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Bindemolekiile fiir die Extra-Doméne B von Fibronectin zur Detektion
von atherosklerotischen Plaques

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Bindemolekiilen fiir
die Extra-Doméne B (ED-B) von Fibronectin, beispielsweise von markierten
Antikdrpern bzw. Antikérperfragmenten gegen die ED-B Doméne, wie etwa
L19-Derivaten, als diagnostische Reagenzien zur Detektion von

* atherosklerotischen Prozessen, insbesondere von atherosklerotischen

Plaques.

Atherosklerose ist eine Veranderung der BlutgefaBe, die iiber viele Jahre
entsteht und zun&chst unerkannt verlauft. Die Entwicklung einer
Atherosklerose verlauft dabei Uber verschiedene Stufen. Kommt es zu einer
Verletzung der endothelialen Zellschicht der Arterienwand oder deren nicht-
haftender Oberflache infolge mechanischer oder chemischer Verletzung, so
fordert die daraus resultierende Verdnderung des normalen Blutflusses die
Anheftung und Aggregation von Blutplatichen, insbesondere an den Asten
und Abzweigungen des Arteriengeflechts, was zur Ausbildung von
Blutgerinseln, sog. Thromben, in den Arterienwéanden fiihren kann. Mit der
Zeit fuhrt die Anhédufung von Fetistreifen, eine Ansammiung von
Schaumzellen, welche sich infolge der Thrombenbildung aus Monocyten des
zelluldren  Abwehrsystems bilden, zu einer kontinuierlichen
Zelleinwanderung,  Cholesterinablagerung, Ausdehnung der glatten
Muskulatur sowie Bildung von zuséitzlichem Bindegewebe, wodurch es zu
immer gréBeren Verletzungen kommt. Diese forigeschrittenen Lésionen
stellen schlieBlich die sogenannten atherosklerotischen Plaques dar, welche
sich an der inneren GefaBwand befinden, wo sie anschwellen und den
Innenraum der Arierie einengen. Im weiteren Verlauf werden die
atherosklerotischen Plaques dann bald mit einer dicken Schicht
Bindegewebe Uberzogen. Mit der Zeit verkalken diese Plaques und es
kommt zu weiteren Verdnderungen, wie z.B. Rissen oder Blutungen, die zu
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einem teilweisen oder totalen Verschluss der Arterie fithren kénnen. Sobald
kein Blut mehr flieBen kann, sind die dahinter gelegenen Gewebe und Zellen
von der Versorgung ausgeschlossen. Als Folge der Verengung kénnen
Herzinfarkie sowie Angina pectoris Anfélle, aber auch Schlaganfille,
Makuladegenerationen am Auge oder Thrombosen auftreten.

Die Atherosklerose entwickelt sich still und heimlich und verursacht lange
keine Symptome. Erst wenn der Gef4dBdurchmesser durch die
fortschreitende Bildung der atherosklerotischen Plaques zunehmend
reduziert wird, enistehen die Symptome langsam, aber stetig. Da bereits
eingetretene Verkalkungen der atherosklerotischen Plaques nicht abgebaut
werden kénnen und den daraus resultierenden starren Arterienwénden die
Elastizitdt nicht zurlickgegeben werden kann, das Fortschreiten der
Krankheit jedoch bei deren Kenntnis deutlich verlangsamt werden kann, sind
einfach  durchfihrbare Atherosklerosedetektionsverfahren mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitét von besonderer Bedeutung.

Bislang wurden verschiedene Untersuchungsmethoden zur Diagnostik der
Atherosklerose entwickelt, darunter kontrastmittelverstarkie Angiographie,
Mehrschicht Spiral-CT, Doppler-Sonographie, Magnetresonanztomographie
und Elektronenstrahltomographie.

Die kontrastmittelverstérkie Angiographie ist eine Untersuchungsmethode,
um BlutgeféBe radiologisch darzustellen. Je nachdem, welches Organ oder
welche Kérperregion dargestellt werden soll, wird in Grtlicher Betdubung
eine Hohlnadel oder ein Katheter in eine Arterie, Vene oder in das Gewebe
eingefiihrt. Danach wird ein Kontrastmittel oder Marker eingespritzt und die
entsprechende Kérperregion wird gerdnigt. Dabei werden sowohl Arterien,
Venen als auch Lymphabflussbahnen beschrieben, wodurch Riickschliisse
auf die Art und die Ausdehnung der Erkrankung mdglich sind. Eine
wesentliche Limitation erfahrt diese Methode jedoch durch die verfligbaren
Kontrastmittel und Marker. Diese ermoglichen lediglich eine relativ
unspezifische Darstellung des Raumes in dem sie sich befinden, wie z.B.



10

15

20

25

30

WO 2005/037312 PCT/EP2004/011654

-3-

des Blutraumes, wodurch die Detektion der atherosklerotischen Plaques
erheblich erschwert wird.

Die Mehrschicht Spiral-CT stellt  eine Alternative zur
kontrastmittelverstiarkten ~ Angiographie dar. Neben der validen
Dokumentation verkalkier atherosklerotischer Plaques bietet sie zuséatzlich
den Vorteil hochauflésender kontrastmittelverstarkter CT-Angiographie und
erméglicht damit auch die Visualisierung unverkalkter Plaques. Erste
klinische Studien zeigen jedoch bereits deutliche Limitationen der Methode,
so dass ein unreflektierter klinischer Einsatz generell nicht empfohlen

werden kann.

Die Doppler-Sonographie ist eine Ultraschall-Untersuchung, bei der das
Doppler-Verfahren zum Einsatz kommt und dient der Diagnose von
Herzerkrankungen. Durch die Doppler-Sonographie werden Informationen
iber Richtung und Geschwindigkeit des Blutflusses erhalten, wodurch
Einengungen der Hohlrdume von Arterien fesigestellt werden konnen. Eine
Visualisierung von atherosklerotischem Plagquegewebe ist hingegen mit der
Doppler-Sonographie nicht méglich.

Die  Magnetresonanztomographie  ermdglicht  durch ~ Verwendung
verschiedener Pulssequenzen eine Visualisierung von atherosklerotischem
Plaguegewebe sowie eine Gewebecharakterisierung der einzelnen
Plaquekomponenten. Der Einsatz dieser Methode zur Primérpravention
bedarf jedoch noch erheblicher Weiterentwicklung.

Mit der Elektronenstrahltomographie steht ein Verfahren zur Verfigung, das
eine nicht-invasive Bestimmung des AusmaBes der Kkoronaren
Atherosklerose erlaubt. Mittels Elekironenstrahlitomographie kann somit auch
die Progression der koronaren Atherosklerose beurteilt werden. Ein Nachteil
der Methode ist jedoch, dass sie sehr teuer ist und der Anschaffung eines
Elektronenstrahltomographen bedarf.
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demzufolge ein alternatives
Verfahren zur Detektion von atherosklerotischen Plagues in Arterienwéanden
bereitzustellen, das eine hohe Sensitivitat und Spezifitét aufweist und eine
einfache, schnelle und kostenglinstige Primarprévention mdglich macht.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gel6ést durch Verwendung von
Bindemolekiilen gegen die ED-B von Fibronectin zur Detektion von
atherosklerotischen  Prozessen, insbesondere zur Detekiion von
atherosklerotischen Plaques, einschlieBlich unverkalkier oder/und verkalkter

Plagues.

Bindemolekdle fir die ED-B Doméane von Fibronectin, einer Sequenz von 91
Aminoséduren, die durch alternatives SpleiBen in das Fibronectin-Molekul
insertiert wird (Castellani et al. (1994), Int. J. Cancer 59, 612-618), sind
bereits in WO 97/45544, WO 01/62800 und WO 03/055917 beschrieben.
Bevorzugte Bindemolekiile sind Molekiile, die direkt und spezifisch an die
ED-B Domaéne binden, wie etwa Antikdrper gegen die ED-B Doméne oder
Fragmente solcher Antikdrper, beispielsweise durch proteolytische Spaltung
erhaltliche Antikérperfragmente, z.B. Fab-, Fab'-, F(ab) »-Fragmente etc. oder
rekombinante Antikérperfragmente, z.B. einzelkettige Fv-Fragmente. Die
ED-B-Bindemolekiile werden vorzugsweise als Konjugate mit fir
diagnostische Anwendungen geeigneten Markierungsgruppen eingesetzt.

Eine bevorzugte Ausflihrungsform der Erfindung betrifft die Verwendung des
Antikdrpers L19 bzw. Fragmenten dieses Antikdrpers (L19-Derivate), die als
Konjugate mit Markierungsgruppen vorliegen, zur Herstellung einer
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Detektion von atherosklerotischen
Plaques. Uberraschenderweise konnte mit Hilfe der der vorliegenden
Erfindung zugrunde liegenden Studien fesigestellt werden, dass
atherosklerotische Plaques hochspezifisch und mit hoher Sensitivitat durch
Bindung markierter L19-Derivate diagnostiziert werden kénnen.

L19 ist das scFv-Fragment (scFv: single chain variable antibody fragment)
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eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Extra-Domane B (ED-B) von
Fibronectin und weist folgende Aminoséuresequenz (SEQ ID NO. 1) auf:

(VH): A , o
EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS
SFSMSWVRQA PGKGLEWVSS ISGSSGTTYY
ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCAKPF PYFDYWGQGT LVTVSS
(Linker):

GDGSSGGSGG ASTG

(VL):

EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVS
SSFLAWYQQK PGQAPRLLIY YASSRATGIP
DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ
QTGRIPPTFG QGTKVEIK

L19 ist bereits verschiedentlich im Stand der Technik erwahnt. So
beschreiben Tarli et al. (Blood, Vol. 94, No. 1 (1999), S. 192-198) die
Bioverteilung des hoch affinen humanen 'l-markierten L19 in Tumor-
tragenden Ma&usen mit fortgeschrittener Angiogenese im Bereich des
Tumorgewebes. Des Weiteren offenbart WO 01/62800 die Verwendung von
radioaktiv markierten Konjugaten, welche das scFv-Fragment L19 umfassen,
zum Nachweis und zur Behandlung von Angiogenese. Die Verwendung von
markierten L19-Derivaten zur Detektion von atherosklerotischen Plaques ist
hingegen im Stand der Technik weder offenbart noch nahegelegt.

Der Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft daher insbesondere die
Verwendung eines markierten L19-Derivats,
umfassend
(aa) mindestens eine Antigenbindungsstelle fir die Extra-Domane B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in Tabelle 1 gezeigten
komplementaritatsbestimmenden Regionen HCDR3 und/oder
LCDR3 oder eine Variante davon, welche eine Deletion,
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Insertion und/oder Substitution von bis zu 5 Aminoséuren in
der HCDR3-Region und von bis zu 6 Aminosaduren in der
LCDR3-Region aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle
dieselbe Funktion aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte
native 119,

mindestens eine Antigenbindungsstelle fiir die Extra-Doméne B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in Tabelle 1 gezeigten
komplementaritdtsbestimmenden Regionen HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 und LCDR3 oder eine Variante
davon, welche eine Deletion, Insertion und/oder Substitution
von bis zu 3 Aminosé&uren in der HCDR1-Region, von bis zu 8
Aminoséauren in der HCDR2-Region, von bis zu 5 Aminoséuren
in der HCDR3-Region, von bis zu 6 Aminosduren in der
LCDR1-Region, von bis zu 4 Aminosduren in der LCDR2-
Region und von bis zu 6 Aminoséduren in der LCDR3-Region
aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle dieselbe Funkiion
aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte native L19, oder
mindestens eine Antigenbindungsstelle fiir die Extra-Doméane B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in SEQ ID NO. 1

. gezeigte Sequenz des nativen L19 oder eine Variation davon,

welche eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu
30 Aminosauren aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle
dieselbe Funktioh aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte
native L19,

und gegebenenfalls

(ba)

(bb)

(bc)

eine Aminosauresequenz Xaa;-Xaaz-Xaas-Cys (SEQ ID NO. 2),
wobei Xaa;, Xaa. und Xaas unabhéngig voneinander jede
nattrlich vorkommende Aminos&ure darstellen,

eine Aminosduresequenz Xaa;-Xaaz-Xaas-Cys-Xaas (SEQ D
NO. 3), wobei Xaa;, Xaa,, Xaas und Xaas unabhangig
voneinander jede natlrlich vorkommende Aminosaure
darstellen,

eine Aminosauresequenz (His), (SEQ ID NO. 4), wobei n eine
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ganze Zahl von 4 bis 6 ist, oder
(bd) eine Aminosauresequenz umfassend die in SEQ ID NO. 5,
SEQ ID NO. 6 oder SEQ ID NO. 7 gezeigte Sequenz,
wobei der C-Terminus von (aa), (ab) oder (ac) gegebenenfalls lber
eine Peptidbindung an den N-Terminus von (ba), (bb)r, (bc) oder (bd)
gebunden ist,
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Detektion
von atherosklerotischen Plaques.

Das markierte L1 9-Dériva’[ umfasst im Rahmen der vorliegenden Erfindung
eine N-terminale Antigehbindungsstelle fir die Extra-Doméne B (ED-B) von
Fibronectin ausgewahlt aus den Antigenbindungsstellen (aa), (ab) oder (ac)
und gegebenenfalls eine C-terminale Aminosduresequenz ausgewéhli aus
den Aminosduresequenzen (ba), (bb), (bc) oder (bd), wobei die
Antigenbindungsstelle dieselbe Funktion aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1
gezeigte native L19. GeméaB vorliegender Erfindung bedeutet dies, dass die
Antigenbindungsstellen (aa), (ab) und (ac) des markierten L19-Derivats eine
im wesentlichen gleiche Bindungskonstante an atherosklerotische Plaques
aufweisen, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte native scFv-Fragment L19.
Insbesondere vermitteln die Antigenbindungsstellen (aa), (ab) und (ac) eine
Bindung zwischen dem markierten L19-Derivat und den atherosklerotischen
Plagues, wobei der Komplex aus markiertem L19-Derivat und
atherosklerotischem Plague  eine Dissoziationskonstante - im
subnanomolaren Bereich aufweist (z.B. geringer als 10° M). Vorzugsweise
liegt die Dissoziationskonstante des Komplexes aus markiertem L19-Derivat
und atherosklerotischem Plague im selben Bereich wie die in WO 99/58570
beschriebene Dissoziationskonstante des Komplexes aus L19-Derivat und
dem Antigen ED-B Fibronectin.

Die Antigenbindungsstellen fiir die Extra-Doméne B (ED-B) von Fibronectin
des markierten L19-Derivats (aa) bzw. (ab) umfassen geméaB vorliegender
Erfindung die in Tabelle 1 gezeigten komplementaritdtsbestimmenden
Regionen HCDR3 und/oder LCDR3 bzw. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
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LCDR2 und LCDR3. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die
komplementaritdtsbestimmenden Regionen HCDR1, HCDR2, HCDRS,
LCDR1, LCDR2 und LCDR3 wie folgt definiert:

Tabelle 1
Region® | CDR- Sequenz Maximale
Lange® (bevorzugte)
(in Amino- Variationen
séuren)
HCDR1 5 SFSMS 3(2,1)
(SEQ ID NO. 8)
HCDR2 | 17 SISGSSGTTYYADS | 8(7,6,54,3,2,1)
VKG
(SEQ ID NO. 9)
HCDR3 |7 PFPYFDY 5(4,3,2,1)
(SEQ ID NO. 10)
LCDRH1 12 RASQSVSSSFLA 6 (5,4,3,2,1)
(SEQ ID NO. 11)
LCDR2 |7 YASSRA 4(3,2,1)
(SEQ ID NO. 12)
LLCDR3 10 CQQTGRIPPT 6 (5,4,3,2,1)
(SEQID NO. 13)

MHCDRx: komplementaritdtsbestimmende Region x der schweren
Antikorperkette; LCDRx: komplementaritdtsbestimmende Region x der

leichten Antikdrperkette.
@CDR-Lange: Lange der komplementaritédtsbestimmenden Region.

Neben den in Tabelle 1 definierten komplementaritdisbestimmenden
Regionen, kénnen die Antigenbindungsstellen fiir die Extra-Doméne B (ED-
B) von Fibronectin des markierten L19-Derivats (aa) bzw. (ab) auch
Varianten dieser Regionen umfassen. ErfindungsgeméB umfasst eine
Variante der HCDR1-Region eine Deletion, Insertion und/oder Substitution
von bis zu 3 Aminosé&uren in der HCDR1-Region, d.h. eine Deletion, Insertion
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und/oder Substitution von 1, 2 oder 3 Aminosauren in Bezug auf die in
Tabelle 1 gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 8). Eine Variante der HCDR2-
Region umfasst eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu 8
Aminoséduren in der HCDR2-Region, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder
Substitution von 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Aminosduren in Bezug auf die in
Tabelle 1 gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 9). Zudem umfasst eine Variante
der HCDR3-Region eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu
5 Aminoséduren in der HCDR3-Region, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder
Substitution von 1, 2, 3, 4 oder 5 Aminosauren in Bezug auf die in Tabelle 1
gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 10). Eine Variante der LCDR1-Region
umfasst hingegen eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu 6
Aminoséauren in der LCDR1-Region, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder
Substitution von 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 Aminosauren in Bezug auf die in Tabelle
1 gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 11). Des Weiteren umfasst eine Variante
der LCDR2-Region eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu
4 Aminosauren in der LCDR2-Region, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder
Substitution von 1, 2, 3 oder 4 Aminosauren in Bezug auf die in Tabelle 1
gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 12). Eine Variante der LCDR3-Region
umfasst eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu 6
Aminosauren in der LCDR3-Region, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder
Substitution von 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 Aminosauren in Bezug auf die in Tabelle
1 gezeigte Sequenz (SEQ ID NO. 13).

Die Antigenbindungsstelle fur die Extra-Doméane B (ED-B) von Fibronectin
des markierten L19-Derivats (ac) umfasst geméaB vorliegender Erfindung die
in SEQ ID NO. 1 gezeigte Sequenz des nativen L19 oder eine Variation
davon, welche eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu 30
Aminoséuren aufweist, d.h. eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 Aminosauren in Bezug auf die in SEQ ID NO.
1 gezeigte Sequenz.

Die Aminosauresequenzen (ba), (bb) bzw. (bc) des markierten L19-Derivats
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umfassen die Sequenzen Xaa;-Xaaz-Xaas-Cys (SEQ ID NO. 2), Xaa;-Xaaz-
Xaas-Cys-Xaas (SEQ ID NO. 3) bzw. (His). (SEQ ID NO. 4).

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die
Aminosauresequenz (ba) Xaai-Xaaz-Xaas-Cys (SEQ ID NO. 2) die Sequenz
Gly-Gly-Gly-Cys (SEQ ID NO. 14) oder Gly-Cys-Gly-Cys (SEQ ID NO. 15).
Besonders bevorzugt ist die Sequenz Gly-Gly-Gly-Cys (SEQ ID NO. 14).

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung
ist die Aminosduresequenz (bb) Xaai-Xaa.-Xaas-Cys-Xaas (SEQ ID NO. 3)
die Sequenz Gly-Gly-Gly-Cys-Ala (SEQ ID NO. 16) oder Gly-Cys-Gly-Cys-
Ala (SEQ ID NO. 17). Besonders bevorzugt ist die Sequenz Gly-Gly-Gly-
Cys-Ala (SEQ ID NO. 16).

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung
ist die Aminoséuresequenz (bc) (His). (SEQ ID NO. 4) die Sequenz (His)s mit
n gleich 6 (SEQ ID NO. 18).

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung
ist der N-Terminus von (aa), (ab) oder (ac) gegebenenfalls Uber eine
Peptidbindung mit dem C-Terminus einer Linkeraminosduresequenz
verbunden ist. Vorzugsweise weist die Linkeraminoséduresequenz eine Lange
von bis zu 30 Aminosduren, bevorzugt bis zu 25 Aminosduren und
besonders bevorzugt bis zu 22 Aminosduren auf. Besonders bevorzugt ist
die Linkeraminos&uresequenz die in SEQ ID NO. 19 gezeigte Sequenz ist.

GemaB vorliegender Erfindung umfassen besonders bevorzugte markierte
L19-Derivate die in SEQ ID NO. 1 (natives L19), SEQ ID NO. 20 (AP38),
SEQ ID NO. 21 (AP39), SEQ ID NO. 22 (L19-GlyCysGlyCys), SEQ ID NO.
23 (L19-GlyCysGlyCysAla), SEQ ID NO. 24 (ZK225293), SEQ ID NO. 25
(ZK217691/217695), SEQ ID NO. 26 (ZK210917) und SEQ ID NO. 27
(ZK248219/248220) gezeigten Sequenzen.
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Das Bindemolekiil fiir die ED-B-Doméne liegt vorzugsweise in Form eines
Konjugats mit einer Markierungssubstanz vor. Als Markierungssubstanzen
sind samtliche fiir diagnostische Anwendungen, insbesondere diagnostische
Anwendungen in vivo geeigneten Markierungsubstanzen, geeignet,
beispielsweise radioaktive Markierungssubstanzen oder fir nicht radioaktive
Nachweismethoden, z.B. flr Magnetresonanzverfahren geeignete
Markierungssubstanzen.

Verfahren zur Einfhrung von Markierungssubstanzen in Polypeptide,
Peptide und insbesondere scFv-Fragmente sind im Stand der Technik gut
bekannt. Voriugsweise ist"das Bindemolekill' mit einem'Radibisotop, z.B.
einem Radioisotop von lod (1), Indium (In), Technetium (Tc) und Rhenium
(Re) markiert. Besonders bevorzugt sind die Radioisotope ", ""'In, "**Re,
188Rg, *mT¢ oder *™Tc.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein
Antikdrperfragment, z.B. ein L19-Derivat in reduzierter Form, verwendet. Im
Rahmen der vorliegenden Erfindung bedeutet der Begriff ,reduzierte Form®,
dass das Fragment in monomerer Form und nicht etwa in durch
intermolekulare Disulfidbriicken vermittelter dimerer oder multimerer Form
vorliegt. Vorzugsweise wird die reduzierte Form des Antikérperfragments
durch Zugabe eines geeigneten Reduktionsmitiels erhalien. Geeignete
Reduktionsmittel sind im Stand der Technik gut. bekannt und umfassen
TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin) und 1,4-Dimercapto-2,3-butandiole.

Des Weiteren sieht die vorliegende Erfindung vor, dass die
pharmazeutische Zusammensetzung zusétzlich zu dem Bindemolekdl
gegebenenfalls physiologisch verirégliche Hilfsmittel, Tréger und/oder
Verdiinnungsmittel  enth&lt. Geeignete Hilismittel, Trager und/oder
Verdiinnungsmittel sind dem Fachmann im Bereich der pharmazeutischen
Chemie bestens bekannt.

Vorzugsweise erfolgt die Detektion der atherosklerotischen Plaques im
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Rahmen der vorliegenden Erfindung durch Injizieren der pharmazeutischen
Zusammensetzung, welche das ED-B-Bindemolekil umfasst, in eine Vene
und/oder Arterie eines zu untersuchenden Patienten und Detektieren des an
die atherosklerotischen Plaques — falls vorhanden — gebundenen markierten
ED-B-Bindemolekiils. Wird ein Radioisotop-markiertes Bindemolekill
verwendet, so kann die Detektion durch Szintigraphie erfolgen. Durch die
friihzeitige Detektion von atherosklerotischen Plaques geméB vorliegender
Erfindung kann Herzinfarkten sowie Angina pectoris Anféllen, aber auch
Schlaganfallen, Makuladegenerationen am Auge oder/und Thrombosen
vorgebeugt werden.

Des Weiteren wird die vorliegende Erfindung durch Figur 1 und die
nachfolgenden Beispiele naher erlautert.

Beispiele
Beispiel 1: Herstellung von L19-Derivaten

Die Herstellung von L19-Derivaten erfolgt wie in WO 03/055917 beschrieben,
auf deren Inhalt hierin Bezug genommen wird.

Beispiel 2: Markierung der L19-Derivate mit Hilfe von Radioisotopen
Die Herstellung markierter L19-Derivate erfolgt wie in WO 03/055917

beschrieben, auf deren Inhalt hierin Bezug genommen wird.

Beispiel 3: Untersuchung der Bindung verschiedener, markierter L19-
Derivate an atherosklerotische GeféBproben von WHHL-Kaninchen in

einer speziellen in vifro Perfusionsapparatur

Zur Untersuchung der Eignung verschiedener, markierter L19-Derivate
wurde eine in vitro Perfusionsapparatur (Ussing-Kammer) verwendet. Diese
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Perfusionsapparatur enthielt GefdBproben aus der Aorta von WHHL-
Kaninchen (Watanabe heritable hyperlipidemic rabbits).

Diese WHHL-Kaninchen entwickeln aufgrund eines genetischen Defekis in
bestimmten Abschnitten der Aorta atherosklerotische Plaques. GeféBproben
aus diesen atherosklerotischen Abschnitten der Aorta wurden deshalb als
Modell fiir die Krankheit Atherosklerose beim Menschen eingesetzt. Als
Vergleichskonirolle wurden jeweils aus dem gleichen Kaninchen
GefaBproben aus nicht atherosklerotischen Abschnitten der Aorta verwendet.

Die GefaBproben wurden in der GefaBapparatur derart positioniert, dass das
jeweilige zu untersuchende markierte L19-Derivat nur an der luminalen Seite
der Aorta binden konnte. Eine L&sung des markierten L19-Derivats wurde
dabei mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe mit einer Geschwindigkeit von 1
ml/min perfundiert. Die Perfusion wurde Uber 20 min bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Das Volumen des Perfusionskreislaufes betrug 9 ml. In diesem
Volumen war das markierte erfindungsgeméBe L19-Derivat in der in Tabelle
2 angegebenen Menge enthalten.

Nach abgeschlossener Perfusion wurde die an die atherosklerotischen
Plagues der Aorta gebundene Menge des zu untersuchenden markierten

L19-Derivates mit Hilfe eines y-Counters (y-Kamera Elscint SP4 HR)
bestimmt. Aus dem Verhélinis der Menge des gebundenen markierten L19-
Derivates an die atherosklerotischen und nicht-atherosklerotischen
Abschnitte der Aorta ergibt sich der Bewertungsfakior des jeweiligen
markierten L19-Derivates.
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Tabelle 2

Zu untersuchendes L19-|Verwendete Menge und Markierung:
Derivat:

ZK225293 0,3375 pmol mit 0,61 MBg **°l markiert
ZK212667 0,482 pmol mit 0,945 MBq | markiert
ZK2176691/217695 584,775 pmol mit 1,61 MBq '"'In markiert
ZK210917 283,68 pmol mit 1,5 MBq ""'In markiert
ZK217052/217053 72,648 pmol mit 3,0 MBq *™Tc markiert

Beispiel 3.1: Untersuchung des Zl-markierten L19-Derivates ZK225293

Die Untersuchung d.e‘r Eignung von ZK225293 (SEQ ID NO. 24) wurde wie in
Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. Der in der Untersuchung ermittelte
Bewertungsfaktor fiir ZK225293 betrug 4,5. Das Ergebnis dieser
Untersuchung zeigt das hervorragende Potential des markierten L19-
Derivates zum Nachweis atherosklerotischer Plaques und damit zur
Diagnose von Atherosklerose in Arterien.

Beispiel 3.2: Untersuchung des "*l-markierten L19-Derivates ZK212667

Die Untersuchung der Eignung von ZK212667 (L19; SEQ ID NO. 1) wurde
wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. Der in der Untersuchung
ermitielte Bewertungsfaktor fir ZK212667 betrug 2,8. Das Ergebnis dieser
Untersuchung zeigt das hervorragende Potential des markierten L19-
Derivates zum Nachweis atherosklerotischer Plaques und damit zur
Diagnhose von Atherosklerose in Arterien. '

Beispiel 3.3: Untersuchung des "'In-markierten L19-Derivates
ZK217691/217695

Die Untersuchung der Eignung von ZK217691/217695 (SEQ ID NO. 25)
wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. Der in der Untersuchung
ermittelte Bewertungsfaktor fir ZK2176691/217695 betrug 8,7. Das Ergebnis
dieser Untersuchung zeigt das hervorragende Potential des markierten L19-
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Derivates zum Nachweis atherosklerotischer Plaques und damit zur
Diagnose von Atherosklerose in Arterien.

Beispiel 3.4: Untersuchung des 'In-markierten L19-Derivates
ZK210917

Die Untersuchung der Eignung von ZK210917 (SEQ ID NO. 26) wurde wie in
Beispiel 3 beschrieben durchgefithrt. Der in der Untersuchung ermittelte
Bewertungsfaktor fir ZK210917 betrug 3,4. Das Ergebnis dieser
UntersuchUng zeigt 'das hervorragende Potential des markierten L19-
Derivé{es zum Nachweis atherosklerotischer Plagues und damit zur
Diagnose von Atherosklerose in Arterien.

Beispiel 3.5: Untersuchung des ®™Tc-markierien L19-Derivates
ZK217052/217053

Die Untersuchung der Eignung von ZK217052/217053 (SEQ ID NO. 21)
wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. Der in der Untersuchung
ermittelte Bewertungsfaktor fir ZK217052/217053 betrug 4,8. Das Ergebnis
dieser Untersuchung zeigt das hervorragende Potential des markierten L19-
Derivates zum Nachweis atherosklerotischer Plaques und damit zur
Diagnose von Atherosklerose in Arterien.

Beispiel 4: Untersuchung der Bildgebung von atherosklerotischen
Plaques mithilfe des *"Tc-markierten L19-Derivates ZK248219/248220
an WHHL~Kaninchen in vivo

Die Untersuchung der Eignung von ZK248219/248220 (SEQ ID NO. 27)
wurde in vivo an einem WHHL-Kaninchen durchgefihrt. Diese WHHL-
Kaninchen entwickeln aufgrund eines genetischen Defekts in bestimmten
Abschnitten der Aorta atherosklerotische Plaques und wurden daher als
Modell fiir die Krankheit Atherosklerose beim Menschen eingesetzt.
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Dem Versuchstier (3,4 kg Korpergewicht) wurde in Narkose
(Rompun/Ketavet (1:2), 1 mlkg Koérpergewicht i.m.) 41 MBqg des *mTc-
markierten L19-Derivates ZK248219/248220 in die Ohrrandvene appliziert.

Uber einen Zeitraum von 5 h wurden mit dem y-Counter (y-Kamera Elscint
SP4 HR) Ganzkorperszintigramme aufgenommen. Nach 5 h wurde das
Versuchstier getdtet und seine Aorta autoradiographisch untersucht, um die
genaue Verteilung der an der Aorta gebundenen Akiivitat zu bestimmen.

Das Ergebnis der Bildgebungs-Untersuchung zeigt bis zum Zeitpunkt post
injectionem  eine  deutliche Darstellung des Aortabogens. Die
autoradiographische Untersuchung belegt, dass im Aortabogen des
Versuchstieres eine um den Faktor 12 héhere Aktivitatskonzentration als in
den Plague-freien, abdominalen Aortabereichen vorliegt. Das Ergebnis
dieser Untersuchung zeigt also ganz deutlich das hervorragende Potential
des markierten L19-Derivates ZK248219/248220 ~zur  Diagnose

atherosklerotischer Plaques.
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Anspriiche

Verwendung von Bindemolekiilen gegen die Exira-Domédne B von
Fibronectin zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung

zur Detektion von atherosklerotischen Plaques.

Verwendung nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Bindemolekile ausgewahlt werden aus Antikérpern und

Fragmenten davon.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Bindemolekille eine Markierungsgruppe tragen.

Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 3, dass die
Bindemolekiilen ausgewéhlt werden aus 19-Derivaten,

umfassend

(aa) mindestens eine Antigenbindungsstelle fir die Extra-Doméne B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in Tabelle 1 gezeigten
komplementaritdtsbestimmenden Regionen HCDR3 und/oder
LCDR3 oder eine Variante davon, welche eine Deletion,
Insertion und/oder Substitution von bis zu 5 Aminoséuren in der
HCDR3-Region und von bis zu 6 Aminosauren in der LCDR3-
Region aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle dieselbe
Funktion aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte native
L19,

(ab) mindestens eine Antigenbindungsstelle fir die Extra-Doméne B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in Tabelle 1 gezeigten
komplementaritdtsbestimmenden Regionen HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 und LCDR3 oder eine Variante

)

~
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davon, welche eine Deletion, Insertion und/oder Substitution ‘
von bis zu 3 Aminosé&uren in der HCDR1-Region, von bis zu 8

Aminosauren in der HCDR2-Region, von bis zu 5 Aminosé&uren

~in der_HCDR3-Region, von_ bis zu 6 Aminoséuren in der

(ac)

LCDR1-Region, von bis zu 4 Aminoséuren in der LCDR2-
Region und von bis zu 6 Aminosduren in der LCDR3-Region
aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle dieselbe Funktion
aufweist, wie das in SEQ [D NO. 1 gezeigte native L19, oder

mindestens eine Antigenbindungsstelle fiir die Extra-Doméane B
(ED-B) von Fibronectin umfassend die in SEQ ID NO. 1

~ gezeigte Sequenz des nativen L19 oder eine Variation davon,

welche eine Deletion, Insertion und/oder Substitution von bis zu
30 Aminosauren aufweist, wobei die Antigenbindungsstelle
dieselbe Funktion aufweist, wie das in SEQ ID NO. 1 gezeigte
native L19,

und gegebenenfalls

(ba)

(bb)

(bc)

(bd)

wobei

eine Aminosauresequenz Xaas-Xaar-Xaas-Cys (SEQ ID NO. 2),
wobei Xaai, Xaa, und Xaas unabh&ngig voneinander jede
nattrlich vorkommende Aminoséaure darstellen,

eine Aminosduresequenz Xaai-Xaaz-Xaas-Cys-Xaas (SEQ ID
NO. 3), wobei Xaas, Xaa,;, Xaas und Xaa: unabhangig
voneinander jede natlrlich vorkommende Aminoséure
darstellen,

eine Aminosduresequenz (His), (SEQ ID NO. 4), wobei n eine
ganze Zahl von 4 bis 6 ist, oder

eine Aminosauresequenz umfassend die in SEQ ID NO. 5,
SEQ ID NO. 6 oder SEQ ID NO. 7 gezeigte Sequenz,

der C-Terminus von (aa), (ab) oder (ac) gegebenenfalls lber

eine Peptidbindung an den N-Terminus von (ba), (bb), (bc) oder (bd)

gebunden ist.
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Verwendung nach Anspruch 4,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Aminosauresequenz Xaa;-Xaaz-Xaas-Cys die Sequenz Gly-
Gly-Gly-Cys (SEQ ID NO. 14) oder Gly-Cys-Gly-Cys (SEQ ID NO. 15)
ist.

Verwendung nach Anspruch 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Aminosauresequenz Xaai-Xaar-Xaas-Cys-Xaas die Sequenz
Gly-Gly-Gly-Cys-Ala (SEQ ID NO. 16) oder Gly-Cys-Gly-Cys-Ala
(SEQ ID NO. 17) ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 4 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass n in der Aminoséuresequenz (His), 6 (SEQ ID NO. 18) ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 4 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass der N-Terminus von (aa), (ab) oder (ac) gegebenenfalls lber
eine Peptidbindung mit dem C-Terminus einer
Linkeraminosauresequenz verbunden ist.

Verwendung nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Linkeraminoséduresequenz eine Ldnge von bis zu 30

Aminoséduren aufweist.

Verwendung nach Anspruch 8 oder 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Linkeraminoséuresequenz die in SEQ ID NO. 19 gezeigte
Sequenz ist.
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Verwe ndung nach einem der Anspriiche 4 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, ‘

- dass das markierte L19-Derivat die in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 20,

SEQ ID NO. 21, SEQ ID NO. 22, SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 24,
SEQ ID NO. 25, SEQ ID NO. 26 oder SEQ ID NO. 27 gezeigte
Sequenz umfasst.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Bindemolekil mit einem Radioisotop markiert ist.

Verwendung nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Radioisotop ausgewahlt ist aus Radioisotopen von lod (I),
Indium (In), Technetium (Tc) und Rhenium (Re).

Verwendung nach Anspruch 12 oder 13,
dadurc h gekennzeichnet,
dass das Radioisotop *#I, "'In, "®Re, **Re, *"Tc oder *™Tc ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Bindemolekille aus Antikérperfragmenten, insbesondere

L19-Derivaten in reduzierter Form, ausgewahlt werden.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15,

dadurch gekennzeichnet,

dass die  pharmazeutische  Zusammensetzung zusétzlich
physiologisch vertragliche Hilfsmittel, Trager und/oder
Verdiinnungsmittel enthalt.
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Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Zusammensetzung zur Injektion in eine Vene und/oder

Arterie eines Patienten vorgesehen ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 17,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Zusammensetzung ein zur Detektion geeignetes radioakiiv
markiertes Bindemolekil enthalt.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 18 zur Pravention von
Herzinfarkien sowie Angina pectoris Anféllen, aber auch
Schlaganfallen, Makuladegenerationen am Auge oder Thrombosen.

Verfahren zur Detektion von atherosklerotischen Plaques, umfassend
das Verabreichen eines Bindemolekiils gegen die Extra-Domane B
von Fibronectin in einer diagnostisch ausreichenden Menge an einen
zu untersuchenden Patienten, insbesondere einen humanen
Patienten, und Bestimmen der Lokalisation des Bindemolekdils in den
BlutgefaBen des Patienten.
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SEQ ID | Bezeichnung Sequenz

NO.

1 L19 oder ZK212667 EVQLLESGGGLVQPGGSLR

(natives  scFv-Fragment|LSCAASGFTFSSFSMSWVR
L19) QAPGKGLEWVSSISGSSGT

TYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CAKPFPYFDYWGQGTLVTYV
SSGDGSSGGSGGASTGEI1IV
LTQSPGTLSLSPGERATLS
CRASQSVSSSFLAWYQQKP
GQAPRLLIYYASSRATGIPD
RFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQTGRIPPTFG
QGTKVEIK

2 Aminoséuresequenz (ba) | Xaa;-Xaa,-Xaas-Cys

3 Aminosduresequenz (bb) | Xaa;-Xaa,-Xaas-Cys-Xaas

4 Aminosduresequenz (bc) | (His),

5 Aminosduresequenz (bd) |AAADDDSDDDYKDDDDK

6 Aminosauresequenz (bd) |AAADDDSDDDYKDDDDKH

HHHHH

7 Aminosauresequenz (bd) ([SGGSGGPRAAPEVYAFAT
: PEWPGSRDKRTLACLIQNF

MPEDISVQWLHNEVQLPD
ARHSTTQPRKTKGSGEEV
FSRLEVTRAEWEQKDEFIC
RAVHEAASPSQTVQRAVS
VNPESSRRGGC

8 HCDR1 SFSMS

9 HCDR2 SISGSSGTTYYADSVKG

10 HCDR3 PFPYFDY

11 LCDR1 RASQSVSSSFLA

12 LCDR2 YASSRA

13 LCDR3 COQTGRIPPT
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14 bevorzugtes (ba) Gly-Gly-Gly-Cys
15 bevorzugtes (ba) Gly-Cys-Gly-Cys
16 bevorzugtes (bb) Gly-Gly-Gly-Cys-Ala
17 bevorzugtes (bb) Gly-Cys-Gly-Cys-Ala
18 bevorzugtes (bc) (His)e
19 Linkeraminosauresequenz |[MKYLLPTAAAGLLLLAAQP
AMA
20 AP38 L19-GlyGlyGlyCys
21 AP39 (exprimiert in E. coli)| L19-GlyGlyGlyCysAla
oder
ZK217052/217053
22 L19-GlyCysGlyCys
23 - L19-GlyCysGlyCysAla
24 ZK225293 MKYLLPTAAAGLLLLAAQP
AMA-L19-AAADDDSDDDY
KDDDDKHHHHHH
25 ZK217691/217695 MXDTPA-L19-SGGSGGPRAA
PEVYAFATPEWPGSRDKR
TLACLIQNFMPEDISVQWL
HNEVQLPDARHSTTQPRK
TKGSGFFVFSRLEVTRAE
WEQKDEFICRAVHEAASP
SQTVQRAVSVNPESSRRG
GC
26 ZK210917 MXDTPA —L19
27 AP39 (exprimiert in P.|L19-GlyGlyGlyCysAla
pastoris) oder ' ‘
ZK248219/248220
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