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(57) Abstract

The drug for improving the reaction of the ovary and the production of ova and embryos in domestic mammals in connec-
tion with biotechnological embryo transfer is characterized in that it consists of inhibin-neutralizing antibodies or of said antibod-
ies in combination with hormones which promote superovulations, which are directed against animal and human, natural or rec-
ombinant inhibin or its subunits, fragments and derivatives, and can neutralize the biological activity of the inhibin produced in
the gonads and thereby bring about, within one reproductive cycle, multiple follicle growth and multiple follicle ripening up to
multiple ovulation by passive immunization, and by its alternative embodiment and by a process for producing it.

(57) Zusammenfassung

Das Arzneimittel zur Verbesserung der Ovarreaktionen und der Eizell- und Embryonen-Produktion bei Haussdugetieren in
Verbindung mit biotechnologischem Embryonentransfer ist dadurch gekennzeichnet, dass dieses aus Inhibin-neutralisierenden
Antikdrpern oder aus solchen in Verbindung mit Superovulationen férdernden Hormonen besteht, die gegen tierartlich und hu-
manes, natiirlich vorkommendes oder rekombinantes Inhibin oder seinen Untereinheiten, Fragmenten, Derivate, gerichtet sind
und die biologische Aktivitit des in den Gonaden gebildeten Inhibins aufheben konnen und dadurch innerhalb eines Fortpflan-
zungszyklus multiples Follikelwachstum und multiple Follikelreifung bis zur Mehrfachovulation durch passive Immunisierung
bewirken, und durch seine alternative Ausgestaltung und durch ein Verfahren zu seiner Applikation.
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" Arzneimittel zur Verbesserung der
Ovarreaktionen und der Eizel- und Embryonen-Produktion bei Haussduge-

—tieren in Verhindung mit hiotechnologichem Embryonentransfer"

1 Es ist bekannt fiur Siugetiere, die innerhalb

eines Fortpflanzungszyklus in der Regel
natirlicherweise nur eine befruchtete
Eizelle produzieren (monotoke Tierarten),
5 eine Steigerung der Produktion von
Eizellen und daraus von Embryonen durch
Einsatz von Gonadotropinen, wie beispiels-

weise HCG, HMG, PMSG, FSH, LH und/oder

GnRH, das die Freisetzung von Gonado-
10 tropinen aus der Hypophyse steuert, zu

bewirken.

Es ist dadurch méglich, hintereiander
eine Serie von befruchtungsfidhigen Eizellen
zu produzieren und diese nach der Be-
15 fruchtung als Embryonen zu gewinnen und
auf Empfédngertiere zu transferieren.
Diese Stimulationsmethode zur Erzielung
von Superovulationen hat den Nachteil,
dass diese nur durch Uberdosierung von
20 gonadotropen Hormonen erreicht werden kann.
Aufgrund der endogenen Gegenregulation
gegen Mehrfachovulationen besonders bei
monotoken Hauss3ugetierarten resultieren
aus solchen bekannten Stimulationsmethoden
25 unbefriedigende Ovarreaktionen, insbesondere
hinsichtlich der starken zwischen- und
innerartlichen und individuellen Variabi-
litdt, sowie der daraus resultierenden
Anzahl qualitativ hochwertiger Embryonen.
30 Ein durch Uberdosierung insbesondere von
Gonadotropinen bedingter, erheblicher
Mehrverbrauch von Oogenien und Oozyten

fuhrt zu einer Verminderung der potentiellen

Lebensproduktionsleistung eines Spendertieres,
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1 Ein solcher starker Eingriff in die
endogen endokrine Regulation von
Follikulogenese, Follikelreifung und in
die Ovulationsprozesse fihren zu

5 tempordren und auch zu bleibenden
Folgeschdden der Reproduktionsleistung

von Spendertieren.

Diese Nachteile nach dem Stand der
Technik werden durch das Arzneimittel

10 der Erfindung vermieden.

Soweit nach dem Stand der Technik
als Inhibin wirkende Stoffe einge-
setzt wurden, erfolgte diese Verwendung
als aktive Immunisierung oder zur

15 Untersuchung der Auswirkungen auf

physiologische Reproduktionsparameter.

Soweit nach dem Stand der Technik
als Inhibin- neutralisierenden Anti-
kérper wirkende Stoffe eingesetzt

20 wurden, erfolgte diese Verwendung
zum diagnostischen Nachweis und zur
Erzielung einer Profertilitdts-
wirkung bei individuellen, weiblichen
Sdugetieren.

25 Fertilitdt bezeichnet die Fihigkeit
zur Fortpflanzung eines Individuums
und die Kapazitdt des Individuums,
eine bestimmte Anzahl lebender Nach-
kommen je Fortpflanzungsperiode

30 hervorzubringen.

Eine Einsetzung zur Herbeifihrung von
Superovulation ist dagegen keine

Fruchtbarkeits- fodrdernde Massnahme.
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Gegenstand der Erfindung ist ein
Arneimittel zur Verbesserung der
Ovarreaktionen und der Eizell- und
Embryonen- Produktion bei Haussduge-
tieren in Verbindung mit biotechnolo-

gischem Embryonentransfer.

Es ist die Aufgabe des Arzneimittels der
Erfindung durch gezielten Eingriff in die
zentrale endogene endokrine Regulation
des Ovulationsraten- Kontrollsystems

die Superovulation einzuleiten und
dadurch eine universellere Methode zur
Superovulationsstimulation fdr ver-
schiedene Haussidugetierarten zu ent-
wickeln.

Weiter ist es die Aufgabe der Erfindung
konstantere Ovarreaktionen und einen
hoheren Anteil transfertauglicher, quali-
tativ hochwertiger Embryonen zu erzielen
und dadurch die Wirtschaftlichkeit des

Embryotransfers bei Haussdugetieren
zu steigern.

Die Lodsung der Aufgabe der Erfindung
ist im kennzeichnenden Teil des

Patentanspruches ] definiert.

Das Arzneimittel der Erfindung ist
alternativ und bevorzugt in den Unter-

anspriichen definiert.
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Das Arzneimittel der Erfindung ist
dadurch gekennzeichnet,
dass dieses aus Inhibin- neutralisierenden

Antikorpern besteht, die gegen tierartlich

unterschiedliches und humanes, nattrlich

vorkommendes oder rekombinates (synthetisches)

Inhibin oder seiner Untereinheiten, oder
seiner Fragmente oder seiner Derivate
gerichtet sind, und welche die biologische
Aktivitdt des in Gonaden gebildeten
Inhibins aufheben kénnen und dadurch
innerhalb eines Fortpflanzungszyklus
multiples Follikelwachstum und multiple
Follikelreifung bis zur Mehrfachovulation
( Superovulation ) bei Haussdugetieren
durch Immunisierung bewirken.

Weiter ist das Arzneimittel der Erfin-
dung durch eine andere, unabhidngige
Losung gekennzeichnet.Diese ist

dadurch gekennzeichnet, dass dieses

aus Iphibin- neutralisierenden
Antikérpern in Verbindung mit
Mehrfachovulationen(Superovulatiomn)
fordernden Hormonen, vorzugsweise

mit Gonadotropinen und/ oder

mit GnRH (Gonadotropin-Releasing-
Hormon, und / oder mit Antidstrogenen
in Form von synthetischen Wirkstoffen

oder Antikérpern, vorzugsweise Glomiphen,
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1 oder Tamoxifen, und/oder mit Anti-
androgenen in Form von synthetischen
Wirkstoffen oder Antikérpern, vorzugs-
weise gegen Androsteron, Testosteron,

5 Dihydrotestosteron, besteht dass gegen
tierartlich unterschiedliches, '
und humanes, nattrlich vorkommendes ,
oder rekombinantes (synthetisches)
Inhibin oder seiner Untereinheiten,

10 oder seiner Fragmente oder seiner
Derivate gerichtet ist,und welches
die biologische Aktivitidt des
in Gonaden gebildeten Inhibins
aufheben kann und dadurch innerhalb

15 eines Fortpflanzungszyklus multiples
Follikelwachstum und multiple
Follikelreifung bis zur Super-

ovulation durch Immunisierung
bewirkt .

20 Das Arzneimittel der Erfindung ist
dadurch alternativ und bevorzugt
gekennzeichnet, dass dieses aus
spezifischen, die biologische
Aktivitdt von Inhibin im lebende

25 Organismus peutralisierenden, poly-
klonalen oder monoklonalen Anti-

kdrpern (Antiserum) besteht.
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Das Arzneimittel der Erfindung ist

auch dadurch alternativ und bevorzugt
gekennzeichnet, dass dieses aus
Antikérpern gegen nattirlich vorkémmende
oder rekombinante Inhibine oder deren
Untereinheiten, oder deren Fragmenten,
oder deren Derivaten besteht und deren
vollgtandiges MolekUl ein Clykoprotein
darst:11t, die vorzugsweise als Heterodimer
aus zwei unterschiedlichen, durch Di-
Sulfidbriucken verbundenen, Untereinheiten
(gvund B ) bestehen und deren Molekular-
gewicht 5 bis 120 kDalton (kDa) betrigt
und die selektiv die FSH- Sekretion

unterdricken,

Das Arzneimittel der Erfindung ist
auch dadurch alternativ und bevor-
zugt gekennzeichnet, dass dieses

in flussiger Phase, vorzugsweise
durch intravendése und/ oder durch
subkutane und/ oder durch intramus-

kuldre Applikation angewendet wird.

Das Arzneimittel der Erfindung ist
auch durch ein Verfahren zu

seiner Verwendung alternativ

und bevorzugt gekennzeichnet.

Dieses Verfahren ist dadurch gekenzeichnet,

dass die Applikation als mehrma-
lige Injektion in definierten
Zeitabstdnden, vorzugsweise von
12 oder 24 Stunden,tber mehrere,
aufeinander folgende Tage,
vorzugsweise von 3,5 bis 5 Tagen,

erfolgt.
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Dieses Verfahren ist auch
dadurch alternativ und bevorzugt
gekennzeichnet, dass

die Applikation in der mittleren
Lutealphase, vorzugsweise am

7, bis 11, Zyklustag, erfolgt.

Weiter ist das Verfahren der
Erfindung dadurch gekennzeichnet,
dass die Applikation in gleicher
oder absteigender Dosierung mit
je 2 gleichen, aufeinander fol-

genden Mengen erfolgt.

Die folgenden Autoren beschreiben die
Charakterisierung eines Inhibin

( Antigen ) fur die Tierart Rind.
Robertson,D.M, et all,Molecular

and cellular Endocrinology, 44 (1986)
271-277.

Forage,R.G.,et all.Proc.Natl.Acad Sci.
USA (1986) 3091-3095.

Es wird die Isolierung und Charakte-
risierung durch Klonierung und
Sequenzanalyse von DNA, die fur

die Untereinheiten von Inhibin

aus boviner Follikelflﬂssigkeit

(bFF) kodieren, beschrieben.

Es wurde die 31 kDa- Form des Inhibins
durch Einfithrung eines PH- 4,75~ Prazi-

bpitationsschrittes in die beschriebene
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Reinigungsmethode fir das 58 kDa-
Inhibin aus bFF erzeugt. Dieses ist
daher ein Spaltungsprodukt von 58 kDa-

Inhibin.

Das Arzneimittel der Erfindung versteht
unter Antikdérpern solche, welche die
biologische Aktivitidt der in Gonaden
produzierten Inhibine im Tier neutrali-

sieren und dadurch wirkungslos machen.

Miyamoto K. et all beschreiben in
Biochemical and Biophysical Research
communications,Vol.l36,No.3 (1986),

1103 - 1109 Inhibin- Antikérper fur

die Tierart Rind. Dies sind monoclonale
Antikorper gegen das bFF 32 kDa- Inhibin
aus boviner Follikelfliissigkeit.

Monoclonale Antikodrper sind gegen
bFF 32 kDa- Inhibin unter Anwendung
von Hybridisierungstechnik in Miusen
(Stamm Balb/c) bekannt.

Ein bestimmter Antikérper, Typ 256 H,
erkennt spezifisch die bovine 20 kDa
(/Untereinheit) und 13 kDa (B- Unter-
einheit) von bovinem 32 kDa- Inhibin.
Dieser weist im Vergleich zu anderen
Antikoérpern eine strikte Spezifitit
fur die bovine 20 kDa- Untereinheit

auf.
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1 Das Arzneimittel der Erfindung nach
Anspruch 1 ist vorteilhaft bei der
Tierart Pferd geeignet wegen der
fehlenden Ansprechbarkeit dieser

5 Tierart auf Gonadotropin- Priparate.

Das Arzneimittel nach Anspruch 2
ist bei den meisten Haussiugetieren

beztiglich der Ovarreaktionen tiberlegen.

Die Verwendung des Arzneimittels der
10 Erfindung nach Anspruch 2 wird

beispielsweise wie folgt beschrieben.

Es wird die Wirkung der Kombination
von Inhibin- neutralisierenden Anti-
kdrpern (Antiserum) in Verbindung

15 mit Superovulationen fdrderden Hormonen
( Gonadotropin ) nachgewiesen.
Es stehen 15 Rinder der Rasse " Deutsche
Schwarzbunte " mit etwa 75% " Holstein-

Frisian - Einkreuzung in den Alters-
20 klassen 17,5 bis 25 Monate und mit den
Gewichtsklassen von etwa 350 bis 410 kg
aus einem landwirtschaftlichen Betrieb
zur Verfiigung.
Diese Rinder wurden vorsynchronisiert
25 mit 2- maliger Injektion von_ je
500 pg Chloprosterol der Handelsmarke

" Estrumate , Handelsprodukt der
Coopers Tierarzneimittel GmbH, DE-

3006 Burgwedel.
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Die Injektionen erfolgten im Abstand
von 11 Tagen. Danach wurden die Rinder
nach dem Zufallsprinzip einer von 2
Gruppen zugeteilt.

Die Rinder befanden sich zu Beginn der
Behandlung am 9. Zyklustag.

Es wurde den Rindern der Gruppe I,
Kontrollgruppe,mit n = 8 Rindern,

eine Gesamtdosis von 23,8 mg

NIH~ FSH- Standart- Aquivalent ( National
Institute of Health- FSH) in 12-stiindigem
Abstand tiber 3,5 Tage in absteigender
Dosierung mit 4,2 / 4,2/ 3,5 / 3,5 /

2,8 / 2,8 / 2,8 mg FSH- Aquivalent appliziert.
Es wurde zusdtzlich zur 6. und 7.
Injektion je 500 pe Chloprostenol zur
Einleitung der Luteolyse verabreicht.
Unter Chloprostenol wird das wasser-
losiche Natriumsalz verstanden.

Die kilnstliche Besamung erfolgte 36,

48, 60, 72 Stunden nach Einleiten der
Luteolyse mit tiefgefrorenem Sperma

eines einzigen Bullen.

Den Rindern der Gruppe II mit n = 7
Rindern wurde zusdtzlich zu der vor-
stehend beschriebenen Behandlung zugleich
mit den FSH- Injektionen je 20 ml

eines mit 4 Schafen gepoolten Anti-
serums gegen Inhibin S- Antiserum

i.v. injiziert.
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1 Zur Erzeugung dieses Serums wurden
4 Schafbocke mit einer gereinigten
Prdparation von Inhibin aus boviner
Follikelfltissigkeit, bFF, die auf einem
5 Schlachthof von Rindern gewonnen wurde,
aktiv immunisiert.
Die Rinder, aus deren Ovarien die

Follikelfliissigkeit gewonnen wurde,

sind vorher mit PMSG zur Erhséhung der
10 Inhibin- Konzentration in der bFF

behandelt worden.

Die Schafbdcke wurden zundchst mit

je 2,5 mg Protein einer gereinigten

Inhibin- Prdparation, geldst in 2,0
15 ml einer 0,9 %-igen NaCl- Losung und

mit 2,0 ml kompletten Freundschen

Adjuvanz grundimmunisiert.

Die Boosterunigen erfolgten.am 20,

und 50. Tag nach der Grundimmunisierung
20 mit je 2,0 und 1,8 mg Protein, geldst in

2,0 ml 0,9 %-igen NaCl- L6ésung und

mit 2,0 ml inkomplettem Freundschem

Ad juvanz.

Die Serumgewinnung erfolgte am 7. und
25 10. Tag nach der 2. Boosterung. Das

Antiserum der 4 Schafbdcke wurde zu

je gleichen Volumenteilen gepoolt

und fraktioniert, 150 ml, und bei

- 20% gelagert.
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Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Behandlung: Eizellen / Embryonen

Komponenten n Cl +/- total

Folltropin
23,8 mg 8 10,5 5,88 7,9

Folltropin

23,8 mg + 7 14,1 3,29 9,6
S- Antikorper

gegen Inhibin

Behandlung: Eizellen/Embryonen

Komponenten +/- befruchtet +/-% (rapsfer-

tauglich +/- %

Folltropin 4,76 5,1 3,27 66 3,8 - 3,06 48

23,8 mg

Folltropin 2,64 8,6 2,46 90 8,3 2,21 g¢
23,8 mg -
S- Antikérpe~

gegen Inhibin

Die Zahlenwert%\i}nd mit den mittleren
Abweichungen (''n - 1 ) angegeben als
Durchschnittswerte, die sich aus dem
arithmetrischen Mittel der Summe der

Einzelwerte der Tiere ergeben.
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1 Folltropin ist eine aus Hyperphysenzellen
von Schlachtschweinen gewonnenen Gonado-

tropin- Prédparation mit geringem LH- Anteil.

Es wurden verwendet: Folltropin, Handels-
5 produkt der Vetrepharm Inc., London, Ontario.

Vertrieb fur DE: Praemix GmbH, Mannheim,.
Es bedeuten in der Tabelle:

D = Anzahl der Versuchstiere,

Gl = Gelbkodrper, ermittelt durch

10 rektale Palpation,als Merkmal
der Anzahl erfolgter Ovulationen.
total = Anzahl aller gewonnenen Eizellen,
unbefruchtet und der Embryonen,
% = auf " total " bezogene Zahlenwerte,
15 Superovulation - fdrderndes Hormon =

Folltropin, Handelsprodukt.

ERSATZBLATT



WO 91/10449

10

15

20

25

PCT/EP91/00004

- 14 -

Die Behandlung mit Folltropin in der Gruppe I,
Kontrollgruppe zeigt eine durchschhittliche
Gewinnung von 7,9 Embryonen und Eizellen

pro Finzelltier. Der Anteil befruchteter
Embryonen betrigt 66 % (5,1) und der Anteil

an transfertauglichen Embryonen 48 % (3,8).

Das Arzneimittel der Erfindung mit der
Kombination von Antikérpern und Gonado-
tropinen fihrt zu einer unerwarteten und
erheblichen Steigerung der Gewinnung von
Eizellen und Embryonen auf 9,6 und des
Anteiles der befruchteten Embryonen auf

90 % (8,6) und der transfertauglichen
Embryonen auf 86 % (8,3).

Wenn eine durchschnittliche Trédchtigkeits-
rate aus Embryonentransfer von 60 %
zugrunde gelegt wird, dann konnen aus 3,8
transfertauglichen Embryonen, Gruppe I,

in der Praxis im Durchschnitt 2,3 Trédchtig-

keiten erwartet werden.

Die mit dem Arzneimittel der Erfindung erzeug-
ten 8,3 transfertauglichen Embryonen fihren
dagegen unerwvartet zu einer Steigerung

auf zu erwartende 5,0 Tridchtigkeiten.

bas Arzneimittel der Erfindung fuhrt also tber-
raschend zu einer Verdoppelung der Anzahl an
Nachkommen eines Spendertieres gegeniiber dem

Stand der Technik.
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1 Ein weiterer, praktischer Versuch wurde
unter ghnlichen Bedingungen iﬁ einem anderen
Betrieb mit Rindern durchgefdhrt.

Es standen 7 Rinder der gleichen Rasse in

5 den Altersklassen von etwa 16 bis 19
Monaten und in den Gewichtsklassen von
etwa 320 bis 360 kg zur Verflugung.

Die Synchronisierung, sowie die weitere
Behandlung der Rinder erfolgte wie im

10 ersten Versuch.

Die Rinder in Gruppe I, Komtrollgruppe mit
n = 3, wurden abweichend von Versuch 1

mit einer Gesamtdosis von 16,9 mg NIH-FSH~
Standart- Aquivalent , Folltropin, in ‘

15 gleicher Weise behandelt. Die Einzeldosie-
rungen betrugen 3,15 / 3,15 / 2,45 /] 2,45/
1,9 / 1,9 mg fur die jeweilige Injektion.

Den Rinder in Gruppe II, Versuchsgruppe mit
n = 4 Rindern,wurden zusdtzlich zur Behand-
20 lung der Kontrollgruppe I zeitgleich mit
den FSU- Injektionen je 15 ml eines von 6
Kaninchen gepoolten Antiserums gegen fnhibin
i.v. injiziert,.
Die Erzeugung des Kaninchen- Antiserums,
25 K- Antiserum, gegen Inhibin erfolgte analog

zur, bei den Schafbscken, angewandten Methode.

ERSATZBLATT



WO 91/10449 PCT/EP91/00004

- 16 -

"Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:
Behandlung: Eizellen/ Embryonen

Komponenten g Cl +/- total

Folltropin 3 14,7 4,9 5,3
16,9 mg

Folltropin 4 17,0 1,4 11,8
16,9 mg +

K- Antiserum

gegen Inhibin

Eizellen/Embryonen

+/~ befruchtet +/- % {ransfer- +/- %

Kompbnenten

tauglich
Folltropin 4,2 4,0 3,6 /5 2,0 2,0 38
16,9 mg
Folltropin 2,2 10,3 1,3 87 6,5 1,9 63
16,9 mg +

K- Antiserum

gegen Inhibin
Das Arzneimittel der Erfindung mit der Kombination

von Antikérpern und Gonadotropinen fiihrt auch

in diesem Versuch zu einer erheblichen Steigerung

ERSATZBLATT

*



WO 91/10449 PCT/EP91/00004

- 17 -

1 der durchschnittlich gewonnenen Eizellen und
Embryonen von 5,3 auf 11,8, sowie einer erheb-
lichen Steigerung des Anteiles befruchteter
Embryonen von 75 % (4,0) auf 87 % (10,3)

5 und der transfertauglichen Embryonen von
38 % (2,0) auf 63 % (6,5).

Bei einer erzielbaren Tridchtigkeitsrate von
60 % aus Embryonentransfer kdnnen aus 2,0
transfertauglichen Embryonen durchschnittlich

10 1,2 Trdchtigkeiten erwartet werden.

Die Anwendung des Arzneimittels der Erfindung
fihrt dagegen mit 6,5 transfertauglichen
Embryonen pro Spendertier zu einer

Steigerung auf 3,9 zu erwartende Trdchtigkeiten.

15
Es wird damit das Ergebnis des ersten Versuches

unabhdngig bestdtigt. Dieses Ergebnis ist
tiberraschend.

Die Versuche wurden vom Erfinder durchgefdhrt.
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1 Es kann auch noch folgendes, liberraschende
Ergebnis aus den Versuchen festgestellt
werden:

In beiden Versuchen ist die mittlere

5 Abweichung der Einzelwerte vom Mittel-
wert (Durchschnittswert) bei héheren
Absolutwerten aller untersuchten Para-
meter in den mit dem Arzneimittel der
Erfindung behandelten Gruppen erheblich

10 geringer als in den Kontrollgruppen.

Eine Verbesserung der Stimmulation erfolgt
insbesondere auch durch konstantere
Ovarreaktionen des Arzneimittels der

Erfindung.

15 Der Einsatz von Inhibin neutralisierenden
Antikérpern erfolgt nach dem Stand der
Technik durch Einzelinjektion am 2.oder
am 8. Zyklustag.

Dies bestdtigen die folgenden Veréffent-

20 lichungen:

J.H.M. Wrathall et all, Journal of
Endocrinology (1990) 124,167-176.
Siehe Seite 169,rechte Spalte, unter

" Experiment 2", Zeile 7 - 9:"Qn day 2".

25 G.E.Mann et all, , l.c., (1989) 123,
383-391. Siehe Seite 385, linke Spalte, unter
" Immunization experiment", Zeile 15:

" On day 8 of the luteal phase".

ERSATZBLATT
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1 Das Arzneimittel der Erfindung wird
dagegen wie folgt appliziert:
Es erfolgen mehrmalige Injektionen in
definierten Zeitabstinden, vorzugsweise

5 in 12 oder 24 Stunden uber mehrere, aufein-
ander folgende Tage, vorzugsweise zwischen
3,5 und 4 Tagen.
Die Behandlung erfolgt im allgemeinen am
optimalsten in der Lutealphase, vorzugs-

10 weise vom 7. bis ll. Zyklustag. In diesenm
Intervall tritt auf den Ovarien eine
neue Welle wachsender Follikel auf.
Ein 4hnliches Behandlungsschema wird beim
Embryonentransfer bei der Behandlung mit

15 Gonadotropin angewendet.

Das Arzneimittel der Erfindung bietet

den technischen Vorteil einer gesteigerten

Produktion von qualitativ hochwertigen,

transfertauglichen Embryonen pro Spulung
20 eines Spendertieres bei erheblich konstan-

teren Ovarreaktionen.

Die dadurch erhshte Produktion an wert-
vollen Nachkommen bewirkt eine erhebliche
Steigerung der Wirtschaftlichkeit von

25 Embryonentransfer- Programmen, ET-Pro-

grammen), insbesondere bei Rindern.
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Das Arzneimittel der Erfindung bietet

1
den weiteren Vorteil, dass seine Anwen-
dung auch bei solchen Tierarten
méglich ist, die bisher nicht oder

5 nur mit geringem Erfolg stimuliert

werden konnen, insbesondere bei Stuten.
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Patentanspriche

1 L. Arzneimittel zur Verbesserung der Ovar-
reaktionen und der Eizell- und Embryonen-
Produktion bei Haussdugetieren in Ver-
bindung mit biotechnologischem

5 Embryotransfer, dadurch gekennzeichnet,
dass dieses aus Inhibin- neutralisierenden

Antikérpern besteht, die gegen tierartlich

unterschiedliches und humanes, nattrlich

vorkommendes oder rekombinates (syntetisches)

10 Inhibin oder seiner Untereinheiten, oder
seiner Fragmente oder seiner Derivate
gerichtet sind, und welche die biologische
Aktivitdt des in Gonaden gebildeten
Inhibins aufheben kénnen und dadurch

15 innerhalb eines Fortpflanzungszyklus
multiples Follikelwachstum und multiple
Follikelreifung bis zur Mehrfachovulation
( Superovulation ) bei Haussidugetieren

durch Immunisierung bewirken.
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Arzneimittel zur Verbesserung der
Ovarreaktionen und der Eizell-
und Embryonen- Produktion bei

Haussdugetieren in Verbindung mit

o

biotechnogischem Embryonentransfer,

in Abinderung von Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass dieses
aus Iphibin- neutralisierenden
Antikoérpern in Verbindung mit
Mehrfachovulationen(Superovulation)
foérdernden Hormonen, vorzugsweise

mit Gonadotropinen und/ oder

mit GnRH (Gonadotropin-Releasing-
Hormon, und / oder mit Antidstrogenen
in Form von synthetischen Wirkstoffen
oder Antikérpern, vorzugsweise Glomiphen,
oder Tamoxifen, und/oder mit Anti-
androgenen in Form vén synthetischen

Wirkstoffe oder Antikérpern, vorzugs-

weise gegen Androsteron, Testosteron,Dihydro-

testoteron, besteht, dass gegen

tierartlich unterschiedliches,

und humanes, natirlich vorkommendes ,
oder rekombinantes (synthetisches)
Inhibin oder seiner Untereinheiten,
oder seiner Fragmenﬁe oder seiner
Derivate gerichtet ist,und welches
die biologische Aktivitdt des

in Gonaden gebildeten Inhibins
aufheben kann und dadurch innerhalb
eines Fortpflanzungszyklus multiples
Follikelwachstum und multiple
Follikelreifung bis zur Super-
ovulation durch Immunisierung

bewirkt. .
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Arzneimittel nach den Ansprichen

1 und 2, dadurch gekennzeichnet,
dass dieses aus spezifischen, die
biologische Aktivitat von Inhibin
im lebenden Organismus neutralisjie-~
renden, polyklonalen oder mono-
klonalen Antikdrpern besteht.

. Arzneimittel nach den Ansprichen 1 und 2,

dadurch gekennzeichnet, dass dieses aus
Antikorpern gegen natirlich vorkommende
oder rekombinante Inhibine oder deren
Untereinheiten, oder deren Fragmenten,
oder deren Derivaten besteht und deren
vollstdndiges Molekil ein Glykoprotein
darst:11t, die vorzugsweise als Heterodimer
aus zwei unterschiedlichen, durch Di-
Sulfidbrtcken verbundenen, Untereinheiten
(Arund B ) bestehen und deren Molekular-
gewicht 5 bis 120 kDalton (kDa) betrigt
und die selextiv die FSH- Sekretion
unterdricken.

.Arzneimittel nach den Ansprlchen 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet, dass dieses in flussiger
Phase, vorzugsweise durch intravendse
und/oder subkutane und/oder intramuskulir

Applikation angewendet wird.
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Verfahren zur Verwendung des
Arzneimittels nach den Anspriichen
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Applikation als mehrma-
lige Injektion in definierten
Zeitabstdnden, vorzugsweise von
12 oder 24 Stunden,iber mehrere,
aufeinander folgende Tage,
vorzugsweise von 3,5 bis 5 Tagen,

erfolgt.

Verfahren zur Verwendung des
Arzneimittels nach Anspruch 6,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Applikation in der mittleren
Lutealphase, vorzugsweise am

7. bis 11. Zyklustag, erfolgt.
Verfahren zur Verwendung des
Arzneimittels nach den Anspriichen
6 und 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die Applikation in gleicher
oder absteigender Dosierung mit je
2 gleichen, aufeinander folgenden

Mengen erfolgt.

ERSATZBLATT
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Kennzeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der maRgeblichen Teile

Betr. Anspruch Nr,

A

P,X
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US, A, 4864019 (W.W. VALE et al.)
5. September 1989
siehe Anspriiche 1-9; Spalte 15, Zeilen 3-32
Biological Abstracts, Band 82, Nr. 10, 1986,
(Philadelphia, PA, US),
L.J. Cummins et al.: "Increase in ovulation
rate after immunization of Merino cuves with
a fraction of bovine follicular fluid
containing inhibin activity",
siehe Seite AB-1026, Zusammenfassung 97579,
& J. Reprod. Fertil., 77(2): 365-372, 1986

Chemical Abstracts, Band 112, Nr. 15,
9. April 1990, (Columbus, Ohio, US),
M. Mizumachi et al.: "Superovulation of ewes
immunized against the human recombinant
inhibin alpha-subunit associated with
increased pre- and postovulatory follicle-
stimulating hormone levels",
siehe Seite 89, Zusammenfassung 132566e,
& Endocrinology (Baltimore) 1990, 126(2),
1058-63

Chemical Abstracts, Band 112, Nr. 9,
26. Februar 1990, (Columbus, Ohio, US),
J.H.M. Wrathall et al.: "Inhibin immuno-
neutralization by antibodies raised against
synthetic peptide sequences of inhibin alpha
subunit: effects on gonadotropin concentrations
and ovulation rate in sheep",
siehe Seite 106, Zusammenfassung 70202x,

& J. Endocrinol. 1990, 124(1), 167-76
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1,3-5

1,3-5

1,3-5
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WEITERE ANGABEN ZU BLATT 2

unvollstdndig

V. X BEMERKUNGEN ZU DEN ANSPRUCHEN, DIE SICH ALS N#2=T/JRECHERCHIERBAR ERWIESEN HABEN'

Gemal Artikel 17 Absatz 2 Buchstabe a sind bestimmte Anspriiche aus folgenden Griinden nicht Gegenstand der internationalen
Recherche gewesen:

1. E Anspriiche Nr. ..... 8 . . ., weil sie sich auf Gegenstande beziehen, die zu recherchieren die Behdrde nicht verpflichtet ist, ndmlich
Sehe PCT Regel 39.1(iv): Verfahren zur chirugischen oder
therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen
Korpers sowie Diagnostizierverfahren

2. D AnspricheNr......... ., weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen
so wenig entsprechen, daf eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

3. [:I Anspriiche Nr. ........., weil sie abhéngige Anspriiche und nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a} PCT abgefaRt sind.

Vl.m BEMERKUNGEN BE! MANGELNDER EINHEITLICHKEIT DER ERFINDUNG2

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestelit, daBl diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. I___I Da der Anmeider alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der internationale
Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche der internationalen Anmeidung.

2. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatziichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der interna-
tionale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche der internationalen Anmeldung, fiir die Gebiihren gezahit worden sind, namlich

3. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recherchen-
bericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwdhnte Erfindung; sie ist in folgenden Anspriichen erfait:

4, D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche eine Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine zu-
sitziiche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehdrde eine solche Gebiihr nicht verlangt.

Bemerkung hinsichtlich eines Widerspruchs

Die zusitzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.
D Die Zahiung zusatzlicher Gebiihren erfoigte ohne Widerspruch.
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