 'Doppelwendel’ bilden. In der einzelnen Wendel wieder-
holt sich das Heptaden-Motiv ungeféhr alle zwei Windungen. Wenn die Polypeptidket-
ten einen Dimer in Form von Doppelwendel bilden, stellen die Aminosaure-Reste an
den Positionen a und d an jeder Heptade-Wiederholung einen hydrophoben Kern der
Doppelwendel dar und die Reste an den Positionen e und g interagieren durch die
elektrostatische Interkation (Bild 1A). In solchen Komplexen wirken Aminosaure-Reste
an den Positionen b, ¢ und f nicht mehr im gréBeren Umfang bei den intermolekularen
Interaktionen im entstandenen Dimer mit. So kénnen sich an den Positionen b, ¢ und f
Aminos&ure-Reste mit verschiedenen Eigenschaften befinden, z.B. geladen, hydro-
phob, Zysteine und andere, die die chemische Modifikation, Metall-Chelation, spezifi-
sche Interaktionen usw. ermdglichen und Uber die die Erfinder herausgefunden ha-
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ben, dass sie zur Modifikation der chemischen Poreneigenschaften verwendet werden

kénnen.

Die Aminosauresequenzen fur Doppelwendel konnen geplant oder unter den natdrli-
chen Doppelwendel-bildenden Peptiden oder Doppelwendel-bildenden Proteindoma-
nen gewahlt werden. Solche Domanen sind in zahlreichen solchen Proteinen zu fin-

den, z.B. Transkriptionsfaktoren, Onkoproteinen, Tropomyosin, Virusproteinen usw.

Die Basis dieser Erfindung ist die Feststellung, dass die physikalisch-chemischen Po-
reneigenschaften (die durch mit Oligomerisationsdoménen verbundene Doppelwendel
beschrankt sind) mit der Verénderung der Lange des Doppelwendel-bildenden Seg-
ments definiert und angepasst werden kdnnen sowie durch Veranderung und Modifi-
kation der Aminosdure-Resten an den Positionen b, ¢ und f. Diese Reste kdnnen posi-
tiv oder negativ geladen sein, hydrophob oder hydrophil sowie Chelatoren flir Metalli-
one, und zwar solche, die chemische Modifikationen (Asn, Gin, Cys) oder spezifische
Interaktionen erméglichen; die einzige Beschrankung ist die, dass diese Veranderun-

gen die Bildung der Doppelwendel nicht verhindern kénne.

Das Wesentliche an dieser Erfindung ist die Mdglichkeit der Definition und der Modifi-
kation der PorengroBBe mit Hilfe der Lange des Doppelwendel-bildenden Segments.
Der Begriff '‘Porengré e’ bezieht sich auf die Dimensionen der Pore, die von den Fusi-
onsproteinen gemaB der Erfindung umgeben ist. Die Lange des Doppelwendel-
bildenden Segments kann 2 bis mehr als 150 Heptaden (14 bis 1050 Aminosaure-
Reste) umfassen, meistens 2 bis 100 Heptaden (14 bis 700 Aminosaure-Reste).

Die Doppelwendel gemaB der Erfindung (das durch das Zusammenfihren der ge-
nannten Segmente entsteht) kann aus identischen (homologe Doppelwendel) oder un-
terschiedlichen Segmenten (heterologe Doppelwendel) bestehen. Identische Doppel-
wendel-bildende Segmente sind Proteione mit der gleichen Primarstruktur. Unter-
schiedliche Doppelwendel-bildende Segmente sind Proteine mit unterschiedlicher
Primarstruktur, die sich zu Doppelwendel verbinden kénnen, wobei sich in einem

Doppelwendel immer mindestens zwei verschiedene Segmente verbinden. Wenn alle



Polypeptidketten (Doppelwendel-bildende Segmente) im Doppelwendel in gleiche
Richtung verlaufen, ist die Kettenorientierung parallel, wenn sie jedoch in entgegen-
gesetzte Richtungen verlaufen, ist sie antiparallel. Die Grundsétze, die die Eigen-
schaften der Doppelwendel bestimmen, sind den Fachexperten aus dem Bereich all-

gemein bekannt.

In der Tabelle 1 sind ein paar natirliche Doppelwendel-bildende Segmenie angefihrt
und auch einige Sequenzen, die von den Erfindern designet wurden.

Tabelle 1: Doppelwendel-bildende Segmente

Bezeichnung | SEQ ID Nr. | Oligomerisationsstufe Doppelwendel-Typ
{Sequenznr. fiir)
DNA, Proleinsequenz
Ber 5,6 2 antiparalleles Homodimer
APH 3,4 2 antiparalleles Homodimer
APH-1 1,2 2 antiparalleles Homodimer
GCN 19, 20 2 paralieles Homodimer
P1 15,16 2 paralleles Heterodimer mit P2
P2 17,18 2 paralleles Heterodimer mit P1
P3 21,22 2 paralleles Heterodimer mit P4
P4 23,24 2 paralleles Heterodimer mit P3
P5 25,26 2 paralleles Heterodimer mit P6
P6 27,28 2 paralleles Heterodimer mit P5
P7 29,30 2 paralleles Heterodimer mit P8
P8 31,32 2 paralleles Heterodimer mit P7

Protein-Oligomerisationsdomane

Die Grundiage dieser Erfindung ist auch, dass mindestens eine Fusionsprotein-
Domane die Oligomerisationsdomane ist. Der Begriff 'Oligomerisationsdomane’ be-
zeichnet meistens, jedoch nicht ausschlieBlich, die natirlichen Proteine oder deren
Teile, die die Tendenz zum Verbinden mit gleichen oder unterschiedlichen Proteinen
oder deren Teilen aufweisen. Damit bilden sie homologe oder heterologe Dimere oder




Oligomere mit einer hdheren Oligomerisationsstufe. Das Homodimer (homologes Di-
mer) bilden zwei identische Proteindomanen und das Heterodimer {(heterologes Di-
mer} zwei unterschiedliche Proteindomanen. Der Begriff ‘identische Proteindomanen’
bedeutet, dass die Proteine die gleiche Primarstruktur aufweisen und 'unterschiedliche
Proteindomanen' sind Proteine mit verschiedener Primarstruktur. Die Strukturen mit
einer hdheren Oligomerisationsstufe bestehen aus mindestens drei Proteindomanen,
die die gleiche (homologe Oligomere) oder verschiedene (heterologe Oligomere) Pri-
marstrukiur haben kénnen. Die Strukturinformationen tber die gewahlten natlrlichen
Protein-Oligomerisationsdoméanen sind den Fachexperten aus diesem Bereich gut be-
kannt. Die Anzahl der Aminosé&ure-Reste, die die Doménen gemaB der Erfindung ent-
halten, betrdgt meistens 5 bis 400, haufiger 15 bis 200. Der Begriff 'Oligomerisations-
stufe’ bezieht sich auf die Anzahl der Proteindoméanen, die das Oligomer bilden und
kann 3 bis 12, meistens 3 bis 6 betragen. In der Tabelle 2 sind einige Beispiele der
Protein-Oligomerisationsdomanen angefuhrt.

Die Basis dieser Erfindung ist, dass auch die Eigenschaften Oligomerisationsdoma-
nen, zum Beispiel der isoelektrische Punkt und DoménengrdBe, die Poreneigenschaf-
ten bestimmen und dass die Poreneigenschaften auch durch die Oligomerisationsstu-

fe des Oligomers beeinflusst werden.

Tabelle 2: Protein-Oligomerisationsdom&nen

Bezeichnung DNA/Proteinsequenz Oligomerisationsstufe
SEQ ID Nr.

CutA1 83, 84 3

p53 Tetramerisationsdomane 9,10 4

Shaker Tetramerisationsdomane (Tshak) 1,12 4

Verotoxin Pentamerisationsdomaéne (Vero5) | 13, 14 5

Linker

Im Gegensatz zu den Fusionsproteinen im Patent U.S. Patent No. 6,756,039, bei de-
nen die Proteindomanen untereinander mit dem steifen Linker verbunden sind (wie
z.B. alfa-Wendel), ist der Linker, der die Proteindoméanen im Fusionsprotein dieser Er-

findung verbindet, flexibel.




.0 .e LE RN »e LE LR .

. . . . .

LI .

. . eés
-

-
P s e e .o .

Der Begriff 'Linker' bezeichnet eine kiirzere Aminosauresequenz, deren einziger Auf-
gabe es ist, die einzelnen Domanen oder Proteinsegmente zu trennen. Die Aufgabe
des Linker-Peptids im Fusionsprotein konnte auch die Unterbrechung der regelmaBi-
gen Sekundarstrukturen sein, das Verleihen von Flexibilitat sowie Posttranslationsmo-
difikationen und besseres Prozessieren. Die Lange des Linkers ist nicht beschrankt,
sie ist durch erwiinschte technologische Materialeigenschaften bestimmt und meis-
tens umfasst er nicht mehr als 30 Aminoséure-Reste, vorzugsweise betragt die Lange
jedoch 1 bis 20 Aminosaure-Reste, meistens 1 bis 6. Die Wahl der Aminosaure-Reste
im Linker ist nicht beschrankt, trotzdem sind jedoch kleine oder hydrophile Aminosau-
ren bzw. Aminosauren, die spezielle Konformations- oder Funktionseigenschatten ein-
flihren, wie Serin, Glycin, Threonyn, Prolin, Valin, Alanin, Zystein und andere, am héu-
figsten.

Fusionsproteine und aus ihnen bestehendes selbstzusammensetzendes Material

Die Fusionsproteine im Rahmen dieser Erfindung bestehen aus den Beschriebenen
Proteindomanen, die mit dem oben beschriebenen Linker verbinden sind. Die Protein-
domanen kdnnen im Fusionsprotein in unterschiedlicher Reihenfolge auftreten,
wodurch jedoch die technologischen Materialeigenschaften beeinflusst werden kén-
nen. Die Anzahl der Proteindoménen (der Segmente, die die Doppelwendel und die
Protein-Oligomerisationsdomanen bilden kénnen) im Fusionsprotein kann bis zu 8 be-
tragen, meistens 2 bis 4.

Die Basis dieser Erfindung ist, dass die gewahlten Proteindomanen des genannten
Fusionsproteins bei entsprechenden Bedingungen die Tendenz dazu aufweisen, sich
zu zwei- oder dreidimensionalem Polypeptidmaterial zu verbinden. Der Begriff 'zwei-
dimensionales Material' bezieht sich auf die Planarstruktur aus Fusionsproteinen (die
GroBe des zusammengesetzen Materials kann in zwei Dimensionen gréfer sein als in
der dritten). Der Begriff 'dreidimensionales Material' bezieht sich auf das Material, in
dem sich die Fusionsproteine in drei Dimensionen zusammensetzen. Damit die zwei-

oder dreidimensionale Proteinzusammenfligung Gberhaupt méglich ist, muss mindes-
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tens eine Proteindomane (Doppelwendel-hildenden Segments oder die Oligomerisati-
onsdomane) Oligomere mit der Oligomerisationsstufe 3 oder mehr bilden.

Die wichtigsten Eigenschaften des Polypeptidmaterials sind:

a) die Porenform und -GrdBe werden durch die Selbstzusammensetzung der genann-
ten Domanen des Fusionsproteins gemaB der Erfindung bestimmt

b) die PorengréBe wird durch die Lange des Segments, das die Doppeiwendel bildet
und im Fusionsprotein mit der Oligomerisationsdomane verbunden ist, bestimmt

¢) die Poreneigenschaften werden durch physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Aminosaure-Reste an den Positionen b, ¢ in f im Doppelwendel-bildenden Segment
bestimmt

d) die Poreneigenschaften werden auch durch die Eigenschaften der genannten Oli-

gomerisationsdomanen im Fusionsprotein bestimmt

Durch die Selbstzusammensetzung eines Fusionsproteins, dessen Eigenschaften
durch die Wah! der Proteindoménen, die durch das Design des Fusionsproteins ge-
maB der Erfindung bestimmt werden, variiert werden kénnen, kénnen verschiedene
Versionen des Polypeptidmaterials mit flexiblen Poreneigenschaften zubereitet wer-
den. Wenn jedoch Fusionsproteine, deren Domanen heterogen verbunden sind (wie
z.B. homologe Doppelwendel) verwendet werden, muss zur Zubereitung des Polypep-
tidmaterials mehr als ein Fusionsprotein-Typ verwendet werden. Die Anzahl der ver-
wendeten Fusionsproteine betragt in diesem Fall 1 bis 10, meistens 1 bis 3.

Die Porenerstellung aus einem oder zwei verschiedenen Fusionsproteinen

Das Polypeptidmaterial kann gemaB der Erfindung aus einem einzigen oder zwei oder
mehrerer verschiedenen Fusionsprotein-Typen bestehen, wobei jedes Fusionsprotein
aus einem Doppelwendei-bildenden Segment und der Oligomerisationsdomé&ne be-
steht. Die Erfinder entdeckten, dass im Fall der Zubereitung des Materials aus nur ei-
nem Fusionsprotein-Typ das Doppelwendel-bildende Segment ein antiparalleles Ho-
modimer sein muss, im Fall der Zubereitung des Materials aus mehreren Fusionspro-
tein-Typen kann das Doppelwendel-bildende Segment jedoch ein antiparalleles Hete-
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rodimer oder ein paralleles Heterodimer sein. Wenn die genannte Doppelwendel ein
paralleles Heterodimer ist, muss sich die Oligomerisationsdoméne in einem Fusions-
protein am N-Terminus und im zweiten Fusionsprotein am C-Terminus des Proteins
befinden. Wenn man die richtige Verbindung der Fusionsproteine zu Proteinmembra-
nen erreichen mochte, missen die Oligomerisationsdomanen die gleiche Oligomerisa-
tionsstufe haben, zum Beispiel das Trimer (die Beispiele fir die Trimerisationsdoméne
sind CutA1 SEQ ID Nr.: 84 und Foldon, SEQ ID Nr.: 8) oder das Tetramer (die Bei-
spiele fiir die Tetramerisationsdoméne sind p53 SEQ ID Nr.: 10 und die Tetramerisati-
onsdomé&ne des Shaker-Kanals, SEQ ID Nr.: 12). Wenn die Doppelwendel stabiler ist
als die Oligomerisationsdoméne, kénnen die Oligomerisationsdoménen in beiden Fu-
sionsproteinen am C- oder N-Terminus gleich sein.

Signalpeptid, Peptidkennzeichnungen

Die verschiedenen Aminosauresequenzen an den zwei Terminus oder zwischen den
Fusionsproteinsegmenten, die zur Bildung des Polypeptidmaterials nicht bendtigt wer-
den, kénnen dem Fusionsprotein zur leichteren Reinigung und zur Proteindetektion
sowie zur Einfllhrung zusétzlicher funktionaler Eigenschaften fur das Polypeptidmate-

rial zugefiigt werden.

Die Begriffe 'Signalsequenz’ oder 'Signalpeptid’ beziehen sich auf die Aminosaurese-
quenz, die das Protein zur bestimmten Stelle in der Zelle lenkt. Signalsequenzen un-

terscheiden sich je nach Organismus, in dem das Fusionsprotein geauBert wird. Wel-
che Signalsequenz in welchem Organismus wirkt sowie auch die Aminosduresequen-
zen der genannten Signalsequenzen sind den Fachexperten aus diesem Bereich gut

bekannt.

Der Begriff 'Peptidkennzeichnungen’ bezieht sich auf die Aminosauresequenz, die zur

leichteren Reinigung/zur Isolation/zur Proteindetektion dem Protein zugefugt wird.

Die Position der Signalsequenz und der Peptidkennzeichnungen ist beliebig, wenn sie
die ProteinduBerung nicht beeintréchtigt und die Funktion, fur die die Aminosaurese-

quenz gewahlt wurde, was den Fachexperten aus diesem Bereich bekannt ist, behalt.
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Fusionsproteine mit Nukleinsduren-Kodierung und Wirtsorganismen
Die Erfindung bezieht sich auch auf das Fusionsprotein des Polypeptidmaterials und
die DNA.

Der Begriff 'DNA/Nukleinsaure' bezeichnet die Polynukleotid-Molekiile wie DNA und
RNA, einschlieBlich cDNA, genomische DNA, synthetische DNA, hymerische DNA
und RNA. Die Nukleinsauren kénnen einstrangig oder doppelstréngig sein. Sie kdn-
nen nukleinische Analoge oder Derivate enthalten.

Der Wirtsorganismus synthetisiert das mit der DNA-kodierte Fusionsprotein gemaf
der Erfindung mit Hilfe der heterclogen DNA mit der Information fiir das Fusionspro-

tein.

Der Begriff "homologes Protein” bezeichnet Proteine mit erhaltenen funktionalen Ei-
genschaften und den erhaltenen Aminosduresequenzen, die meistens mindestens bis
zu 50 % erhalten sind, wobei das Erhaltungsminimum bei 20 % liegt. Die Ahnlichkeit
(Erhaltungszustand) der Sequenzen wird durch die Methode des Anliegens der Ami-
nosauresequenzen, die den Fachexperten aus diesem Bereich bekannt sind, be-

stimmt.

Die heterologe Nukleinsaure ist aligemein im Expressionsvektor eingebunden. Der
Expressionsvektor enthalt allgemein die operativ verbundenen Kontrollelemente, die
operativ mit der DNA der Erfindung, die die Information des Fusionsproteins tragt,
verbunden sind. Die Kontrollelemente werden natirlich auf eine Weise, die der AuBe-
rungsmenge entspricht, gewahlt. Der Promotor kann je nach gewiinschtem AuBe-
rungsmuster konstitutiv oder induzibil sein. Der Promotor kann nativ sein oder eine
fremde Abstammung haben (in den verwendeten Zellen nicht vertreten) und kann
auch natuirlich oder synthetisch sein. Der Promotor wird so gewahlt, dass er in den
Zielzellen des Wirtsorganismus funktioniert. Es sind auch Initiationssignale fir eine
wirksame Translation des Fusionsproteins eingebunden, dazu gehéren auch ATG und

die zugehdrigen Sequenzen.
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Die entsprechenden Vektoren inkludieren: Plasmide, Virusvektoren und Sonstiges,
sind jedoch nicht auf sie beschrénkt. Der Expressionsvektor kann fir die AuBerung in
prokaryotischen und eukaryotischen Zellen zubereitet werden. Zum Beispiel; prokary-
atische Zellen sind Bakterien, vor allem Escherichia coli. Gema# der Erfindung dient
die Verwendung von prokaryotischen Zelien der Zubereitung der entsprechenden

Menge an Nukleinsdure und fir die Proteinproduktion.

Die Erfindung umfasst auch die Nukleinsaure enthaltenden Wirtszellen und -
Organismen, die fUr das Fusionsprotein gemas der Erfindung kodiert werden. Der Be-
griff "Wirtsorganismus" bezeichnet einen Organismus, in den die DNA mit dem Pro-
tein-Code mit der Absicht eingefuhrt wird, dass dieses sich auBert. Die daflr entspre-
chenden Wirtszellen sind allgemein bekannt und kénnen prokaryotisch und eukaryo-
tisch sein. Der Vektoren-Transport in die Wirtsorganismen verlauft mit Hilfe konventio-
neller Methoden, wobei die Methoden sich auf die Transformation und Transfektion
beziehen, die Folgendes umfassen: den chemischen Transport, die Elekiroporation,
Mikroinjektion, DNA-Lipofektion, die Sonikation der Zellen, Partikelbombardierung,
den Transport der Virus-DNA und sonstige.

Die Ubergangsexpression bezieht sich auf die Zufuhr der Vektor-DNA, die nicht im
Zellgenom inkludiert ist. Eine stabile Zufuhr wird durch das EinschlieBen der DNA in
den Wirtsorganismus gemas der Erfindung erreicht. Der DNA-Transfer, vor allem fiir
die Zubereitung des Wirtsorganismus mit integrierter stabiler DNA, kann durch Marker
kontrolliert werden. Die Marker-kodierende DNA bezieht sich auf die Widerstandsfa-
higkeit gegen Medikamente, z.B. Antibiotika, und kann im Vektor gemas der Erfindung

oder in einem getrennten Vektor integriert sein.

Der Wirtsorganismus kann prokaryotisch und eukaryotisch sein. Die eukaryotischen
Zellen fOr die Expression der Fusionsproteine mussen so ausgebildet sein, dass die
Zelllinien mit den Methoden der Propagierung des Expressionsvektors und mit der

Expression des Fusionsproteins kompatibe! sind. Unter geeignete, jedoch nicht einzi-



.e
» 'TE L 'y [ KRN}
. o .

«
. L] e
. .
'Y e LR} e LAd *e

RN}

ge Zelllinien gehdren Pilze, Hefepilze und pflanzliche sowie Saugetier-Zellen, wie z.B.
Fibroblasten von Mausen, Ratten, Affen und Menschen.

FUr die DNA-Expression kann geman der Erfindung ein beliebiger bakterieller Wirt
verwendet werden. FUr die Protein-Expression ist gemanR der Erfindung jedoch die
Verwendung von Bakterien und Hefepilzen erwiinscht. Das Protein kann sich in den
Bakterien E. Coli oder B. Subtilis oder in Hefepilzen S. Cerevisiae oder P. Pastoris
auBern. Fir die Protein-Expression ist die am meisten erwinschte Bakterie E. Coli.
Die Erfindung bezieht sich auf die Protein-Expression in Bakterien und Hefepilzen. Die
Erfindung bezieht sich auf Bakterien und Hefepilze, die das Protein duBern, wobei die

am meisten erwlnschten die Bakterie E. Coli und der Hefepilz P. Pastoris sind.

Zubereitung und Verwendung von Polypeptidmaterial fir die Trennung der Molekiile
geman ihrer Eigenschaften

Die Eigenschaft, die die Proteine gemaB der Erfindung haben muassen, ist das Verbin-
den zu Poiypeptidmaterial bei entsprechenden Bedingungen. Wenn das Polypeptid-
material aus einem Fusionsprotein entsteht, werden entsprechende Bedingungen ge-
sucht, und zwar durch Beobachtung der Loslichkeit, des makromolekularen Aufbaus,
der Bestimmung der Sekundarstruktur des ldslichen Teils sowie vor allem der Ausfal-
lungen in Puffern mit verschiedenen pH-Werten {meistens pH 3 bis pH 9), der ioni-
schen Starke in Anwesenheit verschiedener organischer Losemittel (wie DMSO, Ace-

tonitril, Trifluoroethanol, Hexafluoroisopropanol).

Bei der Zubereitung des Filtersystems fiir die Trennung der Molekiile ist es wichtig,
dass das Material sich mit moglichst wenigen Verbindungsfehlern verbindet. Dies
kann durch stufenweise erneute Wendelformung weg von den Bedingungen, die die
Monomer- und die léslichen Strukturen favorisieren, hin zu den Bedingungen, die die
Formung einer intermolekularen Interaktion Uber die Doppelwendel und proteinische
Oligomerisationsdoméanen erméglichen, erreicht werden. Wichtige Faktoren bei der
Selbstzusammensetzung sind auch die Konzentration des Fusionsproteins und die
Temperatur. Das fUr die Filtration geeignete Polypeptidmaterial bildet sich, wenn die
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Protein-Konzentration zwischen 0.1 _g/mL und 20 mg/mL liegt, meistens zwischen
0.05 und 10 mg/mL. Die Selbstzusammensetzung des Polypeptidmaterials kann durch
langsames Abkuhlen des Fusionsproteins von der Temperatur (lber dem Schmelz-
punkt bis zu den Temperaturen unter der Temperaturschwelle, meistens bis zur

Raumtemperatur, ausgeldst werden.

Beim Polypeptidmaterial, das so entworfen ist, dass es durch das Zusammensetzen
mehrerer Fusionsproteine entsteht, kommt es zum Zusammensetzen nach der Ver-
bindung der Fusionsproteine im entsprechenden Mol-Verhaltnis und bei Bedingungen,

die das Zusammensetzen ermaoglichen.

Bildung von Filtrationseinheiten

Wenn das Polypeptidmaterial fertig gebildet ist, kann er noch zusatzlich mit Verbin-
dungsreagenzien vernetzt werden, ein solches ist zum Beispiel Glutaraldehyd. Dieses
Polypeptidmaterial kann zur Trennung von Molekilen in der GréBe von ungeféhr 1 nm
bis ungetahr 100 nm verwendet werden, je nach PorengrdBe und -Eigenschaften. Die
potentiellen Applikationen sind zum Beispiel die Filtration der pharmazeutischen Zube-
reitungen, das Entfernen von Unreinheiten aus medizinischen Praparaten, das Entfer-
nen von Krankheitserregern wie Viren, Prionen usw., das Reinigen von Abwasser, die
Trennung von Nanoteilchen nach GrdBe usw. Eine zusatzliche wichtige Eigenschaft
des Polypeptidmaterials mit Poren mit flexiblen Eigenschaften ist auch, dass neben
der PorengréBe auch andere Poreneigenschaften, z.B. die Ladung, die an Poren im-
mobilisierten spezifischen Reagenzien usw., die Trennung von Molekillen ahnlicher
GroBe ermdglichen, die unterscheiden sich jedoch durch andere Eigenschaften, wie
Polaritét, Ladung, Form, spezifische Oberflacheneigenschaften usw., unterscheiden.

Verwendung des Polypeptidmaterials mit flexiblen Poreneigenschaften fur die Kataly-
se

Die Einfuhr bestimmter Aminosaure-Reste, wie z.B. Histidin und Zystein, an die Posi-
tionen b, ¢ und f der Doppelwendel wird durch die Bindung der Metalle an die Poren,
die dadurch als Katalysatoren fungieren, erméglicht. An das Polypeptidmaterial mit

breiteren Poren kénnen auch Enzyme gebunden werden, das Polypeptidmaterial dient
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somit als ein Werkzeug fir die enzymische Katalyse. Durch die Einfuhr der aktiven
Positionen (z.B. der katalytischen Triaden) in entsprechender Geometrie in die Poren

des genannten Materials kénnen auch kinstliche Enzyme gebildet werden.

Im Weiteren sind Erstellungsbeispiele angefihrt, deren Zweck es ist, die Erfindung zu
verbildlichen. Die Beschreibung einzelner Erstellungsbeispiele dient nicht der Ein-
schrankung der Erfindung, sondern wird als Demonstration der Wirkungsweise der Er-
findung dargestellt.

Anwendungsbeispiele

Beispiel 1. Zubereitung von DNA-Konstrukten

Die DNA-Sequenzen flr die oben genannten Proteindomanen wurden aus Aminosau-
resequenzen der gewahlten Domanen mit Hilfe von Designer (DNA2.0. Inc.) erstellt.
Dieses Programm ermoglicht dem Benutzer, die DNA-Fragmente zu erstellen sowie
die Expression-Optimierung fir den gewahlten Wirt (z.B. E. Coli) mittels Kodonopti-
mierung. Die Gene wurden bei Mr. Gene GmbH (Im Gewerbepark B32, D-93059 Re-
gensburg) bestellt, sie wurden mit Restriktions-Endonukleasen ausgeschnitten und in
den geeigneten Vektor mit sémtlichen erforderlichen Regulierungssequenzen, die den
Fachexperten aus diesem Bereich bekannt sind, eingeklont. Zu den gewahlten Vekto-
ren gehoren die handelsiublichen Vektoren pET, pRSET A und pSB1A2 (pSB1A2
http://partsregistry.org/Part:pSB1A2), die alle erforderlichen Eigenschaften besitzen,
zum Beispiel die Resistenz gegen Antibiotika, die Stelle des Verdoppelungsbeginns,
den Bereich mit mehreren Stellen fir das Klonen.

Fir die Zubereitung von DNA-Konstrukten wurden die Methoden der Molekularbiolo-
gie verwendet {(das Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen, die Vermeh-
rung von DNA durch Kettenreaktion mit Hilfe von Polymerase — PCR, PCR — Ligation,
Detektion der DNA-Konzentration, Agarose-Gelelektrophorese, Reinigung der DNA-
Fragmente aus den Agarose-Gels, die Ligation der DNA-Fragmente in den Vektor, die
Transformation der chemisch kompetenten Zellen E.coli DH5 _, die Isolation der

Plasmid-DNA mit handelslblichen Kitts sowie Selektion). Alle Verfahren wurden bei
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sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die DNA-Segmente wurden durch Restriktions-
analyse und Seqguenzierung charakterisiert.

Die Verfahren des molekularen Klonens sind im Handbuch fiir Molekularbiclogie ge-
nau beschrieben (Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T. 1983. Molecular cloning: A
laboratory manual. 2nd ed. New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1659 p.).

Beispiel 2. Die Produktion von Fusionsproteinen, die aus dem antiparallelen Homodi-
mer-Doppelwendel und der Tetramerisationsdomane bestehen

Zur Darstellung der Durchflihrbarkeit der Produktion des Fusionsproteins, das aus
dem antiparallelen Homodimer-Doppelwendel und der Tetramerisationsdoméane be-
steht, haben wir mehrere DNA-Konstrukte vorbereitet (Tabelle 3).

Tabelle 3: Fusionsproteine, bestehend aus dem antiparallelen Homodimer-
Doppelwendel und der Tetramerisationsdoméne p53 oder der Tetramerisationsdoma-

ne des Shaker-Kanals.

Nr. | Bezeichnung Zusammensetzung SEQ ID Nr:
des Konstrukts
1 Dimtetra-A1 APH1 p53T 34
2 Dimtetra-A1GSGS APH1 GSGS p53T 36
3 Dimtetra-A APH p53T 38
4 Dimtetra-B Ber p53T 40
5 Tetradim-A1 p53T APH1 42
6 Tetradim-A p53T APH 44
7 Tetradim-B p53T Ber 46
8 A1-Tshak APH1 TShak 48
9 A-Tshak APH TShak 50
10 B-Tshak Ber TShak 52
11 Tshak-A1 TShak APH1 54
12 | Tshak-A TShak APH 56
13 Tshak-B TShak Ber 58
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Zusatzlich zur Veranderung der Orientierung von Proteindoméanen im Fusionsprotein
kann auch die Lange des Linkers verandert werden, und zwar von 2 bis 20 Aminosau-
re-Resten, und die His6-Peptid-Kennzeichnung kann sich am N-Terminus oder C-
Terminus des Proteins befinden.

Die Plasmiden, die die gedffneten Leserahmen flr Fusionsproteine aus der Tabelle 3
kodieren, wurden von den Erfindern zu chemisch kompetenten Zellen E.coli BL21
(DES) pLysS transformiert. Die gewahlten Bakterienkolonien, die auf LB-Platten unter
Zugabe des Antibiotikums (Ampiciliin, Kanamycin) gewachsen sind, wurden auf
100mL Nahrmedium LB unter Zugabe des Antibiotikums gegeben und Uber Nacht bei
37 °C gebriitet. Die entstandene Kultur wurde am nachsten Tag 20-50-Mal verdiinnt,
um das ODB00 der verdlinnten Kultur zwischen 0,1 und 0,2 zu erreichen. Als die Bak-
terienkultur auf OD600 zwischen 0,6 und 0,8 gewachsen ist, folgte die Induktion der
Protein-AuBerung durch den Induktor IPTG (0.4 mM bis 1 mM). In manchen Beispie-
len wurde 0,5 Stunden vor der Induktion die Bebritungstemperatur der Bakterien re-
duziert (25 °C-30 °C). Zwei bis fliinf Stunden nach der induktion folgte das Schileudern
der Bakterienbrihe. Die Zellen wurden danach im Puffer flr die Lyse resuspendiert
(Tris pH 8.0, 0.1 % Desoxycholat mit Zusatz von Protease-Inhibitoren) und auf -80 °C
eingefroren. Die aufgetaute Zellaufschlammung wurde durch Sonikation und Schieu-
dern lysiert. Mit Hilfe der SDS-PAGE-Techniken und bei Bedarf der Western blot-
Analyse, wobei als primare Antikdrper die anti-His-tag Antikdrper verwendet wurden,
wurde die AuBerung der Konstrukte im Prazipitat bzw. Supernatant geprift. Samtliche
Konstrukte mit pS3T waren allgemein in unldslichen Fraktionen enthalten (Inklusions-
korperchen), wo das gewlnschte Protein > 80 % der gesamten Proteine darstellte.
Die Inklusionsk&rperchen wurden mehrmals mit Lysepuffer ausgesplit, zweimal mit
2M Harnstoff und 10 mM Trisom pH 8.0 und einmal mit Mili-Q-Wasser. Meistens
ergab eine solche Behandlung ein zu mehr als 95 % gereinigtes Protein. Wenn das
Protein trotz der Behandlung noch immer Unreinheiten enthielt, wurden die Inklusi-
onskdrperchen in 6 M GdnHCI pH 8,0 aufgeldst und auf die Ni2+-NTA-Saule (Qui-
agen, GE) aufgetragen. Die Reinigung unter Vergallungsbedingungen wurde geman
den Herstellerhinweisen durchgefiihrt. Nach der Elution mit 250 mM Imidazol pH 5,8
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wurden die Fraktionen, die Proteine enthielten, zusammengefiihrt und zweimal dialy-
siert mit 10 mM HEPES pH 7,5 oder einem anderen entsprechenden Puffer.

Wenn das Fusionsprotein im Supernatant enthalten war, wurde es von den Erfindern
auf Ni2+-NTA-Saule aufgetragen und unter nativen Bedingungen gereinigt. Nach der
Elution mit 250 mM Imidazol pH 5,8 oder 500 mM Imidazol pH 8,0 wurden die Fraktio-
nen, die das gewlinschte Proteine enthielten, zusammengefihrt und zweimal dialy-
siert mit 10 mM HEPES pH 7,5 oder einem anderen entsprechenden Puffer.

Beispiel 3. Die Produktion von Fusionsproteinen, die aus dem antiparallelen Homodi-
mer-Doppelwendel und der Trimerisationsdoméane bestehen

Zur Darstellung der Durchfihrbarkeit der Produktion des Fusionsproteins, das aus
dem antiparalielen Homodimer-Doppelwendel und der Trimerisationsdoméane besteht,
haben wir mehrere DNA-Konstrukte vorbereitet (Tabelle 4).

Tabelle 4.: Fusionsproteine, die aus der antiparalielen Homodimer-Doppelwendel und
der Trimerisationsdomane bestehen

Nr. | Bezeichnung Zusammensetzung des Kon- | SEQ ID: Nr.
strukts
1 Foldon-A1 Foldon APH1 60
2 Foldon-A Foldon APH 62
3 Foldon-B Folden Ber 64
4 A1-Foldon APH1 Foldon 66
5 A-Foldon APH Foldon 68
6 B -Foldon Ber Foldon 70
7 A1-CutA1 APH1 CutAt 72
8 A-CutA1l APH CutA1 74
9 B-CutA1 Ber CutA1 76
10 CutA1-A1 CutA1 APH1 78
11 CutA1-A CutA1 APH 80
12 CutA1-B CutA1 Ber 82

Zusatzlich zur Veranderung der Orientierung von Proteindomanen im Fusionsprotein

kann auch die Lange des Linkers verandert werden, und zwar von 2 bis 20 Aminosau-




re-Resten, und die HisB-Peptid-Kennzeichnung kann sich am N-Terminus oder C-
Terminus des Proteins befinden.

Die Produktion und die Isolation der Proteine wurden wie im Beispiel 2 angefihrt
durchgefihrt.

Beispiel 4: Die Zubereitung des selbstzusammensetzenden Polypeptidmaterials mit
erneuter Wendel des auf Verdinnung, Dialyse cder Temperatur-Tempern basieren-

den Proteins

Die anfanglichen Versuche zur Ermittlung der Bedingungen, bei denen die Fusions-
proteine die Wendelform sowie die Fahigkeit zur Selbstzusammensetzung aufweisen,
wurden mit der Protein-Verdinnung im Vergallungsmittel — 6 M GdnHCI — im Verhalt-
nis 1 : 100 in Puffern mit verschiedenen pH-Werten (Zitratpuffer pH 2 und pH 3, Ace-
tatpuffer pH 4, pH 5, Phosphatpuffer pH 5, pH 6, pH 7, Hepes-Puffer pH 7.5, Tris-
Puffer pH 8, Karbonat-Puffer pH 9 und pH 10}, mit verschiedenen lonstarken (100
mM, 300 mM, 1 M, 2M Salz) und mit bis zu 20 % organischen Lésemitteln, wie Aceto-
nitril, DMSQO, Methanol, bzw. in bis zu 50 % im Fall von Trifluoroethanol, durchgefihrt.
Man konnte die makroskopischen Proteinverbindungen in Form von feinem Prazipitat
oder des eher erwiinschten Polypeptid-Aggregats erkennen - Gel-adhnliche Strukturen.
Zur Ermittlung der Léslichkeit des Fusionsproteins wurden die proteinischen Absorpti-
onsspektren aufgenommen.

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurden die sekundéren Strukturen und die thermische
Stabilitat des Idslichen Teiles ermittelt.

Als die flir die Selbstzusammensetzung entsprechenden Bedingungen festgelegt wur-
den, folgte die Dialyse groBerer Mengen, z.B. von 1 mg vergallten Proteins zum ge-
wahiten Puffer, wobei durch das langsame Entfernen des Vergallungsmittels die

Selbstzusammensetzung des Fusionsproteins bewirkt wurde.



-
.
asa

24

Wenn das Fusionsprotein APH-1 enthalten hat, war auch die Temperatur dabei ein
wichtiger Faktor, denn das Homodimer APH-1 ist bei héheren Temperaturen unbe-
standiger. Dieser Typ des Fusionsproteins war bei Raumtemperatur relativ Loslich.
Seine CD-Spektren und die Schmelzpunkte entsprachen den Messungen im Rahmen
der Tetramerisationsdoméne p53T. Bei diesen Beispielen wurde das langsame Anlie-
gen durch langsame Temperaturreduktion von 80°C auf 4°C Grad in zehn Stunden er-

reicht, und zwar bei einer Protein-Konzentration von 0,5 mg/ml.

Beispiel 5: Erneute Wendelbildung der Fusionsproteine und Membranenzubereitung
Die Membranen aus Fusionsproteinen wurden mit Hilfe verschiedener Selbstzusam-
mensetzungsmethoden mit erneuter Wendelbildung mit der anfanglichen Auflésung
der Fusionsproteine in: a) 6 M GdnHCI, b) 9M LiBr, ¢) Hexafluoroisopropanol zuberei-
tet.

Die Probe des isolierten Proteins SEQ ID: 34 wurde in 6 M LiBr bei einer Konzentrati-
on von 0,1 mg/ml aufgeldst. Bei dieser Konzentration wurde die Sekundarstruktur des
Proteins zerstort und es war bis zu mehr als 10 mg/ml 16slich. Der Zusammenset-
zungsprozess der Proteine begann mit der Aufldsung des Proteins in 9 M LiBr, es
folgte die Verdunnung in den Puffer, vorzugsweise mit nativem Proteinzustand, Dop-
pelwendel-Bildung und Tetramerisation der Doméne p53 (Puffer 20 mM HEPES bei
pH 7.5. Wahren der erneuten Wendelbildung entstand eine sichtbare Proteinverbin-
dung. Die Protein-Aufschlammung wurde langsam auf den PVDF-Membranfilter mit
einer PorengréBe von 0,22 —_m (Millipore) und einem Durchmesser von 13 mm aufge-
tragen und wirkte als Unterlage fir die verbundene Proteinmembrane. Nach dem Auf-
tragen des verbundenen Proteins auf den Stltzfilter folgte die Aussplitung der Lésung
mit 10 ml 20 mM HEPES-Puffer mit dem pH-Wert 7,5. Die mechanische Resistenz der
Proteinmembrane wurde durch das kovalente kreuzweise Verbinden des selbstzu-
sammensetzenden Proteinmaterials mit Hilfe von 10 % Gilutaraldehyd verbessert. Ei-
ne Stunde nach dem Auftragen von Glutaraldehyd wurde die Membrane mit 10 ml 1 M
Tris mit einem pH-Wert von 8,0 gespuit, dieses wirkte als Blockreagenz zum Entfer-

nen von nicht reagiertem Glutaraldehyd, und mit 10 ml deionisiertem Wasser. Die Pro-
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teinmembrane wurde im Wasser gelassen, damit sie nicht austrocknet, bevor sie als

Filter verwendet wird.

Alternativ wurde die Proteinmembrane durch die Bebritung des Tragerfilters mit der
Polypeptid-Ldsung bei 80 °C und dem Auftragen mit fangsamer Abkdhlung auf 4 °C,
wie im Beispiel 4 angefuhrt, zubereitet.

Der im Hexafluoroisopropanol aufgeldsten Probe wurde Wasser bis zu 5 % zugege-
ben, das Hexafluoroisopropanol ist verdunstet, (ibergeblieben ist ein Proteinmineral in

einer kleinen Menge Wasser,

Beispiel 6: Die Verwendung des verbundenen Polypeptidmaterials fir die Trennung
groBer Molekiile und Teilchen (Bakteriophage)

Fir das Testen der Filtrationsfahigkeiten des entstandenen Polypeptidmaterials
(Membranen) wurden M13-Bakteriophage und Dextranblau verwendet. Die Auf-
schlammung der Bakteriophage M13 wurde durch den Filter aus Polypeptidmaterial
auf der Unterlage gefiltert. Der Phagentiter der anfanglichen Aufschiammung wurde in
einem den Fachexperten aus dem einschlagigen Bereich gut bekannten Verfahren
bestimmt. Der anfangliche Titer war 3x 1010 pfu/ml, im Filtrat wurde jedoch kein Phag
detektiert, was bedeutet, dass es zur Titer-Reduktion um mindestens 6 GrdBenord-
nungen (weniger als 104 pfu/mi} gekommen ist (Bild 3A). Auch Dextranblau (0,5
mg/ml) wurde gefiltert und der Filtrationserfolg wurde mit der Absorbanzmessung bei
625 nm bestimmt (Bild 3B).
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Ile Ala Gln Leu
i5

gaa dJdeg
Glu Glu
10

l,eu

ada
Lys

caa
Gln

gca 96

Ala

cTy
Leu

gaa
Glu
25

gaa atz-
Glu Zle

gca ctg gaa tat
Ala hLeu Glu Tyr
30

99

Herkunft

Asn Ala Ala Leu Giu Glu Lys Ile Ala Gln Leu

10 15
Ala T.e Gln Ala Leu
30

Glu Glu Glu

25

Leu Lys I'vr

Herkunft
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s ey an
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34
<400> 27
age ccg gaa gat aaa aac gec gcect ctg aaa gag gaa atc cag gcg ctg 48
Ser Pro Glu Asp Lys Asn Ala Ala Leu Lys Glu Glu Ile Gln Ala Leu
1 5 10 15
gaa gaa gaa aac cag gct ctg gaa gag aaa atc gca cag clg aaa tat 96
Glu Glu Glu Asn Gln Ala Leu G_u Glu Lys Ile Ala Gln Leu Lys Tyr
20 25 30
ggt 59
Gly
«210> 28
<211> 33
<212>» PRT
<213> synthetische Herkunfz
<40C> 28
Ser Pro Glu Asp Lys Asn Ala Ala Leu Lys Glu Glu Ile Gln Ala Leu
1 10 15
Glu Glu Glu Asn Gln Ala Leu Glu Glu Lys Ile Ala Gln Leu Lys Tyr
20 25 30
Gly
<210> 29
<211> 99
<212> DNA
<213> synthetische Herkunfl
<220
<221>» CDS
<222> {1)..(99)
<223» P7
<100> 29
tce cecg gag get gag atc cag gcg ctg gaa gaa aag aac gcc cag ctg 48
Ser Pro Glu Asp Glu Tle Gln Ala Leu Glu Glu Lys Asn Ala Gln lLeu
1 5 10 15
aag cag gaa att gcg gca ctg gaa gag aag aac cag gcc clg aag Lac 96
Lys G_n G_u Ile Ala Als Zeu Glu Glu Lys Asn Gln Ala Lau Lys Tyr
20 25 30
gg= 29
Gly
<210> 30
<211> 33
<212> PRT
<213> synthetische Ekerkunft
<400> 30

Ser Pro Glu Asp Glu Ile Gln Ala Leu Glu Glu Lys Asn Ala Gln Leu

1

5 10 15

Lys

Gln Glu Tle Ala Ala Leu (lu Glu Lys Asn Gln Ala Leu Lys Iyr

20

25

30



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
L222>
<223>

<4C0>
tce ccg
Ser Pro
1

gaa
Glu

caa
Gln

ggc
GLly

<210>
<211
<212>
<213>

<4G0>

Ser Pro
1

Glu Gln
Gly

<210C>
<211>
<212>
<213>

<22C>
<221>
222>
<223>

<4 00C>
altg aaa
Met Lys
1

caa
Gln

ctg
neu

ggce
Gy

gaa
Glu

wte

Phe

cgc
Arg

31

25
DNA
synthetische
CDS
(1)..(99)

P8

21

gaa gac aaa
Glu Asp Lvys

5
aag att cag
ys Lle Gin
20

32

33
PRT
synthetische
32

Glu Asp Lys
5

Lys Tle Gin
20

33

192

DNA

synthet _sche

CDSs
{(1)..(192)
Dimtetra Al

23
caqg clg
Gln Leu

cada
Gln

Lgg
I'rp Lys
20

w“t
-~ Phe

aat
Asn

gaa
Glu

ctyg
Leu

Eerkunft

atc
I.e

gcc
Ala

Hercunft

gct
Ala

ctg
Leu

cag
Gin

aag
1.ys

ctg
~eu

aza gaa
Lys Glu
10

gaa aac
Glu Asn

SRS}
i)
i}

L EYY

gaa
Glu

gca
Ala

aac
Asn

gct
Ala

L) L -
a0 * . *

- L] *

LA - .
LR « . .e

cag cag ctg
Gln Gln Leu
15

ctg gaa Lac
Leu Glu Tyr
30

Ile AZa G.n Leu Lys Giu G:iu Asn Gin Gin Leu

10

Ala Leu Lys Glu Glu Asn Ala Ala

Herkunfz

aaa
_ys

gct
Ala

gaa
Glu

Zaa

Gln

cac

gcc
Ala

25

ctg
l.eu

t CgcC
a Arg

25

caa

Gln

atc
Tle

gca
Ala

aaa
_ys

aag
Lys

cgt
Arg

ggc
Gly

cgT
Arg

aaa

o¥s

gaa ctg
Giu lLeu

gaa
Glu

aag
Lys

Jag
Glu

ada

Lys

ctqg

cgc
Arg

gct
Ala

15

Leu Glu Tvr
30

cag ctg gca
Gln Teu Ala
12

gca cag tcc
Ala Gln Ser
30

wte gag atg

I’re Giu Vet

caa gca ggt
Gln a&ala Gy

43

26

98

192



<210>
<211>
<21le>
<213=>

<400>

34
54
PRT

synthetische

34

Met Lys Gln

1

Gln

Gly

Phe

Leu

Glu

Arg
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<22C>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aca cag
Met Lvs Gln

1

caa
Gln

9949
Gly

gag
Glu

gca
Ala
55

ctg
Leu

tcc
Ser

atyg
Met
50

g9g-
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<4C0>

Gln
Tyr
35
Glu
35

198
DNA

Leu
Trp
20

Phe

Leu

Glu

Lys

Thr

Asn

synthet lsche

CDS

(1)..{198)
Dimtetra-Al GSGS

35

caa
GIn

ggc
Gly

tte
Phe

36
66
PRT

ctg
T.eu

tgg
Trp
20

gaa
Glu

cge
Arg

gaa
Glu

-

aag
Lys

tac
Tyr

gaa
Glu

synthetische

36

Met Lys GIn Teu Glu

1

5

Gin Leu Gln Trp Lys

20

Gly Ser Gly Glu Tyr

35

Herkunft

Tys Glu

Ala Gln

Leu His

Glu Ala

Herkunft

aaa gaa
Zyvs Glu

gct caa
Ala Gln

LLL acc
Prte Thr

ctg aa:
~eu Asn
55

Herkunft

Lys Glu

Ala Gln

Phe Thr

Leu

Ala

Zle

40

Leu

[ohels |
lL.eu

gct
Ala

ctyg
Leu

gaa
Glu

Leu

Ala

Leu
40

Gin
Arg
25

Arg

Glu

caa
Gln

cgc
Arg

cac
Eis

gcc
Ala

Gln

Arg
25

His

Ala Ile Glu

10

Lys Lys Lys

Gly Arg Glu

Leu Lys Asp

gca atc gaa
Ala Tle Glu

10

aad aaa aag
Lys Lvs Lys

atc cagt ggc
lle Arg Gly

ctg gaa ctg
Leu G_u Leu Ly:

10

Lys Lys

Tle Arg Gly

60

60

.
Lys

45

45

Ala Tle GLu Ly

45

Arg

Ala

aaa
Lys

cog
Leu

cgut
Arg

A

=]

Gln

Ala

30

Phe

Gln

cag
Gln

Gln

Ala
30

Arg Glu

Leu

Gln

Glu

Ala

ctyg
Leu

cag
Gln

cat
Arg

gct
Ala

Ala

Ser

Met

Gly

caa
Gln

Leu Ala

15

Gln

Ser

Arg Phe

48

26

144

192

198
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e ve e . se ..
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Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin
50 55 60

Ala Gly
65

<210> 37

<211> 234

<212> DNA

<213> synthetische Herkuntt

<220>

<221> (CDS

<222> (1)..(234)
<223> DimkebLra-A

<400> 37

atg @aaa cag ctg gaa aaa gag ctg aaa cag tta gaa aaa gaa clg caa 48
Met Lys Gln Leu Glu Lys Glu Leu Lys Gin Leu Glu Lys Giu Leu Gln

1 5 10 15

gca att gaa aaa cag ctg gca cag clg caa btgg aaa gca cag gca cgt 96
Ala Tle Glu Lys Gln Leu Ala G'n T.eu Gln Trp Lys Ala Gln Ala Arg
20 25 30

aaa aaa aaa ctg gcc cag ctg aaa aaa aaa ctt cag gocc tcc ggce gaa 144
Lys Lys Lys Leu Ala Gln Leu Lys Lys Lys Leu Gln Ala Ser Gly Glu
35 40 L5

tac ttt acc ctg cac atc cgt ggc cgl gag cgt tte gag atg ttc cgc 192
Tyr Phe Thr Leu His [le Arg Gly Arg Glu Arg Phe GLu Met Phe Arg
50 35 60

gaa ¢tg aat gaa gac ctg gaa ctg aea gat gct caa gca ggt 234
Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lvys Asp Ala GIn A'a Gly
55 70 75

<210> 38

<211> 78

<212> PRT

<213>» synthetische Herkunft

<£00> 38

Met Lys Gln Leu Glu Lys Glu Leu Lys Gln Leu Glu Lys Glu Leu Gln
1 5 1C 15

Ala Ile Glu Tys Gln Leu Ala Gin Zeu Gln Trp Lys Ala Gln Ala Arg
20 25 30

Lys Lys Llys Leu Ala Gln Leu Lys _Lys Lys Leu Gln Ala Ser Gly Glu
35 a0 45

Tyr Phe Thr Leu His Tle Arg Gly Arg Glu Arg Phe Glu Mel Phe Arg
50 55 60

Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu _Lys Asp Ala Gln Ala Gly
65 70 75

<210> 39

«211> 21¢C

<Z21Z2> DNA

<213» synthetische Herkunft

<220
«<221> (CDS
<222> (1)..(210)



<223>

<400>
atg gat
Met Asp
1

ctg
Leu

gaa
Glu

ace
Thr

ctyg
Leu

cgz
Arg

gaqg
Glu
50

add

Lys
65

gat
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Asp

Teu Giu

Leu

«<210>
<211>
<212>
<213

«<220>
<221>
<222>
<223>

<400
atg gaa
Met Glu
1

tte
FPhe

cgc
Arg

< ggc
r Gly

Dimtetra-B

39
att
Ile

gaa cag
Glu Gln
5

cag
Gln

gaa gLt
Glu val
20

ctg
Leu
35

gca aaa
Ala Lys

cgt
Arg

ttc gag
Phe Glu

gct
Ala

caa gca
Gln Ala

40

70

PRT
synthewische

40

Ile

Ala Gln Ala

41

195

DNA
synthetische

CcDS
{1)..(195)
Tetradim-Al

41
tac
Tyr

tLt
'ke

acc
Thr

ast
Asn

gaa
Glu

ctg
Leu
20

atg
Met
35

aaa
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

ctyg
Leu

gaa

aat
Asn G_n

gaa
Glu

tce
Ser

ggc
Gly

gaa
Glu
40

ttc
Phe
35

atg
Mel

cge
Arg

ggt
Gly
70

Eerkunft

Glu Leu

Asn Gln Glu

Gly Glu

Met Phe Arg

Gly
70

Herkunft

atc
ile

ctqg
Leu

gaa
Glu

gca
Ala Le

9]
pt
V]
N GG
[T Y]

gaa
Gla

gaa
Lys
40

Glu /

cgt
Arg
25

tac
Tyr

gaa
Glu

Arg
Arg
25

Tyr

Glu

cgl
Arg

gaa
Glu

gca
Ala
10

age
Ser

Tttt
Phe

cty
Leu

Ala
1C
Ser

Phe

Leu

ggc
Gly

(e
M

ctg
Leu

see®
esaw

aaa
Lys

cgn
Arg

acc
Thr

aat
Asn

Lys

Arg

Thr

Asn

cgt
Arg

Ead

caa
Gln

son

gca
Ala

atyg
Met

ctg
Leu

gaa
Glu
60

Ala

Met

Leu

Glu
460

gag
Glu

gca
Ala

age
Ser

gca
Ala

cac
His
45

gcc
Ala

Ser
Ala
His

Ala

cyt
Arg

gat
Ala

atc
Lle
45

att
Lle

tat

ctyg
T.eu

1le
Tyr
30

Ile

Leu

toa
FPhe

caa
Gln
30

gaa
Glu

cgt
Arg

ctg
I.eu

cgt
Arg

gaa
Glu

Arg

Glu

gag
Glu

15

gca
Ala

aaa
lys

cgt
Arg

caa
Gin

ggc
Gly

ctyg
Leu

Arg

Leu

atyg
Met

ggt
Glvy

cag
G1n

48

56

114

192

210

48

96

14«



ctg gca caa cbg caa tgg aag gct caa gcet

39

seen
sapes

cge

L.eu Ala Gin Leu Gln Trp Lys Ala GlIn Ala Arg

50

cag
Gln
65
<210>
<211i>

<212>
<2123>

<400>

Met Glu
1

Prhe Arg

Ser

Gly

Ala
50

Leu

Gln
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<A00>
atg gaa
Met Glu
1

tte cgc
FPhe Arg

Lce
Ser

ggc
Gly

ctyg
Leu

caa
Gln
5C

gca <cgt
hla Arg
65

<21C>
<Z11>
<Z212>
<213>

42

65

FRT
syntchetische
42

Tyr Phe Thr

5
Glu Leu Asn
20

Met Lys Gln
35

Gln Leu Gln
43

237
DNA

synthectische

CD5s
(1)..(237)
Tetradim-A

43
tac
Tyr

(.
Phe

acc
Thr

aat
Asn

gaa
Glu

ctg
Leu
20

aaa
Lys

atg
Met

cag
Gln

gca

att
Ala I.

I_e

gaa
Glu

ada
Lys

aza
Lys

aaa
Lys

44

79

PRT
synthetischre

55

Herkunft

Leu Ile

A.a Leu

Leu Lys

40
Ala

Trp Lys

55

Herkunft

ctyg
Leu

cac
His

gaa
G_u

gcc
Ala

cTg
Leu

ctyg aaa

_eu

gaa
Glu

aza
Lys

caqg
Gln

cLg
Leu
70

gcc
Ala

cag
Gln

Ferkunft

Aryg

Glu

Glu

Gln

¢ cgt

Arg

gaa
Glu
Z25

gag

s Glu

gca
Ala

ctg
Teu

Gly Arg

10

Leu Lys

Leu Gln

Ala Arg

gge
Gly
10

ctg

Leu

cTg
Leu

cag
Gln

aaa
Lys

cgc
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys

ctg
Leu

add

Lys
75

aag aaa aag ctg goa

Lys Lys Lys Leu Ala

60

VS
60

caqg

Caa
Gln
60

aaa
Lys

Arg Phe

Ala

Loy
S

Lys

tte
Phe

cad

tta
Leu
L3

aaa
Lys

tgg
Trp

ctt cag
weuw GIn

Glu
15

Ala

Lys

Leu

gag
Glu
15

gca

Ala

aaa
Lyvs

gca
Ala

gcco
Ala

Met

Gly

Gln

Ala

atyg
Met

ggt
Gly

gaa
Glu

cag
Gln

192

195

96

124

237



<400>

Mat
1

Glu
Phe Arg
Ser

Gly

Gln
50

Leu

Ala
65

Arg

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
atg gaa
Met Glu
1

tee
Phe

cgc
Arg

¢ ggc
Gly

ctg
IL.eu
50

caa
Gln
63

acc
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Glu -

1

Phe Arg

Ser Gly

Leu
5C

Arg

44

Tyr Phe Thr

Glu Leu Asn

20
Met Lys Gln
35

Ala Ile

Lys Lys

45

210

DNA
synthetische

CDS
(1) .. (210}
Tetradim B

45
tac
Tyr

ttt
Phe

acc
Thr

-

gaa
Glu

aat
Asn

cTg
Leu
2C

att
Tle

gat
Asp
35

gaa
Glu

gaa
Glu

caqg
Gln

ctyg
Leu

ctg
_eu Ala

46

-
i

PRT
synthetische
46

Phe Thr

5

Leu
20

Ile Glu

Glu

Leu His Ile

Glu Ala Leu

Leu Lys

40

Gln
55

Lys l.eu

Leu Ala Gln

70

Herkunft

atc
Iile

cac
His

ctg
I,eu

gaa
Glu

cag
Gln

gttt
Val

aaa
Lys
70

Herkunf L

Leu Eis

G'u Ala Leu

G'n Glu Leu

40

Val Asn
55

Gln

Arg

Glu

Glu

Ala

Leu

cgt
Arg

gaa
Glu
25

gaa

Glu

gaa
G_u

Arg

Glu

Glu

Glu

Gly
10

Leu

Leu

Gln

ggec
Gly
10

ctg
Leu

cga
Arqg

cgt
Arg

Gly
10
Leu

Arg

Arg

[ X2 )
LR

Arg

Lys

Lys

T.eu

Lys
75

cgt
Arg

aaa
Lys

gca
A_a

agc
Ser

Arg

Lys

Ala

Glu

Asp

Gln

Gln

60

Lys

gag
Glu

gat
Asp

aaa
Lys

cgt
Arg
60

Glu

Lys

- Arg

&0

Arg

Ala

cgt
Arg

gl
Ala

gca
Ala
45

acyg
Met

Arg

Ala

Ala

45

Met

Phe

Gln

Glu

1Lys

Gln

Phe
Gln
30

Ser

Ala

Glu

Ala

Lys

Ala

Ala

gag
Glu
15

gca
Ala

att
Ile

tat
Tyr

Glu
i5
Ala

Ile

Iyr

Met

Gly

Glu

Gln

aty
Met

ggt
Gly

cgt
Arg

ctg
Leu

Me L

Gly

Arg

96

144

210



Gln Thr Leu Leu Ala

65

<210>
<211>
212>
<213>

47
384
DNA

<220>
<221>
222>
<223>

CDS

<400> &7
atg aaa cag
Met Lys Gln
1

caa
Gln

Ccaa
Gln

ctyg
Leu

atg
Met

ggc
Gly

gaa
Glu
35

cag
Gln

ctyg
Leu
50

aaa
LYyS

aaa
Lys

cag cgt

Arg

aat
Asn

cgc
Arg

cgt
Arg

ggt
Gly

ggt
Gly

atc
Ile
115

gaa
Glu

gag
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

48
128
PRT

<400> 48
Met Lys Gln
1

Gln

Gln Leu

Glu
35

Gly Metl

Gln Lys

Arg

ctyg
Leu

tgg
Trp
20

cgt
Arg

acc
Thr

aat
Asn

cgt
Arg

ctyg
Leu
100

aaa
Lys

Leu
Trp
20

Aryg

Thr

synthetische

{(1)..(38<)
Al-Tshak

ctyg
Leu

cgt
Arg

ccyg
Pro

cgo
Arg

Ltz
Phe

synthetische

Glu

Lys

Val

Leu

Arg

L¥S

Herkunft

aaa
Lys

gaa
Glu

ctg
eu

gct
Ala

caa
Gln

gct
Ala

att
Ile

gtt
Val

aal
Asn

cag
Gln

55

tat
Tyr
70

tat
Tyr Asp

Tt
Phe

agc
Ser

gal
Asp

cgt
Ary

got
Val

ccqg
Pro

tat
Tyr

gaa
Glu

clyg
T.eu
120

Herkunft

Lys GLu Leu

Ala Ala
Val Asn

FPhe

Tyr
70

Tyr Asp

caa
Gln

cgc
Arg

gtg
Val

ccg
Pro

. ccg

Pro

gcc
hla

aat
Asn
1G5

ggc
Gly

Gln
Arg
25

val

Pro

gca
Ala
10

aaqg

Lys

agc
Ser

gat
Asp

Leu

att
Ile

gtt
Val

gaa
Glu

Ala

10

Ser

ASp

Leu

re el
XN ]

atc
Zle

aaa
LysS

ggt
Gly

acc
Thr

cgc

Lys

Gly

Thr

gaa
Glu

aag
Vs

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn

tat
Tyr

ctg
Leu

gece
Ala

Glua

Leu

aaa
LYs

ctg
Leu

cgt
Arg
45

ctg
Leu

gaa
Glu

ttt
Phe

gat
Asp

Lttt
Fhe
125

cag
GIn

gca
Ala
30

Tttt
Fhe

ggt
Gly

Lalk
Tyr

tat
Tyt

gtg
va_
110

Jgaa
Glu

Gln
Ala
30

Phe

Gly

Tyr

ctg
Leu
15

cag
Gln

gaa
Glu

cag
Gln
95

ttt
Phe

cgc
Arg

l.eu
15

Gln

Asn

Phe

gca
Ala

teca
Ser

acc
Thr

ccg
Pro

ttt
Phe

age
Ser

agc
Ser

taz
Tyr

Ser

Thr

Pro

Phe
80

48

96

144

192

240

288

336

384



Asp Arg

Gly Gly

Glu G.u

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aaa
Met Tys
1

atc
Ile

gca
Ala

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

cgt
Arg
50

aaa
Lys
65

acc
Thr

aat
Asn

cgt
Arqg

aat
Asn

cgt
Arg

cgt
Arg

ctg
Leu

ate
I_e

daaa

L.ys
120

<210>
<211>
<212>
<213>

<A100>

Met
1

Lys

Asn Arg

_eu
100

Arqg

Ile
115

Lys

49

426

DNA
synthetische

cos
{(1)..{426)
A-Tshak

19
cag
Gln

ctyg
Leu

gasa
Glu

aaa
Lys
20

gaa
Glu

cag
Gln

cty
Leu

gcce
Ala

got aul
Val Tle

aat
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

tat
Tvr

tat
Tyr
85

cgt
Arg

Lttt
Fhe

ccg
Pro

agce
Ser
100

cgt
Arg
115

cgt
Arg

ccg
Pro

Lot
Phe

tat
Tyr

gaa
Glu

50

142

PRT
svnthetische

50

GIn Leu G:iu

5

Ser Phe Asp
Arg Pro Val
Tyr Glu Leu

120

Eerkunft

aaa
LYsS

ctg
l.eu

gag
lu

cty
Leu

cag
Gln

cag
Gln

aaa
Lys
40

aalt

g agc
Asn .

Ser

Ttc
Phe
70

gat
Asp

gat
Asp

cTg
Leu

att
Tle

gac
Asp

gtt
Val

ctyg
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Tyr I.e Pro

5
Gly Glu Trp
20

Glu T.eu Glu
35

Asn G.n Glu
)

180

DNA

synthetische

CDS
(1) ..{(180)
Al -Foldon

63
cag
Gln

gaa

Leu Glu

caa
Gln

Lgg
Trp

20

aaq
Tys

caot
Fro

atz
lle

tact
Tyr
35

tgy
Trp

ggt
Gly

gaa
Glu

66

60

PRT
synthetische

656

Gln T.eu Clu
2

Gln Trp

26

Tyr Ile Prc

35

Berkunft

G_u Ala Pro

Leu *

Arg

Arg

Herkunft

aaa

YSs

gaa ctg
Glu Teu

get
Ala

caa gct
Cln Ala

gca cca
Ala Pro
40

gaa
G.u

ctg ctg
Leu T.eu
55

gre
Val

Herkunfi

Lys Glu

Ala Gln Ala

Glu Ala Pro

40

Arg

Ser
25

s Ala

Met

caa
Gln

cgce
Arg
25

cgt
Arg

nCC
Ser

Leu G_

50

Asp
10

Thr

Ser

Ala Tyr

gca
Ale
10

awc
I e

aag
lys _

gal
Asp

ggc
Gly

tte
FPke

acs
Thr

“le

Lys

Gly

[E R R

canse
LEX K]

Gln Ala Tyr Val

eu Ser

30

Arg Arg Leu Glu

45
Gln Thr

L.eu Leu

60

gaa
G u

aaa
Tyvs

ctyg
Leu
15

ctg
Leu

aaqy
Lys

cag
Gln

caa
Gln

gca ta
Ala
45

¢ gt
- Val

ctyg
T.eu
60

Gln Teu

15

Glu Lys

Alz
30

2L

{eu Gln

G n Ala
a5

Tyr Val

Gly Asp

Arg

Lle

Gln

Leu

gca
Ala

tce
Ser

agc
Arg

Ala

Ser

Arg

48

94

144

180



Lys Asp
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
223>

<A400>
atg aaa
Met. iwvs
1

att
Ile

gca
Ala

aaa
Lys

aaa
Lys

tat
Tyr

att
Zle

ggt
Gly
65

gaa
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<£00>

Met Lys
1

ATa Tle

iys Lys

Iie
50

Gly Glu
65

<210>
<211>
<?212>
<213>

<220>
<271>

<222>
<223>

<400>

Gly Glu Trp

57

222

DNA
synthetische

CDs
(Ly..(2z22)

A- Foldon

57
cag
Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

-

gaa
Glu

aza
Lvs
20

cag
Gln

aada
Lys
35

ctyg
T.eu

gcc
Ala

cch
Pro

gaa
Glu

gca
Ala

gtc
Val

£gg

ctg
Trp _

-eu

68

74

PRT
synthetische

68

Gin Leu Glu

Glu Gln

Ala

Glu Ala

Trp Val Leu

&9

198

DNA
synthetische

CDS
(1)y..(198)
B- Foldon
69

Val Leu Leu
55

Herkunft

aad
Lys

gag ctg
Glu _eu

ctg
Leu

gca cag
Ala Gln

caqg
Gln

ctyg aaa
Leu “.ys
40

cca
Pro

cgt gat
Arqg Asp
55

tcc act
Ser Thr

cty
Leu
70

Herkunf.

Tys Glu Leu

Leu A~ a Gln

Leu Lys

Pro Arg Asp

52

Leu Ser Thr

70

Herkunf:

Ser

aaa
Lys

ctg
Leu
25

aaa
nys

ggc
Gly

jh ool
Phe

Phe

51

"o

Thr Phe Leu

cag
Gln
1C

caa

Gln

aad
Lys

caa
Gln

ctyg
Leu

Lys

Gln

~eu

tta
Leu

tgg
Trp

ctt
Leu

gca
Ala

Leu

Trp

Leu

Mz

60

gaa
Glu

aaa
Lys

cag
Gln

tac
Tyr
60

Glu

Lys

Gln

aaa
Lys

gca
Ala

gec
45

gtt
Val

Lys

Ala

Ala
15

Val

gaa
Glu

cag
Gln
30

tco
Ser

cgt
Arg

Glu
Gin
30

Ser

Arg

ctg
Leu
15

gca
Ala

ggc
Gly

aaa
Lys

Leu
15

Ala

Gly

Lys !

caa
Gln

cgt
Arg

ggt
Gly

gac
Asp

Gln

48

26

144

192

222



atg
Metl

gat
Asp

ctyg
L.eu

gaa
Glu

acc
Thr

ctg
Leu

caa
Gln

ggc
Gly

toe
Phe
65

ctyg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Asp
1

Leu Glu

Thr T.eu

Gly Gln

30

Phe
65

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>»

<400>
alLg aaa
Met Lys

ctyg
Leu

ggc¢

ottt
Gly °

oeu

acyg
Thr

gca
Ala

att
Ile

gaa cag
Glu Gln
5

cag
Gln

gaa gLL
GZu Vval
20

ctg
Leu
35

gca aaa
Ala Lys

Lac gttt

gca
E Tyr Val

A-a

70

56

PRT
synthetische
70
Ile Glu Gln

5

Gln Glu Val

20

Teu Ala

35

Lys

Ala Tyr Val

71

432

DNA
synthetische

CDS
(1)..(432)
Al-CutAl

71
caqg
G.n

ctyg
Teu

caa
Gln

~99
Tre
20

gaxn
Asp
35

gaa aaa
Glu Lvs

cca

Pro Asp

gaa
Glu

ctg gaa
Leu Glu

aat
Asn

caa gaa
Gln Glu

tce
Ser

ggc ggt
Gly Gly
40

cgt
Arg

aaa gaco
Lys Asp
55

Herkunft

Glu Zeu Glu

Gln Glu

Ser Gly Gly

40

Arg Lys Asp

55

Herkunft

aaa
Lys

gaa
Glu

gct
Ala

caa
Gln

aat
Asn
Lg

tog
Ser

agr

Ser

aca
Thr

gcg
Ala

gce
Ala

cgce
Arg

cgo
Arg
25

tac

Tyr

ggrc
Gly

caa
Gln

cac
Arg

acc
Thr

cag
Gln

52

gca
Ala
10

agc
Ser

att
Ile

gaa
Glu

Ala
10

Ser

Ile

Glu

gca
Als
10

aag
Lys

gat.
Asp

aaa
Lys

cgt
Arqg

cct
Pro

tgg
Trp

Lys

Arg

Pro

Trp

atec
Ile

aaa
Lys

tct
Ser

tta
Leu

gca
Ala

atg
Met

gaa
G_u

gtc
val

Ala

Metb

Glu

val
60

gaa
Glu

aag

gtc
Val

gec
Ala

agc
Ser

gca
Ala

gca
Ala
45

ctg
Leu

aaa
Lyvs

ctg
Leu

gtg
Val
45

gcc
Ala

att
I_e

tat
Tyr
30

cca
Pro

ctg
Leu

Tyr
30

Pro

Leu

caqg
Gln

gca
Ala
30

gtg
Val

aaa
Lys

cgt
Arg
15

clg
Leu

cgt
Arg

tcc
Ser

Arqg
15
feu

Arg

sSer

cgt
Arg

caa
Gln

gat
Asp

ackt
Thr

Arg

Gln

Asp

Thr

ctyg
Leu

48

96

144

192

198

48

96



50
gcg gasa
Ala Glu
65
ctc tat

_eun Tyr

actt tta
Zle Leu

azg Ltct
lys Ser

aca cac
Tkr His
120
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Mez Lys

Gln Leu

Gly Leu

Thr Ala

50

Ala Glu
65

Leu Tyr

lle Leu

te
<
w
93]
)]
=

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<227>
<223>

<400>

adda
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys

cat
His
115

gga
Gly

72
144
FRT

ctg
Leu

tgg
Trp

act
Thr
100

cat

His

gac
Asp

gcg
Ala

gaa
Glu
85

acc

Thr

cca
Pra

aca
Thr

synthetische

72

Gin

Gln

Asp
35

FPro

Lys
His
115
Gly
73

L&
DNA

Leu

Trp

Glu

Asp

Leu

Trp

Thr

100

His

Asp

Ala

Glu

85

Thr

Thr

synlLhe_ische

CDhS
(1)..(474)
A CulAl

73

1
n

gee tgoe gcg
Ala Cys Ala
70

ggt aag c
Gly Lys Zeu

rt
Q0

gta tct cac
Val Ser His

tat caa acc
Tvr Gln Thr
120

gat tac ctc
Asp Tvr Leu
135

ferkunft

Lys Glu Leu
Ala Gln Ala
Ser Ser Asn
40

Ala Thr Ala
Ala Cys Ala
70

Gly ~ys Leu

Val Ser His

Tyr Gln Thr
120

Asp Tyr Leu

Eerkunf -

acc
Thr

cag
Gln
105

cecg
Pro

“ca
Ser

ATrg

25

Thr

Gln

Thr

Glu

Gln

105

Pro

23

—eu

caa
Gin

cag
Gln

gaa
Glu

tgg
Trp

Ala
10

AZa

Asp

G_.n
90
Gln

Glu

Trp

Jgaa
Glu

gca
Ala

(&)

-0

cte
Leu

Ile

Lys

Ser

Giu

Ala

tac
Tyr

cLyg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn
140

Glu

Lys

Ala
60

Pro
Tyr
_eu

neu

Asn
140

LA R

LR X

ggc
Gly

gaa
Glu

ctyg
Leu

gtt
Val
125

gca
Ala

Leu
Val_
45

Ala

GClu
Leu
Val

125

Ala

gcL
Ala

gtg
Val

gaa
Glu
110

tta

Leu

tct
Ser

Gln

Ala

30

Val

Lys

Ala

Val

Glu

110

I.eu

Ser

acc
Thr

cag
Gln
95

Tgc
Cys

ccu
Pro

ta
Leu

Leu

Cvys

Pro

neu

cct
Ser
80

atg
Met

ctyg
Leu

gLt
Va‘i

cgc
Arg

eu

ser

30

Met

~eu

Val

Arg

240

288

336

432



atg aaa
Met LysS

gca att
Ala Tle

aaa aaa
Lys Lys

gat gaa

Asp Glu
50C

cca gat

Pro Asp

65

aaa ctg

Lys Leu

Tec tag
Tyr Trp

aaa act
Lys Thr

cat cat
His His

130
gge gac
Gly Asp

<2i0>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Lys
1

Ala T_.e

2¥s Lys

Asp Glu
50

Pro Asp
65

Lys Leu

Tyr TrE

cag ctg gaa
Gln Leu Glu

gaa aaa cag

Glu Lys Gln
20

aaa ctg gcc

Lys Leu Ala

aaa agt tcg
Lys Ser Ser

gaa gcg aca
Glu Ala Thr

gcg gcc tgc
Ala Ala Cys

gaa ggt aag
Glu Gly Lys
100

acc gta tct
Thr Val Ser

Pro Tyr Gln

aca gat tac
Thr Asp Tyr

74

158

PRT
synthetsche
74

Gln Leu Glu
Glu Lys Gln

2¢

Lys Leu Ala
35

Lys Ser Ser
Glu Ala Thr

Ala Ala Cys
83

Glu Gly Lys
100

aaa gag ctg a

Lys Glu T.eu

ctg gca cag
Leu Ala Gln

cag c.g aaa
Gln Leu Lys
40
aat acc gcg
Asn Thr Ala

gcc cag gatv
Ala Gln Asp

gcg acc ttg
Ala Thr Leu

ctg gag caa
feu Giu Gln

cac cag cag

His Gln Gln

120

acc ccg gaa

Thr Pro Glu
135

ctc teca tgg

l.eu Ser Trp
150

Herkunft

Lys Glu Leu
Leu Ala Gln
Gln Leu Lys

0
Asn Thr Ala

55

Ala Gln Asp
70

Ala Thr Leu

Leu GIu Gln

ctqg
Leu
25

aaa
LYS

Cct
Ser

cLa
_eu

atc
Ile

gaa
Glu
105

gca

Ala

ctt
Leu

cte
Leu

Lys
Leu
25

Lys
Ser
Leu

Ile

Glu
105

54

cag
Gln
10

caa
Gln

aaa
Lys

gtc
Val

gcc
Ala

ccc
Pro
90

Tac
Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn

Gln
10

Gln

val
Ala
Pro
90

Tyr

tta
Leu

tgg
Trp

ctt
Leu

gaa
Gilu

ctg
eu

gt
val

gca
Ala
155

Leu
Irp
Leu

val

[EN N

gaa
Glu

aaa
Lys

cag
GIn

gtg
Val
60

aada

Lys

gct
Ala

gtg
val

gaa
Glu

“La

Leu
14¢C
Tch
Ser

Glu

Gln

Val
60

Val

- LR N

LR R

aaa
Lys

gca
Ala

gcc
Ala
45

cta
Leu

tgc
Cys
125
ccb
Pro

tta
Leu

Lys

Ala

o
[l
u

Leu

val

Thr

Gln

gaa
Glu

cag
Gln

tcc
Ser

tgt
Cys

clg
Leu

ct
Ser

atg
Met
110

ctyg
Leu

cgc
Arg

Glu

Gln 4

30

Cvs

Leu

Ser

Mel
110

ctyg
Leu
15

gca
Ala

o
Gly

acg
Thr

gcg
Ala

ctc
Leu
95

att
_le

aag
Lys

aca
Thr

G_y
Thr
Ala
Leu

95

Ile

caa
Gln

cgt
Arg

ctt
Leu

gca
Ala

gaa
Glu
30

tat
Tyr

tta
Leu

tct
Ser

cac
His

GIn

Ala
Glu
80

Tyr

Leu

48

96

144

192

240

288

384

432



Lys Thr

His His
130

Gly Asp
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg gat
Met Asp
1

ctg gaa
Leu Glu

acc ctg
Thr Leu

tcw gte
Ser Vval
50

tta gcc
Leu Alz
65

atc ccc
Ile Pro

gaa tac
Glu Tyr

gca ctg
Nla Leu

ctt cug
Leu Leu
130

clLc aac
Leu Asn
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<40C>

Thr vVal Ser

115

Pro Iyr Gln

Thr Asp Iyr

75
450
DNA

synthetische

CDS

(1)..(450}
B-CutAl

75
att
Ile

cag
Gln

ctyg
Leu
25

gtyg
Val

gcc
Ala

qagc
Gly

gaa
Glu

cTg
Leu
115

gLt
Val

gca
AZa

76
150
PRT

gaa
Glu

aaa
Lys

gct
Ala

gtg
val
100

gaa
Glu

tta
Leu

TCT
Ser

cag
Gln

gtt
Va_

ada
Lys

c.a
leu

acc
Thr
85

cag
Gln

tgc
Cys

cct
Pro

~ta
eu

synthetische

76

His G.ln

Thr Proc
135

Leu Ser
150

Herkunftt

gaa ctg
Glu Leu

aat caa
Asn Gln

Lece gge
Ser Gly

gl acg
Cys Thr
550

ctg gcg
_en Ala
70

teh ctc
Ser Leu

abtg atL
Met [le

cgc
Arg
150

Herzunfl

Gln
120

Glu

Trp

gaa
Glu

gaa
Glu

ctt
Leu
40

gca
Ala

gaa
Glu

tat
Tyr

oo
—d

T.eu

tct
Ser
120

cac
His

55

Ala Leu Leu

Leu Leu Val

Leu

cgc
Arg

cgt
Arg

gat
ASp

cca
Pro

aaa
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys
105

cat

His

gga
Gly

Asn

gca
Ala
10

agc
Ser

gaa
Glu

gatl
Asp

ctg
Leu

tag
Trp
90

act
Thr

cat
His

Ala
155

aas
Lys

cgT
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu

gcg g

ase
seay

Glu Cys
125

~eu Pro
140

Ser Leu

gca agc
A_a Ser

atg gca
Met Ala

agt tcg
Ser Ser
45

gcg aca
AZa Thr
6C

cc tgc

Ala Ala

75

gaa
Glu

acc
Thr

cca
Pro

ggt aag
Gly Lys

gta tct
Val Ser

tat caa
Tyr Gln
125

a gal Lac

Asp I'yr
140

Leun

Val

Arg

att
Tle

tat
Tyr
30

aat
Asn

gce
Ala

Jgcg
Ala

ctyg
Leu

cac
His
11C
acc

Thr

cLc
Leu

1.ys

Thr

cgt
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

cag
Gln

acc
Tht

gag
Glu
95

caqg
Gln

ccg
Prc

tca
Ser

Ser

His

cgt
Arg

caa
Gln

gcg
Ala

Asp

ttyg
T.eu
a0

caa
Gln

cag
1ln

gaa
Glu

tgg
Irp

tsone

48

96

144

182

240

288

336

384



Met Asp
Leu Glu
Thr Leu
Ser Val
Leu Ala

65

Ile Pro
Glu Tyr
Ala Leu

l.eu Leu
130

_eu Asn
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<271>
222>
<223>

<400>
atg ctt
Mel Leu
1

acy gca

Thr Ala

gcg dJdaa
Ala G_Lu

clc tat
Leu Tyr
50

att tta
I_e _eu

aca Ccac

Ile Glu Gin

=

Gln Glu Vval
20

Leu Ala Lys
35

Val Val Leu
Ala Lys Val
Gly Als Thr
Glu val Gln

100

Leu Glu Cys
115

Val Leu Pro

Ala Ser Leu

77
435

DNA
synthetische

CDS
(1)..(435)
CutAl-Al
77

gat gaa aaa
Asp Glu Lys

cca gat gaa
Pro Asp Glu
20

aaa <tg gcg
Lys Teu Ala
35

tac tgg gaa
Tyr Trp Glu

aaa act acc
Lys Thkr Thr

caL cet ccea
FEis His Pro
85

gga gac aca

Glu Leu Glu

Asn Gln Glu

Ser Gly Leu
40

Cys Thr Ala

Leu Ala Glu

70

Ser l.eu Tyr

Met Ile Leu

weu Lys Ser
120

Val Thr His
135

Arg
150

Herxunft

agt tcg aat
Ser Ser Asn

gqcg aca gcc
Ala Thr Ala

gcc Tga gog
Ala Cys Ala

40
ggt aag ctg
Gly T.ws Leu

55

gta tcT cac
Val Ser His

tat caa acc
Tyr

gat tac ctc

Gln Thr F

Arqg

Arg

Asp

Pro

Lys

Tyr

Lys

105

His

acc
Thr

cag
G1ln

acc
Thr

gaqg
Glu

56

Ala
10

Ser
Glu
ASP
Leu
Trp
90

Thr
His

Asp

gcg
Ala
10

gat
Asp

caa
Gln

caqg
Gln

gaa

Glu

tgg

Ala

Glu

Thr

Pro

Thr

[ N
(]

tta
Leu

atc
I.e

gaa
Giu

gca
Ala
75

ctz
Leu

cte

rees
sasyp

Ser

Ala

Ala

Gly

Val

Tyr

Asp
1490

gtc
Val

cco
Pro

tac
Tvr

ctg
Seu

oty
Leu

aac

LR R X

Ser

Ala

Thr

Cys

Ser

Gln
125

Tyr

ctg
Zeu

gtt
val

gca

lle

Tyr

30

Asn

Ala

Ala

Leu

Eis

110

Thr

Leu

gtg
Val

aaa
Lys
30

gct
Ala

gig
Val

gaa
Glu

tta
Leu

ct

Arg
15

T.eu
Thr

Gln

Thr

Pro

Ser

cta
Leu
15

gty
Val

acc
Thr

cay
5ln

tgc
Cys

Arg

Gln

Ala

Asp

Leu

Gin

Gln

Glu

Trp

tgt
Cys

cty
Leu

tet
Ser

akLg
Met

ctg
Leu

gtz
Val

cgc

48

96

240

288

336



Thr His

tce ggce
Ser Gly

ctg gca
Leu Ala
130

cag
Gln

145

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Leu
1

Thr Ala
Ala Glu
lL.eu Tyr
Ile Leu

65

Lys Ser
Thr His
Ser Gly

Leu Ala
130

n
145

<210>
<211>
<Z12>
<Z13>

<Z220>
<221>
L222>
<Z223>

<400>

Gly

atg
Met
115

caa
Gln

78
145
PRT

AsSp
100

aad

IJYS

ctg
Leu

Thr

cag
Gin

caa
Gln

synthetische

78

Asp

His

Gly

Met
115

Gln

79
277
DNA

Glu

Asp

20

l.eu

Trp

Thr

Leu

Ala

Glu

Thr

Pro

Thr

Gln

Gln

Asp Tyvr Teu

Ctyg gaa aaa
Leu Glu Lys
120

tgg aag gct
Trp Lys Ala
135

Herkunft

Ser Ser Asn

Ala Thr Ala

Ala Cys Ala
40

Gly Lys lLeu

Val Ser His
70

Tyr Gin Thr
Asp Tyr Leu
Leu G_u Lys

120

Trp Lys Ala

synthetische Herkunft

cDS
(1) .. (£77)
CutAl-2
79

gaa
Glu

caa
Gin

Thr

Gln

25

Thr

Glu

Gln

Pro

Ser

105

Glu

Gln

57

Trp Leu

ctg caa
Leu Gln

gct cgc
Ala Arg

Ala Ser
10

Asp Leu
Leu Ile
G_n Glu
GIn Ala
75

Giu Leu
90

Trp Leu

T.eu GIn

Ala Arg

Asn

gca
Ala

aag
Lys
140

val

Ala

Pra

Tyr

60

Leu

Leu

Asn

Ala

Lys
14C

Ala

atc
Ile
125

aaa
1.ys

val

Ala

Gly

Glu

Leu

Val

Ala

lle
125

Lys

Ser
110

gaa
Glu

aayg
Lys

vVal

Lys

Ala

Leu
Ser
110

Glu
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cag
Gln

gca
Ala

Cys

Leu

Ser

Met

T.eu

80

Val

Arg

Gln

Ala

atg ctt gat gaa aaa agt Tcg aat acc gcg tcect gte gtg gtg cta gt
Met Leu Asp Glu Lys Ser Ser Asn Thr Ala Ser Val vVal val Leu Cys

1

5

10

15

384

432



acy
Thr

gcg
Ala

cte
Leu

att
Ile
65

aag
Lys
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Thr
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Ser

gca
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gaa
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tat
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Leu
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cgt
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Thr
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tac
Tyr
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cat
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Gly
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cLg
Leu
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Thr
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His

gac
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Glu

gcg
Ala
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Glu
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Thr

CCa
Pro
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cag
Gln
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Glu
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Leu

Trp
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Lys

Lys

Glu
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Thr
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Gln
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ggt
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gta
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70

tat
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ctg
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aca gcc
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Lge gcg
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40

aag ctg
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55

Lect cac
Ser His
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Lac ctc
Tyr Leu

gaa aaa
Glu Lys
120

cag ctg
Gln Leu
135

gcc cag
Ala Gln
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Gly

val
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Tyr

Ser Asn
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40
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55
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Gln
25
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Thr
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cCcg
Pro
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Ser
105
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Glu
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Thr
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Trp
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tta
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Glu
Ala
7 -

Leu
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caa
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Trp
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Ala
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Glu
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cag
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cag
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Leu Gln
130

Ala Arg
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<40C >
atg ctt
Met Leu
1

acg
Thr

gca
Ala

gcg
Ala

gaa
Glu

tat
Tyr
50

ctc
Leu

tta

att
B Leu

Tle
65
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Ser
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Lys
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Thr

cac
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Gly
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Arg

ctyg
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Thr

caa
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Met Leu
1

Ala Ile Glu
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81
gat
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gaa aaa
Glu Lys
5

cca
Pro

gat gaa
Asp Glu
20

cLg gcg
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tgg gaa
Trp Glu

act acc
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cat cca
His Pro
85

cat
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gga
Gly

gac ace
Asp Thr
100

gat
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115

atlL gaa
Ile Glu
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Glu

cag gaa
Gin Glu

ctg gca
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B2

150

PRT
synthetische
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Asp Glu Lys
5
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Lys GIn Leu Ala Gln

135

Leu Ala Gln Leu Lys
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gcg
Ala
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Val Ser
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cag
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S0
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Trp
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30

ggc gct
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45
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Glu Val

ctg gaa
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gca tct
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110

gca agc
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125

atg gca
Met Ala
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Ala
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cag
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cgt
Arg

ctyg
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Thr Ala

Ala Glu

Leu Tyr

50

Ile Leu

Thr His
Gly

Ser

Leu

130

ATg

Gln
145

Thr

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<221>
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Met Leu
1

acg
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gca
Ala
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ctc
Leu
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att
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cac
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Glu Gln Glu
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Trp
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cat
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gga
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gac
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84

Thr ?
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Ala Ala
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35

Val
70

His
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Glu Leu
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val Asn Gln
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aac
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Thr
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gta
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caa
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~eu
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Asp
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Thr

Glu
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Glu
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caqg
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Pro
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Trp
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Glu
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Pro
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Met
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gtt
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aaa
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gotT
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Cys
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<211>
<212>
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1
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Trp
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[
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Tyr Gln Thr Pro Glu
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Leu
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Patentanwélte
Dipl.-Ing. Helmut Hilbscher
Dipl.-Ing. Karl Winfried Hellmich
Spittelwiese 7, A 4020 Linz

(38588) HEL
Patentanspriche:

1. Polypeptidmaterial mit flexiblen Poreneigenschaften, das durch das zwei- oder
dreidimensionale Zusammenfigen von Fusionsproteinen aus mindestens zwei Pro-
teindomanen entsteht, wobei mindestens eine Doméane eine Doppelwendel bildet und
mindestens eine die Protein-Oligomerisationsdomane mit mindestens der Oligomeri-

sationsstufe 3.

2. Das Polypeptidmaterial gem&B Anspruch 1 mit der Eigenschaft, dass die Oli-
gomerisationsstufe der Oligomerisationsdomane zwischen 3 und 12 liegt, meistens

zwischen 3 und 6.

3. Das Polypeptidmaterial gemaB einem der Anspriiche 1 bis 2, bei dem die Po-
renform und -GréBe durch die Verbindungsart der Proteindoménen des Fusionspro-
teins geman der Erfindung und die PorengréBe durch die Lange des Doppelwendel-

bildenden Segments bestimmt sind.

4. Das Polypeptidmaterial geméaB einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem die Lan-
ge des Doppelwendel-bildenden Segments zwischen 2 und mehr als 100 Heptaden

(14 bis 700 Aminosaure-Reste) umfasst.

5. Polypeptidmaterial geman einem der Anspriiche 1 bis 4, dessen technologi-
sche Eigenschaften unter anderem durch die Einfuhr positiv geladener, negativ gela-
dener, hydrophober, hydrophiler, zysteinischer, histidinischer und sonstiger Aminosau-
re-Reste, die spezifische Interaktionen mit den an der Oberflache ausgesetzien Seg-
menten ermdglichen, definiert sind, wahrend die Fahigkeit zur Bildung der Doppel-
wendel erhalten wird und die Aminosaure-Reste, die die technologischen Poreneigen-
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schaften bestimmen, werden meistens an die Positionen b, ¢ und f des Doppelwendel-

bildenden Segments eingefihri.

6. Polypeptidmaterial gemaB einem der Anspriche 1 bis 5, bei dem die chemi-
schen Poreneigenschaften auch durch die Eigenschaften der Proteindomanen des
genannten Fusionsproteins bestimmt sind, wie unter anderem auch die Nettoladung,
an der Oberflache ausgesetzten hydrophoben Aminosaure-Reste und die GroBe der

Proteindoménen.

7. Das aus dem Polypeptidmaterial gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6 beste-
hende Fusionsprotein, das aus mindestens zwei Proteindomanen besteht, wobei min-
destens eine Domane eine Doppelwendel bildet und mindestens eine die Protein-
Oligomerisationsdomaéne ist und die Domanen untereinander durch den flexiblen Lin-
ker aus 1 bis 20 Aminosaure-Resten verbunden werden, vorzugsweise 1 bis 6, das
Fusionsprotein kann jedoch auch sie Signalsequenz zur Lenkung des Proteinaus-
schusses und der Polypeptid-Kennzeichnung enthalten.

8. Polypeptidmaterial geman einem der Anspriche 1 bis 7, bei dem das Doppel-
wendel-bildende Segment auf der Sequenz SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 oder SEQ ID
Nr. 6 oder den geplanten Peptiden mit funktional &hnlichen Eigenschaften basiert.

9. Polypeptidmaterial gemal einem der Anspriche 1 bis 8, bei dem die Protein-
Oligomerisationsdoméne vorzugsweise unter den Sequenzen SEQ ID Nr. 8, SEQ ID
Nr. 10, SEQ ID Nr. 12, SEQ ID Nr. 14, SEQ ID Nr. 84 und den Sequenzen mit einer
mehr als 50-%-Homologie mit diesen Sequenzen, die die Fahigkeit zur Bildung von
Oligomeren des gleichen Typs erhalten, gewéahlt wird.

10.  Polypeptidmaterial geman einem der Ansprliche 1 bis 9, das durch die Zu-
sammenfligung der Fusionsproteine zubereitet wurde, die unter den Sequenzen SEQ
ID Nr. 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74,
76, 78, 80, 82 gewahlt wurden.



.e a8 oseee . [N ]
a L
. -

-
L] L]
X ] *
L] XN )
*»
-

11.  Polypeptidmaterial gemanB einem der Anspriiche 1 bis 10, zubereitet durch die
Vermischung von zwei Fusionsproteinen gemaB einem der Patentanspriche 1 bis 10,
wobei das Segment aus dem ersten Fusionsprotein zusammen mit dem Segment aus
dem zweiten Fusionsprotein die parallele Doppelwendel bildet. Die Oligomerisations-
domaéane des einen Fusionsproteins befindet sich am N-Terminus und im anderen am
C-Terminus, die Oligomerisationsdomanen der beiden Proteine haben jedoch die glei-

che Oligomerisationsstufe.

12.  Das Polypeptidmaterial gemaB Anspruch 11 mit der Eigenschaft, dass die
Doppelwendel-bildenden Segmente unter natirlichen oder den geplanten Parallel-
Doppelwendeln oder unter den folgenden Paaren ausgewahlt werden SEQ ID Nr.: 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32.

13.  Polypeptidmaterial gemaB einem der Anspriche 11 bis 12 mit der Eigenschaft,
dass die Protein-Oligomerisationsdomanen unter den Tetramer-Proteinen gewéhlt
werden, vorzugsweise unter den Sequenzen SEQ ID Nr: 10 und SEQ ID Nr.: 12 oder
unter den trimeren Proteinen, vorzugsweise unter SEQ ID Nr: 8 und SEQ ID Nr. 84.

14.  Fusionsprotein mit der DNA-Information gemé&nB einem der Ansprliche 1 bis 13,
bei dem die DNA operativ mit Regulierungselementen, dem Promotor und dem Ter-
minator, die die AuBerung der Fusionsproteine in der Zelle des Wirten regulieren, ver-

bunden ist.

15. Die Verwendung des Polypeptidmaterials gemaB einem der Anspriiche 1 bis 13
zur Trennung und Konzentration von Molekilen, Molekil-Komplexen, Viren oder Na-

noteilchen gemas ihrer Eigenschaften.

16. Die Verwendung von Polypeptidmaterial gemaf einem der Anspriiche 1 bis 13

fir die chemische Katalyse.

Linz, am 12. April 2012 Kemijski%ut durch:
hi M/\_,
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Filtration der Bakteriophage M13 durch das Polypeptidmaterial aus Dimteter-Al
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