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(57) Abstract

Biologically active substance with standardizable hormonal activity, containing in a
physiological medium at least one histone, particularly at least one histone H2 or an active;
area of said histone with immune system immunostimulating and/or endocrinological pro-*
perties. Utilization of histones and/or segments of histones for producing such a prepara-
tion for medical purposes. Said histones may be-extracted from biological starting materi-
als, for example calf thymus. Since H2A and H2B histones of oxen and humans are ident- | —
ical, ox histones may also be used for such a preparation for human medical purposes. The voune ()
preparation according to the present invention may also contain only the variable evolution segments or part of at least
one H2 histone. The invention is based on the fact that the biologically active area of an immunostimulating or endocrino-
logically active histone is located in the variable evolution histone segment. The preparation according to the present in-
vention may also be used in immunotherapy.
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(57) Zusammenfassung

Biologisch wirksame Substanz mit standardisierbarer hormoneller Wirkung, das in einem physiologischen Medium
wenigstens ein Histon, insbesondere wenigstens ein Histon H2 oder einen wirkungsgemdss aktiven Bereich dieses Histons
mit das Immunsystem immunstimulierenden und/oder endokrinologischen Eigenschaften enthilt. Damit wird auch die
Verwendung von Histonen und/oder Histonabschnitten zur Herstellung eines solchen Priparates fiir medizinische Zwecke
vorgeschlagen. Die Histone lassen sich aus biologischen Ausgansmaterialien, z.B. aus Kalbsthymus, gewinnen. Da be-
kanntlich H2A- und H2B-Histone vom Rind und vom Menschen identisch sind, kénnen Rinder-Histone fiir das erfin-
dungsgemisse Priparat auch zum humanmedizinischen Gebrauch verwendet werden. Erfindungsgemdésse Praparate kon-
nen auch nur den evolutionir variablen Abschnitt oder einen Teil hiervon wenigstens eines H2-Histons enthalten. Der
Erfindung liegt vor allem die Erkenntnis zugrunde, dass der biologisch aktive Bereich eines immunstimulierenden bzw. en-
dokrinologisch wirksamen Histons innerhalb des evolutionir variablen Histonabschnnittes liegt. Das erfindungsgemasse
Préparat ist auch zur Immuntherapie verwendbar.
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Biologisch wirksame Substanz mit hormonellen
Eigenschaften, Verfahren zu ihrer Herstellung

und Verwendung von Histenen flr medizinische

Zwecke

Es sind zahlreiche verschiedene Thymus-Préparationen be-
kannt. Hierzu gehdrt auch die Thymus-Préparation (HTH) nach
Comsa & Bernardi ("Extraction, Fractionation and Testing

of a Homogenous Thymic Hormone Preparation”, verdffent-
licht in Annals of the New York Academy of Sciences,

Vol. 240, pages 402 - 403; Febr. 28, 1975).

Comsa konnte unter anderem zeigen, daB HTH das Immunsystem
immunstimulierende und endokrinoclegisch wirksame Eigen-
schaften besitzt. Er vermutete, daB diese Wirkung einem
speziellen Thymus-Hormon zuzuordnen ist ("Hormonal Coordi-
nation of the Immune Response", Vol. 92, Springer-Verlag,
1982). Comsa hat auch nachgewiesen, daB Thymus-Préparatio-
nen aufgrund ungekldrter Nebenwirkungen von noch nicht
definierten Substanzen therapeutisch unwirksam oder ab-
trdglich sein kdnnen. Es kbnnen also in Thymus-Préparatio-
nen Fremdsubstanzen vorhanden sein, die die wirksamen
Eigenschaften des vermuteten Thymus-Hormons innerhalb der
Thymus-Préparation iiberdecken oder hemmen bzw. stdren und

die fiir den Patienten ein betridchtliches Risiko darstellen

kdnnen.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine biologisch wirksame
Substanz der vorstehenden Art anzugeben, die einen ein-
deutigen Bezug zur gewiinschten thymushormonartigen Wirkung

aufweist, also im wesentlichen frei von Fremdsubstanzen
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ist, die diese Wirkung negativ beeintrdchtigen kénnen. Da-
mit wird ver allem auch das Ziel verfolgt, erstmals die
Standardisierung einer solchen Prdparat-Wirkung ermdg-
lichen zu kdnnen und damit auch Wege fiir Herstellungsver-
fahren der Wirksubstanz aus biologischen Ausgangsmateria-
lien und die gezielte Verwendung solcher Substanzen zu er-
ffnen, die zu weitgehend reinen bzw. fremdsubstanzfreien

Prdparaten mit hormondhnlichen Wirkungen fiihren.

Die Aufgabe wird durch die in den Anspriichen bezeichnete

Erfindung geldst.

Es war fir die Erfinder iiberraschend, daB sie in der HTH-
Thymus-Fraktion nach Comsa-Bernérdi kein spezifisches
Thymus-Hormon lokalisieren konnten, das eindeutig immunolo-
gische und endokrinologische Eigenschaften besitzt. Beil
Untersuchungen an HTH lieBen sich als hormonelle Wirksub-
stanzen zwei reproduzierbar zu detektierende Polypeptid-
%etten HTHd;und HTHB darstellen, deren Aminosduresequenzen
sich liberraschenderweise als identisch mit Sequenzen des
H2A- und H2B-Histons erwiesen. Es konnte erfinderseits da-
mit erstmals gezeigt werden, daB Histone, die bisher nur
als Zellkernproteine bekannt waren, hormon@hnliche Eigen-
schaftén mit extrazelluldren und endokrinen Aktivititen
besitzen miissen. Histon/Thymushormon-Strukturvergleiche
zeigten, daB die hormondhnlichen, insbesondere thymus-
hormonartigen Eigenschaften der Histone zumindest im
wesentlichen durch die evolution&dr variablen Teile der
Histone bestimmt sind (nachfolgende Beschreibung und Fig.3
(A)) und sich nicht in den evolutiondr invariablen (kon-
stanten) Histonteilen finden lassen. Die Erfinder konnten
durch Strukturvergleiche in den evolutionir variablen
Histonabschnitten der H2-Histone Teilsequenzen mit Hormon-
wirkung (aktive Histonsequenzen) lokalisieren (nachfolgende

Beschreibung und Fig. 3(B)), die mit Thymushormonen Ahn-



10

15

20

25

30

35

WO 85/03003 : PCT/DE85/00004

-3

lichkeiten aufweisen. Dabei konnte auch gezeigt werden,
daB Ahnlichkeiten insbesondere zu N-terminalen Histon-
bereichen bestehen und Wechselbeziehungen zwischen Histonen

und Proteinen des Immunsystems, insbesondere Ubiguitin,

vorhanden sind.

Die Erfindung offenbart damit; daB Histone, insbesondere
H2A- und H2B-Histone und bestimmte Teile hiervon, hormon-
ghnliche, insbesondere thymushormonartige Eigenschaften be-
sitzen und nicht nur Zellkernbausteine sind. Es zeigte sich
auBerdem, daB die das Immunsystem immunstimulierenden und/
oder die endokrinologisch wirksamen Substanzen, die in den
verschiedensten bekannten Thymus-Préparationen enthalten
sind, Ahnlchkeiten mit den - evolutiondr variablen Abschnit-
ten der Histone aufweisen und damit méglicherweise unter
einer Histon-Familie subsummierbar sind, die hinsichtlich
ihrer neu entdeckten Hormon-Eigenschaften gegebenenfalls

neu zu definieren sein wird.

Die Erfindung offenbart damit relativ einfache Wege zur
gezielten Herstellung von das Immunsystem immunstimulieren-
den und/oder endokrinologisch wirksamen Prdparaten mit
erstmals standardisierbarer Prdparat-Wirkung. So ist es
nicht mehr notwendig, allein aus Thymus-Pr8paraten be-
stimmte Peptide mit der gewlinschten Wirkung zu isolieren,
es konnen auch Prdparate aus anderen biologischen Ausgangs-
materialien hergestellt werden, die mdglichst reich an iso-

lierbaren Histonen, insbesondere H2A- und H2B-Histonen sind.

Da es inzwischen bekannt ist, daB H2A- und H2B-Kalbshistone
identisch sind mit menschlichen H2A- und H2B-Histonen, ist
es véllig unbedenklich, erfindungsgem&Be Priparate fur die
Humanmedizin z.B. aus Kalbsthymus oder einem anderen geeig-
neten endokrinen Organ des Kalbes bzw. des Rindes herzu-

stellen, das reich an H2A- und H2B-Histonen ist.
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Fiir eine wirtschaftliche Herstellung des erfindungsgeméBen
Priparates auf synthetischem Wege ist die Erkenntnis wich-
tig, daB die das Immunsystem immunstimulierenden und/oder
endokrinologisch aktiven Eigenschaften der Histone inner-
halb der evolutiondr variablen Abschnitte der Histone
liegen. Es geniigt daher, lediglich die evolutionar variab-
len Abschnitte der betreffenden Histone oder Teile hiervon
zu synthetisieren, die die aktive Sequenz enthalten. Das
gleiche gilt auch fiir eine gentechnologische Herstellung

bzw. fiir eine Kombination dieser Herstellungsverfahren.

Die Erfindung ist daher nicht auf die Verwendung von Histo-
nen, insbesondere H2A- und H2B-Histonen als immunstimulie-
rende bzw. endokrinologisch wirksame Préparate beschrénkt.
Es kdnnen auch nur die evolutiondr variablen Abschnitte
bzw. die wirkungsmiBig aktiven‘Bereiche dieser variablen
Abschnitte oder eine Kombination aus einem oder mehreren
solcher Abschnitte mit einem oder mehreren Histonen ver-

wendet werden.

SchlieBlich ist die Erfindung nicht auf-die Verwendung von
Histonen oder Histonabschnittenmit hormon&hnlichen Eigen-
schaften beschrinkt. So kann die Verwendung von solchen
Histonen oder Histonabschnitten mit wenigstens einem
Protein des Immunsystems, insbesondere Ubiquitin, erfin-

dungsgemiB besonders vorteilhaft sein.

ErfindungsgemdB ist der Begriff "Histone" aufgrund ihrer
neu entdeckten hormonellen Eigenschaften weiter zu ver-
stehen als im herkdmmlichen Sinne, als man unter Histonen

nur Zellkernbauteile verstand.

Die erfinderseits erkannte Histon-Wirkung als immunstimu-
lierende Substanz und als Synergist und/oder Antagonist
von endokrinen Driisen (endokrinologische Wirksamkeit) setzt

voraus, daB die Histone ganz oder wenigstens in Form von
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Teilsequenzen, die fiir die neu erkannte Wirkung verant-
wortlich sind, in der Blutbahn und/oder im Lymphsystem

zirkulieren, um ihre hormonelle Wirkung entfalten zu

kénnen. Eine derartige Wirkung war nach der bisherigen

Definition der Histone nicht zu erwarten.

Die der Erfindung zugrunde liegenden Erkenntnisse tiber

neue Eigenschaften der Histone und die im Zusammenhang
hiermit stehenden Untersuchungen an dem homeostatischen
Thymushormon (HTH) werden nachstehend ndher beschrieben.

Die in Klammern gesetzten Ziffern verweisen auf Literatur-

stellen des Literaturverzeichnisses am Ende der Beschrei-

bung, der auBerdem Figuren angefigt sind, die die Unter-

suchungsergebnisse verdeutlichen. In den Figuren zeigt:

Fig. 1(A)

Fig. 1(B)

Fig. 2

die Reiniqung der HTH-Prdparation nach Bernardi
und Comsa (2) mit Hilfe von HPLC an einer

/Y Bondapak-C18-Sdule in 0,1 % Trifluoressig-
siure unter Verwendung von Isopropanolgradienten
% B). '

Innerhalb der Fig. 1(A) ist eine SDS-Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese von (a) HTH-Ausgangs-
material und (b) Komponenten HTHj und HTHZ der
HTH-Fraktion C dargestellt;

die Aufteilung der HTH-Fraktion C (Fig. 1(A))
in die zwei Komponenten HTHy und HTH; mit

Hilfe von HPLC an einer /uBondapak-ClB-Séule
in 0,1 % Trifluoressigsdure unter Verwendung

von Acetonitrilgradienten (% B);

die Ausrichtung der C-terminalen Regionen der
Histone H2A, H2B und H3. Die Histone H2A und

H2B stammen vom Kalb oder vom Menschen. (Kalbs-

und menschliche H2-Histone sind identisch). Das
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H3-Histon stammt vom Kalb. Es sind die HZA-
Sequenzen 62-94, die H2B-Sequenzen 73-105 und
die H3-Sequenzen 103-135 (das C-terminale
Ende) einander gegeniibergestellt. Identische
Aminosduren sind zwischen Linien einge-

schlossen;

Vergleiche von Aminosdure-Sequenzen einer
ersten Gruppe von Histonen mit einer zweiten
Gruppe von Thymushormonen{ Histone H3 (vom
Kalb (37)), H2B (vom Kalb und vom Menschen
(37), H2B P.A. (Seeigel-Sperma Parechinus
angulosus (37)), H2A (vom Kalb und vom
Menschen (37)) und H2A.Z (Variante vom Kalb
(28)). FTS bezeichnet ein Thymusserum (vom
Schwein (14)). Thymopoietin (vom Ochsen (13)),
Thymosine dll’ 8, und 84 (vom Kalb (10-12)),
Ubiquitin (vom Ochsen (16)) und Prealbumin
(vom Menschen (17)). Identische Aminos&uren
zwischen den beiden Gruppen sind zwischen
ununterbrochenen Linien eingeschlossen. Amino-
sduren, die nur innerhalb einer der beiden
Gruppen identisch sind, sind zwischen ge-
strichelte Linien eingeschlossen. Sequenz-
Unterbrechungen (gaps) sind vorgenommen
worden, um die maximalen strukturellen Uber-
einstimmungen zu verdeutlichen.

In Fig. 3(A) sind im wesentlichen die evolutio-
nir variablen Histonabschnitte der H2A- und
H2B-Histone erfaBt (H2A etwa die Aminosduren

1 bis 36, H2B etwa die Aminosduren 1 bis 31).
Innerhalb dieser Abschnitte liegen die aktiven
Sequenzen, die fiur die Erfindung besonders

wesentlich sind;
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Fig. 3(B) Weitere Vergleiche von Aminosduresequenzen der zwei
Proteingruppen in Fig. 3(A) mit Zellober-
flichen-Antigen (von der Ratte (Thy-1)),
Immunoglobulin (vom Menschen bzw. Kaninchen
(IgE, IgG)), Histokompaktibilit&ts-Antigen
(vom Menschen (HLA-B7)) und Bz-Mikroglobulin
(vom Menschen (Gz-m)). Identische Aminosduren
befinden sich zwischen ununterbrochenen
Linien.

Die Fig. 3(B) zeigt u.a. vom H2A und HZB Ab-
schnitte innerhalb der evolutiondr variablen
Histonabschnitte (H2A Aminos#duren 11 bis 23,
H2B Aminosduren 14 bis 26),die zur weiteren
Lokalisierung der aktiven Sequenzen erfindungs-

gemaB wichtig sein kdnnen.

Verschiedene Funktionen des Thymus sind bereits eindeutig
nachgewiesen worden: Die Proliferation und Differenzierung
der lymphoiden Vorlduferzellen sowie die Produktion und
Ausscheidung von verschiedenen Thymushormonen. Eines
dieser Hormone, das homeostatische Thymushormon (HTH),
wurde, wie eingangs schon gesagt, schon friih von Comsa

und Mitarbeitern (1,2) entdeckt. Uber das HTH wurde be-
richtet, daB es vollstdndig die Folgen der Thymektomie
unterdriickt (3), daB es die Antikdrperproduktion in
thymektomierten Tieren wiederherstellt (4) und daB es
einen chemotaktischen EinfluB auf Lymphozyten ausibt (5).
Auch konnte ein regulatorischer EinfluB des HTH auf andere
endokrine Driisen gezeigt werden (6,7). So ist HTH Antago-
nist des Thyroxins (6é), des Adrenocorticotropen Hormons
(ACTH), des Desoxycorticosterons, des Thyrotropins (TSH)
und der Gonadotropine. HTH ist Synergist des Wachstums-
hormons (6,7). Zusdtzlich wurde noch ein radioprotektiver
EinfluB des HTH vorgeschlagen (8).

HTH wurde im Thymus, in den Lymphknoten und in der Milz
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von normalen Ratten vor der Pubertdt gefunden. Es wurde be-
richtet, daB es drei Tage nach Thymektomie vollstandig aus
den Lymphknoten und der Milz verschwindet (5,6). Aus
menschlichem Urin konnte eine dem HTH gleichende _Fraktion
isoliert werden, die die Folgen der Thymektomie bei Meer-
schweinchen verhinderte. Diese den Thymus efsetzehde Frak-
tion fehlte im Urin eines Mddchens, dem friher der Thymus
vollstindig entfernt worden war (5). Somit beweisen ver-
schiedene Tatsachen, daB das HTH sekretiert, im Kdrper ver-

teilt und ausgeschieden wird.

Die Struktur des HTH konnte bisher noch nicht aufgeklért
werden. Dagegen wurden schon einige andere Polypeptide des
Thymus charakterisiert, und zwar mehrere Thymosine (9-12),
Thymopoietine (13) und das kleine Nonapeptid "serum thymie
factor" (FTS) (14). Nach Isolierung aus dem Thymus wurde
ebenfalls die Struktur des Proteins Ubiquitin bestimmt,
dessen wahrscheinlicher EinfluB auf die Regulation des
Proteinabbaus jetzt bekannt ist (15). Weiterhin wurde

auch die Identit#t des "Serum-Thymushormons" mit Serum-
prealbumin aufgezeigt (17), das mdgliche Verwandschaften

zu gastrointestinalen Hormen besitzt (18).

Bei Beriicksichtigung der verschiedenen Gr&Ben der Thymus-
hormone, die von kleinen Polypeptiden bis zu dem Lympho-
zytenstimulierenden Hormon (LSHr, M 80000) (19) und
anderen groBen Proteinen reichen, scheint es mdglich zu
sein, daB einige Ketten Fragmente von grdBeren Proteinen
sind. Diese Vermutung wird durch das kiirzlich gefundene
Thymosindll gestdrkt, das sieben Aminosduren zus&dtzlich
zu denen des Thymosin d& enthilt, und durch das Prothymosin
mit etwa 112 Aminosduren, das die Sequenz des Thymosin<ﬂ1
in seinem Aminoterminus enthdlt (20). Weiterhin ist eine
Lys-Arg-Struktur, die ein typisches Signal fir die Pro-

hormonspaltung ist (21,22), am C-terminalen Ende aller
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Thymopoietine vorhanden (13). Zusammenfassend kann gesagt
werden, daB auBer HTH mehrere Thymushormone charakterisiert
worden sind. Spaltungen der Proformen scheinen wichtig zu
sein, jedoch wurden bisher nur wenige Funktionen und keine

strukturellen Verwandschaften nachgewiesen.

Nachstehend wird die weitgehende Reinigung und Ausbeute von
zwei Komponenten, HTH4 und HTHB beschrieben, die sich er-
finderseits als die einzigen reproduzierbar zu detektieren-
den Polypeptidketten der HTH-Pré@parate darstellten. Die
Aminosduresequenzen des HTH4 und des HTHg, deren Bestimmung
erfinderseits separat beschrieben ist (23), sind erfinder-
seits als identisch mit den Sequenzen der Histone HZA und
H2B erkannt worden. Da bisher keine extrazellul#ren oder
endokrinen Aktivitdten von Histonen bekannt geworden siﬁd,
wurde erfinderseits die M&glichkeit untersucht, ob H2A und
H2B bloBe Verunreinigungen in den HTH-Prédparaten sind. Es
zeigte sich jedoch, daB HTHg uid HTHB die einzigen Kompo-
nenten sind, deren Anreicherung in HTH-Prdparaten mdglich
war. Im Falle, daB die beiden Komponenten nicht selbst das
HTH dargestellt hidtten, ndtte die HTH-Aktivitat von einer
Komponente stammen missen, die nur in geringsten Mengen
hitte vorhanden sein diirfen und die zusammen mit den
Histonen hidtte gereinigt werden miissen. Wegen dieser Mdg-
lichkeit wurde erfinderseits eine eingehende Priifung der
HTH4/H2A- und HTHG/HZB-Strukturen durchgefihrt, und zwar
vor allem in Beziehung zu mdglichen Spaltsignalen und
Khnlichkeiten mit anderen Thymushormonen. Aufgrund dieser
Beziehungen zeigten sich neue und iberraschende Histon-
funktionen, die auch erkldren, wie HTH und vielleicht
andere Thymushormone eventuell in Verbindung mit Histonen
und Ubiquitin in einem regulatorischen System zusammen-
wirken und die den Weg zu erfindungsgemiBen Verwendungen

von Histonen in Medikamenten erst erdffneten.
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Reiniqung von HTH (Fig. 1(A) und 1(B)

Das Homeostatische Thymushormon HTH wurde aus Kalbsthymus
unter Verwendung einer finfstufigen Reinigungsmethode iso-
liert, die, wie in (1) beschrieben, aus Ausfd@llungen eines
sauren Extrakts (1 M stoa) mit Ammoniumsulfat und Ethanaol
und folgenden chromatographischen Auftrennungen Uber
Sephadex G-100, Hydroxyapatit und Sephadex G-25 besteht
(2). Die Reinigung wurde behindert durch proteolytische
Einflisse,bis ein Enzyminhibitor zugefiligt wurde. Diese
Fraktionen waren aktiv in den in der vorstehenden Ein-
leitung beschriebenen biologischen Tests. Die endgiiltige
Reinigung von zwei Komponenten mit Mr 15000 und 16500 wurde
mit Hilfe von HPLC an einem Waters-Gerdt mit einer
/uBondapak Cl18-Sdule unter Verwendung von Isopropanol-
oder Acetonitrilgradienten in 0,1 % Trifluoressigsdure

durchgefihrt.

Aminosduresequenzanalyse

HTH wurde mit CNBr und mit proteoclytischen Enzymen ge-
spalten (23). Die Peptidgemische wurden Uber Sephadex G-50-
fine in 30 % Essigsdure vorfraktioniert und fir die intakten
HTH-Komponenten, wie oben beschrieben, durch HPLC weiter

gereinigt.

Zur manuellen Sequenzanalyse wurde die Dimethylaminoazo-
benzol-Methode angewandt. Der Fliissigphasen-Sequenzabbau
wurde mit einem Beckman 890D-Gerdt unter Anwendung eines
0,1 M Quadrol-Peptidprogramms in Anwesenheit von mit Glycin
vorbehandeltem Polybrene durchgefihrt. Die Phenylthiochydan-
toine wurden mittels HPLC identifiziert (23).

Sequenzvergleiche

Die fir HTHd/HZA und HTHB/HZB bestimmten Aminosduresequen-

zen wurden mit denen des Histons H3 (24,25), der Thymosine
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(9-12), der Thymopoietine (13), des FTS (14), des
Ubiquitins (16) und des Prealbumins (26) verglichen. Da-
bei wurde ein Computerprogramm unter Verwendumng verschie-
dener AbschnittsgréBen zur Detektion von Bhnlichkeiten
benutzt, unabhingig von Sequenzlicken (gaps) und unter
Anwendung von Randomstrukturen mit derselben Zusammen-

setzung, um so den Grad von zufdllig &hnlichen Strukturen

(27) abschitzen zu kdnnen.

Resultate der Reinigung von HTH
Bei der Isolierung ohne Proteolyse enthielt das biologisch

aktive HTH-Prdparat von Bernardi und Comsa (2) keine
kleinen Peptide. Bei der SDS-Polyacrylamidgel-Elektro-
phorese in einem 7,5 % Gel unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen ergab dieses Prédparat jeweils
zwei konstant varhandene Peptidbanden entsprechend Mr 15000
und M 16500 (Fig. 1(A)). Die Molekulargewichtsbestimmung
des nativen HTH durch AusschluBchromatographie iiber Sephadex
ergab einen Wert von etwa 30000, was eine dimere Form fidr
das native HTH vermuten 1dB8t. Im Gegensatz zu Berichten,
daB HTH ein Glykoprotein sein kénnte (5) und mit Trifluor-
essigssure (1) nicht fdllbar sei, wurde erfinderseits zum
einen keine Kohlenhydrate und zum anderen ein Protein ge-

funden, das mit Trifluoressigsdure f&llbar ist.

Um die zwei Hauptpolypeptidketten von kleineren und vari-
ierenden Verunreinigungen zu trennen, wurden die HTH-Prépa-
rate mittels HPLC unter Verwendung eines Isopropanol-
Gradienten weiter aufgetrennt. Die zwei Komponenten wurden
in einem Hauptpeak eluiert, der in Fig. 1(A) mit C bezeich-
net ist. Diesem gehen zwei kleinere Peaks (A und B) voraus.
Letztere entsprechen mehreren Komponenten in variablen
Mengen und mit elektrophoretischen Positionen (Fig. 1(A)),
die identisch sind den inaktiven Komponenten aus den vor-

angehenden Reinigungsstufen. Die SDS-Polyacrylamidgel-
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Elektrophorese der Proben aus der Fraktion C unter redu-
zierenden und nichtreduzierenden Bedingungen bestdtigte das
Vorhandensein von zwei Peptidhauptkomponenten (Fig. 1(A)).
Die Endgruppenbestimmung mit der Dansyl-Methode zeigte
jedoch nur Prolin als N-terminale Aminosdure (die zweite
Polypeptidkette hat einen blockierten N-terminus). HPLC
unter Verwendung eines weichen Acetonitrilgradienten ergab
die Auftrennung der Fraktion C in die zwei Komponenten
HTHg4 und HTH; in reiner Form (Fig. 1(B)), wie durch SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (Fig. 1(A)) bestdtigt
wurde. Die Aminosduresequenzen der zwei Proteine wurden
durch Sequenzabbau in Verbindung mit Fragmentierung durch
CNBr und proteolytische Enzyme, wie in (23) beschrieben,
bestimmt. Sie zeigten,daB HTHy identisch dem Histon H2A

und HTHB identisch dem Histon H2B sind. Es wurden erfinder-
seits keine Anzeichen fiir eine Modifizierung von Amino-
sduren im HTH beobachtet (23).

Vergleich mit anderen Sequenzen (Fig. 3(A), 3(8))

Die Strukturen von HTH,/H2A und HTHB/HZB wurden auf Ahn-
lichkeiten hin mit den Thymosinen &, dﬁj} B, 8g (9-12),
den Thymopoietinen (13), den Histonen H2A, H2B, H3 und
dem Untertyp H2A.Z (28), Ubiquitin (16) und Prealbumin

(26) untersucht, um Proteine zu erfassen, die funktio-

nell entwgder den Thymushormonen oder den Histonen ver-
wandt sind. Ein Computerprogramm unter Verwendung variab-
ler FragmentgréBen (27) zeigte, daB keine auffallenden Ahn-
lichkeiten existieren, und daB keines der jeweils ver-
glichenen Paare fir sich allein bedeutende Bhnlichkeiten
besitzt. Sieben der insgesamt besten fiinfzehn Fits (solche
mit 6 und 7 identischen Aminosduren pro 15 Aminos#uren) -
zwischen H2A-H2B, H2A-H3 und H2B-H3 richten jedoch, unab-
hingig voneinander, die C-terminalen Regionen dieser
Histone so untereinander aus (Fig. 2), daB eine hdchstmég-

liche Ubereinstimmung erhalten wird.

>
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Versuche eines direkten Vergleichs in den N-terminalen
Bereichen der Histon/HTH—Strukturen ergeben weniger Iden-
titditen bei paarweisen Vergleichen (5 oder weniger pro

15 Aminosduren). Bei der Einfiihrung von Sequenzuhter-
brechungen (gaps) kann jedoch die Homologie zwischen den
verschiedenen Vergleichspaaren erhdht werden. Der N-
terminale Vergleichsbereich, der eine maximale Zahl von
identischen Gruppen und eine minimale Zahl von gaps ent-
halt, ergibt drei andere unabhé&ngige bereinstimmungen.
Dieser Bereich ist in Fig. 3(A) gezeigt. Eine weitere
ibereinstimmung besteht darin, daB dieser Teil mit nur
wenigen Sequenzverschiebungen auch Ahnlichkeiten mit den
untereinander #hnlichen C-terminalen Bereichen der Histone
selbst zeigt (Fig. 2). Weiterhin iberdeckt diese Region
(Fig. 3(A)) auch die Bereiche, die an Bindungswechsel-
wirkungen (29) beteiligt sind (Fig. 3(B)). Folglich lassen
sich wunabhingig voneinander vorgeschlagene funktionelle
Ahnlichkeiten jetzt mit offenbar vorhandenen maximalen
strukturellen Ubereinstimmungen verbinden. SchlieBlich
haben HTHy und HTHZ bzw. H2B nahe am Ende der in Fig. 3(A)
gezeigten Bereiche Lys-Arg-Paare und andere dibasische
Strukturen, die als typische Signale fir Proteasen gelten,
die aktive Hormone aus ihren Proformen freisetzen. Solche
Signalstellen in Histonen sind fir die Lokalisierung der
erfindungsgemidB wichtigen aktiven Sequenzen mit immun-
stimulierenden und/oder endokrinologischen Eigenschaften

von wesentlicher Bedeutung.

SchluBfolgerungen aus der Reiniqung und Charakterisierung
von HTH

HTH-Prdparate enthalten zwei Komponenten, die konstant bei
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese beobachtet wurden.

Diese zwei Komponenten sind in hoher Ausbeute vorhanden

und stimmen mit den Hormonaktivit#dten der Prédparate iiber-

ein. Andere Komponenten konnten ebenfalls bestimmt werden,
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aber in geringer und variabler Ausbeute und verschieden
von Priparation zu Prédparation. Die beiden Hauptkomponen-
ten, HTHg und HTHB, wurden weiter gereinigt durch HPLC-
Chromatographie. Wenn HTH kein Spurenbestandteil ist,
sollten alle bisher fir HTH beschriebenen biologischen
Eigenschaften einer der beiden Komponenten zugeordnet
werden oder aber auch beiden, wenn sie entweder synergi-

stisch oder sich addierend agieren.

Die Strukturanalysen ergaben, daB HTHg und HTHB 129 bzw.
125 Aminosduren enthalten, was eine gute Ubereinstimmung
mit den durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese ge-
schdtzten Molekulargewichtswerten von etwa 15000 ergibt.
Diese Analysen zeigen ebenfalls, daB die Primdrstrukturen
van HTH4 und HTHG identisch den Histonen H2A bzw. H2B von
Kalb und Mensch sind (23). Dies erkldrt auch das fiir HTH
durch AusschluBchromatographie bestimmte Molekulargewicht
van etwa 30000, da die inneren Histone in Form des dimeren
H2A:H2B vorliegen. Keine Beweise fir einen Aminos&@ureaus-
tausch oder andere Modifikationen der Histonstrukturen
konnten im HTH erhalten werden (23).

M5gliche Hormoneigenschaften und neuartige Funktionen der

Histone

Die Erkenntnis, daB HTH-Pr&@parate die Histonpolypeptid-
ketten H2A und H2B in offenbar dimerer Konfiguration als
Hauptbestandteile enthalten, 138t bisher unbekannte Mdg-
lichkeiten von neuartigen Funktionen fir die Histone ver-
muten. Deshalb wurden die Histonstrukturen auf struktu-
relle Ahnlichkeiten mit anderen Thymushormonen, Histonen
und in ihrer Funktion verwandten Molekilen hin unter-
sucht. Da Peptidhormone hdufig von gréBeren Proformen
stammen, wurde dabei vor allem auf mdgliche Signalstellen
fiir Proteinspaltungen geachtet und auBerdem auf Wechsel-
wirkungen mit Histonmodifikationen und anderen Eigen-

schaften. Obwohl die individuellen Beobachtungen jeweils

o
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fur sich allein nicht signifikant sind, werden sie im
folgenden behandelt, und zwar um eine Zusammenfassung der

neuen funktionellen Méglichkeiten zu erhalten.

Strukturelle Vergleiche
Die in den Fig. 2 und 3(A) aufgezeigten Ahnlichkeiten

zeigen hohe Ubereinstimmung zwischen den Histonen und den

verglichenen Proteinen. Jeweils fiir sich selbst ist der
Vergleich einzelner Paare kaum bedeutend (mSglicherweise
auBer in Fig. 2), aber die kombinierten Ahnlichkeiten
stimmen mit anderen Beobachtungen iiberein. Verwandte
Bindungswechselwirkungen (29) und andere funktionelle
Hgenschaften mégen genigen, um die Ahnlichkeiten zu er-
kliren. Im Verh#ltnis zu der Identit&t zwischen HTH und
den Histonen H2 und zu friiheren Vergleichen (29) zeigen
die strukturellen Ubereinstimmungen in Fig. 3(A), daB die
zwei Histone selbst eine Form von Prohormonen darstellen.
Die Strukturen in Fig. 3(A) sind auBerdem vereinbar mit
der Existenz von Proformen der Thymosine und Thymopoietine,
was durch die Existenz einer Vorstufe des Thymosin dl (20)

bekradftigt wird.

Prohormon-Analogien
Zwei Bereiche im H2B sind solchen Strukturen &hnlich, die

typisch sind fiir Spaltungsstellen von Prohormonen, z.B.
eine dibasische Aminosiduresequenz meistens in der Zusam-
mensetzung Lys-Arg (21). Eine solche Region ist Lys-Arg-
Lys-Arg beginnend auf Position 28, und eine andere ist
Lys-Arg beginnend auf Position 85. Bei beiden fehlt ein
folgendes Pro-Antisignal (22). Beide Positionen sind im
Bereich von B-turns der Sekundidrstruktur auBerhalb einer
A-Helix vorausgesagt (30) und besitzen deshalb offenbar
keine Stabilisierung gegen eine proteolytische Spaltung
(31,32). Dibasische Strukturen an dhnlichen Positionen sind

im H2A ebenfalls vorhanden. Der erste Bereich bei HZA und
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H2B ist jeweils etwa am Ende der strukturellen OUberein-
stimmungen zwischen Histonen und Thymushormonen (Fig.3(A)).
Der zweite Bereich ist im C-terminalen Teil, der in Anleh-
nung an Fig. 3(A) mit der Region des Prealbumins iiberein-

stimmt, fir die friher vorgeschlagen wurde, daB sie den

Spaltstellen in gastrointestinalen Hormonen entspricht (18).

Es zeigte sich, daB die Histone H2A und H2B in vitro chne
vorhergehende Denaturierung nur eine begrenzte Zahl von
Spaltungen zulassen. H2B wird haupts#chlich nach Lys-20
und Lys-23 (33) und H2A wird hauptsdchlich nach Arg-1ll und
Lys-118 (34) gespalten. Folglich schiitzen die nativen Kon-
formationen die Histonmolekiile gegen eine vollstandige
Proteolyse in einer Art, die &hnlich ist den selektiven
Spaltungen in Prohormonen. Es wurden endogene Proteasen
gezeigt, die in den gleichen N- und C-terminalen Regionen
spalten (35,36), und die entsprechenden freigesetzten
Fragmente von H2B hatten ein Molekulargewicht von ungefédhr
2000, was der urspringlich fiir das HTH beschriebenen GrdBe
entspricht. Hieraus wird erfinderseits gefolgert, da der
thymushormonale aktive Teil des HTHB/HZB in der N-termina-
len Region liegt (Fig. 3(A)), was fir die erfindungsgeméBe
Verwendung bedeutsam ist. Die Existenz von Thymushormon-
vorldufern wird ebenfalls unterstiitzt durch die Lys-Arg-
Struktur am C-Terminus des Thymopoietins. Aus den vor-
stehenden Ausfihrungen wird deutlich, da die Spaltstellen
der Histone fiir die Lokalisierung der biologisch aktiven

Sequenzen erfindungsgemdB bedeutsam sind.

Chemische Modifikationen

Von den Histonen weifl man, daB sie in chemisch modifizier-
ten Formen vorkommen (37). Serin-6 des Histon 2B wird in
vivo leicht phosphoryliert, und Ser-32 und Ser-36 k@nnen
wahrscheinlich in vitro phosphoryliert werden durch cAMP-

abhingige Proteinkinase(n) (38). Diese beiden Phosphory-

o
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lierungsstellen liegen in dem bereits besprochenen, er-
findungsgemiB wesentlichen N-terminalen Histon-Bereich.
Erfinderseits wird deshalb gefolgert, daB die Phosphory-
lierung/Dephosphorylierung nicht nur in die Regulierung
der konformativen Eigenschaften der Histone im Chromatin,
sondern auch in die Signalregulierung an Stellen mit ein-

bezogen ist, die fir Spaltungen empfindlich sind.

Weitere Folgerungen in funktioneller Hinsicht

Etwa 5-15 % des H2A und einige wenige Prozent des H2B sind
an Ubiquitin (39,40) gebunden. Eine Beziehung zwischen der
Bindung von Ubiquitin an Proteine und die Requlierung des
Proteinabbaus wurde beobachtet (15). Abgesehen von den an-
genommenen Funktionen des Ubiquitins bei der Chromatin-
kondensation oder bei der Genexpression im Nucleus kdnnte
deshalb das Ubiquitin auch als ein Signal fir das Auffalten
und die folgende selektive Spaltung des HTH bzw. des H2A,
H2B fungieren. Da das Ubiquitin in den Nuclei nahezu aller
Zelltypen zu finden ist, sind mdglicherweise fir das
Thymusgewebe spezifische Proteasen und chemische Modifika-
tionen notwendig fir die Spaltungen und Aktivitdten des
HTH (H2A, H2B). Ein EinfluB auf den Proteinkatabolismus
und die Ubiquitinfunktionen wirde ebenfalls eine direkte
Beziehung mit mehreren Effekten des HTH (H2A, H2B) auf das

regulierende System zeigen.

Erfinderseits konnten damit erstmals zusdtzliche Funktionen
des H2A und H2B, auBer ihren Eigenschaften als Struktur-
proteine des Chromatins, aufgezeigt werden, und zwar auf-
grund ihrer bedeutend hdheren Bindungs- und Abbauraten im
Vergleich zu H3, H4 und DNA (41) und aufgrund einer mdg-
lichen totalen Rekonstitution der nativen core-Histon-

zusammensetzung nach Entfernung des H2A und H2B (42).
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Wechselbeziehungen mit einer Bindungsregion

Die Homologie eines Bereichs im Thymopoietin mit den Bin-
dungsregionen von Molekilen mit einer &hnlich den Immun-
globulinen gefalteten Struktur ist bereits vorgeschlagen
worden (29). Dieser frithere Vergleich wurde erfinderseits
unter Verwendung der vorhandenen Strukturen (Fig. 3(A)und
3(B))erweitert. Erfinderseits wurde gefunden, daB fir H2B
dieser Bereich eine interne Wiederholung (Region 16-20 und
116-120 sind identisch) in-derselben Art enth#lt, wie
Immunglobulinstrukturen sich mit etwa dem gleichen Abstand
wiederholen. Eine solche strukturelle Ahnlichkeit ist auch
vereinbar mit den bekannten Kreuzreaktionen der Antihiston-
Antikdrper mit dem Fc-Abschnitt der schweren Ketten der
Immunglobuline (43) oder mit einem Zelloberfldchenprotein

auf menschlichen Leukozyten (44).

SchluBfolgerungen

Aufgrund der erfinderseits aufgezeigten Ubereinstimmungen
zwischen aktiven Eigenschaften des HTH und der Histone H2A
und H2B kdnnen jetzt bisher unbekannte Funktionen der
Histone erkldrt werden. Die erfinderseitigen Beobachtungen
von Thymushormon/Histon-Ahnlichkeiten lassen auf neue
Wechselbeziehungen mit Ubiquitin schlieBen, die mdglicher-
weise einen molekularen Mechanismus fiir die HTH/Histon-

Funktion bei der Reguliefung des Proteinabbaus andeuten.

SchlieBlich erlauben die erfinderseitigen Beobachtungen
Riickschliisse auf die Evolution. Eine angestammte Verbin-
dung zwischen den zu dem betrachteten Bereich gehGrenden
Molekiilen kdnnte eine Erkldrung fir die beobachteten Ahn-
lichkeiten sein, die sich auf frihere Vorschldge einer
"{iberfamilie" (45) ausweiten 1#Bt. Da es Anzeigen fUr
bevorzugte Bindungsregionen gibt und biologische Aktivi-
titen von HTH/Histonen durch Ubiquitin oder andere gewdhn-
liche Proteine freigesetzt werden kdnnten, werden die Ahn-

[¢ 5
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lichkeiten durch kthergierende Evolution erkldrbar. Was
auch immer der Ursprung dieser erfinderseits erkannten ver-
wandtschaftlichen Beziehungen ist, so liefern sie doch neue
M&glichkeiten zum Versté@ndnis der Wechselwirkungen zwischen
HTH, Histonen und Ubiquitin und damit zur Schaffung von er-
findungsgemidBen biologischen Wirksubstanzen mit thymus-
hormonartigen Eigenschaften bzw. zur Angabe erfindungs-
gemdBer Verfahren zur Herstellung solcher Wirksubstanzen
und zur Verwendung von Histonen oder deren aktiven Sequen-
sen in medizinischen bzw. pharmazeutischen Prdparaten mit

standardisierter Prédparatwirkung.

Wesentliche Teile der Anmeldung sind zur Verdffentlichung
von den Erfindern in Proceedings of the National Academy

of Sciences, U.S.A.,angemeldet.
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Patentanspriiche

Biologisch wirksame Substanz mit hormonellen “Eigen-
schaften, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz aus
wenigstens einem Histon und/oder wenigstens einem
hormonelle Eigenschaften aufweisenden Histonabschnitt

bzw. Histonfragment besteht.

Bioclogisch wirksame Substanz mit hormonellen Eigen-
schaften, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz
wenigstens ein Histon und/oder wenigstens einen
hormonelle Eigenschaften aufweisenden Histonabschnitt

bzw. Histonfragment enthilt.

Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, daB es sich um H2A- und/oder
H2B-Histon handelt.

Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, daB der Histonabschnitt im
wesentlichen durch den evolutionidr variablen Histon-

bereich oder durch einen Teil hiervon bestimmt ist.

Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 4, dadurch

~ gekennzeichnet, daB der Histonabschnitt im wesentlichen

durch den N-terminalen Bereich eines Histons bestimmt

ist.

Biologisch wirksame Substanz nach einem der vorstehen-
den Anspriche in einem oder als ein medizinisches oder

pharmazeutisches Pridparat.

Biologisch wirksame Substanz nach einem der vorstehen-
den Anspriiche fir diagnostische Zwecke bzw. fir diagno-
stische Verfahren.
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8. Biologisch wirksame Substanz nach einem der Anspriche

1 bis 7 mit thymushormonartigen Eigenschaften.

9. Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 6 oder 7
mit das Immunsystem stimulierenden und/oder endo-

krinologischen Eigenschaften.

10. Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 6 oder 7
zur Immuntherapie, zur Behandlung bei Immunschwachen

(z.B. Fehlerndhrung) wund bei Immundefekten.

11. Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 6 oder 7
zur Behandlung der Folgen der Thymektomie und nach
massiver Bestrahlung des Thymus zur Verhinderung von

strahleninduzierter Leuk&mie.

12. Biologisch wirksame Substanz nach Anspruch 6 oder 7
als Antagonist (des Thyroxins, des adrenocorticotropen
Hormons (ACTH), des Desoxycorticosterons, des Thyro-
tropins (TSH), des Gonadotropins) und/oder als Synergist

(des Wachstumshormons).

13. Biologisch wirksame Substanz nach einem oder mehreren
der vorstehenden Anspriiche in Verbindung oder in Kom-
bination mit wenigstens einem Protein des Immunsystems,

insbesondere Ubiquitin.

14. Verfahren zur Herstellung der bioclogisch wirksamen
Substanz nach einem oder mehreren der vorstehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein
Histon (insbesondere H2A-, H2B-Histon) und/oder wenig-
stens ein Histonabschnitt bzw. Histonfragment mit
hormonellen Eigenschaften gewonnen und einem physiolo-

gischen Medium zugesetzt wird.
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17'

18.

19.

20.

- 26 =

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
daB ein Histonabschnitt (Histonfragment) gewonnen
wird, der die evolutiondr variable Teilsequenz oder

Teile hiervon umfafBt. -

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet,
daB der N-terminale Bereich wenigstens eines Histons

oder eines Teiles hiervon gewonnen wird.

Verwéndung wenigstens eines Histons (insbesondere
H2A- und/oder H2B-Histon) und/oder wenigstens eines
Histonabschnittes bzw. Histonfragmentes mit hormon-
dhnlichen Eigenschaften (insbesondere der N-terminale
Histonbereich) in einem medizinischen bzw. pharmazeu-
tischen Prdparat oder als ein solches Prédparat mit

hormonellen Eigenschaften.

Verwendung wenigstens eines Histons und/oder wenig-
stens eines Histonabschnittes bzw. Histonfragmentes
mit hormondhnlichen Eigenschaften fir diagnostische

Zwecke bzw. fir diagnostische Verfahren.

Verwendung nach Anspruch 17 oder 18 in Verbindung mit
wenigstens einem Protein des Immunsystems, insbeson-

dere Ubiquitin.

Histon (insbesondere H2A- und/oder H2B-Histon), das
synthetisch oder gentechnologisch hergestellt oder

aus einem endokrinen Ufgan (z.B. Kalbsthymus) isoliert
worden ist, und/oder Histonabschnitte hiervon mit
hormondhnlicher (thymushormonartiger) Wirksamkeit
(insbesondere N-terminale Histonbereiche) zur Her-
stellung von Medikamenten mit hormohellen Eigen-

schaften oder fiir diagnostische Zwecke.
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aiteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem inter-
nationalen Anmeldedatum veroffentlicht worden ist

Veroffentlichung. die geergnet 1st. einen Priontatsanspruch
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offentlicht warden 1st
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zum Verstanamis des aer Erftnaung zugrundeliegenden
tfrmzms oger der inr zugrundehegenden Theone angege-

en 1st

"X Veroftenthichung von besonderer Bedeutung: die bean-
spruchte Erhindung kann nicht als neu oder autf erfinde-
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Internationales Aktenzeichen pom /DE 85 /0000 4

WEITERE ANGABEN ZU BLATT 2

V. K] BEMERKUNGEN ZU DEN ANSPRUCHEN, DIE SICH ALS NICHT RECHERCHIERBAR ERWIESEN HABEN "

GemaB Artikel 17 Absatz 2 Buchstabe a sind bestimmte Anspriche aus folgenden Griinden nicht Gegenstand der internationalen
Recherche gewesen:

1. K] Anspriiche Nr. 10'11 weil sie sich auf Gegenstinde '? beziehen. die zu recherchieren die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich

PCT Regel 39.1.iv) Verfahren zur chirurgischen oder therapeutischen
Behandlung des menschlichen oder tierischen
KSrpers sowie Diagnostizierverfahren

2. [J Ansprische Nr. ....coccronm . weilsie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen
50 wenig entsprechen, daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann'3, némlich

vi. [] BEMERKUNGEN BEI MANGELNDER EINHEITLICHKEIT DER ERFINDUNG"

Die Internationale Recherchenbehérde hat festgestelit, daB diese internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthait:
g

1. D Da der Anmelder alle erfarderlichen zusatatichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der internationaie
Recherchenbenicht auf alle recherchierbaren Anspriiche der internationalen Anmeldung.

2. C] bader Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzertig entrichtet hat, erstreckt sich der inter-
nationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche der internationalen Anmeldung, tiir die Gebihren gezahit worden sind, nédmlich

3. [J Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recherchen-
pericht beschrankt sich daher auf die in den Ansprichen zuerst erwahnte Erfindung; sie ist in folgenden Anspriichen erfafit:

4. [:] Da fiir aile recherchierbaren Anspruche eine Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte. der eine zusatz-
liche Recherchengebuhr gerechtfertigt hitte, hat die Internationale Recherchenbehdrde eine solche Gebihr micht verlangt.

Bemerkung.hinsichtlich eines Widerspruchs
[0 die zusatzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.
[[] bie Zahlung zusétzlicher Gebiihren erfoigte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Erganzungsbogen 2) (Oktober 1981)
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