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(54) Title: METHOD FOR THE SELECTIVE DETERMINATION OF BLOCKING AUTO-ANTIBODIES TO THE TSH RECEP-
TOR

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR SELEKTIVEN BESTIMMUNG VON BLOCKIERENDEN AUTOANTIKORPERN GE-
GEN DEN TSH-REZEPTOR

== (57) Abstract: The invention relates o a method for determining auto-antibodies (TRAb) to the TSH receptor (TSH-R), formed in

== a biological sample obtained from a patient. According o said method, the sample or at least one antibody fraction of the sample

~ is reacted in a known manner in a reaction mixture in the presence of a first immunoreagent in the form of a selective competitor,

with a second immunoreagent in the form of a TSH-R preparation. The selective competitor and/or the TSH-R preparation isfare,

or can be labelled. The presence and/or quantity of the TRAb sought in the sample is determined by means of the bond between

the TSH-R preparation and the selective competitor. According to the invention, the TSH receptor blocking auto-antibody (TBAb)

< is selectively determined in such a way, that the selective competitor is for the first ime chosen to bond at those binding sites of the
TSH-R preparation, for which said competitor competes with the TBAb that is to be determined, not however with the TSAb.

(57) Zussmmentassung: Verfahren zur Bestimmung von gegen den TSH-Rezepior (TSH-R) gebildeien Autoantikérpern (TRAD)
in einer von einem Patienten gewonnenen biologischen Probe, bei dem man in an sich bekannter Weise in einer Reaktionsmischung
- die Probe oder wenigstens eine Antikdrperfraktion der Probe in Gegenwart eines ersten Immunreagens in Form eines selekiiven

Kompetitors mit einem zweiten Immunreagens in Form eines TSH-R-Priiparats reagieren liBt, und wobei wenigstens einer von dem
selektiven Kompetitor oder dem TSH-R-Préparat markiert oder markierbar ist, und dag man anhand der Bindung zwischen dem
TSH-R-Préiparai und dem selekiiven K itor die heit und/oder Menge der gesuchten TRAb in der Probe fesistellt, wobei
man geméB der Erfindung selektiv den TSH-Rezeptor blockierende Antoantikorper (TBADb) dadurch bestimmt, daf der selektive
Kompetitor erstmals so ansgew#hlt werden konnte, daB er an solche Bindungsstellen des TSH-R-Préparats bindet, um die er mit den
zu bestimmenden TBAb, nicht jedoch mit TSAb konkurriert.

8723
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Verfahren zur selektiven Bestimmung von blockierenden Auto-

antikdérpern gegen den TSH-Rezeptor

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selekti-
ven Bestimmung eines ausgewahlten Subtypen von Autoantikodrpern
gegen den TSH-Rezeptor (TRAb), nadmlich sogenannten blockieren-
den TRAb (TBAD) .

Dexr Rezeptor fiir das Hormon TSH (thyroidstimulierendes Hormon,
Thyr (e) otropin), der TSH-Rezeptor (TSH-R), spielt eine Schliis-
selrolle fir die Funktion und das Wachstum von Schilddrisen-
zellen. Dieser Rezeptor ist ein Glied einer Unterfamilie der
G-Protein-gekoppelten Glykoproteinrezeptoren, die aufRerdem
insbesondere noch die Rezeptoren fir das luteinisierende Hor-
mon/Choriongonadotrophin (LH/CG-R) und das follikelstimulie-
rende Hormon (FSH-R) umfaRt. Die Rezeptoren dieser Unterfami-
lie weisen eine grofe N-terminale extrazellulé&re Domdne auf,
die fiir die Ligandenbindung von essentieller Bedeutung ist und
flir die gezeigt wurde, daR sie an der Signalibermittlung
beteiligt ist. Die Ubermittlung des TSH-R-Signals wird lber-
wiegend durch die aktivierung von Adenylatcyclase vermittelt,
was zu einer Erhoéhung des intrazelluldren cAMP-Niveaus fdhrt.

JP 2004-518945 A 2004.6.24
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Ein Teil des groRen Interesses an dem TSH-R ist auf seine
Rolle als primires Autoantigen bei verschiedenen Schilddriisen-
Autoimmunerkrankungen zuriickzufiihren, die vom Auftreten von
AuvtoantikOrpern gegen den TSH-R begleitet sind (TSH-R-Auto-Ab
bzw. nachfolgend stets nur kurz TRAb). Zu derartigen Schild-
driisen-Autoimmunerkrankungen gehéren insbesondere die Base-
dowsche Krankheit (Morbus Basedow; engl.: Graves’ disease),
eine zu Schilddriisentberfunktion fihrende Autoimmunerkrankung,
die zu den hdufigsten wmenschlichen Autoimmunerkrankungen fliber-
haupt gehort, sowie die Hashimoto Thyreociditis und das idiopa-
thische Myxddem, die mit einer Schilddrisenunterfunktion
verbunden gein kdénnen.

Der TSH-R kommt in der Oberfldche von Schilddriisenzellen nur
in sehr geringen Mengen (in der GrodRenordnung von 1.000 -
10.000 Rezeptoren pro Zelle) vor. Eine Aufklirung der chemi-
gchen Struktur des humanen TSH-Rezeptors (hTSH-R), d.h. der
Sequenz der fir ihn codierenden DNA sowie der daraus ableit-
baren Aminos&uresequenz des Rezeptors selbst, gelang Ende 1989
(vgl. Libert F. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 165:
1250-1255; Nagayama Y. et al., Bicchem. Biophys. Res. Commun.
165: 1184-1190; vgl. auch EP-A-0433509 bzw. WO-A-91/09121;
sowie WO-A~91/09137; WO-A-91/10735 und WO-A-91/03483; ferner
Yuji Nagayama & Basil Rapoport, in: Molecular Endocrinclogy,
Vol. 6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Literatur).
Seitdem wurden das hTSH-R-Polypeptid und ausgewdhlte Teilpep-
tide davon in einer Vielzahl von Systemen exprimiert, wobei
sich zeigte, daB ein funktionaler TSH-R nur in Siugetierzellen
hergestellt werden kann, und zwar sowohl transient als auch in
Form einer stabilen Zellinie, z.B. unter Verwendung von Adeno-
virus- und Vacciniavirus-Expressionssystemen.

Dag erfolgreiche molekulare Klonieren des hTSH-R hat es er-
mdglicht, neue Einsichten in die Wechselwirkung von TSH sowie
TRAb mit dem TSH-R zu gewinnen und diese Erkenntnisse auch bei
der Bestimmung von TRAb flir diagnostische Zwecke zu nutzen.

Ein Uberblick tiber den gegenwdrtigen Stand der Bestimmung von

JP 2004-518945 A 2004.6.24



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(18)

WO 02/08723 PCT/EP01/08252

3

TRAL im Licht der neueren wissenschaftlichen Erkenntnisse
findet sich im Artikel von Nils G. Morgenthaler: New assay
systems for thyrotropin receptor antibodies; in Curr Opin
Endocrinol 1989, 6:251-260. In der vorliegenden Anmeldungen
werden flir Analyten und Reagenzien die in dem genannten Arti-
kel definierten AbkUrzungen und Bezeichnungen verwendet. Auf
den Inhalt des genannten Artikels sowie die darin genannten
Literaturstellen wird zur Erg&nzung des Offenbarungsgehalts

der vorliegenden Anmeldung ausdricklich verwiesen.

Wie auch in dem genannten Artikel zusammenfassend ausgefiithrt
wird, ist der einzige gegenwdrtig filir den klinischen Alltag
verwendbare Assay zur Bestimmung von TRAb ein indirekt arbei-
tender kompetitiver Assay, bei dem die auf die Anwesenheit von
TRAb in einer Patientenprobe zurlickzufihrende Inhibierung der
Bindung von markiertem bTSH an einen solubilisierten porcinen
TSH-R aus Schweine-Schilddrifisen (traditioneller Assayaufbau)
cder, im Falle eines Assays der neuen "zweiten Generation", an
einen an eine Festphase, z.B. Coated Tubes, immobilisierten
rekombinanten humanen TSH-R (rhTSH-R) zur Messung genutzt
wird. Sich von den traditionellen Assays unterscheidende
neuartige Festphasen-Assays sind beschrieben in DE 196 51 093
oder WO 98/26294 bzw. DE 198 01 319 oder WO 99/3678 bzw. in
J.Clin.Endocincl. Metab., Vol.84, No.l, S$.90-97 (1999). Auf-
grund des angewandten MeBprinzips erfaft ein solcher Assay nur
mit bTSH kompetierende Autcantikdrper vom sogenannten TBII-
Typ, ohne zwischen einzelnen Subtypen (stimulierend, blok-

kierend) =zu unterscheiden.

Insbesondere in Patentanmeldungen, die Verfahrenmsvarianten von
Agsays zur Bestimmung von TRAb vom TBII-Typ betreffen, wird in
allgemeiner Foxrm auch davon gesprochen, daR man statt der
Inhibierung von TSH auch die Inhibierung von Antjikdérpern gegen
den TSH-R zur Messung nutzen kann, insbesondere auch zusitz-
lich zu einer Inhibierung von TSH, wie z.B. in DE 196 51 093.7
bzw. WO 98/26294 beschrieben wird. In allen derartigen Fallen
geht es jedoch stets um eine wdglichst vollstindige Erfassung
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aller relevanten pathogenen TRAb in einer Patientenprobe, um
auf diese Weise auf Antoimmunreaktiomnen zurickzufihrende
Schilddrtisenerkrankungen méglichst liickenlos zu erkennen, ohne
dafs patientenbedingte Unterschiede der Zusammensetzung der
individuell auftretenden TRAb-Populationen zu falsch negativen
Meflergebnisgen flihren, d.h. es geht um eine Erhdhung der
klinischen Relevanz von TRAb-Bestimmungen beil kompetitiven

Agsays.

Es ist inzwischen bekannt, daR die bei Autoimmunerkrankungen
auftretenden TRAb auch im Falle von Morbus Basedow Patienten
nicht nur stimulierende Autocantikérper (TSAb), die zu einer
Hyperthyreose fiuhren, umfassen, sondern daR daneben mdglicher-
weise auch noch blockierende Autoantikérper (TBAb) vorkommen.
Die bekannten kompetitiven Assays kénnen nicht zwischen TSAb
und TBAb unterscheiden, sondern erfassen diese unterschiedslos
als TBII.

Will man zwischen TSAb und TBAL unterscheiden, was im Sinne
einer Feindiagnostik des Autoimmungeschehens z.B. bei Morbus
Basedow von groflem wissenschaftlichem und letztlich auch
klinischem Interesse sein kann, wuR man auf Bioassays zurlck-
greifen, auf die z.B. auch in dem o.g. Artikel von N. Morgen-
thaler in: Curr.Opin.Endocrinol. 1999, 6:251-260 ndher einge-
gangen wird. Bei solchen Bioassays wird ermittelt, ob die
CAMP-~Produktion von Zellen, die in ihrer Membran einen nattr-
lichen oder rekombinanten TSH-R enthalten, durch die Anwesen-~
heit von bestimmten Seren bzw. Autoantikérpern erhdht wizrd .
bzw. ob die durch eine gegebene TSH-Konzentration in der Zelle
ausgeldste cAMP-Produktion Qurch die Seren oder Autocantikdrper

geschwacht wird.

Da Bicassays fir alltdgliche Untersuchungen von Patienten-
proben in Klinik und Labor zu aufwendig sind, wére es aller-
dings winschenswert, auch Assays zur Verfiigung zu haben, die
eine Unterscheidung von pathogenen stimulierenden und blockie-

renden TRAb auf einfachere Weise ermdglichen. Ein Vorschlag
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fir einen derartigen Assay, der Immunprizipitation bzw. darauf
beruhende Differenzmessungen nutzt, £indet sich in den unver-
Sffentlichten Anmeldungen DE 199 49 184.4 bzw. DE 100 07
782.7.

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein differential-
diagnostisches Verfahren zur selektiven Bestimmung von be-
stimmten TRAb, und zwar von TBAb, zu schaffen, bei dem im
wesentlichen die eingeflhrten Arbeitsweisen zur TBII-Bestim-
mung zur Anwendung kommen kénnen und das sich daher auch £ir

die klinische Praxis eignet.

Diese Aufgabe wird in allgemeiner Form durch ein Verfahren
gemdfd Anspruch 1 geldst.

Vorteilhafte, gegenwdrtig bevorzugte Ausgestaltungen des
Verfahrens gemif Anspruch 1 finden sich in den Unteranspriichen
2 bis 12 sowie der nachfolgenden Beschreibung unter Beriick-
sichtigung der Ausfihrungsbeispiele.

Im veorausgehenden und nachfolgenden Text dieser Anmeldung
werden die verwendeten Reagenzien bzw. Analyten/Biomolekiile in
der Regel durch verschiedene Abkiirzungen gekennzeichnet, die
stets in den folgenden Bedeutungen zu verstehen sind, es sei
denn, es ergibt sich flir den Fachmann aus dem konkreten Zu-
sammenhang etwas anderes. Die Verwendung der speziellen An-
gaben erfolgt dabel aus Griinden der exakten Beschreibung der
durchgefiihrten Versuche und Messungen, bedeutet jedoch nicht,
daf® die beschriebenen Ergebnisse und SchluBfolgerungen nur fir
den beschriebenen Spezialfall gelten und nicht unter Heranzie-
hung des relevanten Fachwissens verallgemeinert werden kdénnen.

TSH = Thyroidstimulierendes Hormon (Thyreotropin).
Wird die Abkiirzung TSH ohne weitere Zusitze
verwendet, handelt es sich nicht um ein bestim-
nmtes Produkt, sondern die Bindung bzw. Funktion

des Hormons wird in allgemeiner Form disku-
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tiert.

1257 pTSH = Radioiodiertes, als Kompetitor eingesetztes
bTSH (bovines TSH). Im Zusammenhang mit der
Beschreibung von Assays der Firma B.R.A.H.M.S
Diagnostica GmbH steht *?5I-bTSH insbesondere
fir ein Produkt, wie es gem&f DE 42 37 430 C1
bzw. EP 0 668 775 Bl erhalten wird und Be-
standteil des TRAK-Assay® bzw. des DYNOtest®
TRAK human der Fa. B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH
ist.

TSE-R = Der TSH-Rezeptor, ein in der Schilddrlisenmem-
bran verankerter Glykoproteinrezeptor. Wird die
Abklirzung TSH-R ohne weiltere Zusidtze verwendet,
ist keine Beschrankung auf irgendein bestimmtes
Produkt beabsichtigt:. Es kann sich somit auch
um einen aus natlrlichem Material gewonnenen,
z.B. porcinen TSH-R handeln. Bel einem in einem
erfindungsgemiflen Assay verwendeten TSH-R han-
delt es sich jedoch vorzugsweise um ein gen-~
technisch erzeugtes (rekombinantes) funktiona-
les Rezeptor-Polypeptid, das die Aminosdurese-
quenz und ggf. Glykosylierung irgendeines na-
tlirlich vorkommenden TSH-R, besonders bevorzugt
eines humanen TSH-R (hTSH-R), wenigstens in
einem solchen Ausmafe aufweist, daf es als
"funktionaler TSH-Rezeptor" bezeichnet werden
kann. Die Charakterisierung "funktional" bedeu-
tet, dal es sich beziiglich der Bindung von TRAb
in signifikantem Ausma® wie der natilirlich vor-
kommende, insbesondere humane, TSH-R verhdlt.
Die Abkiirzung TSH-R kann dabei fir das rekom-
binante vollstindige, mehr oder weniger stark
glykosylierte Polypeptid, eine Teilsequenz ei-
ner ausreichenden Li&nge oder ein gentechnolo-
gisch erzeugtes Fusionsprodukt davon stehen.
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Ohne weitere Erliuterungen liegt ein einfach
als TSH-R bezeichnetes Produkt als Mem-
branpraparation vor, aus der das Produkt ggf.
durch geeignete Solubilisierung der Membranen
der zur Expression des rekombinanten Polypep-
tids verwendeten Zellen unter Verwendung von
Detergenzien auch als aufgereinigter Extrakt
erhalten worden sein kann.

TRAb In biologischen Proben, insbesondere humanem

i

Serum oder Plasma, nachweisbare Autoantikdérper
gegen den TSH-Rezeptor (TSH-R-Auto-Ab) beliebi-
ger Spezifitat.

TSAb = Die Schilddriise stimulierende TRAb. Ihr Nach-
weis ist insbesondere fir die Diagnose des Mor-
bus Basedow (englisch: Graves’ disease) von Be-

deutung.

TBAbL = Die Wirkung von TSH (sowie ggf. auch von TSAb)
auf die Schilddriise blockierende TRAb, deren
Nachwels zu einer Hypothyreose in Beziehung
gesetzt werden kann.

TBII = In kompetitiven Assays, die auf einer Konkur-
renz von markiertem TSH mit TRADL um die Bin-
dungsstellen einer TSH-R-Priparation beruhen,
erfaffbare TRAb. Sie k&nnen TSAb und/oder TEAb
und/oder neutrale TRAL sein. Kommerzielle As-
says zur Bestimmung von TRAb vom TBII-Typ sind
die Assays TRBK-Assay® und DYNOtest® TRAK human
(Radiorezeptorassays) bzw. LUMItest® TRAK human
(Chemilumineszenzrezeptorassay) der Fa.
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH.

anti-TSH-R-Ab = In erfindungsgeméffen Assays als selektiver

Kompetitor (erstes Immunreagens) einge-
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setzte, gegebenenfalls markierte oder se-
lektive markierbare Antikdrper gegen den
TSH~R. Die fiir das Verfahren bendtigte
Selektivitat dieser Bntikdrper wird in er-
ster Linie bei Verwendung selektiver mono-
klonaler Antikorper (anti-TSH-R-modb) ge-
wéhrléistet, deren Herstellung und Selek-
tion im experimentellen Teil beschrieben
ist. Die als Immunreagens eingesetzten an-
ti-TSH-R-Ab sind von den als TRAb abge-
kiirzten Autoantikdrpern aus Patientenpro-
ben klar zu unterscheiden.

moAb = monoklonale Antikdrper.

Nachfolgend wird das erfindungsgemdfe Verfahren noch ndher
erlautert. Im experimentellen Teil wird die Herstellung von
blockierenden monoklonalen Antikdrpern sowie ihre Verwendung
zur Bestimmung der Menge blockierender Autoantikédrper in
Patientenseren anhand einer konkreten Arbeitsvorschrift und
eines Ausfilihrungsbeispiels genauer beschrieben. In den Figuren

zelgen:

Fig. 1 die Ergebnisse der Versuche zur Charakterisierung
von 12 moRb, bei denen man zur Messung ihrer TRII-
Aktivitdt die selektierten moAb wit markiertem bTSH
um Bindungsstellen eines TSH-R, eingesetzt in Foxm
von JPD9 Zellen, kompetieren lief;

Fig. 2 die Ergebnisse der Untersuchung der gleichen moab,
wie in Fig. 1 in einem Bioassay, in dem die blok-
kierenden Eigenschaften der moAb im Sinne einer
Verminderung der Stimulation der cAMP-Produktion in
JP09-Zellen durch TSH bestimmt wurde;

Fig. 3 die Bestimmung des Bindungsverhaltens der moAb an
TSH-R-Chimiren, die von COS-Zellen exprimiert
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werden, und zwar zum Zwecke der Feststellung des
Ortes des von dem blockierenden moAb erkannten
Epitops auf der extrazelluldren Domine (ECD) des
TSH-R;

Fig. & die Ergebnisse der Messung von Seren von Morbos
Basedow Patienten unter Verwendung von JP19-Zellen
als TSH-R-Immunreagens und unter Verwendung eines
125T_moAb (moAb 23.1) als Kompetitor.

Geht man wvon bekannten Verfahren aus, die auf der Bestimmung
von TRAb vom TBII-Typ aus Patientenseren durch Kompetition mit
markiertem bTSH um die Bindungsstellen eines TSH-R-Pré&parats
beruhen, d.h. von Assays, wie sie in den Assays TRAK-Assay®
und DYNOtest® TRAK human bzw. LUMItest® TRAK human der
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH verkdrpert sind, kann man das
erfindungsgemé&Re Verfahren vereinfacht so darstellen, daR bei
dem erfindungsgemdfien Verfahren als Kompetitor anstelle des
markierten bTSH ein selektiver wmarkierter Kompetitor verwendet
wird, der im wesentlichen nur mit einer engen, eindeutig
definierten Untergruppe von TRAb aus dem Patientenserum,
ndmlich Nicht-TSAb bzw. TBAb, kompetiert und dadurch die
selektive Bestimmung von TBAb ermdglicht.

Vorzugsweise wird das erfindungsgeméfe Verfahren dabeil in
einer Verfahrensvariante als Festphasen-Assay durchgefiihrt,
der in vieler Beziehung den Assays zur TRAb-Bestimmung der
nzweiten Generation" (DYNOtest® TRAK human; LUMItest® TRAK
human; vgl. die jeweiligen Gebrauchsanweisungen der
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmubH) entspricht. Beili dieser Verfah-
rensvariante ist oder wird das als selektiver Binder einge-
setzte Immunreagens, d.h. die TSH-R-Priparation, insbesondere
eine rhTSH-R~Praparation, mit Hilfe eines speziellen monoklo-
nalen Antikdxpers (BAS; vgl. J. Clin. Endocrinol Metab 84: 90-
97, 1999 bzw. J.Immunol. 160: 1458-1465) immobilisiert, widh-
rend der Kompetitor markiert ist. Es kénnen einerseits alle
bei den bekannten Verfahren zur Markierung von bTSH verwende-
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ten Markierungen (12°I; Chemilumineszenzlabel, z.B. in Form
eines Akridiniumderivats) verwendet werden, es kénnen bei dem
erfindungsgemifen Verfahren jedoch auch andere an sich bekann-
te Markierungslabel zum Einsatz kommen, z.B. Enzymlabel ocder
Fluoreszenzlabel, die an Immunreagenzien vom Antikdrpertyp
leichter ohne Aktivitdtsverlust des Reagens angefligt werden

kénnen als zum Beispiel an TSH.

Es kdnnen auferdem auch an sich bekannte Nachweissysteme zur
Anwendung kommen, bei denen an das als Kompetitor eingesetzte
Immunreagens eine erste Markierungskomponente gebunden ist,
die Teil eines komplexen Nachweissystems ist, dessen anderer
Teil an eln weiteres Immunreagens, z.B. einen weiteren Anti-
k&rper, gebunden ist. Beim erfindungsgemdfien Verfahren kann
der weitere, mit der zweiten Markierungskomponente verkniipfte
antikdrper zum Beispiel ein Antikdrper sein, wie er bei den
TBII-Assays der zweliten Generation zur Immobilisierung des
hTSH-R-Priparats verwendet wird. Bei der Ausbildung eines
Sandwich unter Beteiligung der beiden Antikdrper kommt es zu
einer charakteristischen Anderung eines Mefsignals, z.B. eines

Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz-Signals, die das Ausmaf der
Bindung beider Antikdérper an den Rezeptor und damit indirekt
die Konzentration eines gesuchten Analyten widerspiegelt. Als
Beispiel fiir ein solches System konnen die z.B. in US-A-
4,822,733, EP-0-180 492 Bl oder EP-B1-0 539 477 und dem darin
zitierten Stand der Technik beschriebenen Markierungssysteme

genannt werden.

Wenn man auf ein komplexes Markierungssystem der genannten Art
zurlickgreift, kann der Assay auch als homogener Assay ausge-
staltet sein, bei dem sich alle Immunreagenzien, Analyten und
Reaktionsprodukte in einer fliissigen Reaktionsmischung befin-
den bzw. bilden und bei dem die Messung, die selektiv nur
Reaktionsprodukte erfaRt, die beide Markierungskomponenten in
einem einzigen Immunkomplex enthalten, direkt in der Reaktios-
mischung erfolgt. Als Beispiel ist wiederum auf die drei

obigen Patentverdffentlichungen, den darin genanunten Stand der
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Technik sowie die unter den Marken TRACE® (Time Resolved
Amplified Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotetene Tech-
nologie (vgl. Prospekte der CIS Diagnostik CGmbH) zu verweisen.

Im Falle von Festphasen-Assays kann die Immobilisierung des
TSH-R kann an eine beliebige Festphase erfolgen, beispiels-
weise Polystyrolrdhrchen, die als "Coated Tubes" verwendet
werden, oder an Mikrotiterplatten, zum Beispiel aus Polysty-
rol, oder an Partikel, beispielsweise Magnetpartikel. Auch
eine zeitlich verzdgerte bzw. nachtrdgliche Immobilisierung
unter Verwendung geeigneter Festphasen ist mdglich.

Der TSH-R kann bei dem erfindungsgeméfien Verfahren auch auf
andere Weise als mit Hilfe spezieller Antikdrper immobilisiert
werden. Setzt man beispielsweise ein TSH-R-Fusionsprodukt ein,
bei dem der TSH-Rezeptor oder der fir die gewiinschte Immunre-
aktion erforderliche Teil davon mit Nichtrezeptor-Anteilen,
beigpielsweise einem biotinylierten Rest, einem sog. 6His-tag
aus 6-Histidinresten oder einem anderem geeigneten Rest (vgl.
z.B. WO 98/20343), der zur Immobilisierung eine Reaktion mit
einem an einer Festphase befindlichen Reaktionspartner, z.B.
Streptavidin, Nickel-Chelate oder einem fir den Rest spezifi-
schen Antikérper, eingehen kann, kénnen auch derartige Immobi-
lisierungssysteme fir den TSH-R verwendet werden, vorausge-
setzt, daf dieser seine fir die kompetierenden Immunreaktionen
erforderliche Funktionalit&t bewahrt und das Immobilisierungs-

system diese Immunreaktiomnen nicht behindert.

Als festphasenassay kann das Verfahren auch in einer als
“spiegelbildlich™ bezeichenbaren Ausfibrungsform durchgefihrt
werden, bel der das als Kompetitor verwendete Immunreagens,
d.h. beispielsweise der blockierende monoklonale Antikérper,
immobilisiert ist und mit einem markierten solubilisierten
TSH-Rezeptor gearbeitet wird, beispielsweise einem, wie er in
DE 198 01 154 heschrieben ist bzw. wie er nach der Lehre der
genannten Patentanmeldung erh&ltlich ist. Die Kompetition des
immebilisierten Kompetitors mit den TRAb aus den Patienten-
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proben &uBert sich auch in diesem Falle als Verminderung der
Bindung des verwendeten Markers an die Festphase. Derartige
spiegelbildliche Assay-Varianten werden in den oben genannten
Patentanmeldungen der Anmelderin diskutiert, kommen jedoch
bisher in kommerziellen Assays zur TRAb-Bestimmung nicht zur
praktischen Anwendung.

Wahrend somit das Assay-Grunddesign auf an sich bekannte Weise
in Analogie zu Assays, die mit markiertem bTSH arbeiten,
vielfaltig variiert werden kann, beispielsweise bezliglich des
verwendeten Markierungssystems, der verwendeten Festphase
sowie der Wahl des immobilisierten und des markierten Immun-
reagens, oder der Assay auch im obengenannten Sinne als homo-
gener Assay ausgestaltet sein kann, ohne daf der Bereich des
erfindungsgemidBen Verfahrens verlassen wird, ist es flur das
erfindungsgemafe Verfahren zwingend, daB das Immunreagens, das
als Kompetitor fiir die zu bestimmenden TRAb dient, nicht ein
markiertes bTSH ist, sondern ein Immunreagens mit einer hohen,
definierten Spezifitadt, die es gewdhrleistet, daf das Immun-
reagens selektiv mit einem definierten Typ von TRAb, ndmlich
blockierenden TRAb (= TBAbL), kompetiert.

Um ein solches Verfahren verwirklichen zu kénnen, ist es somit
Voraussetzung, ein derartiges selektives Immunreagens einer
definierten Reaktivitdt zur Verfiigung zu haben, das nicht nur
mit TSH, sondern auch mit den zu bestimmenden TRAb kompetiert,
d.h. daR es auch die dafiir erforderliche Affinitat aufweisen
Toufs.

Im nachfolgenden experimentellen Teil wird erstmals gezeigt,
dafs ein derartiges spezifisches Immunreagens in Form eines
monoklonalen Antikérpers (Anti-TSH-R-moAb) nach einem detail-
liert beschriebenen Verfahren herstellbar ist und in der Lage
ist, mit TBAb aus Patientenseren um gemeinsame Bindungsstellen
eines rekombinanten hTSH-R, genauer der extrazelluldren Doma&ne

eines rhTSH-R, zu kompetieren.
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Blockierende Anti-TSH-R-moAb mit den gewlnschten Eigenschaften
kénnen, wie nachfolgend beschrieben, im AnschluR an eine
genetische Immunisierung nach einem Verfahren erhalten werden,
wie esg in seinen Grundzigen beschrieben ist in J.Immunol. 160:
1458-1465.

Bei diesem Verfahren wird ein geeignetes ausgewdhltes Ver-
suchstier (Maus) mit einem cDWA-Konstrukt, das die cDNA fir
die extrazellulére Doméne (ECD) des hTSH-R enthdlt, immuni-
siert. Nach einer Boosterinjektion entsprechend einem empiri-
gschen Immunisierungsplan werden Seren aus den Versuchstieren
gewonnen, und durch FACS (fluorescence-activated cell sorter)
Analyse unter Verwendung von Zellen, beispielsweise trans-
formierten CHO-Zellen, die den hTSH-R exprimieren (JP09),
sowie Antimaus~IgG zur Fluoreszenzmarkierung, kémnen dann
diejenigen Mduse selektiert werden, bei denen es zur Bildung
von Antikdrpern mit der gesuchten Reaktivitdt gegen des TSH-R
gekommen ist. Die Stdrke der Antikdrperbildung kann durch
Kompetition der Miuse-Seren mit '?3I-LTSH um einen von tranfor-
mierten Zellen exprimierten rekombinanten hTSE-R bestimmt
werden. Auflerdem kénnen in einem parallelen Bioassay die Seren
darauf untersucht werden, ob sie die cAMP-Produktion in den
TSH-R exprimierenden Zellen mehr oder weniger stark fdrdern

oder blockieren.

Hat man eine Maus identifiziert, die nach Mafgabe der Testung
ihres Serums eine Antikérperproduktion der gewlinschten Art
zeigt, kann eine scolche Maus nach der an sich bekannten Tech-
nik zur Erzeugung von moAb herangezogen werden, indem die
Splenozyten der Maus wmit Myelom-Zellen fusioniert werden, die
gebildeten Hybridome gezlchtet werden und nach dem Verdin-

nungsprinzip filir die Produktion von moAb herangezogen werdemn.

Die Eigenschaften der erzeugten moRb koénnen im wesentlichen
analog wie die Eigenschaften der Seren festgestellt werden, &0
da® moAb mit den gewilinschten Eigenschaften selektiert werden

kénnen .
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Wie im nachfolgenden experimentellen Teil beschrieben wird,
wurde dabel einer der erzeugten molb, der stark blockierende
Eigenschaften zeigte, flir Kompetitionsversuche ausgewihlt und
zu diesem Zweck markiert. Es komnnte gezeigt werden, daff er mit
TRAb aus Patientenseren selektiv kompetiert.

Um zu ermitteln, wo das Epitop fir die Bindung des genannten
moAb auf der extrazellularen Domé&ne (ECD) des TSH-R angeordnet
ist, wurden flr diese Untersuchung ferner geeignete Chimiren
konstruiert, und anhand einer auftretenden oder ausbleibenden
Bindung des markierten moAb an die jeweilige Chimdre konnte
das Epitop, um das die untersuchten moAb (Anti-TSH-R-Ab) mit
den TRAb aus der Patientenprobe konkurrieren, lokalisiert
werden. Im beschriebenen Fall lag das Epitop im Bereich der
Aminosduren 382 bis 415 der bekannten Sequenz des hTSH-R.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand der erfolgreichen Expe-

" rimente zuxr moAb-Herstellung und -Selektion sowie anhand der

mit einem der selektierten moAb durchgeflihrten Kompetitions-

versuchen ndher erléutert.

Materialien und Methoden - Ergebnisse

'

1. Produktion und Charakterisierung von monoklonalen Anti-
kérpern (anti-TSH-R-moAb)

la. Immunisierung von Versuchstieren und Gewinnung von Blut-

proben

Im Unterschied zu den fritheren Untersuchungen zur genetischen
Immunisierung von Miusen (J.Immunol. 160:1458-1465, 1998)
wurden flir die folgenden Immunisierungsversuche 6 Wochen alte
weibliche NMRI-Miuse [ico:NMRI (IOPS:Han)] eingesetzt. Die
Mause waren urspriinglich Abkémmlinge von Schweizer Miusen und
wurden unter Auszuchtbedingungen im Institut fiir Versuchs-
tierkunde am Zentralen Labor der TU Hanncover, Deutschland
gehalten. Die MZuse tolerieren keine gegenseitigen Hautver-

JP 2004-518945 A 2004.6.24



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(30)

WO 02/08723 PCT/EP01/08252
i5

pflanzungen. Sie wurden unter den vorgeschriebenen Tierschutz-
bedingungen gehalten und behandelt.

Am Tag 0 wurden ihnen unter Nembutal-An&sthesie 100 ug
PcDNAIII-hTSH-R in PBS (vgl. J.Immunol. 160:1458-1465, 1998)
in den anterioren Schienbeinmuskel injiziert. In den Muskel
waren 5 Tage vorher 100 pl Cardiotoxin (10 mM, aus dem Gift
der Naja nigricollis gereinigt, Calbiochem, La Jolla, CA)
injiziert worden. Die Injektionen wurden 4 Wochen und 8 Wochen
danach jeweils wiederholt. In der 12. Woche nach der ersten
Innmunisierung wurden den immunisierten Mdusen Blutproben aus
den Retrooculdr-Kapillaren des rechten Auges entnommen. Fir
alle Bestimmungen wurden die jeweiligen, so gewonnenen Seren
individuell untersucht.

1b. Seren- und Hybridom-Uberstands-Untersuchungen durch FACS-
Analyse

Transformierte CHO-Zellen, die den hTSH-R exprimieren (JPQ9;
vgl. Biochem.Biophys.Res.Commun., 1%90, Vol.171, S.1044-1050)
oder Kontroll-CHO-Zellen (JP02) wurden von den Platten, auf
denen sie geziichtet wurden, mit einer EDTA und EGTA (jeweils 5
mM) enthaltenden Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS-Lésung)
abgelést und in Falcon 2052-R&hrchen (200.000 Zellen pro
Rdéhrchen) tberfiihrt. Die Zellen wurden bei 500 g bei 4°C fdr 3
min zentrifugiert, und der Uberstand wurde durch Inversion
entfernt. AnschlieRend wurden die R&hrchen 30 min bei Raumtem-
peratur mit 100 ul PBS-BSA, 0,1%, wit einem Gehalt von 2 pl
Serum oder, im Falle der Prifung auf moAbs, 10 pl Kultur-
Uberstand von Hybridomzellen inkubiert. Die Zellen wurden dann
mit 4 ml PBS-BSA, 0,1%, gewaschen und wie oben zentrifugiert.
Sie wurden 30 min auf Eis in der Dunkelheit mit einem Fluo-
rescein-konjugierten Gamma-Ketten-spezifischen Ziegen-Anti-
Maus-IgG (SIGMA, St. Louis, MO) im gleichen Puffer inkubiert.
Zur Erkennung von beschidigten Zellen, die von der Analyse
ausgeschlossen wurden, wurde Propidiumjodid (10 ug/ml) ver-
wendet. Die Zellen wurden noch einmal gewaschen und in 250 pl
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PBS-BSA, 0,1% resuspendiert. Die Fluoreszenz von 5000 Zellen
pro RShrchen wurde mit Hilfe eines FACScan® Flow Cytofluocrome-
ter (Becton Dickinson, Eerenbodegem, Belgien) untersucht.

lc. Messungen der TBII-Aktivitdt der Mduseseren

Zur Messung der TBII-Aktivitat wurden intakte CHO-Zellen
(JP09, s.0.), die den hTSH-R exprimieren, verwendet. Zu diesem
Zwecke wurden auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen 5 x
10% Zellen/Vertiefung in 0,1 ml modifiziertem Hank’s Puffer
ohne NaCl (die Isotonie wurde mit 280 wM Saccharose gewdhr-
leistet), erganzt mit 2,5% Magermilch, *23I-bTSH (30.000 cpm;
Tracer aus dem TRAK-Assay® der B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH)
und Mauseserum 4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der
Beendigung der Inkubation wurden die Zellen rasch im gleichen
eiskalten Puffer gewaschen und mit 0,2 ml 1 N NaOH solubili-~
siert, und die Radiocaktivitidt wurde in einem Gamma-Countexr
gemessen. Dabel wurden zur Messung der TBII-Aktivitdt 3 pl
Mauseserum pro Vertiefung verwendet. Alle Versuche wurden
dreifach wiederholt, und die Ergebnisse werden als gebundene
CPM (counts per minute) ausgedriickt.

Bei der Prifung der Eigenschaften von moAbs wurden statt der
Miuseseren Hybridom-Kulturlibersténde eingesetzt.

1d. Messungen der TSAb- und TBAb-Aktivitdt der Miuseseren

Bei dem Bioassay zur Bestimmung der TSAb- bzw. TBAb-Aktivitat
wurden wiederum transformierte CHO-Zellen verwendet, die den
hTSH-R exprimieren (JP26; Biochem. Biophys. Res. Commun. 171:
1044-1050, 1990) verwendet. Kurz gesagt wurden auf Mikrotiter-
platten mit 96 Vertiefungen 5 x 10* zellen/Vertiefung in 5 wmM
KCl, 0,25 mM KH,PQ,, 0,5 mM MgSQ,, 0,4 mM NayHPO,, 1 mM CacCl,,
0,1% Glucose, 2 mM IBMX, 20 mM Hepesvuud 0,3% BSA mit einer
Menge von 3 ul Serum (Gesamtvolumen 100 gl pro Vertiefung)
inkubiert. Die Inkubation erfolgte fiir 4 h bei 37°C. Das in
das Medium freigesetzte cAMP wurde unter Verwendung eines
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kommerziellen kompetitiven Bindungsassays auf an sich bekannte
Weise gemessen (Amersham, Bucks, U.K.). Dabei wurde die TSAb-
Aktivitdt unter den obigen Grundbedingungen gemessen, wahrend
zur Messung einer TBAb-Aktivitit unter identischen Bedingungen
und unter Zugabe von 200 pU/ml Endkonzentration von bTSH
(SIGMA) gearbeitet wurde. Bei allen Versuchen wurden Duplikat-
proben untersucht, und die Exrgebnisse werden als pmol cAMP/ml

ausgedrickt .

Bei der Prifung der Eigenschaften von moAbs wurden statt der

Mauseseren Hybridom-Kulturtibersténde eingesetzt.
le. Erzeugung und Selektion von moncoklonalen Antikdrpern

Zur Isoclierung monoklonaler Antikdrper wurden ausgewdhlte
Miuse, die bel der oben beschriebenen Analyse ihrer Seren die
gewlnschte Immunreaktion zeigten, durch intravenése Injektion
von 5 pug ECD-6H-GPI (einem ECD-GPI-Fusionsprotein wmit einem 6-
Histidin-Tag, der zwischen die ECD und das Signalpeptid, das
den GPI-Anker kontrolliert, inseriert war) geboostert.

Dabei wurden zur Gewinnung der injizierten Flissigkeit trans-
formierte CHO-Zellen, die einen hohen Anteil an ECD-6H~GPI-
Protein (Zelllinie 4648) exprimieren, 3 h mit PI-PLC inku-
biert. Das flussige Medium wurde anschlieffend entfernt und mit
einem Kobaltharz zur Bindung des 6-Histidin-Tags 1 h bei 4°C
inkubiert (Talon™ Metal Affinity Resin, CLONTECH Laboratories,
Inc., Palo Alto, USA). Das Harz wurde mit einem Tris-NaCl-
Puffer, pH 8, der 10 mM Imidazol enthielt, gewaschen. An-
schlieRend wurden die gebundenen Proteine mit 100 mM Imidazol

von dem Harz eluiert.

3 Tage nach der beschriebenen Booster-Injektion wurden Spleno-
zyten einer ausgewdhlten NMRI-Maus (vgl. nachfolgend unter

3.), die wie unter la. beschrieben mit pcDNAIII-TSH-R immuni-
siert worden war, mit SP2/0 Myelomzellen bei einem Verhaltnis
von 5:1 unter Verwendung von 50% Polyethylenglykol verschmol-
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zen. Nach der Verschmelzung wurden die Zellen in Mikrotiter-
platten mit 96 Vertiefungen in einer Dichte von 2 x 10° Zel-
len/Vertiefung in einem selektiven Medium ausgesédt (Dulbecco’s
Modified Eagle‘s Medium, das 10% foétales Ké&lberserum, 2%
Nutridoma (Boehringer Mannheim, Belgien), 10 mM Natriumpyru-
vat, 2 mM L-Glutamin, 5 mM B-Mercaptoethanol, 2,5 U/ml Ampho-
tericin B, 100 U/ml Penicillin, 100 pug/ml Streptomycin, 100 uM
Hypoxanthin, 400 uM Aminopterin, 16 pM Thymidin enthielt). 10
Tage nach der Verschmelzung, wéhrend die Zellen aktives Wachs-
tum zeigten, wurden die KulturUbersténde wie oben unter 1b.
beschrieben durch FACS-Analyse mit JP09-Zellen auf Anti-hTSH-
R-Antikérper untersucht. Hybridomzellen, deren Uberstdnde die
gewlinschte Immunreaktivitdt zeigten, wurden durch limitierende
Verdinnung kloniert. Hybridoma-Klone wurden weiter als Aszites
in Pristan-vorbehandelten BALB/c-Msusen gezilichtet. Zur Reini-
gung von IgG aus der M3use-Aszites-Fllssigkeit wurde eine
Sepharose-Protein A-Affinitats-Chromatographie angewandt. Die
Ig-Klasse der moAb wurde mit einem Mause-moAb-Isotypier-Kit
(IsoStripTM, Boehringer Mannheim, Belgien) bestimmt.

Fiir die nachfolgend beschriebenen Kompetierungsversuche wurde
ein mAb, und zwar der moAb 23.31, nach der Chloramin-T-Methode
so iodiert, daf® seine spezifische Radiocaktivitat 80 uCi/upg
betrug.

1f. EBrmittlung der Bindungsstellen ausgewdhlter moAbsg bzw.
damit kompetierender TRAb auf der ECD eines hTSH-R

Zur Lokalisierung des Epitops auf der ECD (extrazelluldren
Doméne) eines von COS-Zellen exprimierten hTSH-R, das von
moBbs wie dem moAb 23.1 erkannt wird, wurden Chim&ren mit
Teilsequenzen des LH-Rezeptors (LH-R) und des hTSH-R erzeugt.
Und zwar wurden Teilsequenzen der ECD des hTSH-R durch Teilse-
quenzen des LH-R ersetzt, wihrend die Transmembran-Serpentine
des TSH-R jeweils beibehalten wurde. Figur 3 zeigt verschiede-
ne der verwendeten Chim&ren, wobei mit "L" bezeichnete Se-
quenzabschnitte aus der ECD des LH-R stammen und daher TRAbs
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bzw. Anti-TSH-R-moBAbs nicht binden sollten, wihrend mit "Tv
bezeichnete Bereiche aus der ECD des TSH-R stammen und daher
potentiell von den untersuchten moAbs erkennmbare Teilgequen-
zen/Strukturen aufweisen kénnen. In der als L-TA50-T bezeich-
neten Chimére fehlten die nur bei dem hTSH-R vorkommenden 50
Aminosduren der Positionen 332-382 des hTSH-R. Alle Chimé&ren
wurden in den pSVL-Vektor inseriert und in COS-Zellen expri-
miert. Der Expressionsgrad der Chim#ren in den Zelloberflichen
der COS8-Zellen wurde unter Verwendung verschiedener Anti-TSH-
R-moAbs und FACS Analyse im wesentlichen wie unter 1b. be-
schrieben bestimmt. ’

2. Kompetition von Seren von Autoimmun-Patienten mit dem
selektierten *?5I-markierten Anti-TSH-R-moAb

Fr die Kompetitionsversuche wurden den hTSH-R exprimierende
transformierte CHO-Zellen (JP19; vgl. Biochem.Biophys.Res.
Commun.171: 1044-1050, 1990) auf weifen CulturPlates™ (Packard
Instrument Company, Meriden, Connecticut, USA) wmit 96 Ver-
tiefungen ausges&t (50.000 Zellen/Vertiefung) und in 50 pl
HamF12-Medium, das 0,1% BSA und 10 gl eines im jeweiligen
Kompetitierungsversuch eingesetzten Autoimmunserums eines
Patienten enthielt, 1 h bei 37°C inkubiert. Anschliefend
wurden 50 pl des wie oben unter le. beschrieben hergegtellten
und *2°I-markierten Anti-TSH-R-moAb 23.1 (100.000 cpm/Vertie-
fung) zugesetzt. 1 h spiter wurden die Zellen zweimal mit dem
gleichen kalten Puffer gewaschen. Es wurden 100 gl MicroScint-
20 (Packard Instrument Company, Meriden, Connecticut) zuge-
setzt, und die an die JP19-Zellen gebundene Radiocaktivitit
wurde in einem TopCount Microplate Scintillation Counter
(packard Instrument Company, Meriden, Connecticuf) bestimmt.

3., Ergebnisse
Aufgrund der unter 1b.-1d. beschriebenen Testung der Mausese-

ren wurde eine gemdR la. immunisierte Maus ausgewdhlt, die
klare Zeichen fir eine Autoimmun-Hyperthyreose zeigte: T4
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{pg/dl) 11.5 (Kontrollseren zeigten Werte im Bereich von 3.8
bis 4.5); TSab (pmol/2100uL) 8.5 {(Kontrollseren <4); TBAb
(pmol/100pL) 10.5 (Kontrollseren »22). Splenocyten dieser Maus
wurden zur moAb-Produktion gem&f le. verwendet. Nach FACS
Analyse gemif 1b. unter Verwendung der Hybridoma-Uberstiénde
wurden 12 Anti-TSH-R-moAbs selektiert und getestet.

Von den 12 Anti-TSH-R-moAb wiesen 10 mit den Zifferbezeichnun-
gen 1, 9%b, 15, 21, 23, 31, 56, 59, 73, 79 im o.g. TBII-Test
geméfs 1c. die gesuchte TBII-Aktivit&t auf (Figur 1) und zeig-
ten im Bio- assay gemadf 1d. eine ausgepriagte TBAb-Wirkung
(Figur 2) und keinerlei TSAb-Aktivit&t. Die TBII-Eigenschaft
der genannten 10 moAbs wurde durch Messungen mit dem kommer-
ziellen TRAK Assay® der Fa. B.R.A.H.M.S Diagnostica bestatigt.
Die regtlichen beiden moAbs (28 und 37) zeigten keine TBII-
Aktivitdt. Kulturlberstidnde von anderen Hybridomas %, 22, 38,
12, 17, 58, die mit CHO-Zellen reagierten, jedoch keine Spezi-
fitat fiir den hTSH-R aufwiesen, diemten als Kontrollen.

Die 12 moAbs (Hybridom-Ubersténde) wurden ergénzend in SDS-
PAGE und Western-Blotting-Untersuchungen gepriift, wozu kon-
fluente Zellen GT14, die die extrazelluldre Domdne des TSH-R
mit einem Glycosylphosphatidylinosit (GPI)-Anker exprimiexen,
verwendet wurden. Die 10 moAbs mit TBII-Aktivitat erkannten
lineare Epitope auf dem reifen, auf der GTl4-Zelloberflache
prisentierten hTSH-R, wobei im Falle von 4 dieser mokbs (1,
9b, 31 und 56) Adie Deglykosylierung des TSH-R mit N-Deglycosi-
dase F das Bindungsverhalten nicht beeintrichtigte.

Unter Verwendung der Chimdren gem&fR 1f. ergab sich, daf die
TLT- und LTLT-Chiméren (vgl. Figur 3) von den neuen moAbs mit
TBII-Aktivit&t nicht erkannt wurden. Daraus kann geschlossen
werden, daR das von den moAbs erkannte Epitop ein Segment
zwischen den Aminosfuren 382 und 415 des hTSH-R, d.h. am
extremen C-Terminus der ECD des hTSH-R, umfaft.

Die gemidf 2. durchgefliihrten Kompetitionsversuche des 23.1 moAb
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mit Autoantikédrpern aus Seren von 40 Patienten (Nr. 1-40) mit
unterschiedlichen TBII/TSBb- und TBAb-Aktivitdten ergaben, daf
eine positive Korrelation zwischen der Fahigkeit, die Bindung
des 25I-moAb 23.1 an die JP19-Zellen zn kompetieren, und der
TBAb-2ktivitit bestand. Seren mit sehr starker TSAb-Aktivitat
im Bioassay kompetierten dagegen nicht wit dem 1251 _moab 23.1,
und es ergab sich auch keine Korrelation der Rompetition mit
den gemessenen TBII-Werten. Die MeRergebnisse sind in der

nachfolgenden Tabelle 1 sowie in Figur 4 gezeigt.

In Tabelle 1 steht:

{a) % 23.1 Verdringung fir den Wert

(1 -['25I-moAb 23.1 + Serum des jeweiligen Patient (cpm gebun-
den)] / [*?*5I-moAb 23.1 + Normalserum (cpm gebunden)]) x 100
{b} Tsab aktivitidt (%) flir den Wert

{{cAMP gemessen mit dem Patientenserum - cAMP gemessen mit
Normalserum] / cAMP gemessen mit Normalserum) x 100

(a) TBAb Aktivitat (%) fir den Wert

(1 - [cAMP gemessen mit dem Patientenserum plus 200pUI/ml
bTSH] / [cBMP gemessen mit Normalserum plus 200uUI/ml bTSH]) x
100

Die der Tabelle 1 und Figur 4 ablesbaren Ergebnisse zeigen,
daf nach dem beschriebenen Immunisierungs- und Selektionsver-
fahren moAb erhalten wurden, die nicht mit TSAb aus Patienten-
seren kompetieren und es daher gestatten, selektiv den Gehalt
von TRAb vom Nicht-TSAb-Typ in einem Patientenserum zu bestim-
men, wobei der bestimmte Gehalt der genannten TRAb-Untergruppe
positiv mit der TBAb-Aktivitdt korreliert (vgl. Figur 4) und
damit eine Bestimmung von TBAb in Patientenseren mit einem

kompetitiven Assay exrmdglicht.
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Tabelle 1

T4 TSH
pmolll  [mUA]
16,70 0,830
27,10 0,002
470 20,710
33,10 0,002
38,20 0,002
2430 0,002
15,80 0,590
9,80 0,002
18,90 0,080
12,60 0,160
23,00 0,330
22,70 0,002
11,80 7,230
730 21,770
8,40 0,013
13,90 0,000
17,40 0,000
17,80 4,780
10,60 54,260
14,50 8,320
18,70 2,880

>405,0

156,10
>405
166,30
210,00
>405
320,00
>405
126,00
>405

37
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TSAb (b) TBAb({e)
%] 1%}
39% 8%
87% 85%
308% 88%
148% 88%
175% 84%
74% 87%
897% 15%
1458% 61%
357% 4%
333% 18%
292% 24%
173%% 0%
4162% 0%
1857% 17%
8000% 10%
10000% 0%
1333% 6%
1920% 2%
225% 3%
400% 24%
ATT% 8%
450% 16%
276% 9%
§20% 0%
210% 0%
786% 15%
3333% 19%
180% 87%
50% 8%
110% 86%
160% 93%
160% 0%
1400% 0%
220% 10%
410% 0%
160% 93%
110% 81%
50% 87%
110% 0%
160% 88%

JP 2004-518945 A 2004.6.24



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(38)

WO 02/08723 PCT/EP01/08252
23
Patentanspriiche
1. Verfahren zur Bestimmung von gegen den TSH-Rezeptor (TSH-

R) gebildeten Autoantikérpern (TRAb) in einer von einem Pa-
tienten gewonnenen biologischen Probe, bei dem man in einer
Reaktionsmischung die Probe oder wenigstens eine Antikdrper-
fraktion der Probe in Gegenwart eines ersten Immunreagens in
Form eines selektiven Kompetitors mit einem zweiten Immunrea-
gens in Form eines TSH-R-Praparats reagieren 1&Rt, und wobei
wenigstens einer von dem salektiven Kompetitor oder dem TSH-R-
Priparat markiert oder markierbar igt, und dafl man anhand der
Bindung zwischen dem TSH-R-Pré&parat und dem selektiven Kom-
petitor die Anwesenheit und/oder Menge der gesuchten TRAb in
der Probe feststellt, dadurch gekennzeichnet, daf man selektiv
die Schilddrise blockierende Autoantikdrper (TBAb) dadurch
bestimmt, da® der selektive Kompetitor so ausgewdhlt ist, daR
er an solche Bindungsstellen des TSH-R-Préparats bindet, um

die er mit den zu bestimmenden TBAb konkurriert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafR
der selektive Kompetitor ein anti-TSH-R-Antikérper oder ein

Fragment davon ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl
der anti-TSH-R-Antikérper ein monoklonaler Antikérper ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daR der selektive Kompetitor ein blockierender
anti-TSH-R-Antikérper ist, der im Anschluf an eine genetische
Immunisierung einer Maus mit einem hTSH-R-cDNA-Konstrukt
hergestellt wurde.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daf eines von dem ersten oder zweiten Immun-
reagens, das ausgewdhlt ist aus dem TSH-R-Priparat oder den

selektiven Kompetitor, unmarkiert und in einer an eine Fest-

JP 2004-518945 A 2004.6.24
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phase immobilisierten oder immcbilisierbaren Form eingesetzt
wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daf das TSH-R-Praparat ein rekombinant herge-
stelltes TSH-R-Priparat igt, das ausgewdhlt ist aus (i) einem
rekombinanten, im wesentlichen vollsténdigen humanen TSH-R
(hTSH-R), (ii) einem TSH-R-Fusionsprotein, das wenigstens die
extrazelluladre Doméne des hTSH-R sowie gegebenenfalls Sequen-
zen flir die Markierung und/oder Immobilisierung enthdlt, und
(iii) einer TSH-R-Chimdre, bei der solche Teilsequenzen der
extrazelluldren Domane des TSH-R, die flir die Bindung ven
stimulierenden TRAb (TSAb) und/oder neutralen TRAb, bendtigt

werden, durch inaktive Teilsequenzen ersetzt sind.

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf
der anti-TSH-R~Antikorper so ausgewdhlt ist, da er an ein
Epitop im Bereich der Aminosduren 382-415 der Aminosdurequenz
des hTSH-R bindet.

8. Verfahren nach aZnspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf}
das immobilisierte Immunreagens ein rekombinantes hTSH-R-

Priparat ist, das mit Hilfe eines konformativen Antikdrpers,
der die Bindung der zu bestimmenden TBAL und des selektiven
Kompetitors an das hTSH-R-Prdparat nicht behindert, an eine

Festphase immobilisiert ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daf das markierte Immunreagens der selektive
Kompetitor ist, der wmit Hilfe eines Radioisotops, eines Chemi-

lumineszenz-Labels oder eines Enzyms markiert ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daf der selektive Kompetitor an eine Festphase
immokilisiert ist und daR das als zweites Immunreagens in
solubilisierter Form eingesetzte TSH-R-Préparat markiert ist.

JP 2004-518945 A 2004.6.24
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 6 und 7,
dadurch gekennzeichnet, daf sowohl das erste als auch das
zweite Immunreagens in der Reaktionsmischung dispergiert
vorliegen und daf an das den selektiven Kompetitor bildende
erste Immunreagenzien eine erste Markierungskomponente gebun-
den ist, die Teil eines auf Fluoreszenz- oder Chemilumines-
zenz-Loschung oder -Verstdrkung beruhenden Markierungssystems
ist, und daB die zweite Markierungskomponente dieses Markie-~
rungssystems an das zweite Immunreagens oder einen selektiv an
dieses zweite Immunreagens bindenden Antikorper, der die
Bindung der zu bestimmenden TBAb und des selektiven Kompeti-
tors an das hTSH-R-Préparat nicht behindert, gebunden ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafd
das Markierungssystem Seltenerdkryptate oder -chelate in
Kombination mit einem Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz-

farbstoff, insbesondere vom Cyanintyp, umfaRt.

JP 2004-518945 A 2004.6.24
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{26) Verdtientlichungssprache: Deutsch  (74) Anwilte: ANDRAE, Steffen; Andrac Flach ITaug, Bal-

anstrasse 55, 81541 Miinchen usw. (DE).
(30) Angaben zur Prioritit:

100 35 706.7 20 Juli 2000 (21.07.2000) DR (81) Bestimmungsstaaten (nationalj: IP, US.

(71) Anmelder (fiir alle mit (84) Besti (regional) isches Patent (AT,
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[Foriseizung auf der ndchsten Seite]

{54) Title: MIFTHOD FFOR THE SELECTIVI DETIRMINATION O BLOCKING AUTO-ANTIBODIES TO THIUTSH RECHP-

{54) Bezeichnung: VERFAHRLEN ZUR SELEKTIVEN BUSTIMMUNG VON BLOCKIERENDLN AUTOANTIKORPLRN GL-

GLIN DEN 1
e FACS
L 21 3G4WT fa1s T
+
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BAS L TAS0 T
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oAb mit TBAb-Aktivitdt
A moAb with TBab-Activity

(57) Abstract: The invention telaes 1o a method for delermining auto-zniibodies (TRAb) (o the TSTT receptor (TSTI-R), formed in
a biological sample oblained from a patient. According 1o said method, the sample or al least one antibody [raction of (he sample
is reacted in a known manner in a reaction mixture in the presence of a tirst immunoreagent in the form of a selective competitor,
with a second immunoreagent in the form of a TSH-R preparation. ‘The selective competitor and/or the ‘TSH-R preparation is/are,
can be labelled. ‘The presence and/or quantity of the TRAD sought in the sample is determined by means of the hond belween
& the TSTI-R prepuration and the selective competitor. According to the invention, the TSIT receptor blocking auto-antibody (TBAb)
is selectively determined in such a way, thal the selective competitor is for the first time chosen 1o bond al those binding sites of the
‘I'SI1-R pre ion, for which said itor competes with the TBAD that is 1o be derermined, not however with the TSAb.
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Versffentlicht: Zur lrklarung der Zweibuchsiaben-Codes und der anderen

— il internationalem Recherchenbericht Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe

(88) Verdfentli des internati der PCT-Gazetre verwiesen.

Recherchenberichts: 12. Dezember 2002

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Bestimmung von gegen den 1SH-Rezeptor (ISH-R) gebild ikopern (LRAb)

in einer von einem Patienten gewonnenen hiologischen Probe, bei dem man in an sich bekannter Weise in einer Reaktionsmischung

die Probe oder wenigsiens eine Antikirper(rakiion der Probe in Gegenwarl eines ersten in Form eines i

Kompetilors mit cinem zweilen Immunreagens in Form cines TSII-R-Priparals reagicren 181, und wobei wenigsiens einer von dem
sclektiven Kompetitor oder dem 'T'SII-R-Priiparat markicrt oder markicrbar ist, und da$ man anhand der Bindung zwischen dem
‘I'SH-R-Préparat und dem selektiven Kompetitor die Anwesenheit und/oder Menge der gesuchten TRAD in der Probe feststellt, wobei
man gemih der Urfindung selekliv den 'TSH-Reveplor blockierende Autoantikirper (I'BAb) dadurch bestimml, dab der selekiive
Kompetitor erstmals so ausgewihll werden konnte, daf er an solche Bindungssiellen des TSIT-R-Priiparats bindet, um die er mit den
izu bestimmenden TBAb, nicht jedoch mit TSAb konkurriert.
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FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210

The International Searching Authority found that this International Application contains
several inventions or groups of inventions, as follows:

1. Claims nos: 1-10 (all in part)

Solid-phase-linked method for determining formed autoantibodies to the
TSH receptor, using TSH-R.

1.1  Claims nos: 1-10 (all in part)
Solid-phase-linked method for determining formed autoantibodies to the
TSH receptor, using a substantially complete human TSH-R.

1.2 Claims nos: 1-10 (al! in part)
Solid-phase-linked method for determining formed autoantibodies to the
TSH receptor, using a TSH-R fusion protein.
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Solid-phase-linked method for determining formed autoantibodies to the
TSH receptor, using a TSH-R-chimera, in which subsequences that are
required for the binding of TSAD or neutral TRAb are substituted by
inactive subsequences.

2. Claims nos: 1-4, 6, 7 (all in part), 11, 12 (in full}

Method for determining formed autoantibodies to the TSH receptor, using
two immunoreagents, both present in dispersed form.

Please note that a complete search was carried out for all the inventions listed under point 1,
although said inventions are not necessarily linked by a common inventive concept, without
any additional expenditure that would have merited an additional search fee.
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International Application No

PCT/EP 01/08252

Patent document Publication Patent familiy Publication
cited in search report date member(s) dale
WO 9826294 A 18-06-1998  DE 19651093 Al 10-06-1998
Wo 9826294 Al 18-06-1998
EP 0943098 Al 22-09-1999
JP 2001505999 T 08-05-2001
WO 9820343 A 14-05-1998 DE 19645729 C1 04-06-1998
DE 19728991 Al 11-02-1999
Wo 9820343 A2 14-05-1998
EP 0938679 A2 01-09-1999
JP 2001505764 T 08-05-2001
DE 19907094 C 13-04-2000 DE 19907094 C1 13-04-2000
Wo 0049050 A2 24-08-2000
EP 1153039 A2 14-11-2001
EP 0298368 A 11-01-1989 US 4954452 A 04-09-1990
AT 114191 T 15-12-1994
AU 608866 B2 18-04-1991
AU 1882688 A 12-01-1989
CA 1331560 Al 23-08-1994
DE 3852117 D1 22-12-1994
DE 3852117 T2 30-03-1995
EP 0298368 A2 11-01-1989
ES 2066774 T3 16-03-1995
JP 1035372 A 06-02-1989
JP 2708475 B2 04-02-1998
EP 0414224 A 27-02-1991  JP 4072567 A 06-03-1992
JP 4072569 A 06-03-1992
JP 2813894 B2 22-10-1998
dJP 3078656 A 03-04-1991
AT 139341 T 15-06-1996
AU 643454 B2 18-11-1993
AU 6122690 A 28-02-1991
CA 2023804 Al 24-02-1991
DE 69027382 D1 18-07-1996
DE 69027382 T2 09-01-1997
EP 0414224 A2 27-02-1991
us 5534441 A 09-07-1996

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Interna o8 Aktenzeichen
PCT/EP 01/08252
A, KLﬁSSIFIZIERUNG DE! ANMELDUNGSGEGE ISTANDES
TPK 7 GOINS3/ 76 GOIN33/564

Nach der Intemationalen Patentklassilikation (IPK) oder nach der nationalen Klassitikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

und )
IPK 7 GOIN

b nicht zum gehdrende i , soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

‘Wahrend der internationalen Recherche konsultiene ¢lektroniache Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendata Suchbegitie)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN
Kategorie® | Bezelchnung der Veroffentfichung, soweit erlarderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X WO 98 26294 A (BRAHMS DIAGNOSTICA GMBH 1-6,8-10

;STRUCK JOACHIM (DE); BERGMANN ANDREAS
(DE) 18. Juni 1998 (1998-06-18)

in der Anmeldung erwdhnt

Y Seite 3, Zeile 13 -Seite 4, Zeile 3 1-4,6,
11,12
Seite 4, Zeile 9 - Zeile 12

Seite 11, Zeile 25 -Seite 12, Zeile 5
Seite 14, Zeile 13 - Zeile 16

Seite 15, Zeile 10 - Zeile 15

Seite 16, Zeile 15 - Zeile 23

A WO 98 20343 A (BRAHMS DIAGNOSTICA GMBH 1-10
;MINICH WALDEMAR B (DE); LOOS ULRICH (DE))
14, Mai 1998 (1998-05-14)

in der Anmeldung erwédhnt

das ganze Dokument

_/__

m Weitere Verditentichungen sind der Fortsstzung von Feld G zu E Sishe Anhang Patonttamilie
ehrmen
= Besondere Kategorian von angegebenen Varafientichungen T Spatere Verefentin ech com ratonalen Anm
A VertHentlchung. die den allgemenen Stand dor Technik defirir, o G OB v IanIcn woien o i ot
Oy e ate Deaondens basoutsan anoue é:\ﬂm:lur.:g nicht kollidiert, xund::;lgréuer;\d\el::::éndmn des der
“E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nam dem intemationalen Theorie angegeben ist
nmeldedatum verbifentiicht worden ist *X" Verétientichung von basonderer Bedeulung; die beanspruchte Erfindung
L i ist, ginen Pri zweifglhalt er- kann ”9(!’\ lu‘%mnd dieser Veréffentlichung nicht als neu cder auf
‘scheinen 2u lassen, odar durch die das einor keit beruhand batrachtet werden
S e harchonbarn gensmton Ve antiiing bawst warden ¥ Verdentichung uonbasraror Bedetung i bosnsarice Edcng
s odercin ausdinam aderon bezonderen Gund argegeben i (e Varn ic s S eidofacher T3tgiel Couterd botaci:

werden, wen

jefohit)
Red Vsrmlemhehung die sich auf eine mandliche Qffenbarung,
o ein g Azung, delne Algss(el‘lung cuerelnderi Mal%na;nmen bezieht 5 diese Verbindung !ul mnen Fac%ﬂmsnn nlhs\lsgsr\ﬂ ISX
> Ve'g“"ggg;g;qgm':"&:;0,;g;sggmv;g;gm,,gmg;;mg- SbErach g voceenticrung,die Vtgied dersalbon Patontiarie s

s une

‘Datum des Abschlusses das infemationalen Recharche dos i

26 07 00

18. Juli 2002

Nams und ift der
Européisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswilk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31651 eponl,
Fax: (+31-70) 340-3016 Gundlach, B

Bavalimachtigter Bediansteter

Formblatt PCTASAZ210 (Blau 2) iJul 1992)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Intern
P

(53)

es Aktenzelchen

CT/EP 01/08252

C.{Forisetizung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

A

DE 199 07 094 C (BRAHMS DIAGNOSTICA GMBH)
13. April 2000 (2000-04-13)

das ganze Dokument

MORGENTHALER N G: "NEW ASSAY SYSTEMS FOR
THYROTROPIN RECEPTOR ANTIBODIES"

CURRENT OPINION IN ENDOCRINOLOGYAND
DIABETES, PHILADELPHIA, PA, US,

Bd. 6, Nr. 4, 1999, Seiten 251-260,
XP000944171

ISSN: 1068-3097

in der Anmeldung erwidhnt

das ganze Dokument

EP 0 298 368 A (ABBOTT LAB)
11. Januar 1989 (1989-01-11)
Spalte 4, Absitze 2,3

EP 0 414 224 A (CANON KK)
27. Februar 1991 (1991-02-27)
das ganze Dokument

1-10

1-10

Formbialt PCTASA/210 (Forisetzung von Elatt2) (Juli 1992)
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(54)

Int onales Aktenzeichen

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 01/08252

Feld| Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemaB Artikel 17{2)a) wurde aus folgenden Grinden fir besti priiche kein icht erstellt:

1 D Anspn)che A,
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behsrde nicht verpflichtet ist, namlich

2. D Anspriiche Nr.

wail sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den s0 wenig W
daf eine sinnvolle i nicht 1t werden kann, namlich

3. D Anspriiche N

wail es sich dabel um abhéngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaft sind.

Feld Il Ber bei Einheitli it der Erfindung {Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die i Wrde hat daB diese i mehrere Edi enthalt:

siehe Zusatzblatt

IR m Da der Anmelder alle er stzlichen Rect ihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
i auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2. Da for alle Uhrt werden konnte, der eine.
zusatzliche Recherchengebihr getechﬂeﬂlgt hétte, hat dle Eehcrde nicht zurZsmung siner solchen Gebihr aufgefordert.

a D Da der Anmelder nur sirige der itig entrichtet hat, erstreckt sich diesar
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche, fur die Gebihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die er {ihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich dahar auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprichen er—
faBt:

eines D Die ichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt.
E‘ Die Zehlung zusétzli v erfoigte ohne

Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)){Jull 1988)
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(55)

Internationales Aktenzeichen PCTAP 01 08252

WEITERE ANGABEN PCT/ISA 210

Die internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdit,
namlich:

1. Anspriiche: 1-10 (alle teilweise)

Festphasen-gebundenes Verfahren zur Bestimmung von gegen
TSH-Rezeptor gebildeten Autoantikdrpern unter Verwendung von
TSH-R

1.1. Anspriiche: 1-10 (alle teilweise)
Festphasen-gebundenes Verfahren zur Bestimmung von
gegen TSH-Rezeptor gebildeten Autoantikdrpern unter
Verwendung eines im wesentlichen vellsténdigen humanen
T

1.2. Anspriche: 1-10 (alle teilweise)
Festphasen-gebundenes Verfahren zur Bestimmung von
gegen TSH-Rezeptor gebildeten Autoantikdrpern unter
Verwendung eines TSH-R-Fusionsproteins

1.

w

. Anspriiche: 1-10 (alle teilweise)
Festphasen-gebundenes Verfahren zur Bestimmung von
gegen TSH-Rezeptor gebildeten Autoantikérpern unter
Verwendung einer TSH-R-Chimdre, bei der Teilsequenzen,
die fir die Bindung von TSAb oder neutralen TRAb
gebraucht werden, durch inaktive Teilsequenzen ersetzt
sind

2. Anspriiche: 1-4,6,7 (alle teilweise), 11,12 (vollstadndig)

Verfahren zur Bestimmung von gegen TSH~Rezeptor gebildeten
Autoantikorpern unter Verwendung zweier Immunreagenzien,
wobei beide in dispergierter Form vorliegen

Bitte zu beachten daB fiir alle unter Punkt 1 aufgefiihrten Erfindungen,
obwohl diese nicht unbedingt durch ein gemeinsames erfinderisches
Konzept verbunden sind, ohne Mehraufwand der eine zusdtzliche
Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, eine vollstdndige Recherche
durchgefiihrt werden konnte.
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(56)

Intema

" 25 Aktenzeichen

Angaben zu szur gendren PCT/EP 01/08252
Im Rechercherbericht Datur dor Mitglied(er) der | Datum der
WO 9826294 A 18-06-1998 DE 19651093 Al 10-06-1998
Wo 9826294 Al 18-06-1998
EP 0943098 Al 22-09-1999
JP 2001505999 T 08-05-2001
WO 9820343 A 14-05-1998 DE 19645729 C1 04-06-1998
DE 1972899] Al 11-02-1999
Wo 9820343 A2 14-05-1998
EP 0938679 A2 01-09-1999
JP 2001505764 T 08-05-2001
DE 19907094 c 13-04-2000 DE 19907094 C1 13-04-2000
WO 0049050 A2 24-08-2000
EP 1153039 A2 14-11-2001
EP 0298368 A 11-01-1989  US 4954452 A 04-09-1990
AT 114191 T 15-12-1994
AU 608866 B2 18-04-1991
AU 1882688 A 12-01-1989
CA 1331560 Al 23-08-1994
DE 3852117 D1 22-12-1994
DE 3852117 T2 30-03-1995
EP 0298368 A2 11-01-1989
ES 2066774 T3 16-03-1995
JP 1035372 A 06-02-1989
JP 2708475 B2 04-02-1998
EP 0414224 A 27-02-1991 JP 4072567 A 06-03-1992
Jp 4072569 A 06-03-1992
JP 2813894 B2 22-10-1998
JP 3078656 A 03-04-1991
AT 139341 T 15-06-1996
AU 643454 B2 18-11-1993
AU 6122690 A 28-02-1991
CA 2023804 Al 24-02-1991
DE 69027382 D1 18-07-1996
DE 69027382 T2 09-01-1997
EP 0414224 A2 27-02-1991
us 5534441 A 09-07-1996

Fomblatt PCTASAZ10 (Anhang Patentiamiie)(Jull 1982)
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