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[Forisetzung auf der niichsten Seite]

(54) Title: IMMUNOCONJUGATES MADL OF BGG-YOLK ANTIBODIES (1GY), PRODUCTION AND USH THERIOL IN
DIAGNOSLS AND THERAPY

(54) Bezeichnung: IMMUNKONJUGATL AUS BIDOTTUR-ANTIKORPLRN (IGY), DEREN KONIFEKTIONIERUNG UND
ANWINDUNG IN IMAGNOSTIK UND THERAPILD

(57) Abstract:  ‘The invention relates 1o
jmmunoconjugates  made  of  egg-yolk
antibodies  (IgY), the production and usc
thercof in diagnoses and therapy. ‘The aim
of the invention is to provide alternative
products (o tradilional  immunoconjugates
for use in diagnoses and therapy.  The
inventive immunoconjugales are superior o
monoclonal antibodics and immune scrums
from mammals in addition to [g¥ preparations
from  conventional hens in terms of purity
and antigen largeling. The invention seeks
o avoid the [ormation of human anii-IgY
antibodics as far as possible, and to produce
immunoconjugates in large quantities at a low
price in a manner which is compatible with
animal wellare. This is achieved by polyclonal
IgY conjugales [rom intact egg-yolk antibodies
(IgY), IgY fragments, Fab constructions or
humanized egg-yolk antbodies form SPL°
hens, preferably from transgenic SPI hens. "The antibodies or antibody are conj d as i logically effective
€ components with at least one uther component such as a signaling substance, an active substance ot an amplilier module.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende lirfindung betrifft Immunkonjugate aus liidotter-Antikérpern (g Y), deren Konfektionie-
D rung und Answendung in Diagnosiik und Therapie. Aulgabe der vorliegenden Tirfindung ist es, aliemative Produkie zu herkommli-

chen jug ftir den diay ischen und i Finsalr. vor Die erli g il i
e gate sind den monoklonalen Antikérpern und Immunseren aus Siugeticren sowie den IgY -Priipurationen aus herkmmlichen ITiib-
@\ nern hinsichtlich Reinheit und Antigen-Targeting tiberlegen. Dic Bildung von humanen anti-lg Y -Antikrpern soll zudem mdglichst
& vermieden werden, und die i sollen sich ht und in groien Mengen preisgiinstig herstellen lassen.
& Die Aulgabe wird erfindungsgemd geldst durch polyklonale 1gY-Konjugate aus intakien Lidolter- Antikirpern (IgY), lgY-lirag-
& menten, Fab-Konstrukien oder humanisierten Bidotter-Antikérpern vom SPF-1Tuhn, vorzugsweise vom transgenen SPF-Tluhn. Die
o Antikirper bzw. Antikérper[ragmente sollen als i gisch wirksame K mil mi ciner weileren Komponente

Konjugicrt scin, wobei cs

g [Forisetzung auf der ndchsten Seite]
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Veriffentlicht:
— ohne infernationalen Recherchenbericht und erneut zu
verdffentlichen nach Erhalt des Berichts

Zur Krkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkiirzungen wird auf die Frkidru ("Guidance Newes on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguléren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.

sich um cinen Signalstoll, cinen Wirkstoll oder ¢in Verstiirker-Molekiil handeln kann.
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WO 02/092136 PCT/DE02/01606

Immunkonjugate aus Eidotter-Antikorpern (IgY), deren Konfektionierung

und Anwendung in Diagnostik und Therapie

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Immunkonjugate aus Eidotter-Antiktrpern
(1gY), deren Konfektionierung und Anwendung in Diagnostik und Therapie nach den Merk-
malen der Anspriiche 1, 13, 14 und 16,

[0002] Zum besseren Verstandnis der Erfindung werden die in der Anmeldung vor-
kommenden Fachtermini hier néher definiert und sollen im Rahmen dieser Anmeldung keine

andere Bedeutung haben:

{0003] »Spezifiziert Pathogenfreie Hiihner” (kurz ,,SPF-Hiihner”):

Es werden solche Tiere verstanden, die nach den Richtlinien von Europiischer Pharmakopoe
und DAB10 von SPF-Muttertieren abstammen und vom ersten Lebenstag an unter SPF-
Bedingungen gehalten werden. Diese Tiere sind frei von menschen- und gefligelpathogenen

Erregern und deren Antikorpern,

[0004] 1gY” (engl.: immunoglobulin yolk):

Hier werden Immunglobuline bezeichnet, die aus dem Eidotter von Gefliigeleiern extrahiert
werden und die dem IgG im Serum der Hihner enisprechen. Diese avidren Immunglobuline
unterscheiden sich vom IgG des Saugers strukturell vor allem durch ihr héheres Molekular-

gewicht infolge der groBeren Zahl konstanter Domanen im Fe-Fragment.

[0005] »Spezifisches IgY”:

Tst hier definiert als der Anteil des gesamten IgY, der das zur Immunisierung verwendete An-
tigen erkennt, wihrend unspezifisches IgY den Anteil des gesamten IgY bezeichnet, der un-
abhangig von der Immunisierung durch den Kontakt der Tiere mit antigen wirkenden Stoffen

oder apathogenen und pathogenen Erregern gebildet wird.
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[0006] Intakte Antikorper’:
Es sollen Immunglobuline verstanden werden, die nicht fragmentiert sind, die also ein Fc-
Fragment und zwei Fab-Fragmente besitzen, wobei Fc die konstanten Regionen der schweren

Ketten umfasst und Fab die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten.

{0007] L1gY-Fragmente”:
Mit ,,]gY-Fragmenten“ sind hier Fab-Fragmente avidrer Immunglobuline gemeint, die keinen
oder nur noch einen geringen Rest des Fc-Fragments besitzen. Dabei sollen hier nachfolgend

unter dem Begriff ,Fab™ zur Vereinfachung auch Fragmente wie F(ab); verstanden werden.

[0008] JFab-Konstrukt™:

Der Begriff ,,Fab-Konstrukt“ soll synthetische Gebilde aus zwei oder mehr verschiedenen
Fab-Fragmenten (bi- oder trivalente Konstrukte etc.) bezeichnen, die eine oder mehre unter-
schiedliche antigene Determinanten erkennen (mono-, bi- oder trispezifische Konstrukte usw.)
und somit eine oder mehrere Funktionen erfullen kénnen, d. h. mono-, bi- oder trifunktional

wirken.

[0009] Antigene Determinante”:
Dies ist digjenige Molekiilstruktur auf einem Antigen, die von einem Antikérper spezifisch

erkannt wird (auch ,,Epitop” genannt).

[6010] ,1gY-Préparation”:
Es sollen die aus dem Eidotter extrahierten und ggf. gereinigten Eidotter-Antikérper (IgY),

1gY-Fragmente, Fab-Konstrukte oder chimére Eidotter-Antikérper verstanden werden.

[0o11] ,Signalstoff”:
Hierunter sind alle Stoffe zu verstehen, die eine analytische, visuelle oder bildgebende Beur-

teilung eines pathologischen oder physiologischen Befundes erméglichen.

[0012] »Wirkstoff”:

Es werden hierunter alle Stoffe bezeichnet, die therapeutisch nutzbar sind, z. B. Enzyme, An-
tibiotika, Virostatika und Zellgifte wie Toxine oder Radionuklide. Dabei ist nicht ausge-
schiossen, dass der Wirkstoff zugleich die Qualitit eines Signalstoffs erfuillt.
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{0013] JProdrug™
Hiermit seien alle Stoffe bezeichnet, die aus einer inaktiven Vorstufe im Korper vor Ort in

einen aktiven Wirkstoff umgewandelt werden.

{0014} ,Boosterung” und ,,Auffrischungsimmunisierung”:

Im Zusammenhang mit der Immunisierung von SPF-Hithnern wird von diesen beiden Begrif-
fen die Rede sein. Die Boosterungen dienen dazu, den maximalen IgY-Titer zu erreichen.
Unter Auffrischungsimmunisierung wird die erneute Antigenexposition verstanden, durch die
der maximale IgY-Titer bis zum Ende der Legeperiode aufrecht erhalten wird.

[0015} Bekannt sind aus dem Stand der Technik Immunkonjugate auf der Basis von
monoklonalen Antikérpern aus der Maus (murine MAK) oder vom Menschen (humane
MAK). Eine Vielzahl von Methoden wurden etabliert, um Signalstoffe (Farbstoffe, Fluoroch-
rome, diagnostische Radionuklide) oder Wirkstoffe (z. B. Toxine, therapeutische Radionukli-
de, Photosensibilisatoren, Prodrugs) an diese Antikérper zu konjugieren. Damit lassen sich
Untersuchungen wie ELISA, RIA, Fluoreszenzmikroskopie, DuchfluBzytometrie, Szintigra-
phien, SPECT (engl.: single photon emission computed tomography), PET (Positronen-
Emissionstomogra- phie) und Photoimmundiagnostik beziehungsweise Behandlungen wie

Radioimmuntherapie, Immuntoxintherapie oder photc;dynamische Therapie durchftthren.

[0016] Zu den Nachteilen der monoklonalen Antikorpertechnologie gehéren vor allem
die Monospezifitat der Antikdrper, sowie die relativ aufwendige und kostenintensive Ent-
wicklung und Produktion der monoklonalen Antikérper. Die Massenproduktion muss im All-
gemeinen in grofen Fermentern erfolgen, da die Produktion im Aszites von Méusen inzwi-

schen in vielen Landern weitgehend untersagt ist.

[0017) Polyklonale Immunseren von Siugetieren (Schaf, Pferd, Schwein usw.) und
immunisierten/infizierten Spendern (z. B. aus dem Blut von HIV-Infizierten mit hohem p24-
Antikorper-Titer) spielen bei verschiedenen diagnostischen Verfahren und passiven Immun-
therapien eine Rolle. Die Polyklonalitdt dieser Immunseren ist unter dem Gesichtspunkt eines
besseren Targetings komplexer Antigene sinnvoll. Immunseren von Séugern oder konventio-
nellen Hithnern enthalten jedoch ein relativ schlecht definiertes polyspezifisches Antikorper-
Gemisch, wobei die gewiinschten spezifischen Antikérper den geringsten Anteil bilden, wah-

rend unspezifische und somit unerwiinschte Antikérper den Hauptanteil ausmachen. Die Ge-
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winnung von Immunseren aus Sdugetieren ist unter dem Gesichtspunkt des Tierschutzes
kaum vertretbar und daber in mehreren Landern bereits weitgehend verboten, Immunseren
aus humanen Blutspenden zu gewinnen ist teuer, keineswegs risikolos (Ubertragung von Er-
regemn wie HIV, HCV und moglicherweise Prionen), ethisch problematisch und daher fiir eine
breite Anwendung nicht praktikabel.

[0018] Polyklonale Antikérper avidren Ursprungs, umter anderem Eidotter-Antikérper
(IgY), sind im Stand der Technik ebenfalls bekannt. IgY wird heute von verschiedenen Her-
stellern fiir die in vitro-Diagnostik als Alternative zu Immunseren von Séugern oder mo-
noklonalen Antikérpern angeboten. In der Fachliteratur finden sich auch Beispiele dafur, wie
Eidotter—Antik(irper mit Biotin, FITC oder Meerrettich- (Horse Radish) Peroxidase (POD)
gekoppelt werden kénnen, um sie fir die in vitro-Diagnostik nutzbar zu machen (SCHADE et
al, 2001 [17).

[0019] Bekannt ist auch die orale Verwendung avidrer Antikoérper aus herkommlichen
Hiihnern. Der parenterale Einsatz in der Humanmedizin wurde bisher weitgehend ausge-
schlossen, einerseits weil IgY bei Saugern aufgrund des phylogenetischen Abstands weder an
Komplement-Faktor C1 noch an Fc-Rezeptoren bindet und somit mit dem Abwehrsystem des
Saugers nicht effektiv interagieren kann und andererseits weil IgY allergische Reaktionen
auslosen kann, Hinzu kommt, dass die Herstellung von IgY aus dem Eidotter konventioneller
Hiihner weniger effizient ist und beziiglich Reinheit und Affinitit zu qualitativ minderwerti-
gen Produkten fihtt. Der Grund dafir ist, dass herkommliche Hithner zahlreiche unspezifi-
sche Antikérper gegen andere Erreger bilden und die Antwort auf das Zielimmunogen daher
relativ schwach ausfallt und nur kurz anhélt. Daher liegt der Anteil von spezifischem IgY am
Gesamt-IgY bei der Immunisierung konventioneller Hithner weit unter 10 % (US 4,550,019;
HANSEN et al., 1998 [2]; BOUHOURS et al 1998 [3]; GASSMANN et al, 1990 [4]).

[0020] Den nichsten Stand der Technik beschreibt die DE 195 04 755, in der es um
eine passive Immuntherapie der HIV-Infektion mit IgY geht. Das IgY ist gegen die HIV-core-
Antigene p24 und pl7 aus spezifiziert pathogenfreien (SPF-) Hithnern gerichtet. Passive Im-
muntherapien mit humanen Immunseren sind ebenfalls bekannt. Im Vergleich zu Immunseren
und monoklonalen Antikérpern lésst sich IgY aber vergleichsweise leicht und preiswert her-
stellen. SPE-Hithner Jegen unter dem in Beispiel 2 beschriebenen Immunisierungsprotokoll

nach Grundimmunisierung und Boosterung bis zum 16. Lebensmonat wochentlich 5 - 7 Eier.
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Dabei hat sich gezeigt, dass aus den 250 - 350 Eiern eines SPF-Huhns rund 15.000 mg spezi-
fisches IgY gewonnen werden kann, weil erfahrungsgeméd8 1 Eidotter mindestens 50 mg IgY
der gewiinschten Spezifitat enthalt. Darliber hinaus sind die Belastungen von SPE-Huhnern
wegen der fiir diese Tiere vorgeschriebene artgerechte Tierhaltung wesentlich geringer als bei
der herkémmlichen Mast- und Legehuhn-Haltung, Dadurch entfallen die iblichen aktiven
Immunisierungen gegen bis zu 19 wirtschafilich bedeutsame Infektionskrankheiten wie sie
bei der herkdmmlichen Hithnerzucht tiblich sind, darunter zwei Pflichtimpfungen. Diese sind
ja daftir verantwortlich, dass die IgY-Praparationen konventioneller Hithner minderwertig
sind und dass sich die Isolierung spezifischer IgY erschwert und verteuert. Die Haltung von
SPF-Hithnern erfolgt frei von human- und gefligelpathogenen Keimen. Zum Ausschluss sol-
cher Keime werden regelmiBige Futter-, Wasser- und Immunstatus-Kontrollen durchgefiihirt.
Auf den Zusatz von Antibiotika im Futter wird verzichtet, um den SPF-Status der Tiere nicht

zu kaschieren.

{00211 Aus medizinischer Sicht liegen die Vorteile von IgY allgemein in der Erken-
nung mehrerer antigener Determinanten durch die spezifischen Antikdrper, was ein besseres
Targeting des Zielantigens gewahrleistet, und in der Tatsache, dass es sich um Antikorper aus
Gefliigel handelt, dessen Immunsystem sich hinsichtlich der Antigen-Erkennung von dem des
Saugetiers und des Menschen unterscheidet. Dies verbessert ebenfalls das Targeting des Ziel-
antigens, denn das avidre Immunsystem erkennt (phylogenetisch bedingt) andere antigene
Determinanten als das menschliche humane Immunsystem. Daher mitssen avidre Antikdrper
in vivo weniger mit den natiirlich vorhandenen Antikérpein des Patienten konkurrieren um
Epitope zu erkennen. Dariiber hinaus kann sich der vermeintliche Nachteil, dass avidre Anti-
korper weder mit dem menschiichen Komplement-System noch mit Fe-Rezeptoren, Protein A

oder Protein G reagieren in vielen Fillen als unwesentlich oder gar als vorteilhaft erweisen.

[0022] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, alternative Produkte zu
herkdmmlichen Immunkonjugaten zu entwickeln und bereitzustellen, die sich fiir den dia-
gnostischen Einsatz und therapeutische Anwendungen eignen und dabei den monoklonalen
Antikdrpern und Immunseren aus Siugetieren, sowie den IgY-Priparationen aus herkommli-
chen Hithnern hinsichtlich Reinheit und Antigen-Targeting tiberlegen sind. Die Bildung von
humanen anti-Ig¥-Antikérpern soll zudem méglichst vermieden werden und die Immunkon-

jugate sollen sich tierschutzgerecht und in groBen Mengen preisgiinstig herstellen lassen.
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[0023] Eingangs der Erfindungsbeschreibung sollen nachstehend weitere Begriffe
definiert werden, wie sie durchgehend in der folgenden Erfindungsbeschreibung und auch in
den Patentansprichen verstanden werden. Sie sollen im Rahmen dieser Anmeldung keine

andere Bedeutung haben:

[0024] ,Radioimmunkonjugat”:

Hierunter werden in dieser Anmeldung Verbindungen aus IgY-Priparationen von SPF-
Hennen oder transgenen SPF-Hennen verstanden, die mit diagnostischen und/oder therapeuti-
schen Radionuklide und/oder Verstirkermolekiilen konjugiert sind und im Rahmen der nukle-

armedizinischen Diagnostik und/oder Radioimmuntherapie angewendet werden.

[0025] HImmuntoxin®:

Es werden Verbindungen aus IgY-Praparationen verstanden, die mit Toxinen (pflanzliches
Toxin, Zytostatikum, Chemotherapeutikum, Antibiotikum etc.) konjugiert sind und im Rah-
men der Immuntoxintherapie angewendet werden.

{0026} »Spezifisches Targeting”:
Hiermit wird der Vorgang bezeichnet, bei dem der Signal- oder Wirkstoff durch das Im-

munglobulin an das gewtinschte Zielantigen gebunden wird,

[0027) Dretargeting”™:

Umfasst hier Anwendungen, die eine Verstirkung von Signalen oder Wirkungen der IgY-
Priparationen erzeugen, indem weitere Antikorper einer anderen Spezies oder andere
geeignete  Molekiile (hier auch unter dem Oberbegriff ,,Verstérker-Molekul”
zusammengefasst) in irgendeiner Phase zwischen Antigenbindung und Signal- oder Wirkstoff

zwischengeschaltet werden.

[0028] ,,Chimére Eidotter-Antikérper”™;

Es werden hiermit
i) humanisierte Immunglobuline, bei denen Fab-Fragmente vom Hubn mit Fc-
Fragmenten von humanem IgG biochemisch miteinander verkniipft wurden, oder
i) humanisierte Immunglobuline aus transgenen SPF-Hihnern, in denen die
Genabschnitte fir die konstanten Regionen von IgY mehr oder weniger vollstindig

durch die konstanten Regionen von humanem IgG ersetzt sind,
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bezeichnet.

[0029] LIgY-Konjugat™:
Dieser Begriff umfasst hier Verbindungen aus polyklonalen IgY-Préparationen (immunologi-
sche Komponente) und Signalstoffen und/oder Wirkstoffen (diagnostische oder therapeuti-

sche Komponente) und/oder Verstéirkermolekilen.

J0030] Die Aufgabe wird erfindungsgemif gelost durch polyklonale IgY-Konjugate
aus intakten Eidotter-Antikérpern (IgY), IgY-Fragmenten, Fab-Konstrukten oder humanisier-
ten Eidotter-Antikérpern vom SPF-Huhn, vorzugsweise vom transgenen SPF-Huhn. Die An-
tikorper bzw. Antikérperfragmente sollen als immunologisch wirksame Komponente mit
mindestens einer weiteren Komponente konjugiert sein, wobei es sich um einen Signalstoff,

einen Wirkstoff oder ein Verstirker-Molekiil handeln kann.

[0031] Die Erfindung betrifit diagnostische und therapeutische Anwendungen der

erfindungsgeméfien IgY-Konjugate in der Medizin sowie experimentelle Anwendungen im

" Tiermodell (beispielsweise Maus, Schaf oder nicht-humane Primaten). Ihre Anwendung ist

nicht auf die parenterale Applikation beschrinkt, sondern umfasst je nach Anwendungsziel
auch #uBerliche (z. B. beim Melanom) und enterale Applikationen (z. B. beim Osophagus-

Karzinom).

[0032] Die Erfindung betrifft auBerdem die Konfektion der IgY-Konjugate als
gebrauchsfertige Diagnostika oder Arzneimittel, entweder in Form der einzelnen Komponen-
ten, als Markierungsbestecke (sog. Kits) oder als gebrauchsfertige Préparate. Als Zielantigene
kommen alle Proteine, Peptide, Glykoproteine, Nukleinsduren, Polysaccharide und Lipopro-
teine in Betracht. Die Erfindung betrifft vor allem IgY-Konjugate gegen Tumorantigene,
Hormone, Rezeptorproteine, RNS- und DNS-Abschnitte, infektiose Erreger, Prionen oder
einen Teil der antigenen Determinanten dieser Zielantigene. Die erfindungsgeméBen IgY-
Konjugate konnen dabei je nach Xomplexitiat des fiir die Immunisierung verwendeten Anti-

gens mehr oder weniger polyspezifisches IgY enthalten.
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[0033] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Pretargeting-
Methoden, wobei entweder
i) biotinyliertes IgY an das Zielantigen bindet und als Vermittler fiir markiertes Avidin
oder Streptavidin dient, oder
i) unkonjugiertes IgY an das Zielantigen bindet und als Vermittler fir humane oder
humanisierte anti-IgY-Konjugate dient.
Im Fall (i) wird die starke Bindung zwischen Biotin und Avidin oder Streptavidin ausgenutz,
weshalb die Biotin-Komponente in dem IgV-Konjugat auch Verstérker-Molekill bezeichnet

werden kann.

[0034] Schlieflich betrifft die vorliegende Erfindung auch Zubereitungen und An-
wendungen der erfindungsgemiBen IgY-Konjugate, durch die ihre diagnostischen und/oder
therapeutischen Eigenschaften verbessert werden, wie Kombinationen mit chirurgischen Ein-

griffen, Chemotherapeutika, Immunmodulatoren und Paraimmunititsinducern,

[0035] Im Folgenden werden die in unmittelbarem Zusammenhang mit der Erfindung
stehenden Komponenten, deren Funktionen, Wirkweisen und die Anwendung der erfindungs-

gemaBen IgYV-Konjugate niher charakterisiert und die Losungen ausfithrlich dargestelit:

[0036] a) Immunologische Komponente
Erfindungsgemél bestehen die immunologisch wirksamen Komponenten entweder aus

(i) intakten Eidotter-Antikdrpern (IgY), IgY-Fragmenten, Fab-Konstrukten, oder

(ii) chiméren Eidotter-Antikorpern, d. h. biochemisch humanisiertem IgY bzw. bevor-

zugt gentechnisch humanisiertem IgY aus Eiern transgener SPF-Hiihner.

Dabei kénnen die Fab-Konstrukte mono-, bi- oder trivalent sein und mono-, bi- oder trispezi-
fisch wirken (d. h. eine, zwei oder verschiedene drei antigene Determinanten erkennen) Die
Fab-Fragmente lassen sich durch enzymatische Verdauung erzeugen. Chimare Antikérper
koénnen durch Verkniipfung des avidren Fragments mit dem Fe-Fragment eines anderen Orga-~
nismus (hier vorzugsweise humanes Fc-Fragment) gewonnen werden. Humanisiertes IgY, bei
dem nur noch die hypervariablen Regionen vom IgY des Huhns stammen und alle konstanten
Regionen vom IgG des Menschen, kann in transgenen Hithnern erzeugt werden. Mit chiméren
Antikorpern lasst sich nicht nur die Bildung unerwiinschter Antikérper gegen IgY reduzieren
oder verhindern, sondern es lassen sich auch die natiirlichen Effektor-Mechanismen der kon-

stanten Regionen des humanen IgG nutzen.
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[0037] b) Signalstoffe

Die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate enthalten als diagnostische Komponente Signalstoffe
wie Radionuklide (Gamma-Sirahler wie Technetium-99m, Indium-111, Tod-123, Iod-125,
Iod-131, Thallium-201, Selen-75, Gallium-67, Xenon-133), Enzyme (wie Peroxidasen, Alka-
lische Phosphatasen und Galaktosidase), Photosensibilisatoren (Porphyrin-Derivate etc.) oder
Farbstoffe (z.B. Fluorochrome, kolloidales Gold). Fiir die szintigraphische Diagnostik sind je
nach Fragestellung, Applikationsweg, Affinitat der Antikorper und Radionuklid Aktivitaten
von 10 - 1850 MBq (0,27 - 50 mCi) erforderlich. Im einzelnen kommen z.B. fiir Tod-131 37 -
370 MBq (1 - 10 mCi) (bevorzugt 37 - 74 MBq (1 - 3 mCi)) in Betracht, fiir [od-123 185 -
370 MBq (5 - 10 mCi), fur Technetium-99m 74 - 1480 MBq (2 - 40 mCi) (bevorzugt 74 - 740
MBq (2 - 20 mCi)), fiir Indium-111 und Gallium-67 74 - 185 MBq (2 - 5 mCi) oder fiir Selen-
75 um 10 MBq (0,27 mCi).

[0038] ¢) Wirkstoffe

Die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate konnen alternativ oder zusétzlich als therapeutische
Komponente Radionuklide enthalten (Beta-Strahler, Alpha-Strahler oder Auger-Elektronen-
Emitter), zB. Phosphor-32, Strontium-89, Yttrium-90, Iod-125, lod-131, Samarium-153, Er-
bium-169, Rhenium-186, Rhenium-188, Kr-85, Holmium-166, Astat-211, Wismuth-212,
Wismuth-213, Radium-224, Actinium-225. Wie bei der Diagnostik hingen die benstigten
Aktivititen bei der Radioimmuntherapie von mehreren Faktoren ab: Art der Erkrankung,
Strahlensensibilitéit der erkrankten Zellen, Masse der zu behandelnden Zellen, Ausdehnung
und Verteilungsmuster der Erkrankung, Antigen- Expression, Applikationsweg, Affinitit der
Antikérper und Energiespektrum des Radionuklides. In Betracht kommen daher z B. bei Jod-
131 Aktivititen in einem weiten Bereich von 370 MBq bis 11,1 GBq (10 - 300 mCi). Diese
Altivitit wird im Allgemeinen einmalig appliziert, kann aber auch fraktioniert in Intervallen
von mehreren Wochen bis Monaten (vorzugsweise 3 - 6 Wochen) bzw. bei Aufireten eines
Rezidivs bis zu einer Gesamtdosis von 40 - 80 GBq (1 - 2 Ci) wiederholt verabreicht werden.
Die Konjugation von tumorspezifischem Ig¥Y mit Zytostatika kann die Nachteile herkommli-
cher Chemotherapien verringern. Zu den grofiten Problemen der Onkologie gehoren die be-
grenzte diagnostische Sicherheit bei den Staging-Untersuchungen (besonders das Fehlen von
Techniken, mit denen das Vorliegen von Mikrometastasen bewiesen oder ausgeschlossen
werden kann) sowie die geringe therapeutische Breite der Zytostatika infolge ihrer hohen To-

xizitdt bei gleichzeitig geringer Spezifitit. Diese Faktoren fithren immer wieder zu einer er-
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heblichen Unsicherheit béziiglich des therapeutischen Procedere. Eine nebenwirkungsirmere,
durch Antikorper vermittelte spezifische Zytostase wiirde die Entscheidung fiir eine Chemo-
therapie erleichtern und folglich aufwendige, teure und/oder belastende Staging-
Untersuchungen einsparen heifen. Tm Sinne der Erfindung konnen die Eidotter-Antikorper
ebenso mit verschiedenen Zytostatika konjugiert werden (z. B. Alkylantien, Vinkaalkaloiden,
interkalierende Antibiotika, Antimetabo-liten, Taxol). Die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate
konnen ebenso als therapeutisch wirksame Komponente Toxine enthalten (Ricin A, Abrin,
Pseudomonas-Exotoxin, Diphtherie-Toxin, Gelonin u. a.). Auch Chemotherapeutika (Cytosta-
tika, Antibiotika, antivirale Substanzen), Fibrinolytika (z. B. Streptokinase, Urokinase, rt-PA),
Enzyme zur Aktivierung von Prodrugs (z. B. bakterielle Carboxypeptidase CPG2, die die
hydrolytische Spaltung von reduziertem und nicht-reduziertem Folat katalysiert) oder
Prodrugs selbst eignen sich als therapeutische Komponenten in den erfindungsgemaBen IgY-
Konjugaten. Schiiefllich kénnen die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate photosensitive Sub-
stanzen als wirksame Komponente enthalten, die es ermdglichen, mit einer photodynamischen
Therapie erkrankte Zellen gezielt zu zerstoren. Photosensibilisatoren koénnen z. B. Photofrin,

5-Aminoldvulinséure oder Foscan sein,

[0039] d) Verstarker-Molekiile

Die erfindungsgemiBen IgY-Konjugate konnen fiir diagnostische und therapeutische Anwen-
dungen Biotin enthalten, um auf der Basis von Avidin-Biotin- oder Streptavidin-Biotin-
Bindungen das Signal oder die Wirkung zu verstirken (sogenanntes Pretargeting). Dariiber
hinaus konnen Signal oder Wirkung der IgY-Konjugate durch weitere Komponenten verstéirkt

werden, die an das IgY-Molekiil konjugiert werden (z. B. Komplement).

[0040] ) Hilfsstoffe, komplementére MaBnahmen

Die erfindungsgemaBen IgY-Konjugate kénnen zur Optimierung des Therapieziels mit ande-
ren Wirkstoffen sinnvoll kombiniert werden, Avidre Antikérper konnen die Bildung von hu-
manen anti-IgY-Antikérpern auslésen. Bel mehrfacher Anwendung von IgY-Konjugaten
kommt es dann zu einer Neutralisierung der diagnostisch oder therapeutisch eingesetzten An-
tikorper oder gar zu allergischen Reaktionen. Dies kann durch eine Suppression des Immun-
systems beispielsweise mit Cyclosporin verhindert werden. Andererseits kann der Einsatz von
radioaktivem Tod zu einer unerwiinschten radioaktiven Belastung der Schilddriise filhren. Da-
her ist es in diesen Féllen sinnvoll, die Funktion der Schilddriise vor einer Radicimmunthera-

pie mit Ig¥-Iod-131 durch Gabe von Kaliumiodid oder Natriumperchlorat zu blockieren. Bei
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einer Immuntherapie viraler Infektionen wiirden zudem freie Viruspartikel IgY-Konjugate
abfangen, die dann nicht mehr fiir das spezifische Targeting Virus replizierender Zellen zur
Verfiigung stehen. Daher ist es sinnvoll, die virale Replikation durch eine Vorbehandlung mit
einem oder mehreren antiviral oder antiretroviral wirkenden Chemotherapeutika zu hemmen
und die erneute Antigen-Expression ggf. durch voriibergehendes Absetzen dieser Medikation
zu triggern oder zu induzieren. Dariiber hinaus konnte die Freisetzung der Viruspartikel durch
Mittel, die die Zellmembran stabilisieren (z. B. Interferon-alpha), gehemmt werden. Bei la~
tenten Virusinfektionen (z. B. HIV- oder EBV-Infektionen) kann es auf der anderen Seite
erforderlich sein, die Antigen-Expression der infizierten Zellen zu stimulieren (z. B. durch
Einsatz von Interleukin-2) oder die Effektivitiat der IgY-Konjugate durch andere antivirale
Witkstoffe (z. B. Interferon-alpha und/oder Ribavirin bei der Therapie der Hepatitis C) zu
steigern. Ebenso kann es bei der Behandlung bakterieller Infekiionen sinnvoll sein, komple-
mentéir weitere Wirkstoffe (Antibiotika) einzusetzen. Analog dazu kann es bei onkologischen
Erkrankungen erforderlich sein, beispielsweise eine Radioimmuntherapie durch die Gabe von
Cytostatika oder eine Immuntoxin-Therapie durch eine lokale externe Radiation zu ergtinzen.
Ganz allgemein konnen auch Immunmodulatoren oder Paraimmunititsinducer den Effekt
einer Radioimmuntherapie, Immuntoxintherapie oder photodynamischen Therapie glinstig

beeinflussen.

{0041] ) Markierungsmethoden

Fiir die radioaktive Markierung von murinen und humanen monoklonalen Antikdrpern stehen
bereits seit Jahren zahlreiche etablierte Methoden zur Verfigung (Peters JH, Baumgarten H
(Eds.): Monoclonal Antibodies. Springer-Verlag, Berlin 1992). Metallische Radionuklide wie
Technetium-99m, Indium-111 oder Astat-211 werden meistens durch Komplexbildner - z. B.
Diethylentriaminpentaessigsdure (DTPA) oder Deferoxamin (DFA) - oder durch partielle Re-
duktion der Disulfidbriicken des Antikdrpers (z.B. mittels 2-Mercaptoethanol) stabil an Anti-
korper gebunden. Viele radioaktive Tod-Isotope konnen auch durch direkte elektrophile Sub-
stitution an aktivierte aromatische Gruppen der Antikdrper (v. a. Phenolring des Tyrosins)
konjugiert werden. Als Oxidationsmittel zur Erzeugung von Todkationen werden in der Regel
Kaliumiodat (KIOs), geléstes Chloramin T bzw. an Trager (z. B. Polystyrol-Perlen) gebunde-
nes Chloramin T (lodobeads) oder Iodogen (1,3,4,6-Tetrachior-3c,6a-diphenyl-glycouril)
eingesetzt. Jeder einzelne Antikorper kann mit mindestens einem radioaktiven Atom markiert
werden. Um eine hohere spezifische Akiivitdt zu erzielen, ohne dass die spezifische Bin-

dungsfihigkeit der Antikérper beeintréchtigt wird, kann die Konjugation in Gegenwart des
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Ziclantigens erfolgen, das anschlieBend wieder abgetrennt wird, wodurch eine Bindung des
Radionukiides im Bereich der hypervariablen Regionen verhindert wird. Fluorochrome, Pho-
tosensibilisatoren, Cytostatika, Toxine konnen mit Methoden an Antikérper konjugiert wer-
den, die auf Reaktionen mit den Aminogruppen der Antikérper beruhen, z. T. auch uber
kommerziell erhaltlich Spacer oder durch Einfiihrung von SH-Gruppen in die Antikorper.
Andere Methoden beruben auf der Spaltung der Antikérper und Freisetzung von SH-Gruppen,
an die die Signal- oder Wirkstoffe konjugiert werden kénnen. AuBerdem koénnen die Kohlen-
hydratreste der Antikorper mit Periodat oxidiert werden, wodurch Aldehydgruppen entstehen,
tber die Signal- und Wirkstoffe konjugiert werden kdnnen. Schliefilich kénnen bi- und tri-
funktionale Fab-Konstrukte mit einem Wirkstoff an einen oder zwei Fab-Fragmente des Mo-

lekiils gebunden werden und iiber das freie Fab-Fragment an das Zielantigen andocken.

[0042] 2) Konfektion

Im Sinne der Erfindung kénnen fir Radioimmunkonjugate Markierungsbestecke (Préparati-
ons-Kits) mit IgY-Priparationen angeboten werden, so dass diese durch den Anwender vor
Ort mit dem meist kurzlebigen Radionuklid markiert werden konnen. Bei austeichend langer
HWZ Iconnen auch die mit einem Radionuklid konjugierten IgY-Priparationen (d. h. fertige
Radioimmunkonjugate) direkt an den Anwender geliefert werden. In den Markierungs-
bestecken bzw. fertigen Préparaten liegen die IgY-Préparationen oder fertigen Radioimmun-
konjugate als sterile isotone Injektionslosung ggf. in geeignetem Puffer (vorzugsweise PBS,
pH 7,4) mit geeigneten Zusétzen (z. B. Stabilisatoren) und in geeigneter Verpackung (Kunst-
stoff-/Glasampulle, Durchstechflasche, ggf. im Bleibehilter, ggf. gekihlt bei +4 bis -20°C)
vor. Bei Markierungsbestecken befindet sich die IgY-Priparation in der ersten Ampul-
le/Durchstechflasche) und in einer zweiten Ampulle/Durchstechflasche das Reduktionsmittel
(z. B. bei Markierung mit Technetium-99m) bzw. das Oxidationsmittel (z. B. bei Markierung
mit Tod-131). Fur die Reinigung des Radioimmunkonjugats kann jedes Markierungsbesteck
eine Chromatographie-Saule enthalten und zur Qualititskontrolle beispielsweise ein Diinn-
schicht-Chromatographie-Set. Je nach Bedarf konnen die Markierungsbestecke die IgyY-
Priiparationen oder die fertigen Ig¥-Konjugate fir eine oder gleich mehrere Anwendungen
enthalten.

[0043] GemiB der Erfindung sind folgende Anwendungsbereiche und Applikationen

vorgesehen:

JP 2004-534752 A 2004.11.18



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

15

20

25

30

(34)

WO 02/092136 PCT/DE02/01606
13

a) Anwendungsbereiche allgemein: Die erfindungsgemifien Ig¥-Konjugate kénnen mit einer
Vielzahl von Antigenen reagieren: mit physiologischen Molekiilen, mit tumorspezifischen
Antigenen, mit infektiosen Erregern und deren Antigenen, mit Prionen sowie mit RNS- oder
DNS-Abschnitten oder den damit assoziierten Molekiilen. Je nach Signal- oder Wirkstoff
(Radionuklid, Enzym, Fibrinolytikum, Farbstoff, Photosensibilisator, Toxin) kénnen die er-
findungsgemaBen IgY-Konjugate zur in vitro- und in vivo-Diagnostik und/oder Therapie von

Tumoren, Infektionen, Gerinnungsstdrungen und Autoimmunkrankheiten verwendet werden.

[0044] b) Physiologische Zielantigene: Zu den physiologischen Molekilen, die als
Target fiir die erfindungsgemaBen IgY-Konjugate in Betracht kommen, zéhlen die Leukozy-
tenantigene entsprechend der CD-Klassifikation (Antigene der NK-Zellen, B-Zell-Antigene,
myeloische Antigene, Progenitorantigene, Aktivierungsantigene, Adhisionsmolekiile, Zyto-
kinrezeptoren), sowie intrazelluldre Molekiile (z. B. Zytokeratine), Rezeptoren (Androgen-,
Ostrogen-, Dopamin-D2- oder Somatostatinrezeptoren usw.) oder beispielsweise Gerinnungs-

faktoren (z. B. Fibrin oder Plasminogen).

[0045] c) Pathologische Zielantigene: Zu den tumorspezifischen Antigenen, die als
Target fir IgY-Konjugate in Betracht kommen, zzhlen ebenfalls bestimmte berexprimierte
Leukozytenantigene (z. B. CD20, CD22), tberexprimierte Androgen- oder Ostrogenrezepto-
ren, Calcitonin und Thyreoglobulin, aber auch im engeren Sinne Tumormarker wie Egp 34,
Ca 15-3, Sialyl-Le"-Antigen, BCA 225, Melanoma associated antigens (MAA), CEA, 17-14,
PAP, Neuronen spezifische Enolase (NSE), terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT),
Bromdesoxyuridin (BrdU), Ki 67, PCNA, Myeloperoxidase (MPO) und mutiertes p53. Zu
den infektibsen Erregern, die das Target fir die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate bilden
konnen, zghlen Bakterien (Bacillus anthracis, Borrelien, Brucellen, Mycobacterien, Pseudo-
monas aeroginosa, Salmonellen, Staphylokokken, Toxoplasma gondii, Treponemen, Trypano-
somen), Viren (HIV-1, HIV-2, HTLV-1, HTLV-2, HCV und andere Flaviviren, HBV, EBV,
HSV, HHV-8, Coxsackieviren, Polioviren, Cytomegalo-Virus, Influenza-Viren, Rubellavirus,
Papillomaviren, Dengueviren, Hantaviren, Arenaviren, Bunyaviren, Filoviren), Protozoen
(Plasmodien, Toxoplasmen, Acanthamoeba), Mykoplasmen, Pilze (Candida, Aspergillus),
Parasiten (Ascariden, Echinococcus, Leishmania, Loa-Loa, Onchocerca volvulus, Mansonel-
la, Brugia-Filarien, Cysticercus, Schistosomen, Bancrofti-Filarie) und infektiose Partikel (Pri-
onen). Die antigenen Determinanten infektioser Erreger konnen auch bei der Diagnostik

und/oder Therapie von Tumoren als Target der erfindungsgemaBen IgY-Konjugate eine Rolle
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spielen, so bei Burkitt-Lymphomen, nasophariyngealen Karzinomen, M. Hodgkin, T-Zell-
Lymphom und immunoblastischen Lymphomen, die sich durch ‘Expression von EBV-
assoziierten Antigenen (EBNA 1-3, LMP 1-2) auszeichnen, beim Kaposi-Sarkom und AIDS-
assoziierten Lymphomen, die beide mit HHV-8 assoziiert sind, oder bei der adulten T-Zell-
Leukéamie (ATL), die mit der HTLV-I-Infektion assoziiert ist, oder bei Genitalkrebs, der mit

HPYV assoziiert sein kann.

[0046] d) Applikationsformen: Je nach Bedarf kénnen die erfindungsgemaBen IgY-
Konjugate in vitro oder in vivo angewendet werden. Die Anwendung kann in vivo sowohl
duBerlich oder enteral (z. B. im Rahmen einer photodynamischen Therapie) als auch parente-
ral (beispielsweise bei Szintigraphie, SPECT, Radioimmuntherapie oder Immuntoxin-
Therapie) erfolgen. Der Begriff parenteral umfasst hier intravenose, intraarterielle, subcutane,
intracutane, intrathecale, interstitielle, intracavitdre und intraldsionale oder intratumorale Ap-

plikationswege.

[0047] Die Erfindung wird im Folgenden anhand detaillierter Ausfiihrungsbeispiele
néher erléutert und beschrieben. Die den Zeichnungen und der Beschreibung zu entnehmen-
den Merkmale kénnen bei anderen Ausfithrungsformen der Erfindung einzeln fiir sich oder zu
mehreren in beliebigen Kombinationen Anwendung finden. Die nachfolgenden Anwendungen
und Ausfihrungsarten stellen lediglich Beispiele dar, die in keiner Weise die Moglichkeiten
der erfindungsgemaBen IgY-Konjugate auf der Basis des SPF-Huhns erschopfend darstellen
konnen. Der Fachmann wird daher weitere Ausfihrungen und Anwendungen ableiten, die

unter die Anspriiche der vorliegenden Erfindung fallen.

[0048] Die Zeichnungen zeigen:

Figur I:  Immunglobulin vom Huhn und zum Vergleich vom Sauger

Figur la: IgY vom Huhn

Figur 1b:  1gG vom Séuger inkl. Mensch

Figur2:  Radioimmunkonjugat auf der Basis von intaktem IgY

Figur 3:  Radioimmunkonjugat auf der Basis eines monovalenten IgY-Fab-Fragments,

Figur4:  Radioimmunkonjugat auf der Basis eines bivalenten IgY-F(ab),-Fragments.

Figur 5:  Radioimmunkonjugat auf der Basis von drei miteinander verkniipfien IgY-Fab-
Fragmenten (trivalentes Fab-Konstrukt).
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Figur 6:  Radioimmunkonjugat auf der Basis von humanisiertem IgY (Ig¥-Fab -+ humanes
Fc).

Figur 7.  Immuntoxin auf der Basis von intaktem-IgY.

[0049] Beispiel 1:

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen IgY-Konjugate werden SPF-Hithner oder transgene
SPE-Hithner vorzugsweise in der 14. Lebenswoche mit 50 - 1000 ug (vorzugsweise 50 - 200
ug) des Zielantigens bzw. eines Fragments davon und komplettem Freunds Adjuvans s.c.
bzw. (vorzugsweise) i.m. immunisiert, Danach erfolgen verteilt iiber nahezu den gesamten
Legezeitraum drei Boosterungen bis zum Erreichen des maximalen IgY-Titers und drei Auf
frischungen mit jeweils 50-1000 pg (vorzugsweise 50-200 pg) desselben Antigens und in-
komplettem Freunds Adjuvans zur Erhaltung des maximalen IgY-Titers, Die Injektionslosung
enthilt zB. jeweils 1 ml Antigen-Suspension und 0,5 ml Adjuvans. Ein bevorzugtes Immuni-

sierungsschema fiir Hithner mit SPF-Status hat demnach etwa folgenden zeitlichen Ablauf:

Tag 0* = 1. Immunisierung (Basisimmunisierung) i.m.-Injektion

Tag 28 = 2. Immunisierung (1. Boosterung) im.-Injektion

Tag 56 = 3. Immunisierung (2. Boosterung) im.-Injektion  IgY-Gewinnung
Tag 84 = 4. Immunisierung (3. Boosterung) im.-Injektion  IgY-Gewinnung
Tag 168 = 5. Immunisierung (1. Auffrischung) im.-Injektion  IgY-Gewinnung
Tag 252 = 6. Immunisierung (2. Auffrischung) im.-Injektion  IgY-Gewinnung
Tag 336 = 7. Immunisierung (3. Auffrischung) im.-Injektion IgY-Gewinnuné

Tag 490 = Nutzungsende fiir [g¥Y-Gewinnung
* = 14. Lebenswoche

Wihrend des Zeitraums von 12 - 14 Monaten lassen sich die Eier der unter SPF-Bedingungen
gehaltenen Hiihner sammeln und verarbeiten, Das Eigelb wird zunichst vom Eiweill separiert
und kann mit Standardmethoden nach Schade et al. (Chicken Egg Yolk Antibodies, Produc-
tion and Application. Springer-Verlag, Berlin 2001 [1]) aufgearbeitet werden. Der entschei-
dende Vorteil der SPF-Hihner ist, dass diese Tiere infolge ihrer Abstammung von SPF-
Hennen und der Haltung unter SPF-Bedingungen weder durch Immunisierungen noch durch
spezifische Infektionskrankheiten immunologisch vorbelastet sind. Daher reagieren diese Tie-
re mit einer besonders intensiven Immunantwort gegen das Antigen, mit dem sie immunisiert

wurden, so dass der Anteil spezifischer Antikérper um ein vielfaches hoher liegt (50 - 90%
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spezifisches IgY) als bei Immunisierung konventioneller Hithner. Dariiber hinaus kann bei
diesen Tieren der hoher Titer spezifischer Antikdrper nach dem Boostern durch mehrfache
Auffrischungs-Immunisierungen bis zum 16. Lebensmonat stabil gehalien werden. Dies hat
wesentliche Bedeutung flir die erfindungsgeméBen IgY-Konjugate, denn es ist gut belegt, dass
sich die Lymphozyten-Populationen durch eine wiederholte Stimulierung des immunologi-
schen Gedéchtnisses derart verdndern, dass besonders hochaffine Antikorper gebildet werden.
Daher unterscheiden sich die IgY-Praparationen aus Eiern von SPF-Hithnern auch hinsicht-
lich der Affinitdt zum spezifischen Antigen von IgY-Préparationen aus konventionellen Hiih-
nern. Auf molekularer Ebene ist die hohere Affinitit durch die Struktur der hypervariablen
Region dieser Antikrper bedingt, die besser zum Antigen passt als die Struktur der hyperva-
riablen Region weniger affiner Antikérper. Die erfindungsgemiBen IgY-Konjugate aus SPF-
Hiihnern unterscheiden sich daher letztendlich auf molekularer Ebene (d. h. durch die beson-
dere Struktur ihrer hypervariablen Regionen) reproduzierbar von IgY-Konjugaten aus

konventionellen Hithnern.

[0050] Beispiel 2:

In diesem Beispiel wird die Herstellung von humanisiertem IgY aus transgenen Hithnern be-
schrieben. Die Transfektion kann in an sich bekannter Weise wie in US 5,162,215, US
6,020,465 und WO 00/75300 beschrieben erfolgen. Sie kann auch durch Mikroinjektion in die
Spermien des Hahns erfolgen, Durch kiinstliche Befruchtung wird das Merkmal dann in die
Eizelle eingebracht und an die Nachkommen weitergegeben, Alternativ kann die Transfektion
durch retrovirale Infektion der Spermien erfolgen. Dabei trégt ein replikationsdefizientes Ret-
rovitus das humane Gen fiir das Fo-Fragment. Die Integration des Genabschnitts der konstan-
ten humanen IgG-Doménen in den Immunglobulin-Genlocus des SPF-Huhans erfolgt durch
homologe Rekombination. Der humane , knock-in” Gene Targeting Vektor trégt u. a. Sequen-
zen, die homolog sind zu den Exons des zu ersetzenden Gens, einen Selektionsmarker (z. B.
Neomycin-Resistenz), die Exons der konstanten humanen IgG-Regionen und Promotoren,
Durch transiente Cre-Rekombinase-Expression kann die Deletion der Neomycin- und Thymi-
dinkinase-Kassette und der konstanten avidren IgY-Region erfolgen. Auf diese Weise entste-
hen transgene Hilhner, die ihre Gene fiir humanisieries IgY tiber die Keimbahn an ihre Nach-
kommen weitergeben. Die Selektion der transgenen Hithner kann durch Nachweis von IgY
mit humanen konstanten Regionen im Blut oder in den Eiern der Hiihner erfolgen. Zur Detek-

tion der humanisierten Antikérper eignen sich ELISA, Western-Blot oder PCR.
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[0051] Beispiel 3:

Intakte Antikdrper bedingen wegen ihrer langsamen Elimination aus dem Blut (HWZ: 1-3
Tage) bei der Immunszintigraphie oft lange Untersuchungszeiten bis zum Erreichen eines
optimalen Kontrasts zwischen darzustellender Lasion und Hintergrund. Bei therapeutischen
Anwendungen liegt das Problem eher darin, dass intakte Antikorper schlecht in solide Tumo-
re oder jenseits der Blut-Hirn-Schranke gelangen. Aus diesem Grund bieten Konjugate auf der
Basis von Fab-Fragmenten in bestimmten Situationen entscheidende Vorteile. Zur Herstel-
lung der Fab-Konjugate werden SPF-Hihner oder transgene SPF-Hihner wie in Beispiel 1
geschildert mit 50 - 1000 pg (vorzugsweise 50 - 200 pg) des Zielantigens bzw. eines Frag-
ments davon immunisiert. Die Efer werden wie oben angegeben aufgearbeitet und IgY per
Affinitdtschromatographie am spezifischen Antigen (Zielantigen) isoliert. Die intakten Anti-
korper werden dann enzymatisch z. B, mit Pepsin im Bereich der Hinge-Region gespalten, so
dass Fab- und Fc-Fragmente entsichen. Die spezifischen Fab-Fragmente kénnen per Affini-
tatschromatographie am spezifischen Antigen von Fe-Fragmenten und unspezifischen Fab-
Fragmenten getrennt und isoliert werden. Die so erhaltenen spezifischen Fab-Fragmente wer-
den steril filtriert. Sie konnen fir die klinische Anwendung in einem Markierungsbesteck, das
in einer zweiten Durchstechflasche das Reduktionsmittel fiir die Markierung enthalt, zur Kon-
jugation mit einem kurzlebigen diagnostischen Radionuklid (z. B. Technetium-99m) angebo-
ten werden. Radioimmunkonjugate kénnen mit lingerlebigen diagnostischen oder therapeuti-
schen Radionukliden (z. B. Iod-131) auch zentral beim Hersteller markiert und dann vertrie-
ben werden. In diesem Fall erfolgt der Versand an den Anwender entsprechend den giiltigen
Richtlinien des Strahlenschutzes noch am Tag der Markierung, um einen Qualititsverlust des
Produkts durch Zerfall des Radionuklides und Dissoziation der Antikérper zu minimieren,
Eine zentrale Markierung ist auch méglich, wenn die IgY-Préparation mit einem Chemothe-

rapeutikum, Toxin, Fluorochrom, Fibrinolytikum, Enzym oder Prodrug konjugiert wird.

[0052] Beispiel 4:

Radiologische Herde unklarer Dignitit konnen heute mit Hilfe der Granulocyten-
Szintigraphie differentialdiagnostisch abgeklart werden. Die derzeit eingesetzten murinen
monoklonalen Antikdrper erkennen ein auf Promyelocyten, Myelocyten und Granulocyten
exprimiertes Non-specific-cross-reacting-Antigen, entweder NCA-95 (= CD66b) oder NCA-
90 (= CD66c). Sie werden mit diagnostischen Radionukliden (Gamma-Strahler) markiert und
intravends appliziert. Im Blut und am Entziindungsherd binden Sie an Granulocyten. Auf die-

se Weise konnen entziindliche Prozesse, z. B. eine Osteomyelitis, szintigraphisch nachgewie-
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sen werden. Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Radioimmunkonjugate werden SPF-
Hithner mit NCA-90 oder NCA-95 bzw. Fragmenten davon, wie in Beispiel 1 beschrieben,
immunisiert und geboostert. Das NCA-90- bzw. NCA-95-spezifische 1gY wird wiederum
affinitatschromatographisch an NCA-90 oder NCA-95 isoliert. Das sterile IgY kann dann als
Marlierungsbesteck, z. B. mit 1 mg IgY in isotoner NaCl und einer zweiten Durchstechfla-
sche mit Reduktionsmittel, fir die Markierung mit Technetium-99m in den Handel gebracht
werden. Das vom Anwender vor Ort priparierte anti-NCA-IgY-Tc-99m kann nach Abtren-
nung ungebundener Radionuklide tiber die mitgelieferte Siule und abschlieBender Qualitits-
kontrolle hinsichtlich der radiochemischen Reinheit des Endprodukts durch Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie ~ (HPLC)  oder  vorzugsweise  Diinnschicht-
Chromatographie (DC) intravends verabreicht werden. Im Gegensatz zu herkémmiichen mo-
noklonalen Antikérpern, die nur eine antigene Determinate zu erkennen und binden in der
Lage sind, werden mit den polyklonalen Eidotter-Antikérpern simultan verschiedene antigene
Determinanten von NCA-95 oder NCA-90 erkannt, woraus eine bessere Bildgebung mit ei-

nem hoheren spezifischen Uptake gegeniiber dem Background resultiert.

[0053] Beispiel 5:

IgY-Konjugate konnen auch zum Nachweis von Wichter-Lymphknoten verwendet werden.
Ausgedehnte Lymphadenektomien, wie sie bei malignen Melanomen, Mamma- oder Prostata-
Karzinomen erfolgen, sind im Allgemeinen mit einer hohen Morbiditét verbunden. Daher ist
der Nachweis einer Metastasierung in die im Abstromgebiet eines Tumors liegenden Lymph-
knoten eine fiir das therapeutische Procedere hochst wichtige Information. Bislang erfolgt er
mit Tc-99m markiertem kolloidalem Humanalbumin oder mit Tc-99m-Nanokolloid. Die Par-
tikelgrofe fiegt bei 100 - 1000 nm Durchmesser, Nach peritumoraler Injektion des Radiokol-
loids werden typischerweise in einem Zeitraum von 15 Minuten bis etwa sechs Stunden p.i.
drei sequentielle planare Aufnahmen an der Gammakamera angefertigt. Der Nachteil dieser
Methode liegt in der Partikelgrofe und der fehlenden Tumorspezifitit. Einerseits verbleibt
dadurch ein groBer Teil der Radioaktivitit am Ort der Injektion und erschwert die Darstellung
der Wichter-Lymphknoten durch Uberstrahlung. Zum anderen werden Lymphknoten darge-
stellt, ohne dass ihr Befall dadurch bewiesen wire. Werden hingegen in analoger Weise lym-
phozytenspezifische bzw. tumorspezifische Radicimmunkonjugate appliziert, so werden diese
Nachteile teilweise oder ganz umgangen. Die geldsten IgY- oder Fab-Konjugate drainieren
schneller iiber die Lymphbahnen als kolloidales Albumin, so dass weniger Restaktivitit am

Ort der Injektion verbleibt und die Wichter-Lymphknoten dadurch intensiver zur Darstellung
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kommen. Zu einer spezifischen Darstellung kommt es zudem dadurch, dass die Antikdrper in
den Lymphknoten spezifisch an Lymphozyten bzw. an metastasierte Tumorzellen binden.
Diese Lymphknoten lassen sich auch intraoperativ mit einer geeigneten Gammasonde gezielt
aufsuchen und dann resezieren. Alternativ oder zusitzlich zur Darstellung von Wichter-
Lymphknoten kann eine weitgehend selektive Bestrahlung oder Chemotherapie dieser
Lymphknoten bzw. der Lymphknoten-Metastasen erfolgen, wenn das diagnostisch verwende-
te IgY-Konjugat oder ein zweites IgY-Konjugat ein therapeutisches Radionuklid (z. B. I-131)
oder ein Toxin (z. B. Taxol) enthilt. Der Nachweis von Lymphknotenmetastasen eines Mela-
noms kann durch Radioimmunkonjugate gegen p210, einem Melanom assoziierten Antigen
(MAA), erfolgen. Zur Herstellung der erfindungsgeméBen Radioimmunkonjugate werden
SPF-Hithner mit 50 - 1000 pg (vorzugsweise 50 - 200 ug) p210 entsprechend Beispiel 1 im-
munisiert. IgY wird aus dem Eigelb isoliert. Das gereinigte IgY kann dann steril filtriert und
Iyophilisiert oder in steriler, isotoner PBS (pH 7,4) suspendiert werden. Das kommerziell ver-
fugbare Préparationskit enthilt z. B. in der ersten Durchstechflasche 100 mg spezifisches IgY
und in der zweiten Durchstechflasche das Reduktionsmittel fiir die Markierung mit Tc-99m.
Unmittelbar vor der geplanten Untersuchung wird die IgY-Préparation mit 10 - 1000 MBq
(vorzugsweise 20 - 100 MBq) Tc-99m konjugiert. Nach peritumoraler Injektion des erfin-
dungsgeméBen Radioimmunkonjugats erfolgen bis 24 Stunden p.i. (vorzugsweise drei bis
sechs Stunden p.i. planare Aufhahmen in drei Ebenen unter der Gammakamera sowie ggf.
eine erginzende SPECT der betreffenden Region. Dariiber hinaus kénnen die betroffenen
Lymphknoten anschlieBend intraoperativ mit einem geeigneten Handmessgerat detektiert und

gezielt entfernt werden.

[0054] Beispiel 6:

Die Diagnostik neuroendokriner Tumore erfolgt szintigraphisch mit Hilfe von Radioimmun-
konjugaten. Phiochromozytome, Neuroblastome, Karzinoide und Paragangliome entstehen
aus den Zellen des neuroendokrinen (APUD-) Systems, die tiber den gesamten Organismus
verteilt sind, Sie besitzen daher im allgemeinen Somatostatin-Rezeptoren, durch die sie mit
Hilfe von Indium-111 markiertem Octreotid (einem Somatostatin-Analogen) szintigraphisch
dargestelit werden kénnen. Somatostatin-Analoga binden jedoch an die Rezeptoren nur im
Verhéltnis 1:1. Polyklonales IgY erkennt hingegen mehrere antigene Determinanten des Re-
zeptors. Daraus resultieren ein besseres Targeting und eine sensitivere bildgebende Diagnos-
tik. Zur Herstellung der IgY-Priparation gegen Somatostatin-Rezeptoren werden wiederum

SPF-Hihner entsprechend Beispiel 1 immunisiert. Das spezifische IgY kann wie in Beispiel
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3, 4 oder 5 in Form eines Markierungsbestecks angeboten werden. Es kann dann vom An-
wender vor Ort mit einem Gamma-Strahler (z.B. Technetium-99m) markiert werden. 1 - 24
Stunden nach i.v.-Applikation von 100 mg spezifischem IgY-Tc-99m (10 - 1000 MBq, vor-
zugsweise 50 - 200 MBq) werden planare Aufnahmen in zwei Ebenen und ggf, eine SPECT
durchgefiihrt. Die intraoperativ meist schlecht auffindbaren neuroendokrinen Tumoren kén-
nen beim anschlieBenden operativen Eingriff mit einer geeigneten Sonde leicht lokalisiert und

dann reseziert werden.

[0055] Beispiel 7:

Eine weitere Anwendung der Radioimmunkonjugate ist die Behandlung von Non-Hodgkin-
Lymphomen, Niedrig maligene Non-Hodgkin-Lymphome sprechen schiecht auf eine Chemo-
therapie an. Die Radioimmuntherapie hat sich in diesen Fillen als besonders wirksam erwie-
sen. In den meisten Studien wurden mit Iod-131 markierte murine monoklonale Antikérper
gegen CD20 verwendet, ein Antigen, das auf der Zelloberfliche von 95% aller B-Zell-
Lymphome exprimiert wird. Monoklonale Antikérper erkennen jedoch nur eine antigene De-
terminante dieses Antigens. Das Bindungsverhaltnis betragt daher nur 1:1. Ein besseres Tar-
geting kann hingegen mit CD20-spezifischem IgY erzielt werden, das gleichzeitig mehrere
Epitope auf dem Antigen erkennt. Dadurch wird auch die Strahlenbelastung des Knochen-
marks reduziert, und es kénnen hohere Strahlendosen appliziert werden, ohne dass eine Kno-
chenmark-Transplantation erforderlich wird. Eine Verminderung der Strahlendosis kann auch
durch Pretargeting-Methoden mit Avidin- oder Streptavidin-markierten monoklonalen Anti-
korpern und radioaktiv markiertem Biotin erreicht werden. Durch Pretargeting, wofiir eben-
falls Schutz beantragt wird, kann allerdings auch der therapeutische Effekt einer Radioim-
muntherapie mit IgY nochmals verbessert werden. SP¥-Hithner werden hierfur mit 50 - 1000
ug (vorzugsweise 50 - 200 pg) CD20 wie in Beispiel 1 immunisiert. Uber einen Legezeitraum
von ca. 12 - 14 Monaten erhalt man Eier, aus denen das Gesamt-IgY isoliert und an CD20
affinitatschromatographisch gereinigt wird. Fiir das Pretargeting wird das spezifische IgY
steril filtriert, mit Avidin (oder Streptavidin) konjugiert und lyophilisiert oder ggf. mit weite-
ren Hilfsstoffen in isotoner NaCl (ggf. PBS, pH 7,4) gelost. Das Markierungsbesteck enthilt
in diesem Fall vorzugsweise eine Durchstechflasche mit dem IgY-Avidin-Konjugat (100 ug -
5 mg, vorzugsweise 1 mg), eine zweite Durchstechflasche mit Biotin in lyophilisierter oder
geloster Form (1 - 1000 ng) und eine dritte Durchstechflasche mit einem Oxidationsmittel
(z.B. Todogen) fiir die Markierung mit Iod-131 (1 - 4 GBq), auBerdem weitere Hilfsmittel wie
Chromatographie-Séule und DC-Kit. Alternativ kann Biotin vom Hersteller zentral markiert
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werden und zusammen mit dem IgY-Avidin-Konjugat ausgeliefert werden. Zur Behandiung
werden zundchst die IgY-Avidin-Konjugate intravends appliziert, um die Lymphocyten zu
markieren. Ein bis mehrere Tage spiiter erfolgt die intravensse Applikation des Tod-131-
markierten Biotin. Alternativ kann die Radioimmuntherapie mit einem Alpha-Strahler wie
Astat-211 durchgefiihrt werden.

[0056] Beispiel 8:

Etwa die Hilfte aller Mamma-Karzinome besitzt Ostrogen-Rezeptoren und ist hormonabhéin-
gig. Bidotter-Antikorper gegen Ostrogenrezeptoren konnen daher nicht nur die Ostrogenbin-
dung an den Rezeptoren kompetitiv hemmen. Als Radioimmunkonjugat eignen sie sich auch
zur Darstellung von Metastasen und zur internen Strahlentherapie. Fiir die Immunisierung der
SPF-Hiihner werden Peptide mit den extrazefluldren antigenen Determinanten des Ostrogen-
rezeptors verwendet. Die Immunisierung der SPF-Hihner sowie die Aufarbeitung der Eier
und Reinigung des IgY konnen nach Beispiel 1 erfolgen, die Konfektionierung nach einem
der anderen o. g. Beispiele.

[0057] Beispiel 9:

Kommerziell erhiltliche Antikérper wie URO7 erkennen Nierenzellkarzinome und binden
nicht an gesundes Nierengewebe. Nierenzellkarzinome und ihre Metastasen kénnen daher
gezielt mit Radioimmunkonjugaten nachgewiesen und/oder behandelt werden. Um ein geeig-
netes Antigen zu identifizieren, werden die Proteine von homogenisierten Nieren-
karzinomzellen elektrophoretisch aufgetrennt und isoliert. SPF-Hihner werden mit diesen
Antigenen immunisiert und die gewonnenen Eidotter-Antikorper mit Nieren-Karzinomzellen
und physiologischen Geweben hinsichtlich Spexzifitit und Kreuzreakiivitit untersucht. Die
selektierten Antikérper, die ausschlieflich maligne Zellen erkennen, werden mit einem thera-
peutischen Radionuklid wie Iod-131 oder einem Zellgift wie Ricin A konjugiert und therapeu-

tisch eingesetzt.

[0058] Beispiel 10:

Eine weitere Anwendung der Radioimmunkonjugate wird in der Behandlung von HIV-
Infektionen gesehen, Bei einer HIV-Infektion wird das retrovirale Genom in die Chromoso-
men der Wirtszelle eingebaut. Mit herkémmlichen Replikationshemmern kann die HIV-
Infektion nicht geheilt werden. Die HIV replizierende Wirtszelle exprimiert dann HIV-
Strukturproteine (p24, gp120 und gp4l) auf ihrer Zelloberfliche. Antikorper gegen diese
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Strukturproteine erkennen diese Zellen und binden daran. Sind sie mit einem Radionuklid
oder einem anderen Zellgift konjugiert, so konnen sie diese Zellen und damit die Produkti-
onsorte von HIV gezielt zerstoren. Voraussetzung fiir ein effektives Targeting der Zellen ist,
dass die Zahl freier Viren im Blut beispielsweise durch eine komplementiire Replikations-
hemmung mit antiretroviralen Medikamenten reduziert wird. Damit erdffnen sich neuartige
Moglichkeiten, die HIV-Infektion effektiv zu behandeln. Aus den eingangs genannten Griin-
den bietet die Verwendung polyklonaler Konjugate aus spezifischem Ig¥ von SPF-Hiihnern
Vorteile gegeniiber monoklonalen Antikérpern, wie sie in DE 198 09 785 beschricben sind.
Zur Gewinnung der Antikorper werden SPF-Hithner mit HIV p24, HIV-1 gp120 oder HIV-1
gp41 wie in Beispiel 1 immunisiert. Uber einen Legezeitraum von rund 12 - 14 Monaten wer-
den die Eier der unter definierten Bedingungen gehaltenen SPF-Hihner gesammelt, Das Ei-
gelb wird vom Eiklar abgetrennt und das IgY nach einem der Standardverfahren isoliert. HIV
spezifische Antikorper werden per Affinitatschromatographie am spezifischen Antigen gerei-
nigt, so daf unspezifisches IgY abgetrennt wird. Die sterilen IgY-Préparation werden mit ei-
nem therapeutischen Radionuklid (z. B. Iod-131 oder Astat-211) konjugiert. Ublicherweise
werden z. B. pro therapeutischer Anwendung 100 pg spezifisches IgY mit 1 - 4 GBq Iod-131
markiert. Im Falle der HIV-Infektion kénnen sich u. a. wegen der relativ geringen Zahl infi-
zierter Zellen (im Vergleich zur Zahl maligne entarteter Zellen bei Lymphomen) bereits we-
sentlich geringere Aktivitaten als therapeutisch wirksam erweisen. Die Markierung kann mit
verschiedenen etablierten Methoden erfolgen. So konnte IgY-Iod-131 bevorzugt nach der
Todogen-Methode hergestellt werden. Sowohl die Ausbeute nach Konjugation des Radioim-
munkonjugats als auch die Reinheit des Radioimmunkonjugats nach Abtrennung ungebunde-
ner Radionuklide kénnen mit Hilfe von HPLC oder DC kontrolliert werden. Das unter sterilen
Kautelen hergestellte und/oder sterilfiltrierte Radioimmunkonjugat kann als isotone Losung
infundiert werden.

[0059} Beispiel 11:

Des Weiteren sollen IgY-Konjugate zur Behandlung von Autoimmun-Krankheiten verwendet
werden. CD4-positive T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Autoim-
mun-Krankheiten und bei AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantation. Monoklonale
Antikdrper gegen den CD4-Rezeptor zeigten bei M. Crohn, Lupus Erythematodes, Rheuma-
toider Arthritis und nach Hauttransplantation bei Méusen jedoch klinisch nur geringe Effekte.
Um eine effektive Depletion von CD4-positiven Zellen zu bewirken, kénnen die Antikdrper
mit einem therapeutischen Radionuklid, einem Cytostatikum oder einem Toxin konjugiert
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werden. SPF-Hithner werden entsprechend Beispiel 1 gegen CD4 oder CD4-Fragmente im-
munisiert, Gesamt-IgY wird aus dem Eidotter isoliert, und das CD4-spezifische IgY kann
durch Affinititschromatographie an CD4 gereinigt werden. Gegebenenfalls werden die Anti-
kérper enzymatisch gespalten und die avidren Fe-Fragmente durch humane Fe-Fragmente
ersetzt, Die IgY-Praparation kann dann fir die (vorzugsweise intravenose) klinische Anwen-
dung unkonjugiert oder als erfindungsgemiBes IgY-Konjugat mit einem Radionuklid markiert

vertrieben werden,

[0060] Beispiel 12:

Der Einsatz von IgY-Konjugaten zur Behandlung von Thrombosen stellt eine weitere An-
wendung dar. Thrombosen werden im allgemeinen mit systemisch applizierten Fibrinolytika
(Streptokinase, Urokinase oder 1t-PA) behandelt. Streptokinase wird durch korpereigene Pro-
teasen rasch abgebaut. Urokinase und rt-PA werden dagegen schnell in der Leber metaboli-
siert. Daher ist es sinnvoll, Fibrinolytika an den Thrombus zu fixieren (Bode et al., J Biol
Chem 1989,264(2);:944-8; Lijnen et al. Thromb Res 1990;57(3):333-42). SPF-Hilhner oder
transgene SPF-Hiihner werden gegen humanes Fibrin in der in Beispiel 1 genannten Art und
Weise immunisiert. Das spezifische IgY wird isoliert und gereinigt. Ggf. werden die Antikor-
per enzymatisch gespalten und die Fc-Fragmente abgetrennt. Intakte Antikorper oder Fab-
Fragmente (5 - 50 mg) werden dann mit rt-PA (5 - 50 mg) vorzugsweise im Verhaltnis 1:1
konjugiert. Diese IgY-Konjugate konnen Iyophilisiert oder in steriler Losung fiir Injektions-
zwecke in geeigneten PackungsgréBen flir die Behandlung tiefer Beinvenenthrombosen, Lun-
genembolien, cerebrovaskuldrer Insulte oder Myokardinfarkte angeboten werden. Alternativ
kann eine zweite Gruppe SPF-Hiihner gegen rt-PA (vorzugsweise eine Region auBerhalb des
aktiven Zentrums) immunisiert werden. Die Fab-Fragmente der ersten Gruppe konnen mit
den Fab-Fragmenten der zweiten Gruppe hybridisiert werden, Auf diese Weise kénnen fibrin-
spezifische bifunktionale Fab-Konstrukte erzeugt werden, an die iiber einen Arm rt-PA kon-

jugiert ist.

{0061} Beispiel 13:

Fiir die photodynamische Diagnostik oder Therapie werden IgY-Priiparationen mit Photosen-
sibilisatoren konjugiert. Die photodynamische Therapie stellt ein minimalinvasives Verfahren
v. a. zur Behandlung von oberflichlichen Haut- und Schleimhautkarzinomen, Kaposi-
Sarkomen und Melanomen dar. Sie beruht auf der tumorselektiven Anreicherung von licht-

empfindlichen Substanzen, die ihre photodynamische Wirkung (Fluoreszenz bzw. Bildung
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zellschédigender Radikale und Zerstorung der Tumorvaskularisierung) durch Absorption von
Licht entfalten. Der Erfolg der photodynamischen Therapie hingt entscheidend von der rela-
fiven Verteilung des Photosensibilisators im malignen und gesunden Gewebe ab. Die Fixie-
rung des Photosensibilisators an die Tumorzellen kann beispielsweise bei Osophaguskarzi-
nomen oder malignen Melanomen durch tumorspezifische Antikorper erheblich verstarkt
werden. Mit einer geeigneten Lichtquelle kénnen dann Diagnostik oder Therapie erfolgen.
Beim diagnostischen Einsatz kommt es unter violettem Licht zur spezifischen Fluoreszenz der
maligne entarteten Zellen. Bei der photodynamischen Therapie wird maligne entartetes Ge-

webe unter der Einwirkung von rotem Licht nekrotisch.

Literatur:

1) Schade et. al.: Chicken Egg Yolk Antibodies, Production and Application. Springer
Lab Manuai, Berlin 2001);

[2]  Hansen et al., J Immunol Methods 1998, 215(1-2): 1-7;

[31  Bouhours et al., Glycoconj J 1998, 15(1):93-9;

[4] Gassmann et al, FASEB J 1990, 4(8): 2528-32).
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Patentanspriiche
1. Immunkonjugate aus Eidotter-Antikofpern (IgY), bestehend aus einer polyklonalen IgY-

»

w

>

w

[«

~

@

Priparation aus Eiern von transgenen SPF-Hiihnern, die polyklonales IgY mit konstanten
Regionen von humanem IgG bilden, oder von spezifiziert pathogenfreien (SPF)-Hihnern
geméf Européischer Pharmakopoe und DAB10 und mindestens einem Signal- und/oder
Wirkstoff und/oder Verstiirker-Molekul.

. Immunkonjugate aus Eidotter-Antikdrpern (IgY) nach Anspruch 1, wobei die polyklonale

Igy-Priparation gereinigte Eidotter-Antikorper (IgY), IgY-Fragmente, Fab-Konstrukte
oder chimére Eidotter-Antikorper sind.

. Immunkonjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die fiir die Zubereitung

verwendeten IgY-Préparationen humanisierte Eidotter-Antikorper enthalten, die durch
chemische Verkniipfung von variablen Regionen avidrer Antikorper mit konstanten Regio-

nen von humanem IgG erzeugt sind.

Immunkonjugate nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die IgY-
Priparation aus mono- oder bivalenten Antikdrperfragmenten, vorzugsweise Fab oder
F(ab)s, besteht.

. Immunkonjugate nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die IgY-

Priparation aus bi-, tri- oder polyspezifischen Fab-Konstrukten besteht.

. Immunkonjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Signalstoff ein

diagnostisches Radionuklid, ein Enzym, ein Farbstoff und/oder ein Photosensibilisator ist.

. Immunkonjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Wirkstoff ein the-

rapeutisches Radionuklid, ein Zytostatikum, ein Toxin, ein Chemotherapeutikum, ein

Prodrug, ein Enzym, ein Photosensibilisator und/oder ein Fibrinolytikum ist.

Immunkonjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die IgY-Préparation
mit einem Verstirker-Molekiil, vorzugsweise mit Biotin oder einem Protein des Komple-

mentsystens konjugiert ist,
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9. Immunkonjugate nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Signal- oder Wirksioff iiber kovalente Bindung oder mittels ei-
nes Hilfsstoffs wie eines Chelatbildners, eines Verstirker-Molekiils und/oder eines fiir das
Verstarker-Molekiil hochaffinen Molekiils an die IgY-Praparation oder iber die variable
Region eines oder mehrerer Arme eines bi-, tri- oder polyspezifischen IgY-Konstrukts ge~

bunden ist.

10. Immunkonjugate nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die IgY-Préparation spezifisch ist fur Tumorantigene, fiir Hormone,
fir RNA- und/oder DNA-Abschnitte, fiir infektiése Erreger oder ihre (Oberflachen-
)Antigene, fiir Leukozyten-Antigene, flir intrazellulire Molekiile, fiir Rezeptor-Molekiile
oder fiir Gerinnungsfaktoren.

11. Immunkonjugate nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Immunkonjugate im Sinne eines Pretargeting erst in vivo nach Bindung an das spezifische
Antigen vorzugsweise tiber Biotin/Avidin oder Biotin/Streptavidin mit dem Signal- oder
Wirkstoff konjugiert werden.

12, Immunkonjugate nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Immunkonjugate im Sinne eines Pretargeting erst in vivo nach Bindung an das spezifische
Antigen {iber sekunddre humane anti-TgY-Antikérper mit dem Signal- oder Wirkstoff

bzw. Verstirkermolekill konjugiert werden.

w

. Konfektionierung von Eidotter-Antiksrpern (IgY) zur Herstellung von Immunkonjugaten
wie in den Anspriichen 1 bis 10 beschrieben, enthaltend mindestens die IgY-Préparation
und einen Signal- oder Wirkstoff und/oder ein Verstirker-Molekiil sowie zusitzliche
Komponenten, wie ein Set fir die Qualitétskontrolie per Dimnschicht-Chromatographie,

Trennséulen, Sténder fiir die Apparatur, Wasch- und Elutionspuffer.

14. Konfektionierung von IgY-Konjugaten wie in den Anspriichen 1 bis 10 beschrieben, ent-
haltend mindestens ein Set fir die Qualititskontrolle per Dunnschicht-Chromatographie
und eine Applikationsvorrichtung.
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15. Konfektionierung nach den Anspriichen 11 und 12, wobei die IgY-Préparation in Iyophili-
sierter Form oder Suspension in Verbindung mit Zusatzstoffen wie Stabilisatoren, einge-

stellt auf einen optimalen pH-Wert, vorliegt.

16. Immunkonjugate wie in den Anspriichen 1 bis 10 beschrieben, zur Herstellung eines Di-
agnostikums oder Therapeutikums, vorzugsweise fiir nicht-infektidse Entziindungen, In-~
fektionskrankheiten, Gerinnungsstérungen, Autoimmun-Krankheiten und onkologischen

Erkrankungen.

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internati Versffentli (10) Internationale Verd i mer
21. November 2002 (21.11.2002) PCT WO 02/092136 A3
(51) Internationale Patentklassifikation’: AGIK 51/10,  (30) Augaben zur Prioritat:
47/48, 41/00, 49/00 10123 505.4 15. Mai 2001 (15.05.2001) DE
{21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE02/01606  (71) Ider (fiir alle i mit A e von
US): SROKA, Joachim |DL/DL]; Berliner Swasse 41c,
{22) Internationales Anmeldedatum: 14797 Damsdorf (1D18).
3. Mai 2002 (03.05.2002)
(71) Anmelder und
25) Einreichungssprache: Deutsch  (72) Erfinder: BERGTER, Wolfgang |IDIW/1DI:]; Heidering 45,
30625 Hannover (DE). KOBILKE, Hartmut [DE/DE];

(26) Verdffentlichungssprache: Deutsch Lehniner Strasse 4, 14797 Damsdorl (DE).

[Foriseizung auf der néchsien Seite]

{54) Title: TMMUNOCONTUGATTS MADE OF BGG-YOLK ANTIBODITS (IGY), PRODUCTION AND USTE THEREOT TN

DIAGNOSES AND TIIERAPY

{54) Bezeichnung: IMMUNKONJUGATT AUS EIDOTTHR-ANTIKORPERN (IGY), DEREN KONIUKTIONIERUNG UND
m— ANWENDUNG TN DIAGNOSTIK UND THERATPTE
— (57) Abstract:  The invention relates 1o
= immunoconjugates  made  of  cgg-yolk

amtibodics  (IgY), the production and usc
thereof in diagnoses and therapy. 'The aim
of the invention is lo provide allemative
products 1o traditional immunoconjugates
for use in diagnoses and therapy. The
inventive immunoconjugatcs are superior 1o
. monoclonal antibodies and jmmune serums
S [rom mammals in addition to TeY preparations
from conventional hens in terms of purily

and antigen targeting. The invention secks

to avoid the formation of human anti-IgY

antibodies as far as possible, and to prodace

/ immunoconjugates in large quantities at a low
price in a manner which is compatible with

animal welfare. This is achieved by polyclonal

lgY conjugates from intact egg-yolk antibodies

(IgY), 1gY fragments, lab constructions or
humanized egg-yolk antibodies form SPF hens,

preferably [rom transgenic SPF hens.  The

cffective with art least one other component such

o or antibody cnts are conj 1as i
<! & a signaling substance, an active substance or an amplifier module.

o {57) Zusammenfassung: Dic vorlicgende Erfindung betrifft Immunkonjugate aus Eidotter-Antikérpern (IgY), deren Konfektionie-
- TUDE und Anwendung in Diagnostik und Therapic. Aufgabe der vorlicgenden Lrfindung ist es, alternative Produkte zu herkdmmli-
chen Immunkonjugaten fiir den diagnostischen und i liinsatz, vor Die erfi dlen I i
&N gale sind den monoklonalen Antikétpern und Tmmunseren aus Saugetieren sowie den TeY-Priiparationen aus herkommlichen Hiih-
& nem hinsichulich Reinheit und Antigen-Tergeting Gberlegen. Die Bildung von humanen anti-TgY-Antikbrpern soll zudem miglichst
e vermieden werden, und dic konj sollen sich tic ht und in groBen Mengen preisgiinstig herstellen lassen. Dic

3

& Autgabe wird crfind i gelst durch polyklonale Ig Y-Konjugate aus intakten Lidotter-Antkdrpern (IgY), lgY-liragmenten,

o liab-Konstrukten oder humanisierten lfidotter-Antikitpern vom $PL-Huhn, vorzugsweise vom transgenen SPL-Hahn. 1ie Antikor-
per brw. Antikirperfrag sollen als isch

B [Forisetzung auf der nichsten Seite]
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(53)

A3 D000 100

(74) Anwalt: HEITSCH, Wolfgang; Gohlsdorfer Strassc 25 g,
14778 Jeserig (DL).

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL,
AU, AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, , C
CU, €7, DK, DM, I
GM, HR, HUI,TD, I, TN, IS, JP, KT, KG, KP, KR, K7, 1.C.,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NO, NZ, OM, PII, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG,
SL SK, SL, TI, TM, TN, TR, T'L, TZ, UA, UG, US, UZ,
VN, YU, ZA, 7ZM, ZW.

AM, AT,
'O, CR,

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GII,
GM, KL, LS, MW, MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW),
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 1],

‘M), curopiiisches Patent (AT, BE, CLIL, CY, DE, DK,
LS, 11, IR, GB, GR, 1L, [T, LU, MC, NL, P'L, SL, IR),
OAPLPatent (BI}, BJ, CE, CG, CL CM, GA, GN, GQ, GW,
MT., MR, NE, SN, TD, TG).

Verbtfentlicht:
—  mil iniernaiionalem Recherchenberichi

(88) Verbttentli um des i
Recherchenberichts:

18. September 2003

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Ab ngen wird auf die larungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations"} am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazelte verwiesen.

wirksame Komponente mit mindestens ciner weiteren Komponente konjugiert sein, wobei es sich um einen Signalstoff, einen Wirk-

stoff oder ein Verstiirker-Molekiil handeln kann.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(57)

Intemxl‘ Application No
PCT/DE 02/01606

IPC 7

According lo

A. CLASSIFIGATION OF S| BJECTMATTEH

A61K51 A61K47/48 AB1K41/00 A61K49/00

Pajen! Classification {PC) or to bolh national ication and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPc 7

Minlmum documentation searched (classification system foliowed by classification symbois)

Co7K

Documentation searched other ihan minimum documentation to the extent that such documents are included n ihe fields searched

Electronic daia base consulied during the inlsmatlonal search (name of dala base and, whers praciical, search terms used)

EPO-Internal, CHEM ABS Data, PAJ, MEDLINE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Columns in Immunoaffinity Chroma
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY (1999),
383-397

XP002905439
abstract

Gategory © | Gltation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 95 02612 A (JACKOWSKI GEORGE ;SPECTRAL 1,12-14
DIAGNOSTICS INC (CA); TAKAHASHI MIKOYO)
26 January 1995 (1995-01-26)
claims 7-18
X KIM, HYUN-OCK ET AL: "Reusability of 1,7,11,
Avidin - Biotinylated Immunoglobulin Y 12,15,16

tography”
268(2),

Further documments are listed in the continuation of box G.

Palent family members ate lisled in annex.

* Special calegorles of ted doctments :

*A* document defining the general state of the an which Is nal
cansidered 1o b6 of panicular relevance

‘Bt ear_herducumenl but published on or afierthe international

w dm‘.umem which may throw doubls on prlotily ciaim(s) or
which Is cited to establish the publication date of another
ctation or other special reason (as specifiet

*O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or

ther means

"P* document published prior ta tha International filing date bot
fater than the priorlty date clalmed

“T* later document published affer the intemational fillng date
or pricrily date and nof in conflct with theapplication bul
clted fo understand the principle or theory underlying the
invention

X document of particular relevance; the claimed invention

annot be considered novel or cannot be considered to
involve an Inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particuler relevance; the claimed invention
cannot be considered Lo invelve an inventive step when the
document Is comblned with one or more other such docu—
men(s such combination being obvious to & persen skilled
inthe

K documem member of the same patent family

Date of the actual completion of the intemational ssarch Dale of mailing of the international search report
28 May 2003 13/06/2003
Name and malling address of the ISA Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NczEmobvRisk !
el (+31-70) 340-2040, TX. 31 651 epo n,
Fax: (+31-70) 840-3016 Berte, M

Form PCT/ISAZ10 (second shes) {July 1692)
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Imemat' Application No
PCT/DE 02/01606

C.{Continuation) POCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ©

Citatton of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

DATABASE CA ‘Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

YANG, TAO-LAN ET AL: "Studies on

programmed cell death of cancer induced by

IgY - ricin A"

retrieved from STN

Database accession no. 130:108365
XPC02242617

abstract

& YICHUAN XUEBAO (1998), 25(5), 392-397 ,

DATABASE CA “Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

LIU, LIANRUI ET AL: "Anti-stomach cancer
immunogTebulin Y- ricin A conjugate for
cancer targeting therapy"

retrieved from STN

Database accession no. 122:64353
XP002242618

abstract

& CN 1 085 910 A (GENETICS INSTITUTE,
PEOP. REP. CHINA)

27 April 1994 (1994-04-27)

LIU, L. R. ET AL: "Studies on antibody-
IgY against stomach cancer"

RECENT ADV. CHEM. MOL. BIOL. CANCER RES.,
INT. SYMP. (1993), MEETING DATE 1991,
195-200. EDITOR(S): DAI, QIANHUAN;ARMOUR,
MARGARET-ANN; ZHENG, QINGYING. PUBLISHER:
SCIENCE PRESS, BEIJING, PEOP. REP. CHINA.

" XP008017611
abstract; table 1

DE 197 37 453 A (BIOLOG CHEMISCHES I
HOPPEGARTE) 4 March 1999 (1999-03-04)
claims

LEE S C ET AL: "PURIFICATION OF HUMAN
ALPHA-ANTIPLASMIN WITH CHICKEN IGY

SPECIFIC TO ITS CARBOXY-TERMINAL PEPTIDE"

PREPARATIVE BIOCHEMISTRY, NEW YORK, NY,
us,

vol. 27, no. 4, 1997, pages 227-237,
XP002918319

abstract

—f

1-16

1-16

1-16

1,13,14

13,14

Form PGT/ISA/210 (conlinuation of second sheat) (July 1992)
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wnternatiil Application No

PCT/DE 02/01606

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory ©

Citation of document, with Indication,where appropriate, of the relevanl passages

Relevant to clalm No.

DATABASE CA ‘Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

HORIE, NORIKO ET AL: "Sustained-release
preparations containing emulsified
compositions"

retrieved from STN

Database accession no. 132:227451
XP002242619

abstract

& JP 2000 080027 A (TAIYO KAGAKU €O.,
LTD., JAPAN) 21 March 2000 (2000-03-21)

CIPOLLA A ET AL: “Campylobacter fetus
diagnosis: direct immunofluorescence
comparing chicken IgY and rabbit Igé
conjugates.”

ALTEX: ALTERNATIVEN ZU TIEREXPERIMENTEN.
GERMANY 2001,

vol. 18, no. 3, 2001, pages 165-170,
XP008017617

ISSN: 0946-7785

page 167, column 2, paragraph 2.5

13-15

1-3,6,
10,13-16

Fam PGT/ISA210 (continuation of sacand sheet] (July 1992
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/DE 02/01606

BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

Thisi ional searchreporthas not been

respect of certain.clai der Article 17(2)(a) for the following reasons:

L D ClaimsNos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

ClaimsNos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an, extent that no meaningful intemational search can be carried out, specifically:

See supplemental sheet FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210

3. D ClaimsNos.:
because they are dependent claims and are not drafted in. ‘with th d and third of Rule 6.4(a).

BoxII Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this infernational application, as follows:

1. [:l As all required addijtional search fees were timely paid by the applicant, this intemnational search report covers all
searchableclaims.

2. D Asallsearchable clai 1dt hed without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee,

3. l:‘ As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this infernational search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos,:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
D No protest ied the payment of additi earch fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tntemational application No.

PCT/DE 02/01606

Continuation of Box I, 2

The current Claims 1 to 16 relate to a disproportionately large number of
possible compounds. In fact, they cover so many possible choices that they
appear so unclear (and/or so broad) within the meaning of PCT Atticle 6 that
it is impossible to carry out a meaningful search. Therefore the search was
directed to the parts of the claims which can be considered clear (and/or
concise), that is, a search was carried out for compounds as indicated in the
embodiments, for example.

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions
in respect of which no international search report has been established
normally need not be the subject of an international preliminary examination
(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for
subjects that have not been searched. This also applies to cases where the
claims were amended after receipt of the international search report (PCT
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the
procedure under PCT Chapter II.

Form PCT/ISA/210
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Intema! Application No
tion on patent family members PCT/DE 02/01606
Patent document Publfication Patent family ) Publication
cited in search report date member(s} date
W0 9502612 A 26-01-1995 AU 4553993 A 13-02-1995
Wo 9502612 Al 26-01-1995
EP 0710252 Al 08-05-1996
us 5604105 A 18-02-1997
us 5747274 A 05-05-1998
us 5744358 A 28-04-1998
us 5710008 A 20-01-1998
ZA 9404547 A 17-02-1995
CN 1085910 A 27-04-1994  NONE
DE 19737453 A 04-03-1999  DE 19737453 Al 04-03-19%9

JP 2000080027 A 21-03-2000  NONE

Form PCTISA210 (palent famlly annex) {Juy 1952)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(63)

Intemat.es Aktenzeichen

PCT/DE 02/01606

A, KLASSIFIZIERUNG DES ANMEL DUNGSGEGENSTANDES

IPK 7 A61KE1/10 A61K47/48

Nach der Internationalen Patentidassifikation ({PK) eder nach der nationalen

A61K41/00

A61K49/00

und der IPK

B. HEGHEHCHIEHTE GEBIETE .

und )
TRk 7 CoTk AeIK
aber nicht zum 0 gehbrende sowall diese unter die recherchierien Gebiele fallen
‘Wahrend der it Recherche k Il Datenbank (Name der Daienbank und evil. verwendste Suchbegritfe)

EPO-Internal,

CHEM ABS

Data, PAJ, MEDLINE

C. ALS WESENTLICH

UNTERLAGEN

Columns in Immunoaffinity Chromatography"
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY (1999), 268(2),

Kalegorie® | Bezelchnung der Veréffentiichung, soweit etforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Beir. Anspruch Nr.
X WO 95 02612 A (JACKOWSKI GEORGE ;SPECTRAL 1,12-14
DIAGNOSTICS INC (CA); TAKAHASHI MIKOYO)
26. Januar 1995 (1995-01-26)
Anspriiche 7-18
X KIM, HYUN-QCK ET AL: "Reusability of 1,7,11,
Avidin - Biotinylated Immunoglobulin Y 12,15,16

383-397 ,
XP002905432
Zusammenfassung

Wellere Verdfientlichungen sind der Fortseizung von Feld G zu
entnehmen

Siehe Anhang Patentfamille

= Besondeare Kategorien von angegebenen Versfrentiichungen

*A" Verdftentlichung, die den allgemelnen Stand der Technlk definiert,
aber nicht als besanders bedeutsam anzusshen Ist

“E* &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem i

*T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem Internationalen Anme\dedmum
oder dem Prioritatsdaium verfientiicht worden ist und mit d
Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Erfindung ko Prinzips oder der thr

Anmeldedatom vertffentlicht worden ist
*L* Verdfientiichung, dle geeignet ist, einen Fnurualsanspm:h Zwaifelhaft er—
V

Thooria
x on besander dung
Kann gl zuigrund cicor arEonheITe Mebt o hou et oot

Taligielt herunend betrachtel werden

hei nsn zu lassen, oder durch de \ias einer
an belegt werden
soll eﬂe\ d\e aus einem anderen hssondefsn Grund angeneben |s( (wie

ausgefi
hes \len‘men(hchung die slch auf gine ml.\ndl\che Oﬁenbamng.
Benutzung, ein feht
P Veroffanlichung die vor dem lntemal\onalen Anme\dedalum -’aber nach
dem beanspruchien Prioritaisdatum veréffentiicht worden st

" Verd von besanderel Erfindung
kann nicht ais auf emnﬂoﬂscher TSI\QKEII beruhend betrachiet
‘werden, wenn die Verdtientlichung mit Blnsr oder mehreren anderan
dieser Kategorie in gebracht wird und
diese Verbindung f0r einen Fachmann ﬂahehzgend ist

*&* Verdtfentichung, die Mitglied derselben Patenttamilie ist

Europdisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Riswilk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fex: (+31-70) 3403016

Datum des Abschiusses der internationalen Recherche des i
28. Mai 2003 13/06/2003
Name und F der Bevoliméchiigter Bedlensteter

Berte, M

Fomblatt POTASA210 (Blalt 2) (Jul 1892)

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Internat]

jes Aktenzelchen

PCT/DE 02/01606

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezelchnung der VerSifentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der In Belracht kommenden Telle

Betr. Anspruch Nr.

X DATABASE CA ‘Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

YANG, TAO~LAN ET AL: "Studies on
programmed cell death of cancer induced by
IgY - ricin A"

retrieved from STN

Database accession no. 130:108365
XP002242617

Zusammenfassung

& YICHUAN XUEBAQ (1998), 25(5), 392-397 ,

X DATABASE CA ‘Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

LIU, LIANRUI ET AL: "Anti-stomach cancer
immunogiobulin Y- ricin A conjugate for
cancer targeting therapy”

retrieved from STN

Database accession no. 122:64353
XP002242618

Zusammenfassung

& CN 1 085 910 A (GENETICS INSTITUTE,
PEOP. REP. CHINA)

27. April 1994 (1994-04-27)

X LIU, L. R. ET AL: *“Studies on antibody-
IgY against stomach cancer"

RECENT ADV. CHEM. MOL. BIOL. CANCER RES.,
INT. SYMP. (1993), MEETING DATE 1991,
195-200. EDITOR(S): DAI, QIANHUAN;ARMOUR,
MARGARET-ANN; ZHENG, QINGYING. PUBLISHER:
SCIENCE PRESS, BEIJING, PEOP. REP. CHINA.

" XP008017611
Zusammenfassung; Tabelle 1

X DE 197 37 453 A (BIOLOG CHEMISCHES I

HOPPEGARTE) 4. Marz 1999 (1999-03-04)
Anspriiche
X LEE § C ET AL: "PURIFICATION OF HUMAN

ALPHA-ANTIPLASMIN WITH CHICKEN IGY
SPECIFIC TO ITS CARBOXY-TERMINAL PEPTIDE"
PREPARATIVE BIOCHEMISTRY, NEW YORK, NY,
us,

Bd. 27, Nr. 4, 1997, Seiten 227-237,
XP002918319

Zusammenfassung

iy

1-16

1-16

1-16

1,13,14

13,14

Formbiatt POTASA210 (Fortestzung von Blst 2) (Jull 1852)

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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Internat.as Aktenzeichen
PCT/DE 02/01606

CJ(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kalegorie”

Bezeichnung der Verdffentlichung, sowell erforderlich unier Angabe der in Betrachi kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

DATABASE CA ‘Online!

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US;

HORIE, NORIKO ET AL: "Sustained-release
preparations containing emulsified
compositions”

retrieved from STN

Database accession no. 132:227451
XP002242619

Zusammenfassung

& JP 2000 080027 A (TAIYO KAGAKU CO.,
LTD., JAPAN) 21. Marz 2000 (2000-03-21)

CIPOLLA A ET AL: "Campylobacter fetus
diagnosis: direct immunofluorescence
comparing chicken IgY and rabbit IgG
conjugates.”

ALTEX: ALTERNATIVEN ZU TIEREXPERIMENTEN.

GERMANY 2001

Bd. 18, Nr. 3, 2001, Seiten 165-170,
XP008017617

ISSN: 0946-7785

Seite 167, Spalte 2, Absatz 2.5

13-15

1-3,6,
10,13-16

Fomblatl PCT/SA10 (Forsetzung ven Blell 2) (Juf 1982)

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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int=Nifflonales Aktenzelchen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/DE 02/01606

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

Geméan Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriche kein Recherchenbericht erstellt:

1. D Ansprch:

well sie smh auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Behtrde nicht verpfiichtet ist, namlich

2. [X] Anspriche Nr. -
well sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung bezighen, die den 1 gen so wenlg 3
daB eine sinnvolle Intarnationale Recherche nicht durchgefuhnwerdsn ksnn namlich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

3. D Anspriiche Nr.

weil es sich dabei um handelt, die nicht Satz 2und 3 der Regel 6.4 a) abgefait sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitiichkeit der Eriindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die i rehenbehdrds hat daf diese | i 1meidung mehrers Erfindungen enthalt:
1. D Da der Anmelder alle {ihren rechizaitig entrichtst hat, erstreckt sich dieser
icht auf alle .
2 D Da fir alle baren Anspriiche ohne ainen durchgefiihrt werden konnte, der eine
: 2 Recher i haiie, hat die Behdrde nicht zur Zahiung elner solchen Gebilhr aufgefordert.

3 Da dsr Anmelder nur elnige der er d i rechtzelilg entrichtet hat, ersireckt sich disser
leht nur auf die pril , fir die Geblihren entrichtat worden sind, namfich auf die

Anspriiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusitzlichen Recnerchengeblihren nicht rechtzeltig entrichtet. Der Internationale Recher—
chenbericht beschrankt sich daher aut die in den Anspriichen zuerst erwihnte Erfindung; diese Ist In folgenden Anspriichen ar—

sines D Die lichen Gebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusaizli ilhren erfolgte chne

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung ven Blatt 1 (1))(Juli 1998)

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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internationales Aktenzeichen PCTOE 02 01606

WEITERE ANGABEN PCTASA! 210

Fortsetzung von Feld I.2

Die geltenden Patentanspriiche 1-16 beziehen sich auf eine
unverhditnismaBig groBe Zahl mdglicher Verbindungen. In der Tat umfassen
sie so viele Wahlmoglichkeiten, daB sie im Sinne von Art. & PCT in einem
solchen MaBe unklar (und/oder zu weitldufig gefasst) erscheinen, als daB
sie eine sinnvolle Recherche ermdglichten. Daher wurde die Recherche auf
die Teile der Patentanspriiche gerichtet, die als klar (und/oder knapp
gefaBt) gelten kdonnen, ndmiich Verbindungen recherchiert wurden, z.B. wie
diese in den Ausflhrungsbeispielen angegeben sind.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fir die kein internationaler
Recherchenbericht erstellt wurde, normaierweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorldufigen Prifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Priifung
beauftragte Behdrde wird das EPA also in der Regel keine voridufige
Priifung fiir Gegenstande durchflihren, zu denen keine Recherche vorliegt.
Dies gi1t auch flr den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichtes gedndert wurden (Art. 19 PCT), oder
fir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II
PCT neue Patentanspriiche vorlegt.

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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ur selben Palentfamilie gehdren

Angaben zu Verdffentlichung

(68)

Internatk

PCT/DE 02/01606

s Aklenzeichen

Im Recherchenbericht Datum der Mitgliedi(er) der ‘ Datum der
angefiihrtes it & i o] Patentfamilie Vertffentlichung

W0 9502612 A 26-01-1995 AU 4553993 A 13-02-1995
Wo 9502612 Al 26-01-1995
EP 0710252 Al 08-05~1996
us 5604105 A 18-02-1997
us 5747274 A 05-05-1998
us 5744358 A 28-04-1998
us 5710008 A 20-01-1998
ZA 9404547 A 17-02-1995

CN 1085910 A 27-04-1994  KEINE

DE 19737453 A 04-03-1999 DE 19737453 Al 04-03-1999

JP 2000080027 A 21-03-2000  KEINE

Fomblatt PCTASA/210 (Anhang Patentiamilie)(Juli 1992)

JP 2004-534752 A 2004.11.18
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