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Monsieur le Ministre

du 10 novembre 1986 de I'Economie et des Classes Moyennes .
e Service de 1a Propriété Intellectuelle
Titre délivré . 1.3 JUIN 1 88 LUXEMBOURG

M6.5.88 ~— .
7;/&, Demande de Brevet d’Invention

(1
1. Requéte

-La -soC...dite.PROGEN. .BIOTECHNIK. GmbH, Im Neuenheimer. Feld 519, (2
D..=_6900 Hn'ir?e'lh/:rg

représentée par E,Meyers & E. T.Freylinger, Ing.conseils en propr.ind., 63)

46 _ru Cimetiere, Luxembourg, agissant en qualité de mandataires ,
dépose(nt) ce . dix.novembre.mil_neuf. cent guatre vingt six : (4
a..1o... - heures, au Ministére de "Economie et des Classes Moyennes, 2 Luxembourg:

1. la présente requéte pour 'obtention d’un brevet d’invention concernant:

"Verfahren .zum Auffinden von.Gewebslisionen” (5)
2. la description en langue _....allemande - de T'invention en trois exemplaires;

3. = e planches de dessin, en trois exemplaires;

4. la quittance des taxes versées au Bureau de 'Enregistrement 3 Luxembourg, le .10 _novembre 1986
5

6

- la délégation de pouvoir, datée de ... Heidel berg. i le 5_novembre 1986 3

b}

- le document d'ayant cause (autorisation);
déclare(nt) en assumant la responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont): {6)
l..Dr.Gerda.BRUDER, Bergheimer Strasse. 1103, D — 6900 Heidelberg
20 PTOf, Dr Werner Wilhelm FRANKE, Landfriedstrasse 6, D - 6900 Heidelberg

revendique(nt) pour la susdite demande de brevet la priorité d’une (des) deﬁlande(s) de (7
o= déposée(s) en (8)

le (9) o

sous le N° (10) b

aunom de (11) i

élit(élisent) domicile pour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, 3 Luxembourg

46 _rue.du Cimetiére, _ ILuxembourg (12)
sollicite(nt) la délivrance d’un brevet d’invention pour l'objet décrit et représenté dans les annexes susmentionnées,
avec ajournement de cette délivrance d ... dix~huyit - - OIS, {13)
Le dépoganyt / mandataire: ~Ernest.-Meyers . R (14)

) II. Proces-verbal de Dépét
demande de brevet d’invention a été déposée au Ministere de I’Economie et des Classes Moyennes,
Service de la Propriété Intelle uxembourg, en date du: 10 novembre 1986

La susdi

. !
Px. le Ministre de ’Economie et des Classes Moyennes,

pid.
Le chef du service de g propriété intellectuelle,

A 68007 /

-
EXPLICATIONS RELATIVES AU FORMULMRE DE DERéT, 2/

00
a0 . heures

(1) sl y a lieu "Dy de de certificat d’addition au brevel principal.  Ia demande de brevet principalNo.......... % n}.. Ao, " ~(2) inscrire les nom, prénom, profession.
adresse du demandeur, lorsque celui-ci est un particulier ou les dénomination sociale, forme juridique, adresse du sidge social, ue le demandeur est unz personne morale — (3) inscrire
Jes nom, prépom, adresse du mandataire agréé, conseil en propriété industrielle. muni d'un pouvoir spécial. s'il y aliew: “reprf#ntépar....... ... agissant en qualité de mandataire™
—(4) date de dépdt en toutes lettres — (5) utre de I'invention ~ (6) inscrire les noms. prénoms, ad des i urs ou I'i jon "(voir) désignation séparée {suivra)”, lorsque la dési-
gnation se fait ou se fera dans un documcn;;c;‘paré. ou encore lindication "ne pas mentionner™, ]ors%uel'invemeursigne ousigneraun document de non-meation 3 joindre 2 une désignation
séparée présente ou future - (7) brevet, centificat d"addition, modzle d'utilité. brevet européen (CBE), protection internatiopale (PCT)—(8) Etat dans lequelle rremj:r dépsta été effectus
ou, le cas échéant, Etats désignés dans la demande européenne ou internationale prioritatre - (9) date du premier dépdt — (10} numéro du premier dépét complété, le cas 6chéant. par i
dication de I'office récepteur CBE/PCT — (113 nom dus tinilairs dn nremiar Adnar 117 adme~ ar- 4o Sabrarnel 66pO1—(10) numén
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. la délégation de pouvoir, datée de ... Heidelberg. : le 5_novembre 1986

(6)

L..Dr.Gerda BRUDER,.Bergheimer. Strasse 1104, .D.=.6900 Heidelberg .
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VERFAHREN ZUM AUFFINDEN VON GEWEBSLASIONEN
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auffinden van
Gewebslasionen, bei dem Kirperflissigkeit abgezogen und un-

tersucht wird.

Es ist bekannt, Hepatitis durch Nachweis Leber-spezifischer
Enzyme im Blutserum aufzufinden. Ebenso lassen sich Myokard-
Lasionen durch den Nachweis von Myokard-spezifischen Enzymen
und anderen ldslichen Proteinen auffinden. Enzyme haben nur
eine begrenzte Aktivitidt und viele Gewebs— beziehungsuweise
Zelltyp-spezifische Proteine sind nicht in Serum und anderen
Korperflissigkeiten ldslich. DBadurch ist die Anwendung die-

ses Verfahrens begrenzt.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren der eingangs ge-
nannten Art so auszugestalten, dafl es miaglichst weitgehend

anwendbar ist.

Die Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dall 1dsliche Frag-
mente von unléslichen, Antigen—tragenden, intrazelluléaren
und nicht-sezernierten Strukturen und Proteinen, immunclo-
gisch dem l&dierten Gewebe zuordbaren Cytoskelettproteinen,

immunologisch bestimmt .und quantifiziert werden.

Eine Weiterbildung der Erfindung ist dadurch gekennzeichnet,
dall die Antigen—tragenden Proteine Intermedidrfilamentpro-

teine sind.

Die Erfindung macht sich dabei die folgenden Erkenntnisse

aus der Zellbiologie zunutze:

Intermediarfilament (IF)-Proteine, die als Bestandteile des

Cytoskeletts zu den unldslichen Zellbestandteilen gehéren,
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isind durch hohe Stabilitat ausgezeichnete Proteine von
grofler Zelltypspezifitat. Die Zuardnung ergibt sich aus der

nachfolgenden Tabelle I.

TABELLE 1

Geuwebe Intermediarfilament-
protein

Muskel- Desmin

Neuranal- Neuraofilamentproteine
(NF-L, NF-M, NFH)

Mesenchymal- Vimentin

Astrazyten Gliafilament

Epithel- Cytokeratine

MNach Zell-L&sion werden nicht ldsliche Proteine und Struktu-
ren vielfach proteolytisch abgebaut. Aus IF-Proteinen erhidlt
man beispielsweise nach Abbaureaktionen die relativ stabilen
alpha~helikalen Mittelstlcke, die nun in Kérperflissigkeiten
mit immunologischem Verfahren nachgewiesen und bestimmt wer-—

den kdnnens

Das Machweiswverfahren geschieht mit Hilfe eines Sandwich-
ELISA, der fir jeden Filament-Typ aus jeweils zwei spezifi-

schen Antikdrpern aufgebaut ist.

Als Kirperflicscigkeiten kommen fir das Verfahren in Betracht
Serum vaon Blut, Cerebrospinalliquer, Urin, Fruchtwasser und
Punktate.

In den Punktaten kdnnen Intermediadrfilamentproteine in un-
16slicher Form untermischt sein. Damit diese auch bei sero-

logischen Untersuchung mit in Betracht gezogen werden, wird
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ayf das abgezogene Punktat abbauend eingewirkt, bis aus ue-
nigstens einem groflen Teil der eventuell im Punktat vorhand-
enen Intermediarfilamentproteine jeweils das alpha-helikale
Mittelstick abgebaut ist. Dann wird die ldsliche Fraktion
abgetrennt und dann werden die in der ldslichen Fraktion
enthaltenen alpha—helikalen Mittelsticke in ldslicher Phase

immunologisch identifiziert.

Um dabei sicherzustellen, daB die alpha-helikalen Mittel-
stiicke beim Abbau nicht so weit mitzerstédrt werden, dafl die
Identifikation behindert wird, empfiehlt es sich, dafl diese
nur so weit abgebaut werden, bis sie zu 60 bis 100 Gewichts-
prozent bei einer Temperatur von O bis 40°C (Grad Celsius)
in physiologischer Kochsalzltsung l&dslich sind. Das ge-
schieht durch Abstoppen der Aktivitat des fur den Abbau ein-
gesetzten Enzyms durch geeignete Inhibitoren. Hierbei ist es
zueckmifig, die Intermediirfilamentproteine nur so weit
abzubauen, dal bei mindestens 80 Gewichtsprozent das alpha-

helikale Mittelstiick intakt bleibt.

Es gibt verschiedene Cytokeratine (Nr. 1 - 19), deren Ex-
pressionsmuster verschiedenen Epithelgeweben zugeardnet
sind. Deshalb wird bei Cytokeratinen vorzugsweiss auch die
Art des jeweils zugeordneten Epithelgewebes bestimmt und
quantifiziert., Auch flr diese Zuordnung liegen hinreichende

Charakteristika in den alpha-helikalen Mittelsticken vor.

Die zur Quantifizierung erforderliche Standardisierung er-
folgt zweckméalig anhand eines definierten Standards, wobei
der Standard gebildet ist aus gereinigten alpha-helikalen
Mittelstiicken der jeweils zugeordneten Intermedi&rfilament-

proteine.

Die Erfindung gestattet es, die Ergebnisse der Bestimmung

und Quantifizierung unverziglich nach Entnahme des Serums zu
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e;mitteln. Das ist ein besanderer Vorteil.

Die Erfindung gestattet es weiter, den Verlauf pathologi-
scher oder therapeutischer Prozesse — beispielsweise
Bestrahlung, Chemotherapie - zu kontrollieren, bei denen Ge-
webe zerstdrt wird, indem zur Verlaufskontraolle einer geuwe-
beladierenden Behandlung die Entnahme der Kdrperflissigkeit
und die Bestimmung und Quantifizierung mehrfach zeitlich
nacheinander wihrend der ladierenden Behandlung und/oder da-

nach erfolgt.

Die Erfindung wird nun anhand der beigefigten Beispiele néd-

her erldutert.
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BEISPIEL 1
Nachweis von Lasionen im Epithelgewebe zur Differentialdia-

gnostik

In 1 ml (Milliliter) Serum von Patientenblut werden die vor-
handenen Cytokeratine immunologisch durch einen Sandwich-
ELISA bestimmt., Hierzu dient ein erster monoklonaler Anti-
kérper PAN-CI, der sogenannte Fanger—-Antikdrper, der gegen
ein erstes Epitap, das in allen im Serum vorhandenen Cytoke-
ratinfragmentkomplexen vorkommt, gerichtet ist. Es sind wei-
tere monoklonale Antikirper C-401 bis C-419 vorgese-

hen, sogenannte Detektor-Antikérper, die einzeln gegen zuwei-
te Epitape gerichtet sind, die spezifisch den einzelnen be-
kannten 19 Cytokeratinen zugeordnet sind. Das zweite Epitop
ist jeweils vom ersten Epitop unabhingig und verschieden.
Die Detektor-Antikdrper sind enzymatisch markiert mit

Pergxidase.

Zur Standardisierung wird das gereinigte alpha-helikale Mit-
telstiick der 19 verschiedenan Cytokeratine dem gleichen
Sandwich-ELISA mit den gleichen Antikdrpern unterworfen. Die
so erhaltenen 19 verschiedenen Cytokeratinwerte dienen dann
als Bezugsgridflen fir die quantitative Auswertung der

Mefllergebnisse., -

Auf diese Weise ermi{te1t man den relativen Ahte11 der ein-—
zelnen Cytokeratine. Das 1&aht eine genaue Spezifizierung des
1adierten Epithelgewebes zu und Rickschlisse auf das Ausmall

der Ladierung.

enn sa nur die Cytokeratine 8 und 18 nachgewiesen werden,
140t das auf eine Lasion von Hepatozyten, Mierenepithel be-
ziehungsweise von Acini, des Pankreas und der von diesen

Zelltypen abgeleiteten Tumoren schlieflen und macht andere
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Gewebe als Ort der Lasion unwahrscheinlich.

BEISPIEL 2

Nachweis vaon Lasionen im inneren Epithelialbereich

Wie Beispiel 1, jedoch mit der Beschrankung auf den Fanger-
Antikdrper PAN-CI und diejenigen Detektor-Antikérper C-408,
D-418 und C-419, die den Cytokeratinen MNr. &, Nr. 18 und Nr.
1% zugeordnet sind. Wenn die Cytokeratine Nr. 8, Nr. 18 und
Nr. 19 mit hinreichenden Anteilen nachgewiesen werden, 1&ft
das auf eine L&sion im Epithelialbereich des Darmiraktes-
schlieflen und 1&Bt anere Organe als Ort der Lédsion unwahr-

scheinlich erscheinen.

BEISPIEL 3

Verlaufskontralle bei der Chemotherapie eines Leberhepatoms

Die Untersuchung und Bestimmung der Cytokeratine 8 und 18
nach Beispiel 1 wird wiederholt an monatlich dem gleichen

Patienten entnommenen Blutproben.

BEISPIEL 4

Frihdiagnostik bei Verdacht auf Neuralrohrdefekte wdhrend
der Schwangerschaft

180 m1 Fruchtwasserpunktat wird zentrifugiert. Das Sediment
wird im 3fachen Volumen, bezogen auf das Feuchtgewicht, ei-
ner phgsphatgepufferten Kochsalzldsung ¢ 10 mM (millimolar)
Matriumphosphat pH 7,4, 130 mM Natriumchlarid) mit Hilfe ei-
nes Messerhomogenisators bis zur breiartigen Konsistenz
zerkleinert. Dem Homogenat wird Chymotrypsin im Verh&dltnis
1 ¢+ 1000, berechnet auf das Feuchtgewicht des Gewebes,
zugesetzt., Es folgt ein Inkubationsschritt bei 30° C im
Wasserbad, der nach 40 Minuten abgestoppt wird. Das Abstop-

pen der Enzvmaktivitiat geschieht durch Zusatz von 5 mM 2-
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ﬂitro—d—ﬁarboxypheny]—N-N-Dipheny]carbamat {NCDC). Anschlie-
fend wird das Homaogenat 30 Minuten bei 10*%g

(g = Gravitationskonstante) zentrifugiert.

Unter diesen Bedingungen uwerden 80 bis 95 Gewichtsprozent
der alpha-helikalen Mittelstiicke in noch identifizierbarem

Zustand aus den IF-Proteinen des Homogenats freigesetzt.

Die beiden gewonnenen, zentrifugierten Uberstdnde werden
gesandert, jeder fir sich, immunologisch auf ihren Gehalt an
Neurofilament und Gliafilamentprotein mit einem Sandwich-
ELISA untersucht. Hierzu dient fir die beiden Filamenttypen
je ein erster monoklonaler Antikdrper NF-8 beziehungsweise
GL-&, der sogenannte Fénger?éntikﬁrper, der gegen ein je-
wells erstes Epitop desralpha-he1ika1en Mittelstickes der
Filamentproteine gerichtet ist. Aullerdem dient dazu jeweils
ein zweiter mongklonaler Antikérper NF-100 beziehungsuweise
GL-100, der sogenannte Detektor-Antikdrper, der gegen ein
zweites Epitop des alphahelikalen Mittelsticks des zugeord-
neten Filaments gerichtet ist. Das zuweite Epitop ist von dem

ersten Epitop unabhangig und wverschieden.

Die Detektor-Antikdrper NF-100 beziehungsweise GL-100 sind
mit Peroxidase gekoppelt und werden bei der Bindung an das
alpha-helikale Mittelstick Uber die Enzymaktividt der Pero-
xidase nachgewiesen. Die Standardicierung erfolgt entspre-

chend wie im Beispiel 1 angegeben.

Das Auftreten vaon Glia- beziehungsweise Neurofilamentfrag-
menten in Fruchtwasserproben weist auf Neuralrohrdefekte hin
und liefert so einen wesentlich verlaflicheren und schnelle-
ren prénataldiagnostischen Test als bisher benutzte bekannte
Methoden.
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BEISPIEL 5 - 7

ldie Beispiel 1 - 4, wobei jedoch statt den einzelnen Cytoke-
ratinen einzeln zugeordnete Fanger-Antikdrper salche Fanger-
Antikdrper eingesetzt werden, die in Kombination die einzel-
nen Cytokeratine erkennen. Zum Beispiel die Kombination C-
S01 und C-504 erkennt das Cytokeratin Nr. X, die Kombination
C-501 und C-503 erkennt das Cytokeratin (X+1).

BEISPIEL 8

Gewinnung der Antikdrper

Vimentin wird aus Augenlinsen von Rindern gereinigt, als Fi-
lament rekonstituiert, mit Chymotrypsin gespalten und das
alpha-helikale Mittelstlck chromatographisch abgetrennt und
eingesetzt zur Herstellung der monoklonalen Antikdrper mit
Hilfe der Hvbridomtechnik. Die Spezifitat der Antikédrper
wird mit Hilfe der gereinigten alpha-helikalen Fragmente
festgestellt und Kreuzreaktionen mit den idbrigen IF-
Proteinen durch Immunreaktionen in nativem {(beziehungsweise
renaturiertem) und denaturiertem Zustand dieser Prateine

ausgeschlossen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Auffinden von Gewebsl&dsionen, bei dem Kir-
perflissigkeit abgezogen und untersucht wird,
dadurch gekennzeichnet,

daB ldsliche Fragmente von unldslichen, Antigen-
tragenden, intrazellularen und nicht-sezernierten Strukturen
und Proteinen, immunclogisch dem l&dierten Gewebe zuordbaren
Cytoskelettproteinen, immunologisch bestimmt und quantifi-

ziert werden.

2, \Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dafl die Antigen—-tragenden Prateine Intermedifdrfilament-

proteine sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 aoder 2, dadurch gekennzeichnet,
dal die entnommene Kirperflissigkeit Blut ist und die Be-

stimmung im Blutserum erfolgt.

4. \'erfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dafl die entnommene Kiérperflissigkeit Cerebrospinal-

liquar ist.

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dall die entnommene Kérperflissigkeit Urin ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dafl die entnommene Korperflissigkeit Fruchtwasser ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dafl die entnommene Kirperfliscsigkeit durch Punktierung

gewonnen wird.,
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g. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,

dalh auf das ébgezngene Punktat abbauend eingewirkt wird,
bis aus wenigstens einem graflen Teil der eventuell im Punk-
tat vorhandenen Strukturproteinen ldsliche Fragmente ent-
standen sind,

daB dann die ldsliche Fraktion abgetrennt wird und

daB dann die in der ldslichen Fraktion enthaltenen Frag-

mente immunologisch identifiziert werden.

9 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet,

daB bei Cytokeratin in der Korperflissigkeit die Art des
jeweils zugeordneten Epithelgewebes anhand des relativen An-
teils der identifizierten Cytokeratine MNr. 1 bis 19 bestimmt

und quantifiziert wird.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-—
durch gekennzeichnet,

dafl die Quantifikation anhand eines definierten Standards
erfolgt, wobei der Standard gebildet ist aus gereinigten

bischemisch definierten Fragmenten des Cytoskeletts.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, _

daB die Quantifikation anhand eines definierten Standards
erfolgt, wobei der Standard gebildet wird aus gereinigten
alpha-helikalen Mittelstiicken der jeweils zugeordneten

Intermediarfilamentproteine.
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»

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-

durch gekennzeichnet,
dafl zur Verlaufskontrolle einer arztlichen Behandlung die
Entnahme der Kérperflissigkeit und die Bestimmung und Quan-

tifizierung mehrfach zeitlich nacheinander wdhrend der Be~

handlung und/oder danach erfolgt.
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