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(57) Abstract: The invention relates to antibodies or an antigen-binding fragment thereof, wherein the antibody or the antigen-fragment
binds to an antigen of the bacterium Candidatus Savagella and (i) inhibits the adhesion of the bacterium to intestinal epithelial cells,
preferably human intestinal epithelial cells, and/or (ii) depletes the bacterium. The invention additionally provides a medicament com-
prising the antibody according to the invention or an antigen-binding fragment thereof or comprising an antibody which is produced
using the method according to the invention. The invention additionally relates to a kit comprising an antibody according to the inven-
tion or an antigen-binding fragment thereof for reducing the Th17 cell proliferation, Th17 cell differentiation, or Th17 cell activity and/
or inhibiting the formation of antibodies against endogenous antigens by means of B cells. The kit according to the invention optionally
contains an antibiotic. The invention additionally relates to a method for producing an antibody according to the invention, having
the steps of: a) immunizing chickens using an immunogenic peptide from an antigen of the bacterium Candidatus Savagella; and b)
obtaining and purifying the antibodies formed in the chickens or in an egg laid by said chickens. The invention finally relates to a
method for producing a medicament according to the invention, having the steps of; a) producing an antibody according to the invention
or an anti-binding fragment thereof; and b) formulating the antibody or an antigen-binding fragment thereof as a medicament.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon, wobei der An-
tikérper oder das antigen-bindende Fragment an ein Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella bindet und (i) die Anhaftung des
Bakteriums an Darmepithelzellen, vorzugsweise humane Darmepithelzellen, inhibiert, und/oder (ii) das Bakterium depletiert. Die Er-
findung stellt ferner ein Arzneimittel zur Verfiigung, umfassend den erfindungsgemifen Antikérper oder ein antigen-bindendes Frag-
ment davon oder umfassend einen Antikérper, der durch das erfindungsgeméfhe Verfahren hergestellt ist. Des Weiteren betrifft die
Erfindung ein Kit umfassend einen erfindungsgemifien Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon zur Reduktion der
Th17 Zellproliferation, Th17 Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitit, und/oder Hemmung der Bildung von Antik6rpern gegen kor-
pereigene Antigene durch B Zellen. Optional enthilt das erfindungsgeméfe Kit ein Antibiotikum. Auflerdem stellt die Erfindung ein
Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemifien Antikérpers zur Verfiigung, wobei das Verfahren umfasst: a) Immunisierung von
Hithnern mit einem immunogenen Peptid aus einem Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella; und b) Gewinnung und Aufreini-
gung der in den Hithnern oder in einem von diesen Hithnern gelegten Ei gebildeten Antikérper. SchlieBlich betrifft die Erfindung ein
Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgeméifien Arzneimittels, umfassend: a) Herstellung eines erfindungsgeméfen Antikérpers
oder eines antigen-bindenden Fragments davon; und b) Formulierung des Antikdrpers oder eines antigen-bindenden Fragments davon
als Arzneimittel.

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Behandlung von Immunerkrankungen durch die antikorpervermittelte Neutralisierung
spezifischer Darmbakterien

Die vorliegende Erfindung betrifft die Behandlung von Immunerkrankungen sowie weiterer
Erkrankungen durch die antikorpervermittelte Neutralisierung spezifischer Darmbakterien.
Insbesondere betrifft die Erfindung Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon,
wobei der Antikorper oder das antigen-bindende Fragment an ein Antigen des Bakteriums
Candidatus Savagella bindet und (i) die Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen,
vorzugsweise humane Darmepithelzellen, inhibiert, und/oder (ii) das Bakterium depletiert. Die
Erfindung stellt ferner ein Arzneimittel zur Verfiigung, umfassend den erfindungsgemifBlen
Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon, oder umfassend einen Antikorper, der
durch das erfindungsgemifle Verfahren hergestellt ist. Des Weiteren betrifft die Erfindung ein
Kit umfassend einen erfindungsgemafBen Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon
zur Reduktion der Th17 Zellproliferation, Th17 Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitit,
und/oder Hemmung der Bildung von Antikérpern gegen korpereigene Antigene durch B Zellen.
Optional enthilt das erfindungsgeméfBe Kit ein Antibiotikum. Aulerdem stellt die Erfindung ein
Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgeméfen Antikérpers zur Verfiigung, wobei das
Verfahren umfasst: a) Immunisierung von Hithnern mit einem immunogenen Peptid aus einem
Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella; und b) Gewinnung und Aufreinigung der in den
Hiihnern oder in einem von diesen Hiihnern gelegten Ei gebildeten Antikorper. SchlieBlich
betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemiflen Arzneimittels,
umfassend: a) Herstellung eines erfindungsgeméifen Antikorpers oder eines antigen-bindenden
Fragments davon; und b) Formulierung des Antikérpers oder eines antigen-bindenden Fragments

davon als Arzneimittel.

Jeder Mensch beherbergt mehr als 100 Trillionen Bakterien, die in ihrer Gesamtheit als
Mikrobiom bezeichnet werden. Die meisten dieser Bakterien besiedeln den Darm und nutzen
dem Menschen bei der Verdauung von Pflanzenfasern, der Bereitstellung von Vitaminen und der
Verdringung von schidlichen Mikroorganismen. Fiir das menschliche Immunsystem stellt diese
Symbiose eine tédgliche Belastungsprobe dar: Lediglich ecine einschichtige Barriere aus
Epithelzellen trennt den Menschen von seinem Mikrobiom. Die Immunzellen der Darmwand
miissen stindig zwischen Toleranz gegeniiber niitzlichen und Abwehr gegeniiber schidlichen

Bakterien entscheiden. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Zusammensetzung des
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Mikrobioms einen direkten und signifikanten Einfluss auf das Immunsystem und somit auf die
Gesundheit des Menschen hat [1].

In den vergangen Jahrzenten ist in allen Industrielindern ein deutlicher Anstieg von
immunvermittelten Erkrankungen zu verzeichnen. Dazu gehdren unter anderem die hdufigen
Diagnosen Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus Typ 1 und
multiple Sklerose, aber auch atopische Erkrankungen, wie Neurodermitis und allergisches
Asthma. Die Geschwindigkeit mit der diese Erkrankungen zunchmen ist so schnell, dass
genetische Verdnderungen nicht ursdchlich sein konnen. Beispielsweise stieg die Hiufigkeit des
allergischen Asthmas in den USA zwischen 1980 und 1994 um 75%, wihrend im selben
Zeitraum die Haufigkeit in Entwicklungsldndern unverindert blieb [6]. Es dringt sich die Frage
auf, welcher Umwelteinfluss diesen rasanten Anstieg immunvermittelter Erkrankungen erklaren
kann. Méglicherweise bedingen verdnderte Erndhrungsgewohnheiten, vor allem die vermehrte
Aufnahme von Salz, Fett, Zucker und pestizid- und antibiotika-belasteten Nahrungsmitteln, aber
auch das Fehlen von immunmodulierenden, parasitischen Darmwiirmern eine gestorte
Homdostase zwischen Mikrobiom und Immunsystem (Dysbiose). Weitere Ursachen fiir eine
Dysbiose kénnen in einer verdnderten Darmkolonialisierung nach der Geburt, zum Beispiel nach
Kaiserschnitt, und durch eine gesteigerte Hygiene im Lebensumfeld liegen. Das menschliche
Mikrobiom hat jedoch einen erheblichen Einfluss auf die Auspriagung von Immunreaktionen [1].
Bestimmte Bakterien, die per se nichtpathologisch wirken, koénnen trotzdem einen
immunregulatorischen oder immunstimulierenden Einfluss haben. Die Beeinflussung des
Mikrobioms mit dem Ziel der therapeutischen Immunmodulation stellt daher Inzidenz
ausgewdéhlter Immunerkrankungen [7] einen interessanten Therapicansatz flir zahlreiche
soziookonomisch-relevante Erkrankungen dar. Bisherige Anséitze wie probiotische [8],
préibiotische [9] und antibiotische [10] Therapien sind zwar teilweise erfolgreich, aber zu

unspezifisch, um die gewilinschten immunologischen Effekt zu erreichen.

Ein fadenféormiges Bakterium mit dem Namen Candidatus Savagella (Englisch ,segmented
filamentous bacteria®, SFB) weist eine besonders interessante Interaktion mit seinem Wirt auf:
Im Sauglingsalter ist es wesentlich an der Entstechung und Reifung des Immunsystems beteiligt,
in spateren Lebensabschnitten stimuliert es bestimmte Effektorzellen des erworbenen
Immunsystems, die Th17 Zellen, dic wiederum schiadliche Darmbakterien bekdmpfen kénnen.
Dieselben Immunzellen sind jedoch auch fiir die Entstchung und Progression von
immunvermittelten Erkrankungen wie Autoimmunerkrankungen und Atopien verantwortlich.
Tatsdchlich weisen Versuchstiere ohne SFB Besiedelung deutlich geringere Symptome in
Tiermodellen der rheumatoiden Arthritis, multiplen Sklerose und des allergischen Asthmas auf
[2-4].

Das Bakterium Candidatus Savagella (SFB) erzeugt eine andauernde physiologische

Entziindungsreaktion in der Darmschleimhaut, die insgesamt zu einer Stirkung der
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Immunabwehr gegen pathologische Darmkeime fiihrt. Dieses evolutionédr konservierte Konzept
kann im UbermaB (z.B. bei einer Dysbiose) schidlich sein und zu immunvermittelten
Erkrankungen im tibrigen Korper fihren [1]. Dieser Zusammenhang ist in den letzten Jahren
vermehrt grundlagenwissenschaftlich aufgegriffen und hochrangig publiziert worden [2; 3; 11-
13].

US 2012/276149 beschreibt die Applikation von SFB, um die Immunkompetenz gegeniiber

Darminfektionen zu stiarken.

WO 2011/047153 beschreibt eine Modulation der Th17 Immunantwort unter anderem durch die

Beeinflussung der Adhédrenz und Proliferation von SFB.
Ein konkretes therapeutisches Konzept ist bisher jedoch nicht beschrieben.

Als der vorliegenden FErfindung zugrunde liegende technische Aufgabe kann daher die

Bereitstellung eines solchen Therapicansatzes angesehen werden.

Die technische Aufgabe wird durch die in den Anspriichen und nachfolgend beschriebenen

Ausfiihrungsformen gelost.

Die Erfindung betrifft somit einen Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon,
wobei der Antikorper oder das antigen-bindende Fragment an ein Antigen des Bakteriums
Candidatus Savagella bindet und (i) die Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen,
vorzugsweise humane Darmepithelzellen, inhibiert und/oder (ii) das Bakterium depletiert.
Bevorzugt bindet der Antikérper oder das antigen-bindende Fragment an ein Antigen des
Bakteriums Candidatus Savagella und inhibiert die Anhaftung des Bakteriums an

Darmepithelzellen, vorzugsweise humane Darmepithelzellen, und depletiert das Bakterium.

Ein erfindungsgeméBer Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon bindet spezifisch
an e¢in Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella (Englisch ,segmented filamentous

bacteria®, SFB), vorzugsweise an ein Bakterienwandprotein.

Das Antigen ist hierbei so gewéhlt, dass die Bindung des erfindungsgemiflen Antikorpers oder
des antigen-bindenden Fragments davon die Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen
inhibiert oder das Bakterium depletiert. Die Bindung des erfindungsgeméfen Antikérpers oder
des antigen-bindenden Fragments davon an das Antigen kann auch die Proliferation des
Bakteriums inhibieren. Umfasst im Sinne der Erfindung sind auch Kombinationen dieser
Mechanismen. Beispiclsweise kann das Antigen dergestalt ausgewdhlt sein, dass der
erfindungsgemifle Antikérper das Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella bindet und die

Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen inhibiert und das Bakterium depletiert.
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Alternativ kann das Antigen so gewihlt sein, dass der erfindungsgeméfBe Antikérper das Antigen
des Bakteriums Candidatus Savagella bindet und die Anhaftung des Bakteriums an
Darmepithelzellen inhibiert und die Proliferation des Bakteriums inhibiert. Aulerdem umfasst ist
cine Kombination aller dreier Mechanismen, so dass das Antigen so bestimmt ist, dass der
erfindungsgeméfle der Antikérper oder das antigen-bindende Fragment an das Antigen des
Bakteriums Candidatus Savagella bindet und die Anhaftung des Bakteriums an
Darmepithelzellen inhibiert, die Proliferation des Bakteriums inhibiert, und das Bakterium
depletiert.

In einer am Fraunhofer IZI und ITEM durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass die
Besiedelungsdichte von SFB durch eine orale Antikérperbehandlung reduziert werden kann, und
dass diese spezifische Korrektur des Mikrobioms zu einer Immuntoleranz im Rahmen
immunvermittelter Erkrankungen fiihrt. Die SFB-spezifischen Antikérper wurden aus den Eiern
von mit SFB-Proteinen immunisierten Hilhnern gewonnen; diese Methode erlaubt die schnelle
und sehr kostengiinstige Generierung von bindungsstarken Antikérpern, die dariiber hinaus eine

besondere Saurestabilitidt aufweisen und somit gut fiir eine orale Behandlung geeignet sind [5].

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Konzept ist in Figur 1 illustriert:
Fadenformige Candidatus Savagella Bakterien (,,segmented filamentous bacteria®, SFB)
besiedeln die Darmwand und aktivieren tber dendritische Zellen Thl7 Zellen, die zur
Autoimmunitdt und Atopie beitragen. Zuerst werden geeignete Bakterienwandproteine des
genannten Bakteriums identifiziert, synthetisiert und in Hiihner injiziert. Die Hiihner bilden
hochspezifische, neutralisierende anti-SFB Antikorper, die aus den Eiern isoliert werden kénnen
und fiir die orale Antikdrpertherapie zur Verfiigung stehen. Eine Reduktion der SFB Keimzahl
im Darm kann zu einer Reduktion der Th17 Effektorzellaktivitidt und somit zur Immuntoleranz
fithren.

Eine spezifische Neutralisierung von SFB mit oral applizierten Antikérpern hat den groflen
Vorteil, dass es praktisch nicht zu einem Ubertritt der Antikérper in die Zirkulation kommt und
somit hidufige Nebenwirkungen einer Antikorpertherapie vermieden werden koénnen, oder
Nebenwirkungen wie sie etwa bei Dexamethason fiir die allergische Atemwegserkrankung
beobachtet werden. Beispiele fiir die erfolgreiche orale Nutzung von Antikérpern fiir die
Reduktion darmpathogener Viren [14], Pilze [15] und Bakterien [16; 17] sind bereits
beschrieben. Orale Antikérpertherapien mit dem Ziel der Immunmodulation sind bisher jedoch
nur mit dem direkten Ziel Immunsystem durchgefiihrt worden. Ein erfolgreiches Beispiel hierfiir
ist die Nutzung von Antikorpern gegen das T Zell Oberflachenprotein CD3 ([18]; US 7,883,703
B2).

Ein wesentlicher Vorteil dieser Erfindung ist der Einsatz therapeutischer IgY Antikorper aus den

Fiern von immunisierten Hihnern. Diese Methode bietet zahlreiche Vorteile: Neben einer sehr
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kostengtinstigen Herstellung koénnen die Antikérper schnell und in groen Mengen produziert
werden. 1gY sind sdurebestindiger als IgG und sind daher besonders gut fiir die orale
Applikation geeignet. Ein Huhn kann pro Jahr bis zu 30 g reinen Antikérper produzieren, der
zudem eine hohe Bindungsstirke aufweist. SchlieBlich weisen IgY eine andere Fc Region auf als
Saugetier 1gG; es kommt daher nicht zu Nebenwirkungen wegen eciner Aktivierung des

Empfanger-Komplementsystems [5].

In einem ,,proof-of-concept* Experiment konnte bereits nachgewiesen werden, dass die orale
Gabe von anti-SFB 1gY Antikoérpern zu einer deutlichen Reduktion der SFB Ausscheidung - als
Korrelat der intestinalen SFB Besiedelung - fiihrt. Hinweise fiir die therapeutische Relevanz
dieser Mikrobiomverdnderung wurde schlieBlich im Tiermodell der allergischen
Atemwegserkrankung beobachtet (Fraunhofer ITEM): Die Reduktion der intestinalen SFB
Besiedlung fiihrte zu einer Abschwichung der Entziindungszellinfiltration in die Lunge, in einem

vergleichbaren Malle wie das Standardtherapeutikum Dexamethason.

Eine 1gY antikérpervermittelte Inhibierung des Bakteriums Candidatus Savagella (SFB) kann
einen direkten Einfluss auf immunvermittelte Erkrankungen haben. Immunerkrankungen wie
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis und allergisches Asthma werden hierbei wesentlich von
der Aktivitit von Th17 Immunzellen bestimmt. Aber auch andere, durch dic Th17 Aktivitét
bestimmte Immunerkrankungen oder onkologische Erkrankungen kénnen durch eine Depletion

von SFB vorbeugend bzw. therapeutisch behandelt werden.

Der Finsatz dieser lgY Antikorper ist denkbar als Medikament zur Vorbeugung bzw. Therapie
immunvermittelter Erkrankungen, insbesondere Th17 abhingiger Erkrankungen. Hierbei soll es
sich um ein Therapeutikum zur Mikrobiomkorrektur handeln. Dieses kann auch als ,,Functional
Food" bzw. ,Nutrazeutika" eingesetzt werden, so dass gegebenenfalls Moglichkeiten fiir eine

stark vereinfachte Zulassung bestehen, zum Beispiel als ,,Novel Food*.

Ein Einsatz der erfindungsgemiflen Antikérper ist bevorzugt flir eine orale Applikation im

Menschen vorgesehen.

Das Bakterium ,,Candidatus Savagella® (englisch ,,segmented filamentous bacteria®, SFB) ist
beispielsweise von Schnupf et al. (Curr Opin Microbiol. 2017 Feb; 35: 100-109. doi:
10.1016/j.mib.2017.03.004. Epub 2017 Apr 25; Semin Immunol. 2013 Nov 30; 25(5): 342-51.
doi: 10.1016/j.smim.2013.09.001. Epub 2013 Oct 31) sowie in US 2012/276149 und WO
2011/047153 beschrieben.

Das ,,Antigen* des Bakteriums Candidatus Savagella, das vom erfindungsgemiflen Antikrper
oder dem antigen-bindenden Fragment des Antikorpers spezifisch gebunden wird, ist involviert

in die Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen, vorzugsweise humane
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Darmepithelzellen, die Proliferation des Bakteriums, und/oder vermittelt eine Depletion, also
eine Abtotung des Bakteriums. Ein geeignetes Antigen aus Candidatus Savagella Bakterien wird
aus der Gruppe von funktionsbestimmenden und ,segmented filamentous bacteria® (SFB)-
spezifischen Proteinen selektioniert. Ein solches Protein ist etwa dadurch charakterisiert, dass es
bakterienwandstindig ist (Bakterienwandprotein) und eine wesentliche oder gar unikale Rolle fiir
Adhirenz an das intestinale Epithel und/oder das Uberleben von Candidatus Savagella oder

»segmented filamentous bacteria® (SFB) innchat.

Ein geeignetes Antigen aus dem genannten Bakterium ist beispielsweise das in der Folge néher
beschriebene ,,myosin-cross-reactive antigen* (MCRA) Protein, dessen Aminosduresequenz in
der SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist. Spezifische Epitope aus dem ,,myosin-cross-reactive antigen‘
(MCRA) Protein umfassen z.B. die Aminosduresequenz SVLDEFYWLDKKDPYSL (SEQ ID
Nr. 2), PDFKAVRFTRRNQYESMI (SEQ ID Nr. 3), oder QATSIKILRDGKEEEIKL (SEQ ID
Nr. 4).

Spezifische Bindung* des erfindungsgemiflen Antikorpers oder eines Fragmentes davon an ein
Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella umschreibt die Bindeeigenschaften des
Antikorpers, wie etwa, Bindungsaffinitit, Bindespezifitit und Bindungsaviditit; siche z.B. David
J. King, Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies, pp. 240 (1998). Detaillierte
Analysen von Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen sind beispielsweise mit Oberflachen
Plasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR) moglich. Die kinetische Charakterisierung
der Bindungseigenschaften von Antikérpern und deren Antigenen ist eine wesentliche
Voraussetzung, um ihre Anwendbarkeit fiir verschiedene Methoden bewerten zu kénnen. Neben
der Bindungsstirke (Affinitdit, KD-Wert) werden auch die Geschwindigkeitskonstanten fiir
Assoziation (kass) und Dissoziation (kdiss) bestimmt. Damit sind auch Aussagen tiber die
Geschwindigkeit der Komplexbildung und des Komplexzerfalls méglich. Diese Informationen
helfen, die Effizienz der erfindungsgeméfBen Antikérper in diagnostischen, biotechnologischen
oder therapeutischen Anwendungen beurteilen und Prozesse in deren Anwendung optimieren zu
konnen. Die genannten Begriffe und Abkiirzungen in Bezug auf die spezifische Bindung werden

mit ihren Standardbedeutungen verwendet.

Der Begriff ,,Antikorper* umfasst sowohl einen polyklonalen als auch monoklonalen Antikrper
(mADb), der verdndert sein kann, wie in der Folge beschrieben. Der Antikdrper bindet spezifisch
an ein Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella und ist vorzugsweise ein neutralisierender

Antikoérper.

"Neutralisierender Antikérper" bezeichnet dabei die Inhibierung der Anhaftung oder Bindung
des Bakteriums Candidatus Savagella an (vorzugsweise humane) Darmepithelzellen, die
Inhibierung der Proliferation des genannte Bakteriums, und/oder dessen Depletion oder

Abtotung, durch den Antikorper.
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"Neutralisierung® des Bakteriums Candidatus Savagella bezeichnet mindestens 50 %, 60 %, 70
% oder 75 %, bevorzugt 80 % oder 85 %, besonders bevorzugt 90 % oder 95 % Inhibierung der
Anhaftung oder Bindung des genannten Bakteriums an Darmepithelzellen, oder der Inhibierung
der Proliferation des Bakteriums, oder dass mindestens 50 %, 60 %, 70 % oder 75 %, bevorzugt
80 % oder 85 %, besonders bevorzugt 90 % oder 95 % der Gesamtzahl oder Population des

Bakteriums depletiert werden, gemessen in in-vitro-Untersuchungen.

"Verdnderter Antikorper” bezeichnet ein durch eine verdnderte Immunglobulin-codierende
Region codiertes Protein, das durch Expression in einer ausgewdhlten Wirtszelle erhalten werden
kann. Solche verdnderten Antikérper schlieBen gentechnisch hergestellte Antikérper (z.B.
chimire, umgeformte, humanisierte oder vektorisierte Antikérper) oder Antikérperfragmente ein,
denen die gesamte oder ein Teil einer konstanten Immunglobulinregion fehlt, z.B. Fv, Fab oder
F(ab), und dergleichen.

"Verinderte Immunglobulin-codierende Region" bezeichnet eine Nukleinsduresequenz, die einen
verdanderten Antikdrper codiert. Wenn der verdnderte Antikorper ein CDR-grafted oder
humanisierter Antikorper ist, werden die Sequenzen, die die Komplementaritats-bestimmenden
Regionen (CDRs) aus einem nicht-humanen Immunglobulin, etwa einem Hiithner Antikdrper,
codieren, in einen ersten Immunglobulinpartner inseriert, der humane variable Geriistsequenzen
umfafit. Gegebenenfalls ist der erste Immunglobulinpartner operativ mit einem zweiten

Immunglobulinpartner verbunden, etwa um einen bispezifischen Antikérper herzustellen.

"Erster Immunglobulinpartner” bezeichnet eine Nukleinsduresequenz, die eine humane
Geriistregion oder variable Region eines humanen Immunglobulins codiert, worin die nativen
(oder natiirlich vorkommenden) CDR-codierenden Regionen durch die CDR-codierenden
Regionen eines Donor-Antikérpers, z.B. eines Hithner Antikérpers, ersetzt sind. Die humane
variable Region kann eine schwere Kette, eine leichte Kette (oder beide Ketten) eines
Immunglobulins, ein Analogon oder funktionelle Fragmente davon sein. Solche CDR-Regionen,
die sich innerhalb der variablen Region von Antikérpern (Immunglobulinen) befinden, kénnen
durch fachbekannte Verfahren bestimmt werden. Zum Beispiel offenbaren Kabat et al.
(Sequences of Proteins of Immunological Interest, 4. Aufl., U.S. Department of Health and
Human Services, National Institutes of Health (1987)) Regeln zur Lokalisierung von CDRs.
Zusitzlich sind Computerprogramme  bekannt, die zur Identifizierung von CDR-

Regionen/Strukturen niitzlich sind.

"Zweiter Immunglobulinpartner” bezeichnet eine andere Nukleotidsequenz, die ein Protein oder
Peptid codiert, an das der erste Immunglobulinpartner im Raster oder mittels einer optionalen
herkdmmlichen Linker-Sequenz fusioniert ist, d.h. operativ gebunden ist. Bevorzugt ist er ein
Immunglobulin-Gen. Der zweite Immunglobulinpartner kann eine Nukleinsduresequenz

einschlieBen, die die gesamte konstante Region fiir den gleichen (d.h. homologen — der erste und
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der zweite verdnderte Antikdrper stammen aus der gleichen Quelle) oder einen zusétzlichen (d.h.
heterologen) Antikérper von Interesse codiert. Er kann eine schwere Kette oder leichte Kette
eines Immunglobulins sein (oder beide Ketten als Teil eines einzelnen Polypeptids). Der zweite
Immunglobulinpartner ist nicht auf eine besondere Immunglobulinklasse oder einen Isotyp
beschriankt. Zusitzlich kann der zweite Immunglobulinpartner einen Teil einer konstanten
Region eines Immunglobulins umfassen, wie er in einem Fab oder F(ab), gefunden wird, d.h. ein
diskreter Teil einer humanen konstanten Region oder Gertstregion. Ein solcher zweiter
Immunglobulinpartner kann auch eine Sequenz umfassen, die ein integrales Membranprotein
codiert, das an der dufleren Oberflache einer Wirtszelle exponiert ist, zum Beispiel als Teil einer
Phagen-Display-Bibliothek, oder eine Sequenz, die ein Protein fiir den analytischen oder

diagnostischen Nachweis codiert, z.B. Meerrettichperoxidase, f-Galactosidase etc.

Die Begriffe Fv, Fc, Fd, Fab oder F(ab); werden mit ihren Standardbedeutungen verwendet
(siche z.B. Harlow et al., Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988)).

Wie hier verwendet beschreibt ein "gentechnisch hergestellter Antikérper” einen Typ von
verdandertem Antikoérper, d.h. einen synthetischen Antikérper voller Lange (z.B. einen chimaéren,
ungeformten oder humanisierten Antikorper im Gegensatz zu einem Antikorperfragment), in
dem ein Teil der variablen Doménen der leichten und/oder schweren Kette eines ausgewihlten
Akzeptorantikérpers durch analoge Teile aus einem oder mehreren Donor-Antikérpern (z.B.
Hiuihner Antikorper) ersetzt ist, die Spezifitat fir das ausgewdéhlte Epitop haben. Zum Beispiel
konnen solche Molekiile Antikérper einschlieBen, die durch eine humanisierte schwere Kette
charakterisiert sind, die mit einer unmodifizierten leichten Kette oder (oder chiméren leichten
Kette) assoziiert sind, oder umgekehrt. Gentechnisch hergestellte Antikérper kénnen auch durch
Verdanderung der Nukleinsduresequenzen gekennzeichnet sein, die die Gerlistregionen der
leichten und/oder schweren variablen Domine des Akzeptor-Antikérpers codieren, um die
Donor-Antikdrper-Bindungsspezifitdt, z.B. eines Hiihner Antikérpers, beizubehalten. Diese
Antikorper kénnen einen Austausch eines (z.B. CDR-H3) oder mehrerer CDRs (bevorzugt aller
CDRs, d.h. CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, und CDR-H3) aus dem Akzeptor-
Antikorper gegen CDRs aus einem hier beschriebenen Donor-Antikérper, d.h. einem Hiithner

Antikérper, umfassen.

Ein "chimérer Antikdrper" bezeichnet einen Typ von gentechnisch hergestelltem Antikérper, der
eine natiirlich vorkommende variable Region (leichte Kette und schwere Ketten), die aus einem
Donor-Antikérper (z.B. einem Hiithner Antikérper) stammt, in Verbindung mit konstanten

Regionen der leichten und schweren Kette enthilt, die aus einem Akzeptor-Antikérper stammen.

Ein "humanisierter Antikérper” bezeichnet einen Typ von gentechnisch hergestelltem

Antikorper, dessen CDRs aus einem nicht-humanen Donor-Immunglobulin, etwa einem Hiihner
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Antikorper, stammen, wobei die verbleibenden aus Immunglobulin stammenden Teile des
Molekiils aus einem (oder mehreren) humanen Immunglobulinen stammen. Zusitzlich konnen
Gertsttriagerreste verdandert sein, um die Bindungsaffinitit zu bewahren (siche z.B. Queen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421
(1991)).

An den Antikérper kann ein Mittel gebunden werden, beispielsweise um den Transport in den
Darm zu verbessern. Dabei kdnnen beispielsweise durch das am Antikérper gebundene Mittel
aktiv oder passiv Transporterproteine im Darm beeinflusst werden. Die Anbringung kann
chemisch sein, oder alternativ kann die Einheit gentechnisch in den Antikérper eingebaut

werden.

Der Begriff "Donor-Antikorper" bezeichnet einen Antikérper (monoklonal oder rekombinant),
der die Nukleinsduresequenzen seiner variablen Regionen, CDRs oder andere funktionale
Fragmente oder Analoga davon fiir einen ersten Immunglobulinpartner beitrdgt, um die
verdanderte Immunglobulin-codierende Region und den resultierenden exprimierten verdnderten
Antikérper mit der antigenen Spezifitdt und neutralisierenden Aktivititseigenschaft des Donor-

Antikorpers, z.B. des Hithner Antikérpers, zu versehen.

Der Begriff "Akzeptor-Antikérper" Dbezeichnet einen Antikdrper (monoklonal oder
rekombinant), der heterolog fiir den Donor-Antikérper ist und alle (oder einen Teil, aber
bevorzugt alle) Nukleinsduresequenzen, die seine Gerlistregionen der schweren und/oder leichten
Kette und/oder seine konstanten Regionen der schweren und/oder leichten Kette codieren, fiir
den ersten Immunglobulinpartner beitrdgt. Bevorzugt ist ein humaner Antikérper der Akzeptor-

Antikoérper.

"CDRs" werden als die Aminosiduresequenzen der Komplementaritdt bestimmenden Region
eines Antikorpers definiert, die die hypervariablen Regionen der schweren und leichten Ketten
eines Immunglobulins sind. Siche z.B. Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 4. Aufl., U.S. Department of Health and Human Services, National Institutes of Health
(1987). Es gibt drei CDRs der schweren Kette (CDR-H1, -2 und -3) und drei CDRs der leichten
Kette (CDR-L1, -2 und -3) (oder CDR-Regionen) im variablen Teil eines Immunglobulins. So
bezeichnet "CDRs" wie hier verwendet alle drei CDRs der schweren Kette oder alle drei CDRs
der leichten Kette (oder sowohl alle CDRs der schweren und alle der leichten Kette, falls
passend). Die Struktur und Proteinfaltung des Antikérpers kann bedeuten, dass andere Reste als
Teil der Antigen-Bindungsregion betrachtet werden, und sie wiirden so von einem Fachmann
verstanden werden. Siche zum Beispiel Chothia et al. (1989), Conformations of immunoglobulin
hypervariable regions; Nature 342, S. 877-883.
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CDRs liefern die Mehrzahl der Kontaktreste fiir die Bindung des Antikérpers an das Antigen
oder Epitop. CDRs von Interesse in dieser Erfindung stammen aus den Sequenzen der variablen
schweren und leichten Kette des Donor-Antikérpers, z.B. eines Hithner Antikérpers, und
schlieBen Analoga der natiirlich vorkommenden CDRs ein, wobei die Analoga die gleiche
Antigen-Bindungsspezifitit und/oder neutralisierende Fahigkeit wie der Donor-Antikérper teilen

oder beibehalten, aus dem sie abgeleitet wurden.

Ein "funktionales Fragment" ist eine partielle variable Sequenz der schweren oder leichten Kette
(z.B. geringfiigige Deletionen am Amino- oder Carboxy-Terminus der variablen Region des
Immunglobulins), die die gleiche Antigen-Bindungsspezifitit und/oder neutralisierende

Fahigkeit wie der Antikorper beibehilt, aus dem das Fragment abgeleitet wurde.

Ein "Analogon" ist eine mit wenigstens einer Aminosdure modifizierte Aminosduresequenz,
worin die Modifikation chemisch oder eine Substitution oder Umlagerung einiger weniger
Aminosduren (d.h. vorzugsweise nicht mehr als 10, 9, 8 7, 6, 5, 4, 3, 2 oder 1
Aminosdurerest(e)) sein kann, wobei dic Modifikation der Aminosduresequenz erlaubt, die
biologischen Eigenschaften, zum Beispiel Antigenspezifitdit und hohe Affinitdt, der
unmodifizierten Sequenz zu bewahren. Zum Beispiel konnen (stumme) Mutationen tiber
Substitutionen konstruiert werden, wenn bestimmte Endonuklease-Restriktionsorte innerhalb
oder umgebend um CDR-codierende Regionen geschaffen werden. Die vorliegende Erfindung
erwigt die Verwendung von Analoga des Antikorpers der Erfindung. Es ist allgemein bekannt,
dass geringfligige Verdnderungen von Aminosdure- oder Nukleinsduresequenzen zum Beispiel
zu einer allelischen Form des urspriinglichen Proteins fiihren kénnen, die im Wesentlichen
dhnliche Eigenschaften beibehalten. Somit schlieBen Analoga des Antikérpers der Erfindung
digjenigen ein, in denen die CDRs in der hypervariablen Region der schweren und leichten
Ketten wenigstens 80 % homolog, bevorzugt wenigstens 85%, wenigstens 90 % homolog und
besonders bevorzugt wenigstens 95 %, 96 %, 97 %, 98 % oder 99 % homolog zu den CDRs wie
oben definiert als CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2 und CDR-L3 sind und di¢
spezifischen Bindung an ein Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella und neutralisierende
Aktivitdat beibehalten. Aminosduresequenzen sind wenigstens 80 % homolog, falls sie 80 %
identische Aminosdurereste in einer dhnlichen Position haben, wenn die Sequenzen optimal
angeglichen sind, wobei Liicken oder Insertionen als nicht-identische Reste gezdhlt werden.
Algorithmen zur Bestimmung der Sequenzidentitit und Programme zum Sequenzvergleich sind

im Stand der Technik hinldnglich bekannt.

Analoga konnen auch als allelische Variationen auftreten. Eine "allelische Variation oder
Modifikation" ist eine Verdnderung in der Nukleinsduresequenz. Solche Variationen oder
Modifikationen kénnen auf der Degeneriertheit des genetischen Codes beruhen oder kénnen

absichtlich gentechnisch oder rekombinant hergestellt werden, um die gewiinschten
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Eigenschaften zu liefern. Diese Variationen und Modifikationen kdnnen oder kénnen nicht zu

Veranderungen in einer codierten Aminosduresequenz fiihren.

Der Begriff "Effektormittel” bezeichnet Nicht-Protein-Tragermolekiile, an die die veridnderten
Antikoérper und/oder natiirliche oder synthetische leichte oder schwere Ketten des Donor-
Antikorpers, etwa eines Hithner Antikorpers, oder andere Fragmente des Donor-Antikdrpers
durch herkémmliche Mittel assoziiert werden konnen. Solche Nicht-Proteintrager kénnen
herkdmmliche Triager einschlieen, die auf dem diagnostischen Gebiet verwendet werden, zum
Beispiel Polystyrol oder andere Kunststoftkiigelchen, Polysaccharide, z.B. wie im BlAcore-
System [Pharmacia] verwendet, oder andere Nicht-Proteinsubstanzen, die auf dem
medizinischen Gebiet niitzlich und sicher zur Verabreichung an Menschen und Tiere sind.
Andere Effektormittel konnen einen Makrozyklus zur Komplexierung eines Schwermetallatoms
oder Radioisotope einschliefen. Solche Effektormittel kdnnen auch niitzlich zur Erhéhung der

Halbwertszeit der verdnderten Antikérper sein, z.B. Polyethylenglykol (PEG).

Ein fiir das Bakterium Candidatus Savagella spezifischer neutralisierender Antikorper wurde
bislang noch nicht im Stand der Technik beschrieben und wird erstmals durch die vorliegende

Erfindung zur Verfligung gestellt.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung stellt eine pharmazeutische Zusammensetzung bereit, die
einen erfindungsgeméfien Antikoérper zusammen mit einem pharmazeutisch akzeptablen

Verdiinnungsmittel oder Trager umfasst.

Wie dem Fachmann geldufig, kann man Antikorper, verdnderte Antikérper und Fragmente durch
Immunisieren einer nicht-humanen Art (zum Beispiel Rind, Schaf, Affe, Huhn, Nagetier (z.B.
Maus, Hamster und Ratte) etc.) konstruieren, um ein wiinschenswertes Immunglobulin bei
Priasentation mit nativem oder rekombinanten Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella
aus jeder Art zu erzeugen, gegen die Antikorper, die kreuzreaktiv gegentliber dem nativem oder
rekombinanten Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella sind, erzeugt werden kénnen,
z.B. Mensch oder Huhn. Herkdmmliche Hybridomtechniken werden eingesetzt, um eine
Hybridom-Zelllinie bereitzustellen, die einen nicht-humanen monoklonalen Antikorper, etwa
einen Hihner Antikérper, gegen das native Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella
sezerniert. Solche Hybridome werden dann auf Bindung unter Verwendung von auf Platten mit
384 oder 96 Vertiefungen aufgetragenem nativen oder rekombinanten Antigen aus dem
Bakterium Candidatus Savagella, wobei biotinyliertes natives oder rekombinantes Antigen aus
dem Bakterium Candidatus Savagella an eine Streptavidin-beschichtete Platte gebunden ist, oder
in einem homogenen Europium-APC-gekoppelten Immunoassay unter Verwendung von
biotinyliertem nativem oder rekombinantem Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella

durchmustert.
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Ein nativer humaner Antikérper kann z.B. in eciner humanen Antikérper-Maus wie der
"Xenomouse" (Abgenix) erzeugt werden, worin die Immunglobulin-Gene der Maus entfernt und
Gene, die die humanen Immunglobuline codieren, in das Maus-Chromosom inseriert wurden.
Die Méuse werden normal immunisiert und entwickeln eine Antikérperreaktion, die aus den
humanen Genen stammt. Somit erzeugt dic Maus humane Antikérper unter Umgehung der
Notwendigkeit zur Humanisierung nach Selektion positiver Hybridome (siche L.L. Green, J.
Immunol. Methods, 10. Dez. 1999; 231 (1-2):11-23).

Ein Fab-Fragment enthdlt dic gesamte leichte Kette und den Amino-terminalen Teil der
schweren Kette; und ein F(ab');-Fragment ist das durch zwei Fab-Fragmente, die durch
Disulfidbindungen gebunden sind, gebildete Fragment. Fab-Fragmente und F(ab');-Fragmente
konnen durch herkémmliche Mittel, z.B. Spaltung von monoklonalen Antikérpern (mAb) mit
den geeigneten proteolytischen Enzymen, Papain und/oder Pepsin, oder durch rekombinante
Verfahren erhalten werden. Die Fab- und F(ab'),-Fragmente sind selbst als Therapeutikum oder
Prophylaktikum und als Donoren fiir Sequenzen niitzlich, die die variablen Regionen und CDR-
Sequenzen einschlieBen, die niitzlich in der Bildung von rekombinanten oder humanisierten

Antikérpern wie hier beschrieben sind.

Die Fab- und F(ab'):-Fragmente konnen auch iiber eine kombinatorische Phagen-Bibliothek
konstruiert werden (siche z.B. Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994)), oder tiber
Immunglobulin-Kettenaustausch ("chain shuffling") (siche z.B. Marks et al., Bio Technology,
10:779-783 (1992)).

So kénnen humane Antikorperfragmente (Fv, scFv, Fab), die fiir ein natives oder rekombinantes
Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella spezifisch sind, unter Verwendung humaner
Antikorperfragment-Phagen-Display-Bibliotheken isoliert werden. Eine Bibliothek von
Bakteriophagenpartikeln, die diec humanen Antikérperfragmentproteine darstellen, wird gegen
das native oder rekombinante Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella getestet.
Diejenigen Phagen, die Antikdrperfragmente darstellen, die das native oder rekombinante
Antigen aus dem Bakterium Candidatus Savagella binden, werden aus der Bibliothek
zuriickbehalten und klonierend amplifiziert. Die humanen Antikérper-Gene werden dann aus
dem spezifischen Bakteriophagen ausgeschnitten und in humane IgG-Expressionskonstrukte
inseriert, die die konstanten Regionen von humanem IgG enthalten, um das intakte humane I1gG-
Molekiil mit den variablen Regionen aus dem fiir natives oder rekombinantes Antigen aus dem

Bakterium Candidatus Savagella spezifischen, isolierten Bakteriophagen zu bilden.

Die Donor-Antikérper kénnen Sequenzen, wie z.B. Peptidsequenzen der variablen schweren
und/oder leichten Kette, Gertistsequenzen, CDR-Sequenzen, funktionale Fragmente und Analoga

davon, und die sie codiecrenden Nukleinsduresequenzen beitragen, die niitzlich in der
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Konstruktion und im Erhalt verschiedener verdnderter Antikorper sind, die durch die Antigen-

Bindungsspezifitit des Donor-Antikorpers, z.B. eines Hithner Antikdrpers, gekennzeichnet sind.

Unter Beriicksichtigung der Degeneriertheit des genetischen Codes konnen verschiedene
codierende Sequenzen konstruiert werden, die die Aminoséuresequenzen der variablen schweren
und leichten Kette codieren, und CDR-Sequenzen sowie funktionale Fragmente und Analoga
davon, die die Antigenspezifitit des Donor-Antikorpers, etwa eines Hithner Antikérpers, teilen.
Isolierte Nukleinsduresequenzen oder Fragmente davon, die die Peptidsequenzen der variablen
Kette oder CDRs codieren, koénnen zur Erzeugung verdnderter Antikorper, zum Beispiel
chimérer oder humanisierter Antikorper, oder anderer gentechnisch hergestellter Antikorper
verwendet werden, wenn sie operativ mit einem zweiten Immunglobulinpartner kombiniert

werden.

Verianderte Immunglobulinmolekiile kénnen verdnderte Antikérper codieren, die gentechnisch
verdanderte Antikérper wie chimére Antikérper und humanisierte Antikérper einschlieen. Eine
gewlinschte verdnderte Immunglobulin-codierende Region enthdlt CDR-codierende Regionen,
die Peptide mit der Antigenspezifitit eines anti-Candidatus Savagella Antigen-Antikorpers
codieren, bevorzugt eines hochaffinen  Antikérpers, inseriert in einen  ersten
Immunglobulinpartner (eine humane Geriistregion oder variable Region eines humanen

Immunglobulins).

Bevorzugt ist der erste Immunglobulinpartner operativ mit einem zweiten Immunglobulinpartner
verbunden. Der zweite Immunglobulinpartner ist oben definiert und kann eine Sequenz
einschlieBen, die eine zweite Antikorperregion von Interesse codiert, z.B. eine Fc-Region.
Zweite Immunglobulinpartner kénnen auch Sequenzen einschlieBen, die ein anderes
Immunglobulin codieren, an das die konstante Region der leichten oder schweren Kette im
Raster oder mittels einer Linker-Sequenz fusioniert ist. Gentechnisch hergestellte Antikorper, die
gegen funktionale Fragmente oder Analoga von nativem oder rekombinantem Antigen aus dem
Bakterium Candidatus Savagella gerichtet sind, kénnen zur Hervorrufung einer gesteigerten
Bindung konstruiert werden.

Der zweite Immunglobulinpartner kann auch mit Effektormitteln wie oben definiert assoziiert
sein, einschlieBlich von Nicht-Protein-Tragermolekiilen, an die der zweite Immunglobulinpartner

operativ durch herkémmliche Mittel gebunden sein kann.

Die Fusion oder Bindung zwischen den zweiten Immunglobulinpartnern, zum Beispiel
Antikérpersequenzen, und dem Effektormittel kann durch jedes geeignete Mittel erfolgen, zum
Beispiel durch herkémmliche kovalente oder ionische Bindungen, Proteinfusionen oder
heterobifunktionelle Vernetzer, z.B. Carbodiimid, Glutaraldehyd und dgl. Solche Techniken sind

fachbekannt und allgemein in herkémmlichen Chemie- und Biochemietexten beschrieben.
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Zusitzlich konnen herkémmliche Linker-Sequenzen, die einfach eine gewiinschte Menge an
Raum zwischen dem zweiten Immunglobulinpartner und dem Effektormittel vorsehen, auch in
die verdnderte Immunglobulin-codierende Region konstruiert werden. Die Konstruktion solcher

Linker ist den Fachleuten allgemein bekannt.

In noch einer weiteren Ausfiihrungsform kann der Antikorper ein zusitzliches Mittel daran
angebracht aufweisen. Zum Beispiel kann das Verfahren der rekombinanten DNA-Technik
verwendet werden, um einen gentechnisch hergestellten Antikérper zu erzeugen, in dem das Fc-
Fragment oder die CH2-CH3-Doméne eines kompletten Antikoérpermolekiils durch ein Enzym
oder ecin anderes detektierbares Molekiil (d.h. einen Polypeptid-Effektor oder ein

Reportermolekiil) ersetzt wurde.

Der zweite Immunglobulinpartner kann auch operativ mit einem Nicht-Immunglobulinpeptid, -
protein oder -fragment davon verbunden sein, das heterolog zur CDR-haltigen Sequenz mit der
Antigenspezifitit von anti-Candidatus Savagella Antigen-Antikérpern ist. Das resultierende
Protein kann sowohl Anti-Candidatus Savagella-Antigenspezifitit als auch Eigenschaften des
Nicht-Immunglobulins bei der Expression aufweisen. Die Eigenschaft des Fusionspartners kann
z.B. eine funktionale Eigenschaft wie eine andere Bindungs- oder Rezeptordoméne oder eine
therapeutische Eigenschaft, falls der Fusionspartner selbst ein therapeutisches Protein ist, oder

zusitzliche antigene Eigenschaften sein.

Ein anderes wiinschenswertes Protein dieser Erfindung kann ein komplettes Antikérpermolekiil
mit schweren und leichten Ketten voller Lange oder jedes diskrete Fragment davon wie die Fab-
oder F(ab'),-Fragmente, e¢in Dimer der schweren Kette oder beliebige minimale rekombinante
Fragmente davon wie ein Fv oder ein einkettiger Antikérper (SCA) oder jedes andere Molekiil
mit der gleichen Spezifitdt wie der ausgewdhlte Donor-Antikérper, etwa ein Hithner Antikorper,
sein. Ein solches Protein kann in Form eines verdnderten Antikérpers verwendet werden oder

kann in seiner unfusionierten Form verwendet werden.

Immer wenn der zweite Immunglobulinpartner aus einem Antikérper stammt, der sich vom
Donor-Antikdrper, etwa einem Hithner AntikSrper, unterscheidet, resultiert ein gentechnisch
oder rekombinant hergestellter Antikérper. Gentechnisch oder rekombinant hergestellte
Antikoérper konnen konstante Regionen des Immunglobulins (Ig) und variable Geriistregionen
aus einer Quelle, z.B. dem Akzeptor-Antikdrper, und ein oder mehrere (bevorzugt alle) CDRs
aus dem Donor-Antikérper, etwa einem Hithner Antikorper, umfassen. Zusitzlich kénnen
Veridnderungen, z.B. Deletionen, Substitutionen oder Additionen, der Geriistregion der leichten
und/oder schweren variablen Doméne des Akzeptor-monoklonalen Antikérpers (mAb) auf der
Nukleinsdure- oder Aminosdureebene oder der Donor-CDR-Regionen durchgefiihrt werden, um
die Antigen-Bindungsspezifitit des Donor-Antikérpers, etwa ecines Hithner Antikorpers,

beizubehalten.
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Solche gentechnisch oder rekombinant hergestellten Antikérper werden konstruiert, um eine
(oder beide) der variablen schweren und/oder leichten Ketten des anti-Candidatus Savagella
Antigen-Antikorpers oder eine oder mehrere der CDRs der schweren oder leichten Kette
einzusetzen. Die gentechnisch oder rekombinant hergestellten Antikérper kénnen neutralisierend

wie oben definiert sein.

Solche gentechnisch oder rekombinant hergestellten Antikérper kdnnen einen humanisierten
Antikoérper, der die Gerlistregionen eines ausgewihlten humanen Immunglobulins oder Subtyps
enthilt, oder einen chiméren Antikérper einschlieBen, der die konstanten Regionen der humanen
schweren und leichten Kette enthilt, fusioniert an die funktionalen Fragmente des Anti-
Candidatus Savagella Antigen-Antikorpers. Ein geeigneter humaner (oder anderer tierischer)
Akzeptor-Antikérper kann ein aus einer herkdmmlichen Datenbank, z.B. der KABAT®-
Datenbank, der Los Alamos-Datenbank und Swiss Protein-Datenbank, durch Homologie mit den
Nukleotid- und Aminoséduresequenzen des Donor-Antikorpers, etwa eines Hithner Antikérpers,
ausgewdhlter sein. Ein humaner Antikorper, der durch eine Homologie mit den Gertistregionen
des Donor-Antikorpers (auf einer Aminosédurebasis) gekennzeichnet ist, kann geeignet sein, um
eine konstante Region der schweren Kette und/oder eine variable Gerlistregion der schweren
Kette zur Insertion der Donor-CDRs bereitzustellen. Ein geeigneter Akzeptor-Antikorper, der
konstante oder variable Gertistregionen der leichten Kette spenden kann, kann in einer dhnlichen
Weise ausgewihlt werden. Es sollte beachtet werden, dass die schweren und leichten Ketten des

Akzeptor-AntikSrpers nicht aus dem gleichen Akzeptor-Antikérper stammen miissen.

Wiinschenswert werden die heterologen Geriistregionen und die konstanten Regionen aus
humanen Immunglobulinklassen und -isotypen wie IgG (Subtypen 1 bis 4), IgM, IgA und IgE
ausgewdhlt. Jedoch braucht der Akzeptor-Antikérper nicht nur humane Immunglobulin-
Proteinsequenzen umfassen. Zum Beispiel kann ein Gen konstruiert werden, in dem eine DNA-
Sequenz, die einen Teil einer humanen Immunglobulinkette codiert, an eine DNA-Sequenz
fusioniert ist, die eine Nicht-Immunglobulin-Aminosduresequenz wie einen Polypeptideffektor

oder ein Reportermolekiil codiert.

Bevorzugt wurden in einem humanisierten Antikdrper die variablen Doménen sowohl in den
humanen schweren als auch leichten Ketten durch eine oder mehrere CDR-Austausche
gentechnisch hergestellt. Es ist moglich, alle sechs CDRs oder verschiedene Kombinationen aus
weniger als den sechs CDRs zu verwenden. Bevorzugt werden alle sechs CDRs ausgetauscht. Es
ist moglich, die CDRs nur in der humanen schweren Kette auszutauschen, wobei als leichte
Kette die unmodifizierte leichte Kette aus dem humanen Akzeptor-Antikérper verwendet wird.
Alternativ kann eine kompatible leichte Kette aus einem anderen humanen Antikoérper durch
Riickgriff auf die herkdmmlichen Antikérper-Datenbanken ausgewdhlt werden. Der Rest des
gentechnisch hergestellten Antikérpers kann aus jedem geeigneten humanen Akzeptor-

Immunglobulin stammen.
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Der gentechnisch oder rekombinant hergestellte humanisierte Antikérper hat somit die Struktur
eines natiirlichen humanen Antikérpers oder eines Fragments davon und besitzt die Kombination

von Eigenschaften, die fir eine wirksame therapeutische Verwendung erforderlich sind.

Die Fachleute werden verstehen, dass ein gentechnisch hergestellter Antikérper weiter durch
Verdnderungen der Aminosduren der variablen Doméne modifiziert werden kann, ohne dass
notwendigerweise die Spezifitit und hohe Affinitdt des Donor-Antikérpers, etwa eines Hiithner
Antikorpers, beeinflusst wird (d.h. ein Anologon). Es ist vorhergesehen, dass Aminosduren der
schweren und leichten Kette durch andere Aminoséduren entweder in den Geriisten der variablen

Domaine oder CDRs oder beiden substituiert werden konnen.

Zusitzlich kann die konstante Region verdndert werden, um selektive Eigenschaften der
Molekiile der vorliegenden Erfindung zu steigern oder zu verringern, wie zum Beispiel
Dimerisierung, Bindung an Fc-Rezeptoren oder die Fihigkeit zur Bindung und Aktivierung von
Komplement (siche z.B. Angal et al., Mol. Immunol. 30:105-108 (1993), Xu et al., J. Biol.
Chem. 239:3469-3474 (1994), Winter et al., EP 307,434-B).

Ein verdnderter Antikorper, der ein chimirer Antikorper ist, unterscheidet sich von den oben
beschriebenen humanisierten Antikérpern, indem er die gesamten variablen Regionen der
schweren Kette und leichten Kette des nicht-humanen Donor-Antikdrpers, etwa eines Hiithner
Antikoérpers, einschlieBlich der Geriistregionen, in Verbindung mit den konstanten Regionen des

humanen Immunglobulins fiir beide Ketten bereitstellt.

Die Herstellung von Antikorpern, die spezifisch an ein Antigen binden, ist hinldnglich im Stand
der Technik beschrieben, z.B. durch die in Sambrook et al. beschriebenen Techniken (Molecular
Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory (1989; 2001)). Die
Herstellung eines humanisierten monoklonalen Antikorpers ist in der Folge kurz skizziert. Die
variablen schweren und leichten Regionen, die wenigstens die CDR-codierenden Regionen und
digjenigen Teile der Gertstregionen der leichten und/oder schweren variablen Doméne des
Akzeptor-mAb enthalten, die erforderlich sind, um die Bindungsspezifitit des Donor-mAb, etwa
cines Hiihner monoklonalen Antikérpers beizubehalten, sowie die verbleibenden aus
Immunglobulin stammenden Teile der Antikdrperkette, die aus einem humanen Immunglobulin
stammen, werden unter Verwendung von Polynukleotidprimern und Umkehrtranskriptase
erhalten. Die CDR-codierenden Regionen werden unter Verwendung einer bekannten Datenbank

und durch Vergleich mit anderen Antikérpern identifiziert.

Ein Hithner/humaner chimirer Antikérper kann dann hergestellt und auf Bindungsfahigkeit
untersucht werden. Ein solcher chimérer Antikérper enthélt die gesamten VH- und VL-Regionen
des nicht-humanen Hiithner Donor-Antikérpers in Verbindung mit den konstanten Regionen von

humanem Ig fiir beide Ketten.
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Homologe Geriistregionen einer variablen Region der schweren Kette aus einem humanen
Antikérper koénnen unter Verwendung computerisierter Datenbanken, z.B. KABAT®,
identifiziert werden, und ein humaner Antikérper mit Homologie zum Hiithner Donor-Antikrper
wird als Akzeptor-Antikérper ausgewihlt werden. Eine geeignete variable Geriistregion der

leichten Kette kann in einer dhnlichen Weise geschaffen werden.

Ein humanisierter Antikérper kann aus dem chimiren Antikérper stammen oder bevorzugt
synthetisch durch Inserieren der CDR-codierenden Regionen des Hithner Donor-mAb aus den
schweren und leichten Ketten in geeigneter Weise innerhalb des ausgewéhlten Gerlists der
schweren und leichten Kette hergestellt werden. Alternativ kann ein humanisierter Antikorper
unter Verwendung von Mutagenese-Standardtechniken hergestellt werden. Somit enthilt der
resultierende humanisierte Antikérper humane Geriistregionen und CDR-codierende Regionen
des Hithner Donor-mAb. Es kann eine anschlieBende Manipulation von Gertstresten geben. Der
resultierende humanisierte Antikérper kann in rekombinanten Wirtszellen, z.B. COS-, CHO-

oder Myelomzellen, exprimiert werden.

Ein herkémmlicher Expressionsvektor oder ein rekombinantes Plasmid wird durch Platzieren
dieser codierenden Sequenzen fiir den Antikorper in operativer Assoziation mit herkémmlichen
regulatorischen Kontrollsequenzen hergestellt, die die Vermehrung und Expression in und/oder
Sekretion aus einer Wirtszelle kontrollieren koénnen. Regulatorische Sequenzen schlieBen
Promotorsequenzen, zum Beispiel einen CMV-Promotor, und Signalsequenzen ein, die aus
anderen bekannten Antikérpern stammen koénnen. In dhnlicher Weise kann ein zweiter
Expressionsvektor mit einer DNA-Sequenz hergestellt werden, die eine komplementire leichte
oder schwere Kette eines Antikdrpers codiert. Bevorzugt ist dieser zweite Expressionsvektor
identisch mit dem ersten, ausgenommen insoweit die codierenden Sequenzen und selektierbaren
Marker betroffen sind, um soweit wie mdglich sicherzustellen, dass jede Polypeptidkette
funktionell exprimiert wird. Alternativ kénnen die codierenden Sequenzen der schweren und

leichten Kette fiir den verdnderten Antikdrper auf einem einzelnen Vektor ruhen.

Eine ausgewihlte Wirtszelle wird durch herkémmliche Techniken mit sowohl dem ersten als
auch dem zweiten Vektor ko-transfiziert (oder einfach mit einem einzelnen Vektor transfiziert),
um die transfizierte Wirtszelle zu erzeugen, die sowohl die rekombinanten oder synthetischen
leichten als auch schweren Ketten umfat. Die transfizierte Zelle wird dann durch herkdmmliche
Techniken kultiviert, um den gentechnisch oder rekombinant hergestellten Antikérper der
Erfindung zu erzeugen. Der humanisierte Antikérper, der die Assoziation der rekombinanten
schweren Kette und/oder leichten Kette einschlie3t, wird aus der Kultur durch einen geeigneten
Assay, zum Beispiel ELISA oder RIA, durchmustert. Ahnliche herkémmliche Techniken kénnen

eingesetzt werden, um andere verdnderte Antikérpermolekiile zu konstruieren.
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Geeignete Vektoren filir die in den Verfahren und der Konstruktion der hierin zur Verfiigung
gestellten Zusammensetzungen eingesetzten Klonierungs- und Subklonierungsschritte kénnen
durch einen Fachmann ausgewidhlt werden. Zum Beispiel kann die herkémmliche pUC-Reihe
von Klonierungsvektoren verwendet werden. Ein Vektor, pUC19, ist kommerziell erhéltlich von
Lieferanten wie Amersham (Buckinghamshire, United Kingdom) oder Pharmacia (Uppsala,
Schweden). Zusitzlich kann jeder Vektor, der leicht vervielfiltigt werden kann, eine Vielzahl
von Klonierungsorten und selektierbaren Genen (z.B. Antibiotikaresistenz) aufweist und leicht

manipuliert wird, zur Klonierung verwendet werden.

In dhnlicher Weise kénnen die fiir die Expression der Antikdrper eingesetzten Vektoren durch
einen Fachmann aus jedem herkémmlichen Vektor selektiert werden. Die Vektoren enthalten
auch ausgewihlte regulatorische Sequenzen (wie CMV-Promotoren), die die Vervielfiltigung
und Expression heterologer DNA-Sequenzen in ausgewihlten Wirtszellen ausrichten. Diese
Vektoren enthalten die oben beschriecbenen DNA-Sequenzen, die fiir den Antikérper oder die
verdanderte Immunglobulin-codierende Region codieren. Zusitzlich kénnen die Vektoren die
ausgewdhlten Immunglobulin-Sequenzen aufnehmen, die durch die Insertion gewiinschter

Restriktionsorte zur leichten Manipulation modifiziert sind.

Die Expressionsvektoren koénnen auch durch Gene gekennzeichnet werden, die zur
Amplifizierung der Expression der heterologen DNA-Sequenzen, zum Beispiel des
Dihydrofolatreduktase-Gens (DHFR) aus Séugetier, geeignet sind. Andere bevorzugte
Vektorsequenzen schliefen eine Poly A-Signalsequenz ein, wie zum Beispiel aus bovinem
Wachstumshormon (BGH); und die Betaglobin-Promotorsequenz (Betaglopro). Die hier
niitzlichen Expressionsvektoren konnen durch Fachleuten allgemein bekannte Techniken

synthetisiert werden.

Die Komponenten solcher Vektoren, z.B. Replikons, Selektionsgene, Verstirker, Promotoren,
Signalsequenzen und dgl., kénnen aus gewerblichen oder natiirlichen Quellen erhalten oder
durch bekannte Verfahren zur Verwendung in der Ausrichtung der Expression und/oder
Sekretion des Produkts der rekombinanten DNA in einem ausgewéhlten Wirt erhalten werden.
Andere geeignete Expressionsvektoren, von denen zahlreiche Typen auf diesem Gebiet fiir die
Sdugetier-, bakterielle, Insekten-, Hefe- und Pilz Expression bekannt sind, kénnen ebenfalls fiir

diesen Zweck ausgewihlt werden.

Die Vektoren konnen zur Generierung eciner Zelllinie eingesetzt werden, die mit einem
rekombinanten Plasmid transfiziert ist, das die codierenden Sequenzen der Antikérper oder
verdnderten Immunglobulinmolekiile davon enthidlt. Fir die Klonierung und andere
Manipulationen dieser Klonierungsvektoren niitzliche Wirtszellen sind ebenfalls herkémmlich.
Beispielsweise konnen Bakterienzellen, wie Zellen aus verschiedenen Stimmen von E. coli,

Hefezellen, Insektenzellen, oder Saugetierzellen zur Vervielfiltigung der Klonierungsvektoren
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und fiir andere Schritte in der Konstruktion verdnderter Antikérper dieser Erfindung verwendet

werden.

Geeignete Wirtszellen oder Zellinien zur Expression des Antikorpers der Erfindung sind
bevorzugt Sédugetierzellen wie NS0, Sp2/0, CHO, COS, cine Fibroblastenzelle (z.B. 3T3) und
Myeloidzellen und besonders bevorzugt eine CHO- oder Myeloidzelle. Humane Zellen kénnen
verwendet werden, wodurch es moéglich wird, das Molekiil mit humanen
Glykosylierungsmustern zu modifizieren. Alternativ kénnen andere eukaryontische Zelllinien
eingesetzt werden. Die Auswahl geeigneter Sdugetier-Wirtszellen und Verfahren zur
Transformation, Kultur, Amplifikation, Durchmusterung und Produktherstellung und -reinigung

sind fachbekannt; siche z.B. Sambrook et al., oben zitiert.

Bakterielle Zellen kénnen sich niitzlich als Wirtszellen erweisen, die fiir die Expression der
rekombinanten Fabs der vorliegenden Erfindung geeignet sind (siche z.B. A. Pliickthun,
Immunol. Rev., 130:151-188 (1992)). Jedoch miisste aufgrund der Tendenz von Proteinen, die
in bakteriellen Zellen exprimiert werden, in einer ungefalteten oder ungeeignet gefalteten Form
oder in einer nicht-glykosylierten Form zu sein, jedes in einer bakteriellen Zelle erzeugte
rekombinante Fab auf Beibehaltung der Antigen-Bindungsfihigkeit durchmustert werden. Falls
das durch die bakterielle Zelle exprimierte Molekiil in einer geeignet gefalteten Form erzeugt
wirde, wire die bakterielle Zelle ein wiinschenswerter Wirt. Zum Beispiel sind verschiedene
Stimme von E. coli, die zur Expression verwendet werden, allgemein als Wirtszellen auf dem

Gebiet der Biotechnologie bekannt.

Verschiedene Stimme von B. subtilis, Streptomyces, anderen Bacilli und dgl. kénnen auch in

diesem Verfahren eingesetzt werden.

Nach Wunsch sind auch Stimme von Hefezellen, dic den Fachleuten bekannt sind, als
Wirtszellen verfligbar, ebenso wie Insektenzellen, z.B. Drosophila und Lepidoptera, und virale
Expressionssysteme. Siche z.B. Miller et al., Genetic Engineering, 8: 277-298, Plenum Press
(1986) und darin zitierte Literaturstellen.

Die allgemeinen Verfahren, durch die die Vektoren konstruiert werden konnen, die
Transfektionsverfahren, die zur FErzeugung der Wirtszellen erforderlich sind, und
Kulturverfahren, die zur Erzeugung des verdnderten Antikorpers der Erfindung aus solchen
Wirtszellen notwendig sind, sind allesamt herkémmliche Techniken. Gleichsam kdénnen die
Antikoérper der Erfindung, sobald sie erzeugt sind, aus den Zellkulturinhalten gemaf3
Standardverfahren auf diesem Gebiet gereinigt werden, die Ammoniumsulfat-Prézipitation,
Affinitatssdulen, Sédulenchromatographie, Gelelektrophorese und dgl. einschlieBen. Solche

Techniken gehdren zum Konnen des Fachmanns.
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Sobald er durch das gewtinschte Verfahren exprimiert wird, wird der Antikérper dann auf in-
vitro-Aktivitit durch Verwendung eines geeigneten Tests (Assay) untersucht. Derzeit werden
herkdmmliche ELISA-Testformate eingesetzt, um die qualitative und quantitative Bindung des
Antikoérpers an MAG zu beurteilen. Zusétzlich kénnen andere in-vitro-Assays zur Verifizierung
der spezifischen Bindung an das Antigen und neutralisierenden Wirksamkeit wie hierin
beschricben vor anschlicBenden humanen klinischen Studien verwendet werden, die zur
Auswertung der Fortdauer des Antikérpers im Korper trotz der gewohnlichen Clearance-

Mechanismen durchgefiihrt werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Antikoérper oder das antigen-bindende Fragment
gewdhlt aus der Gruppe bestechend aus: Immunglobulin Molekiil, polyklonaler Antikérper,
monoklonaler Antikérper, chimérer Antikérper, durch CDR-grafting erzeugter Antikorper,
humanisierter ~Antikérper, Fab, Fab‘, F(ab‘)2, Fv, Disulfid-verkniipftes Fv, scFv,
Einzeldoménenantikérper, Diabody, multispezifischer Antikérper, dualspezifischer Antikorper,

und bispezifischer Antikorper.

Vorzugsweise ist der Antikorper ein Huhn Immunglobulin Molekiil oder Antikdrper. Der
Antikérper wird bevorzugt gegen ein Antigen oder geeignetes Peptid des Bakteriums Candidatus
Savagella erzeugt und ist bevorzugt ein polyklonaler oder monoklonaler Hithner Antikérper. Der

Hiithner Antikérper kann dabei humanisiert oder verdndert sein, wie an anderer Stelle definiert.

Besonders bevorzugt ist das Huhn Immunglobulin Molekiil ein IgY Immunglobulin Molekiil
oder polyklonaler IgY Antikérper.

Immunglobulin Y, abgekiirzt IgY, ist eine Klasse von Immunglobulin-Molekiilen, die im Serum
von Hiithnern und, in hohen Konzentrationen, insbesondere im Eigelb von Hiithnereiern enthalten
sind. Wie bei den anderen Immunglobulinen handelt es sich auch bei IgY um Proteine, die vom
Immunsystem als Reaktion auf bestimmte Fremdstrukturen gebildet werden und diese spezifisch

erkennen.

Immunglobulin Y ist in Hiihnern das funktionelle Aquivalent zu IgG und ist wie dieses aus zwei
leichten und zwei schweren Ketten aufgebaut. Strukturell unterscheiden sich beide
Immunglobulinklassen vor allem in den schweren Ketten, die bei IgY eine Molekiilmasse von
etwa 65,1 Kilodalton haben und damit grofer sind als bei IgG. Die leichten Ketten von IgY sind
mit einer molaren Masse von etwa 18,7 Kilodalton etwas kleiner im Vergleich zu IgG. Die
molare Masse von IgY betrdgt damit etwa 167 Kilodalton. Die sterische Flexibilitit des IgY

Molekiils ist geringer als die von IgG.

Funktionell ist IgY sowohl teilweise mit IgE als auch mit IgG vergleichbar. IgY bindet jedoch

im Gegensatz zu IgG nicht an Protein A bezichungsweise Protein G und auch nicht an zelluldre
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Fc-Rezeptoren. Dariiber hinaus aktiviert IgY nicht das Komplementsystem. Der Name
Immunglobulin Y wurde 1969 von G.A. Leslie und L.W. Clem vorgeschlagen, nachdem sie
Unterschiede zwischen den in Hithnereiern gefundenen Immunglobulinen und Immunglobulin G

zeigen konnten.

Fiir die gezielte Gewinnung von Antikérpern und deren Verwendung in der Bioanalytik bietet
IgY verschiedene Vorteile gegeniiber der Verwendung von Séugetier Antikérpern. Da die
Antikorper aus dem Eigelb gelegter Eier gewonnen werden, handelt es sich um eine nicht-
invasive Methode der Antikérperproduktion. Den Hithnern muss also kein Blut zur Gewinnung
von Blutserum entnommen werden. Durch die wiederholte Eiablage vom gleichen Huhn steigt
die verfiigbare Menge eines bestimmten Antikérpers erheblich. Auch die Kreuzreaktivitdt mit
Proteinen von Saugetieren ist deutlich geringer als die von IgG. Dariiber hinaus ist die
Immunantwort gegen bestimmte Antigene in Hithnern stirker ausgeprégt als in Kaninchen oder
anderen Sdugetieren. Da von den wihrend der Immunantwort entstehenden Immunglobulinen
nur IgY in Hihnereiern zu finden ist, sind in entsprechenden Préparationen keine
Verunreinigungen mit IgA oder IgM enthalten. Die Ausbeute an IgY aus einem Hiihnerei ist
hoch und vergleichbar mit der an IgG aus Kaninchenserum. Die Tatsache, dass IgY nicht an
Protein A/G bindet, keine Komplementfaktoren aktiviert und nicht an den Fc Teil von

Antikérpern bindet, fiihrt zu einem reduzierten Hintergrund in vielen Anwendungen.

Dariiber hinaus wird IgY insbesondere in asiatischen Lindern wie Japan als Bestandteil von
Lebensmitteln eingesetzt. So werden dort zum Beispiel Joghurtprodukte vertrieben, die
spezifisches IgY enthalten. Dieses verhindert das Anheften von Bakterien der Art Helicobacter
pylori im Magen. Das hierzu verwendete IgY wird aus den Eiern von immunisierten Hithnern
gewonnen. Antikérper werden so auch gegen Salmonellen und andere Bakterien, aber auch
gegen Viren produziert und als Bestandteil der Nahrung zum Schutz gegen diese
Krankheitserreger eingesetzt. Somit kann das erfindungsgeméfe IgY zum Beispiel in Form von

,Novel Food* oder , Nutrazeutika" eingesetzt werden.

Es gibt mittlerweile e¢ine Reihe von kommerzicllen Anbietern fiir polyklonale
Antikérperproduktion aus Hiithnereigelb oder die Herstellung von monoklonalen Antikérpern aus

Hiithnern (z.B. Genosphere Biotechnologies, Davids Biotechnologie).

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform fiihrt der Antikérper oder das antigen-bindende
Fragment (indirekt) zu einer Reduktion der Th17 Zellproliferation, Th17 Zelldifferenzierung
oder Th17 Zellaktivitdt. Alternativ oder zusitzlich hemmt der Antikérper oder das antigen-
bindende Fragment die Bildung von Antikérpern gegen kdrpereigene Antigene durch B Zellen.

Th17 Zellen entwickeln sich aus sogenannten naiven T Helferzellen, also T Helferzellen, die

noch keinen Kontakt mit threm spezifischen Antigen hatten, erst nach deren Aktivierung durch
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Antigenkontakt. Fiir die Differenzierung von Th17 Zellen ist IL-6 und TGF- nétig. Th17 Zellen
sind nach dem von ihnen produzierten Interleukin IL-17 benannt und haben eine wichtige Rolle
bei der Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten, werden aber auch mit der Entstechung von
chronischen Entziindungen und Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht. Weitere
Sekretionsprodukte von Th17 Zellen sind TNF-o und IL-6. Rezeptoren fiir IL-17 befinden sich
auf verschiedenen Zelltypen des Immunsystems, beispielsweise auf myeloiden Zellen, zu denen
die Neutrophilen Granulozyten gehdren, und auf Lymphozyten. Die von den Thl7 Zellen
ausgeschiitteten  Botenstoffe bewirken Entziindungsprozesse, bei denen Neutrophile
Granulozyten eine dominante Rolle spielen. IL-17 bewirkt in den genannten Zielzellen eine
Ausschiittung von u.a. G-CSF, IL-6 und IL-8, die Neutrophile Granulozyten zum Einwandern
bringen und aktivieren. Auflerdem werden verstérkt entziindungsfordernde Proteine wie IL-1, IL-

6, PGE-2, Cyclooxygenase 2 und Matrixmetalloproteasen exprimiert.

Durch die oben angefiihrten Mechanismen, i.e. Reduktion der Th17 Zellproliferation, Th17
Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitit und/oder Hemmung der Bildung von Antikérpern
gegen korpereigene Antigene durch B Zellen, trigt der Antikérper der Erfindung zu einer
erhohten Immuntoleranz bei. Immunerkrankungen wie multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis,
Typ-1 Diabetes und allergisches Asthma werden wesentlich von der Aktivitit von Thl7
Immunzellen bestimmt. Das Darmbakterium, Candidatus Savagella (,,segmented filamentous
bacteria®) induziert genau diese Thl7 Immunzellen (siche z.B. US 2012/276149; WO
2011/047153). Die vorliegende Erfindung umfasst die Neutralisierung dieses Bakteriums mit
oral applizierten Hiihnereiweil3-Antikdrpern, um so Th17 immunzellvermittelte Erkrankungen zu
therapieren. Tests zur Reduktion der Thl7 Zellproliferation, Reduktion der Thl7
Zelldifferenzierung, Reduktion der Th17 Zellaktivitit oder Hemmung der Bildung von
Antikorpern gegen korpereigene Antigene durch B Zellen sind dem Fachmann bekannt und im
Stand der Technik beschrieben; siche etwa US 2012/276149 oder WO 2011/047153.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist das Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella ein

Bakterienwandprotein, besonders bevorzugt das ,,myosin-cross-reactive antigen* (SEQ ID Nr.

1.

Beispiel fiir ein Antigen im Sinne der Erfindung ist ein Zellwandprotein des Bakteriums
Candidatus  Savagella, wie etwa das ,myosin-cross-reactive  antigen”, dessen

Aminoséduresequenz in der SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform bindet der Antikérper oder das antigen-bindende
Fragment an ein Epitop aus dem myosin-cross-reactive antigen, umfassend oder bestehend aus
der Aminosduresequenz SVLDEFYWLDKKDPYSL (SEQ ID Nr. 2),
PDFKAVRFTRRNQYESMI (SEQ ID Nr. 3), oder QATSIKILRDGKEEEIKL (SEQ ID Nir. 4).
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Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemifen
Antikorpers, umfassend:
a) Immunisierung von Hithnern mit einem immunogenen Peptid aus einem Antigen des
Bakteriums Candidatus Savagella; und
b) Gewinnung und Aufreinigung der in den Hithnern oder in einem von diesen Hithnern gelegten

Ei gebildeten Antikorper.

Zur Generierung eines neutralisierenden Antikérpers der Erfindung wird aus der Gruppe von
funktionsbestimmenden und ,,segmented filamentous bacteria® (SFB)-spezifischen Proteine ein
geeignetes Protein ausgewdhlt, das sich dadurch auszeichnet, dass es ein Bakterienwandprotein
ist und eine nicht-redundante Rolle fiir Adhédrenz an das intestinale Epithel und/oder das
Uberleben von Candidatus Savagella oder ,segmented filamentous bacteria®“ (SFB) spielt, wie
z.B. das ,myosin-cross-reactive antigen” (MCRA) Protein. Innerhalb der Proteinsequenz des
ausgewihlten Targetantigens werden anschlieBend geeignete Epitope bestimmt, beispielsweise
durch ,.epitope prediction programs® und/oder mit Hilfe von Datenbanken. Die Ziclsequenz mit
der rechnerisch besten Antigenitit/Immunogenitit wird dann fiir die Antikérperherstellung
ausgewihlt. Mit der Aminosduresequenz wird im néchsten Schritt das entsprechende Peptid in
ausreichender Menge synthetisiert. Um als Antigen wirken zu kénnen, miissen niedermolekulare
Molekiile wie Peptide an Tragerproteine (,.carrier™) gekoppelt werden. Neben Ovalbumin
(Hiihnerei-Albumin) und bovinen oder humanen Serumalbuminen ist das Schneckenprotein
KLH ein in der Biotechnologie verbreitetes Trigerprotein bei der Immunisierung von Tieren. So
kann das Peptid anschlieBend z.B. an das Protein Schlitzschnecken-Hédmocyanin (keyhole limpet
hemocyanin, KLH) gekoppelt werden. Die Hiithner werden innerhalb von 60 Tagen vier Mal mit
dem Peptid-KLH Komplex immunisiert, wiahrend der ersten Immunisierung erhélt das Tier dabei
die doppelte Menge. Nach dieser Immunisierungsphase produziert ein Huhn bis zu 3 Gramm IgY
pro Monat. Die Antikérper werden anschlieBend aus dem Eidotter isoliert und auf ihre
neutralisierende Wirkung hin getestet, d.h. ob der Antikérper in der Lage ist, die Anhaftung oder
Bindung des Bakteriums Candidatus Savagella an Darmepithelzellen zu hemmen, die
Proliferation des genannte Bakteriums zu inhibieren, und/oder das Bakterium zu depletieren oder

abzutoten.

Bevorzugt zur Herstellung des erfindungsgeméBen Antikérpers nach dem o.a. Verfahren ist das
myosin-cross-reactive antigen als Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella. Besonders
bevorzugt sind die Epitopsequenzen aus dem myosin-cross-reactive antigen mit der
Aminosduresequenz  SEQ ID Nr. 1, also Peptide mit der Aminosiduresequenz
SVLDEFYWLDKKDPYSL (SEQ ID Nr. 2), PDFKAVRFTRRNQYESMI (SEQ ID Nr. 3), oder
QATSIKILRDGKEEEIKL (SEQ ID Nr. 4).

Die zuvor getroffenen Definitionen und gemachten Erkldarungen der Begriffe gelten fiir die

nachfolgend beschriebenen Ausfiihrungsformen entsprechend.
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AuBerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Arzneimittel, umfassend den Antikrper oder
ein antigen-bindendes Fragment der Erfindung, oder den nach dem erfindungsgeméifen
Verfahren hergestellten Antikorper. Bevorzugt ist der Antikorper oder ein antigen-bindendes
Fragment der Erfindung in einem pharmazeutisch akzeptierbaren Triager suspendiert. Bevorzugt

ist der zu behandelnde Patient ein Mensch.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Arzneimittel umfassend den
Antikoérper oder ein antigen-bindendes Fragment der Erfindung, oder den nach dem
erfindungsgemiflen Verfahren hergestellten Antikdrper, sowie vorzugsweise geeignete Zusatz-
und/oder Hilfsstoffe. Als Zusatz- und/oder Hilfsstoffe eignen sich beispiclsweise eine
physiologische Kochsalzlosung, geeignete Stabilisatoren, Proteinaseinhibitoren, etc. Als
Stabilisatoren eignen sich beispiclsweise Tween 80 (0,02%), Zuckerlosungen, wie z. B.
Saccharose-Losung (20-30%) oder Aminosdure-Losungen, wie z. B. Glycin- oder Cystein-
Losungen. Ublicherweise wird das erfindungsgemiBe Arzneimittel dadurch hergestellt, dass der
Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment der Erfindung mit geeigneten Zusatz- und/oder

Hilfsstoffen versetzt wird.

Die therapeutischen Mittel dieser Erfindung kénnen als Prophylaktikum oder ansonsten nach
Bedarf verabreicht werden. Die Dosis und Dauer der Behandlung steht in Bezichung zur
relativen Dauer der Molekiile der vorliegenden Erfindung im humanen Kreislauf und kann durch
einen Fachmann in Abhéngigkeit vom behandelten Zustand und der allgemeinen Gesundheit des

Patienten eingestellt werden.

Der Verabreichungsmodus des therapeutischen Mittels der Erfindung kann jeder geeignete Weg
sein, der das Mittel an den Wirt abgibt. Die Antikérper und pharmazeutischen
Zusammensetzungen/Arzneimittel der Erfindung sind besonders niitzlich zur oralen

Verabreichung.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das erfindungsgeméfe Arzneimittel zur Verwendung
zur Priavention oder Behandlung einer onkologischen Erkrankung, allergischen Erkrankung oder
einer Immunerkrankung, vorzugsweise einer Autoimmunerkrankung, wobei die genannten

Erkrankungen durch die Aktivitit von Th17 Zellen vermittelt werden.

Beispielsweise nimmt ein Allergiker oder Patient mit Autoimmunerkrankung tiber einen
definierten Zeitraum in einem definierten Behandlungsschema die spezifischen SFB Antikorper
der Erfindung oral ein. AnschlieBend wird die Reduktion der allergischen Reaktion
beispielsweise iiber einen Prick-Test bestimmt. Die Wirkung der spezifischen SFB Antikérper
auf einen Patienten mit Autoimmunerkrankung kann beispielsweise iiber eine Verminderung der
Bildung von Auto-Antikérpern nachgewiesen werden. Die Referenz entspricht der Stirke der
Reaktion ohne SFB Antikérperbehandlung.
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Bevorzugt ist die allergische Erkrankung, Immunerkrankung oder Autoimmunerkrankung
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus: multipler Sklerose, Typ-1 Diabetes, rheumatoide

Arthritis, allergische Atemwegserkrankung und allergisches Asthma.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird der Antikdrper oder ein antigen-bindendes
Fragment davon oral appliziert. Hithner Antikérper (IgY) sind besonders sdurestabil und eignen
sich deshalb besonders fiir eine orale Anwendung beim Patienten. Umfasst sind jedoch auch alle
bisherigen Routen, die fiir den Transfer von Immunglobulinen verwendet werden, z.B. intramuskulare,

intravendse, intraperitoneale, oder intratekale Verabreichung.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird der Antikdrper oder ein antigen-bindendes
Fragment davon in Kombination mit einem Antibiotikum verwendet, vorzugsweise einem Beta-

Lactam und/oder Glykopeptid Antibiotikum.

Zudem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines
erfindungsgemélen Arzneimittels, umfassend:

a) Herstellung eines erfindungsgemifen Antikorpers oder eines antigen-bindenden Fragments
davon; und

b) Formulierung des Antikérpers oder eines antigen-bindenden Fragments davon als

Arzneimittel.

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung ein Kit umfassend einen erfindungsgeméifen
Antikérper oder eines antigen-bindenden Fragments davon zur Reduktion der Thl7
Zellproliferation, Th17 Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitdt, und/oder Hemmung der
Bildung von Antikérpern gegen korpereigene Antigene durch B Zellen.

Neben dem erfindungsgeméfBen Antikdrper oder einem antigen-bindenden Fragment davon kann
das Kit auch ein Antibiotikum wie Beta-Lactam und/oder ein Glykopeptid Antibiotikum

umfassen, sowie eine Anleitung zur Anwendung der Komponenten des Kit.

Der Begriff ,,etwa® wie hierin verwendet, bezieht sich auf einen spezifischen Wert, auf den in
dieser Beschreibung Bezug genommen wird, einschlieBlich einer Variation, die im Bereich von
+/-20%, +/- 10%, +/- 5%, +/- 4%, + liegt / -3%, +/- 2% oder +/- 1% licgt.

Die Begriffe ,,Bestimmen®, , Bestimmung™ oder , Nachweis™ wie hier verwendet umfassen die
qualitative, semi-quantitative und/oder quantitative Bestimmung, beispielsweise die quantitative
Bestimmung des Antikdrpers der Erfindung im Serum oder Plasma eines Patienten, dem dieser

Antikorper zu therapeutischen Zwecken verabreicht wurde.
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Der Inhalt siamtlicher hierin zitierten Literaturstellen ist hiermit durch Bezugnahme auf den

jeweiligen speziellen Offenbarungsgehalt und in ihrer Gesamtheit aufgenommen.

Weitere besonders bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfindung sind in den folgenden

Beispiclen gezeigt.
Figuren:

Figur 1: Graphische Zusammenfassung des dieser Erfindung zugrundeliegenden Konzepts:
Spezielle fadenformige Candidatus Savagella Bakterien (,,segmented filamentous bacteria®,
SFB) besiedeln die Darmwand und aktivieren tiber dendritische Zellen (DC) Th17 Zellen, die zur
Autoimmunitdt und Atopie beitragen. Zuerst werden geeignete Bakterienwandproteine des
genannten Bakteriums identifiziert (1), synthetisiert und in Hiithner injiziert (2). Die Hiihner
bilden hochspezifische anti-SFB Antikdrper, die aus den Eiern isoliert werden kénnen (3) und
fiir die orale Antikorpertherapie im Menschen zur Verfiigung stehen (4). Eine Reduktion der
SBF Keimzahl im Darm kann zu einer Reduktion der Th17 Effektorzellaktivitdt und somit zur

Immuntoleranz fuhren.
Beispiele:

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Illustration der Erfindung. Sie diirfen im Hinblick auf

den Schutzumfang nicht in einschrinkender Weise ausgelegt werden.

Beispiel 1: Herstellung und Gewinnung von neutralisierenden Antikorpern gegen das
»myosin-cross-reactive antigen“ (MCRA) Protein

Aus der Gruppe der funktionsbestimmenden und ,.segmented filamentous bacteria® (SFB)-
spezifischen Proteine wurde das ,,myosin-cross-reactive antigen” (MCRA) Protein ausgewihlt,
das durch die bakterienwandstdndige Lage und die nicht-redundante Rolle fiir Adhédrenz an das
intestinale Epithel im Menschen und das Uberleben von Candidatus Savagella oder , segmented
filamentous bacteria® (SFB) ein geeignetes Target fiir einen neutralisierenden Antikorper
darstellt. Innerhalb der bekannten Proteinsequenz des MCRA Proteins (SEQ ID Nr. 1) wurden
anschlieBend geeignete Epitope bestimmt. Die Zielsequenz mit der rechnerisch besten
Antigenitit wurde fir die Antikorperherstellung ausgewidhlt. Mit der bekannten
Aminoséduresequenz wurde im nichsten Schritt das entsprechende Peptid mit den SEQ ID Nrn. 2,
3 und 4 in ausreichender Menge synthetisiert und anschlieBend an das Protein Schlitzschnecken-
Himocyanin (keyhole limpet hemocyanin, KLH) gekoppelt. Die Hithner wurden innerhalb von
60 Tagen vier Mal mit dem Peptid-KLH Komplex immunisiert, wihrend der ersten

Immunisierung erhielt das Tier dabei die doppelte Menge. Nach dieser Immunisierungsphase
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produzierte ein Huhn bis zu 3 Gramm IgY pro Monat. Die Antikérper wurden anschlieBend aus
dem Eidotter isoliert (Hassl et al., 1987 http://www.unet.univie.ac.at/~a7505973/texte/JiM1.pdf).

Beispiel 2: Therapeutische Anwendung von neutralisierenden Antikorpern gegen das
»myosin-cross-reactive antigen“ (MCRA) Protein

Die zugrundeliegende Arbeitshypothese der Erfinder besagt, dass eine verringerte
Kolonisationsdichte mit SFB im Darm von Patienten zu einer reduzierten TH17 Antwort flihrt.
Dies hitte allgemein eine grofle therapeutische Relevanz in TH17-vermittelten entziindlichen

Erkrankungen.

Die Erfinder gehen davon aus, dass das SFB auch im Darm menschlicher Patienten existiert und
die orale Therapie mit einem neutralisierenden Antikorper fir die Behandlung einer ganzen
Reihe von allergischen Erkrankungen, Immunerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und

onkologischen Erkrankungen geeignet sein koénnte.

Der gewihlte Therapicansatz ist besonders attraktiv, da kaum Nebenwirkungen zu erwarten sind
- im Gegensatz zu den meisten etablierten Therapien, wie beispielsweise Dexamethason fiir die
allergische Atemwegserkrankung - und gegebenenfalls Moglichkeiten fiir eine stark vereinfachte

Zulassung bestehen, zum Beispiel als ,,Novel Food*.

Diesbeziiglich ist die Verwendung von Hiihner-Antikérpern (IgY) ein grundlegendes Konzept
der vorliegenden Erfindung. Die Verwendung von Hiithner-Antikérpern (IgY) hat zahlreiche
Vorteile gegeniiber klassischen Ansidtzen: IgY reagieren zum Beispiel nicht mit dem
menschlichen Komplementsystem und weisen eine besonders hohe Sédurestabilitit auf, welches

sie attraktiv fir die Entwicklung eines oral applizierten Therapeutikums machen.

Die orale Applikation kann hierbei wie folgt aussehen:

Ein Allergiker nimmt iiber einen definierten Zeitraum in einem definierten Behandlungsschema
die spezifischen SFB Antikérper oral ein. AnschlieBend wird die Reduktion der allergischen
Reaktion beispielsweise tiber einen Prick-Test bestimmt. Die Referenz entspricht der Stirke der
Reaktion ohne SFB Antikérperbehandlung.

Zusammenfassend wurden in diesem Projekt die geeigneten SFB Bakterienwandproteine
identifiziert, synthetisiert und in Hiihner injiziert. Die Hithner produzierten hochspezifische,
neutralisierende anti-SFB Antikorper, die aus den Eiern isoliert wurden. Dieses aus den Eiern
isolierte Produkt mit pharmazeutischem Potential kann dann fiir die orale Antikérpertherapie im

Patienten zur Behandlung eciner ganzen Reihe von allergischen Erkrankungen,
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Immunerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und onkologischen Erkrankungen genutzt

werden.
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Anspriiche

Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon, wobei der Antikorper oder das
antigen-bindende Fragment an ein Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella bindet
und (i) die Anhaftung des Bakteriums an Darmepithelzellen, vorzugsweise humane

Darmepithelzellen, inhibiert, und/oder (ii) das Bakterium depletiert.

Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach Anspruch 1, wobei der
Antikorper oder das antigen-bindende Fragment gewihlt ist aus der Gruppe bestehend
aus: Immunglobulin Molekiil, polyklonaler Antikérper, monoklonaler Antikorper,
chimédrer Antikorper, durch CDR-grafting erzeugter Antikérper, humanisierter
Antikérper,  Fab, Fab‘, F(ab‘),, Fv, Disulfid-verkniipftes = Fv,  scFv,
Einzeldoménenantikérper, Diabody, multispezifischer Antikdrper, dualspezifischer

Antikorper, und bispezifischer Antikorper.

Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach Anspruch 1 oder 2, wobei
der Antikdrper ein Huhn Immunglobulin Molekiil oder Antikdrper ist.

Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach Anspruch 3, wobei das
Huhn Immunglobulin Molekiil IgY ist.

Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 bis
4, wobei der Antikérper oder das antigen-bindende Fragment zu einer Reduktion der
Th17 Zellproliferation, Th17 Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitat fiihrt und/oder
die Bildung von Antikérpern gegen korpereigene Antigene durch B Zellen hemmt.

Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 bis
5, wobei das Antigen des Bakteriums Candidatus Savagella ein Bakterienwandprotein ist,
vorzugsweise das myosin-cross-reactive antigen umfassend die in der SEQ ID Nr. 1

gezeigten Aminosduresequenz.

Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 bis
6, wobei der Antikoérper oder das antigen-bindende Fragment an ein Epitop aus dem
myosin-cross-reactive antigen bindet, wobei das Epitop aus der Aminosiduresequenz
SVLDEFYWLDKKDPYSL (SEQ ID Nr. 2), PDFKAVRFTRRNQYESMI (SEQ ID Nr.
3), oder QATSIKILRDGKEEEIKL (SEQ ID Nr. 4) besteht oder diese umfasst.
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Verfahren zur Herstellung eines Antikérpers nach einem der Anspriche 1 bis 7,
umfassend:
a) Immunisierung von Hithnern mit einem immunogenen Peptid aus einem Antigen,
vorzugsweise einem Bakterienwandprotein, des Bakteriums Candidatus Savagella; und
b) Gewinnung und Aufreinigung der in den Hiithnern oder in einem von diesen Hithnern

gelegten Ei gebildeten Antikdrper.

Arzneimittel, umfassend den Antikérper oder ein antigen-bindendes Fragment davon
nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder einen Antikérper, der durch das Verfahren nach

Anspruch 8 hergestellt ist.

Arzneimittel nach Anspruch 9 zur Verwendung zur Privention oder Behandlung einer
onkologischen Erkrankung, einer allergischen Erkrankung, einer Immunerkrankung, oder
einer Autoimmunerkrankung, wobei die genannten Erkrankungen durch die Aktivitit von

Th17 Zellen vermittelt werden.

Arzneimittel nach Anspruch 10, wobei die allergische Erkrankung, Immunerkrankung
oder Autoimmunerkrankung ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus: multipler

Sklerose, Typ-1 Diabetes, rheumatoide Arthritis und allergisches Asthma.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 9 bis 11, wobei der Antikdrper oder ein antigen-

bindendes Fragment davon oral appliziert wird.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 9 bis 12, wobei der Antikdrper oder ein antigen-
bindendes Fragment davon in Kombination mit einem Antibiotikum verwendet wird,

vorzugsweise einem Beta-Lactam und/oder Glykopeptid Antibiotikum.

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach einem der Anspriiche 9 bis 13,
umfassend:

a) Herstellung eines Antikorpers oder eines antigen-bindenden Fragments davon nach
einem der Anspriiche 1 bis 7; und

b) Formulierung des Antikérpers oder eines antigen-bindenden Fragments davon als

Arzneimittel.

Kit umfassend einen Antikorper oder ein antigen-bindendes Fragment davon nach einem
der Anspriche 1 bis 7 zur Reduktion der Thl7 Zellproliferation, Thl7
Zelldifferenzierung oder Th17 Zellaktivitit, und/oder Hemmung der Bildung von
Antikérpern gegen korpereigene Antigene durch B Zellen, und optional ein
Antibiotikum.
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