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QO stellung, wobei sich besagre Allergene je nach Durchfi des Herstell durch nataridentische oder naturfremde
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lrisektengift-AIlergene mit verminderter IgE-Reaktivitit und
Verfahren zu ihrer Herstellung

Die Erfindung betrifft rekombinante Insektengift-Allergene sowie ein Verfahren zu
ihrer gezielten Herstellung, wobei sich besagte Allergene je nach Durchfihrung
des Herstellungsverfahrens durch naturidentische oder naturfremde Faltungen

(Konformationen) unterscheiden lassen.

Eine Anwendung fur Faltungsformen, die dem nattirlichen Molekiil entsprechen,
besteht in der Einzelallergen-differenzierten Diagnostik (in vitro oder in vivo) von

Allergikern, speziell Insektengiftallergikern.

Die naturfremden Faltungsformen kénnen als nebenwirkungsarme Therapeutika
zur spezifischen iImmuntherapie eingesetzt werden. Damit kénnten diese rekam-
binanten Faltungsvarianten eine sicherere Behandlung als der Naturstoff bewir-
ken. Das Verfahren ist so konzipiert, daR eine biotechnologische Herstellung un-
ter Bedingungen, die fur Pharmazeutika notwendig sind (GMP), durchgefiihrt

werden kann.

Insektenstichallergien werden hauptséchlich von Wespen und Honigbienen ver-
ursacht und kénnen zu schweren systemischen Symptomen bis hin zur potenziell
todlich verlaufenden Anaphylaxie fuhren (Miller, U.R., in: insect sting allergy,
Gustav Fischer Verlag; 1990). Bei den Typ 1-Allergie auslésenden Substanzen
handelt es sich um Proteine, Glykoproteine oder Polypeptide des Insektenve-
noms. Diese Allergene reagieren nach Injektion mit den bei sensibilisierten Per-
sonen an der Oberflache von Mastzellen gebundenen IgE-Molekdlen. Werden
solche FceRI-gebundenen IgE-Molekille durch ein Allergen miteinander vernetzt,
fuhrt dies zur Ausschiittung von Mediatoren (z.B. Histamin, Leukotriene) und
Zytokinen durch die Effektorzelle und damit zu den entsprechenden klinischen

Symptomen.

Als allergene Bestandteile des Bienenvenoms wirken neben dem Peptid Melittin
die Enzyme Hyaluronidase und Phospholipase A2 (Habermann, E, 1972, Science
177, 314-322). Im Fall der Wespe kommen als enzymatisch aktive Hauptallerge-
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ne ebenfalls eine Hyaluronidase, die der des Bienenvenoms ahnlich ist (Hoff-
mann, D.R., 1986, J. Allergy Clin. Immunol. 78, 337-343) und eine Phospholipase
A1 vor. Das wichtigste Hauptallergen des Wespengiftes ist das Antigen 5, fur das
bisher keine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden konnte (King et al.,
1978, Biochemistry 17, 5165-5174). Samtliche der genannten Allergene sind be-
reits molekularbiologisch charakterisiert und die entsprechenden cDNA-Molekiile
kloniert (u.a. Fang et al., 1988, PNAS, 895-899; Soldatova et al., 1993, FEBS,
145-149; Kuchler et al., 1989, Eur. J. Biochem. 184, 248-254). Mit Hilfe von
cDNA Sequenzen ist es méglich, rekombinante Allergene herzustellen, die in der
Diagnostik und Therapie von Allergien Verwendung finden kénnten (Scheiner and
Kraft, 1995, Allergy 50, 384-391).

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist das Hauptallergen Antigen
5 von besonderer Bedeutung, da sich die Erfindung dieses Molekdils beispielhaft
bedient. Es handelt sich dabei um ein ca. 25 kDa grofes, nicht glykosyliertes
Protein. Die Primérsequenz beinhaltet 8 Cysteinreste, was auf vier Disulfidbriik-
ken hinweist (Hoffman, D.R., 1993, J. Allergy Clin Immunol. 92: 707-718).

Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Insek-
tengiftallergien stellt die Spezifische Immuntherapie oder Hyposensibilisierung
dar (Muller, U.R., in: Insect sting allergy, Gustav Fischer Verlag; 1990). Dabei
werden dem Patienten natiirliche Allergenextrakte in steigenden Dosen subkutan
injiziert. Allerdings bestcht bei dieser Methode die Cefahr von allergischen Reak-
tionen bis zum anaphylaktischen Schock. Da gerade im Fall von Insektenstichhy-
posensibilisierungen mit starken Reaktionen zu rechnen ist, wird zur Zeit aus-

schlie@lich stationér behandelt.

Eine Therapieoptimierung ware mit rekombinant hergestellten Allergenen beson-
ders bei der Insektenstichallergie maglich. Definierte, ggf. auf individuelle Sensi-
bilisierungsmuster der Patienten abgestimmte Cocktails von hochreinen rekombi-
nant hergestellten Allergenen (Scheiner and Kraft, 1985) kénnten Extrakte aus
natiirlichen Allergenquellen abldsen. Realistische Perspektiven, die zu einer si-
cheren Hyposenibilisierung mit solchen rekombinanten Allergenen fiihren kén-

nen, bieten gezielt mutierte rekombinante Allergene, bei denen IgE-Epitope spe-

JP 2004-525601 A 2004.8.26
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zifisch deletiert werden, ohne die fiir die Therapie essenziellen T-Zell Epitope zu
beeintrachtigen (Schramm et al., 1999, J. Immunol. 162, 2406-2414).

Van der heterologen Exaression in £.coli ist bekannt, daf die meisten eukaryon-
tischen Proteine nicht oder nur in geringem Ausmal die 'natiirliche' Konformation
annehmen. Eine Falge von diesen Fehlfaltungen ist h#ufig die Unloslichkeit die-
ser Proteine. Dies ist besonders bei cysteinhaltigen Proteinen zu beobachten
(Kuchler et al., 1989, Eur. J. Biochem. 184, 249-254). Insbesondere von Antigen
5 wurde berichtet, da die Expression in Bakterien zu unlgslichen Aggregaten
fithrt, die nicht die natlirliche Kanformation besitzen (Monsalve et al., 1999, Pro-
tein Express Purif. 16(3): 410-416). Solche unitslichen Aggregate sind weder zur
Diagnostik noch zur Therapie nutzbar.

Haufig werden die in E.cofi unléstichen Proteine fiir Forschungszwecke in einem
eukaryontischen Expressionssystem dargestellt, wie z.B. Hefe oder Insektenzel-
len (Monsalve et al., 1999, Protein Express Purif 16(3): 410-416; Soldatova et al.,
1998, J Allergy Clin Immunc! 101:691-698). Nachteile der eukaryontischen Ex-
pressionssysteme stellen jedoch vor allem mégliche Hyperglykosylierungen
(Grobe et al., 1999, Eur J Biochem 263:33-40), protealytische Degradationspro-
zesse und vergleichsweise kleine Produktausbeuten dar (Glover and Hames
(eds.), 1995, Expression Systems, IRL Press, Oxford-New York-Tokyo). Fir die
allergologische Anwendung im Sinne einer pharmazeutisch-medizinischen Dia-
gnostik und Therapie sind solche Proteine deshalb meist ungeeignet.

Die Produkte des erfindungsgemanen Verfahrens, welche die natlrliche Konfor-
mation besitzen, kénnen in der In-vitro- und In-vivo-Diagnostik von allergischen
Erkankungen, speziell der Insektenstichallergie, vorteilhaft angewendet werden.
Diese naturidentische Faltungsform steht zur Detektion von IgE-Antikérpern in

etablierten Verfahren zur Verfligung.

Andererseits kénnen die mit Hilfe der Erfindung hergestellten Varianten, die sich
durch eine im wesentlichen nicht oder nur partiell IgE-reaktive Konformationen
auszeichnen, als hypoallergene Komponenten in Praparaten zur spezifischen

Immuntherapie angewendet werden. Unter dem Ausdruck "hypoallergen" wird

JP 2004-525601 A 2004.8.26
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oben und unten erfindungsgemaR eine verminderte bis fehlende, vorzugsweise
um 5 bis 95 %, insbesondere 20 bis 85 %, verminderte Allergenitat (gegeniiber
dem natiirlichen Allergen) verstanden, welche durch eine verminderte IgE-
Antwort bedingt ist.

Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich um eine Methode, mit der rekom-
binante Allergene in Bakterien (E.coli) hergestellt werden kénnen. Durch hohe
Anreicherung der unidslichen Protein-Aggregate findet ein erster Reinigungs-
schritt statt. Diese Aggregate werden dann ohne Zusatz von Reduktionsmitteln
denaturiert. In Abhangigkeit von den folgenden Dialysebedingungen werden un-
terschiedliche Faltungsformen erhalten. Entscheidend ist, daf es sich dabei um
monomere und Idsliche Molekile handelt. Die eine l6sliche Faltungsvariante be-
sitzt eine dem natlrlichen Allergen vergleichbare IgE-Reaktivitat und kann dem-
nach fiir diagnostische Zwecke verwendet werden. Eine solches Produkt wird

durch Dialyse mit Cystein-haltiger Lésung erhalten.

Die anderen alternativen &slichen Faltungsvarianten sind strukturell verschieden
von dem natiirlichen Allergen und zeichnen sich durch verminderte oder fehlende
IgE-Reaktivitat aus. Aus diesem Grund sind solche Varianten geeignet, um eine
verbesserte Immuntherapie zu ermaglichen. Ein solches hypoallergenes Produkt
wird erfindungsgeman durch Dialyse mit sauren Puffern, vorzugsweise in einem
pH-Wert-Bereich zwischen 3,5 und 6,5, insbesondere zwischen 4,0 und 5,5 ge-

waonnen.

Gegenstand der Erfindung ist somit rekombinantes Insektenallergen, welches
dadurch gekennzeichnet ist, daf es eine verminderte IgE-Reaktivitat, bzw. Aller-
genitat besitzt. Erfindungsgemaf ist die Allergenitat dieser Proteine bis zu 95%,
im Vergleich zu dem natiirlichen Allergen reduziert.

Gegenstand ist insbesondere ein entsprechendes rekombinantes Wespen-

Insektenallergen, inshesondere aus Vespula vuigaris und Vespula germanica.

JP 2004-525601 A 2004.8.26
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Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung von im we-
sentlich reinen rekombinanten Insekiengiftallergenen, weiches dadurch gekenn-
zeichnet ist, daf die allergenen Proteine in Bakterienzellen in unislicher Form
als "inclusion bodies" hergestellt, besagte unldsliche Aggregate denaturiert wer-
den und die denaturierten Produkte durch Dialyse in lésliche, monomere Allerge-
ne unterschiedlicher Faltungs-Konformationen tiberfihrt und isoliert werden.
Vorzugsweise erfolgt besagte Denaturierung mit Guanidinium-Chiorid ohne Zu-
satz von Reduktionsmittein.

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere ein Verfahren zur Gewinnung von
rekombinanten Insektengiftallergenen mit verminderter Allergenitat, bzw. IgE-
Reaktivitat, bei dem zur Dialyse saure Puffer, vorzugsweise Natriumacetat-Puffer

mit einem pH-Wert zwischen 4.5 und 5,0, eingesetzt werden.

Gegenstand der Erfindung ist aber auch ein Verfahren zur Gewinnung von re-
kombinanten Insektengiftallergenen mit normaler Allergenitat, bzw. IgE-
Reaktivitat, wobei zur Dialyse Cystein-haltige Losungen eingesetzt werden.

Gegenstand der Erfindung ist auRerdem ein rekombinantes Wespengiftallergen,
welches nach dem entsprechenden oben und unten beschriebenen Verfahren

erhaltlich ist.

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine pharmazeutische Zubereitung, welche
ein entsprechendes rekombinantes Allergen mit verminderter, bzw. abge-
schwichter IgE-Reaktivitat sowie entsprechende Hilfs- und Tragerstoffe enthalt.

Letztlich ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung von insektengiftallerge-
nen, erhaltlich nach einem entsprechenden oben oder unten beschriebenen

Verfahren zur in vivo und in-vitro Diagnose von Insektenstichallergien.

Im nachfolgenden wird das Verfahren im Detail beschrieben:
Beispielhaft wurden die Wespengiftallergene Antigen 5 von Vespula vulgaris (Ves
v 5) und Antigen 5 von Vespufa germanica (Ves g 5) in den Expressionsvektor
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pSE420 kloniert und in den K12-Bakterienstamm M15 pREP4 transformiert. Ein
FlieRschema des Verfahrens findet sich in Abbildung 1.

Zur Herstellung der rekominanten Allergene wird eine Vorkultur des Stammes
zum Animpfen einer Expressionskultur genutzt. Die Expression, durch IPTG in-
duziert, findet in einem Schikanekolben bei 37°C in LB-Medium und limitierter
Sauerstoffversorgung statt (90 rpm/min). Die Bakterien werden nach 5 stindiger
Expression durch Zentrifugation geerntet (5000xg, 10 min, 20°C). Der Bakterien-
aufschlu® erfolgt nach Resuspension der Zellen in Puffer (50mM Tris/HCI, 25%
(w/v) Sucrose, pH 8.0) durch Lysozymzugabe (10pg/g NaRgewicht). Es folgt die
Zugabe des gleichen Volumens von Detergenzitsung (0.2 M NaCl, 1%(w/v)
DOC, 1%(w/v) Nonidet P40). Diese AufschiuRidsung wird anschlieBend mit Ultra-
schall behandelt (3 min auf Eis, 130 Watt, 0.5 s Impuls). Da die Expressionspro-
dukte primar als unldsliche Aggregate (Einschiusskorper, ‘inclusion bodies') vor-
liegen, kénnen sie aufgrund ihrer hohen Dichte von einem Grofteil der tbrigen
Komponenten (Zellwandfragmente, Ribosomen etc.) durch Zentrifugation bei
3000 x g abgetrennt werden. Die weitere Reinigung erfolgt durch drei aufeinan-
derfolgende Waschschritte mit detergenzhaltigen Lsungen (1% Triton X-100).
Im Anschluf werden die gereinigten Einschlusskorper durch Zugabe von Denatu-
rierungspuffer (6M Guanidinium-Chlorid, 20 mM Tris/HCI, pH 8.0) aufgeschlossen
und 2 h bei RT geschittelt.

Zur Gewinnung von gE-reaktiven Faltungsformen wird der Denaturierungsansatz
in einen Dialyseschlauch (Ausschlussgrenze 12-14 kDa) gefuilt und gegen das
100 fache Volumen Cysteinidsung (5mM Cystein) 12 h unter Rihren bei RT dia-
lysiert. Im Anschluf erfolgt eine Dialyse gegen destilliertes Wasser, um das Cy-

stein zu entfernen.

Um Konformationen mit verminderter IgE-Reaktivitat zu erhalten, wird die erste
Dialyse gegen 20 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5.0) durchgefithrt werden. Auch
hier erfoigt eine weiterer Dialyse gegen destiliiertes Wasser. Nach Entnahme
werden die wasserlsslichen Allergene durch Zentrifugation von den ausgefalle-

nen Aggregaten abgetrennt. Der Uberstand enthalt die gewinschten l6slichen
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rekombinanten Allergene. Anstelle von Natriumacetat-Puffer kénnen auch ande-

re saure Puffer verwendet werden, welche in einem Bereich von 3,5 bis 8,5, var-

zugsweise 4,0 und 5,5 zu puffern vermégen. Beispiele solcher Puffersysteme

sind in der Literatur hinlénglich beschrieben.

Die bei beiden Methoden anfallenden prazipitierten rekombinanten Allergene

kénnen nochmals denaturiert und nach dem gleichen Schema behandelt werden.

Dadurch wird die Ausbeute deutlich erhéht.

Nach den Dialyseschritten sind die Produkte zu ca. 85% rein. Weitere Reini-

gungsschritte der basischen Insektengiftallergene sind Kationenaustausch-
chromatographie (Puffer pH 7.2) mit z.B. Source § (Pharmacia, Freiburg, Ger-
many) und Gelfiltration. Die Gelfiltration dient neben der Abtrennung von hoch-

und niedermolekularen Minimalverunreinigungen auch zur Entsalzung.

Die Qualitatskontrollen der Produkte basieren auf folgenden charakteristischen

Eigenschaften, die tabellarisch fur Antigen 5 zusammengestellt sind:

nAntigen = natiirliches Antigen

Eigenschaft Faltung mit natiirlicher IgE- | Faltung mit verminderter
Reaktivitat IgE-Reaktivitit

App. MW in der SDS-PAGE 25kDa 26-27 kDa

(nicht reduzierende Bed.)

Salzkonz. zur Elution in der 320 mM NaCl 400 mM NaCl

Source S

Spaltung mit Protease V8

15 kDa Fragment + Peptide

Peptide < 10 kDa

Antigen 5 spezifische monoklo-
nale Antikarper

Detektion durch 8E3, 1E11

Detektion nur mit 8E3 méglich

Frequenz IgE-Reaktivitat mit
Altergikerseren

> 95%

<10%

Allergene Potenz

ghnlich nAntigen 5

>10 x geringer als nAg5

Das Verfahren gemag der Erfindung ist fur alle Arten von Insektengiftallergenen

geeignet. Die verwendeten Aufreinigungstechniken sowie rekombinante Klonie-

rungs und Expressionstechniken sind dem Fachmann bekannt und zugangiich

und kénnen durch bekannte ahnliche Verfahrenstechniken ersetzt werden.

JP 2004-525601 A 2004.8.26
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Patentanspriiche

1. Rekombinantes Insektenallergen, dadurch gekennzeichnet, daf es eine ver-
minderte IgE-Reaktivitét, bzw. Allergenitét besitzt.

2. Rekombinantes insektenallergen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daR die Allergenitat bis zu 95 % im Vergleich zum natrlichen Allergen redu-

ziert ist.
3. Rekombinantes Wespen-Insektenallergen nach Anspruch 1 ader 2.

4. Rekombinantes Hauptallergen Antigen 5 aus Vespula vuigaris und Vespula
germanica nach Anspruch 3.

5. Verfahren zur Gewinnung ven im wesentlich reinen rekombinanten Insekten-
giftallergenen dadurch gekennzeichnet, daf die allergenen Proteine in Bakte-
rienzellen in unldslicher Form als "inclusion bodies" hergestellt werden, be-
sagte unlésliche Aggregate denaturiert werden und die denaturierten Pro-
dukte durch Dialyse in [8sliche, monomere Allergene unterschiedlicher Fal-

tungs-Konformationen tberfuhrt und isoliert werden.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf die Denaturierung
mit Guanidinium-Chlorid ohne Zusatz von Reduktionsmittein erfolgt.

7. Verfahren zur Gewinnung von rekombinanten Insektengiftallergenen mit ver-
minderter Allergenitat, bzw. IgE-Reaktivitdt nach Anspruch 5 oder 6, dadurch
gekennzeichnet, dafl zur Dialyse saure Puffer eingesetzt werden.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl Natriumacetat-
Puffer mit einem pH-Wert zwischen 4.5 und 5,0 eingesetzt wird.
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9. Verfahren zur Gewinnung von rekombinanten Insektengiftallergenen mit nor-
maler Allergenitét, bzw. IgE-Reaktivitat nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dal zur Dialyse Cystein-haltige L&sungen eingesetzt werden.

5 10.Verfahren nach einem der Anspriiche § bis 9, dadurch gekennzeichnet, da3
Allergene der Spezies Vespula spec., insbesondere Vespula vulgaris und Ve-

spula germanica, Paravespula spec. und Apis mellifera verwendet werden.

11.Rekombinantes Wespengiftallergen, erhaltlich nach einem Verfahren gemaf
n Anspruch 7 oder 8.

12.Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend ein rekombinantes Allergen geman
der Anspriiche 1 bis 4 oder 11 sowie entsprechende Hilfs- und Tragerstoffe.

15 13.Verwendung von Insektengiftallergenen, erhaltlich nach einem Verfahren ge-
maR Anspruch 8, zur in-vitro Diagnose von Insektenstichallergien.
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involve an invenive step when the document is taken alone
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cannot be considered Lo involve an inventive step when the
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Inte ionai Application Ne
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€.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ©

‘Chation of document. wilh indication where appropriate. of the relevant passages

Relevant 1o claim No.

X,P

SUCK R. ET AL.: “Purification and
immunobiological characterization of
falding variants of the recambinant major
wasp allergen ves v 5 (antigen 5)"
INTERNATIONAL ARCHIVES OF ALLERGY AND
IMMUNOLOGY,
vol. 121, 1 April 2000 (2000-04-01), pages
284-291, XP001010205
the whole document
MONSALVE R.I. ET AL.: "Expressions of
recombinant venom allergen, antigen 5 of
yellowjacket (Vespula vulgaris) and paper
wasp (Polistes annularis), in bacteria and
yeast"
PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,
vel. 16, August 1999 (1999-08), pages
410-416, XP002173771
cited in the application
page 414, column 1, paragraph 2 -page 415,
column 1, paragraph 2; figure 5
SOLDATOVA L.N. ET AL.: “Superior biologic
activity of the recombinant bee venom
allergen hyaluronidase expressed in
baculovirus-infected insect celis as
compared with Escherichia coli®
THE JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL
IMMUNOLOGY ,
vol. 101, no. 5, May 1998 (1998-05), pages
691-698, XP0Q1014760
cited in the application

page 692 "Expression of Hya in E.coli,
purification, and refalding";
abstract
FORSTER E. ET AL.: Natural and
recombinant enzymatically active or
inactive bee venom phospholipase A2 has
the same potency to release histamine fram
basophils in patients with hymenoptera
allergy”
THE JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL
TMMUNOLOGY ,
val. 95, no. 6, June 1995 (1995-06}, pages
1229-1235, XP001014781
abstract
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

it ‘lonales Aktenzeichen

PCT/EP 00/11776

KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEG 7STANDE

?PK 7 C07K14/435  A61K38/1 601N33/68 A61P37/08

Nach der internationalen Pafentklassifikaiion (1PK) oder nach der nationalen und der IPK.

B. BECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 7 CO7K A61K

aver nicht zum i gehdrende soweil diese unter die recherchierien Gebiete fallen

‘Wahrend der inlemationalen Pecherche konsullierte efekironische Datenbank (Name der Dalenbank und evil, verwendele Suchbegrife)

BIOSIS

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN
Kategorie® | Bezeichnung der Verdfientlichung, sawett erorderlich unter Angabe dex in Betracht kommenden Teile Beir. Anspruch Nr.
X KING T.P. ET AL.: "Murine T and B cell 1,2,12

response to natural and recombinant hornet
venom allergen Dol m 5.02 and its
recombinant fragments”

THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY,

Bd. 154, 1995, Seiten 577-584, XP0Q2173770
Sefte 578 ("Expression of r-Dal m 5 and
its fragments"; "Immunization of mice")
Zusammenfassung

|:| Siehe Anhang Patentfamilie

Wekere verommlxcnungen sing der Fortsetzung von Feld C zu
eninehm

~ Besondere Kategorien von angegebenen Versffentlichungen - 1" Spater
o Gl Prcs Alodato vesGHamlcm wordk o i i der
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scheinen 7u jassen, "oder durch die das Tafigkeit berunend belrachtef werden
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*¥* Verdttentlichung von besanderer Bedeulung: die beanspruchle Erfindun
oliadr e 2 inem aneren besonderen G 3“9999"9“ 184 (wie Kan nicht s cuf etinderischer Tatighel Bbruhend beyachiol s
ausgefiihit) werden, wenn i Verbfenlichung mi st oder mehreren anderen
*0" Verdfentiichung, die sich aut eine miindliche Offenbarung, Verittentlichur ser Kategorie in Verbindung gehmcm wird und.
‘ine Bonuzung. eine Aussletng oter anders WaBnahman bezint diasa Verbindiung ar oinen Fachmann naneogend
P die vor dem nach . i P
dtem beanspruchlen Prioritatsdalum verofientlicht worden o . die st
Datum des Abschlusses Ger intemationalen Recherche des
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Name und der Bevoliméchiigter Bediensteter
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Int lonales Aktenzeichen

PCT/EP 00/11776

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESENENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verdftentlichung, sowett efforderlich unter Angabe der in Betrachi kammenden Teile: Betr. Anspruch Nr.

X,pP

SUCK R. ET AL.: "Purification and
immunobioTogical characterization of
folding variants of the recombinant major
wasp allergen ves v 5 (antigen 5)"
INTERNATIONAL ARCHIVES OF ALLERGY AND
IMMUNOLOGY,

Bd. 121, 1. April 2000 (2000-04-01),
Seiten 284-291, XP001010205

das ganze Dokument

MONSALVE R.I. ET AL.: °“Expressions of
recombinant venom allergen, antigen 5 of
yellowjacket (Vespula vulgaris) and paper
wasp (Palistes annularis), in bacteria and
yeast"

PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,

Bd. 16, August 1999 (1999-08), Seiten
410-416, XP002173771

in der Anmeldung erwahnt

Seite 414, Spalte 1, Absatz 2 -Seite 415,
Spalte 1, Absatz 2; Abbildung 5

SOLDATOVA L.N. ET AL.: “Superior biologic
activity of the recombinant bee venom
allergen hyaturonidase expressed in
baculovirus-infected insect cells as
campared with Escherichia coli"

THE JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL
IMMUNOLOGY ,

Bd. 101, Nr. 5, Mat 1998 (1998-05), Seiten
691-698, XP001014760

in der Anmeldung erwdhnt

Seite 692 "Expression of Hya in E.coli,
purification, and refolding”;
Zusammenfassung

FORSTER £. ET AL.: "Natural and
recombinant enzymatically active or
inactive bee venom phosphalipase A2 has
the same potency to reiease histamine from
basophils in patients with hymenoptera
atlergy”

THE JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL
IMMUNOLOGY,

Bd. 95, Nr. 6, Juni 1995 (1995-06), Seiten
1229-1235, XP001014781

Zusammenfassung

1-13

1-4,11

1,2,5

1-4

Fombiatt PCTASA210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Jull 1662)
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