Aus der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik

der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Thyreotropin-Rezeptor:
Untersuchung von Antikorper

Bindungsstellen

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Medizin
der Universitatsmedizin

der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Felix Wilhelm Pavenstadt

aus Bielefeld

Mainz, 2022



Tag der Promotion: 12.Juli 2022



Inhaltsverzeichnis

1

2

Einleitung / Ziel der ArDeit ........coooo oo 1
LItEraturdiSKUSSION ......coiiiiiiiiii et 3
2.1 Autoimmune Schilddrisenerkrankungen.............cceevvvveiviiiiiieeeeeeeeeeiiinnn 3
2.2 MOIDUS BASEUOW ........eeiiiiiiiiiieeee ettt e e e e 4
2.3 Hashimoto ThyreoiditiS............cuuuiiiiiie e 5

2.4 Klinische Indikationen fur die Erfassung von TSH-Rezeptor-Antikérper.... 6

2.5  DEr TSH-REZEPION . .....uiiii e 8
2.5.1 Leucinreiche WiederholungSdoma&nen.................uevuviiiiiiiiiiiiiinniininnnnns 8
2.5.2 AUMDAU dES TSHR.....ouiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8

2.6 TSHR-AUIOANTKOIPET .....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10

2.7 Epitope des TSHR.......ooiiiiiiieee e 12
2.7.1 TSH Interaktion mitdem TSHR ..o 12

2.8 Interaktion von monoklonalen Antikdrpern mit dem TSHR...................... 12
2.8.1 M22 mAk Interaktion mit dem TSHR ........ccccccoiiiiiiiiiiiii 12

2.9 Computer Epitopen Vorhersage fur M22 und K1-70 mAk am TSHR ...... 15

2.10 Zusammenfassung potenzieller Epitope des TSHR..............cccevvvvnnnnnn. 17

2.11  Verfugbare Immunoassays und Bioassays zur Messung von TSH-

REzZePIOr-ANTIKOIPEIN ... 18
2.11.1  Kompetitive Bindungs-Immunoassays .................eeueemmmmemmimnnnnennnnns 18
A N 0T ST | £ N 18
Material und MethOdeN..........oooiiiiiiiiii e 20

3.1 MALEHIAL c.ceiiiiiiiiiieiiiiee 20
Ll PP e 21
3.1.2 Rekombinante Proteine ............cccccuuummmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 22
3.1.3  PatientenUbersiCNt.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 23

3.2 MethOdiK.....coiiiiiiiiiiiiii 24



3.2.1 Verdunnungsubersicht der Proben ..., 24

3.2.2 Verdunnung der humanen monoklonalen TSHR-Antikérper............. 24
3.2.3  Verdinnung von M22 MAK ......cccooiiiiiiiie e 25
3.2.4  Verdinnung von KL1-18 MAK........ccorimmiiiiiiie e 25
3.2.5 Verdinnung von KL1-70 MAK.......ccorrrimiiiiii e 26
3.2.6  Verdinnung vON 5C9 MAK.......coceiiiiiiiiiie e 26
3.2.7 Verdinnung der PePtide.......cccoeeeeiiiiieiiiiii e 27
3.2.8 Verdinnung der rekombinanten TSHR Proteine .............ccccccevvvvnnnnn. 27
3.2.9 Verdunnung von rekombinantem Protein 6 (L1-10)..............uuuueennnnes 28
3.2.10  Bioassay fur stimulierende TSH-Rezeptor Antikorper ................... 28
3.2.11 Bioassay fur blockierende TSH-Rezeptor AntikGrper .................... 29
3.3  Formeln zur BereChnUNg.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 30
3.4 Titration von den monoklonalen AntiKOrpern ........ccccccvvvvveveieiiiiiiiieeneennen. 30

3.5 Allgemeiner Ablauf der Untersuchung von Peptiden und Proteinen im TSI

UNA TBI BIOASSAY .. .. iieeiiiiiiiiiie e e e e e ee ettt e e e e e e e e e et s e e e e e e e e eaaaas e e e e eeeeeeennns 30
3.6 Untersuchung der Peptide im TSI und TBI Bioassay .............ccceeevvvvvnnnn. 31
3.7 Untersuchung der Proteine im TSI und TBI Bioassay ............ccccceevvvvnnnn. 31

3.8 Verifizierung und Vergleich von vier Lots von Protein 6 (L1-10) im TSI und
TBI BIOBSSAY ... etttttttiitiiiiiiiiieiteteebeb bbb 32

3.9 Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TSI positiven Patientenseren im

TSI BIOBSSAY ... .cceeiieiiiiiiie e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 33
3.10  StatistisSChe AUSWEIUNG.........uuiiiii e 35
A ErQEDNISSE ..o 36
4.1 Titration von M22 mAK und K1-18 MAK..........uuvmmmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennes 36
4.2  Titration von K1-70 und 5C9 MAK ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 37
4.3 Zusammenfassung der vier mAK Titrationen............ccoeeevvviieeeviiiineeeeennnn, 38

4.4  Untersuchung neun verschiedener Peptide im stimulierenden (TSI)

BIOASSAY ...t 39



6.

6

7

(0¢]

4.5 Untersuchung neun verschiedener Peptide im blockierenden (TBI)

20> TS Y= P SPPPPPPN 41

4.6 Untersuchung der Peptide als Kontrolle im TBI und TSI Bioassay in
Abwesenheit VON M22 MAK .....oouiieiiie e 43

4.7 Untersuchung sechs rekombinanter Proteine im stimulierenden (TSI)
BIOBSSAY ... 44

4.8 Untersuchung sechs rekombinanter Proteine im blockierenden (TBI)

20> 11T P SPPPPPPN 46

4.8.2 Untersuchung der rekombinanten Proteine als Kontrolle im TBI und

TSI Bioassay in Abwesenheit von monoklonalen Antikbrpern.............ccc....... 48

4.9 Vergleich vier verschiedener Lots von Protein 6 (L1-10) im stimulierenden
(TSI) BIOBSSAY -...ceeeeeieeeeeeee e 49

4.10  Vergleich vier verschiedener Lots von Protein 6 (L1-10) im

blockierenden (TBI) BIOASSAY .......cccevvviiiiiiiiiiieeeeeeeeetiiiie e e e e e e e e e e e e e e eeeennns 50

4.11  Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TSI positiven Patientenseren im

stimulierenden (TSI) BiOaSSAY ..........ciiiieeiiiiiiiiiiiee e 51
DISKUSSION ... 62
5.1 ErgebnisdiSKUSSION ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
5.2 Stimulierende TSH Rezeptor Antikorper (TSI) ..o, 65
5.3 Blockierende TSH Rezeptor AntikGrper (TBI).......ccovvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnnn. 66
5.4 Vergleich der Bindungsstellen von M22 und K1-70 mAK...........ccccvvvvnnnn.. 67
5.5 Weitere Epitope aul3erhalb der LRD ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeee 69
5.6 Weiter Epitope von monoklonalen TSHR-ANtKOrpern............cceeevvvvvnnnn. 70
ZUSAMMENTASSUNG ... ceiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e eaaneeaeees 71
Y g = o 72
LiteraturverzeiChnis ... 75
D= T a1 GST=To 11 L PR 80
Lebenslauf..........oo 81



Tabellenverzeichnis

TABELLE 1 LRD-INTERAKTIONEN . ...eoiiiiiiiiiiiiii it 17
TABELLE 2 VERWENDETE REAGENZIEN ...ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiien e 20
TABELLE 3 VERWENDETE GERATE ...vctevetetiuiiiiiristst et tetsssssssses st se b st tssssa st s sebesesesesssssssssssssssssesesesasasasans 20
TABELLE 4 VERWENDETE VERBRAUCHSMATERIALIEN .....cociiiiiiiiiiiiiiiii i 20
TABELLE 5 HUMANE MONOKLONALE ANTIKORPER......ccctiiiirintereteteteisessssessssssssssesesesessssssssssssssssesesesssssasens 21
TABELLE 6 PEPTID-FRAGMENTE ....ootiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e anns 21
TABELLE 7 PROTEINE ..ottt e s saa e sa e 22
TABELLE 8 VERWENDETE PATIENTENSEREN .....cooiiiiiiiiiiiiii e 23
TABELLE 9 PROTEIN VERDUNNUNG ....covctiiiiiiiists et tsisssssse st be bt sssssse st ss b ebebesesssssssssssssssesesesesasasasans 27
TABELLE 10 VIER VERSCHIEDENE LOTS VON PROTEIN 6 (L1-10) ...ccveivierieieeiieienienienee et eens 28
TABELLE 11 UBERSICHT DER VERSUCHE MIT PATIENTENSEREN UND PROTEIN 6 (L1-10) ..c.vvvevevririirceceneenens 34
TABELLE 12 VERWENDETE PATIENTENSEREN IM VERSUCH NR. 4 .....oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicnncecc e 34

Vi



Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNG 1: TSH-REZEPTOR UBERSICHT ....ecuiuetiiiiiicseieieieteesiecessee et ssssste e s sesesessssssssnsnsesans 10
ABBILDUNG 2 TSHR-ANTIKORPER BINDUNGSSTELLEN ......cueueuririiimreeeeeeeresereenceseseesesseseseessassessssssesensasssseses 11
ABBILDUNG 3 TSHR-ANTIKORPER EINFLUSS AUF DEN CAMP LEVEL.....cucuiireriinieneeeeieireneneeeee e eseseseenseeeeeees 12
ABBILDUNG 4 VEREINFACHTE DARSTELLUNG DER INTERAKTIONSFELDER VON TSHR UND ANTIKORPER..... 14
ABBILDUNG 5: EPITOPEN KALKULATION M22 MAK ..ottt 16
ABBILDUNG 6 EPITOPEN KALKULATION K1-70 MAK ....oiiiiiiiiiiiitiicniecc s 16
ABBILDUNG 7 PEPTID-FRAGMENTE IN BEZUG ZUR LRD ......oiiiiiiiiiiiiiiiiicicci e 21
ABBILDUNG 8 REKOMBINANTE PROTEINE IN BEZUG ZUR LRD ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiciccic e 22
ABBILDUNG 9 VERDUNNUNGSVERLAUF DER PROBEN ......cueueuiriiiaeeeeeieeresesesenceseseesessesesessssssessssssesessassssesees 24
ABBILDUNG 10 VERDUNNUNGSREIHE VON M22 MAK .....ccueuerriiininrereniesssssssssssssssesessssssssssssssesessssssssssssssesens 25
ABBILDUNG 11 VERDUNNUNGSREIHE VON K1-18 MAK ....cueueveviiriniereniesssresiesssssssesessssssssssssssesessssssssssssssesens 25
ABBILDUNG 12 VERDUNNUNGSREIHE VON K1-70 MAK ....cvueuiiieaeeeeeietsesesesencessseesesseseseessassessssssesessasssseses 26
ABBILDUNG 13 VERDUNNUNGSREIHE VON 5C9 MAK ....cuteueuiiieaeeeeeiessesesesessasssseseseesessssssassesessssesessssssseses 26
ABBILDUNG 14 VERDUNNUNGSREIHE DER PEPTIDE........ccseueteiniisieeereeiesesssssssssssssesesesssssssssssesessssssssssssssesns 27
ABBILDUNG 15 VERDUNNUNGSREIHE DER PROTEINE ......ccueueuiiincareeeeietsesesesesceseseesesseseseessassesessssesessssensesees 28

ABBILDUNG 16 VERSUCHSUBERSICHT VON DER UNTERSUCHUNG DER PEPTIDE UND PROTEINEN IM TSI UND
TBIBIOASSAY .o e 31
ABBILDUNG 17 UBERSICHT DER UNTERSUCHUNG VON PROTEIN 6 (L1-10) MIT TSI POSITIVEN

PATIENTENSEREN 1M TSI BIOASSAY ..ottt 33
ABBILDUNG 18 TITRATIONSKURVEN VON M22 MAK IM TSI BIOASSAY .....coiiviiiiiiiiieiiiiiiciienineec e 36
ABBILDUNG 19 TITRATIONSKURVE VON K1-18 MAK IM TSI BIOASSAY .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiicc e 37
ABBILDUNG 20 TITRATIONSKURVEN VON K1-70 MAK IM TBI BIOASSAY .....coovviiiiiiiiiiiiiieiinen e 37
ABBILDUNG 21 TITRATIONSKURVE 5C9 MAK IM TBI BIOASSAY ....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiec e 38
ABBILDUNG 22 ERGEBNISSE DER PEPTIDE MIT M22 MAK IM TSI BIOASSAY ......ooiviiiiiniiiiiiiiiiiicciiccne 39
ABBILDUNG 23 ERGEBNISSE DER PEPTIDE MIT K1-70 MAK IM TBI-BIOASSAY......cccccviiviiiiiniiiiiiiiciiiccane 41
ABBILDUNG 24 KONTROLLE DER PEPTIDE OHNE M22 MAK IM TSI BIOASSAY ....coccviiiiiiiiiiiiiiiiiieciiiieennene 43
ABBILDUNG 25 KONTROLLE DER PEPTIDE OHNE K1-70 MAK IM TBI BIOASSAY .....cccoviviiiiiiiiiiiiiiiciiiiccne 43
ABBILDUNG 26 ERGEBNISSE DER REKOMBINANTEN PROTEINE IM TSI BIOASSAY ....coooviiiiniiiiiiiiiiiiicinnne 44
ABBILDUNG 27 ERGEBNISSE DER REKOMBINANTEN PROTEINE IM TBI BIOASSAY ....ccovviiiiniiiiiiiiieeiiiiieinnne 46
ABBILDUNG 28 KONTROLLE VON PROTEIN 1-6 IM TSI BIOASSAY OHNE M22 MAK. ...cocviiiiiiiiiiiiieeiinieeenine 48
ABBILDUNG 29 KONTROLLE VON PROTEIN 1-6 IM TBI BIOASSAY OHNE K1-70 MAK ......cccovviiiiiiiiiiiiiininne 48
ABBILDUNG 30 VERGLEICH DER ERGEBNISSE VON PROTEIN 6 (L1-10) LOT 1-4 IM TSI BIOASSAY ........ccc...... 49
ABBILDUNG 31 VERGLEICH DER ERGEBNISSE VON PROTEIN 6 (L1-10) LOT 1-4 IM TBI BIOASSAY ................. 50

ABBILDUNG 32 VERSUCH NR. 1: UNTERSUCHUNG VON VIER TSI POSITIVE PATIENTENSEREN (S1 —S4) MIT
PROTEIN 6 (L1-10) KONZ. 0,4 - 0,0004 LG/ ML....eruerueeieiiieriiereniteiteeentesie st eieeee e e e sresee s e e 51

ABBILDUNG 33 VERSUCH NR. 2: UNTERSUCHUNG VON VIER TSI POSITIVE PATIENTENSEREN (S1 - S4) MIT
PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATIONEN 0,8 - 0,0008 puG/ML IM TSI BIOASSAY ...c.oevrrerieirrenieenrereenenne 52

VIl



ABBILDUNG 34 VERSUCH NR. 3 UNTERSUCHUNG VON VIER TSI POSITIVEN PATIENTENSEREN (S2 =S5) MIT
PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATIONEN 1 - 8 UG/ML IM TSI BIOASSAY. ...ccvriiirririeineneeeneneeenreneeeene 53
ABBILDUNG 35 VERSUCH NR. 4 UNTERSUCHUNG VON SECHS TSI POSITIVEN PATIENTENSEREN (S1, S6 — S10)
IN FESTGELEGTEN VERDUNNUNGEN OHNE UND MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATIONEN 80 -
0,008 UG/ML IM TSI BIOASSAY ....ceeiviieieirirteeetirteeeiesreee st sre et ssese e ne e s sr e nesesr e neseerennenenes 54
ABBILDUNG 36 VERSUCH NR. 5: ZWEI UNTERSCHIEDLICH TSI POSITIVE PATIENTENSEREN (S7 UND S10) MIT
ABSTEIGENDEN VERDUNNUNGEN OHNE PROTEIN 6 (L1-10) UND MIT FESTGELEGTER PROTEIN 6 (L1-
10) KONZENTRATION VON 40 pG/ML IM TSI BIOASSAY IM VERGLEICH........cccceeinieirireeeneneeeeeeenne 55
ABBILDUNG 37 VERSUCH NR. 6 S7 (M) MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATION 80 - 10 uG/ML MIT PBS
UND NS ALS VERDUNNUNGSMITTEL IM VERGLEICH ......ccurueiririiiecieieieieesiseecesestesessssessssesss e sessssssennns 56
ABBILDUNG 38 VERSUCH NR. 7: S13 UND S14 MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATIONEN 80 - 5 pG/ML
UND PBS ALS VERDUNNUNGSMITTEL IM TSI BIOASSAY ......cutriirimrieeneeirerereesssesiessesesesessessssesessesenensans 57
ABBILDUNG 39 VERSUCH NR. 7: 515 (H) UND S16 (M) MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATIONEN 80 - 5
UG/ML UND PBS ALS VERDUNNUNGSMITTEL IM TSI BIOASSAY .....ccuevererriiniereriniernesiressssessssesesssssesnens 58
ABBILDUNG 40 VERSUCH NR. 7: SERUM S17 (H) MIT PROTEIN 6 (L1-10) (L1-10) KONZENTRATIONEN 80 - 5
UG/ML UND PBS ALS VERDUNNUNGSMITTEL IM TSI BIOASSAY .....ocueuruririieneerenieeresesesesseseeeeseesesenennns 59
ABBILDUNG 41 VERSUCH NR. 8: SERUM S11 (H) MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATION 100 - 0,02 uG/ML
UND OHNE PROTEIN 6 ....eoiiiiiiiiiiiiiiiticc et 60
ABBILDUNG 42 VERSUCH NR. 8: DIE PROBE S12 (H) MIT PROTEIN 6 (L1-10) KONZENTRATION 100 - 0,02
HUG/ML UND OHNE PROTEIN B. ..c.veuiuerienieiinienieiestesteieete sttt sttt sttt st st sbe st s b st sbe st et b st sbeneeneene 61

VIl



Abkulrzungsverzeichnis

AITD e, Autoimmune Schilddrisenerkrankungen
S Arbeitslosung
A S e Aminosaure
CAMP s cyclischem Adenosinmonophosphat
EO endokrine Orbitopathie
EZD extrazellulare Doméne
GPCR s G-Protein gekoppelten Rezeptoren
G R e ———— Gelenkregion
HT e Hashimoto Thyreoiditis
LRD e leucinreiche Wiederholungsdomane
LRW s leucinreiche-Wiederholungen
07 monoklonalen Ak
B Morbus Basedow
PBS s Phosphatgepufferte Salzlésung
R Reaktionspuffer
R Raumtemperatur
1 PR Serum
S e ————— Serpentinen Doméane
SR e Spaltungsregion
TBl blockierende TSHR-Ak
TMD Transmembrane-Domane
TS H e —————— Thyreotropin
TSHR Thyreoidea-stimulierendes Hormon-Rezeptor
TSOHR-AK e ———— TSHR-Antikdrper
TSl stimulierende TSHR-AkK



1 Einleitung / Ziel der Arbeit

Thyreotropin-Rezeptor ~ Antikorper (TSHR-AK) treten bei autoimmunen
Schilddrtisenerkrankungen (AITD) auf. Die zwel haufigsten
Autoimmunerkrankungen der Schilddrise sind der Morbus Basedow (MB) und die
Hashimoto Thyreoiditis (HT). Beim MB fuhren stimulierende TSHR-AK (TSI) zu einer
Schilddrisentberfunktion (Hyperthyreose). Bei Patienten mit HT kdnnen
blockierende TSHR-Ak (TBI) gebildet werden, die ein Binden des physiologischen
Liganden Thyreotropin (TSH) an den TSHR verhindern. Im Verlauf der Erkrankung
kommt es zunéchst zu einer Schilddrisentberfunktion, die nach einiger Zeit in eine
Schilddrisenunterfunktion tbergeht. AITD zahlen zu den haufigsten autoimmunen
Erkrankungen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Peptid- und Proteinfraktionen der leucinreichen
Wiederholungsdomane (LRD) des TSHR zu identifizieren, die als spezifisches
Antigen in einem neuen zell-basierten Bioassay eingesetzt werden kénnen, um
entweder stimulierende TSHR-Ak (TSI) oder blockierende TSHR-Ak (TBI) zu

messen und zu differenzieren.

Aufbau der Experimente:

1. Zuerst wurden vier humane monoklonale TSHR-Ak (M22 rein stimulierend, K1-
18 rein stimulierend, K1-70 rein blockierend und 5C9 rein blockierend mAK) in den
zell-basierten TSI und TBI Bioassays getestet, um die optimale
Arbeitskonzentration zu bestimmen. Anhand der Dosis-Wirkungskurven wurde
sowohl die mittlere effektive (EC50) als auch mittlere inhibitorische (IC50)

Konzentration ermittelt.

2. Im néchsten Schritt wurden neun unterschiedliche Peptidfraktionen der LRD des
TSHR mit den humanen monoklonalen Ak (mAk) M22 und K1-70 gemischt und
anschlieBend im TSI und TBI Bioassay gemessen, ob diese eine Peptidfraktion

spezifisch binden.

3. Des Weiteren wurden sechs verschiedene Proteinfraktionen der LRD des TSHR

auf ihre Bindungseigenschaft mit M22 mAk und K1-70 mAk untersucht.



4. Fur weitere Experimente wurde das Protein 6 (L1-10) ausgewdahlt. Zunachst
wurden mehrere Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) mit unverdinnten niedrig,
moderat und hoch TSI positiven Patientenseren getestet. AnschlieRend wurde eine
festgelegte Protein 6 (L1-10) Konzentration mit unterschiedlichen Verdinnungen

von Patientenseren mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen getestet.

Fragestellungen:

1. Werden Peptidfraktionen identifiziert, die monoklonale TSHR-Ak entweder
M22, K1-18 (rein stimulierend) oder K1-70, 5C9 (rein blockierend) binden?

2. Werden Proteinfraktionen identifiziert, die monoklonale TSHR-Ak entweder
M22 oder K1-70 binden?

3. Binden diese Peptid- oder Proteinfraktionen spezifisch an M22 oder K1-70
mAKk?

4. Binden diese Peptidfraktionen polyklonale TSHR-Ak aus verschiedenen
Patientenseren?

5. Binden diese Proteinfraktionen polyklonale TSHR-Ak aus verschiedenen

Patientenseren?



2 Literaturdiskussion

2.1 Autoimmune Schilddrisenerkrankungen

AITD gehdren zu den haufigsten Autoimmunkrankheiten und betreffen 2-5% der
westlichen Bevolkerung (1). AITD sind eine Gruppe von zusammenhéngenden
Erkrankungen. Zu ihnen zdhlen MB, HT, atrophe autoimmune Hypothyreose,
Postpartum -Thyreoiditis und endokrine Orbitopathie (EO) (2). Die zwei haufigsten
sind MB und HT (3). AITD entstehen durch eine Fehlleitung des Immunsystems,
dass zu einem Angriff auf die Schilddrise fuhrt. Diese ist organspezifisch und T-Zell
/ B-Zell vermittelt. Bei erkrankten Patienten ist haufig lediglich die Schilddriise von
der Immunantwort betroffen (4). Des Weiteren bestehen auch Assoziationen zu
weiteren organspezifischen (polyglandulares Autoimmun-Syndrom v.a. Typ 2) oder
systemischen Autoimmunerkrankungen (u.a. Sjogren Syndrom, rheumatoide
Arthritis, systemische Sklerose) (5). Das Serum (S) von Patienten mit AITD reagiert
mit mehreren Antigenen. Die drei Haupt-Antikdrper richten sich gegen
Thyreoglobulin, Thyreoperoxidase und den TSH-Rezeptor (4). Die Ursache fur die
Entstehung von AITD ist ein Zusammenspiel aus genetischen und Umweltfaktoren.
Folgende Gene gelten als Risikofaktoren und stehen im Zusammenhang mit der
Erkrankung: HLA-DR, CD40, CTLA-4, PTPN22, Thyreoglobulin-Gen und TSHR-
Gen. Des Weiteren gelten folgende Umweltfaktoren als Risikofaktoren: hohe Jod
Aufnahme, Rauchen, Infektionen (HCV), Medikamente (u.a. Amiodaron, CD52-
Antikdrper), Strahlung und Stress (6-8). Die familiare Assoziation von MB und die
Moglichkeit, dass MB in eine HT ubergehen kann und umgekehrt legt nahe, dass
pathophysiologisch ein enger Zusammenhang zwischen beiden Erkrankungen
besteht (9, 10). Die genaue Entstehung ist jedoch noch nicht abschlieRend geklart
(8). Unabhéngig von den obengenannten Erkrankungen ist die gemeinsame
Pathologie eine Infiltration von Lymphozyten in die Schilddrise (7). Histologisch
charakteristisch fur die HT ist die Infiltration zahlreicher T- und B-Zellen,
Sekundarfollikel (grof3, Tonsillen &ahnlich), eine Atrophie der Follikelzellen und
Fibrose des Schilddrisengewebes (4). Hingegen sind beim MB eine Hypertrophie
der Follikelzellen und kleinere Sekundéarfollikel zu beobachten (4). Diese
intrathyreoidalen Sekundérfollikel bilden eine Mantelzone und ein Keimzentrum mit
B-Zellen aus, die vermutlich die Hauptbildungsorte von Schilddrisen Antikérpern
sind (4, 7).



2.2 Morbus Basedow

Der MB wurde erstmals im 19. Jahrhundert vollstdndig von Carl Adolph von
Basedow beschrieben als ein Symptomkomplex aus Struma, beschleunigter
Herzfrequenz und Exophthalmus, auch bekannt als Merseburger Trias (11). Der MB
ist die haufigste Ursache fir eine Hyperthyreose (12). Die Anzahl der
Neuerkrankungen pro Jahr in der westlichen Bevolkerung liegt bei 20-30 auf
100.000 (13). Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen 30 und 50 Jahren. Frauen
haben ein hoheres Risiko zu erkranken als Manner. Haufige Symptome sind
Gewichtsreduktion, Unruhe, Hitzeintoleranz, Tremor oder Palpitationen. Bei alteren
Patienten kommt es haufiger zu Gewichtsverlust, Appetitminderung und
Herzbeteiligung, zum Beispiel in Form von Vorhofflimmern. Eine tastbare Struma
entwickelt sich meist bei Patienten unter 60 Jahren (14). Eine haufige
extrathyreoidale Manifestation ist die EO, sie tritt bei etwa 50% der Basedow
Patienten auf (15).

Charakteristisch fir die Erkrankung und Verursacher sind stimulierende TSHR-Ak
(TSI). TSI mimt TSH am TSHR und regt die Hormonproduktion und Ausschittung
an. Die Hormonachse Thalamus-Schilddrise wird entkoppelt und es kommt zu einer
unkontrollierten Schilddrisenhormonproduktion (14). Zusatzlich treten auch TSHR-
blockierende Ak (TBI) auf, die zu einer Hypothyreose fuihren kdnnen. Abhangig von
der jeweiligen Ak-Konzentration kommt es zu einer hyper- oder hypothyreotischen
Stoffwechsellage (14). Als Ursache fir die EO wird vermutet, dass TSI an den TSHR
von orbitalen Fibroblasten binden. Zusatzlich werden Tumornekrosefaktor alpha (a)
und Interferon-gamma (y) von T-Helfer-Zellen ausgeschiittet. Daraus resultiert eine
Proliferation und VergroRerung des retrobulbdren Gewebes (16). Die Diagnose
basiert auf dem klinischen Erscheinungsbild und Bluttest (14). Bei Verdacht einer
Hyperthyreose sollte initial der Serum TSH-Wert ermittelt werden. Wird zusatzlich
T4 bestimmt steigt die diagnostische Genauigkeit. Bei einer manifesten
Hyperthyreose ist der TSH-Spiegel erniedrigt und der T4-Spiegel erh6ht, bei milden
Formen kann TSH erniedrigt, T4 normal und T3 erhoht sein (17). TSI sind
pathognomisch fur MB (15) und kénnen flr eine schnelle Diagnose gemessen
werden (17). Des Weiteren findet man bei 8% der MB Patienten TBI, vor allem
wahrend der Behandlung mit Thyreostatika und nach Radiojodtherapie (18). TPO-
Ak und TG-Ak sind ebenfalls messbar, jedoch spielen sie bei Basedow Patienten

eine untergeordnete Rolle (15).



Fur die Erfassung von TSHR-Ak stehen nach aktuellem Stand zwei Messmethoden
zu Verfugung. Zum ersten Verfahren zahlen kompetitive Bindungs-Immunoassays,
welche im klinischen Alltag weit verbreitet sind (19, 20). Dieses Verfahren kann
TSHR-Ak und deren Konzentration ermitteln, jedoch keine Auskunft tber die
Funktionalitat dieser Ak geben, ob es sich dabei um stimulierende und/oder
blockierende TSHR-AK handelt (20-24). Als zweites Verfahren stehen zell-basierte
Biossays zu Verfligung, die die Produktion von cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) in genetisch modifizierten Zellen nach Inkubation mit Serum von Patienten
messen (25). Neuere Bioassays verwenden eine CHO Zelllinie, die eine chimare
Form des humanen TSHR und ein Reportergen das Luciferase (Luc)-Gen
exprimieren. Dieser Bioassay ist in der Lage nur TSI zu detektieren (20, 26).
Dieselbe genetisch veranderte CHO Zelllinie wird in einem TBI Bioassay eingesetzt,
jedoch ist die Verdinnung der zu untersuchenden Proben unterschiedlich in den

beiden genannten Bioassays (18, 27-29).

2.3 Hashimoto Thyreoiditis

Die HT wurde erstmals von Dr. Hakaru Hashimoto 1912 beschrieben. Sie ist die
haufigste Ursache fur eine Hypothyreose und dartber hinaus eine der haufigsten
Autoimmunerkrankungen (30). Sie zeichnet sich durch eine dauerhafte Entzindung
der Schilddruse aus (31). Die Anzahl der jahrlichen Neuerkrankungen liegt bei 100
auf 100.000, dabei ist das Risiko an HT zu erkranken 8-mal héher fur Frauen als fur
Manner (31). Die Ursache fur eine HT ist eine Fehlleitung des Immunsystems,
wodurch es zu Apoptose und Lyse von Thyreozyten kommt (18). Die Zerstérung
von Thyreozyten kann anfanglich zu einer Hyperthyreose fuhren, im Verlauf kommt
es meist zu einer verminderten Synthese und Ausschittung von
Schilddriisenhormonen woraus eine Hypothyreose resultiert (3). Die Diagnose einer
HT wird auf Grund des klinischen Kontextes, der Serum-Ak und einem Schilddrisen
-Ultraschall gestellt (31). Meist stellen sich die Patienten mit einer festen, unebenen,
symmetrischen und schmerzlosen Struma vor (32), dabei kbnnen sie sich in einer
eu-, hypo- oder hyperthyreoten Stoffwechsellage befinden (20). Die Struma kann
Strukturen des Halses komprimieren, wodurch es zu lokalen Beeintrachtigungen in
Form von Dysphonie, Dyspnoe und Dysphagie kommen kann. Aufgrund des
hypothyreoten Stoffwechsels kommt es zu systemischen Symptomen (31). Das
klinische Bild einer hypothyreoten Stoffwechsellage kann sehr unterschiedlich

ausgepragt sein. Folgende Symptome treten haufig auf: Fatigue, Lethargie,
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Kalteintoleranz, Gewichtszunahme, Verdauungsstorungen, Veranderung der
Stimme und trockene Haut (33). Bei dem Verdacht auf eine Hypothyerose oder HT
sollten initial TSH und freies (f) T4 bestimmt werden (34). Als diagnostische Marker
zur Findung der Diagnose dienen TPO-Ak. Bei etwa 95% der HT Patienten sind
diese positiv (31). TG-Ak sind bei 50% der HT Patienten zu finden (32). Darlber
hinaus findet man bei etwa 11% TBI, die ebenfalls Einfluss auf die Hypothyreose
haben (18).

2.4 Klinische Indikationen fur die Erfassung von TSH-Rezeptor-
Antikorper
Das Messen von TSHR-Ak nimmt bei der Diagnostik von MB und HT einen hohen
Stellenwert ein. Eine wesentliche Indikation fur die Erfassung von TSI ist der
Verdacht auf MB, da TSI pathognomisch fir die Erkrankung sind. Dies findet sich
auch in den Leitlinien der European Thyroid Association (ETA) wieder (17). Ein
frihes Messen von TSI kann Zeit und Kosten sparen (35) und ermoglicht eine frihe
Behandlung des Patienten. Des Weiteren ist es hilfreich, wahrend der Behandlung
die TSHR-AK zu kontrollieren. Das Erfassen der Funktionalitat der TSHR-Ak mithilfe
von zell-basierten Bioassays kann die Diagnostik, Therapie sowie den weiteren
Krankheitsverlauf zusatzlich unterstutzen (24). Bei der Behandlung von MB mit
thyreostatischen Medikamenten sollte vor Absetzen der Medikation der TSHR-AKk-
Titer erfasst werden. Bei zu hohen Werten empfiehlt es sich die Medikation zu
verlangern oder andere Therapiemal3nahmen in Erwdgung zu ziehen. Bei normalen
Werten kann die Medikation ausgesetzt werden. Ein Ruckfall ist im ersten Jahr am
wahrscheinlichsten, weshalb die Patienten in dieser Zeit eng beobachtet werden
sollen. Danach sollte jahrlich mindestens eine Kontrolle erfolgen (17). Eine weiter
Indikation ist die Abgrenzung einer subakuten, schmerzlosen/stillen Thyreoiditis von
einem MB (36). Dabei konnte gezeigt werden, dass 99% der Patienten negativ im
TSI-Bioassay waren, wohin gegen im Bindungs-Assay 95% negativ waren (37). Bei
extrathyreoidalen Manifestationen wie der EO oder einem préatibialen Myxdédem ist
es ebenfalls hilfreich die TSHR-Ak zu erfassen sowie ihre Funktionalitat,
insbesondere bei euthyreoten Patienten zu bestimmen (36). Bei MB Patienten mit
einer EO konnte gezeigt werden, dass diese hohere TSI Titer aufweisen als MB
Patienten ohne systemische Manifestation (24, 38, 39). Eine schwere Komplikation
der EO ist die dysthyreote Optikusneuropathie, die mit Sehverlust einhergehen kann
(40, 41). Neben der Kklinischen Untersuchung und Bildgebung kann das Erfassen
6



der TSI die Diagnostik untersttitzen, insbesondere bei Patienten mit atypischer oder
fehlender Symptomatik (40). Dartber hinaus kénnen TSI-Verdinnungs-Analysen
helfen, eine systemische Manifestation des MB vorherzusagen (39). Bei HT
Patienten kann in einigen Fallen ebenfalls eine Orbitopathie auftreten, die mit einer
signifikanten Erhéhung von TSI einhergeht (9). Bei schwangeren Patientinnen mit
einer  Hyperthyreose dient der Test zur  Unterscheidung von
Gestationshyperthyreose oder MB. Des Weiteren sollten Frauen mit einer AITD in
ihrer Vergangenheit vor und wéhrend der Schwangerschaft auf Ak getestet werden,
auch wenn sie bereits thyreoidektomiert wurden oder sich einer Radiojod Therapie
unterzogen haben, da Schilddriisen-Ak weiterhin vorkommen koénnen, diese
Plazenta gangig sind und die Schilddrise des Kindes ab der 20. Woche aktiv ist
(17, 36, 42). Dies kann zu einer neonatalen / fetalen thyreotoxischen Krise fuihren.
Dadurch konnen insbesondere in der spaten Phase der Schwangerschaft
lebensbedrohliche Komplikationen fiir das Kind entstehen (42). MB ist die haufigste
Ursache fur eine Hyperthyreose in der Kindheit (43, 44). Diese erfordert eine
Abgrenzung von weiteren Ursachen, insbesondere von der toxischen Phase der
subakuten oder chronischen lymphozytaren Thyreoiditis (HT). Zur Differenzierung
und Diagnosestellung werden TSI gemessen. Diese geben Aussage uber die
Schwere und Aktivitat der Erkrankung (44).

Die Haufigkeit von TBI bei AITD ist unterschiedlich und noch nicht abschlie3end
geklart. Die TBI haben durch ihre blockierende Wirkung einen Einfluss auf die
Schilddrise und den Schilddrisen-Hormonkreislauf. TBI finden sich sowohl bei 8%
der MB als auch 11% der HT Patienten (20). Somit kann es hilfreich sein, diese zu
bestimmen. Bei MB kdnnen TBI insbesondere nach einer Radiojod Therapie oder
wahrend der Behandlung mit thyreostatischen Medikamenten auftreten (20).
Weitere Indikationen sind eine AITD wahrend der Schwangerschaft, da ebenfalls
wie bei TSI das Risiko besteht, dass TBI durch die Plazenta in den Fetus gelangen
und dort zu einer hypothyreoten Stoffwechsellage fuhren. Ebenfalls Indikationen fur
die Erfassung von TBI sind Postpartum Thyreoiditis, Differenzierung von
hypothyreoten Stoffwechsellagen und nicht thyreoidale Autoimmunerkrankungen
(18). Insgesamt bendtigt es jedoch weiterer Untersuchungen und Studien, um die

Haufigkeit und den klinischen Nutzen des Messens von TBI zu evaluieren (18).



2.5 Der TSH-Rezeptor

Der TSHR ist ein wichtiges Element in der Kontrolle und Funktion der Schilddrise,
da dieser die Wirkung von TSH auf die Schilddrise vermittelt (45). Im Jahr 1966
gab es erstmals Beweise fur die Existenz eines Rezeptors an der Zelloberflache
von Schilddrisenzellen (46). Im Jahr 1973 konnte gezeigt werden, dass das TSH
spezifisch an einen Rezeptor auf der Oberflache von Schilddriisenzellen bindet (47).
1989 gelang es den humanen TSHR zu sequenzieren und zu klonieren, was neue
Maoglichkeiten in der Forschung eroffnete (48, 49). Der TSHR gehort zur Klasse A
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (50) und ist Teil der leucinreichen
wiederholungshaltigen GPCR Unterklasse gemeinsam mit dem Follikel-
Stimulierenden-Hormon (FSH)-Rezeptor und dem Luteinisierenden-Hormon (LH)-
Rezeptor (51). Der TSHR kann als Regulator, Trigger und Beschleuniger
physiologischer Prozesse dienen (52). Aul3erhalb der Schilddriise wird der TSHR
u.a. auf Adipozyten, Fibroblasten, Knochenzellen, Nierenzellen und
Kardiomyozyten exprimiert(53). Als Hauptbindungsstelle von TSH und TSHR-Ak
wird die LRD, die Bestandteil der extrazellularen Domane (EZD) ist, ausgemacht
(52).

2.5.1 Leucinreiche Wiederholungsdomanen

Leucinreiche Wiederholungen (LRW) sind kurze Aminosaure (AS) Sequenzmotive,
die in sehr vielen Proteinen auftreten und an Protein-Protein Interaktionen beteiligt
sind (54). Die meisten LRW bestehen aus 20-30 AS pro Wiederholung. Jede
Wiederholungs-Sequenz beinhaltet 11 konservierte AS mit der Konsensus-
Sequenz: LxxLxLxx(N/C)xL'. Die Anzahl der Wiederholungen variiert ja nach
Protein von 2-52 (55). Haufig faltet sich diese Domane zu einer unterschiedlich
geschwungenen Form mit parallel angeordneten beta (R)-Faltblattern an der
konkaven Oberflache (55).

2.5.2 Aufbau des TSHR

Der Holorezeptor besteht aus 764 AS (vollstdndige AS Sequenz s. Anhang) welcher
posttranslational in eine A und B Untereinheit geschnitten wird. Dabei wird die aus
50 AS bestehende Spaltungsregion ((SR); engl. cleavage region) (Position 316-
366) entfernt (56). Ein Hauptmerkmal des Rezeptors ist eine grofl3e EZD, welche

den Uberwiegenden Anteil der A-Untereinheit ausmacht. Die B Untereinheit

I L=Leucin/Valin/Isoleuzin/Phenylalanin; C=Cystein; N=Asparagin; x=jede beliebige andere AS
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beinhaltet den transmembranen Anteil, welcher als Serpentinen Doméne (SD)
bezeichnet wird, bestehend aus sieben Transmembranen Helices (56, 57). Die
beiden Untereinheiten werden durch Disulfidbriicken zusammengebunden (56).
Gemeinsam mit der Gelenkregion ((GR); engl. hinge-region) bildet die LRD die A-
Untereinheit des Rezeptors und stellt das Amino (N)-terminale Ende des
extrazellularen Rezeptorteils dar mit einer Lange von etwa 350-400 AS (57). Diese
lasst sich in mehrere Abschnitte unterteilen: die Ektodoméane beginnt mit einem N-
terminalen Schwanz gefolgt von einer cysteinreichen Region mit der ersten LRW-
Schleife (loop). Daran schliel3en sich die restlichen zehn Schleifen der LRW an, die
Uber die GR mit der SD verbunden sind (55). Die LRD des TSHR besteht insgesamt
aus 11 LRW-Schleifen, die eine sensenartige Form annehmen mit einer leichten
Drehung vom N-Terminus zum Carboxy (C)-Terminus. Der Kern wird durch
hydrophobe Seitenketten stabilisiert (52). Zusatzlich stabilisieren aromatische
Wechselwirkungen das Ruckgrat (52). An die GR schliel3t sich die Transmembrane-
Doméane (TMD) an. Diese wird durch die SD gebildet, bestehend aus sieben
Transmembranen-Helices, die durch drei extrazellulare und drei intrazellulare
Schleifen verbunden sind. Daran schlief3t sich eine achte parallel zur Membran
verlaufende Helix an mit einem C-terminalen Schwanz (58). Fur die Weiterleitung
eines extrazellularen Signals ist das Zusammenspiel der unterschiedlichen
Domanen in unterschiedlichen Membranabschnitten von grof3er Bedeutung. Durch
Binden eines extrazellularen Liganden an der EZD kommt es zur einer strukturellen

Veranderung der SD, wodurch innere Effektoren aktiviert werden kénnen (52).



Abbildung 1: TSH-Rezeptor Ubersicht

Cleavage

Die Grafik zeigt den Aufbau des TSHR: Die extrazellulare Doméane (EZD) bestehend aus der leucinreichen
Wiederholungsdoméane (LRD), der Spaltungsregion (engl. cleavage region) und Gelenksregion (engl. hinge-
region). An die Gelenksregion schlie3t sich die Transmembrane Doméne (TMD) an. Diese besteht aus der
Serpentinen-Doméane, welche aus sieben Transmembranen-Helices und deren verbindenden Schleifen besteht,
gefolgt von einer achten Helix, parallel zur Membran verlaufend. Modell des Thyreotropin-Rezeptors nach
Morshed et al. (59).

2.6 TSHR-Autoantikorper
TSHR-Autoantikdrper sind eine heterogene Gruppe und spielen eine wichtige Rolle
in der Pathologie von AITD (36). TSI konnten erstmals von Adam und Pauls 1956
nachgewiesen werden und wurden als lang-wirksame-Schilddrisen-Stimulatoren
bezeichnet. In den 70er Jahren wurde der TSHR als Zielstruktur der Autoantikorper
nachgewiesen (36). Die meisten TSHR-Ak binden an der EZD des TSHR an
ahnlicher Stelle wie TSH (60). Sie werden abhéngig von ihrer Funktionalitat in drei
Klassen unterteilt: stimulierend, blockierend und neutral. TSI fuhren zu einer
Aktivierung der Adenylatcyclase. Diese induziert die Bildung von cAMP und fuhrt
somit zu einer vermehrten Synthese von Schilddrisenhormonen (T3 und T4). TBI
blockieren den TSHR, sodass TSH nicht binden kann. Dies verhindert die Bildung
von cAMP oder induziert sogar eine Abnahme (61, 62).Neutrale TSHR-AK binden
im Gegensatz zu TSI und TBI in der Nahe von der GR des TSHR (63). Diese Ak
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scheinen keinen Einfluss auf das intrazellulare cAMP Level zu haben. Ferner wird
vermutet, dass sie durch verschiedene Signalkaskaden die Apoptose von
Thyreozyten induzieren, was den Prozess der chronischen Entziindung verstarkt
(64).

Abbildung 2 TSHR-Antikérper Bindungsstellen

Hinge —

Die Abbildung zeigt, dass TSI und TBI iberwiegend an der LRD binden, wohin gegen die neutralen TSHR-Ak
in der N&he der Gelenksregion (engl. hinge-region) binden. Ubersicht der Bindungsstellen der TSHR Antikérper
nach Morshed et al. (59).
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Abbildung 3 TSHR-Antikérper Einfluss auf den cAMP Level

TSHR-Ak
TSI TBI Neutral
_ Keinen Einfluss
CAMlP /l\ CAMIP /\l/ auf cAMP
T3/T4 ™ T3/T4 1 d

Ubersicht der unterschiedlichen TSHR-Ak und deren Einfluss auf den cAMP-Spiegel in den Thyreozyten der
Schilddrise. Diagramm nach Kotwal et al. (36).

2.7 Epitope des TSHR

Der TSHR bildet Konformationsepitope an denen TSI als auch TBI binden (59).
Durch u.a. Kristallisierung, Homologie-Modelling und Computer Programme wurden
in den letzten Jahren ndhere Details zur TSH-TSHR und TBI/TSI-TSHR Interaktion

herausgefunden.

2.7.1 TSH Interaktion mit dem TSHR

Zurzeit gibt es keine Daten uber die Kristallisierung eines TSH-TSHR Komplexes,
jedoch wurde 2009 durch Homologie-Modelling die Bindungen von TSH an TSHR
modelliert. Dem Modell zufolge bindet die TSH alpha (a)-Kette an den zentralen
LRW (1-7) auf der konkaven Seite, die 3-Kette an den N-terminal (LRW 1,2,4) und
an C-terminal (LRW 6-10) gelegenen LRWs auf der konkaven Seite (65).

2.8 Interaktion von monoklonalen Antikdrpern mit dem TSHR

2.8.1 M22 mAKk Interaktion mit dem TSHR

M22 ist ein mAk der Klasse IgG und seine Eigenschaften entsprechen dem eines
stimulierenden Autoantikdrpers gegen den TSHR. Er bindet mit hoher Affinitat an
den TSHR (66). Der mAk wurde aus Lymphozyten eines 19 Jahre alten Mannes mit
MB und hoher TSHR-Ak Konzentration gewonnen, indem die isolierten

Lymphozyten mit einer Mensch/Maus Hybrid-Zelllinie fusioniert wurden. Dadurch
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gelang es M22 mAK zu bilden und zu vervielfaltigen (66). Im Jahr 2007 gelang es
einen Komplex aus einem extrazellularen Teil des TSHR (AS 1-260) und M22 mAk
zu kristallisieren. M22 mAk bindet an der konkaven Seite der EZD. Dabei interagiert
M22 mAk mit den R-Faltblattern der LRW 1-10. Fir die Bindung zwischen dem
TSHR und M22 mAk sind Wasserstoffbricken, Salz-Bricken-Netzwerke, nicht
hydrogene Bindungen sowie polare Bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen

verantwortlich. M22 mAk bindet einzeln am Rezeptor (67).

2.8.1.1 K1-70 Interaktion mit dem TSHR

K1-70 ist ein mAKk der Klasse IgG und entspricht den Eigenschaften eines TBI gegen
den TSHR. Ahnlich wie M22 mAk wurde K1-70 mAk aus Lymphozyten gewonnen,
die mit einer Maus-Mensch-Hybridzelllinie fusioniert wurden. Die Lymphozyten
stammen von einer 54-jahrigen Frau mit hohem Ak-Titer und einer Hypothyreose.
Gleichzeitig wurde der stimulierende mAk K1-18 vom selben Serum isoliert. Dies
war der Beweis flr die Koexistenz von TSI und TBI im Serum (68). 2011 gelang es,
einen Komplex ebenfalls aus einem extrazellularen Teil des TSHR (AS 1-260) und
K1-70 mAKk zu kristallisieren. K1-70 mAk bindet an den LRW 1-8, dabei wird die N-
terminale LRW ausgelassen. Ahnlich wie bei M22 mAk sind Wasserstoffbriicken,
Salz-Bricken-Netzwerke, Wasser-vermittelte Wasserstoffbriickenbindung, polare
Wechselwirkungen und hydrophobe Kontakte fir die Interaktion zwischen K1-70
mAk und TSHR verantwortlich (69).

2.8.1.2 Ladungs-Analyse von M22 / K1-70 mAK in Interaktion mit dem TSHR
Eine Analyse der Kristallstruktur von TSHR LRD mit K1-70 mAk oder mit M22 mAk
zeigt, dass mehrere geladene Felder auf der Oberflache von mAk komplementar
mit geladenen Feldern auf der konkaven Oberfliche der LRW des TSHR
interagieren. Diese Felder dienen als Verbindungsstelle und haben &hnliche
elektrische Potentiale. Sie bestehen aus einem positiv geladenen inneren Feld
umgeben von einem negativen &uf3eren Ring (oder umgekehrt) und interagieren mit
einem komplementéren Feld auf der LRW des TSHR (70).
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Abbildung 4 Vereinfachte Darstellung der Interaktionsfelder von TSHR und Antikérper

Interaktions-Feld mAk Interaktions-Feld LRW TSHR

- positive Ladung

. negative Ladung

--> Interaktion

Abbildung nach Miguel et al. 2012 (70) vereinfacht und modifiziert

K1-70 und M22 mAk scheinen zum Teil mit den gleichen geladenen Feldern auf den
TSHR LRW zu interagieren. Des Weiteren zeigen sich Ahnlichkeiten bei der
Verteilung des elektronischen Potentials auf der Oberflache von M22 und K1-70
mAKk verglichen mit TSH. Im TSH -TSHR-LRW Modell zeigt sich dariber hinaus,
dass TSH zum Teil &hnliche Bindungsfelder wie M22 mAk mit TSHR,
beziehungsweise K1-70 mAk mit TSHR nutzt. Einige Felder mit &hnlicher Ladung
kénnen auf der Oberflache von TSH, M22 mAk und K1-70 mAk gefunden werden,
die mit den gleichen Feldern auf der LRW interagieren. Einige TSH Felder sind
komplementdr zu den gleichen Feldern auf der LRW, die K1-70 mAk
beziehungsweise M22 mAk nutzt (70).

2.8.1.3 Bindungsprognose von K1-18 mAk und 5C9 mAk

Auf Grundlage der oben genannten Ladungsbeziehungen wurden die
Interaktionsstellen der mAk K1-18 und 5C9 prognostiziert und durch AS Mutations-
Studien weiter validiert. Laut Vorhersage bindet K1-18 mAk an LRW 1-10 auf der
konkaven Seite, die C-terminale Seite der LRD eingeschlossen. Die
Bindungsregionen sind ahnlich wie die von M22 mAk (70). 5C9 ist ein mAKk, der
blockierend auf den TSHR wirkt, jedoch weniger potent ist als K1-70 mAk (61). Er
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wurde aus Lymphozyten einer 27-jdhrigen Patientin mit einer Postpartum-
Hypothyreose sechs Monate nach Geburt und einem hohen TSHR Autoantikérper
Titer isoliert (19). 5C9 mAKk blockiert die Bindung von TSH sowie von TSI. Dariiber
hinaus ist 5C9 mAk im Unterschied zu K1-70 mAK ein inverser Agonist und in der
Lage die basale Aktivitat des TSHR zu inhibieren (61). Laut Mutations-Studien
bindet 5C9 mAk im Gegensatz zu K1-70 mAk an LRW 1-10, sowie moglicherweise
am C-terminalen Ende der LRD (71).

Insgesamt kann man sagen, dass die stimulierenden Ak an allen LRW binden
inklusive C-terminales Ende. Dagegen interagiert K1-70 mAk mit LRW 1-8, aber

nicht mit dem C-terminalen Ende (71).

2.9 Computer Epitopen Vorhersage fir M22 und K1-70 mAk am TSHR

2016 wurde ein Programm fur die Vorhersage von Ak-Epitopen und Paratopen
vergffentlicht. Dieser sogenannte ,structure based antibody prediction server® (72)
verwendet fur die Vorhersage von Ak-Epitopen den EpiPred Algorithmus (73), der
2014 entwickelt wurde. Dieser Algorithmus errechnet eine Liste potenzieller
Bindungsfelder und sortiert sie nach Wahrscheinlichkeit, ein Epitop zu bilden. Der
Algorithmus nutzt fir die Vorhersage die Struktur des Antigens (TSHR) und die
Struktur oder das verfigbare Modell des zu testenden Aks (M22 / K1-70) (72). Das
Programm wurde von Jason Sun (Quidel, San Diego, CA, USA) genutzt, um
mdogliche Epitope des TSHR fur M22 und K1-70 mAk vorherzusagen. Das
Programm sagt voraus, dass LRW 3-7 und moglicherweise LRW 5-10 potenzielle
Epitope fur M22 mAKk sind, dargestellt in der nachfolgenden Abbildung.
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Abbildung 5: Epitopen Kalkulation M22 mAk

Die Abbildung zeigt die konkave Oberflache der LRD des TSHR mit potenziellen Epitopen (LRW 3-7 in rot), die
mit M22 mAK interagieren. Zur Verfiigung gestellt von J. Sun (Quidel, San Diego, CA, USA).

Fur K1-70 mAk wurde LRW 1-5 und mdglicherweise LRW 3-7 prognostiziert,
dargestellt in der nachfolgenden Abbildung.

Abbildung 6 Epitopen Kalkulation K1-70 mAk

Die Abbildung zeigt die konkave Oberflache der LRD des TSHR mit potenziellen Epitopen (LRW 1-5 in rot), die
mit K1-70 mAKk interagieren. Zur Verfugung gestellt von J. Sun (Quidel, San Diego, CA, USA).
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2.10 Zusammenfassung potenzieller Epitope des TSHR

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die bisher bekannten interagierenden
AS der LRD mit TSH, M22 mAk, K1-18 mAk, 5C9 mAk und K1-70 mAk (AS

Abkulrzungen siehe Anhang 1).

Tabelle 1 LRD-Interaktionen (52); im Anhang 1 sind die Abklrzungen der AS verzeichnet.

Leucinreiche- TSH M22 mAk K1-18 mAKk 5C9 mAK K1-70 mAk
Wiederholungs- (TSH-TSHR (M22-TSHR LRD (Mutationsst | (Mutations | (K1-70-TSHR LRD
Schleifen LRD Kristallographie udien studien) Kristallographie
komparatives- (67)) (70)) (74) (69)
Model
(65))
N-terminus E34
1 E35 E35
D36 D36
R38 R38 R38
K42
D43
2 Q55
T56
K58 K58 K58
160
E61 E61
3 R80 R80 R80
Y82 Y82
S84
185
V87
4 T104
H105 H105 H105
E107 E107 E107
R109 R109 R109
N110 N110 N110
T111
R112
5 K129 K129 K129
F130 F130 F130
F134
N135
D151 D151 D151
6 1152 1152
F153 F153 F153
1155 1155 1155
E157 E157 E157 E157
D160 D160 D160
P162
7 E178
T181
K183 K183 K183 K183 K183
Y185 Y185 Y185
8 D203 D203 D203
Y206
N208
K209 K209
9 S229
D232
Q235 Q235
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10 K250
E251 E251 E251
R255 R255
N256
W258 W258
11 R274

2.11 Verfugbare Immunoassays und Bioassays zur Messung von TSH-
Rezeptor-Antikdrpern

2.11.1 Kompetitive Bindungs-Immunoassays

Bei dieser Assay Variante konkurrieren die TSHR-Ak aus dem Serum mit einem
hinzugefugten markierten Protein (z. B. markiertes bovines TSH oder M22 mAk) um
die Bindung an dem TSHR. Die zweite Generation dieser Assays nutzt TSHR, die
durch C-Terminal-Bindung an Antikdrper auf einer Kunststoffoberflache fixiert
werden. Die TSHR-Ak werden durch das gehemmte Binden von markiertem TSH
enzymatisch durch ein Kolorimeter oder durch ein Chemilumineszenz Reagenz
ermittelt (lod 125 oder biotinyliertes TSH) (75). Die dritte Generation nutzt anstelle
von markiertem TSH den M22 mAk, um die Bindungshemmung zu erfassen (76-
79).Die weiterentwickelte automatisierte Variante nutzt lediglich das Antigen-
bindende Fragment (Fragment antigen binding, Fab) von M22 mAk, welches
markiert ist. Es wird nach der Inkubation mit dem Patienten Serum hinzugefligt und
bindet an den freien TSHR (75, 77). Das Bridge-Assay Verfahren ist ebenfalls fur
automatisierte Messungen geeignet. Dieses beruht darauf, dass die beiden
Bindungsstellen des Antikorpers eine Briicke zwischen zwei TSHR Molekulen
bilden. Das erste TSHR Molekdl ist auf der Oberflache fixiert und bindet einen Arm
des Ak. Nach Bindung des TSHR-Ak aus dem Patientenserum wird das zweite
TSHR-Molekul hinzugefugt, welches an den freien Arm des Ak bindet. Das Molekl
ist mit einem Enzym verbunden, welches das Lumineszenz Substrat in
Chemilumineszenz umwandelt (80). Die automatisierten Immunoassays haben eine
Sensitivitat und Spezifitdt von tGber 98% (75). Ein grol3er Nachteil der Bindungs-
Immunoassays ist, dass diese sowohl TSI als auch TBI binden kénnen und aus
diesem Grund die Funktionalitat der TSHR-AK nicht differenziert werden kann. Dies

kann zu falsch positiven Testergebnissen fuhren (21-23).

2.11.2 Bioassays

Im Jahr 2009 wurde das erste FDA gepriifte kommerzielle Reportergen Bioassay

fur die Messung von TSI veroffentlicht (81). Fiur das TSI Bioassay werden
18



Chinesische-Hamster-Ovarien (CHO) Zellen verwendet, die eine chimre Form
(mutant chimeric ,MC* 4) des humanen TSHR exprimieren, bei dem die AS 262 bis
368 durch AS Sequenzen des LH-R 262 bis 334 der Ratte ersetzt worden sind (81).
Des Weiteren enthalten sie ein Luciferase-Gen, welches abhangig von cAMP
aktiviert wird und somit TSI gemessen werden kann (81). Der genaue Ablauf des
Assays wird im Methodenteil beschrieben. Die Daten werden in relativen
Lichteinheiten gemessen und um sie zu vergleichen wird die Prozentzahl zum
Proben - Referenz Verhaltnis in SRR% angegeben (81). Der Test ist ab einem SRR-
Wert Uber 140% als positiv zu werten. Die gemessenen Patientenseren werden
anhand des TSI Wertes in niedrig (140-279 SRR%), moderat (280-420 SRR%) und
hoch positive (>420 SRR%) eingeteilt. In einem weiteren Schritt wurde der TSI
Bioassay mit dem zweiten internationalen Standard fir TSI (08/204) standardisiert
(82).

Fur die Messung von TBI gibt es einen CE gekennzeichneten Reportgen Bioassay
(27), welcher ebenfalls die CHO MC4 Zellen nutzt. Fur diesen TBI Bioassay wurde
die analytische Perfomance charakterisiert und der Assay validiert (28). Der Ablauf
ist annahernd gleich zum TSI Bioassay, jedoch wird bei der 1:11 Verdlinnung der
Patienten Serumprobe eine Arbeitslosung, welche bovines TSH enthalt,
hinzugefugt. Der genaue Ablauf wird im Methodenteil erlautert. Blockierende
Aktivitat wird in diesem Assay durch die Prozent-Inhibition der Luciferase-
Expression im Verhéltnis zur alleinigen Induktion von bovinem TSH als Referenz
definiert (28). Ab einer Prozent-Inhibition gro3er 40% ist das Testergebnis als positiv
zu werten (27). Bioassays sind empfindlicher, arbeits-, und zeitaufwendiger als
kompetitive Bindungs-Immunoassays und es gibt derzeit keine automatisierte Form
(83).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Tabelle 2 Verwendete Reagenzien

Material Hersteller Ort
CHO MC4 Zellen Quidel San Diego, CA, USA
Luciferase Assay Pufferldsung Quidel San Diego, CA, USA
Luciferase Substrat Quidel San Diego, CA, USA
Thyretain Reaktionspuffer (RP) Quidel San Diego, CA, USA
Thyretain Arbeitslésung Quidel San Diego, CA, USA
Thyretain Wachstumsmedium Quidel San Diego, CA, USA
Thyretain Zelladhasions-Lésung Quidel San Diego, CA, USA
Thyretain Kontrollen (Positiv- (PC), Quidel San Diego, CA, USA
-Referenz- (RC) und
Negativkontrolle(NC))
Neun Peptide Quidel San Diego, CA, USA
Sechs rekombinante Proteine Quidel San Diego, CA, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Phosphatgepufferte Salzlosung Sigma Aldrich St. Louis, MI, USA
(PBS) Corporation
Tabelle 3 Verwendete Gerate
Gerat Hersteller Ort
Sicherheitswerkbank Holten Thermo Fisher Waltham,
Laminair Scientific Massachusetts, USA
CO; Inkubationsschrank Sanyo Moriguchi, Prafektur

Osaka, Japan

Mikroskop Primovert

Carl Zeiss GmbH

Jena, Deutschland

Wasserbad

Kottermann GmbH

Uetze, Deutschland

Glomax Luminometer

Promega Corporation

Madison, WI, USA

Orbital Schittler

Grant Instruments

Shepreth,
Cambridgeshire,
England

Tabelle 4 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Multiwellplatte, durchsichtiger
Boden

Verbrauchsmaterial Hersteller Ort
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml Fisher Frankfurt, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
ReaktionsgefalRe 1,5 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Costar® 96-well schwarze Corning Inc. Corning, New York,

USA

Serologische Pipetten 10 ml

Greiner Bio-One
International GmbH

Kremsmunster,
Osterreich
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Tabelle 5 Humane monoklonale Antikérper

Humane monoklonale Eigenschaft Hersteller Ort

TSHR-AkK

M22 rein stimulierend Quidel San Diego, CA, USA

K1-18 rein stimulierend Quidel San Diego, CA, USA

K1-70 rein blockierend Quidel San Diego, CA, USA

5C9 rein blockierend Quidel San Diego, CA, USA
3.1.1 Peptide

Es wurden neun unterschiedliche Peptide getestet. Acht der einzelnen Peptide
bestehen jeweils aus drei Schleifen der LRD der EZD des TSHR, an der die Ak
binden. Ein weiteres Peptid besteht aus drei AS-Abschnitten, die in der TMD
enthalten sind. Folgende Abbildung und Tabelle gibt eine Ubersicht iber die
jeweilige Aminoséuresequenz, Ausgangskonzentration und LOsungsmittel. Die
Peptide wurden freundlicherweise von Jason Sun, Quidel, San Diego, CA, USA

bereitgestellt.

Abbildung 7 Peptid-Fragmente in Bezug zur LRD

Leucin-reiche-Wiederholungs-Doméne 1 315
Peptid 1 27 92
Peptid 2 49 117
Peptid 3 74 A 140
Peptid 4 99 167
Peptid & 122 194
Peptid 6 147 215
Peptid 7 173 242
Peptid 8 197 262
Peptid 9 ATAEZA 494 551 580 651 660

Die Abbildung zeigt die verwendeten Peptid-Fragmente und deren AS GroRenverhdltnis, sowie den Abschnitt
in Bezug zur leucinreichen Wiederholungsdoméane (LRD). Das Peptid 9 enthalt Abschnitte auRerhalb der LRD.

Tabelle 6 Peptid-Fragmente

Peptid-Nummer

LRD Schleifen

Ausgangskonzentration
(ng/ml)

L1-3 (AS 27-92)

2000 pg/ml, in DMSO

L2-4 (AS 49-117)

2000 pg/ml, 50 % in DMSO

L3-5 (AS 74-140)

2000 pg/ml, 60% in DMSO

L4-6 (AS 99-167)

2000 pg/ml, 60% in DMSO

a|bhr|]wW|IDN]|PF

L5-7 (AS 122-194)

2000 pg/ml, in PBS
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6 L6-8 (AS 147-215) 2000 pg/ml, in PBS
7 L7-9 (AS 173-242) 2000 pg/ml, in PBS
8 L8-10 (AS 197-262) 2000 pg/ml, 30% in DMSO
9 3 TMD (AS 474;2%4“ 551-580 | 651- 2000 pg/ml, in PBS

3.1.2 Rekombinante Proteine

Fir die Versuche wurden sechs rekombinante Proteine verwendet, bestehend aus
unterschiedlichen Abschnitten der LRD des TSHR. Die folgende Tabelle gibt eine
Ubersicht Giber Aminosauresequenz, Konzentration und welche LRD Schleifen das

jeweilige Protein beinhaltet.

Abbildung 8 Rekombinante Proteine in Bezug zur LRD

71315

Leucin-reiche-Wiederholungs- | 1
Doméne

Protein 1 (L1-7)
Protein 2 (L1-5)
Protein 3 (L2-7)
Protein 4 (L2-10)
Protein 5 (ECD)
Protein 6 (L1-10)

Die Abbildung zeigt die AS-Langenverhaltnisse der rekombinanten Proteine und die verwendeten Abschnitte
im Bezug zu LRD.

Tabelle 7 Proteine

Protein-Nummer LRD Schleifen Aus%ﬁg?ﬂ?:‘ﬁ:ﬁggj‘tion
1 L1-7 (AS 20-200) 280
2 L1-5 (AS 20-140) 530
3 L2-7 (AS 75-200) 550
4 L2-10 (AS 75-275) 280
5 ECD (AS 20-420) 200
6 L1-10 (AS 20-275) 180

2 Tris-buffered saline (TBS)
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3.1.3 Patientenibersicht
Die untersuchten Serumproben stammen von Patienten mit Morbus Basedow, die
in der Endokrinologischen Ambulanz der I. Medizinischen Klinik der Johannes

Gutenberg Universitadtsmedizin (JGU) Mainz vorstellig waren.

Tabelle 8 Verwendete Patientenseren

Serum (S) Nr. TSI Wert unverdiunnt (SRR%) Einteilung
S1 173 niedrig positiv (pos.)
S2 414 moderat pos.
S3 217 niedrig pos.
S4 315 moderat pos.
S5 509 hoch pos.
S6 293 moderat pos.
S7 343 moderat pos.
S8 247 niedrig pos.
S9 433 hoch pos.
S10 488 hoch pos.
S11 423 hoch pos.
S12 768 hoch pos.
S13 419 moderat pos.
S14 829 hoch pos.
S15 714 hoch pos.
S16 350 moderat pos.
S17 509 hoch pos.

Einteilung der Serumproben anhand der gemessenen unverdinnten TSI Werte im
TSI Bioassay: Niedrig positiver TSI Wert 140-279 SRR%, moderat positiver TSI
Wert 280-420 SRR% und hoch positiver TSI Wert >420 SRR%.
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3.2 Methodik

3.2.1 Verdunnungsubersicht der Proben

Abbildung 9 Verdinnungsverlauf der Proben

Proben Verdinnung

1
I 112
. 1/22
1/44
- «

Unverdinnt Prainkubation 1/11 Bioassay Finale
Verdinnung Konzentration im
Well

Abbildung 9 zeigt die Verdunnungsstufen der verwendeten Proben im TSI- und TBI Bioassay. Zunéchst ist die
Probe unverdiinnt und hat beispielsweise eine Protein- oder Peptid-Konzentration von 4 pg/ml. Anschlief3end
werden 100 pl der Probe mit 100 pl mAk oder Patientenserum gemischt. Die Ausgangskonzentration halbiert
sich und liegt nun bei 2 pg/ml. Im n&chsten Schritt, dem Protokoll fir das TSI/TBI-Bioassay folgend, wird die
Probe 1:11 verdiinnt. Die Ursprungskonzentration liegt nun bei 0,18 pg/ml. Im letzten Schritt wird in jedes Well
100 pl der Probe und 100 pl Thyretain Reaktionspuffer (RP) gefiillt. Die auf die Zellen wirkende Konzentration
betréagt nun 1:44 der Ausgangskonzentration der Probe. Die effektive Konzentration betragt im Beispiel 0,1

pa/ml.

3.2.2 Verdunnung der humanen monoklonalen TSHR-Antikorper
Als Verdinnungsmittel fur die Ausgangslosungen der monoklonalen TSHR-Ak
wurde PBS verwendet. Fur alle weiteren Verdinnungen wurde der RP eingesetzt.
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3.2.3 Verdinnung von M22 mAKk

Die Ausgangskonzentration von M22 mAk betrug 7,1 mg/ml und wurde auf eine
Konzentration von 0,16 pg/ml verdinnt. AnschlieBend wurde eine zwei-fache
Verdunnungsreihe mit einer Konzentration von 0,16 pg/ml bis 0,0025 pg/ml
hergestellt. Der Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

Abbildung 10 Verdinnungsreihe von M22 mAk

250l 250l 250yl 250l

C NC N NN

- i i [ R X ] @ @
Reaktionspufferin pl 250 250 250 250

M22 mAk 0,16 0,08 0,04 0,005 0,0025
Konzentration in pg/ml

3.2.4 Verdinnung von K1-18 mAk
Die Ausgangskonzentration von K1-18 mAk betrug 2,28 mg/ml. Es wurde eine
zweifache Verdinnungsreihe mit einer Konzentration von 0,2 pg/ml bis 0,00156

pg/ml hergestellt. Der Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestelit:

Abbildung 11 Verdinnungsreihe von K1-18 mAk

250 ul 250 ul 250 ul 250 ul

N N N

. i i eee 8 @
Reaktionspufferin pl 250 250 250 250

K1-18 mAk 0,2 0,1 0,05 0,00312 0,00156
Konzentration in pg/ml
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3.2.5 Verdinnung von K1-70 mAk

Die Ausgangskonzentration von K1-70 mAk betrug 6,6 mg/ml und wurde auf eine
Konzentration von 2 pg/ml verdinnt. AnschlieRend wurde eine zweifache
Verdunnung hergestellt mit einer Konzentration von 2 pg/ml bis 0,03125 pg/ml. Der

Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestellt:
Abbildung 12 Verdiinnungsreihe von K1-70 mAk

250 4l 250l 250 ul 250 ul

N N NN

- i i cee B B
Reaktionspufferin ul 250 250 250 250

K1-70 mAk 2 1 0,5 0,083 0,031
Konzentration in pg/ml

3.2.6 Verdinnung von 5C9 mAk

Die Ausgangskonzentration von 5C9 mAk betrug 2,51 mg/ml und wurde auf eine
Konzentration von 4 pg/ml und 3 pg/ml verdunnt. AnschlieRend wurde eine
zweifache Verdunnung hergestellt mit einer Konzentration von 4 pg/ml bis 0,125

pug/ml. Der Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

Abbildung 13 Verdinnungsreihe von 5C9 mAk

250 ul 250 ul 250 ul 250l

N N N

- i i cee @ @
Reaktionspufferin pl 250 250 250 250

5C9 mAk 4 3 2 0,1875 0,125
Konzentration in pg/ml
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3.2.7 Verdlnnung der Peptide

Alle Peptide wurden mit RP auf eine Konzentration von 100

pug/ml verdinnt.

Anschliel3end wurde eine Verdinnungsreihe mit einer Konzentration von 20 pg/mi

bis 0,002 pg/ml hergestellt. Der Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

Abbildung 14 Verdinnungsreihe der Peptide

Peptid Stock-
Losung [100 pg/ml]

30 ul

-ii@@

Peptid Konzentration in 20 2 02 0,02 0,002

Reaktionspufferin pi

pg/mi

3.2.8 Verdinnung der rekombinanten TSHR Proteine
Alle Proteine wurden mit RP auf eine Konzentration von 40

dargestellt in der nachfolgenden Tabelle:

Tabelle 9 Protein Verdinnung

pug/ml verdinnt,

L1-7 40 pg/ml = 36 ul (280 pg/ml Stammlésung (SL) L1-7) + 214 ul RP
L1-5 40 pg/ml = 19 pl (530 pg/ml Stammldsung (SL) L1-5) + 231 pl RP
L2-7 40 pg/ml = 18 pl (550 pg/ml Stammldsung (SL) L2-7) + 232yl RP

L2-10 40 pg/ml = 36 pl (280 pg/ml Stammldsung (SL) L2-10) + 214 pl RP

ECD 40 pug/ml = 50 pl (200 pg/ml Stammldésung (SL) L2-10) + 200 ul RP

o g M W N

L1-10 40 pg/ml = 56 pl (180 pg/ml Stammldsung (SL) L1-10) + 194 pl RP
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Anschliel3end wurde eine Verdinnungsreihe mit einer Konzentration von 40 pg/ml

bis 0,004 ug/ml hergestellt. Der Vorgang ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

Abbildung 15 Verdinnungsreihe der Proteine

25 25 l 25 pl 30

 NC N N

225 225 225 225

Protein Konzentration 40 4 0,4 0,04 0,004
in pg/mi

Reaktionspufferin ul

3.2.9 Verdinnung von rekombinantem Protein 6 (L1-10)

Tabelle 10 Vier verschiedene Lots von Protein 6 (L1-10)

Protein 6 (L1-10) Lot Stock-Konz. (ug/ml) | Verdiinnung der Stock-Lésung auf 40 pg/ml

Lot1 180 56 pl+ 194 pl RP
Lot 2 160 62,5 ul +187,5 ul RP

Um Faktor 10 verdinnt -> 113 pg/ml
Lot 3 1130

88,5 ul + 160 pl RP

Um Faktor 10 verdinnt -> 137 pg/ml
Lot 4 1370

73 ul + 177 pul RP

Fur die Verifizierung und Untersuchung der vier unterschiedlichen Lots von Protein
6 (L1-10) wurde eine Verdunnungsreihe mit einer Konzentration von 40 pg/ml bis
0,004 pg/ml hergestellt. Der Vorgang ist dem Kapitel der Protein Verdinnung zu

entnehmen.

3.2.10 Bioassay fur stimulierende TSH-Rezeptor Antikdrper
Das TSI Bioassay wurde nach Herstellerangaben durchgeftuhrt (81). Die

Durchfiihrung des Assays gliedert sich in drei Abschnitte:

3.2.10.1 Schritt eins: Zellen ausséen

Das Ausséaen der Zellen findet unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank statt.
Zunachst werden 48 Wells einer schwarzen 96 Well Platte mit jeweils 100 pl der
Zell-Adhasionslésung (Cell Attachment Solution) beftllt. Das Wachstumsmedium

wird im Wasserbad vorgewarmt und anschlieBend werden finf ml in ein R6hrchen
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pipettiert. Pro Platte wird ein R6hrchen mit Zellen bendtigt, welches ebenfalls im
Wasserbad aufgetaut und im nachsten Schritt zum Wachstumsmedium im
Rohrchen hinzugefugt wird. Durch Resuspendieren des Mediums mit der Pipette
werden die Zellen mit dem Wachstumsmedium gut durchmischt. Die vorgelegte
Zell-Adhasionsloésung wird entfernt. Die Zellsuspension wird in ein Reagenz-
Reservoir Uberfuhrt. Mit einer Multikanal Pipette werden die inneren 48 Wells mit
jeweils 100 ul pro Well der Zelllésung befillt. Anschlie3end wird die Platte bei 37°C,
5% COz2 fur 16-18 Stunden inkubiert.

3.2.10.2 Schritt zwei: Durchfuhrung des Bioassays

Die Proben werden wie im obigen Teil beschrieben vorbereitet. Anschliel3end wird
der Zelllésungsiuberstand aus der Platte verworfen. Diese wird mit RP (Thyretain)
gewaschen, welcher ebenfalls verworfen wird. Danach werden 100 ul RP in jedes
der 48 Wells vorgelegt. Jeweils zu zwei Wells werden 100 ul der Probe hinzugefigt,
da die Proben in Duplikaten gemessen werden. Die Platte wird auf dem
Orbitalschuttler fur 10 Sekunden gemischt, um das Durchmischen der Proben mit
dem RP zu optimieren. Anschliel3end wird die Platte fur drei Stunden im Inkubator
bei 37°C, 5% COz2 inkubiert.

3.2.10.3 Schritt 3: Luciferase und Auswertung

Dreif3ig Minuten vor Ende der Inkubationszeit, wird der Luciferase Puffer und das
Substrat aufgetaut. Im Anschluss wird der Puffer zu dem Lyophilisat hinzugegeben
und funfmal invertiert. Nach Ende der dreistindigen Inkubationszeit wird der
Uberstand erneut verworfen. Pro Well werden jeweils 75 pl der Luciferase-Lésung
pro Well in die 48 Wells gefiillt. Die Platte wird exakt fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) in einer Styroporkiste inkubiert und danach in Luminometer
(Tecan, Infinite M200, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Die ausgelesenen
Rohdaten werden in einer Excel Tabelle ausgewertet und analysiert.

3.2.11 Bioassay fur blockierende TSH-Rezeptor Antikorper

Der Ablauf des TBI Bioassays ist anndhernd der gleiche wie der des TSI Bioassays.
Der einzige Unterschied liegt in der Vorbereitung der Probenverdinnung (27, 28).
Diese werden nicht mit RP (Thyretain) verdinnt, sondern mit der Arbeitslésung (AL)
aus dem Kit, welche bovines (b) TSH enthélt. Im Assay konkurrieren bTSH und TBI
gegeneinander, um die Bindung an den TSHR. Das Ergebnis wird als Prozent-

Inhibition berechnet und angegeben.
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3.3 Formeln zur Berechnung

TSI:

Mittelwert der Probe
Mittelwert Referenkontrolle

SRR% =

SRR%= Prozentzahl zum Proben - Referenz Verhaltnis (,percentage of specimen-to-reference ratio)

TBI:

(Mittelwert Referenkontrolle — Mittelwert der Probe) 100

Prozentinhibition =
Mittelwert Referenkontrolle

Alle Proben und die drei Kit Kontrollen (Positiv,- Referenz und Negativ) werden im
TSI und TBI Bioassay in Duplikaten gemessen. Der Probenmittelwert ist der
Mittelwert von zwei Replikaten aus der gemessenen Lumineszenz, welche in

relativen Lichteinheiten / ,relative light units® (RLU) gemessen wird.

3.4 Titration von den monoklonalen Antikdrpern

M22 und K1-18 mAk wurden im TSI Bioassay, K1-70 und 5C9 mAk wurden im TBI
Bioassay gemessen. Beide Bioassays fur TSI und TBI wurden nach
Herstellerangeben mit den jeweiligen vorbereiteten mAk Konzentrationen
durchgefuhrt. Die verwendeten mAk Konzentrationen wurden 1:11 verdiinnt, indem

50 ul der jeweiligen Probe mit 500 pl RP vermischt wurden.

3.5 Allgemeiner Ablauf der Untersuchung von Peptiden und Proteinen
im TSI und TBI Bioassay

Die Abbildung zeigt den allgemeinen Ablauf der im folgendem erlauterten Versuche

mit Peptiden und Proteinen.
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Abbildung 16 Versuchsiibersicht von der Untersuchung der Peptide und Proteinen im TSI und TBI Bioassay

-

1) 100 pl Peptid/ Protein + 100 pl M22 / K1-70 mAk
2) Kontrolle: M22 mAk + RP / K1-70 mAk + AL
) Kontrolle: Peptid/ Protein + RP/AL

Inkubation fiir 30/60 Minuten bei RT

;‘@ 3
L
=

o s
: Inkubation
-
L B 3h, 5% CO,, 37°C J
, Auswertung

3.6 Untersuchung der Peptide im TSI und TBI Bioassay

100 pl von jeder Verdunnung der Peptide wurde mit 100 pl eines stimulierenden
mAk (M22) oder mit einem blockierenden mAk (K1-70) mit einer Konzentration
entsprechend des berechneten EC50 oder IC50 gemischt. Fir die Kontrolle wurden
100 pl des verwendeten mAk mit 100 pl RP gemischt. Als weitere Kontrolle, um die
Auswirkung der Peptide auf das Assay zu priufen, wurden jeweils 50 pl von den
unverdinnten Peptiden mit 50 ul RP gemischt. AnschlielBend wurden die Proben fir
30 Minuten auf dem Orbital Schiittler bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die
Proben 1:11 verdinnt. Als Medium fur TSI wurde RP verwendet, fur TBI die AL.
Danach wurde das TSI oder TBI Bioassay den Herstellerangaben folgend
durchgefuhrt. Von der 96 Well Mikrotiterplatte wurden die inneren 48 Wells fur

jeweils zwei Peptide verwendet. Insgesamt wurden funf Platten gemessen.

3.7 Untersuchung der Proteine im TSI und TBI Bioassay
100 pl von jeder Verdinnung der sechs Proteine wurden mit 100 pl eines
stimulierenden TSHR mAk (M22) oder mit einem blockierenden TSHR mAk (K1-70)

mit einer Konzentration entsprechend der berechneten EC50 oder IC50 Werte
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gemischt. Fur die Kontrolle wurden jeweils 100 pl des verwendeten mAk mit 100 pl
RP (Thyretain) gemischt. Als weitere Kontrolle um die Auswirkung der Peptide auf
das Assay zu prufen, wurden jeweils 50 pl von den unverdinnten Proteinen mit 50
pl RP gemischt. Anschliel3end inkubierten die Proben fir 60 Minuten auf dem
Orbital Schuttler bei RT. Im Anschluss wurden die Proben 1:11 verdinnt. Als
Medium fur TSI wurde RP verwendet, fiir TBI die AL. Danach wurde das TSI oder
TBI Bioassay nach dem Herstellerprotokoll durchgefihrt. Von der 96 Well Platte
wurden die inneren 48 Wells fir jeweils zwei Proteine verwendet. Insgesamt wurden

drei Platten gemessen.

3.8 Verifizierung und Vergleich von vier Lots von Protein 6 (L1-10) im
TSIl und TBI Bioassay

Die Untersuchung im TSI und TBI Bioassay wurde nach dem gleichen Protokoll der

Proteinuntersuchung durchgeftihrt mit einer Probeninkubationszeit von 60 Minuten.
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3.9 Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TSI positiven
Patientenseren im TSI Bioassay
Fur die weiteren Versuche mit Patientenseren wurde Lot 4 von Protein 6 (L1-10)

ausgewahilt.

Abbildung 17 Ubersicht der Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TSI positiven Patientenseren im TSI
Bioassay

1) 100 pl Protein 6 + 100 pl TSI pos.
Patientenserum

v{" 2) Kontrolle: Peptid+ Verdiinnungsmedium
3) Kontrolle: TS| pos. Patientenserum

\ } ohne Protein 6 + Verdinnungsmedium

= Inkubation flur 60 Minuten bei RT

Inkubation
A rt
l 3h, 5% CO,, 37°C Heterting
Sl

T

L
Insgesamt wurden acht Versuchsansatze mit Patientenseren und dem Protein 6
(L1-10) durchgefuhrt. Fur die einzelnen Versuche wurden insgesamt 17
unterschiedlich niedrig (n), moderat (m) und hoch (h) TSI positive Patientenseren
ausgewahlt. Es wurden 100 pl der Patientenseren mit jeweils 100 ul der
verwendeten Protein 6 (L1-10) Konzentration gemischt. Als Verdinnungsmedium
wurden RP, PBS und NS verwendet. Die hergestellten Proben inkubierten fir 60
Minuten auf dem Orbitalschittler bei RT. Anschlieend wurde das TSI Bioassay

entsprechend nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine Ubersicht uber die

einzelnen Versuche ist in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11 Ubersicht der Versuche mit unterschiedlichen Patientenseren und Protein 6 (L1-10)

Versuchs Nr.

Protein 6 Konz.

Verdinnungsmedium

Serum Nr.

Einteilung in n, m, h3

und

Serum-Verdinnung

0,4-0,0004 pg/ml

0,8-0,0008 pg/ml

8-1 ug/mi

80-0,008 pg/ml

40 pg/mi

80-10 pg/ml

80-5 pg/ml

100-0,02 pg/ml

RP

RP

Vergleich PBS mit NS

PBS

PBS

S1(n), S2 (m), S3 (n), S4

(m)

S1 (n), S2 (m), S3 (n),

S4 (m)

S5 (h), S2 (m), S3 (n),

S4 (m)

S6 (m), S7 (m),
S8 (n), S9 (h),
S10 (h), S1 (n)

S7 (m), S10 (h)

S7 (m)

S13 (m), S14(h), S15(h),

S16 (m), S17(h)

S11 (h), S12(h)

unverdinnt

unverdinnt

unverdinnt

gleichbleibend (siehe
Tabelle 12)

1,1:2,1:4

unverdinnt

unverdinnt

unverdinnt

Versuch Nr. 4 wurde mit vorverdinnten Patientenseren durchgefiihrt. Die Tabelle

gibt eine detaillierte Auskunft tber die verwendeten Patientenseren

Tabelle 12 Verwendete Patientenseren im Versuch Nr. 4

Serum (S)Nr. | TSI Wert unverdinnt | gintejlung3 Verwendete TSI Wert
(SRR%) Verdiinnung verdinnt
(SRR%)

S1 173 SRR% n unverdiinnt -

S6 293 SRR% m 1:3 243

S7 343 SRR% m 1:9 191

S8 247 SRR% n 1:3 154

S9 433 SRR% h 1:9 169

S10 488 SRR% h 1:27 207

8 Niedrig (n), moderat (m), hoch (h) TSI positiv
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3.10 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten wurden mit Excel Version 2013 (Excel, Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) kalkuliert. Die verwendeten Diagramme wurden mit Excel
Version 2019 und GraphPad Prism Version 9.0.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA) erstellt. Die Auswertung der gezeigten Diagramme erfolgte rein

deskriptiv.
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4 Ergebnisse
4.1 Titration von M22 mAk und K1-18 mAk

In der nachfolgenden Abbildung werden der Titrationskurvenverlauf fir die

stimulierenden mAk M22 und K1-18 gezeigt.

Abbildung 18 Titrationskurven von M22 mAk im TSI Bioassay. Zwei unabhangige Verdiinnungsreihen wurden
von M22 mAk (0,16 — 0,0025 pg/ml) angesetzt und gemessen.

Experiment 1 Experiment 2
600 6001
o 400+ ., 400-
o= o5
14 14
& &
200+ EC50 = 200+ EC50 =
0,01082 pg/ml 0,011 pg/ml
0 T L T T 1 0 L] L L T 1
-3.0 2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 -3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5
M22 mAKk (0,16 bis 0,0025 pg/ml) log M22 mAK (0,16 bis 0,0025 pg/ml) log

Auf der X-Achse sind die Konzentrationen von M22 mAK in einer logarithmischen
(log) Skalierung aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die TSI Werte in SRR Prozent (%).
Im Experiment 1 liegt der lineare Bereich bei einer Konzentration von 0,005 pg/ml
bis 0,04 pg/ml mit SRR Werten von 80% bis 380 %. Die berechnete mittlere effektive
Konzentration (EC50) liegt bei 0,01082 pg/ml. Der héchste SRR% Wert von 480
SRR% wird mit einer Konzentration von 0,16 pg/ml erreicht. Im 2. Experiment liegt
der lineare Bereich bei einer Konzentration von 0,005 bis 0,4 pg/ml mit SRR Werten
von 90% bis 310 %. Die berechnete EC50 Wert liegt bei 0,011 pg/ml. Ein Plateau
mit dem hdchsten Signal wird ab einer Konzentration von 0,08 pg/ml mit 358 SRR%

erreicht.
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Abbildung 19 Titrationskurve von K1-18 mAk im TSI Bioassay

EC50=
0,0068 pg/ml

30 25 20 45 40 05
K1-18 mAK ( 0,1 bis 0,00156 pg/ml) log

Auf der X-Achse sind die Konzentrationen von K1-18 mAKk in einer logarithmischen
(log) Skalierung aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die TSI Werte in SRR Prozent. Der
lineare Bereich liegt bei einer Konzentration von 0,003 pug/ml bis 0,025 pg/ml mit
TSI Werten von 100% bis 350 %. Der berechnete EC50 Wert liegt bei 0,0068 pg/ml.
Der hochste SRR% Wert ist 380 SRR% mit einer Konzentration von 0,2 pg/ml K1-
18 mAK.

4.2 Titration von K1-70 und 5C9 mAk
In der nachfolgenden Abbildung werden die Titrationskurven fiir die blockierenden
mAk K1-70 und 5C9 gezeigt.

Abbildung 20 Titrationskurven von K1-70 mAk im TBI Bioassay. Zwei unabhangige Verdinnungsreihen wurden
von K1-70 (2 — 0,03125 pg/ml) angesetzt und gemessen.

Experiment 1 Experiment 2
100 1004
c c
2 2
S 501 IC50 = S 507 IC50 =
£ 0,22 pg/ml £ 0,195 pg/ml
£ £
ﬁ 0 /r/. T T T 1 ﬂ 0 T T T 1
=] R - . [=] - o R
£ 5 1.0 0.5 0.0 0.5 £ w.o 0.5 0.0 0.5
50 K1-70 mAK (2 bis 0,03125 pg/mi) log s0J K1-70 mAK (2 bis 0,03125 pg/ml) log

Auf der X-Achse sind die Konzentrationen von K1-70 mAKk in einer logarithmischen
(log) Skalierung aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die Inhibition in Prozent fir den TBI
Bioassay an. Im ersten Experiment liegt der lineare Bereich bei 0,1 pg/ml bis 0,5
pg/ml mit einer Prozentinhibition von 15% bis 80 %. Die berechnete mittlere
inhibitorische Konzentration (IC50) liegt bei 0,2226 pg/ml. Ein Plateau mit

zunehmender Inhibition wird ab einer Konzentration von 1 pg/ml erreicht mit einer
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Inhibition von 88% bis 92%. Im zweiten Experiment liegt der lineare Bereich bei
einer Konzentration von 0,1 bis 0,5 pg/ml mit einer Prozentinhibition von 10% bis
80%. Der berechnete IC50 Wert liegt bei 0,195 pug/ml. Ein Plateau mit zunehmender
Inhibition wird ab einer Konzentration von 1 pg/ml erreicht mit einer Inhibition von
91% bis 94%.

Abbildung 21 Titrationskurve 5C9 mAk im TBI Bioassay

100-

504

IC50= 0,5 pg/ml

-0.5 0.0 0.5 1.0
5C9 mAK (4 bis 0,125 pg/ml) log

Prozent-Inhibition

-50-

Auf der X-Achse sind die Konzentrationen von 5C9 mAK in einer logarithmischen
(log) Skalierung aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die Inhibition in Prozent im TBI
Bioassay an. Der lineare Bereich reicht von 0,375 pg/ml bis 1 pg/ml mit einer
Prozentinhibition von 20% bis 75 %. Der berechnete IC50 Wert liegt bei 0,5 pg/ml.
Ein Plateau mit zunehmender Inhibition wird ab einer Konzentration von 1 pg/ml

erreicht mit einer Inhibition von 75% bis 93%.

4.3 Zusammenfassung der vier mAK Titrationen

M22 mAK K1-18 mAk K1-70 mAk 5C9 mAk
(ug/ml) EC50 (ug/ml) EC50 (ug/ml) 1C50 (ng/ml) 1IC50
(stimulierend) (stimulierend) (blockierend) (blockierend)
1. Messung | 0,0108 0,0068 0,222 0,5
2. Messung | 0,011 n.a. 0,195 n.a.

Fur alle weiterfihrenden Untersuchungen wurden M22 mAk und K1-70 mAk
ausgewahlt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine vierfache Konzentration

des EC50 und des IC50 Wertes fuir die folgenden Versuche eingesetzt

M22: 0,0011 pg/ml 4 XEC50/4 X1C50 M22: 0,044 pg/mi

K1-70: 0,1945 ug/ml K1-70: 0,778 ug/ml
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4.4 Untersuchung neun verschiedener Peptide im stimulierenden
(TSI) Bioassay

Abbildung 22 Ergebnisse der Peptide mit M22 mAk im TSI Bioassay

SRR%

SRR%

SRR%

400%
350%
300%
250%
200%
150%
100%
50%
0%

400%
350%
300%
250%
200%
150%
100%
50%
0%

400%
350%
300%
250%
200%
150%
100%
50%
0%

Peptid 1 (L1-3) und 2 (L2-4)

1

20 pg/ml 2 pg/ml 0,2 pg/ml 0,02 ug/ml 0,002 pg/ml

Peptid Konzentration

Peptid 3 (L3-5) und 4 (L4-6)

20 pg/ml 2 pug/ml 0,2 pg/ml 0,02 ug/ml 0,002 pg/ml
Peptid Konzentration

Peptid 5 (L5-7) und 6 (L6-8)

T

20 pg/ml 2 pg/ml 0,2 pg/ml 0,02 pg/ml 0,002 pg/ml

Peptid Konzentration

Peptid 1 (L1-3)
+ M22 mAk

m Peptid 2 (L2-4)
+ M22 mAk

Kontrolle M22
mAk mit RP

= = = cut-off

Peptid 3 (L3-5)
+M22 mAk

w Peptid 4 (L4-6)
+M22 mAk

Kontrolle M22
mAk mit RP

= = = cut-off

Peptid 5 (L5-7)
+M22 mAk

s Peptid 6 (L6-8)
+M22 mAk

Kontrolle M22
mAk mit RP

- = = cut-off
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Peptid 7 (L7-9) und 8 (L8-10)

400%
350% Peptid 7 (L7-9)
300% + M22 mAk
0,
X 250% s Peptid 8 (L8-
& 200% 10) + M22 mAk
? 150%
Kontrolle M22
100% mAk mit RP
50%
cut-off
0%
20 pg/ml 2 ug/ml 0,2 pg/mi 0,02 pg/ml 0,002 pg/ml
Peptid Konzentration
Peptid 9 (auBerhalb LRD)
400%
350% Peptid 9 (auRerhalb
300% LRD) + M22 mAk
o 250%
Q
¥ 0 Kontrolle M22 mAk
o 200% mit RP
D 150% | o o o o o e e e e e e e ———
100% = = = cut-off

50%

0%
20 pg/ml 2 pg/ml 0,2 ug/m 0,02 pg/ml 0,002 pg/ml

Peptid Konzentration

Ergebnisse der neun Peptide im TSI Bioassay: Die angebenden Konzentrationen geben die Konzentration des
jeweiligen Peptids vor der Vermischung mit M22 mAk an. Der cut-off des TSI Bioassays (als gestrichelte Linie
dargestellt) liegt bei 140 SRR.%. Als weitere Kontrolle wurde M22 mAk ohne Peptid mit einer Konzentration von
0,044 pg/ml verwendet (als schwarze durchgezogene Linie dargestellt).

Es wurden neun unterschiedliche Peptide im TSI Bioassay getestet. Die genaue
Sequenz ist der Tabelle 6 zu entnehmen. Die X-Achse zeigt die verwendeten
Konzentrationen (20 pg/ml - 0,002 pg/ml) der Peptide, die Y-Achse zeigt die
gemessenen Daten in SRR%. M22 mAk mit einer Konzentration von 0,044 pg/ml
ohne Peptid wurde als Kontrolle verwendet und ist als schwarze Linie in den
Diagrammen dargestellt. Der cut-off flr das TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie
gekennzeichnet. Die gemessenen TSI Werte der Peptid Proben mit M22 mAK liegen
alle tber dem cut-off von 140%. Die Proben von Peptid 1,2,3,7,8, und 9 sind gleich
oder hoher als die M22 mAk Kontrolle. Die Proben fur die Peptide 4 und 5 liegen
zum Teil Gber oder unterhalb der M22 mAk Kontrolle. Die Daten zeigen keine
Inhibition von M22 mAKk.
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4.5 Untersuchung neun verschiedener Peptide im blockierenden (TBI)

Abbildung 23 Ergebnisse der Peptide mit K1-70 mAk im TBI-Bioassay

Prozent-Inhibition Prozent-Inhibition
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Bioassay
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Peptid 1 (L1-3) und 2 (L2-4)

0,2 pg/ml

Peptid Konzentration

0,02 pg/ml

0,002 pg/ml

Peptid 3 (L3-5) und 4 (L4-6)

20 pg/ml 2 pg/ml
20 pg/ml 2 pg/ml

20 pg/ml

2 pg/ml

0,2 pg/ml

Peptid Konzentration

0,02 pg/ml

0,002 pg/ml

Peptid 5 (L5-7) und 6 (L6-8)

0,2 pg/ml

Peptid Konzentration

0,02 pg/ml

0,002 pg/ml

m— Peptid 1 (L1-3)
+ K1-70 mAk

s Peptid 2 (L2-4)
+ K1-70 mAk

Kontrolle K1-70
mAk mit RP

= = = cut-off

s Peptid 3 (L3-5)
+ K1-70 mAk

wess Peptid 4 (L4-6)
+ K1-70 mAk

Kontrolle K1-70
mAk mit RP

= = = cut-off

mmm Peptid 5 (L5-7)
+K1-70 mAk

mm Peptid 6 (L6-9)
+K1-70 mAk

Kontrolle K1-70
mAk mit RP

- = = cut-off
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Peptid 7 (L7-9) und 8 (L8-10)

100% s Peptid 7 (L7-9
%0% KITOmaK
c 80%
B 70:/" mm Peptid 8 (L8-10)
% 60% + K1-70 mAk
€S 50%
T 40% =" T Kontrolle K1-70
N 30% mAk mit RP
o 20%
10% - — —cut-off
0%
20 pg/ml 2 pg/ml 0,2ug/ml 0,02 pg/ml 0,002 pg/ml
Peptid Konzentration
Peptid 9 (auBerhalb LRD)
100%
0,
90:{] m Peptid 9
c 80% (auRerhalb LRD)
= 70% + K1-70 mAk
2 60%
_F 50% Kc;:llzrol_leRK; -70
E 40% - _l- _L_ _1_ mAk mit
o 30%
o 20% = = = cut-off
10%
0%

20 pg/ml 2 pg/ml 0,2 pg/ml 0,02 ug/ml 0,002 pg/ml

Peptid Konzentration

Ergebnisse der Peptide im TBI Bioassay: Die angebenden Konzentrationen geben die Konzentration des
jeweiligen Peptids vor der Vermischung mit K1-70 mAk an. Der cut-off des TBI-Bioassay (als gestrichelte Linie
dargestellt) liegt bei einer Prozent-Inhibition von 40 %. Als weitere Kontrolle wurde K1-70 mAk ohne Peptid mit
einer Konzentration von 0,778 pug/ml verwendet (als schwarze durchgezogene Linie dargestellt).

Es wurden neun unterschiedliche Peptide im TBI Bioassay getestet. Die genaue
Sequenz ist der Tabelle 7 zu entnehmen. Die X-Achse zeigt die verwendeten
Konzentrationen (20 pg/ml-0,002 pg/ml) der Peptide, die Y-Achse zeigt die
gemessene Prozent-Inhibition. K1-70 mAk mit einer Konzentration von 0,778 pg/ml
ohne Peptid wurde als Kontrolle verwendet und ist als schwarze Linie in den
Diagrammen dargestellt. Der cut-off flr das TBI Bioassay ist als gestrichelte Linie
gekennzeichnet. Die gemessenen Prozent-Inhibitionen der Peptid Proben mit K1-
70 mAKk liegen bei allen Gber dem cut-off von 40% Inhibition. Die Peptid Proben 1,
5, 6, 7 und 8 liegen Uber der K1-70 mAk Kontrolle, die Peptid Proben 2 und 4 zum
Teil und alle Proben von Peptid 9 liegen unterhalb der K1-70 mAk Kontrolle in RP.
Die Diagramme zeigen keine Minderung der Inhibition durch K1-70 mAKk.
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4.6 Untersuchung der Peptide als Kontrolle im TBI und TSI Bioassay
in Abwesenheit von M22 mAKk

Abbildung 24 Kontrolle der Peptide ohne M22 mAk im TSI Bioassay

Peptide ohne M22 mAk ® Peptid 1 (L1-3) ohne M22 mAk
160% Peptid 2 (L2-4) ohne M22 mAk
140% -------—mmm - = Peptid 3 (L3-5) ohne M22 mAk
120% m Peptid 4 (L4-6) ohne M22 mAk
0
- 100% Peptid 5 (L5-7) ochne M22 mAk
[=)
& 80% _
%) Peptid 6 (L6-8) ochne M22 mAk
60%
m Peptid 7 (L7-9) ohne M22 mAk
40%
209, m Peptid 8 (L8-10) ohne M22 mAk
(1]
| . Pepid § (auBerhalb LRD) ofine 122
20 pg/ml
---- cut-off

Peptid Konzentration

Kontrolle von Peptid 1-9 im TSI Bioassay ohne Zugabe von M22 mAk. Als Peptid Konzentration wurden jeweils
20 pg/ml verwendet Der TSI Assay cut-off ist als gestrichelte Linie dargestellt und liegt bei 140 SRR%.

Abbildung 25 Kontrolle der Peptide ohne K1-70 mAk im TBI Bioassay

Peptide ohne K1-70 mAKk

B0% = e e e e e e = Peptid 1 (L1-3) ohne K1-70 mAk
20% Peptid 2 (L2-4) ohne K1-70 mAk
- m Peptid 3 (L3-5) ohne K1-70 mAk
S 0%
% m Peptid 4 (L4-6) ohne K1-70 mAk
£ 20% _
E Peptid 5 (L5-7) ohne K1-70 mAk
N
£ -40% Peptid 6 (L6-8) ohne K1-70 mAk
-80% m Peptid 7 (L7-9) ohne K1-70 mAk
-80% m Peptid 8 (L8-10) ohne K1-70 mAk
20 pg/ml
Peptid 9 (auRerhalb LRD) chne K1-70
Peptid Konzentration mAk

--- cut-off

Kontrolle von Peptid 1-9 im TBI Bioassay ohne Zugabe von K1-70 mAKk. Als Peptid Konzentration wurden jeweils
20 pg/ml verwendet. Der TBI Assay cut-off ist als gestrichelte Linie dargestellt und liegt bei einer Prozent-
Inhibition von 40%.

Alle Peptide sind in der Kontrolle ohne den jeweiligen mAk sowohl im TSI- als auch

TBI-Bioassay negativ und liegen unterhalb des jeweiligen Assay cut-offs.
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4.7 Untersuchung sechs rekombinanter Proteine im stimulierenden
(TSI) Bioassay

Abbildung 26 Ergebnisse der rekombinanten Proteine im TSI Bioassay

Protein 1 (L1-7) und 2 (L1-5)
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Protein 3 (L2-7) und 4 (L2-10)
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Protein Konzentration

Ergebnisse der sechs rekombinanten Proteine im TSI Bioassay. Die angegebenen Konzentrationen auf der x-
Achse geben die Konzentration des jeweiligen Proteins vor der Vermischung mit M22 mAk an. Der cut-off des
TSI Bioassay (als gestrichelte Linie dargestellt) liegt bei 140 SRR%. Als weitere Kontrolle wurde M22 mAk mit
einer Konzentration von 0,044 pg/ml ohne Protein verwendet (als schwarze durchgezogene Linie dargestellt).

Es wurden sechs rekombinante Proteine im TSI Bioassay gemessen. Die

Sequenzen sind der Tabelle 7 zu entnehmen. Die x-Achse zeigt die verwendeten
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Konzentrationen (40 pg/ml - 0,004 pg/ml) der Proteine vor der Vermischung mit M22
mAKk an, die y-Achse zeigt die gemessenen Daten in SRR% an. Als Kontrolle wurde
M22 mAk mit einer Konzentration von 0,044 pg/ ml ohne Protein verwendet und ist
als schwarze durchgezogene Linie in den Diagrammen dargestellt. Der cut-off fir
das TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140% gekennzeichnet. Die
gemessenen Werte der Protein-Proben 1, 2, 3, 4 und 5 liegen alle Uber dem cut-off
des TSI Bioassays von 140% sowie Uber der jeweiligen M22 mAk Kontrolle. Protein
6 (L1-10) zeigt bei einer Konzentration von 40 pg/ml eine Prozent-Inhibition von
90% mit der M22 mAk Kontrolle als Referenz-Wert. Die weiteren Konzentrationen
von Protein 6 (L1-10) liegen tber dem cut-off (140 SRR%) des TSI Bioassays und

zeigen eine geringe Abweichung von der M22 mAk Kontrolle.
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4.8 Untersuchung sechs rekombinanter Proteine im blockierenden

(TBI) Bioassay

Abbildung 27 Ergebnisse der rekombinanten Proteine im TBI Bioassay
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Protein 5 (ECD) +
K1-70 mAk

s Protein 6 (L1-10) +
K1-70 mAk

Kontrolle K1-70 mAk
mit RP

= = = cut-off

Ergebnisse der 6 rekombinanten Proteine im TBI Bioassay. Die angegebenen Konzentrationen geben die
jeweiligen Protein Konzentration vor der Vermischung mit K1-70 mAk an. Der cut-off des TBI Bioassays ist als
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gestrichelte Linie dargestellt und liegt bei 40% Inhibition Als weitere Kontrolle wurde K1-70 mAKk mit einer
Konzentration von 0,788 pg/ml ohne Protein verwendet (als schwarze durchgezogene Linie dargestellt).

Es wurden sechs rekombinante Proteine im TBI Bioassay getestet. Die Sequenzen
sind der Tabelle 7 zu entnehmen. Die X-Achse zeigt die verwendeten
Konzentrationen (40 pg/ml - 0,004 pug/ml) der Proteine vor Vermischen mit K1-70
mAKk. Die Y-Achse zeigt die gemessene Prozent-Inhibition. K1-70 mAk mit einer
Konzentration von 0,788 pg/ml ohne Protein wurde als Kontrolle verwendet und ist
als schwarze durchgezogene Linie in den Diagrammen dargestellt. Der cut-off fir
das TBI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 40% Inhibition gekennzeichnet. Die
gemessenen TBI Werte fur die Proteine 1-6 liegen alle tiber dem cut-off von 40%
Inhibition sowie Uber der jeweiligen K1-70 mAk Kontrolle. Es zeigt sich keine
Minderung der Prozent-Inhibition von K1-70 mAKk.
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4.8.2 Untersuchung der rekombinanten Proteine als Kontrolle im TBI und

TSI Bioassay in Abwesenheit von monoklonalen Antikdrpern

Abbildung 28 Kontrolle von Protein 1-6 im TSI Bioassay ohne M22 mAKk.

Protein 1 bis 6 ohne M22 mAk
m Protein 1 (L1-7) ohne M22 mAk

160%
L R e s i i S i Protein 2 (L1-5) ohne M22 mAk
120%
_ 100% ® Protein 3 (L2-7) ohne M22 mAk
>
o 0
v 8% m Protein 4 (L2-10) chne M22 mAk
? 60%
40% Protein 5 (ECD) ohne M22 mAk
20%
0y, T s Protein 6 (L1-10) ohne M22 mAk
(1]

40 pg/ml
Protein Konzentration

Als Konzentration wurden jeweils 40 pg/ml verwendet, der cut-off ist als gestrichelte Linie dargestellt und liegt
bei 140 SRR%.

-= cut-off

Abbildung 29 Kontrolle von Protein 1-6 im TBI Bioassay ohne K1-70 mAk

Proteine 1 bis 6 ohne K1-70 mAk

% == — = Protein 1 (L1-7) ohne K1-70 mAk
0,

o 20% Protein 2 (L1-5) ohne K1-70 mAk
E 0%
= - r = Protein 3 (L2-7) ohne K1-70 mAk
= -20%
o m Protein 4 (L2-10) ohne K1-70 mAk
N -40%
o -60% Protein 5 (ECD) ohne K1-70 mAk

-80% Protein 6 (L1-10) ochne K1-70 mAk

40 pg/ml
Protein Konzentration -=- cut-off

Als Protein Konzentration wurden jeweils 40 pg/ml verwendet. Der Assay cut-off ist als gestrichelte Linie
dargestellt und liegt bei einer Inhibition von 40%.

Alle Kontrollen der untersuchten Protein Konzentrationen zeigten ohne die mAk

keinen Einfluss auf den TSI/ TBI Bioassay und sind alle als negativ einzustufen.
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4.9 Vergleich vier verschiedener Lots von Protein 6 (L1-10) im
stimulierenden (TSI) Bioassay

Fur das weitere Vorgehen wurden vier unterschiedliche Lots von Protein 6 (L1-10)

im TSI Bioassay getestet, jeweils mit den Konzentration 40 pg/ml bis 0,004 pg/ml.

Lot 1 und Lot 2 wurden auf separaten Platten, Lot 3 und 4 auf einer gemeinsamen

Platte gemessen.

Abbildung 30 Vergleich der Ergebnisse von Protein 6 (L1-10) Lot 1-4 im TSI Bioassay a) Ergebnisse in SRR
Prozent b) Ergebnisse der Inhibition von M22 mAKk in Prozent

a) 400%
350%
300%
m— | ot 1
0,
250% Lot 2
> 200% m— [ ot 3
1
n 150% | Ot 4
TR T T T N B - — — — Cutoff
100%
50%
o | Mo N |
40 pg/ml 4 pg/ml 0,4 pg/ml 0,04 pg/ml 0,004 pg/ml
Protein 6 (L1-10) Konzentration
b
) 100%
T 80%
g
& 60% mlot1
£ Lot 2
o %
g 40% Hlot3
S 20% . mlotd
>
g 0% [ | | — -
=
E -20%
-40%

40 pg/ml 4 ug/mi 0,4 pg/mi 0,04 pg/ml 0,004 pg/ml
Protein 6 (L1-10) Konzentration

a) Die Werte sind in SRR% angegeben, der cut-off ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% dargestellt. Die
verwendete Konzentration bezieht sich auf die Konzentration vor der Vermischung von Protein 6 (L1-10) mit
M22 mAK. b) Die Ergebnisse werden als Inhibition von M22 mAk in Prozent dargestellt. Als Referenz dient M22
mAKk mit einer Konzentration von 0,044 pg/ml ohne Protein 6 (L1-10) welche bei 188 SRR% liegt.

49



Die oben dargestellten Diagramme zeigen die gemessenen Daten der
verschiedenen Lots von Protein 6 (L1-10). Als Kontrolle wurde M22 mAKk mit einer
Konzentration von 0,044 pg/ml ohne Protein 6 (L1-10) verwendet und dient als
Referenzwert zur Berechnung der Inhibition von M22 mAk durch Protein 6 (L1-10).
Alle getesteten Lots zeigen eine Hemmung von 90% oder hoher bei einer
Konzentration von 40 pug/ml. Lot 1 steigt ab 4 pg/ml stark an und die Werte liegen
zwischen 269 - 296 SRR%. Die Hemmung durch Lot 2 liegt bei 2 pg/ml bei 50%,
das gemessene Signal liegt bei 140 SRR%. Ab 0,4 ug/ml wird ein Plateau erreicht.
Die Werte liegen zwischen 313 - 354%. Lot 3 und 4 zeigen eine konstante Zunahme
der SRR% Werte beziehungsweise eine Abnahme der Hemmung. Ab einer
Konzentration von 0,04 pg/ml liegen beide deutlich tber dem cut-off mit 213 und

204 SRR% und eine negative Inhibition ist zu entnehmen.

4.10 Vergleich vier verschiedener Lots von Protein 6 (L1-10) im

blockierenden (TBI) Bioassay
Abbildung 31 Vergleich der Ergebnisse von Protein 6 (L1-10) Lot 1-4 im TBI Bioassay

100%

80%

860%
s | ot 1 L1-10
40% —— - - __ __ Lot 2 L1-10
s | ot 3 L1-10
20% m | ot 4 L1-10
. = = = Cutoff
0% I

-20%

Prozent-Inhibition

40ug/ml 4ug/mi 0,4ug/ml 0,04pg/ml 0,004 pg/ml
Protein 6 (L1-10) Konzentration

Die Werte sind als Prozent-Inhibition angegeben. Der Assay cut-off ist als gestrichelte Linie bei 40% Inhibition
dargestellt. Die verwendete Protein Konzentration bezieht sich auf die Konzentration vor der Vermischung von
Protein 6 (L1-10) mit K1-70 mAKk.

Es wurden vier Lots von Protein 6 (L1-10) im TSI Bioassay getestet. Auf der X-
Achse stehen die Proteinkonzentrationen (40 - 0,004ug/ml), auf der Y-Achse stehen
die Werte fur die Prozent-Inhibition. K1-70 mAk mit einer Konzentration von 0,788
png/ml ohne Protein 6 (L1-10) wurde als Kontrolle verwendet Lot 1 zeigt keinen

Einfluss auf die Hemmung von K1-70 mAK. Lot 2 zeigt bei 40 pg/ml eine leichte
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Aufhebung der Hemmung, die noch tber dem cut-off von 40% Inhibition liegt. Lot 3
zeigt eine negative Hemmung, Lot 4 liegt bei einer Prozent-Inhibition von 10%. Ab
4 ug/ml ist die Prozent-Inhibition tber 70% bei Lot 1, 2 und 4 von Protein 6 (L1-10).
Lot 3 liegt bei 60% Inhibition. Bei einer Konzentration von 0,4 pg/ml sind alle Lots
Uber einer Prozent-Inhibition von 70%.

4.11 Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TSI positiven
Patientenseren im stimulierenden (TSI) Bioassay

In acht Versuchen wurden insgesamt 17 unterschiedlich niedrig (n), moderat (m)

und hoch (h) TSI positive Patientenseren verwendet. Nahere Details zu den

Patientenseren finden sich in Tabelle 8. Der jeweilige TSI Ausgangswert ist in den

Diagrammen aufgefuhrt.

Abbildung 32 Versuch Nr. 1: Untersuchung von vier TSI positive Patientenseren (S1 — S4) mit Protein 6 (L1-10)
Konz. 0,4 - 0,0004 pg/ml

S4 (m)
600% 315 SRR%
500% S3(n)
217 SRR%
400% $2 (m)
$1(n) 414 SRR%

= 173 SRR%
S 300%
o
)]
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der vier verwendeten Seren (S1-4) mit Protein 6 (L1-10). Die Protein 6
Konzentration gibt die Konzentration vor Mischen von Protein 6 (L1-10) und Patientenserum wieder. Der cut-off
des TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Es wurden Patientenserum S1 (n), S2 (m), S3 (n) und S4 (m) mit verschiedenen
Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) im TSI Bioassay getestet. Auf der X-Achse
stehen die verwendeten Konzentrationen von Protein 6 (L1-10), auf der Y-Achse
steht die HOhe des gemessenen TSI Signals in SRR%. Alle TSI Werte von

Patientenserum S1 liegen unter dem cut-off und haben &hnliche Werte im Bereich
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von 59 - 70 SRR%. Die Seren S2-S4 liegen uber dem cut-off. Die Werte bleiben
konstant hoch und liegen fir S2 von 231 - 249 SRR%, fur S3 von 264 - 296 SRR%
und fir S4 von 478 - 545 SRR%. Die Ergebnisse fir Protein 6 (L1-10) sind als

negativ zu werten.

Abbildung 33 Versuch Nr. 2: Untersuchung von vier TSI positive Patientenseren (S1 - S4) mit Protein 6 (L1-10)
Konzentrationen 0,8 - 0,0008 pug/ml im TSI Bioassay
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Protein 6 (L1-10) Konzentration
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der vier verwendeten Seren (S1 — S4) mit Protein 6 (L1-10). Die Protein 6

(L1-10) Konzentration gibt die Konzentration vor Mischen von Protein 6 und Patientenserum wieder. Der cut-off
des TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Es wurden Patientenserum S1 (n), S2 (m), S3 (n) und S4 (m) mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) im TSI Bioassay getestet. Auf der X-Achse
stehen die verwendeten Konzentrationen von Protein 6 (L1-10), auf der Y-Achse
steht die Hohe des gemessenen TSI Signals in SRR%. Alle Werte von Serum S1
liegen unter dem cut-off und haben &hnliche TSI Werte im Bereich von 60 - 74
SRR%. Die Serumproben S2-S4 liegen uber dem cut-off. Die TSI Werte bleiben
konstant hoch und liegen fir S2 zwischen 230 und 249 SRR%, flr S3 zwischen 260
und 294 SRR% und fur S4 zwischen 438 und 551 SRR%. Die Ergebnisse fur Protein
6 (L1-10) sind als negativ zu werten.
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Abbildung 34 Versuch Nr. 3 Untersuchung von vier TSI positiven Patientenseren (S2 —S5) mit Protein 6 (L1-10)
Konzentrationen 1 - 8 pg/ml im TSI Bioassay.

600% S2 (m) S5 (h)
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der vier verwendeten Seren (S2 — S5) mit Protein 6 (L1-10). Die Protein 6
(L1-10) Konzentration gibt die Konzentration vor Mischen von Protein 6 und Patientenserum wieder. Der cut-off
des TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Es wurden Patientenseren S2 (m), S3 (n), S4 (m) und S5 (h) im TSI Bioassay
getestet mit verschieden Konzentrationen von Protein 6 (L1-10). Auf der X-Achse
stehen die verwendeten Konzentrationen von Protein 6 (L1-10), auf der Y-Achse
die Hohe der gemessenen TSI Werte in SRR%. Alle Daten liegen oberhalb des cut-
offs von 140 SRR%. Die Proben von Serum S5 liegen in einem Bereich von 450 -
490 SRR%, S2 liegt bei 8 ug/ml bei 380 SRR%, die weiteren Werte liegen zwischen
450 und 470 SRR%. Die Werte von S3 liegen fur 8 pg/ml bei 175 SRR%, die
weiteren Konzentrationen 4 - 1ug/ml bei 235 - 250 SRR%. Die Werte von S4 sind
bei einer Konzentration 8 pug/ml bei 194 SRR% und steigen bis 2 pug/ml auf 291
SRR%.
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Abbildung 35 Versuch Nr. 4 Untersuchung von sechs TSI positiven Patientenseren (S1, S6 — S10) in
festgelegten Verdiinnungen ohne und mit Protein 6 (L1-10) Konzentrationen 80 - 0,008 pg/ml im TSI Bioassay
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der sechs verwendeten Seren (S1, S6 — S10) mit Protein 6 (L1-10). Die
Protein 6 (L1-10) Konzentration gibt die Konzentration vor Mischen von Protein 6 (L1-10) und Patientenserum
wieder. Der cut-off des TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Es wurden verschiedene Patientenseren S6 (m), S7 (m), S8 (n) S9 (h), S10 (h) und
S1 (n) in unterschiedlicher Verdinnung im TSI Bioassay mit verschiedenen
Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) und ohne Protein 6 (L1-10) getestet. In
Abwesenheit von Protein 6 (L1-10) liegt S6 bei 200 SRR%, S7 bei 269 SRR%, S8
bei 154 SRR%, S9 bei 180 SRR%, S10 bei 286 SRR% und S1 unterhalb des cut-
offs von 140 SRR%. Die jeweilig untersuchten Proben mit Protein 6 (L1-10) liegen

54



unterhalb des cut-offs und dem zugehdrigen Wert ohne Protein 6 (L1-10). Die Probe
S6 zeigt einen leichten kontinuierlichen Anstieg bei Protein 6 (L1-10)
Konzentrationen 8 bis 0,08 pug/ml von 20 auf 83 SRR%. S7 zeigt ein Plateau mit
Werten von 19 - 24 SRR%. S8 liegt zun&chst bei 20 SRR%, ab einer Protein 6 (L1-
10) Konzentration von 0,8 pg/ml steigen die Werte leicht von 20 - 51 SRR% an. S9
zeigt ein Plateau mit Werten von 22 - 37 SRR%, S10 zeigt ebenfalls ein Plateau mit
Werten von 20 - 25 SRR%. Alle Werte von S1 liegen im Bereich von 57 - 80 SRR%.

Abbildung 36 Versuch Nr. 5: Zwei unterschiedlich TSI positive Patientenseren (S7 und S10) mit absteigenden

Verdiinnungen ohne Protein 6 (L1-10) und mit festgelegter Protein 6 (L1-10) Konzentration von 40 pg/mlim TSI
Bioassay im Vergleich
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Abbildung 36 a) zeigt die Ergebnisse von S7 (m), Abbildung 36 b) von S10 (h) im TSI Bioassay ohne und mit
Protein 6 (L1-10), die Protein 6 (L1-10) Konzentration von 40 pg/ml gibt die Konzentration vor Mischen von
Protein 6 (L1-10) und Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI Bioassay ist als gestrichelte Linie bei 140
SRR% eingezeichnet

Es wurden Patientenserum S7 (m) und S10 (h) verwendet, die x-Achse gibt die
Serumverdinnung an, die y-Achse die gemessenen TSI Werte in SRR%. Das
Diagramm zeigt die Werte von S7 mit und ohne Protein 6 (L1-10) im Vergleich. Die
TSI Werte nehmen kontinuierlich mit zunehmender Verdinnung ab und liegen im
Bereich von 295 - 58 SRR%. Mit Protein 6 (L1-10) liegen die Werte konstant niedrig

zwischen 20 - 40 SRR% und sind somit negativ.
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Die Werte von S10 ohne Protein 6 (L1-10) liegen unverdinnt und bei 1:2 bei 245
SRR%, bei 1:4 fallt der Wert auf 131 SRR%. Mit Protein 6 (L1-10) liegen die Werte
konstant niedrig zwischen 17 - 23 SRR%.

Abbildung 37 Versuch Nr. 6 S7 (m) mit Protein 6 (L1-10) Konzentration 80 - 10 pg/ml mit PBS und NS als
Verdiinnungsmittel im Vergleich
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Vergleich der Ergebnisse von S7 (m) mit PBS und Normalserum (NS) als Verdiinnungsmittel. Die Protein 6 (L1-
10) Konzentrationen geben die Konzentrationen vor Mischen von Protein 6 (L1-10) mit Patientenserum wieder.
Der cut-off des TSI Bioassays ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Fur diesen Versuch wurde S7 (m) verwendet. Das Diagram zeigt die erzielten TSI
Werte mit PBS und NS als Verdinnungsmittel. Auf der x-Achse sind die
verwendeten Protein 6 (L1-10) Konzentrationen eingetragen, die y-Achse zeigt die
TSI Werte in SRR%. Die Proben ohne Protein 6 (L1-10) liegen mit PBS bei 220
SRR%. Die weiteren TSI Werte mit Protein 6 (L1-10) Konzentration 80 - 50 liegen
bei 40 - 60 SRR%. Ab 40 pg/ml bis 10 pg/ml ist ein Anstieg der TSI Werte zu
erkennen von 58 - 227 SRR%, einzige Ausnahme ist die Probe mit einer Protein 6
(L1-10) Konzentration von 30 pg/ml. Diese liegt bei 51 SRR%. Die Probe fir NS
ohne Protein 6 (L1-10) liegt bei 317 SRR%. Die weiteren Proben mit Protein 6 (L1-
10) liegen im Bereich von 40 - 60 SRR%.
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Im Folgenden sind die Diagramme fur Versuch Nr. 7 dargestellt. Es wurden TSI-
positive Patientenseren S13 (m), S14 (h), S15 (h), S16 (m) und S17 (h) mit
Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) (80 - 5 pg/ml) und PBS als
Verdunnungsmittel im stimulierenden (TSI) Bioassay gemessen. Auf der x-Achse
stehen die verwendeten Protein 6 (L1-10) Konzentrationen, auf der y-Achse die
gemessen TSI Werte in SRR%.

Abbildung 38 Versuch Nr. 7: S13 und S14 mit Protein 6 (L1-10) Konzentrationen 80 - 5 pg/ml und PBS als
Verdinnungsmittel im TSI Bioassay
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Vergleich der Ergebnisse von Serum S13 (m) und S14 (h) Die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen geben die
Konzentrationen vor Mischen von Protein 6 (L1-10) und Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI Bioassays
ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Die gemessenen Werte fur S13 (m) und S14 (h) liegen im Bereich der Probe ohne
Protein 6 (L1-10). Die Probe S13 ohne Protein 6 (L1-10) liegt bei 270 SRR%, mit
Protein 6 (L1-10) liegen die Werte im Bereich von 255 - 310 SRR%. S14 ohne
Protein 6 (L1-10) liegt bei 270 SRR%, die Werte mit Protein 6 (L1-10) im Bereich
von 265 - 305 SRR%.
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Abbildung 39 Versuch Nr. 7: S15 (h) und S16 (m) mit Protein 6 (L1-10) Konzentrationen 80 - 5 pg/ml und PBS
als Verdiinnungsmittel im TSI Bioassay
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Protein 6 (L1-10) Konzentration
Vergleich der Ergebnisse von S15 (h) und S16 (m). Die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen geben die

Konzentrationen vor Mischen von Protein 6 (L1-10) und Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI-Bioassays
ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Die Probe S15 (h) liegt ohne Protein 6 (L1-10) bei 295 SRR%, die Werte mit Protein
6 (L1-10) sind zun&chst bei 50 - 75 SRR% bei den Konzentrationen 80 - 50 pg/ml.
Von Konzentration 40 pg/ml bis 20 pg/ml steigen die TSI Wert von 75 auf 270 SRR%
an, danach erreichen sie ein Plateau. Ohne Zugabe von Protein 6 (L1-10) liegt der
Wert von Serum S16 (m) bei 320 SRR%, die Werte mit dem Protein 6 (L1-10) liegen
im Bereich zwischen 305 und 350 SRR%.
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Abbildung 40 Versuch Nr. 7: Serum S17 (h) mit Protein 6 (L1-10) (L1-10) Konzentrationen 80 - 5 pg/ml und PBS
als Verduinnungsmittel im TSI Bioassay
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Protein 6 (L1-10) Konzentration

Ergebnisse der Serumprobe S17 (h). Die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen geben die Konzentration vor
Mischen von Protein 6 (L1-10) und dem Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI Bioassays ist als
gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet.

Die Serumprobe S17 (h) ohne die Zugabe von Protein 6 (L1-10) liegt bei 310 SRR%,
die weiteren TSI Werte mit dem Protein 6 (L1-10) liegen im Bereich zwischen 290
und 350 SRR%.

59



Im Folgenden sind die Ergebnisse fir Versuch Nr. 8 dargestellt. Es wurden die
Patientenseren S11 (h) und S12 (h) mit dem Protein 6 (L1-10) in Konzentration von
100 - 0,02 pg/ml und ohne Protein 6 (L1-10) im stimulierenden (TSI) Bioassay mit
PBS als Verdiinnungsmittel gemessen.

Abbildung 41 Versuch Nr. 8: Serum S11 (h) mit Protein 6 (L1-10) Konzentration 100 - 0,02 pg/ml und ohne
Protein 6

250%

$11 (h)
0,
200% 423 SRR%
X
o 0
100%
)
50%
0%
A \ [
()Q '\Q@@@@ q,fl,q;ﬁ”\,@“"\“"é" Q€
Qs Q* &
o
<
Protein 6 (L1-10) Konzentration &

R
Ergebnis von Versuch 8 mit der Serumprobe S11 (h). Die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen geben die
Konzentrationen vor Mischen von Protein 6 (L1-10) und dem Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI

Bioassays ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet. Eine Verlaufskurve der Daten mit Protein 6
(L1-10) ist als gepunktete Kurve in das Diagramm eingezeichnet.

Die Serumprobe S11 (h) ohne Zugabe von Protein 6 (L1-10) erreicht einen Wert
von 165 SRR%, liegt damit oberhalb des TSI Bioassay cut-offs. Die Proben mit
Protein 6 (L1-10) liegen bei den Konzentrationen 100 - 30 pg/ml im Bereich von 33
- 50 SRR%. Ab Konzentration 30 pg/ml bis 10 pg/ml steigen die Werte von 40 auf
204 SRR% an. Die TSI Werte fur die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen 10 - 0,02
pg/ml liegen zwischen 145 - 205 SRR% und sind in der Néhe der Probe ohne
Protein 6 (L1-10).
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Abbildung 42 Versuch Nr. 8: Die Probe S12 (h) mit Protein 6 (L1-10) Konzentration 100 - 0,02 pg/ml und ohne
Protein 6.
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Ergebnis von Versuch 8 mit Serumprobe S12 (h). Die Protein 6 (L1-10) Konzentrationen geben die
Konzentrationen vor dem Mischen von Protein 6 (L1-10) und dem Patientenserum wieder. Der cut-off des TSI
Bioassays ist als gestrichelte Linie bei 140 SRR% eingezeichnet. Eine Verlaufskurve der Daten mit Protein 6
(L1-10) ist als gepunktete Kurve in das Diagramm eingezeichnet.

Die Probe S12 (h) ohne Zugabe von Protein 6 (L1-10) erreicht einen TSI Wert von
304 SRR%. Die Proben mit Protein 6 (L1-10) liegen bei den Konzentrationen 100 -
30 pg/ml im Bereich von 40 - 70 SRR%. Ab Konzentration 30 pg/ml bis 10 pg/mi
steigen die Werte von 57 auf 223 SRR% an. Die TSI Werte fur die Protein 6 (L1-10)
Konzentrationen 10 - 0,02 ug/ml liegen zwischen 318 - 341 SRR% und sind hdher
als die Probe ohne Protein 6 (L1-10).
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

Der MB und die HT gehoren zu den haufigsten Autoimmunerkrankungen, weshalb
eine gute Diagnostik und Behandlung wichtig ist, um die Erkrankung friihzeitig zu
diagnostizieren, zu behandeln und somit Folgescha&den zu vermeiden. In den
Leitlinien der amerikanischen und europaischen Schilddrisengesellschaft iber den
Umgang von Patienten mit MB wird ein Erfassen der TSHR-Ak stark empfohlen.
Dies fuhrt zu einer genauen und schnellen Diagnose von MB. Im Vergleich zu
anderen diagnostischen Werkzeugen, wie zum Beispiel einer Ultraschall
Untersuchung und/oder einer Schilddrisen Szintigraphie ist die Messung von
Serum TSHR-AK spezifischer und gunstiger. Dies spiegelt den klinischen Nutzen
und die Relevanz der TSHR-AkK wider und qualifiziert diese als zuverlassige Marker
fur MB (23). Ebenfalls ist es wichtig die Funktionalitat der TSHR-Ak zu erfassen, um
eine gezielte Therapie zu gewahrleisten oder anzupassen. Aktuell stehen
zellbasierte TSI- und TBI-Bioassays zur qualitativen Differenzierung der TSHR-AkK
zu Verfuigung, welche in diesem Projekt verwendet worden sind (23, 27, 28, 81).
Das verwendete TSI Assay wurde weiterentwickelt und standardisiert. Dies
ermoglicht eine Konvertierung der SRR% Werte in IU/L und vereinfacht somit das
Vergleichen von gemessenen TSI-Werten in unterschiedlichen Laboratorien (82).

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, Peptid und/oder Protein Strukturen aus
der LRD des TSHR zu finden, welche spezifisch entweder nur TSI oder TBI binden.
Als Messinstrument wurden sowohl der TSI als auch der TBI Bioassay verwendet.
Die gefundenen Peptide/Proteine sollten fir zwei neue Bioassays verwendet
werden, eines fur das Messen von TSI und eines fir das Messen von TBI.
Insgesamt wurden neun Peptide und sechs Proteine untersucht. Fir die
Untersuchung der Peptide und Proteine sollten zunéchst ein geeigneter TSI und ein
geeigneter TBI gefunden werden und mittels Titration die EC50 beziehungsweise
der IC50 Wert bestimmt werden. Die Verwendung von mAk ermdglichte eine
Uberprifung des Bindungsverhaltens der Peptide und Proteine ohne den Einfluss
von polyklonalem Patientenserum. Ein weiterer positiver Aspekt stellte die
Wiederholbarkeit dar. Die getesteten mAk (M22, K1-18, K1-70, 5C9) sind zur Zeit
die verfugbaren mAk, die eine hohe Affinitdit zum TSHR aufweisen (71). Beide
stimulierenden mAk (M22; K1-18) zeigten im TSI Bioassay eine Dosis-Wirkungs-

Kurve. Die Titration von M22 mAk wurde mindestens zweimal durchgefihrt, um die
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Reproduzierbarkeit der Werte zu testen. Die Titration von K1-18 wurde nicht
wiederholt, da die Werte nach dem ersten Versuch nicht deutlich besser waren als
die fir M22 mAKk. Als EC50 ergaben sich fir M22 mAk 0,01 pg/ml fir K1-18 0,0068
pg/ml. Beide Kurven haben einen &hnlichen Verlauf. Fir die weiteren Versuche im
TSI entschied man sich fur M22 mAK, da dieser der starkere Stimulator ist (71) und
die Bindung von M22 mAk an die LRD kristallographisch bereits mit einer Auflosung
von 2,55 A nachgewiesen werden konnte (67). Diese zeigt Details Uber die
beteiligten LRW der LRD und Bindungseigenschaften. Beztiglich des Komplexes
aus K1-18 und der LRD gibt es zur Zeit nur Daten aus Mutationsstudien und
Simulationen (70). Zusétzlich sind die Erfahrungswerte mit M22 mAk gréf3er als mit
K1-18 mAK. Im TBI Bioassay zeigten die K1-70 mAk und 5C9 mAKk beide eine Dosis-
Wirkungs-Kurve. Der IC50 Wert fur K1-70 lag bei einer Konzentration von 0,222
pg/ml und fur 5C9 bei 0,5 pg/ml. Fir die weiteren Versuche wurde K1-70 mAK im
TBI Bioassay festgelegt, aufgrund der geringen bendétigten Konzentration und der
besseren Effektivitat (61). Die Bindung von K1-70 mAk konnte ebenfalls
kristallographisch erfasst werden mit einer Aufldsung von 1,9 A (69). Dies gibt
detaillierte Einblicke Uber die Bindungsstellen und die Bindungsarten. Die
Erfahrungswerte fir K1-70 mAKk sind zudem héher als fir 5C9 mAk. An die Sequenz
der einzelnen Peptide wurden Biotin und Lysin angehéangt. Biotin wurde verwendet,
um das jeweilige Peptid zu stabilisieren und zu markieren. Es hat kaum Einfluss auf
die biologische Aktivitat (84). Lysin (K) wurde an die AS Sequenz der einzelnen
Peptide angehangt, um eine bessere Ldslichkeit zu gewahrleisten. Die Sequenzen
von Peptid 1-8 beinhalten jeweils drei zusammenhéngende Schleifen der LRD. Die
neunte Sequenz beinhaltet Sequenzen der TMD. Die untersuchten Peptide haben
weder im TSI noch TBI Bioassay die Signal-Hohe der verwendeten mAk M22 und
K1-70 beeinflusst. Es wurden keine Peptide identifiziert, die M22 oder K1-70 mAk
binden. Weitere Untersuchungen der Peptide mit Patientenseren wurden nicht
durchgefuhrt. Moglicherweise enthalten die verwendeten Peptide, bestehend aus
drei zusammenhangenden LRW-Schleifen der LRD, zu wenig Epitope. Eine weitere
Erklarung koénnte sein, dass durch die fehlenden Einflisse der gesamten
Bestandteile des TSHR die Abschnitt-Struktur der Peptide nicht der rdumlichen
Struktur der LRD des TSHR entspricht und dies somit zu einer
Konformationsvanderung der Epitope fuhrt. Fur die jeweiligen Sequenzen der sechs
verwendeten rekombinanten Proteine wurde ein Maltose-Bindendes-Protein (MBP)

als Fusionsprotein verwendet. MBP flhrt zu einer verbesserten Expression in der
63



Herstellung der Proteine. Als Protein-Affinitats-Markierung wurde Twin-Strep-Tag®
verwendet. MBP in Verbindung mit Twin-Strep-Tag® resultiert in einer verbesserten
Aufreinigung des Proteins bei der Herstellung (85, 86). Nach der Fertigstellung
wurden das MBP und das Twin-Strep-Tag® von dem jeweiligen rekombinanten
Protein getrennt. Das Protein 1-4 beinhaltet jeweils mehrere Schleifen der LRD,
Protein 5 beinhaltet die vollstandige AS Sequenz der EZD und Protein 6 (L1-10)
beinhaltet die Schleifen 1-10 der LRD. Protein 1-5 haben zu keiner Signalminderung
von M22 mAKk im TSI und K1-70 mAk im TBI Bioassay gefuhrt. Protein 6 (L1-10)
zeigte eine deutliche Minderung der Werte von M22 mAk von 90% im TSI Bioassay
bei einer Konzentration von 40 pg/ml. Alle weiteren Konzentrationen hatten keinen
Einfluss auf M22 mAk. Das Protein 6 (L1-10) bindet M22 mAk bei Vorliegen einer
bestimmten Konzentration. Im TBI Bioassay zeigte Protein 6 (L1-10) zun&chst keine
Minderung der Prozent-Inhibition von K1-70 mAk. Fur die weiteren Versuche
wurden drei Lots von Protein 6 (L1-10) zusatzlich hergestellt, um eine hdhere
Konzentration und Reinheit zu erhalten. Das Lot 4 wurde fir die weiteren Versuche
ausgewahlt, da es auf M22 mAk im TSI Bioassay bis zu einer Konzentration von 0,2
pHg/ml einen Einfluss hatte und von allen eingesetzten Lots die hdchste Stock-
Konzentration und Reinheit aufwies. Darlber hinaus zeigte das Lot 4 von Protein 6
(L1-10) eine Minderung der Prozent-Inhibition von K1-70 mAk im TBI Bioassay. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass Protein 6 (L1-10) den blockierenden
mAk K1-70 bindet. Es wurde kein Protein, welches spezifisch M22 mAk oder K1-70
mAKk bindet, gefunden, dass das Protein 6 (L1-10), die Werte von M22 mAk im TSI
und von K1-70 mAk im TBI Bioassay beeinflusst hat. Die beiden Lots 1 und 2 hatten
im TBI Bioassay vermutlich aufgrund der geringeren Konzentration der Stock-
Losung und geringeren Reinheit keinen Einfluss auf K1-70 mAk. Das Protein 6 (L1-
10) wurde mit 17 verschiedenen Patientenseren untersucht. Es zeigte mit
Konzentrationen von 8 - 0,004 upg/ml bei den verwendeten Patientenseren in
Versuch 1-3 keine Wirkung. Fur die weiteren Versuche wurden bekannte Seren
verwendet und in festgelegten Verdinnungen eingesetzt. In Verdiinnungs-Studien
wurde bereits die Abstufungen von 1:3, 1.9, 1:27 verwendet, diese eignen sich gut
fur die Verdinnung TSI positiver Patientenseren (87). Vor der Durchfiihrung wurde
der jeweilige TSI Wert des Patientenserums mit Hilfe des TSI Bioassays gemessen
anhand dessen wurde dann die Verdinnung festgelegt. Alle gemessenen
Konzentrationen mit dem Protein 6 (L1-10) lagen unterhalb des cut-offs und waren

negativ im TSI Bioassay. Die Hohe der Werte ist vermutlich ein Zusammenspiel aus
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der verwendeten Verdinnung und dem Protein 6 (L1-10), welches mdglicherweise
die restlichen Ak im Serum bindet. Jedoch sind auch die Proben mit sehr geringen
Konzentrationen von Protein 6 (L1-10) negativ. Dies spricht dafir, dass die
Verdunnung hauptverantwortlich fur die Hohe der Werte ist. Dartiber hinaus waren
die verwendeten Seren mit Ausnahme von S1 und S10 als niedrig positiv

einzustufen.

Die Proben S7 und S10 wurden fur den Versuch 5 ausgewahlt, da sie im Versuch
zuvor die héchsten Ausgangswerte (ohne das Protein 6 (L1-10)) hatten. Als
Verdinnungsmedium wurde PBS anstelle des zuvor verwendeten RP verwendet.
In diesem Versuch wurde das Serum 1, 1:2, 1:4 verdinnt. Eine Konzentration von
40 pg/ml an Protein 6 (L1-10) wurde gewahlt, um eine maximale Hemmung zu
gewahrleisten. Alle Proben wurden positiv fur Protein 6 (L1-10) getestet. Die
Verdinnung scheint nicht der Grund fir die Abnahme der Werte zu sein, da alle
Verdinnungen ohne Protein 6 (L1-10) deutlich oberhalb von den Verdiinnungen mit
Protein 6 (L1-10) lagen. Ein méglicher Faktor scheint PBS als Verdinnungsmittel
zu sein. Im Versuch 6 wurden PBS und NS als Verdinnungsmedium verglichen.
Von NS versprach man sich, dass es die Reaktion und Bindung der Ak mit Protein
6 (L1-10) unterstutzt. Mit NS war die Probe ohne Protein 6 (L1-10) héher und die
Inhibition mit Protein 6 (L1-10) starker. PBS wurde als Verdinnungsmedium
belassen, da es eine bessere Dosis-Wirkungs-Beziehung von Protein 6 (L1-10)
zeigte. Derzeit gibt es keine Studien mit NS als Verdinnungsmedium fir zell-
basierte Bioassays. In Versuch 7 war lediglich das Patientenserum S15 positiv mit
Protein 6 (L1-10) getestet worden. Abschliel3end wurden in Versuch 8 zwei Seren
getestet mit PBS als Verdiinnungsmittel, um eine Dosis-Wirkungskurve von Protein

6 (L1-10) zu erhalten. Beide Seren zeigten einen vergleichbaren Verlauf.

Fur die Verwendung von Protein 6 (L1-10) mit Patientenseren lasst sich festhalten,
dass sechs Seren positiv mit Protein 6 (L1-10) reagiert haben, jedoch oft keine
Bindung der polyklonalen Ak aus den Seren mit dem Protein 6 (L1-10) messbar

waren.

5.2 Stimulierende TSH Rezeptor Antikdrper (TSI)
In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass M22 mAk durch Protein 6 (L1-10)
beeinflusst wird. Auf TSI positive Patientenseren zeigte Protein 6 (L1-10) ebenfalls

bei einigen Seren eine messbare Wirkung. Essentiell fur die Bindung von M22 mAk
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an den TSHR sind die AS R80 (LRD Schleife drei), E107 (LRD Schleife vier), R109
(LRD Schleife vier), K129 (LRD Schleife funf), K183 (LRD Schleife sieben), Y185
(LRD Schleife sieben) und R255 (LRD Schleife zehn) der LRD-Sequenz des TSHRs
(71). Veranderungen dieser AS haben einen Einfluss auf die Bindung von M22 mAk
an den TSHR (71). DarUber hinaus scheint besonders R255 fir alle stimulierenden
TSHR-AK eine wichtige AS in der Sequenz zu sein (71). Die genannten AS und
deren Position sind in der Sequenz von Protein 6 (L1-10) enthalten. Weitere
interagierende AS der LRD mit M22 mAKk verteilen sich auf die Schleifen 1-10. M22
mAKk zeichnet sich durch eine sehr hohe Affinitdt zum TSHR und eine langsame
Dissoziationsrate aus (67). Dies kdnnte begrtiinden, warum Protein 6 (L1-10) zwar
positiv. mit M22 mAk getestet wurde, jedoch aber nicht vollstandig mit
Patientenseren. Moglicherweise waren die Bindungen zwischen den polyklonalen
TSHR-AkK im Patientenserum und dem Protein 6 (L1-10) zu schwach, so dass diese
nach kurzer Zeit wieder dissoziierten und zum Messzeitpunkt die Werte nicht
sichtbar beeinflusst wurden. Ein weiterer Einflussfaktor auf die Messung der
Patientenseren ist das Serum selbst, da der Inhalt sehr variabel als auch komplex
ist und potenziell Einfluss auf die Bindung der polyklonalen TSHR-Ak mit dem
Protein 6 (L1-10) hat. Zum Ansetzen der M22 mAk Stocklésung wurde PBS
verwendet und um die weiteren Verdinnungsstufen herzustellen RP. Somit wurde
bei den Versuchen mit M22 mAk kein Serum eingesetzt und kann als zuséatzlicher
Einflussfaktor ausgeschlossen werden. Insgesamt sind die Bindungseigenschaften

von TSI am TSHR noch nicht restlos geklart.

5.3 Blockierende TSH Rezeptor Antikorper (TBI)

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Protein 6 (L1-10) bei einer
hohen Konzentration die Werte von K1-70 mAk im TBI Bioassay beeinflussen kann.
Als wichtigste AS fur die Bindung von K1-70 mAk und dem TSHR in der LRD
Sequenz wurden K58 (Schleife zwei), 160 (Schleife zwei), E61 (Schleife zwei), Y82
(Schleife drei), R109 (Schleife vier) und K183 (Schleife sieben) identifiziert (69). In
der Kristallisierung von K1-70 mAk mit TSHR260 wurde gezeigt, dass K1-70 mit den
Schleifen 1-8 der LRD interagiert (69). Diese sind im Protein 6 (L1-10) enthalten.
Die hohe bendétigte Konzentration kdnnte ein Hinweis fur eine geringere Affinitat von
K1-70 mAk zu dem Protein 6 (L1-10) sein. Das Verhalten von Protein 6 (L1-10) mit

TBI positiven Patientenseren mussen zukinftige Versuche zeigen.
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5.4 Vergleich der Bindungsstellen von M22 und K1-70 mAk

Die Kristallisierung beider Ak im Komplex mit der TSHR-260, Mutationsstudien und
Modellierung der Bindungen geben Details Gber die Bindung von Ak und TSH am
TSHR. M22 und K1-70 mAk haben sehr &hnliche Bindungsstellen wie TSH, jedoch
sind die Bindungen unterschiedlich. Beide mAk, M22 und K1-70 bilden mehr
Wasserstoffbriicken, Salzbriicken und weniger hydrophobe Wechselwirkungen als
TSH mit dem TSHR (67, 69, 71). Dies kénnte die hohe Affinitat der beiden mAk an
die TSH-Rezeptoren erklaren, da die Bindungen starker sind und somit die
Dissoziation geringer ist. Des Weiteren ist auffallig, dass M22 mAk sehr ahnliche
Bindungsstellen wie TSH hat. Beide binden an den Schleifen 1-10 der LRD.
Dagegen interagiert K1-70 nicht mit den Schleifen 9 und 10 der LRD und besitzt
lediglich eine Bindungsstelle in der Schleife 8. Zwischen M22 mAk und K1-70 mAk
besteht dennoch eine groRe Uberlappung. Beide interagieren mit den Schleifen 1
bis7 der LRD. Von den herausgefundenen Bindungsstellen der LRD des TSHR
interagieren 17 sowohl mit M22 mAKk als auch mit K1-70 mAKk (71). Die beschriebene
Uberlappung der Bindungsstellen stellt eine der Schwierigkeiten dar, eine geeignete
Struktur (Protein/ Peptid/ Molekul) zu finden, welche spezifisch stimulierende oder
blockierende Antikdrper bindet. Ebenso ist es ein Erklarungsansatz, warum das
Protein 6 (L1-10) sowohl M22 mAk als auch K1-70 mAk bindet, und somit nicht
spezifisch mit TSI oder TBI interagiert, da in der Sequenz von Protein 6 LRD 1-10

enthalten sind.

2009 wurde in einer Studie von Rees Smith et al. die Interaktion von Fragment
TSHR 260 (AS 22-260) mit M22 mAKk, K1-70 mAk und Patientenseren getestet.
Dieses Fragment besteht aus einer ahnlichen Sequenz wie Protein 6 (L1-10) und
wurde fir die Kristallisierung von M22 mAk und K1-70 mAk verwendet (88). Fur den
Versuch mit Fragment TSHR 260 wurde ein Bridge ELISA Ansatz eingesetzt. Auf
einer ELISA Platte wurden zundchst Gesamt-TSHR mithilfe von C-Terminal
gerichteten TSHR mAk gebunden. Dabei wurde eine geringe Flachendichte an
TSHR verwendet, um eine monovalente Bindung von TSHR-Ak zu sichern.
AnschlieBend wurden jeweils M22 mAk, K1-70 mAk und Patientenserum
hinzugefiigt. Nach dem Waschen der Platte wurde TSHR 260 mit gebundener
Alkalischer-Phosphatase hinzugefiuigt. Die Bindung von TSHR 260 wurde durch
Hinzufligen des Substrats P-Nitrophenyl Phosphat durch Messen bei einer Licht-
Wellenlange von 405 nm gemessen. M22 mAk und K1-70 mAk wurden beide mit
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TSHR 260 positiv getestet. Weiter wurden 50 TSHR-Autoantikdrper positive
Patientenseren getestet. Diese wurden nicht nach TSI und TBI unterteilt. 48 Seren
wurden positiv getestet. Als Kontrolle wurden 20 TSHR-Autoantikorper negative
Patientenseren verwendet, die alle keine messbare Reaktion erzeugten. Die zwei
negativen Seren wurden weiter untersucht. Sie inhibierten beide die Bindung von
sowohl M22 mAk als auch TSH an TSHR 260. Dies zeigt, dass beide Seren
Autoantikdrper enthalten, welche jedoch nicht in der Lage sind, TSHR 260 divalent
zu binden und eine Briicke zwischen dem immobilisierten TSHR auf der ELISA-
Platte und TSHR 260 in der flussigen Phase zu bilden. Die Autoren sehen eine
maogliche Begriindung darin, dass die Antikorper beider Seren der IgG4 Klasse
angehoren. Insgesamt wurde gezeigt, dass die Ergebnisse mit dem TSHR 260
ELISA sehr gut mit der Bindungs-Inhibition von TSH und M22 mAk am vollstandigen
TSHR korrelieren. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass stimulierende (M22) und
blockierende (K1-70) mAk stark an TSHR 260 binden. Dies zeigt, dass die Epitope
sowohl von TSI als auch TBI in der LRD des TSHR liegen und deren
Bindungsstellen Uberlappen. Zusétzlich wurden finf TSI positive und funf TBI
positive Seren im TSHR 260 ELISA positiv getestet. Dies ist ein weiteres Indiz fur
die LRD als Haupt-Epitop fur TSI und TBI (88).

Eine a&hnliche Sequenz wie TSHR 260 besitzt das Protein 6 (L1-10), welches die
AS 20-275 beinhaltet. Der Unterschied besteht darin, dass Protein 6 (L1-10) die AS
261-275 des TSHR zusatzlich beinhaltet. In dem Versuchsansatz dieser Studie
wurde das Bioassay als Messinstrument fur die Bindung von Protein 6 (L1-10)
verwendet. Sechs der eingesetzten 17 (35,3%) TSI positiven Patientenseren
wurden positiv getestet. Eine mogliche Begrindung fir die geringere positiv
getestete Anzahl an TSI positiven Patientenseren ist die unterschiedliche AS
Sequenz. Mdglicherweise kann es durch die 15 zusatzlichen AS im Protein 6 (L1-
10) zu Strukturveranderungen des Proteins kommen, wodurch es zu Beeinflussung
der Interaktion polyklonaler TSHR-Ak aus den Patientenseren mit Protein 6 (L1-10)
kommt. Als Folge konnte ein Sinken der Affinitat der polyklonalen Ak zu Protein 6
(L1-10) sein und eine Zunahme der Dissoziationsrate. Ein weiterer Einflussfaktor ist
das patienteneigene Serum, welches die Bindung von Ak mit dem Protein 6 (L1-10)
oder mit dem TSHR beeinflusst. In der Kristallisierung von M22 und K1-70 mAk gab
es keine Hinweise auf eine Dimerisierung (Bindung von M22/K1-70 mAk an zwei
TSHR 260 Fragmente), jedoch fungiert M22 mAk im ELISA Bridge Ansatz als
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Bricke zwischen dem gebundenen TSHR (in voller Lange) und dem Fragment
TSHR 260 (67, 69, 88). Es ist nicht auszuschlie3en, dass im Bioassay Ansatz, Ak
sowohl Protein 6 (L1-10) als auch den TSHR an der Oberflache der CHO MC4
Zellen gebunden haben. Dadurch wirde es zu keiner Minderung des Signals

kommen.

5.5 Weitere Epitope aul3erhalb der LRD

Das Wissen Uber die vollstandige Struktur des TSHR mit LRD, TMD, GR und deren
Ausrichtung zueinander wirde helfen das Binden von Liganden und Ak besser zu
verstehen. Dies kdnnte dazu beitragen, die Aktivierung des Rezeptors besser zu
erklaren. Durch Fehlen der vollstandigen Kristallisierung des TSHR miissen andere
Methoden angewandt werden, die Struktur und die Epitope zu ergriinden (89). Die
beiden Kristallisierungen geben zurzeit die meisten Hinweise auf die Epitope von
M22 und K1-70 mAk am TSHR. Fur die Kristallisierung wurde das Fragment TSHR
260 verwendet, welches die AS 22-260 beinhaltet. Dies zeigt die Bindungen
innerhalb der LRD des TSHR. Die LRD ist unzweifelhaft einer der
Hauptbindungsorte von TSH und Ak am TSHR (65, 67, 69, 71, 89). Daruber hinaus
gibt es Hinweise Uber Epitope, die sich auRerhalb der LRD in der GR befinden.
Diese Region wird von den AS 289-409 gebildet und beinhaltet die SR von AS 316-
366 (90, 91). Die Forschungsgruppe um Morshed hat fur die Untersuchung der
Epitope am TSHR Massenspektroskopie verwendet. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass es auch auRRerhalb der LRD in der GR Epitope gibt, an denen
stimulierende als auch blockierende TSHR-Ak binden (59). Fur M22 mAk wurden
neben LRW 1-5,7 auch die N-Terminale Cystein-Gruppe der EZD und ein grol3er
Teil der GR von den AS 263-291 als Epitop ausgemacht. Neben M22 mAk wurde
ein weiterer mAk (MS-1) -vom Hamster stammend- getestet. Dieser bindet an LRW
1,4,7,8,9 und ebenfalls an Teilen des N-terminalen Endes und an der GR (89).
Diese Analyse zeigt, dass die Epitope innerhalb der LRD variieren, jedoch am N-
terminalen Ende und an der GR uberlappen. Fur einen blockierenden mAk vom
Hamster (Tab-8) konnte gezeigt werden, dass Epitope sich ebenfalls N-Terminal als
auch in der GR befinden. Zu kritisieren bleibt, dass in der Analyse kein humaner
mAk wie etwa K1-70 verwendet wurde, jedoch kann es als méglichen Hinweis
gedeutet werden, dass sich Epitope von blockierenden Ak ebenfalls aul3erhalb der
LRD wiederfinden (89).
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5.6 Weiter Epitope von monoklonalen TSHR-Antikdrpern

Derzeit gibt es keine weitere Kristallographie von mAk gebunden an TSHR 260. Die
Epitope von K1-18 mAk und 5C9 mAk wurden durch Analyse des elektrostatischen
Oberflachenpotentials von TSHR und K1-18/5C9 mAk vorhergesagt und durch
Mutationsstudien weiter validiert (70). Durch Mutationen wurde gezeigt, dass die
stimulierende Wirkung reduziert wurde. Eine mogliche Schwierigkeit an
Mutationsstudien ist, dass es durch die Sequenzveranderung auch zu strukturellen
Veranderungen des Rezeptors kommen kann. Dies kodnnte moglicherweise
Auswirkungen auf die Struktur oder Ausrichtung der vom TSHR gebildeten
Konformationsepitope haben und ebenfalls Grund fiir eine abgeschwéchte Bindung
am Rezeptor sein. Dies erschwert die Interpretation von punktuellen Mutationen
(89).

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Analysen die LRD als
Hauptbindungsregion von TSHR-Ak bestatigen. Darlber hinaus sind Epitope von
der Ausrichtung des Proteins abhéngig und durch Veranderungen in der Sequenz

anfallig.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein Peptid und/oder ein Protein zu identifizieren, welches
spezifisch nur TSI oder nur TBI aus entweder TSI positiven oder TBI positiven
Patientenseren bindet. Als Messinstrument wurde ein zell-basiertes TSI- und TBI
Bioassay verwendet. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zunachst Titrationen von
M22, K1-18, 5C9 und K1-70 mAk in dem jeweiligen zell-basierten Assay
durchgefiuhrt. Es ergab sich ein EC50 Wert fir M22 mAk von 11 ng/ml, fur K1-18
mAKk von 6,8 ng/ml und ein IC50 Wert fir K1-70 mAk von 194,5 ng/ml, fir 5C9 mAk
von 609,9 ng/ml. Fur alle weiteren Versuche wurden M22 mAKk (rein stimulierend)
und K1-70 (rein blockierend) mAk ausgewahlt. Von den neun Peptiden und sechs
untersuchten Proteinen wurde Protein 6 (L1-10) positiv fir M22 mAk und K1-70 mAk
getestet. Das Protein 6 (L1-10) wurde mit 17 TSI positiven Patientenseren
untersucht. Insgesamt wurden acht Versuchsansatze durchgefuhrt. Es wurden
sechs Patientenseren (S7, S10, S11, S12, S15, S17) positiv getestet. Es lasst sich
zusammenfassen, dass weder ein Peptid noch ein Protein gefunden werden konnte,
welches spezifisch nur M22 mAk oder nur K1-70 mAKk bindet. Das Protein 6 (L1-10)
zeigt positive Ergebnisse mit M22 und K1-70 mAk. Zusatzlich zeigt das Protein 6
(L1-10) mit einigen TSI positiven Patientenseren eine messbare Reaktion. Es
konnte jedoch keine zuverlassige Bindung mit polyklonalen stimulierenden TSHR-
Ak nachgewiesen werden. Um zukinftig bessere Ergebnisse zu erzielen, kdnnten
sich weiterfihrende experimentelle Studien mit der optimalen Protein 6 (L1-10)
Konzentration, der Untersuchung verschiedener Verdinnungsmittel zur
Unterstitzung/Stabilisierung der Bindungen und Optimierung des Messzeitpunktes
befassen. Des Weiteren ist die Untersuchung von Protein 6 (L1-10) mit TBI positiven

Patientenseren noch ausstehend.

71



6 Anhang

Table 5. The One-Letter Symbols

One-letter Three-letter Amino acid

symbol symbol '

A Ala alamine

B Asx aspartic acid or asparagine

C Cys cysteine

D Asp aspartic acid

E Glu glutamic acid

F Phe phenylalanine

G Gly glycine

H His histidine

1 lle isoleucine

K Lys lysine

L Leu leucine

M Met methionine

N Asn asparagine

P Pro proline

Q Gin glutamine

R Arg arginine

5 Ser serine

T Thr threonine

v Val valine

w Trp tryptophan

X Xaa unknown or “other’ amino acid

Y Tyr tyrosine

v 2 Glx glutamic acid or glutamine (or substances
such as 4-carboxyglutamic acid and §5-
oxoproline that yield glutamic acid on acid
hydrolysis of peptides)
Anhang 1
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Sequenz des humanen TSHR (1-764)

10
MRPADLLQLV

60
PPSTQTLKLI

110
SKVTHIEIRN

160
DIFFILEITD

210
KLDAVYLNKN

260
ELTARNTWTL

310
CNESSMQSLR

360
HYYVFFEEQE

410
KSDEEFNPCED

460
FLMCNLAFAD

510
TVFASELSVY

560
LLALLPLVGI

610
YVKIYITVRN

660
KPLITVSNSK

710
ROAQAYRGQR

760
KOGQISEEYM

Quelle: https://www.uniprot.org/uniprot/P16473#structure (17.10.19)

20
LLLDLPRDLG

70
ETHLRTIPSH

120
TRNLTYIDPD

170
NPYMTSIPVN

220
KYLTVIDKDA

270
KKLPLSLSFL

320
QORKSVNALNS

370
DEIIGFGQEL

420
IMGYKFLRIV

470
FCMGMYLLLI

520
TLTVITLERW

570
SSYAKVSICL

620
POYNPGDKDT

670
ILLVLFYPLN

720
VPPKNSTDIQ

QTVL

30
GMGCSSPPCE

80
AFSNLPNISR

130
ALKELPLLKF

180
AFQGLCNETL

230
FGGVYSGPSL

280
HLTRADLSYP

330
PLHQEYEENL

380
KNPQEETLOQA

430
VWEVSLLALL

480
ASVDLYTHSE

530
YAITFAMRLD

580
PMDTETPLAL

630
KIAKRMAVLIT

680
SCANPFLYAT

730
VOQKVTHDMRQ

40
CHQEEDFRVT

90
IYVSIDVTLQ

140
LGIFNTGLKM

190
TLKLYNNGFET

240
LDVSQTSVTA

290
SHCCAFKNQK

340
GDSIVGYKEK

390
FDSHYDYTIC

440
GNVFVLLILL

490
YYNHAIDWQT

540
RKIRLRHACA

590
AYIVEFVLTLN

640
FTDFICMAPI

690
FTKAFQRDVEF

740
GLHNMEDVYE

50
CKDIQRIPSL

100
QLESHSFYNL

150
FPDLTKVYST

200
SVQGYAFNGT

250
LPSKGLEHLK

300
KIRGILESLM

350
SKFQDTHNNA

400
GDSEDMVCTP

450
TSHYKLNVPR

500
GPGCNTAGFF

550
IMVGGWVCCF

600
IVAFVIVCCC

650
SFYALSATLN

700
ILLSKFGICK

750
LIENSHLTPK
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https://www.uniprot.org/uniprot/P16473#structure

Ubersicht der Peptide

ITEM

>L1-3

>L2-4

>L3-5

>L4-6

>L5-7

>L6-8

>L7-9

>L8-10

9tk peptide

PEPTIDE SEQUENCE DESCRIPTION

Biotin—-gg-PPCE CHQEEDFRVT CKDIQRIPSL PPSTQTLKLI ETHLRTIPSH
AFSNLPNISR IYVSIDVTLQ QL-KKK

Biotin—gg—KKK—SL PPSTQTLKLI ETHLRTIPSH AFSNLPNISR IYVSIDVTLQ
QLESHSFYNL SKVTHIEIRN TRNLTYI-KKK

Biotin-gg-KKKKK-NLPNISR IYVSIDVTLQ QLESHSFYNL SKVTHIEIRN
TRNLTYIDPD ALKELPLLKF LGIFNTGLKM

Biotin-gg-NL SKVTHIEIRN TRNLTYIDPD ALKELPLLKF LGIFNTGLKM
FPDLTKVYST DIFFILEITD NPYMTSI-KKK

Biotin-gg-KKK-LKELPLLKF LGIFNTGLKM FPDLTKVYST DIFFILEITD
NPYMTSIPVN AFQGLCNETL TLKLYNNGFT SVQG-KKKKKK

Biotin-gg-KKK-VYST DIFFILEITD NPYMTSIPVN AFQGLCNETL
TLKLYNNGFT SVQGYAFNGT KLDAVYLNKN KYLTV-KKKKKK

Biotin-gg-KKK-QGLCNETL TLKLYNNGFT SVQGYAFNGT KLDAVYLNKN
KYLTVIDKDA FGGVYSGPSL LDVSQTSVTA LP- KKKKKK

Biotin-gg-FNGT KLDAVYLNKN KYLTVIDKDA FGGVYSGPSL LDVSQTSVTA
LPSKGLEHLK ELIARNTWTL KK

Biotin-gg-kkk-DLYTHSE YYNHAIDWQT GPGC-gg-SSYAKVSICL
PMDTETPLAL-gg-NKPLITVSNSK-kkk
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