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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft allgemein Verfahren
und Produkte zur Initiierung einer Immunantwort ge-
gen ein Antigen, und betrifft insbesondere die transe-
pitheliale Zufuhr von Antigenen zur Hervorrufung von
Toleranz und Immunitat.

[0002] Das Immunsystem eines Saugetiers entwi-
ckelt sich im Laufe der Schwangerschaft und wird im
spaten Saugetierfétus aktiv. Obwohl aktiv, kann es
weiterhin als "unreif" charakterisiert werden, da es
Antigenen noch nicht in mafigeblichem Umfang aus-
gesetzt wurde; der Fétus wird vorwiegend durch die
Mutter vor Antigenen geschitzt. Dieses "unreife" Im-
munsystem wird jedoch durch den Transfer von er-
heblichem Immunglobulin zum Fétus (oder in einigen
Fallen zum Neugeborenen) erganzt, um wahrend der
ersten Wochen unabhangigen Lebens eine humorale
Immunitat zu bieten.

[0003] Ratten und Mause erhalten den Grolteil
mutterlichen Immunglobulins (IgG) als Sduglinge von
Colostrum und Milch, obwohl ein Teil pranatal erwor-
ben wird. Rinder erhalten IgG ebenfalls vom Colost-
rum. Bei Kaninchen wird I1gG lber den Dottersack
zum Fétus transportiert. Uber den Transfer von IgG
zum Fo6tus oder Neugeborenen beim Menschen ist
wenig bekannt. Die meisten Hinweise deuten darauf
hin, dass menschliche Mutter humorale Immunitat
nur vor der Geburt an Nachkommen Ubertragen, ob-
wohl angenommen wird, dass Uber die Brustmilch an
den Neugeborenen ubertragenes IgA eine Rolle
beim Schutz des Neugeborenen gegen Darminfekti-
onen spielt.

[0004] Die Zufuhr von mitterlichem IgG an das Sau-
getier und/oder Neugeborene erfordert den Transport
Uber eine Epithelbarriere, die fir Makromolekile im
Wesentlichen undurchlassig ist. Der Transport von
Makromolekilen Uber eine solche Epithelbarriere
kann durch unspezifische und spezifische rezeptor-
vermittelte Mechanismen erfolgen. Rezeptorunspezi-
fische Mechanismen werden von parazellularen Sie-
bungsvorgangen gebildet, deren Effizienz im umge-
kehrten Verhaltnis zum Molekulargewicht des trans-
portierten Molekuls steht. Der Transport von Makro-
molekiilen wie beispielsweise IgG Uber diesen para-
zellularen Weg ist hdchst ineffizient. Beschreibungen
des rezeptorvermittelten Transports von Immunglo-
bulinen durch Darmepithelzellen sind bislang auf den
polymeren Immunglobulin-Rezeptor und den Entero-
zyten-Rezeptor fir IgG (ein Haupt-histokompatibili-
tatskomplex(MHC)-Klasse-I-verwandter Fc-Rezep-
tor) beschrankt. Diese beiden Rezeptorsysteme un-
terscheiden sich in ihrer Spezifitat fir den Immunglo-
bulin-Isotyp, in der Richtung ihres Immunglobu-
lin-Transports uber die Epithelzelle und in ihrer gewe-
bespezifischen Expression. Beide kdnnen bei der Bil-
dung des unreifen Immunsystems eine Rolle spielen.

[0005] Der polymere Immunglobulin-Rezeptor wird
auf den basolateralen Oberflachen von Enterozyten,
Hepatozyten und/oder Epithelzellen der Gallenwege
exprimiert. Er transportiert polymeres IgA und IgM zu
den apikalen (luminalen) Oberflachen, wodurch die-
se Immunglobuline fir die antimikrobielle Abwehr
und den Ausschluss von Antigenen konzentriert wer-
den.

[0006] Der Enterozyten-Rezeptor fir IgG, der eine
Homologie zur schweren Kette von MHC Klasse |
aufweist und mit Beta2-Mikroglobulin (2) assoziiert
ist, wird auf Neugeborenen-Enterozyten der Ratte
und Maus exprimiert. IgG wird transzellular in lumi-
nal-serosaler Richtung Gber das Darmepithel dieser
Nagetier-Neugeborenen transportiert. Auf der apika-
len Oberflache der Enterozyte ist der Fc-Teil von IgG
bei dem relativ sauren pH des Lumens (etwa pH 6,0)
an den Enterozyten-Rezeptor gebunden. Im An-
schluss an die Transzytose zur basolateralen Plas-
mamembran erfolgt die Freisetzung des Immunglo-
bulins bei dem relativ neutralen pH der interstitiellen
Flussigkeiten (etwa pH 7,4). Der Fc-Rezeptor
(Fc-Rn) von Nagetier-Neugeborenen kénnte daher
fur die Zufuhr von mitterlichem IgG an das Neugebo-
rene verantwortlich sein und somit fiir den passiven
Erwerb von IgG wéhrend dieser Periode.

[0007] Bei Menschen wird mitterliches IgG aktiv
Uber die Plazenta transportiert. Der flir diesen Trans-
port verantwortliche Rezeptor ist lange Zeit gesucht
worden. Etliche IgG-bindende Proteine sind aus der
Plazenta isoliert worden. FcyRIl wurde in Plazen-
ta-Endothel und FcyRIIl in Synzytiotrophoblasten de-
tektiert. Beide Rezeptoren zeigten jedoch eine relativ
geringe Affinitat fur monomeres IgG. Kirzlich wurde
Uber die Isolierung einer cDNA aus der Plazenta be-
richtet, die flr ein menschliches Homologon des Rat-
ten- und Maus-Enterozyten-Rezeptors fur 1gG ko-
diert. (Story, C. M. et al., J. Exp. Med., Bd. 180:
2377-2381, Dezember 1994). Die vollstandige Nuk-
leotid- sowie die abgeleitete Aminosauresequenz
wurden verlautbart. Dieser Fc-Rezeptor fur IgG ist
moglicherweise verantwortlich flr den Transport von
mutterlichem IgG zum menschlichen Foétus (und
moglicherweise selbst zum Neugeborenen), da das
Molekul Uber seinen offenen Leserahmen mit der
Ratten-FcRn-Sequenz hochgradig homolog ist (69%
Nukleotididentitdt und 65% vorausgesagte Amino-
saurenidentitat). Die so genannte passive Immunisie-
rung beim menschlichen Fétus (und méglicherweise
dem menschlichen Neugeborenen) kénnte nunmehr
besser verstanden werden.

[0008] Im Gegensatz zur passiven Immunisierung,
die die Erganzung des Immunsystems eines Wirts
mit Antikérpern, die von einem anderen erhalten wer-
den, beinhaltet, beinhaltet die aktive Immunisierung
die Stimulierung des wirtseigenen Immunsystems,
um die gewinschte Immunantwort in vivo hervorzu-
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rufen. Das haufigste Verfahren zur aktiven Immuni-
sierung bei Kindern und Erwachsenen beinhaltet In-
jektionen eines Immunogens, einmal als initiale Do-
sis und mindestens ein weiteres Mal als "Boos-
ter"-Dosis. Diese Verfahren haben viele gravierende
Nachteile, einschlieRlich der Risiken, die mit der Be-
nutzung von Nadeln, die Krankheiten wie AIDS und
Hepatitis Ubertragen kénnen, verbunden sind. (Bei
der Tolerisierung eines Patienten gegenulber einem
Allergen werden die Probleme dadurch verstarkt,
dass oftmals wiederholte Injektionen Uber eine lange
Zeitdauer erforderlich sind). Diese Verfahren leiten
auch nicht unbedingt in adaquater Weise die erste
Verteidigungslinie gegen viele Pathogene ein, dass
heil3t die mukosale Immunitat. Schleimhdute sdumen
die Luftwege, das Reproduktionssystem und den Ma-
gendarmtrakt, und diese mukosale Oberflache bildet
die erste Eingangspforte fir viele Krankheiten. Ein
oraler Impfstoff, der leicht zuflhrbar ist und die muko-
sale Immunitat einleitet, ware daher sehr wiinschens-
wert.

[0009] Die Immunisierung unter Verwendung oraler
Impfstoffe ist problematisch. Oftmals wird nur eine
geringe oder gar keine Immunantwort erhalten. Um
die Immunantwort zu verstarken, sind interessieren-
de Antigene an Trager gekoppelt worden, die be-
kanntermafen stark immunogen sind. Zum Beispiel
haben Forscher Antigene unter Verwendung von Ba-
cillus-Calmette-Guerin (BCG) als Trager zugeflihrt;
BCG ist ein Bakterium, das urspriinglich als ein oraler
Impfstoff gegen Tuberkulose verwendet wurde. Ein
Problem mit solch einem Trager besteht darin, dass
der Patient Antikdrper gegen den Trager selbst ent-
wikkelt, was stérend sein kann, wenn der Trager er-
neut fur die Zufihrung eines anderen Antigens an
denselben Patienten verwendet wird. Bis auf den
heutigen Tag hat sich keine allgemeine Strategie fur
orale Impfstoffe als erfolgreich erwiesen.

[0010] Immunglobuline und Teile davon sind in der
Vergangenheit an Arzneimittel und Bildgebungsmittel
gebunden worden, um Zellpopulationen gezielt anzu-
steuern und zu zerstéren, und um die Halbwertzeit
bestimmter Mittel zu verlangern. Immuntoxine sind
ein Beispiel fur solche Konjugate. Solche Konjugate
sind jedoch niemals als nutzlich fur die Initiierung ei-
ner Immunantwort vorgeschlagen worden.

[0011] Wenige Arbeiten haben sich auf die toleroge-
ne Fahigkeit von Immunglobulinen, die an Oligonuk-
leotide oder Proteine gekoppelt sind, die fir Autoim-
munkrankheiten kennzeichnend sind, konzentriert.
(Siehe PCT WO 91/08773 und Borel & Borel, Journal
of Immunological Methods, 126 (1990) 159-168).
Diese Arbeiten beruhen auf der Annahme, dass die
Induktion von Toleranz stark durch Trager-Reste be-
einflusst sein kann und dass Immunglobulin-Trager
stark tolerogen zu sein scheinen. Isologes IgG ist der
bevorzugte Trager, und intravendse Verabreichung

wurde eingesetzt, um die IgG-Konjugate zuzufihren.
Obwohl sich dieses Arbeitswerk Uber mehr als eine
Dekade erstreckt, wurde die orale Verabreichung le-
diglich einmal erwahnt und nur fir Konjugate, bei de-
nen IgA der Immunglobulin-Trager ist. Obwohl tolero-
gene Imunglobulin-Konjugate im Stand der Technik
bekannt sind, wurden solche Konjugate somit nie-
mals als Mittel zur Induzierung einer robusten Ant-
wort gegen ein Antigen, das fiir ein Pathogen kenn-
zeichnend ist, vorgeschlagen. (Im Gegensatz dazu
legt der Stand der Technik nahe, dass solche Konju-
gate einen Probanden eher gegen ein Pathogen tole-
risieren wirden, was hdchst unerwiinscht ware). Dar-
Uber hinaus ist niemals angeregt worden, dass sol-
che Konjugate wirksame Tolerogene sein wirden,
wenn das Immunglobulin IgG ist und die Zufiihrungs-
art orale Zufuhr ist.

[0012] Die Erfindung beinhaltet die Entdeckung,
dass Antigene an Molekile gebunden werden kon-
nen, die an den FcRn-Rezeptor binden, wie bei-
spielsweise Immunglobuline, oder Teile davon, und
durch aktiven Transport durch die Enterozyte via
FcRn-Rezeptoren Uber Epithelbarrieren zugefihrt
werden kénnen. Das Immunglobulin oder der Teil da-
von bindet an den FcRn-Rezeptor und fungiert als
Trager fur das Antigen, wahrend das Immunglobulin
oder der Teil davon durch FcRn-vermittelten Trans-
port Uber die Epithelbarriere transportiert wird. Der
FcRn-Rezeptor ist in menschlichem Epithelgewebe
von Kindern und Erwachsenen vorhanden und die
Erfindung ermdglicht daher wirksame Strategien fur
die Immunisierung von Menschen.

[0013] Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zur
Modulierung des Immunsystems eines Saugetiers
bereit. Eine wirksame Menge eines Konjugats aus ei-
nem Antigen und einem FcRn-Bindungspartner wird
an die Epithelbarriere eines Saugetiers verabreicht,
das einer solchen Immunmodulierung bedarf. Das
Antigen ist ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend
aus: einem flr ein Pathogen kennzeichnenden Anti-
gen, einem fir eine Autoimmunkrankheit kennzeich-
nenden Antigen, einem fir ein Allergen kennzeich-
nenden Antigen und einem fir einen Tumor kenn-
zeichnenden Antigen. In bevorzugten Ausfiihrungs-
formen ist der FcRn-Bindungspartner nichtspezifi-
sches IgG oder ein FcRn bindendes Fragment von
IgG. Am meisten bevorzugt ist der FcRn-Bindungs-
partner ein Fc-Fragment von IgG. Es ist auch bevor-
zugt, dass das Antigen kovalent an den FcRn-Bin-
dungspartner gekoppelt ist. Vorzugsweise wird das
Konjugat dem Darmepithel oral, den Lungen in einem
Aerosol oder intranasal zugefiihrt. Solche Zuberei-
tungen konnen nicht-aseptisch sein. Erganzende
Verstarkungsmittel, wie unten beschrieben, kénnen
daruber hinaus verabreicht werden.

[0014] In einem ersten Aspekt der Erfindung wird
eine pharmazeutische Zubereitung zur Verabrei-
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chung an eine Epithelbarriere eines Patienten bereit-
gestellt, um ein Molekil tGber die Epithelbarriere zu-
zufiihren, umfassend ein Konjugat eines an das Mo-
lekil gekoppelten FcRn-Bindungspartners, wobei der
FcRn-Bindungspartner in dem Konjugat menschli-
chen FcRn bindet und wobei die Zubereitung als
Kapsel, Tablette, Elixier oder Sirup zur Zufihrung an
eine menschliche Epithelbarriere formuliert ist.

[0015] In einem zweiten Aspekt der Erfindung wird
eine pharmazeutische Zubereitung zur Verabrei-
chung an die Epithelbarriere eines Patienten bereit-
gestellt, um ein Molekil Gber die Epithelbarriere zu-
zufiihren, umfassend ein Konjugat eines an das Mo-
lekil gekoppelten FcRn-Bindungspartners, wobei der
FcRn-Bindungspartner in dem Konjugat menschli-
chen FcRn bindet, und wobei die Zubereitung als Ae-
rosol zur Zuflihrung an eine menschliche Epithelbar-
riere formuliert ist.

[0016] Die erfindungsgemaflien pharmazeutischen
Zubereitungen kénnen ein Konjugat aus einem Anti-
gen und einem FcRn-Bindungspartner beinhalten,
wobei das Antigen ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus: einem fiir ein Pathogen kennzeichnen-
den Antigen, einem fir eine Autoimmunkrankheit
kennzeichnenden Antigen, einem fur ein Allergen
kennzeichnenden Antigen und einem fur einen Tu-
mor kennzeichnenden Antigen. Die bevorzugten
FcRn-Bindungspartner sind wie oben beschrieben.
Das Konjugat ist in einer Menge zugegen, die zur Mo-
dulierung der Immunantwort eines Saugetiers wirk-
sam ist. Die pharmazeutische Zusammensetzung
beinhaltet auch einen pharmazeutisch annehmbaren
Trager. Die erfindungsgemafien pharmazeutischen
Zusammensetzungen kdnnen in Einheitsdosierform
formuliert sein, die zur Zufuhrung an einen epithelia-
len Trager wie beispielsweise fiir die orale Zuflihrung
an das Darmepithel, die Aerosol-Zuflihrung an das
Lungenepithel und die intranasale Zufuhrung an das
Nasenepithel ausgebildet und hergerichtet ist. Somit
sind Tabletten, die IgG (oder einen FcRn bindenden
Teil davon) beinhalten, das an irgendeines der wie
oben gekennzeichneten Antigene gekoppelt ist, von
der vorliegenden Erfindung umfasst.

[0017] Die vorstehenden pharmazeutischen Zu-
sammensetzungen kdnnen zusammen mit ergan-
zenden Verstarkungsmitteln einschlief3lich Adjuvan-
zien, Zytokinen, Bioadhasiva und dergleichen zuge-
fuhrt werden. Die erganzenden Verstarkungsmittel
selbst kénnen an einen FcRn-Bindungspartner ge-
koppelt sein, um die Zufiuihrung solcher Mittel Gber die
Epithelbarriere zu erleichtern. Bevorzugte Verabrei-
chungsarten beinhalten im Allgemeinen orale Dosie-
rungen an das Darmepithel, Aerosole an die Lungen
und intranasale Dosierungen.

[0018] Bevorzugte Ausfliihrungsformen der Erfin-
dung sind unten beschrieben oder in den Unteran-

sprichen angegeben.

[0019] In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Er-
findung Uberquert das das Antigen beinhaltende
Konjugat die Epithelbarriere in einer Menge von min-
destens dem doppelten Umfang, in dem das Antigen
die Epithelbarriere in unkonjugierter Form Uberquert.
Es ist daher eine Aufgabe der Erfindung, einen Me-
chanismus zur Erhdhung der Fahigkeit eines Anti-
gens zu entwickeln, eine Epithelbarriere zu tUberwin-
den.

[0020] Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht
darin, eine neue Klasse von oral wirksamen Immuno-
genen und Toleragenen zu entwickeln.

[0021] Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht
darin, verbesserte Verfahren zur Stimulierung der
mukosalen Immunitat zu entwickeln.

[0022] Die Erfindung beinhaltet die Entdeckung,
dass der menschliche FcRn-Rezeptor in Epithelge-
webe von Erwachsenen aktiv ist und die Entdeckung,
dass FcRn-Bindungspartner wie beispielsweise IgG
oder Fc-Fragmente verwendet werden kénnen, um
andere Molekule, einschlieRlich Antigene, Uber Epi-
thelbarrieren zu transportieren. Auf diese Weise kon-
nen FcRn-Bindungspartner wie IgG oder ein FcRn
bindender Teil davon verwendet werden, um ein An-
tigen Uber eine Epithelbarriere dem Immunsystem ei-
nes Probanden zuzufiihren, wodurch eine Immunant-
wort ausgeldst wird.

[0023] Die Erfindung ist nitzlich, wann immer es
wlinschenswert ist, die Zufiihrung eines Antigens
Uber eine Epithelbarriere zum Immunsystem zu ver-
bessern. Die Erfindung kann daher dazu verwendet
werden, Antigene Uber Darmepithelgewebe, Lunge-
nepithelgewebe und andere Schleimhautoberfla-
chen, einschlieRlich nasaler Oberflachen, vaginaler
Oberflachen, Dickdarmoberflachen und Oberflachen
der Gallenwege, zuzufiihren. Die Erfindung kann ver-
wendet werden, um das Immunsystem eines Proban-
den zu modulieren, beispielsweise durch Stimulie-
rung einer humoralen Antikdrperreaktion gegen ein
Antigen, durch Stimulierung der T-Zell-Aktivitat oder
durch Stimulierung von Toleranz gegenuber einem
Antigen. Der hier verwendete Begriff Proband bedeu-
tet: Menschen, Primaten, Pferde, Kihe, Schafe,
Schweine, Ziegen, Hunde, Katzen, Hihner und Na-
getiere.

[0024] Bei Zufiihrung von Tumorantigenen kann die
Erfindung verwendet werden, um Probanden zu be-
handeln, die eine Krankheit haben, die einer immuni-
tatsvermittelten Unterdriickung zugénglich ist, wie
beispielsweise nicht-solide Tumoren oder solide Tu-
moren kleiner GrofRe. Die Zufihrung von Tumoranti-
genen durch die hier beschriebenen Verfahren wird
auch fur die Behandlung im Anschluss an die Entfer-
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nung grofer solider Tumoren nitzlich sein. Die Erfin-
dung kann auch verwendet werden, um Probanden
zu behandeln, die im Verdacht stehen, Krebs zu ha-
ben.

[0025] Die Erfindung beinhaltet die Bildung eines
Konjugates aus einem FcRn-Bindungspartner und ei-
nem Antigen. Unter Konjugat sind zwei Einheiten ge-
meint, die durch irgendein physikalisch-chemisches
Mittel, einschlief3lich hydrophober Wechselwirkung
zwischen einem Antigen und den nichtspezifischen
hydrophoben Bereichen eines Antikdrpermolekils,
spezifischer Antikdrper-Antigen-Bindung und kova-
lenter Kopplung aneinander gebunden sind. Die Art
der bevorzugten Bindung hangt unter anderem von
der Verabreichungsart und den pharmazeutischen
Tragern ab, die zur Zuflihrung des Konjugates zu der
ausgewahlten Epithelbarriere verwendet werden.
Beispielsweise sind einige Bindungen nicht so gut
wie andere geeignet, bestimmten Umgebungen wie
beispielsweise dem Magen zu widerstehen, kénnen
jedoch durch Zufuihrsysteme, die den Magen umge-
hen, davor geschiitzt werden. Es ist selbstverstand-
lich wichtig, dass die Bindung zwischen dem
FcRn-Bindungspartner und dem Antigen von einer
solchen Art ist, dass sie die Fahigkeit des FcRn-Bin-
dungspartners nicht zerstort, an den FcRn-Rezeptor
zu binden. Solche Bindungen sind dem Durch-
schnittsfachmann gut bekannt Beispiele werden un-
ten in groRerer Ausfluhrlichkeit angegeben. Das Kon-
jugat kann dartber hinaus auch als Fusionsprotein
ausgebildet sein, wie unten ausfuhrlicher dargestellt
wird.

[0026] Ein FcRn-Bindungspartner meint jede Ein-
heit, die spezifisch durch den FcRn-Rezeptor gebun-
den werden kann, mit folgendem aktiven Transport
des FcRn-Bindungspartners durch den FcRn-Rezep-
tor. Wie oben angegeben, ist der FcRn-Rezeptor aus
etlichen Saugetierarten, einschliellich des Men-
schen, isoliert worden. Die Sequenz des menschli-
chen FcRn, Ratten FcRn und Maus-FcRn ist in Story,
C. M. et al,, J. Exp. Med., Bd. 180: 2377-2381, De-
zember 1994, zu finden. Das FcRn-Rezeptor-Mole-
kil ist nunmehr gut charakterisiert. Der FcRn-Rezep-
tor bindet IgG (nicht jedoch andere Immunglobu-
lin-Klassen wie IgA, IgD, IgM und IgE) bei relativ
niedrigerem pH, transportiert das IgG aktiv transzel-
lulér in luminal-serosaler Richtung und setzt das IgG
bei einem relativ hdheren pH, wie er in interstitiellen
Flussigkeiten gefunden wird, frei. Wie der Durch-
schnittsfachmann erkennen wird, kénnen FcRn-Re-
zeptoren durch Klonierung oder durch Affinitatsreini-
gung unter Verwendung von beispielsweise monok-
lonalen Antikérpern isoliert werden. Solche isolierten
FcRn-Rezeptoren kénnen dann verwendet werden,
um FcRn-Bindungspartner zu identifizieren und zu
isolieren, wie unten beschrieben.

[0027] FcRn-Bindungspartner beinhalten vollstandi-

ges lgG, das Fc-Fragment von IgG und andere Frag-
mente von IgG, die die voll-standige Bindungsregion
fur den FcRn-Rezeptor beinhalten. Die Region des
Fc-Teils von 1gG, die an den FcRn-Rezeptor bindet,
ist auf Grundlage von R&ntgenstrahlenkristallogra-
phie beschrieben worden (Burmeister, W. P. et al.,
Nature, 1994, 372: 379-378). Der Hauptkontaktbe-
reich von Fc mit dem FcRn-Rezeptor befindet sich in
der Néhe der Verbindungsstelle der C,;2 und C,;3-Do-
manen. Mogliche Kontakte sind die Reste 248,
250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 und 314
in C,,2 und 385-387, 428 und 433-436 in C,,3. (Diese
Stellen unterscheiden sich von jenen, die durch Un-
terklassen-Vergleich oder durch ortsgerichtete Muta-
genese als wichtig fur die Fc-Bindung an FcyRI und
FcyRIl bei Leukozyten identifiziert wurden). Die vor-
stehenden Fc-FcRn-Kontakte liegen alle innerhalb
einer einzelnen schweren lg-Kette. Es ist vorher er-
wahnt worden, dass zwei FcRn-Rezeptoren ein ein-
zelnes Fc-Molekul binden kénnen. Die kristallogra-
phischen Daten deuten darauf hin, dass jedes
FcRn-Molekul in einem solchen Komplex ein einzel-
nes Polypeptid des Fc-Homodimers bindet.

[0028] Die vorstehenden Informationen vorausge-
setzt, wird der Durchschnittsfachmann leicht erken-
nen, dass die Fc-Region von IgG mittels gut etablier-
ter Verfahren wie beispielsweise der ortsgerichteten
Mutagenese und dergleichen modifiziert werden
kann, um modifiziertes IgG oder modifizierte Fc-Frag-
mente oder Teile davon zu erhalten, die von dem
FcRn-Rezeptor gebunden werden. Solche Modifika-
tionen beinhalten Modifikationen, die von den
FcRn-Kontaktstellen entfernt liegen sowie Modifikati-
onen innerhalb der Kontaktstellen, die die Bindung
erhalten oder sogar férdern. Dartiber hinaus kénnen
andere Bindungspartner identifiziert und isoliert wer-
den. Antikérper oder Teile davon, die fir den
FcRn-Rezeptor spezifisch sind und in der Lage sind,
bei einmal erfolgter Bindung durch FcRn transportiert
zu werden, kdénnen unter Anwendung gut etablierter
Techniken identifiziert und isoliert werden. Gleicher-
malen kdnnen zufallserzeugte molekular diverse Bi-
bliotheken gescreent werden und Molekile, die
durch FcRn-Rezeptoren gebunden und transportiert
werden, kénnen unter Einsatz konventioneller Tech-
niken isoliert werden. Es ist nicht beabsichtigt, die Er-
findung durch die Auswahl irgendeines bestimmten
FcRn-Bindungspartners zu beschranken. Wenn der
Bindungspartner IgG ist oder ein FcRn bindender Teil
davon, kann das IgG oder der Teil davon nach kon-
ventionellen Verfahren hergestellt werden, wie unten
in groRerer Ausfuhrlichkeit beschrieben ist.

[0029] Der FcRn-Bindungspartner ist mit einem An-
tigen konjugiert. Ein Antigen, wie hier verwendet, fallt
in vier Klassen: 1) Antigene, die fur ein Pathogen
kennzeichnend sind; 2) Antigene, die fur eine Autoim-
munkrankheit kennzeichnend sind; 3) Antigene, die
fur ein Allergen kennzeichnend sind; und 4) Antigene,
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die fur einen Tumor kennzeichnend sind. Antigene
beinhalten im Allgemeinen Polysaccharide, Glykolipi-
de, Glykoproteine, Peptide, Proteine, Kohlenhydrate
und Lipide von Zelloberflachen, Zytoplasma, Zellker-
nen, Mitochondrien und dergleichen.

[0030] Antigene, die fir Pathogene kennzeichnend
sind, beinhalten Antigene, die von Viren, Bakterien,
Parasiten oder Pilzen erhalten werden. Beispiele fur
wichtige Pathogene beinhalten Vibrio cholerae, ente-
rotoxigenes Escherichia coli, Rotavirus, Clostridium
difficile, Shigella-Arten, Salmonella typhi, Parainflu-
enza-Virus, Influenza-Virus, Streptococcus pneumo-
niae, Borrelia burgdorferi, HIV, Streptococcus mu-
tans, Plasmodium falciparum, Staphylococcus aure-
us, Tollwut-Virus und Epstein-Barr-Virus.

[0031] Viren beinhalten im Allgemeinen, sind aber
nicht beschrankt auf die in den folgenden Familien:
Picornaviridae; Caliciviridae; Togaviridae; Flaviviri-
dae; Coronaviridae; Rhabdoviridae; Filoviridae; Pa-
ramyxoviridae; Orthomyxoviridae; Bunyaviridae; Are-
naviridae; Reoviridae; Retroviridae; Hepadnaviridae;
Parvoviridae; Papovaviridae; Adenoviridae; Herpes-
viridae; und Poxyviridae.

[0032] Bakterien beinhalten im Allgemeinen, sind
aber nicht beschrankt auf: P. aeruginosa; E. coli;
Klebsiella sp.; Serratia sp.; Pseudomonas sp.; P. ce-
pacia; Acinetobacter sp.; S. epidermis; E. faecalis; S.
pneumoniae; S. aureus; Haemophilus sp.; Neisseria
sp.; N. meningitidis; Bacteroides sp.; Citrobacter sp.;
Branhamella sp.; Salmonella sp.; Shigella sp.; S. py-
ogenes; Proteus sp.; Clostridium sp.; Erysipelothrix
sp.; Listeria sp.; Pasteurella multocida; Streptobacil-
lus sp.; Spirillum sp.; Fusospirocheta sp.; Treponema
pallidum; Borrelia sp.; Actinomycetes; Mycoplasma
sp.; Chlamydia sp.; Rickettsia sp.; Spirochacta; Legi-
onella sp.; Mycobacteria sp.; Ureaplasma sp.; Strep-
tomyces sp.; Trichomonas sp.; und P. mirabilis.

[0033] Parasiten beinhalten, sind aber nicht be-
schrankt auf: Plasmodium falciparum. P. vivax, P.
ovale, P. malaria; Toxoplasma gondii; Leishmania
mexicana, L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. dono-
vani; Trypanosoma cruzi, T. brucei; Schistosoma
mansoni, S. haematobium, S. japonium; Trichinella
spiralis; Wuchereria bancrofti; Brugia malayi; Enta-
moeba histolytica; Enterobius vermiculoarus; Taenia
solium, T. saginata; Trichomonas vaginalis, T. homi-
nis, T. tenax; Giardia lamblia; Cryptosporidium par-
vum; Pneumocytis carinii; Babesia bovis, B. diver-
gens, B. microti; Isospora belli, I. hominis; Dientamo-
eba fragilis; Onchocerca volvulus; Ascaris lumbricoi-
des; Necator americanis; Ancylostoma duodenale;
Strongyloides stercoralis; Capillaria philippinensis;
Angiostrongylus cantonensis; Hymenolepis nana; Di-
phyllobothrium latum; Echinococcus granulosus, E.
multilocularis; Paragonimus westermani, P. caliensis;
Chlonorchis sinensis; Opisthorchis felineus, O. viver-

rini; Fasciola hepatica; Sarcoptes scabiei; Pediculus
humanus; Phthirius pubis; und Dermatobia hominis.

[0034] Pilze beinhalten im Allgemeinen, sind aber
nicht beschrankt auf: Cryptococcus neoformans;
Blastomyces dermatitidis; Ajellomyces dermatitidis;
Histoplasma capsulatum; Coccidioides immitis; Can-
dida-Arten, einschliel8lich C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. guilliermondii und C. krusei; As-
pergillus-Arten, einschlieflich A. fumigatus, A. flavus
und A. niger; Rhizopus-Arten; Rhizomucor-Arten;
Cunninghammella-Arten; Apophysomyces-Arten,
einschlieBlich A. saksenaea, A. mucor und A. absi-
dia; Sporothrix schenckii; Paracoccidioides brasilien-
sis; Pseudallescheria boydii; Torulopsis glabrata; und
Dermatophytes-Arten.

[0035] Antigene, die fir Autoimmunkrankheiten
kennzeichnend sind, werden typischerweise von der
Zelloberflache, dem Zytoplasma, Zellkern, Mitochon-
drien und dergleichen aus Saugetiergeweben erhal-
ten. Beispiele beinhalten Antigene, die kennzeich-
nend sind fir Uveitis (z.B. S-Antigen), Diabetes mel-
litus, multiple Sklerose, systemischen Lupus erythe-
matodes, Hashimoto-Thyroiditis, Myasthenia gravis,
primares Myxédem, Thyrotoxikose, rheumatoide Ar-
thritis, pernizése Anamie, Addison-Krankheit, Sklero-
derma, autoimmune atrophe Gastritis, vorzeitige Me-
nopause (wenige Falle), mannliche Unfruchtbarkeit
(wenige Falle), Jugenddiabetes, Goodpasture-Synd-
rom, Pemphigus vulgaris, Pemphigoid, sympathische
Ophthalmie, phakogene Uveitis, autoimmun-hamoly-
tische Anamie, idiopatische thrombozytopenische
Purpura, idiopathische Leukopenie, primére biliare
Zirrhose (wenige Falle), ulzerative Kolitis, Sjog-
ren-Syndrom, Wegener-Granulomatose, Poly-/Der-
matomyositis und discoiden Lupus erythematodes.

[0036] Antigen, die Allergene sind, sind im Allgemei-
nen Proteine oder Glykoproteine, obwohl Allergene
auch allergene Haptene mit niedrigem Molekularge-
wicht sein kdnnen, die Allergie nach kovalenter Kom-
bination mit einem Proteintrager auslésen (Reming-
ton's Pharmaceutical Sciences). Allergene beinhal-
ten die Urushiole (Pentadecylcatechol oder Heptade-
cylcatechol) von Toxicodendron-Arten wie Giftefeu,
Gifteiche und Giftsumach, und die Sesquiterpeno-
id-Laktone der Ambrosie und verwandter Pflanzen.

[0037] Antigene, die fur Tumorantigene kennzeich-
nend sind, werden typischerweise von der Zellober-
flache, dem Zytoplasma, Zellkern, Organellen und
dergleichen von Zellen aus Tumorgewebe erhalten.
Beispiele beinhalten Antigene, die kennzeichnend
sind fur Tumorproteine, einschlielich Proteine, die
durch mutierte Onkogene kodiert werden; virale Pro-
teine, die mit Tumoren assoziiert sind; und Tumormu-
cine und -glykolipide. Tumore beinhalten, sind aber
nicht beschrankt auf jene von den folgenden Krebsor-
ten und Krebsarten: Lippe, Nasopharynx, Pharynx
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und Mundhéhle, Speiseréhre, Dickdarm, Rektum,
Leber, Gallenblase, Gallenwege, Pankreas, Kehl-
kopf, Lunge und Bronchien, Melanom der Haut,
Brust, Gebarmutterhals, Uterus, Ovar, Blase, Niere,
Hirn und andere Teile des Nervensystems, Schilddri-
se, Prostata, Hoden, Hodgkin-Krankheit, Non-Hodg-
kin-Lymphom, multiples Myelom und Leukamie. Vira-
le Proteine, die mit Tumoren assoziiert sind, waren
solche aus den oben angegebenen Virenklassen.
Antigene, die fuir Tumore kennzeichnend sind, kon-
nen Proteine sein, die nicht gewdhnlich von Tumor-
vorlauferzellen exprimiert werden, oder kénnen ein
Protein sein, dass normalerweise in einer Tumorvor-
lauferzelle exprimiert wird, jedoch eine Mutation auf-
weist, die fir einen Tumor kennzeichnend ist. Ein flr
einen Tumor kennzeichnendes Antigen kann eine
Mutantenvariante des normalen Proteins sein, das
eine veranderte Aktivitat oder subzellulare Verteilung
aufweist. Uber die oben angegebenen hinaus kon-
nen Mutationen von Genen, die zu Tumorantigenen
fuhren, in der kodierenden Region, den nichtkodie-
renden 5'-3'-Regionen oder Introns eines Gens vor-
liegen, oder kdnnen das Ergebnis von Punktmutatio-
nen, Rasterverschiebungen, Deletionen, Additionen,
Duplikationen, chromosomalen Rearrangements und
dergleichen sein. Der Durchschnittsfachmann ist ver-
traut mit der groRRen Vielfalt von Veranderungen an
der normalen Genstruktur und -expression, die zu
Tumorantigenen flhren. Spezifische Beispiele von
Tumorantigenen beinhalten: Proteine wie der Ig-ldio-
typ von B-Zell-Lymphom, mutierte Zyklin-abhangige
Kinase 4 von Melanom, Pmel-17 (gp100) von Mela-
nom, MART-1 (Melan-A) von Melanom, p15-Protein
von Melanom, Tyrosinase von Melanom, MAGE 1, 2
und 3 von Melanom, medullarem Schilddriisenkrebs,
kleinzelligem Lungenkrebs, Dickdarm- und/oder Plat-
tenepithelkrebs der Bronchien, BAGE von Blasen-,
Melanom, Brust- und Plattenepithelkarzinom, gp75
von Melanom, onkofetales Antigen von Melanom;
Kohlenhydrate/Lipide wie muc1-Mucin von Brust-,
Pankreas- und Ovarkrebs, GM2- und GD2-Gangliosi-
de von Melanom; Onkogene wie mutiertes p53 von
Karzinom, mutiertes ras von Dickdarmkrebs und
HER-2/neu-Protoonkogen von Brustkarzinom; virale
Produkte wie menschliche Papillomavirus-Proteine
von Plattenepithelkrebsen von Zervix und Osopha-
gus. Es ist auch vorgesehen, dass proteinartige Tu-
morantigene durch HLA-Molekdle prasentiert werden
kénnen als vom vollstandigen Protein abgeleitete
spezifische Peptide. Die metabolische Verarbeitung
von Proteinen zur Erhaltung von antigenischen Pep-
tiden istim Stand der Technik gut bekannt: sieche zum
Beispiel US-Patent 5.342.774 (Boon et al.). Das vor-
liegende Verfahren umfasst daher die Zuflihrung von
antigenischen Peptiden und solchen Peptiden in ei-
nem groflieren Polypeptid oder vollstandigen Protein,
die zu antigenischen Peptiden flihren. Die Zuflihrung
antigenischer Peptide oder Proteine kann zu humo-
raler oder zellularer Immunitat fihren.

[0038] Im Allgemeinen kénnen Probanden eine
wirksame Menge des Tumorantigens und/oder davon
erhaltenen Peptids durch eine oder mehrere der un-
ten naher beschriebenen Verfahren erhalten. An-
fangsdosen koénnen von "Booster"-Dosen gefolgt
werden, gefolgt von Immunisierungsprotokollen, die
im Stand der Technik Standard sind. Die Zufliihrung
von Tumorantigenen kann daher die Proliferation von
zytolytischen T-Lymphozyten stimulieren.

[0039] In Fallen von Protein- und Peptidantigenen
soll die kovalente Bindung an den FcRn-Partner die
Verknlpfung durch Peptidbindungen in einer einzel-
nen Polypeptidkette beinhalten. Etablierte Verfahren
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press; Cold Spring Har-
bor, NY 1989) wirden verwendet, um eine DNA zu
konstruieren, die ein Fusionsprotein kodiert, das aus
dem antigenischen Peptid oder Protein und einem
FcRn-Partner besteht. Diese DNA wirde in einen Ex-
pressionsvektor eingebracht und mittels etablierter
Verfahren in eine Bakterien- oder Eukaryotenzelle
eingefuhrt. Das Fusionsprotein wiirde aus den Zellen
oder aus dem Zellkulturmedium durch etablierte Ver-
fahren auf gereinigt werden.

[0040] Bei der Verabreichung werden die Konjugate
gemal der vorliegenden Erfindung in pharmazeu-
tisch annehmbaren Zubereitungen verabreicht. Sol-
che Zubereitungen kénnen routinemalig pharma-
zeutisch annehmbare Konzentrationen von Salzen,
Puffermitteln, Konservierungsmitteln, kompatiblen
Tragern, zusatzliche immunverstarkende Mittel wie
Adjuvanzien und Zytokine und optional andere thera-
peutische Mittel enthalten. Auf diese Weise sind
"Cocktails", die die Konjugate und die Mittel beinhal-
ten, vorgesehen. Die Mittel selbst kénnen an
FcRn-Bindungspartner konjugiert sein, um die Zuflh-
rung der Mittel Gber die Epithelbarrieren zu verbes-
sern.

[0041] Die erfindungsgemaflen Konjugate kénnen
als solche (pur) oder in Form eines pharmazeutisch
annehmbaren Salzes verabreicht werden. Bei Ver-
wendung in der Medizin sollten die Salze pharmazeu-
tisch annehmbar sein, nicht pharmazeutisch an-
nehmbare Salze kdnnen jedoch in geeigneter Weise
verwendet werden, um pharmazeutisch annehmbare
Salze daraus herzustellen, und sind nicht aus dem
Bereich der Erfindung ausgenommen. Solche phar-
mazeutisch annehmbaren Salze beinhalten, sind
aber nicht beschrankt auf die, die aus den folgenden
Sauren hergestellt werden: Salz-, Hydrobrom-,
Schwefel-, Salpeter-, Phosphor-, Malein-, Essig-, Sa-
licyl-, p-Toluolsulfon-, Wein-, Zitronen-, Methansul-
fon-, Ameisen-, Malon-, Succin-, Naphthalen-2-sul-
fon- und Benzolsulfonsdure. Pharmazeutisch an-
nehmbare Salze kénnen auch als Alkalimetall- oder
Erdalkalimetallsalze hergestellt werden, beispiels-
weise Natrium-, Kalium- oder Kalziumsalze der Car-
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bonsauregruppe.

[0042] Geeignete Puffermittel beinhalten: Essigsau-
re und ein Salz (1-2% Gew./Vol.); Zitronensaure und
ein Salz (1-3% Gew./Vol.); Borsaure und ein Salz
(0,5-2,5% Gew./Vol.); Natriumbikarbonat (0,5-1,0%
Gew./Vol.); und Phosphorsaure und ein Salz (0,8-2%
Gew./Vol.). Geeignete Konservierungsmittel beinhal-
ten Benzalkoniumchlorid (0,003-0,03 Gew./Vol.);
Chlorbutanol  (0,3-0,9% Gew./Vol.); Parabene
(0,01-0,25% Gew./Vol.) und Thimerosal
(0,004-0,02% Gew./Vol.).

[0043] Der hier verwendete Begriff "Trager", der un-
ten ausflhrlicher beschrieben wird, bedeutet ein oder
mehrere feste oder flussige Fillmittel, Verdinnungs-
mittel oder einkapselnde Substanzen, die fir die Ver-
abreichung an einen Menschen oder ein anderes
Saugetier geeignet sind. Der "Trager" kann ein orga-
nischer oder anorganischer Bestandteil sein, natur-
lich oder synthetisch, mit dem der wirksame Bestand-
teil kombiniert wird, um die Verabreichung zu erleich-
tern.

[0044] Die Komponenten der pharmazeutischen
Zusammensetzungen sind in der Lage, mit den Kon-
jugaten der vorliegenden Erfindung und miteinander
in einer Weise vermengt zu werden, dass keine
Wechselwirkung stattfindet, die die gewiinschte phar-
mazeutische Wirksamkeit beeintrachtigt. Die Kompo-
nenten oraler Arzneimittelformulierungen beinhalten
Diluentien, Bindemittel, Schmiermittel, Gleitmittel,
Sprengmittel, Farbungsmittel und Geschmacksstof-
fe. Einkapselnde Substanzen fir die Herstellung ma-
gensaftresistent Uberzogener oraler Formulierungen
beinhalten Celluloseacetatphthalat, Polyvinylacetat-
phthalat, Hydroxypropylmethylcellulosephthalat und
Methacrylsdureester-Kopolymere. Feste orale For-
mulierungen wie Kapseln oder Tabletten sind bevor-
zugt. Elixiere und Sirupe sind ebenfalls gut bekannte
orale Formulierungen. Die Komponenten von Aero-
solformulierungen beinhalten solubilisierte wirksame
Bestandteile, Antioxidantien, Ldsungsmittelmischun-
gen und Treibmittel fir L6sungsformulierungen sowie
mikronisierte und suspendierte wirksame Bestandtei-
le, Dispergierungsmittel und Treibmittel fir Suspensi-
onsformulierungen. Die erfindungsgemalen oralen,
Aerosol- und nasalen Formulierungen kénnen von in-
jizierbaren Zubereitungen aus dem Stand der Tech-
nik unterschieden werden, da solche Formulierungen
nicht-aseptisch sein kbnnen, wohingegen injizierbare
Zubereitungen aseptisch sein mussen.

[0045] Der Begriff "Adjuvans" soll jede Substanz be-
inhalten, die in die erfindungsgemaflen Konjugate
aufgenommen ist oder gleichzeitig mit diesen verab-
reicht wird, und die die Immunantwort bei dem Pro-
banden unspezifisch verbessert. Adjuvanzien bein-
halten Aluminiumverbindungen, z.B. Gele, Alumini-
umhydroxid und Aluminiumphosphat, und das kom-

plette oder inkomplette Freund-Adjuvans (bei dem
das Konjugat in die wassrige Phase einer stabilisier-
ten Wasser-in-Paraffindl-Emulsion aufgenommen
ist). Das Paraffindl kann ersetzt werden durch ver-
schiedene Arten von Olen, z.B. Squalen- oder Erd-
nussol. Andere Materialien mit adjuvanten Eigen-
schaften beinhalten BCG (abgeschwachtes Myco-
bacterium tuberculosis), Kalziumphosphat, Levami-
sol, Isoprinosin, Polyanionen (z.B. Poly-A:U) Leuti-
nan, Pertussistoxin, Choleratoxin, Lipid A, Saponine
und Peptide, z.B. Muramyldipeptid. Seltenerdsalze,
z.B. Lanthan und Cerium kénnen ebenfalls als Adju-
vans eingesetzt werden. Die Menge von Adjuvans
hangt von dem Probanden und dem jeweils verwen-
deten Konjugat ab und kann vom Fachmann leicht
ohne unangemessenen experimentellen Aufwand
festgestellt werden.

[0046] Andere supplementdre immunverbessernde
Mittel wie beispielsweise Zytokine kénnen in Zusam-
menhang mit den erfindungsgemaflen Konjugaten
zugefihrt werden. Die vorgesehenen Zytokine sind
solche, die die vorteilhaften Wirkungen foérdern, die
aus der Verabreichung der Immunmodulatoren ge-
malR der Erfindung resultieren. Zytokine sind Fakto-
ren, die das Wachstum und die Reifung von Zellen,
einschliel3lich Lymphozyten, férdern. Es wird ange-
nommen, dass die Zugabe von Zytokinen die Zyto-
kinaktivitat steigern wird, die in vivo durch die Ausfih-
rung der erfindungsgemafen Verfahren stimuliert
wird. Die bevorzugten Zytokine sind Interleukin(IL)-1,
IL-2, Gammainterferon und Tumornekrosefaktor a.
Als weitere geeignete Zytokine werden IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13,
Erythropoietin, Leukamie inhibierender Faktor (leu-
kemia inhibitory factor), Onkostatin-M, der ciliare
neurotrophe Faktor, Wachstumshormon, Prolaktin,
CD40-Ligand, CD27-Ligand, CD30-Ligand, Alpha-In-
terferon, Beta-Interferon und Tumornekrosefaktor 3
angesehen. Andere Zytokine, die bekanntermallen
die T-Zell-Aktivitat in einer Weise modulieren, die
nach der Erfindung wahrscheinlich nitzlich ist, sind
koloniestimulierende Faktoren und Wachstumsfakto-
ren, einschliel3lich Granulocyten und/oder Markopha-
gen stimulierende Faktoren (GM-CSF, G-CSF und
CSF-1) und Plattchen-abgeleitete, epidermale, insu-
linartige, transformierende und Fibroblastenwachs-
tumsfaktoren. Die Auswahl der jeweiligen Zytokine
hangt von der jeweils gewlnschten Modulation des
Immunsystems ab. Die Aktivitdt von Zytokinen bei
bestimmten Zelltypen ist dem Durchschnittsfach-
mann bekannt.

[0047] Die genauen Mengen der bei der Erfindung
verwendeten vorstehenden Zytokine hangt von einer
Reihe von Faktoren ab, einschlieBlich dem gewahl-
ten Konjugat, der Dosis und dem zeitlichen Ablauf
der Dosierung, der Verabreichungsart und den Ei-
genschaften des Probanden. Die gewahlten genauen
Mengen kdénnen ohne unangemessenen experimen-
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tellen Aufwand festgestellt werden, insbesondere da
eine Schwellenmenge jede Menge sein wird, die die
gewunschte Immunantwort verbessert. Es wird daher
angenommen, dass, in Abhangigkeit von der Zufiih-
rungsart, Nanogramm- bis Milligramm-Mengen ge-
eignet sind, dass Nanogramm- bis Mikro-
gramm-Mengen jedoch am besten geeignet sind, da
physiologische Niveaus von Zytokinen entsprechend
niedrig sind.

[0048] Die erfindungsgemaflen Zubereitungen wer-
den in wirksamen Mengen verabreicht. Eine wirksa-
me Menge ist eine Menge eines Konjugates, die al-
lein oder zusammen mit weiteren Dosen eine Immu-
nantwort in gewlinschter Form stimuliert. Dies kann
die Stimulierung einer humoralen Antikdrperreaktion,
die zu einem Anstieg des Antikorpertiters im Serum
fuhrt, einer verbesserten mukosalen Immunitat, einer
klonalen Expansion von zytotoxischen T-Lymphozy-
ten oder der Toleranz gegentiber einem Antigen, ein-
schliellich einem Selbst-Antigen, beinhalten. Es wird
angenommen, dass, in Abhangigkeit vom Verabrei-
chungsweg, Dosen im Bereich von 1 Nanogramm/Ki-
logramm bis 100 Milligramm/Kilogramm wirksam
sein werden. Es wird davon ausgegangen, dass der
bevorzugte Bereich zwischen etwa 500 Nanogramm
und 500 Mikrogramm/Kilogramm, und am meisten
bevorzugt zwischen 1 Mikrogramm und 100 Mikro-
gramm/Kilogramm liegt. Die absolute Menge wird
von einer Reihe von Faktoren abhangen, einschliel3-
lich dem gewahlten Konjugat, der gewilnschten Im-
munmodulation, ob die Verabreichung in einer einzel-
nen oder mehreren Dosen erfolgt, und von individuel-
len Patientenparametern, einschlief3lich Alter, kérper-
lichem Zustand, GréRRe und Gewicht. Fur die Behand-
lung eines Probanden mit einem Tumor kénnen die
Grole, Art, Lokalisierung und Metastasen des Tu-
mors als Faktoren bei der Bestimmung der zu verab-
reichenden Menge Konjugat beriicksichtigt werden.
Diese Faktoren sind dem Durchschnittsfachmann gut
bekannt und kénnen ohne unzumutbaren experimen-
tellen Aufwand bertcksichtigt werden.

[0049] Verschiedene Verabreichungswege sind ver-
fugbar. Der jeweilige Modus wird natlrlich von dem
jeweils gewahlten Konjugat, dem jeweils behandel-
ten Zustand und der fir die therapeutische Wirksam-
keit erforderlichen Dosierung abhangen. Die erfin-
dungsgemalen Verfahren beinhalten allgemein ge-
sagt die Zufuhrung der erfindungsgemafien Konjuga-
te an eine epitheliale Oberflache. Bevorzugte Verab-
reichungsarten sind oral, intrapulmonal, intrabiliar
und intranasal.

[0050] Zusammensetzungen kdnnen in geeigneter
Weise in Einheitsdosierform angeboten werden, und
kénnen durch jedes der auf dem Gebiet der Pharma-
zie gut bekannten Verfahren hergestellt werden. Alle
Verfahren beinhalten den Schritt des Inverbindung-
bringens des Konjugates mit einem Trager, der eine

oder mehrere akzessorische Bestandteile bildet. Im
Allgemeinen werden die Zusammensetzungen her-
gestellt, indem das Konjugat mit einem fllissigen Tra-
ger, fein verteilten festen Trager oder beidem gleich-
maRig und grindlich in Verbindung gebracht wird und
anschlieRend, falls erforderlich, das Produkt geformt
wird.

[0051] Andere Zufuhrsysteme kénnen Zufuhrsyste-
me mit zeitgesteuerter, verzdgerter oder anhaltender
Abgabe sein. Solche Systeme kénnen wiederholte
Verabreichungen des erfindungsgemaflen Konjuga-
tes vermeiden, was die Annehmlichkeit flr den Pro-
banden und den Arzt erhoht. Viele Arten von Abga-
be-/Zufiihrsystemen sind erhaltlich und dem Durch-
schnittsfachmann bekannt. Sie beinhalten polymer-
basierte Systeme wie Polymilchsdure und Polygly-
kolsaure, Polyanhydride und Polycaprolakton;
Wachsbeschichtungen, komprimierte Tabletten unter
Verwendung konventioneller Bindemittel und Excipi-
entien, und dergleichen. Bioadhasive Polymersyste-
me zur Verbesserung der Zufuhr eines Materials an
das Darmepithel sind bekannt und in der veréffent-
lichten PCT-Anmeldung WO 93/21906 beschrieben.
Kapseln flr die Zufuhr von Mitteln an das Darmepi-
thel sind ebenso beschrieben in der verdffentlichten
PCT-Anmeldung WO 93/19660.

BEISPIELE
Materialien
Abkurzungen

BSA, Rinderserumalbumin; cDNA, komplementare
Desoxyribonukleinsaure; CT-B, Choleratoxin B-Un-
tereinheit; DMEM, Dulbeccos modifiziertes Ea-
gle-Medium; DMSO, Dimethylsulfoxid; DOC, Deso-
xycholat; ECL, verbesserte Chemilumineszenz (en-
hanced chemiluminescence); ELISA, enzymgekop-
pelter Immunabsorptionsassay; HBSS, gepufferte
Salzlésung nach Hanks (Hanks' balanced salt soluti-
on) ohne Kalzium oder Magnesium; HEPES,
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsau-

re]; hGH, humanes Wachstumshormon; IEC, Darme-
pithelzellen (intestinal epithelial cells); Kl, Kaliumio-
did; MHC, Haupthistokompatibilitdtskomplex; NaOH,
Natriumhydroxid; NH,CI, Ammoniumchlorid;
NHS-Rhodamin, N-Hydroxysuccinimidyl-Rhodamin;
RNA, Ribonukleinsaure; RT-PCR, Reverse-Trans-
kriptase-Polymerasekettenreaktion; SATA, N-Succi-
nimidyl-S-acetylthioacetat; SDS-PAGE, Natriumdo-
decylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese;  Sul-
fo-LC-SPDP, Sulfosuccinimidyl-6-[3-(2-pyridyl-
dithio)propionamid]hexanoat; Sulfo-NHS-Biotin, Sul-
fosuccinimidobiotin; Sulfo-SMCC, Sulfosuccinimi-
dyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclo-hexan-1-carboxylat.
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Chemikalien

[0052] cDNA-Zykluskits wurden von Invitrogen (San
Diego, CA) bezogen. Tag-Polymerase wurde von
Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, CT) bezogen. Circum-
Vent™-Kits wurden von New England Biolabs (Bever-
ly, MA) bezogen. Radionuklide und radioaktive Che-
mikalien wurden von DuPont/NEN (Boston, MA) be-
zogen. HBSS und DMEM wurden von GIBCO/Life
Technologies (Gaithersburg, MD) bezogen. RPMI
1640 wurde von Cellgro (Herndon, VA) bezogen.
L-Glutamin wurde von Cellgro bezogen. Prote-
in-A-Sepharose wurde von Pharmacia Biotech (Pis-
cataway, NJ) bezogen. Streptavidin-Meerretichpero-
xidase, Sulfo-LC-SPDP, Sulfo-NHS-Biotin, Sulfo-SM-
CC, SATA und immobilisiertes Ficin wurde von Pierce
(Rockford, IL) bezogen. Balb/c-Mausen wurden von
den Charles River Laboratories (Wilmington, MA) be-
zogen. ECL-Kits wurden von Amersham (Arlington
Heights, IL) bezogen. Plasmin, AvidChrom-Protein A,
Protein-G-Sepharose, BSA, Choleratoxin-B-Unterei-
nheit, Anti-hGH-Antikérper und alle anderen Chemi-
kalien wurden von Sigma (St. Louis, MO) bezogen.

Beispiel 1: Expression von FcRn-mRNA in menschli-
chen intestinalen epithelialen Primarzellen und Zellli-
nien.

[0053] Die Gesamt-RNA wurde aus adulten
menschlichen Enterocyten durch im Stand der Tech-
nik gut bekannte Standardmethoden (Sambrock et
al., ibid.) extrahiert. Ein Mikrogramm RNA von jedem
Zelltyp wurde als Matrize verwendet, um das cD-
NA-Substrat fir die Reverse-Transkriptase-Polyme-
rasekettenreaktion (RT-PCR) unter Verwendung ei-
nes cDNA-Zyklus-Kits (Invitrogen, San Diego, CA)
herzustellen. DreilRig PCR-Zyklen wurden an der
cDNA unter Verwendung von Taqg-Polymerase (Per-
kin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) nach Herstelleranwei-
sungen unter Verwendung der Primer TGCTGGG-
CTGTGAACTG und CGCTTTTAGCAGTCGGAA
durchgefihrt. Die PCR-Zyklusbedingungen waren:
Denaturierung bei 94°C fir eine Minute, Anlagerung
bei 55°C fir zwei Minuten und Verlangerung bei 72°C
fur drei Minuten. Die Amplifikationsprodukte wurden
durch Gelelektrophorese auf einem 1,5% Agarosegel
aufgetrennt und durch Ethidiumbromidfarbung sicht-
bar gemacht, was die Anwesenheit des erwarteten
etwa 800 Basenpaare groRen Amplifikationsproduk-
tes in allen Proben mit Ausnahme der adulten Epi-
thelzellen des Dickdarms zeigte. Um die Identitat des
RT-PCR-Amplifikationsproduktes zu bestatigen, wur-
de die DNA-Bande aus dem Agarosegel ausge-
schnitten, in pCR Il (Invitrogen, San Diego, CA) sub-
kloniert und unter Verwendung eines Prism™-Farb-
stoff-Desoxy-Terminator-Zyklus-Sequenzierungskits
(Applied Biosystems, Foster City, CA) unter Verwen-
dung von Primern von sowohl der Vektor- als auch
der Human-FcRn-Sequenz sequenziert. Die Reakti-
onsprodukte wurden mit einem Sequenzierer von Ap-

plied Biosystems analysiert. Die Sequenz der Ampli-
fikationsprodukte passte exakt zu der FcRn-Gense-
quenz, was die Identitat des exprimierten Gens be-
statigte.

Beispiel 2: Detektion von FcRn-mRNA durch Nort-
hern-Blot

[0054] Um die Expression von FcRn in menschli-
chen Darmepithelzellen und Zelllinien zu bestatigen,
wurde ein Northern Blot unter Verwendung der wie in
Beispiel 1 beschrieben aus adulten menschlichen
Enterozyten hergestellten RNA-Proben und von zwei
menschlichen vom Enddarm stammenden Adeno-
karzinom-Zelllinien, Caco-2 und HT-29, hergestellt.
Die RNA-Proben wurden durch Formaldehyd/Agaro-
segel-Elektrophorese aufgetrennt und durch Stan-
dardverfahren (Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY 1989) auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Die Membran wurde unter Verwendung
einer **P-radiomarkierten Sonde von 120 Basenpaa-
ren von der 3'-untranslatierten Region von FcRn
durch Standardverfahren sondiert. Autoradiogramme
des Northern-Blots zeigten die Anwesenheit des
1,5-Kilobasen-hFcRn-Transkripts in den Enterozyten
und beiden Zelllinien. Die Expression von FcRn in
menschlichen adulten Darmepithelzellen und Zelllini-
en wurde somit durch zwei verschiedene Verfahren
der RNA-Detektion demonstriert.

Beispiel 3: Markierung und Immunprazipitation des
MHC-Klasse-I-verwandten Fc-Rezeptors (FcRn) von
Darmepithelzellen

[0055] Die Expression von FcRn in menschlichen
Darmepithelzellen wurde durch Immunprazipitation
des Proteins bestatigt. Caco-2-Zellen wurden meta-
bolisch unter Verwendung von 32S-Methionin (DuP-
ont/NEN, Boston, MA) markiert, und Proteine wurden
durch im Stand der Technik gut bekannte Verfahren
extrahiert (Harlow und Lane, Antibodies: A Laborato-
ry Manual). Ein an Protein-A-Sepharose gebundenes
fur die schwere Kette des Ratten-MHC-Klasse-I-ver-
wandten FcR spezifisches Antiserum vom Kaninchen
wurde verwendet, um FcRn aus den Zellextrakten
unter Verwendung von Standardverfahren einer Im-
munprazipitation zu unterwerfen (FcRn kann durch
gut etablierte Verfahren gereinigt werden, Simister
und Rees 1985, European J. Immunology 15: 733-8,
und verwendet werden, um Ratten zu immunisieren,
mit anschlieBender Sammlung von Serum, Harlow
und Lane, oben). Immunprazipitate wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie
visualisiert. Ein FcRn-Protein von 48 Kilodalton wur-
de beobachtet, was die Expression auf dem RNA-Ni-
veau bestatigte.
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Beispiel 4: Expression von FcRn-Protein auf der Zel-
loberflache von menschlichen Darmepithelzellen

[0056] Etwa 3 x 10" HT-29 Darmepithelzellen wur-
den mittels nichtenzymatischer Verfahren von Zell-
kulturplatten abgeldst und vier Mal mit eiskalter ge-
pufferter Salzlésung nach Hanks, die kein Kalzium
oder Magnesium enthielt, (HBSS-, GIBCO/Life Tech-
nologies, Gaithersburg, MD) gewaschen. Um die Zel-
loberflachenproteine zu markieren, wurden die gewa-
schenen Zellen zweimal fiir 20 Minuten mit 1,5 ml 0,5
mg/ml Sulfo-NHS-Biotin (Pierce, Rockford, IL) in
DMSO inkubiert. Die markierten Zellen wurden finf
Mal mit 50 mM NH,CI gewaschen, 20 Minuten mit 10
ml RPMI 1640 (Cellgro, Herndon, VA), enthaltend 1
mM L-Glutamin (Mediatech, Washington, DC), inku-
biert und vier Mal mit HBSS-gewaschen. Die Zellen
wurden lysiert, dann tber Nacht mit Protein-A-Se-
pharose-Perlen (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)
unter Verwendung von im Stand der Technik gut be-
kannten Standardtechniken vorgereinigt. SDS und
Desoxycholsdure (DOC) wurden zu den Uberstan-
den zu Endkonzentrationen von 0,1% bzw. 0,5% zu-
gegeben. Die Lysate wurden vorgereinigt mit norma-
lem Kaninchenserum und durch im Stand der Technik
gut bekannte Techniken mit polyklonalem Antikérper
gegen Ratten-MHC-Klasse-I-verwandtem FcR aus
Kaninchen immunprazipitiert. Die Immunprazipitate
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitro-
cellulosemembranen Ubertragen. Die Nitrocellulose-
membran wurde fir die Inkubation mit 1:10.000 ver-
dinnter Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Pierce,
Rockford, IL) nach Herstellerempfehlungen aufberei-
tet. Die Membran wurde dann fiir die Detektion von
gebundener Meerrettichperoxidase unter Verwen-
dung eines ECL-Kits (Amersham, Arlington Heights,
IL) aufbereitet. Durch Spaltung des chemilumineszie-
renden Substrates emittiertes Licht wurde durch Ex-
position der Membran gegentber lichtempfindlichem
Film detektiert. Die Filmexpositionen zeigten, dass
FcRn auf der Oberflache von HT-29-Darmepithelzel-
len exprimiert wurde.

Beispiel 5: Funktionelle Aktivitat von menschlichem
FcRn auf der Zelloberflache von Darmepithelzellen

[0057] Um zu zeigen, dass der auf der Zelloberfla-
che von Darmepithelzellen exprimierte FcRn funkti-
onstlichtig war, wurden Caco-2-Zellen und menschli-
che adulte jejunale Darmepithelzellen (IECs) auf ihre
Fahigkeit getestet, das Fc-Fragment eines Antikor-
pers zu binden. Caco-2-Zellen und jejunale IECs wur-
den auf MikrozentrifugengefaRe aufgeteilt (2 x 10°
Zellen pro Gefaf) und bei 2000 UPM fir 2-3 Minuten
bei 4°C niedergeschlagen. Die Zellniederschlage
wurden einmal in DMEM, enthaltend 20 mM HEPES,
pH 6,0 oder pH 8,0, bei 4°C gewaschen und in 0,2 ml
des gleichen Mediums resuspendiert. Die Zellsus-
pensionen wurden fur den Assay in 12-Napf-Platten
Ubertragen. '°|-Fc-Fragment (200 ng/ml, 4 x 10° M)

in DMEM, enthaltend 20 mM HEPES, 1, 0 mM Kl und
0, 1% Fischgelatine, pH 6,0 oder 8,0, mit oder ohne
0,5 mg/ml unmarkiertes Human-IgG (3,3 x 10° M),
wurden zu jedem Napf zugegeben. Die Zellen konn-
ten flr zwei Stunden bei 37°C in einer befeuchteten
5% CO,-Atmosphére IgG oder Fc binden. Die Zellen
wurden in Mikrozentrifugengefal3e transferiert und
bei 2000 UPM fir 2-3 Minuten bei 4°C niederge-
schlagen. Ungebundenes '*°|-Fc wurde durch einma-
liges Waschen des Zellniederschlags mit kaltem
DMEM, enthaltend 20 mM HEPES, pH 6,0 oder pH
8,0, bei 4°C entfernt. Die Zellen wurden in 0,5 ml 0,1
M NaOH zersetzt und die erhaltene Ldsung wurde in
SzintillationsgefaRe transferiert. '°l wurde unter Ver-
wendung eines CliniGamma-1272-Gamma-Zahlers
(LKB Wallac, Pscataway, NJ) quantifiziert. Sowohl
die Caco-2-Zellen als auch die menschlichen adulten
Jejunum-IECs banden '?°| spezifisch bei pH 6, 0, je-
doch nicht bei pH 8, 0, was eine funktionelle pH-ab-
hangige Bindung zeigt, wie sie fur neonatalen Rat-
ten-FcRn und klonierten menschlichen FcRn gezeigt
wurde (Story et al., J. Exp. Med. 180: 2377-2381; De-
zember 1994).

Beispiel 6: Zubereitung von menschlichem Immun-
globulin G

[0058] Nichtspezifisches gereinigtes Immunglobulin
G von Mensch, Maus, Ratte, Ziege, Schwein, Kuh
und anderen Arten kann von kommerziellen Anbie-
tern wie Sigma Chemical Co., Pierce Chemical, Hy-
Clone Laboratories, ICN Biomedicals und Organon
Teknika-Cappel bezogen werden.

[0059] Immunglobulin G kann auch durch Ammoni-
umsulfat-Prazipitation von Blut-Serum isoliert wer-
den. Das Proteinprazipitat wird durch lonenaus-
tauschchromatographie oder Gelfiltrationschromato-
graphie weiter fraktioniert, um im Wesentlichen gerei-
nigtes nichtspezifisches 1gG zu isolieren. Mit
nichtspezifischem IgG ist gemeint, dass innerhalb
der Antikérperpopulation oder des Antikérperpools
keine einzelne Spezifitdt dominant ist.

[0060] Immunglobulin G kann auch aus Blutserum
durch Adsorption an Protein A, das an einen festen
Trager wie beispielsweise Protein-A-Sepharose
(Pharmacia), AvidChrom-Protein A (Sigma) oder Pro-
tein-G-Sepharose geheftet ist, gereinigt werden. An-
dere Verfahren zur Aufreinigung von IgG sind dem
Fachmann gut bekannt und kénnen fir die Zwecke
der Isolierung nichtspezifischen IgGs eingesetzt wer-
den.

Beispiel 7: Herstellung von menschlichem Immunglo-
bulin-G-Fc-Fragment

[0061] Zur Herstellung des Fc-Fragments von
menschlichem IgG wurde 1gG, wie es in Beispiel 6
isoliert wurde, nach vom Hersteller empfohlenem
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Protokoll einem Verdau mit immobilisiertem Papain
(Pierce) unterzogen. Andere Proteasen, die IgG ver-
dauen, um intakte Fc-Fragmente herzustellen, die an
Fc-Rezeptoren binden, z.B. Plasmin (Sigma) oder
immobilisiertes Ficin (Pierce), sind dem Fachmann
bekannt und kénnen verwendet werden, um Fc-Frag-
mente herzustellen. Das verdaute Immunglobulin
wird dann mit einer Affinitdtsmatrix wie beispielswei-
se Protein-A-Sepharose oder Protein-G-Sepharose
inkubiert. Nichtbindende Bereiche von IgG werden
von der Affinitadtsmatrix durch ausgiebiges Waschen
in Satz- oder Saulenformat eluiert. FC-Fragmente
von IgG werden dann durch Zugabe eines Puffers,
der mit der Fc-Adsorptionsmittelbindung inkompati-
bel ist, eluiert. Andere bei der Aufreinigung von
Fc-Fragmenten wirksame Methoden kénnen eben-
falls eingesetzt werden.

Beispiel 8: Konjugation von Verbindungen an
menschliche Immunglobulin-Fc-Fragmente

[0062] Um Verbindungen Uber die FcRn-Transport-
mechanismen zuzufihren, kénnen solche Verbin-
dungen an vollstandiges IgG oder Fc-Fragmente ge-
koppelt werden. Die Chemie der Quervernetzung
und wirksame Reagenzien fur solche Zwecke sind im
Stand der Technik gut bekannt. Die Art des zur Kon-
jugierung des vollstandigen 19G oder Fc-Fragments
verwendeten Quervernetzungsreagenzes und die
zuzufihrende Verbindung sind durch die Erfindung
nicht begrenzt. Jedes Quervernetzungsmittel kann
verwendet werden, vorausgesetzt, dass a) die Aktivi-
tat der Verbindung erhalten bleibt, und b) die Bindung
des Fc-Teils des Konjugats durch den FcRn nicht
nachteilig beeinflusst wird.

[0063] Ein Beispiel einer wirksamen
Ein-Schritt-Quervernetzung von Fc und einer Verbin-
dung ist die Oxidation von Fc mit Natriumperiodat in
Natriumphosphatpuffer fir 30 Minuten bei Raumtem-
peratur, gefolgt von einer Inkubation tber Nacht bei
4°C mit der zu konjugierenden Verbindung. Die Kon-
jugation kann auch vorgenommen werden durch De-
rivatisierung sowohl der Verbindung als auch des
Fc-Fragments mit Sulfosuccinimidyl-6-[3-(2-pyridyl-
dithio)propioanamid]hexanoat (Sulfo-LC-SPDP,
Pierce) fur 18 Stunden bei Raumtemperatur. Die
Konjugate kdnnen auch hergestellt werden durch De-
rivatisierung von Fc-Fragmenten mit Sulfosuccinimi-
dyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat

(Sulfo-SMCC, Pierce) und die mit Fc zu konjugieren-
de Verbindung wird mit N-Succinimidyl-S-acetylthioa-
cetat (SATA) thioliert. Die derivatisierten Verbindun-
gen werden von Quervernetzer gereinigt und bei
Raumtemperatur fir eine Stunde zusammenge-
bracht, um die Quervernetzung zu ermdglichen. An-
dere Quervernetzungsreagenzien, umfassend funkti-
onelle Aldehyd-, Imid-, Cyano-, Halogen-, Carboxyl-,
aktivierte Carboxyl-, Anhydrid- und Maleimid-Grup-
pen, sind dem Fachmann bekannt und kénnen eben-

falls fur die Konjugation von Verbindungen an
Fc-Fragmente verwendet werden. Die Wahl des
Quervernetzungsmittels hangt nattrlich von der Art
der Verbindung ab, die an Fc gebunden werden soll.
Die oben beschriebenen Quervernetzungsreagenzi-
en sind wirksam flr Protein-Protein-Konjugationen.
Wenn die zu konjugierende Verbindung ein Kohlen-
hydrat ist oder einen Kohlenhydratrest aufweist, sind
heterobifunktionelle Quervernetzungsreagenzien wie
beispielsweise ABH, M,C,H, MPBH und PDPH niitz-
lich fur die Konjugation mit einem proteinartigen
FcRn-Bindungsmolekil (Pierce Chemical Co., Rock-
ford, IL). Ein weiteres Verfahren zur Konjugierung
von Proteinen und Kohlenhydraten wurde von Bru-
meanu et al. offenbart worden (Genetic Engineering
News, October 1, 1995, 5. 16). Wenn die zu konjugie-
rende Verbindung ein Lipid ist oder einen Lipidrest
aufweist, der als Konjugationsstelle fir das
FcRn-Bindungsmolekil geeignet ist, dann kénnen
Quervernetzer wie SPDP, SMPB und Derivate davon
verwendet werden (Pierce Chemical Co., Rockford,
IL). Es ist auch mdglich, jedes zuzuflihrende Molekill
durch nichtkovalente Mittel zu konjugieren. Ein ge-
eigneter Weg fur die Erlangung einer nichtkovalenten
Konjugation besteht darin, Antikérper gegen die zu-
zufihrende Verbindung, beispielsweise monoklonale
Antikdrper, durch im Stand der Technik gut bekannte
Techniken zu erzeugen und einen monoklonalen An-
tikdrper auszuwahlen, der die richtige Fc-Region und
die gewulnschten antigenbindenden Eigenschaften
aufweist. Das zuzufihrende Antigen wird dann zu-
nachst an den monoklonalen Antikérpertrager ge-
bunden. Bei all den obigen Quervernetzungsreaktio-
nen ist es wichtig, die derivatisierten Verbindungen
von Quervernetzungsreagenz zu reinigen. Es ist
auch wichtig, das endgultige Konjugat im Wesentli-
chen von unkonjugierten Reaktanten zu reinigen. Die
Aufreinigung kann bewirkt werden durch Affinitats-,
Gelfiltration oder lonenaustauschchromatographie,
basierend auf den Eigenschaften einer der Kompo-
nenten. Ein besonders bevorzugtes Verfahren ist ein
anfanglicher Affinitéatsreinigungsschritt unter Verwen-
dung von Protein-A-Sepharose, um Fc- und Fc-Ver-
bindungskonjugate zu erhalten, gefolgt von Gelfiltra-
tion oder lonenaustauschchromatographie auf Basis
der Masse, Grofe oder Ladung des Fc-Konjugates.
Der anfangliche Schritt des Reinigungsschemas
stellt sicher, dass das Konjugat an FcRn bindet, was
ein wesentliches Erfordernis der Erfindung ist.

Beispiel 9: IgG-erleichterte Zufuhr von Fremd-Anti-
gen Uber die Darmepithelbarriere

[0064] Um die Fahigkeit von Fc-Bindungspart-
ner-Antigenkonjugaten zu testen, ber Epithelbarrie-
ren transportiert zu werden, werden Fremd-Antigene
zur Verabreichung an Mause an IgG-Molekile konju-
giert. Ein geeignetes Fremd-Antigen ist der Fluores-
zenzfarbstoff Rhodamin, da er in gefrorenen Semi-
dinnschnitten von Darmepithel sichtbar gemacht
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werden kann. Rhodamin wird durch Inkubation mit
Succinyl-Rhodamin (Molecular Probes, Eugene, OR)
nach Herstellerempfehlungen kovalent mit nichtspe-
zifischem Maus-IgG, hergestellt wie in Beispiel 6 be-
schrieben, Choleratoxin-B-Untereinheit (Sigma) und
Ovalbumin (Sigma) verknupft. Das IgG-Rhoda-
min-Konjugat wird durch Protein-G-Sepharose-Affini-
tatschromatographie gereinigt. Nach Dialyse zur Ent-
fernung von unkonjugiertem Succinyl-Rhodamin wer-
den Choleratoxin-B(CT-B)-Rhodamin- und Ovalbu-
min-Rhodamin-Konjugate durch Gelfiltrationen oder
lonenaustauschchromatographie aufgereinigt. Frak-
tionen des Eluats werden durch Feststellung der Flu-
oreszenz auf Anwesenheit von Konjugaten unter-
sucht. Die funktionelle Bindung der IgG- und
CT-B-Untereinheit-Konjugate kann durch Bindung an
FcRn bzw. Gangliosid GM1 getestet werden. Chole-
ratoxin-B-Rhodamin und Ovalbumin-Rhodamin die-
nen als Positiv- bzw. Negativkontrollen.

[0065] Durch intragastrische Verabreichung in Ge-
genwart von 75 Mikromol NaHCO, und 20 mg/ml So-
jabohnen-Trypsin-Inhibitor zur Hemmung des Ab-
baus im Magen wurden Balb/c-Mausen 0,2 Nanomol
der oben beschriebenen drei Rhodamin-Konjugate
verabreicht, mit oder ohne 0,2 Nanomol unmarkier-
tem Choleratoxin als unspezifisches Adjuvans. Nach
6 Stunden wurden die Mause getotet und der Darm
wurde entfernt, gefroren und fiir die Anfertigung von
Semidunnschnitten aufbereitet. Schnitte des Darme-
pithels werden auf einem Fluoreszenzmikroskop be-
leuchtet und auf intrazellulare Fluoreszenz unter-
sucht. Die Anwesenheit von Fluoreszenz in Darmepi-
thelzellen von mit IgG-Rhodamin gefiitterten Mausen
zeigt, dass die IgG-Konjugate tatsachlich in api-
kal-basolateraler Richtung tber die Darmepithelbarri-
ere transportiert werden. FcRn ist in der Lage, Immu-
nogene als Konjugate mit FcRn-Bindungspartner zu
transportieren.

Beispiel 10: Immunantwort der Maus-Mukosa auf
oral zugefuhrtes Antigen-lgG-Konjugat tber
FcRn-vermittelte Transzytose

[0066] Transgene Mause, die fir die Deletion von
B,-Mikroglobulin (eine kritische Komponente der
Fc-Rezeptor-Funktion) homozygot waren, und ihre
normalen Wildtyp-Wurfgeféahrten werden fir Untersu-
chungen zur Erzeugung einer mukosalen Immunant-
wort verwendet. Wenn Rhodamin-IgG durch Bindung
an Fc-Rezeptoren der apikalen Membran eine muko-
sale Immunantwort auslést, sollte eine positive Im-
munantwort in den Wildtyp-, nicht jedoch in den
B,-Mikroglobulin-"Knockout"-Mausen gefunden wer-
den. Im Gegensatz dazu sollte Rhodamin-Cholerato-
xin-B-Untereinheit (CT-B) eine positive Immunant-
wort sowohl in den Wildtyp- als auch den "Knock-
out"-Mausen auslésen, da eine Transzytose von
CT-B uber die epitheliale Barriere nicht von der Bin-
dung an die Fc-Rezeptoren der apikalen Membran

abhangt. Rhodamin-Ovalbumin tritt nicht in Transzy-
tose-Vesikel ein (kann jedoch durch Flussigpha-
sen-Endozytose in Darmepithelien eintreten) und
sollte in keiner der Mause eine Immunantwort auslo6-
sen.

[0067] Drei Gruppen von Wildtyp- und B,-Mikroglo-
bulin-Knockout-Mausen wurden oral mit den in Bei-
spiel 9 beschriebenen drei Rhodamin-Konjugaten im-
munisiert. Parallelversuche werden unter Zugabe
von 0,2 Nanomol Choleratoxin als unspezifisches
Adjuvans durchgefiihrt. Aquimolare Mengen des
Rhodamin-Konjugates werden intragastrisch verab-
reicht. Die Mause werden durch dieses Verfahren alle
zehn Tage insgesamt drei Mal "immunisiert". Zwei
Wochen nach der dritten oralen Immunisierung wer-
den die Mause getétet und die Rhodamin-spezifische
Immunantwort wird durch ELISA an Darmsekreten
und Serum mittels Standardverfahren festgestellt.
Anti-Rhodamin-Serum-Immunglobuline sind in den
mit Rhodamin-Konjugaten von CT-B und IgG gefut-
terten Wildtyp-Mausen am augenfalligsten. Knock-
out-Mause, denen f,-Mikroglobulin fehlte, erzeugen
eine mukosale Immunantwort gegen Rhoda-
min-CT-B, nicht jedoch gegen Rhodamin-IgG, was
zeigt, dass die Rezeptor-vermittelte Transzytose eine
wesentliche Rolle bei der mukosalen Immunantwort
spielt. Das Kontroll-Rhodamin-Ovalbumin-Konjugat
I6st in den Wildtyp- oder den B,-Mikroglobulin-Knock-
out-Mausen eine geringe oder gar keine Immunant-
wort aus.

Patentanspriiche

1. Pharmazeutische Zubereitung fir die Verab-
reichung an eine Epithelbarriere eines Patienten fir
die Zufuhrung eines Molekils Uber die Epithelbarrie-
re, umfassend ein Konjugat eines FcRn-Bindungs-
partners, der an das Molekl gekoppelt ist, wobei der
FcRn-Bindungspartner in dem Konjugat menschli-
ches FcRn bindet und wobei die Zubereitung als Kap-
sel, Tablette, Elixier oder Sirup fur die Zufihrung an
eine menschliche Epithelbarriere formuliert ist.

2. Pharmazeutische Zubereitung flir die Verab-
reichung an eine Epithelbarriere eines Patienten fir
die Zufuhrung eines Molekils Uber die Epithelbarrie-
re, umfassend ein Konjugat eines FcRn-Bindungs-
partners, der an das Molekl gekoppelt ist, wobei der
FcRn-Bindungspartner in dem Konjugat menschli-
ches FcRn bindet und wobei die Zubereitung als Ae-
rosol fur die Zufuhrung an eine menschliche Epithel-
barriere formuliert ist.

3. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
1 oder Anspruch 2, wobei das Molekil ein Antigen
oder ein therapeutisches Mittel ist.

4. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
1 oder Anspruch 2, wobei das Molekul ein Zytokin ist.
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5. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
4, wobei das Zytokin ein Interleukin, ein Wachstums-
faktor, ein Interferon oder ein Tumornekrosefaktor ist.

6. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
5, wobei das Zytokin Alphainterferon ist.

7. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
5, wobei das Zytokin Betainterferon ist.

8. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
4, wobei das Zytokin Erythropoietin ist.

9. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch
1 oder Anspruch 2, wobei das Molekdl ein fiir einen
Tumor kennzeichnendes Antigen ist.

10. Pharmazeutische Zubereitung nach An-
spruch 1 oder Anspruch 2, wobei das Molekdl ein fir
einen Krankheitserreger kennzeichnendes Antigen
ist.

11. Pharmazeutische Zubereitung nach An-
spruch 1 oder Anspruch 2, wobei das Molekdl ein fir
ein Allergen kennzeichnendes Antigen ist.

12. Pharmazeutische Zubereitung nach An-
spruch 1 oder Anspruch 2, wobei das Molekdl ein fir
eine Autoimmunkrankheit kennzeichnendes Antigen
ist.

13. Pharmazeutische Zubereitung nach einem
der Anspriche 1 bis 12, wobei der FcRn-Bindungs-
partner ein nichtspezifisches IgG oder ein FcRn-Bin-
dungsfragment von IgG ist.

14. Pharmazeutische Zubereitung nach einem
der Anspriche 1 bis 12, wobei der FcRn-Bindungs-
partner ein Fc-Fragment von IgG ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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