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Farmaceuticky prostriedok obsahujuci humanizovani
monoklondlnu protildtku, ktora sa $pecificky viaze na epi-
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Abeta (amyloidu beta), na pouzitie na prevenciu alebo
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Oblast’ techniky

Tento vyndlez sa tyka farmaceutického prostriedku a pouzitia tohto farmaceutického prostriedku. Farma-
ceuticky prostriedok obsahuje humanizovanu monoklonalnu protilitku, kiora sa Specificky viaze na epitop
obsiahnuty v pozcidch 13 az 28 peptidu Ap. Pouztie sleduje prevenciu alebo lieenie predklinickej alebo
klinickej Alzheimerovej choroby.

DoterajSi stav techniky

Mnoho stavov, kioré vedu ku kognitivnym deficitom, mfiviciam, mozgovémmu krvacaniu a celkovémmu
mentdlnemu zhorSeniu, je evidentne asociovanych s neurotickymi a cerebrovaskularnymi plakmi v mozgu,
ktoré obsahuji amyloidovy beta peptid (AB). Medz takéto stavy patr predklinickd a klinickd Alzheimerova
choroba, Downov syndrém a predklinicka a klinick4 cerebrdlna amyloidova angiopatia (CAA). Anyloidové
plaky st tvorené z amyloidovych beta peptidov. Tieto peptidy citkuluju v krvi a v mozgovomiechovom mo-
ku (CSF), obvykle vo forme komplexov s lipoproteinmi. AP peptid v citkulujucej forme je Zlozeny z 39 — 43
aminokyselin (najCastejSie zo 40 alebo 42 aminokyselin), ktoré vznikaju zo Stiepenia spolo¢ného prekurzoro-
vého proteinu, amyloidového prekurzorového proteinu, kiory sa ¢asto oznacuje ako APP. Niektoré formy so-
lubilného A st samy osebe neurotoxické a mozu urCovat’ zivaznost’ neurodegenericie a/alebo kognitivny de-
ficit McLean, C. A., et al., Ann. Neurol. (1999) 46:860:866; Lambert, M. P., et al. (1998) 95:6448-6453,
Naslund, J., . Am. Med. Asoc. (2000) 283:1571).

Dékazy naznacujuce, Z2 A moze byt transportované medz mozgom a krvou (Ghersi-Egea, J-F., et al., J.
Neurochem. (1996) 67:880-883; Zlokovic, B. V., et al, Biochem. Biophys. Res. Comm. (1993) 67:1034-
-1040; Shibata M, et al,, J. Clin. Invest. (2000) 106:1489-1499). Dalej, Ap v plakoch je v rovnovéhe so solu-
bilnym AP v mozgu av kvi (Kawarabayashi T, et al., J. Neurosci. (2001)21:372-381).

Ako bolo opisané v PCT prihlaSke US 00/35681 a U.S. poradové ¢. 09/153,130, ktoré su tu uvedené ako
odkazy, celkové cirkulujuce hladiny A peptidu v CSF st podobné u nommélnych jedincov a u jedincov pre-
disponovanych k priznakom Alzheimerovej choroby. Ale, hladiny AP42 su v priemere niZSie u jedincov
s Alzheimerovou chorobou (Nitsch, R. M., et al., Ann. Neurol. (1995) 37:512-518). Je zname, 7Ze¢ A4z je viac
nichylny k agregécii ako Ao, ked k tonm dbjde, vznikaju neZziaduce nasledky, ako je depozicia AP v amy-
loidovych plakoch, konverzia AP na toxické solubilné formy, poSkodenie nervovych buniek a poruchy spra-
vania, ako je demencia (Golde, T. E., et al., Biochem. Biophys. Acta (2000) 1502:172-187).

Sposoby indukcie imunitnej reakcie na redukciu amyloidovych depozitov su opisané v PCT publikicii
WO 99/27944 publikovanej 10. 6. 1999. PrihlaSka uvadza, Zze kompletny agregovany AP peptid mdze byt
uzito¢ny imunogén. Imunogén. Podanie AP fragmentu (aminokyseliny 13-28) konjugovanej na ov¢iu anti-
my$iu IgG nespdsobuje Zzadnu zmenu v ukladani amyloidu v kortexe, a len pri jednom zvierati z deviatich,
ktorym bol podany konjugat Ap 13-28 fragmentu, malo urcitu lymfoproliferdciu v reakcii na APa4o. Prihlaska
tiez naznacCuje, Zze protilatky, ktoré sa Specificky viazn na AP peptid, mézu byt pouzté ako terapeutické Ci-
nidla. Ale, toto sa javi ako Spekulacia, pretoze data podporujice tuto hypotézu odrazaju protokoly, ktoré za-
hffiaju aktivnu immniziciu s pouzitim, napriklad AP4». Peptidy su podané pomocou adjuvans a st urcené titre
protilatky indukované imuniziciou, rovnako ako koncentracie Ap peptidu a prekurzorového peptidu. Prihlas-
ka silno naznacuje, ze AP plak musi byt’ redukovany na zmiemenie priznakov Alzheimerovej choroby a Z
na uspesnu redukciu AP plaku st nutné procesy sprostredkované bunkami.

WO 99160024, publikovand 25. 11. 1999, sa tyka spdsobu odstranenic amyloidu s pouzitim anti-
amyloidovej protilatky. Ale, je uvedené, Ze mechaniznms vyuziva schopnosti anti-Ap protildtky viazat’ sa na
preexistujuce anwyloidové depozita (1. j. plaky) a sposobit’ naslednt lokalnu mikroglidlnu reakciu na lokalizo-
vanych plakoch. Tento mechaniznms nebol overeny in vivo. Tato prihldska dalej uvadza, Ze aby boli u€¢inné
proti AP plakom, nusia prenikat’ anti-A B protilatky do mozgového parenchymu a prekondvat’ hematoencefa-
liticka bariéru.

Niekol’ko PCT prihlaSok, kioré sa tykaju pokusov o kontrolu amyloidovych plakov, bolo publikovanych
7. 12. 2000. WO 00/72880 opisuje vyznamnu redukciu plakov v kortexe a hipokampe v transgénnom niy Som
modeli Alzheimerovej choroby pri lieCbe N-termindlnych fragmentov AB peptidov a protilatok, ktoré sa via-
7n na tieto fragmenty, ale nie pri lieCbe AB13.2s fragmentom konjugovanym na ovcie anti-myS$ie IgGalebo pri
pouviti protiltky proti 13-28 fragmentu, protilatky 266. Bolo zstené, Ze protilitky proti N-koncu prekonava-
ju hematoencefaliticki bariéru a indukuju fagocytézu amyloidovych plakov v pokusoch in vitro.

WO 00/72876 opisuje v podstate to isté o WO 00/72880 a tyka sa imunizicie zlozkami amyloidovych
fibril samotnymi.

WO 00/77178 opisuje protilatky, ktoré katalyaju hydrolyzun D-anwloidu, vratane protilatok namierenych
proti zmesi fenylalanin-statinovych prechodnych zZli¢enin Cys-Ap1o-25 statin Pheio-Phesp a Cys-Apio-2s statin
Phezo-Alaz: a protilatky proti APio-25 s redukovanou amidovou vézbou medz Phe1o a Pheso. Tato prihlaSka
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spomina sekvestrovanie Ap, ale ide o Spekulaciu, pretoze nie je uvedeny Ziadny dokaztakéhoto sekvestrova-
nia. Dalej, prihlaska neuvadza Zadny dékaz in vivo, Z¢ podanic protilitky sposobuje vylu¢ovanic AP z cen-
trdlneho nervového systénmm, interferuje s tvorbou plakov, redukuje tvorbu plakov, tvori komplexy medz
protilatkou a AP v tkanivach alebo ovplyviiuje kognitfvne funkcie.

Bolo zstené, & jednou drahou AP metaboliznm je transport z CNS do plazmy (Zlokovic, B. V. et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1996) 93:4229-4234; Ghersi-Egea, J-F., et al., J. Neurochem. (1996) 67:880-
-883). Dalej bolo zistené, ¢ Ap v plazme mdZ prenikat’ cez hematoencefalitickl bariéru a vstupovat’ do
mozgu Zlokovic, B. V., et al, Biochem. Biophys. Res. Comm. (1993) 67:1034-1040). Tiez bolo zstené, 7
podanie niektorych polyklondlnych a monoklondlnych AP protilitok zniznje deponovanie AB v amyloido-
vych plakoch v APPV717F transgénnom mySom modeli Alzheimerovej choroby (Bard, F. et. al, Nature
Med. (2000) 6:916-919); ale uvadzalo sa, Z toto je spdsobené tym, 7 nicktoré anti-A protilitky prechadza-
juce hematoencefalickou bariérou stimmlujii fagocytézu anyloidovych plakov mikrogliami. V Bardovych
pokusoch testy na rezoch mozgu ex vivo ukazali, Ze pritomnost” AP protilitky, spolo¢ne s exogénne pridany -
mi mikrogliami, indukuje fagocytézu AP, o vedie k odstraneniu A depozitov.

Koncentricie tak solubilného Ao, ako AP42 v CSF a krvi mézu byt T'ahko zistené s pouzitim Standard-
nych testov s pouZitim protilatky namierenej proti epitopom v AP ret’azci. Takéto testy su opisané, napriklad,
v U.S. patentoch 5,766,846; 8,837,672 a 5,593,846. Tieto patenty opisuju produkciu niySej monoklonalnej
protilatky k centrdlnej doméne A peptidu, t4 obsahuje epitopy okolo a vratane pozicii 16 a 17. Tiezboli opi-
sané protilditky namierené proti N-termindlnenm regionu. Bolo zistené, Z niektoré monoklonalne protilatky
su inunoreaktivne s pozciami 13-28 A peptidu; tieto sa neviazu na peptid obsahujuci pozcie 17-28, a preto
— podl'a uvedenych patentov — Z tieto protilatky sa viazu na tento region, vritane pozcii 16-17 (namiesto al-
fa-sekretazy). Medz protilatky, o ktorych je zndme, Z¢ sa viazu na regiéon medz aminokyselinami 13 a 28
AP, patria myS$ie protilatky 266, 4G8 a 1C2.

Neocakdvane sa zistilo, Z podanie 266 protilditky velmi rychlo a takmer uiplne obnovuje kognitivne
funkcic (pantit) 24-mesaénych hemizygotnych transgénnych mysi (APP V717F). Dalej, protilitka nemé
viastnosti, ktoré sa v odbore uvadzaji ako nutné na to, aby bola protilatka u€innd pri lieCbe Alzheimerovej
choroby, Downovho syndrénm a inych ochoreni suvisiacich s AP peptidom. Na prekvapenie sa pozorovalo,
7¢ protilatky, ktoré sa viazu na AP medz poziciami 13 a 28 (266 a 4G8), su schopné sekvestrovat’ solubilné
formy AP z viazanych, citkulujucich foriem v krvi, a Z periféme podanie protilitky 266 vedie kry-
chlemm vyluCovaniu relativne velkych mnozstiev AB peptidu z CNS do plazmy. Toto vedie k zmene klirens
solubilného AP, prevencii tvorby plakov, a — €o je najviac prekvapivé — k zlepSeniu kognitivnych funkeii,
ibez nutnej redukcie AP amyloidovych plakov, akéhokolvek vyznamného prekondvania hematoencefalitic-
kej bariéry, vizby na plaky, aktiviacie bunkovych mechanizmov alebo vizby s vysokou afinitou na agregova-
ny Ap.

Podstata vynalezu

Predmetom tohto vyndlezu je farmaceuticky prostriedok obsahujuci humanizovani monoklondlnu proti-
latku, ktord sa Specificky viaze na epitop obsiahnuty v pozicidch 13 az 28 peptidu AP, na pouZitiec na preven-
ciu alebo lieCbu predklinickej alebo klinickej Alzheimerovej choroby, kde uvedena protilatka obsahuje:

a) lahky retazec obsahujuci tri regiony urujuce komplementaritu (CDR) l'ahkého ret'azca majice dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1) alebo

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— (DR2 lahkého retazca:
1 5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2)a
— C(DR3 Tlahkého ret'azca:
1 5
Ser GIn Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
aregion useku kostrovej oblasti 'ahkého ret’azca z Il'ndského inunoglobulinového I'ahkého ret’azca, a
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b) tazky retazec obsahujuci tri regiény urCujuce komplementaritu (CDR) tazkého retazca majuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:
— CDRI1 tazého ret’azca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— CDR2 tazkého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— CDR3 tazkého ret'azca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6)
a sekvenciu useku kostrovej oblasti tazkého ret'azca z l'ndského imunoglobulinového tazkého ret’azca.
Predmetom tohto vyndlezu je dalej farmaceuticky prostriedok obsahujici humanizovani monoklonainu
protildtku, ktord sa Specificky viaze na epitop obsiahnuty v pozciach 13 az 28 peptidu AP, na pouZtie na
prevenciu, liecbu alebo reverzin kognitivneho deficitu pri subjekte, ktorémm bola diagnostikovana predkli-
nicka alebo klinickd Alzheimerova choroba,kde uvedenaprotilitka obsahuje:
a) lahky retazec obsahujuci tri regiony urujice komplementaritu (CDR) l'ahkého retazca majuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:
— (DRI Tlahkého retazca:
1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— CDR2 Tahkého retazca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2) a
— CDR3 Tlahkého retazca:
1 5
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3)
aregion useku kostrovej oblasti 'ahkého ret’azca z I'ndského imunoglobulinového I'ahkého ret’azca a
b) tazky ret'azec obsahujucitr regiony urujuce komplementaritu (CDR) t'azkého
ret'azca majuce dalej uvedené aminokyselinové sekvencie:
— CDRI1 tazkého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— CDR2 tazkého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— CDR3 tazkého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6)
a sekvenciu useku kostrovej oblasti tazkého ret'azca z l'ndského imunoglobulinového tazkého ret’azca.
Whodné uskuto¢nenie kazdého z farmaceutickych prostriedkov na uvedené pouztie spoCiva v tom, Ze
protildtka obsahuje CDR1 T'ahkého ret'azca:
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1 5 10 15

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1)a

CDR2 tazkého retezca:

1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5).

Whodné uskuto¢nenie kazdého z farmaceutickych prostriedkov na pouztie uvedenych skér spociva

v tom, Z humanizovana protilitka obsahuje variabilny region l'ahkého retazca obsahujuci dalej uvedenu

sekvenciu:

Asp Xaa Val Met Thr Gln Xaa Pro Leu Ser Leu Pro Val Xaa Xaa Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Xaa Tyr Ser
20 25 30

Asp Gly Asn Ala TyrLeu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35 40 45
Pro Xaa Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu AspXaa Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser

85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys
100 105 110

Arg

(SEQ ID NO: 7),

kde

Xaa v pozicii 2 je Val alebo Ile;

Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Thr,

Xaa v pozicii 14 je Thr alebo Ser;

Xaa v pozicii 15 je Leu alebo Pro;

Xaa v pozicii 30 je lle alebo Val;

Xaa v pozicii 50 je Agr, Gln alebo Lys;

Xaa v pozicii 88 je Val alebo Leu;

Xaa v pozicii 105 je GIn alebo Gly;

Xaa v pozicii 108 je Lys alebo Arg a

Xaa v pozicii 109 je Val alebo Leu;

avariabilny region tazkého ret'azca obsahujucidialej uvedenu sekvenciu:

Xaa Val Gln Leu Val Glu Xaa Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Xaa Leu Val

35 40 45
Ala Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Xaa Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp AsnXaa Xaa AsnThr Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

(SEQ ID NO: 8),

kde

Xaa v pozicii 1 je Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Leu;

Xaa v pozicii 46 je Glu, Val, Aspalebo Ser;

Xaa v pozicii 63 je Thr alebo Ser;

Xaa v pozicii 75 je Ala, Ser, Val alebo Thr;

Xaa v pozicii 76 je Lys alebo Arg;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK288723 B6

Xaa v pozicii 86 je Glu alebo Aspa
Xaa v pozicii 107 je Leu alebo Thr.

Whodné uskuto¢nenie pouzitia uvedeného farmaceutického prostriedku v protilatke, ktord mi sekvenciu
variabilného regiénu l'ahkého ret’azca uvedenu v SEQ ID NO: 9 a variabilného regionu t'azkého ret’azca uve-
denuv SEQ ID NO: 10.

Whodné uskuto¢nenie uvedeného farmaceutického prostriedku spoc¢iva v protildtke, ktora md sekvenciu
variabilného regionu l'ahkého retazca obsahujucu SEQ ID NO: 11 a variabilného regionu tazkého retazca
obsahujucu SEQ ID NO: 12.

Predmetom tohto vynalezu je tieZz pouztic farmaceutického prostriedku obsahujiceho humanizovani
monoklonalnu protilitku, ktord sa Specificky viaZe na epitop obsiahnuty v pozcidch 13 az 28 peptidu AP, na
vyrobu lie¢iva na prevenciu alebo lieCenie predklinickej alebo klinickej Alzheimerovej choroby, kde uvedena
protilatka obsahuje:

a) lahky ret'azec obsahujici tri regiony urcujuce komplementaritu (CDR) l'ahkého ret’azca majice dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tlahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— CDR2 Tahkého retazca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2) a
— CDR3 Tlahkého retazca:
1 5
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3)
aregion useku kostrovej oblastil'ahkého ret’azca z l'ndského inmnoglobulinového I'ahkého ret’azca a
b) ta’ky retazec obsahujuci tn regiény ur¢ujice komplementaritu (CDR) tazkého ret'azca majuce dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:
— CDRI1 tazkého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— CDR2 tazkého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— CDR3 tazkého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6)
a sekvencie useku kostrovej oblasti tazkého ret’azca z l'ndského imunoglobulinového tazkého ret’azca.

Predmetom tohto vyndlezu je tiez pouztie farmaceutického prostriedku obsahujuceho humanizovant
monoklonalnu protilitku, ktord sa Specificky viaze na epitop obsiahnuty v pozicidch 13 az 28 peptidu AP, na
vyrobu lieiva na prevenciu, lieCenie alebo reverziu kognitivneho deficitu pri subjekte, ktorémm bola diag-
nostikovand predklinickd alebo klinickd Alzheimerova choroba, kde uvedena protilatka obsahuje:

a) lahky retazec obsahujuci tri regiony urujice komplementaritu (CDR) l'ahkého retazca majuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tlahkého retazca:

1 5 10 15

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo

1 5 10 15

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
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(SEQ ID NO: 15)
— (CDR2 Tlahkého ret'azca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2)a
— C(DR3 Tlahkého ret'azca:
1 5
Ser GIn Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
aregion useku kostrovej oblasti 'ahkého ret'azca z I'ndského iminoglobulinového l'ahkého ret’azca a
b) tazky retazec obsahujici tri regiony urCujuce komplementaritu (CDR) tazkého ret'azca majiuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:
— (DR1 tazého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— (DR2 tazého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— (DR3 tazého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6)
a sekvencie useku kostrovej oblasti tazkého retazca z I'ndského imunoglobulinového t'azkého ret’azca.
VWhodnym uskuto¢nenim tohto vyndlezu je farmaceuticky prostriedok na pouvitie, kde protilatka obsahu-
je CDRI Tlahky ret’azec:
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1)a
CDR2 tazky ret'azec:

1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5).

VWhodnym uskuto¢nenim tohto vynalezu je pouztie vymedzeného farmaceutického prostriedk, kde hu-
manizovana protildtka obsahuje variabilny regién l'ahkého retazca obsahujucidalej uvedenu sekvenciu:
Asp Xaa Val Met Thr Gin Xaa Pro Leu Ser Leu Pro Val Xaa Xaa Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Xaa Tyr Ser

20 25 30
Asp Gly Asn Ala TyrLeu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Xaa Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro

50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu AspXaa Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser

85 90 95
Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
(SEQ ID NO: 7),
kde
Xaa v pozicii 2 je Val alebo Ile;
Xaa v pozcii 7 je Ser alebo Thr,
Xaa v pozicii 14 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 15 je Leu alebo Pro;
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Xaa v pozicii 30 je Ile alebo Val,
Xaa v pozicii 50 je Arg, GIn alebo Lys;
Xaa v pozicii 88 je Val alebo Leu;
Xaa v pozicii 105 je Gin alebo Gly;
Xaa v pozicii 108 je Lys alebo Arg a
Xaa v pozicii 109 je Val alebo Leu;
avarabilny regién t'azkého ret'azca obsahujucidalej uvedenu sekvenciu:
Xaa Val GIn Leu Val Glu Xaa Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30
Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Xaa Leu Val
35 40 45
Ala GIn Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Xaa Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Xaa Xaa AsnThrLeu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
(SEQ ID NO: 8),
kde
Xaa v pozicii 1 je Glu alebo GIn;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Leu;
Xaa v pozicii 46 je Glu, Val, Aspalebo Ser;
Xaa v pozicii 63 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 75 je Ala, Ser, Val alebo Thr;
Xaa v pozicii 76 je Lys alebo Arg;
Xaa v pozicii 89 je Glu alebo Aspa Xaa v pozcii 107 je Leu alebo Thr.

Whodnym uskutoénenim tohto vynalezu je pouztie farmaceutického prostriedku uvedeného v predcha-
dzajicom odseku, kde protilditka ma sekvenciu variabiného regionu l'ahkého retazca uvedenu v SEQ ID NO:
9 avariabilného regionu tazkého ret'azca uvedenuv SEQ ID NO: 10.

Whodnym uskutoénenim tohto vynalezu je pouZtie farmaceutického prostriedku uvedeného v ktorom-
kol'vek zuvedenych odsekov, kde protilitka md sekvenciu varabilného regiénu 'ahkého ret'azca obsahujucu
SEQ ID NO: 11 avarabilného regiénu t'azkého ret’azca obsahujucu SEQ ID NO: 12.

Dalej sa opisuje predmetny vynalez v $isich stuvislostiach. St tieZ uvedené porovnavacic udaje.

Vynalez poskytuje humanizované protilatky alebo ich fragmenty, kioré pozitfvne ovplyviiuju kognitivne
funkcie pri chorobach asociovanych s Ap, ako je klinicka alebo predklinickd Alzheimerova choroba,
Downov syndrém a klinicka alebo predklinicka cerebrdlna amyloidova angiopatia. Protilatky alebo ich frag-
menty nenmmusia prenikat’ hematoencefalickou bariérou, viazat'’ sa na anwyloidové plaky, aktivovat’ bunkovi
reakciu alebo redukovat’ anyloidové plaky. V inom aspekie predkladany vyndlez poskytuje humanizované
protilatky a ich fragmenty, ktoré sekvestruji AP peptid z viazanej, citkulujicej formy v krvi, a menia klirens
solubilnych a viazanych foriem A v centrilnom nervovom systéme a plazme. V inom aspekte a viazanych
foriem AP v centrilnom nervovom systéme a plazme. V inom aspekie predkladany vynalez poskytuje huma-
nizované protilatky a ich fragmenty, kde humanizované protilatky sa Specificky viazu na epitop medz ani-
nokyselinami 13 a 28 AP molekuly. V inom aspekte vynalez poskytuje humanizované protilitky a ich frag-
menty, kde CDR st odvodené od niySej monoklondlnej protilatky 266 a kde si protilatky priblizne zachova-
vaju vizboveé viastnosti mySej protilatky a maja in vitro a in vivo vlastnosti funkéne ekvivalentné mysej proti-
latke (sekvencia SEQ ID NO: 1 az SEQ ID NO: 6). V inom aspekte predkladany vyndlez poskytuje humani-
zované protilatky a ich fragmenty, kde variabilné regiény maju sekvencie obsahujice CDR z my$ej protilat-
kv 266 a Specifické T'udské pracovné sekvencie (sekvencia SEQ ID NO: 7 — SEQ ID NO: 10), kde si protilat-
ky priblizne zachovavaju véazbové charakteristiky mySej protilditky a maj in vitro a in vivo vlastnosti funkéne
ckvivalentné nySej protildtky 266. V inom aspekte predkladany vyndlez poskytuje humanizované protilatky
aich fragmenty, kedy lahky retazec ma SEQ ID NO: 11 atazky retazec ma SEQ ID NO: 12.

Sucastou predkladaného vyndlezn su tieZ polynukleotidové sekvencie, ktoré koduju humanizované proti-
latky alebo ich fragmenty opisané skor, vektory obsahujuce polynukleotidové sekvencie kddujice humanizo-
vané protilitky alebo ich fragmenty, hostitel'ské bunky transformované vektormi alebo inkorporujice poly-
nukleotidy, ktoré exprimuju humanizované protilatky alebo ich fragmenty, farmaceutické pripravky humani-
zovanej protilitky aich fragmentov opisanych skor, a spdsoby vyroby apouditia tychto pripravkov.
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Takéto humanizované protilatky a ich fragmenty su pouZiteI'né na sekvestrovanie AP u I'udi; na liecbu a
prevenciu ochoreni a stavov charakterizovanych AP plakmi alebo AP toxicitou v mozgu, ako je Alzheimero-
va choroba, Downov syndrém a cerebrdlna amyloidova angiopatia u Cloveka; na diagnostiku tychto ochoreni
u ¢loveka; a na urCenie toho, ¢i bude I'ndsky jedinec odpovedat’ nalie€bu lI'udskou protilditkou proti Ap.

Podanie vhodnej humanizovanej protilatky in vive pre sekvestraciu AP peptidu cirkulujuceho v biologic-
kych tekutindch je pouztel'né na preventfvnu a terapeuticku lieCbu stavov spojenych s tvorbou difuznych,
neurotickych a cerebrovaskularnych plakov obsahujucich Ap v mozgu. Humanizované protilatky, vratane ich
imunologicky reaktivnych fragmentov, spdsobuji odstrdnenie AP peptidu z makromolekulamych komple-
%0V, ktoré sa normilne podielaji na ich transporte v telesnych tekutiniach do a z miest, v ktorych mézu byt
tvorené plaky alebo kde mozu byt toxické. Dalej, sekvestrovanie plazmatického Ap peptidu pomocou proti-
latky alebo jej fragmentu pdsobi ako ,jamka™, ktora Gi€¢inne sekvestruje solubilny AB peptid v plazmatickom
kompartmente a indukuje presun AP do plazmy z regiénov v centralnom nervovom systéme (CNS). Sekves-
trovanim A v krvi sa zvySuje vyluCovanie AP z mozgu a brani sa ukladaniu solubilného A v insolubilnych
plakoch a tvorbe toxickych solubilnych typov AP v mozgu. Dalej, insolubilny Ap v plako ch, kto1y je v rov-
novahe so solubilnym AP, moéZe byt odstrdneny z mozgu prostrednictvom sekvestracie v krvi. Sekvestrova-
nim AP peptidu pomocou protilatky tiez zvySuje jeho vyluovanie a inhibuje toxické ucinky solubilného A
v mozgu a vznik a dalSiu akummuliciu insolubimého AP vo forme amyloidu v plakoch. Protilitky podla pred-
kladaného vyndlezu neprenikaji hematoencefalickou bariérou vo velkych mnozstvach (0,1 % plazmatickej
koncentracie). Dalej, humanizované protilatky podla predkladaného vynalezn nenmsia pri periférom podani
na dosiahnutie u¢inku vyvolavat’ bunkovll iminitnu reakciu v mozgu alebo cirkulaciu pri vézbe na AP peptid.
Dalej, pri perifémom podani sa nenusi na dosiahnutic ti&inku viazat' na agregovany Ap peptid v mozgu.

Tak je v jednom aspekie vynalez zamerany na spésob lieCby a na prevenciu stavov charakterizovanych
tvorbou plakov obsahujucich beta-amyloidovy protein u ¢loveka, kde tento spésob zahfiia podanie, vyhodne
periféme, terapeuticky alebo profylakticky u¢inného mnozstva humanizovanej monoklondlnej protilatky ale-
bo jej imunologicky reaktivneho fragmentu, kde tato protilatka sa Specificky viaze na stredny region A pep-
tidu. Vinom aspekte je vyndlez zamerany na spésob inhibicie tvorby amyloidovych plakov a na odstrinenie
anyloidovych plakov u Cloveka, kde tento spésob zahfila podanie u¢inného mnozstva humanizovanej proti-
latky, ktord sekvestruje AP peptid z cirkulujucej formy v krvi a indukuje vyluCovanie peptidu z mozgu, rov-
nako ako meni AP klirens v plazime a mozgu, Cloveku, kiory potrebuje takuto inhibiciu. V dal$ich aspektoch
je vynalez zamerany na takéto humanizované protilatky, vratane ich imunologicky U¢innych Casti a na spo-
soby ich pripravy.

Vynalez sa tieZ tyka spésobov na zastavenie zhorSovania kognitivnych funkcii, zZlepSenie kognitfvnych
funkcii, lieCbu zhorSenia kognitivnych funkcii a prevenciu zhorSenia kognitivnych funkceii u jedinca s diag-
nostikovanou klinickou alebo predklinickou Alzheimerovou chorobou, Downovym syndrémom alebo klinic-
kou alebo predklinickou cercbrilnou anwloidovou angiopatiou, kiora zahfiia podanie u€inného mnozstva
humanizovanej protilditky podla predkladaného vyndlezn danémm jedincovi.

Vynalez tiez zahfiia pouztie humanizovanej protilditky podla predkladaného vyndlezn na vyrobu lieiva,
vratane dlhodobej expresie rekombinantnej sekvencie protilatky alebo protildtkového fragmentu v I'udskych
tkanivach, na lieCbu, prevenciu alebo reverziu Alzheimerovej choroby, Downovho syndrému alebo cerebral-
nej anyloidovej angiopatie; na lieCbu, prevenciu alebo reverzin zhorSovania kognitivnych funkcii pri klinic-
kej alebo predklinickej cerebralnej amyloidovej angiopatie; alebo na inhibiciu tvorby amyloidovych plakov,
alebo posobenie toxickych solubilnych typov AP u Cloveka.

Vynalez sa tyka prekvapivého zstenia, Ze v priecbehu kratkeho Casu po podani protilatky podla predkia-
daného vyndlezn dojde k vyliceniu relativne velkych mnozstiev A z centrilneho nervového systénm do kr-
vi. Preto predkladany vyndlez zahtiia sp6soby na hodnotenie odpovede I'udského jedinca na liecbu protilat-
kou, kiord sa viaze na AP alebo jeho fragment, kioré zahfiia: a) podanie protilitky alebo jej fragmentu jedin-
covia b) meranie koncentracie AP v krvi jedinca.

Vynalez tiez zahtiia sposob liecby Tudského jedinca protilatkou, ktora sa viaze na AP alebo jeho frag-
ment, ktory zahma: a) podanie prvej davky protilatky alebo jej fragmentu jedincovi; b) v priebehu 3 hodin az
2 tyzdnov po podani prvej davky meranie koncentricie AP v krvi jedinca; ¢) pokial je to nutné, vypocitanie
druhej davky protilatky alebo jej fragmentu podla vysledkov z kroku b), kde druhd davka je rovnaka alebo
ina ako prvé davka a d) podanie druhej davky protilatky alebo jej fragmentu.

Vynalez tiez zahfiia sp6sob hodnotenia uCinnosti protilatky, ktord sa viaze na AP alebo jeho fragment,
v inhibicii alebo prevencii tvorby AP amyloidovych plakov, v redukcii AB anwyloidovych plakov, v redukcii
ucinkov toxickych solubilnych typov AP alebo v liecbe stavov a ochoreni asociovanych s AP plakmi, u ¢lo-
veka, kiory zahfiia: a) ziskanie prvej vzorky plazmy alebo CSF jedinca; b) meranie zikladnej koncentracie
AP v prvej vzorke; c¢) podanie protilitky alebo jej fragmentu jedincovi; d) v priebehu 3 hodin az 2 tyzdiov po
podani protilatky alebo jej fragmentu ziskanie druhej vzorky plazny alebo CSF jedinca a €) meranie koncen-
tracie AP v druhej vzorke; kde Gi€innost’ je hodnotend podl'a mnozstva AP naviazaného na protilatku v krvia
podl'a koncentricie A v CSF.
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Prehlad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 ukazuje percento AP peptidu v 'udskom mozgovomiechovom moku, ktory sa ziska cez dialyzacni
membranu pomocou MAb 266 v zivislosti od hrani¢nej hodnoty molekulovej hmotnosti dialyza¢nej mem-
brany.

Obr. 2 ukazuje koncentracic ApTotal v plazime APPY7!F transgénnych my$i po injekeii bud’ 200 pg, alebo
600 pg MAb 266 v zivislosti od Casu.

Obr. 3A ukazuje mnoZstvo uloZeného AP peptidu v kortexe APPC7!7F transgénnych my§i lieCenych sali-
nickym roztokom, my§im IgG alebo MAb 266. Obr. 3B ukazuje koreldciu tychto vysledkov s povodom.

Obr. 4 ukazje polynukleotidové sekvencie na expresiu humanizovaného 266 'ahkého retazca z plazmidu
pVk-Hu266 a jednotlivé aminokyseliny kddované v exprimovanom humanizovanom 266 I'ahkom ret'azci (Co
zodpoveda SEQ ID NO: 11 v zrelom stave). Je tu zndzormneny pVk-Hu266 polynukleotidovej sekvencie na
expresiu humanizovaného 266 l'ahkého retazca, s kédmi jednotlivych aminokyselin pre exprimovany huma-
nizovany 266 T'ahky retazec; kompletnd sekvencia génu pre I'ahky retazec Hu266 je lokalizovana medz Mlul
a BamHI miestami v pVk-Hu266. Vi a Cx ex0ny su translatované do jednopismenového kédu; bodky ukazuji
transla¢ny terminan¢ny kodém. Zrely tazky ret’azec zaCina dvojito podtthnutou kyselinou asparagovou (D) a
i6nové sekvencie su znacené kurzivou.

Obr. 5 ukazuje polynukleotidové sekvencie na expresiu humanizovaného 266 tazkého retazca z plazmidu
pVgl-Hu266 a jednotlivé aminokyseliny kédované v exprimovanom humanizovanom 266 tazkom ret’azci
(€o zodpovedd SEQ ID NO: 12 v zrelom stave). Je tu zndzomeny pVgl-Hu266 polynukleotidovej sekvencie
pre expresiu humanizovaného 266 tazkého retazca, s kédmi jednotlivych aminokyselin pre exprimovany
humanizovany 266 t'azky retazec; kompletnd sekvencia génu pre t'azky retazec Hu266 je lokalizovana medzi
Mlul a BamHI miestami v pVg1-Hu266. Vy a Cy exony su translatované do jednopismenového kédu; bodky
ukazuji translatny termina¢ny kodém. Zrely taZky ret'azec zaCina dvojito podtthnutou kyselinou ghitédmo-
vou (E) ai6énové sekvencie st znaCené kurzivou.

Obr. 6 je mapa plazmidu pVk-Hu266.

Obr. 7 je mapa plazmidu pVgl-Hu266.

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

Sposoby uskutoéneniavynalezu

AP peptidy, kitoré citkuluju v biologickvch kvapalindch, predstavuju kartboxy termindlny region prekurzo-
rového proteinu kédovaného na chromozéme 21. Z vysledkov pokusov in vitro bolo opisané, ze A peptid
ma 70 rozpustnost’ vo fyziologickych roztokoch, pretoZze obsahuje ret'azec hydrofobnych aminokyselin, kio-
ré su sucastou regionu, ktory zakotvuje jeho dalsi prekurzor do bunkovych lipidovych membran. Preto nie je
prekvapivé, ze cirkulujuci AR peptid je za normilnych okolnosti v komplexe s inymi skupinami, ktoré brinia
jeho agregécii. Toto sposobuje obtiaze pri detekeii cirkulujicich A peptidov v biologickych kvapalindch.

Uvedené patenty (U. S. patenty 5,766,846; 5,837,672 a 5,593,846) opisuju pripravu protilitky, vratane
monoklonalnej protilatky, oznacenej ako klon 266, ktora je namierend k a Specificky sa viaze na peptid obsa-
hujuci aminokyseliny 13-28 AP peptidu. Predkladatelia vyndlezu zistili, Zze protildtky, ktoré sa viazn na tento
region, oproti protilaitkam, ktoré sa viazu na akékol'vek iné miesto aminokyselinovej sekvencie AP, st schop-
né vel'mi u¢inne sekvestrovat’ solubilny A peptid z makromolekulovych komplexov. Tato sekvestracia spo-
sobuje vyluCovanic AP peptidu z CNS, meni jeho klirens v CNS a plazme, a redukuje jeho schopnost tvorit’
plaky. Preto su protilatky s touto Specificitou modifikované tak, aby bola zniZend ich imunogenicita pomocou
premeny na humanizované forny, moznou lieCbou — tak profylaktickou, ako terapeutickou, stavov spojenych
s tvorbou beta-amyloidovych plakov. Medzi takého stavy patri, ako bolo uvedené, predklinickd a klinickd ce-
rebralna amyloidova angiopatia.

Termin ,liecCba“, ako je tu pourzty, zahma terapeutickil lieCbu, pri ktorej uz existuje lieCené ochorenie,
rovnako ako profylakticku liecbu - t. j. prevenciu alebo zmiernenie mozné¢ho buduceho ochorenia.

Termin ,,monoklondlne protilitky, ktoré sa viazu na stredny region AP peptidu®, oznacuje monoklondlne
protilditky (MAb alebo M Abs), ktoré sa viazu na aminoky selinovu sekvenciu predstavujicu epitop obsiahnu-
ty medz poziciami 13-28 AP. Nenuisi pokryt’ cely region. Pokial’ sa protilitka viaze na aspon epitop v tomio
regidne (predovSetkvm vratane miesta pre x-sekretdzn 16-17 alebo miesta, na ktoré sa viaze protilitka 266),
tak je protilatka ucinnd v spésobe podl'apredkladaného vyndlezu.

Termin ,protilatka® oznaCuje monoklondlnu protilitku samu osebe, alebo jej imunologicky u¢inny frag-
ment, ako je FAPB, FAB' alebo F(AP")2 fragmentu. V niektorych kontextoch st fragmenty Specificky uvedené;
ale, je potrebné si uvedomit’, Ze bez ohl'adu na to, ¢i st uvedené fragmenty, zah fiia termin , protilatka“ takéto
fragmenty, rovnako ako jednoretazcové formy. Pokial si protein zachovdva schopnost’ Specifickej véizby pre
zamy §lany ciel, a v tomto pripade schopnost’ sekvestracie AP peptidu z proteinovych nosicov v kivi, je zahr-
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nuty v termine ,protilditka“. Termin ,protilitka“ tieZ zahfiia, napriklad jednoret’azcové forny, obvykle ozna-
Cované ako Fv regiony, protilatky s touto Specificitou. Whodne, ale nie nutne, st protilitky pouZiteI'né
v predkladanom vyndleze produkované rekombinantne, pretoZe pri uprave typickej mysej alebo inej non-
I'udskej protilatky s vhodnou Specificitou je nutnd jej premena na humanizovani formm. Protilaitky mézu a
nenusia byt glykozylované, hoci glvkozylované protilatky st vyhodné. Protilitky su sprivne zosietované
prostrednictvomdisulfidovych vizieb, ako je dobre zname v odbore.

Je zname, 7Ze zAkladnd Strukttima jednotka protildtky je tvorend tetrametrom. Kazdy tetrameter je tvoreny
dvoma identickymi parmi polypeptidovych retazcov, kde kazdy pdar je tvoreny jednym ,Jahkym™ (priblizne
25 kDa) a jednym ,tazkym" ret'azcom (priblizne 50 — 70 kDa). Amino-koncova Cast’ kazdého ret’azca obsa-
huje varabilny regién velkosti priblizne 100 az 110 alebo viac aminokyselin primame zodpovedny za rozpo-
znanie antigénu. Karboxy-koncova Cast’ kazdého ret’azca definuje konstantny region primdrne zodpovedny za
efektorové funkcie.

Lahké retazce sa delia na gamma, nm, alfa a lambda. Tazké retazce sa delia na gamma, nu, alfa, delia a
epsilon a definuji izotyp protilatky, ako IgG, IgM, IgA, IgD a IgE, v prisluSnom poradi. V T'ahkych a taz
kych retazcoch su variabilné a konS$taniné regiony spojené ,J* regionom tvorenym priblizne 12 alebo viac
aminokyselinami, kde taZy retazec tiez obsahuje,, T* region tvoreny priblizne 10 dalSimi aminoky selinami.

Variabilné regiony kazdého lahkého/t'azkého paru retazcov tvoria vizbové miesto protilitky. Preto ma
intakind protilatka dve vizbové miesta. Retazce maju rovnaku vieobecnil Strukitiru tvorenu dvoma relativne
konzervovanymi pracovnymi regionmi (FR) spojenymi tromi hypervariabilnymi regionmi, ktoré sa tiez
oznacuju ako regiény urcujice komplementaritu alebo CDR. CDR z dvoch retazcov kazdého paru su uspo-
riadané pomocou pracovnych regidonov, ¢o umoziuje vizbu na $pecificky epitop. Od N-konca k C-koncu ob-
sahuju tak l'ahky, ako tazky retazec domény FRI1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 a FR4. Priradenic ami-
nokyselin ku kazdej doméne je v stilade s dobre znamou konvenciou (KA at ,,Sequences of Proteins of imm-
nological interest” National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987 a 1991; Chothia, et al, J. Mol. Biol
196:901-917 (1987); Chothia, et al., Nature 342:878-883 (1989)).

Ako je v odbore zndme, mozu byt monoklondlne protilitky I'ahko pripravené s vhodnou Specificitou
s pouZitim $tandardnych technik immnizicie cicavcov, pripravy hybridémov z buniek produkujicich protilat-
ky od uvedenych cicavcov a kultiviciou hybridémov alebo imortalizovanych bunick na hodnotenie ich $peci-
ficity. V tomto pripade mézn byt protilditky pripravené imuniziciou Cloveka, kralika, krysy alebo myS$i pep-
tidom reprezentujicim epitop obsahujuci 13-28 regiéon AP peptidu alebo jeho vhodny subregion. Materidly
na rekombinantnil upravu mézu byt ziskané ziskanim nukleotidovej sekvencie kédujicej pozadovanu proti-
latku z hydridomm alebo inych buniek, ktoré ju produkuju, tato nukleotidova sekvencia za ziskania nukleoti-
du v humanizovanej forme.

Termin ,humanizovana protilditka® oznaCuje protilitku, kiord je Zozena CiastoCne alebo uplne z ami-
nokyselinovej sekvencie odvodenej od l'udskej protilaitky pozmenenim sekvencie protilitky majucej non-
Tudské regiony urCujiice komplementaritu (CDR). Najjednoduch$ia alterdcia mdze spocivat’ v substitucii
konstantného regionu Tudskej protilatky za nmiy$i konStantny regién, za vzniku I'udskej/mySej chiméry, ktora
mdoze mat’ dostato¢ne nizku inmnogenicitu pre to, aby bola prijateI'na na farmaceutické pouztie. Vhodne su
variabilny region protilatky a i CDR tiez humanizované s pouztim technik, ktoré s dobre zndme v odbore.
Pracovné regioény variabilnych regiénov su substituované prislusnymi I'udskymi pracovnymi regionmi s po-
nechanim non-l'udskych CDR v podstate bezo zmien alebo nahradenim CDR sekvenciou odvodenou z l'ud-
ského genonm. Uplne Tudské protilatky st produkované geneticky modifikovanymi ny$ami, ktorych imunit-
né systémy boli pozmenené tak, aby zodpovedali l'udskym imunitnym systémom. Ako bolo uvedené, je
v sposoboch podla predkladaného vyndlezu dostaCujiice pouztie inunologicky Specifického fragmentu pro-
tilatky, vratane fragmentov reprezentujucich jednoretazcové formy.

Humanizovana protilatka opit’ oznacuje protildtku obsahujucu l'ndsky pracovny region, aspon jeden CDR
z non-Tudskej protilitky, a v ktorej akykol'vek pritomny konStantny region je v podstate identicky s 'udskym
mmnoglobulinovym kon$tantnym regiénom, t. j. aspoii priblizne z 85 — 90 %, vyhodne aspoti z 95 % identic-
ky. Preto st vSetky Casti humanizovanej protilatky, s vynimkou CDR, v podstate identické s prishui§nymi Cas-
tami jednej alebo viacerych prirodzenych I'ndskych imunoglobulinovych sekvencii. Napriklad, humanizova-
ny imunoglobulin obvykle neoznacuje protilatku tvoreni chimérickkm myS§im variabilnym regi6-
nonvludskym kon§tantnym regionom.

Humanizované protilatky maji aspofi tri potencialne vvhody pred non-ludskymi a chimérickymi protilat-
kami pri pouziti v Iudskej terapii:

1. Vzhl'adom na to, Z efektorova Cast’ je I'udska, mézu lepSie interagovat’ s I'udskym inunitnym systémom
(napriklad u¢innejSie likvidovat’ cielové bunky pomocou cytotoxicity zavislej od komplementu (CDC) alebo
bunkovej cytotoxicity zavislej od protilatok (ADCC)).

2. Ludsky imunitny systém by nemal rozpozndvat’ pracovny region alebo C region humanizovanej protilat-
ky ako cudz, a preto by protilatkova reakcia proti takejto injikovanej protilitke mala byt menSia ako proti
uplne cudzorodej non-ludskej protilatke alebo a Ciasto¢ne cudzorodej chimérickej protilatke.
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3. Bolo opisané, Z¢ injikované non-ludské protilditky maju pol€as v I'ndskej citkulicii ommoho krats$i, ako je
pol¢éas Tudskych protilatok. Injikované humanizované protildtky budu mat’ polcas v podstate identicky ako
prirodzené Tudské protilatky, ¢o umozni podanie nizSich ddvok a menej Casto.

Navrh humanizovanych immnoglobulinov méze byt uskuto¢neny nasledujicim spéosobom. Ked spada
aminokyselina do nasledujicej kategorie, tak mdéze byt aminokyselina pracovného ramca l'udského imu-
noglobulinu (akceptorového imunoglobulinu) nahradend aminokyselinou pracovného regiénu z non-
I'udského imunoglobulinu poskytujuceho CDR (donorového imunoglobulinu):

(a) aminokyselina v I'udskom pracovnom regione akceptorového imunoglobulinu je neobvykla pre Tudsky
imunoglobulin v tejto pozicii, zatial’ ¢o zodpovedajiica aminokyselina v donorovom inmnoglobuline je typic-
ka pre Tudsky imunoglobulin v tejto pozicii;

(b) pozicia aminokyseliny je bezprostredne susediacas jednym z CDR; alebo

(c) akvkolvek atém vedlajSicho retazca pracovnej aminokyseliny je vo vzdialenosti priblizne 5-6 angstro-
mov (centrum-centrum) od akéhokolvek atonm CDR aminokyseliny v trojrozmemom modeli imunoglobuli-
nov (Queen, et. al, op. cit.,, a co, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2869 (1991)). Ked’ je kazd4a ami-
nokyselina v I'ndskom pracovnom regiéne akceptorového imunoglobulinu a prislu§na aminokyselina v dono-
rovom imunoglobuline neobvykla pre I'ndsky immnoglobulin v tejto pozcii, tak je aminokyselina nahradena
aminokyselinou typickou pre I'ndsky inunoglobulin v tejto pozicii.

Whodnd humanizované protilitka je humanizovana forma mySej protilditky 266. CDR humanizované 266
maju nasledujice aminokyselinové sekvencie:
l'ahky retazec CDRI:

1 5 10 15

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO:1)

l'ahky retazec CDR2:

1 5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser (SEQ ID NO:2)

l'ahky retazec CDR3:

1 5

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr (SEQ: ID NO:3)
tazy retazec CDRI:

1 5

Arg Tyr Ser Met Ser(SEQ ID NO:4)

tazy retazec CDR2:

1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO:5)

atazky retazec CDR3:
1
Gly Asp Tyr (SEQ ID NO:6).

Whodny variabilny region T'ahkého ret'azca humanizovanej protilatky podla predkladaného vynalezu ma
nasledujicu aminokyselinovli sekvenciu, v ktorej pracovny region pochadza z l'udskych Vk segmentov
DPKI18 a J segmentu Jkl, s nickol’kymi aminokyselinovymi substiticiami na konven¢né aminokyseliny
v rovnakej I'ndskej V podskupine naredukciu potencidlnej immnogenicity:

1 5 10 15
Asp Xaa Val Met Thr Gln Xaa Pro Leu Ser Leu Pro Val Xaa Xaa
20 25 30
Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Xaa
35 40 45
Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro
50 55 60
Gly GIn Ser Pro Xaaleu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe
65 70 75
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
80 85 90
Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Xaa Gly Val
95 100 105
Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Xaa
110
Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys Arg (SEQ ID NO:7),
kde:
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Xaa v pozicii 2 je Val alebo Ile;

Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Thr,

Xaa v pozicii 14 je Thr alebo Ser;

Xaa v pozicii 15 je Leu alebo Pro;

Xaa v pozicii 30 je lle alebo Val;

Xaa v pozicii 50 je Arg, GIn alebo Lys;
Xaa v pozicii 88 je Val alebo Leu;

Xaa v pozicii 105 je GIn alebo Gly;
Xaa v pozicii 108 je Lys alebo Arg a
Xaa v pozicii 109 je Val alebo Leu.

Whodny variabilny regién tazkého ret'azca humanizovanej protilatky podla predkladaného vynalezn ma
nasledujucu aminokyselinovi sekvenciu, v kiorej pracovny region pochadza z 'udskvch VH segmentov
DP53 a J segmentu JH4, s nickoTkymi aminokyselinovymi substiticiami na konvenéné aminokyseliny v rov-
nakej I'udskej V podskupine na redukciu potencidlnej inunogenicity:

1 5 10 15
Xaa Val Gln Leu Val Glu Xaa Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
20 25 30
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
35 40 45
Arg Tyr Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Xaa Leu Val Ala Gln Ile AsnSer Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr
65 70 75
Pro AspXaa Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Xaa
80 85 90
Xaa Asn Thrleu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp
95 100 105
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110
Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser (SEQ ID NO:8),
kde:
Xaa v pozicii 1 je Glu alebo Gln;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Leu;
Xaa v pozicii 46 je GIn, Val, Asp alebo Ser;
Xaa v pozcii 63 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 75 je Ala, Ser, Val alebo Thr;
Xaa v pozicii 76 je Lys alebo Mg;
Xaa v pozicii 89 je Glu alebo Aspa
Xaa v pozicii 107 je Leu alebo Thr.

Predovsetkym vvhodny variabilny region I'ahkého ret’azca humanizovanej protilitky podla predkladané-
ho vynalezn ma nasledujucu aminokyselinovu sekvenciu, v ktorej pracovny regién pochddza z I'udskych Vk
segmentov DPK18 a J segmentu Jkl, s nickolkymi aminokyselinovymi substitiiciami na konven¢né ami-
nokyseliny v rovnakej I'ndskej V podskupine na redukciu potencidlnej immnogenicity :

1 5 10 15
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu
20 25 30
Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro
50 55 60
Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe
65 70 75
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
80 85 90
Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
95 100 105
Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln
110

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg  (SEQ ID NO:9).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK288723 B6

Predovsetkym vyhodny variabilny region tazkého retazca humanizovanej protilitky podla predkladané-
ho vyndlezn mé nasledujucu aminokyselinovu sekvenciu, v ktorej pracovny regiéon pochadza zTl'udskych VH
segmentov DP53 aJ segmentu JH4.

1 5 10 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
20 25 30
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
35 40 45
Arg Tyr Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Leu Val Ala Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr
65 70 75
Pro Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
80 85 90
Lys AsnThr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser leu Arg Ala Glu Asp
95 100 105
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110
Thr Ala Val Thr Val Ser Ser  (SEQ ID NO: 10).

Whodny l'ahky retazec pre humanizované protilitky podla predkladaného vyndlezn ma aminokyselinovi
sekvenciu:
1 5 10 15
Asp Val Val Met ThrGIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu
20 25 30
Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Gln Ser Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser AspGly AsnAla Tyr Leu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro
50 55 60
Gly Gln Ser Pro ArgLeu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe
65 70 75
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
80 85 90
Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
95 100 105
Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly GIn
110 115 120
Gly Thr Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val
125 130 135
Phe Ile Phe Pro Pro Ser AspGlu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala
140 145 150
Ser Val Val Cys Leu Leu Asn AsnPhe TyrPro Arg Glu Ala Lys
155 160 165
Val GIn Trp Lys Val Asp AsnAla Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
170 175 180
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
185 190 195
Ser Ser Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
200 205 210
Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
215
Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys (SEQ ID NO: 11).

Whodny t'azky retazec pre humanizované protilatky podla predkladaného vyndlezu ma aminokyselinovi
sekvenciu:
1 5 10 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
20 25 30
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
35 40 45
Arg Tyr Ser Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu
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50 55 60
Glu Leu Val Ala GIn Tle Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr
65 70 75
Pro Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
80 85 90
Lys Asn Thr Leu TyrLeu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
95 100 105
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110 115 120
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
125 130 135
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
140 145 150
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
155 160 165
Val Ser Trp Asn Ser Gly AlaLeu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
170 175 180
Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
185 190 195
Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys
200 205 210
Asn Val AsnHis Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val AspLys Lys Val
215 220 225
Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
230 235 240
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245 250 255
Lys Pro Lys Asp ThrLeu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265 270
Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu AspPro Glu Val Lys Phe
275 280 285
Asn Trp Tyr Val AspGly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
290 295 300
Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
305 310 315
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu AsnGly Lys Glu Tyr Lys
320 325 330
Cys Lys Val Ser AsnLys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
335 340 345
Ile Ser Lys AlaLys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
350 355 360
Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys AsnGIn Val Ser Leu
365 370 375
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asplle Ala Val Glu
330 385 390
Trp Glu Ser AsnGly Gln Pro Glu Asn AsnLys Thr Thr Pro
395 400 405
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
410 415 420
Thr Val AspLys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
425 430 435
Ser Val Met His Glu Alaleu His AsnHis Tyr Thr Gln Lys Ser
440
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys (SEQ ID NO: 12).

Pre Tahké a t'azké ret’azce humanizovanej protilditky podla predkladaného vynalezn a pre humanizovanu
266 st mozmé i iné sekvencie. Inunoglobuliny mézn obsahovat’ dva pary komplexov T'ahky ret'azec/tazky
ret’azec, kde aspoii ret'azec obsahuje jeden alebo viac my§ich regiénov urcujucich komplementaritu funkéne
naviazanych na segmenty l'udského pracovného regiénu.

V inom aspekte sa predkladany vyndlez tyka rekombinantnych polynukleotidov kédujucich protilatky,
ktoré — po expresii — obsahuji CDR t'azkého a l'ahkého retazca z protilitky podl'a predkladaného vynalezu.
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Rovnako ako pre T'udsky pracovny regién je aminokyselinova sekvencia pracovného alebo variabilného non-
I'udského imunoglobulinu poskytujiceho CDR porovnavana so zodpovedajucimi sekvenciami v kniznici va-
riabimych regiénov I'udského inunoglobulinu a je vybrana sekvencia majuca najvy§§ie percento identickych
s aminokyselinami. Priklady polynukleotidov, kioré koduju polypeptidové retazce obsahujice CDR pre t'az-
kv a l'ahky ret’azec monoklondlnej protilatky 266, st uvedené na obr. 4 a 5. Vdésledku degenericie kodénov
a nekritickych aminokyselinovych substitiicii mézu byt za tieto polvnukleotidové sekvencie zamenené iné
sekvencie. PredovSetkvm vyhodné polynukleotidy podla predkladaného vynalezu kéduju protilatky, kioré —
po expresii — obsahuji CDR SEQ ID NO: 1 — SEQ ID NO: 6, alebo akékolvek variabilné regiony SEQ ID
NO: 7 - SEQ ID NO: 10, alebo Tahky a tazky retazec SEQ ID NO: 11 a SEQ ID NO: 12.

Polynukleotidy budu obvykle dalej obsahovat’ polynukleotidové sekvencie riadiace expresiu operativne
naviazané na sekvencie kédujice humanizovany immnoglobulin, vritane prirodzene asociovanych ¢i hetero-
l6gnych prométorovych regidonov. VWhodne su sekvencie riadiace expresiu eukaryotické prométorové systé-
my vo vektoroch schopnych transformovat alebo transfekovat’ eukaryotické hostitel'ské bunky, ale mézu byt
pouvité tiez riadiace sekvencie pre prokaryotické hostitel'ské bunky. Po inkorporacii vektora do vhodnej hos-
titeI'skej bunkovej linie sa hostitelI'ské bunky propaguju za podmienok vhodnych pre vysoku expresiu nukleo-
tidovej sekvencie, a pokial je to ziaduce, moze byt potomuskutoCneny odber a precistenie I'ahkych ret'azcov,
tazych retazcov, dimérov lahky/tazky ret’azec alebo intakiné protilatky, ich vizbovych fragmentov alebo
inych foriem imunoglobulinov.

Nukleotidové sekvencie podl'a predkladaného vyndlezn schopné exprimovat’ pozadované humanizované
protilditky mézu byt pripravené z mnohych r6znych polynukleotidov (genémovej alebo cDNA, RNA, synte-
tickvch oligonukleotidov atd’) a ZloZiek (napr. V, J, D a C regidonov), rovnako ako s pouzitim rdznych tech-
nik. Spojenie vhodnej gendomovej a syntetickej sekvencie je beznym sposobom produkcie, ale mézu byt tieZ
pouzté cDNA sekvencie.

DNA sekvencie I'udského konstantného regiénu mézu byt izolované s pouzitim dobre zndnwch technik
zromych l'udskych buniek, ale vyhodne z imortalizovanych B-lymfocytov. CDR na produkciu imunoglobu-
linov podrla predkladaného vynalezu budu obdobne odvodené znon-ludskej monoklonalnej protilitky viazu-
cej sa na epitop medzi aminokyselinami 13 a 28 AP peptidu, kde tieto monoklondlne protilatky s produko-
vané v akomkol'vek vhodnom cicav€om zdroji, vratane niy$i, krilikov alebo inych stavovcov schopnych pro-
dukovat’ protilitky dobre znamymi spésobmi, ako je opisané. Vhodnymi zdrojovymi bunkami pre polynuk-
leotidové sekvencie a hostiteI'skymi bunkami pre expresiu a sekréciu iminoglobulinov st bunky zname v od-
bore.

Okrem humanizovanych imunoglobulinov, ktoré boli opisané, mézu byt T'ahko pripravené a vyrobené
.V podstate homolégne™ modifikované inunoglobuliny, s pouZitim oznych rekombinantnych DNA technik
dobre znamych odbormikom v odbore. Napriklad, pracovné regiony sa mézu liSit’ od prirodzenej sekvencie
v Strukture primamej sekvencie nickolkymi aminokyselinovymi substitiiciami, termindlnymi a intermedidr-
nymi adiciami a deléciami, a podobne. Dalej, rozne 'udské pracovné regiony mdzu byt pouZité samostatne
alebo v kombindcii ako zdklad pre humanizované imunoglobuliny podla predkladaného vynalezu. VSeobec-
ne, modifikiacia génu mdZe byt I'ahko uskutoCnend s pouztim réznych dobre zndmych technik, ako je miest-
ne cielene mutagenéza.

Alternativne mézu byt pripravené polypeptidové fragmenty obsahujiuce len ¢ast’ primarnej protilatky, kde
tieto fragmenty maji jednu alebo viac aktivit iminoglobulinu (napr. fixiciu komplementu). Tieto polypepti-
dové fragmenty mozu byt produkované proteolytickym Stiepenim intakinej protilitky s pouzitim spdsobov
dobre znamych v odbore, alebo inzerciou stop kodénov v pozadovanych poziciach do vektorov s pouzitim
miestne cielenej nutagenézy, napriklad za CH1, ¢o vedie k produkcii FAB fragmentov alebo za pantovy re-
gion, Co vedie k produkeii F(AB )2 fragmentov. Jednoretazcové protilatky mézu byt produkované spojenim
VL a VH s pouzitim DNA linkeru.

Ako bolo uvedené, kédujuca nukleotidova sekvencia bude exprimovand v hostitel'och po operativnom
naviazani sekvencie na (t. j. umiestnenie zaist'ujucom jej funkciu) sekvenciu riadiacu expresiu. Tieto expres-
né vektory su obvykle replikovatel'né v hostitel'skych organizmoch bud’ ako epizémy, alebo ako integrilna
sucast’ chromozomdlnej DNA hostitel'a. Vseobecne expresné vektory obsahuju selekéné markery, napr. tetra-
cyklinovy alebo neomycinovy, umoziiujice detekciu buniek transformovanych poZadovanou DNA sekvenci-
ou.

E. coli je prokaryoticky hostitel’ pouziteI'ny na klonovanie polynukleotidov podla predkladaného vyna-
lezn. Medz dalSie pouztelné mikroorganizmy patria bacily, ako je Bacillus subtilus, a dalSie enterobacte-
riacea; ako je Salmonella, Serratia a Ydmne Pseudomonas species. V tychto prokaryotickych hostiteloch je
mozné tiez pripravit expresné vektory, ktoré budu obsahovat sekvencie riadiace expresiu kompatibilnu
s hostiteI'skou bunkou (napr. sckvenciu rozpoznavajicu podiatok replikicic). Dalej, mdZe byt pouity aky-
kol'vek pocet dobre zndnmych prométorov, ako je laktézovy prométorovy systém, tryptofanovy (tip) prométo-
rovy systém, beta-laktamizovy prométorovy systém alebo promotorovy systém z fagu lambda. Prométory
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obvykle obsahuji sekvenciu riadiacu expresiu, voliteIne s operatorovou sekvenciou, a obsahuju sekvenciu
vizbového miesta pre ribozém a podobne, pre inicidciu a dokon¢enie transkripcie a translicie.

Daltic mikroby, ako su kvasinky, mo2u byt tieZ pouZité na expresiu. Saccharomyces s vyhodnymhosti-
telom a mo67u byt pouzité s vhodnymi vektormi obsahujicimi sekvencie riadiace expresiu, ako st promoétory,
vratane 3-fosfoglycerdt-kindzového alebo zinych glykolitickych enzymov, sekvenciu rozpoznavajiicu pocia-
tok replikacie, terminacné sekvencie a podobne.

Okrem mikroorganizmov mézu byt cicavCie tkanivové kuliury tieZ pouzité na expresiu a produkciu poly-
peptidov podla predkladaného vynalezn. Eukaryotické bunky su naozaj vvhodné, pretoze v odbore existuje
mnoho vhodnych hostitel'skychbunkovych linii schopnych secemnovat’ intakiné iminoglobuliny a medzi tieto
linie patria CHO bunkové linie, tdzne COS bunkové linie, bunkové linie ovaridlnych buniek, Hela bunky,
vyhodne myelomové bunkové linie, transformované B-lymfocyty, I'udské bunkové linie z embryonalnych
obli¢iek lebo hybridémy. Expresné vektory pre tieto bunky mézu obsahovat’ sekvencie na riadenie expresie,
ako je sekvencia rozpoznivajuca pociatok replikdcie, promotor, zosiliioval transkripcie a nutné miesta na
spracovanie, ako st vizbové miesta pre ribozonwy, miesta na zostrih RNA, polyadenylatné miesta, sekvencie
na ukoncenie transkripcie. VWwhodnymi sekvenciami na riadenie transkripcie su prométory ziskané z imm-
noglobulinovych génov, SV40, adenovirusu, hovidzeho papilloma virusu, cytomegalovirusu a podobne.

Vektory obsahujiice pozadovanu nukleotidovu sekvenciu (napr. sekvencia kodujuca tazky a l'ahky ret’a-
zec a sekvencia riadiaca expresiu) mozu byt prenesené do hostitel'skej bunky dobre znédmymi spésobmi, kio-
¢ su vybrané podla typu hostitel'a. Napriklad pre prokaryotické bunky sa bezne pouziva transfekcia chlori-
dom vapenatym, zatial’ ¢o pre ostatné hostitel'ské bunky sa bezne pouziva transfekcia s fosforeCnanomvéape-
natym alebo elektroporicia.

Po expresii mozn byt celé protilatky, ich diméry, jednotlivé Tahké a tazké ret’azce, alebo iné formy inmi-
noglobulinov podla predkladaného vynalezu, precistené s pouZitim Standardnych postupov, vrat ane zrdZania
siranom amonnym, ibnovej vymeny, afinitnej, reverznej, hyvdrofébnej chromatografie, gélovej elekiroforézy
a podobne. Whodné st vyznamne precistené inunoglobuliny majuce aspori priblizne 90 az 95 % homogeni-
tu, najvyhodnegjsie su na farmaceutické pouztie immnoglobuliny majuce 98 az 99 % alebo vy$Siu homogeni-
tu. Po precisteni — Ciastocnomalebo do pozadovanej homogenity, mézu byt polypeptidy pouzité terapeuticky
alebo profylakticky, ako je tu opisané.

Protilatky (vratane immnologicky reaktfvnych fragmentov) su podavané jedincom s rizikom alebo exis-
tenciou priznakov suvisiacich s Af-peptidom, alebo s patolégiou suvisiacou s AP peptidom, ako je klinicka
alebo predklinicka Alzheimerova choroba, Downov syndréom alebo klinickd alebo predklinickd anyloidov a
angiopatia, s pouzitim Standardnych technik podania, vyhodne s pouztim perifémeho (t. j. nie podania do
centralneho nervového systémm) pomocou intravendznej, intraperitonedlnej, subkutannej, pulmondlnej,
transdermalnej, intrammskuldrnej, intranzilnej, bukdlnej, sublingudlnej aplikacie alebo aplikdcie v Capiku.
Protilatky mo7u byt tieZ podané priamo do komorového systénmu, mozgovomiechového moku alebo mozgo-
vého parenchymm, a techniky pre takéto podanie st dobre zndme v odbore, takze nie je nutné pouzvat’ ob-
tiaznejSie postupy. Protilatky podla predkladaného vyndlezu su teda ucinné, ked’ st podané s pouzitim jed-
noduchsich technik, ako je podanie do perifémej citkulicie. Medz vyhody predkladaného vyndlezu patri
schopnost’ protilatky vykazovat’ priaznivé u€inky ivtedy, ked’ nie je podand priamo do centralneho nervové-
ho systénu. Okrem toho bolo zistené, Z2 mnozstvo protildtky, ktoré prekondva hematoencefalicku bariéru, je
<0,1 % plazmatickej koncentracie a Ze protilatky podla predkladaného vynalezn maju schopnost’ sekvestro-
vat’ AP v periférnej cirkulacii, rovnako ako menit’ klirens CNS a plazmatického solubilného AP.

Farmaceutické prostriedky st navrhnuté tak, aby boli vhodné pre vybrany spdsob podania, a farmaceutic-
ky prjatelné prisady, ako su disperzné Cinidla, pufre, surfaktanty, konzervané Cinidl4, solubilizané €inidla,
¢inidla upravujiuce izotonicitu, stabilizané Cinidli a podobne, su pouzité podla potreby. Remington's Farma-
ceutické Sciences, Mack Publishing Co., Easton PA, posledné vydanie, tu uvedené ako odkaz, poskytuje
techniky na pripravu farmaceutickych prostriedkov. PredovSetkym vyhodné mdze byt zmenenie rozpustnosti
protilatky podla predkladaného vyndlezu tak, aby bola viac lipofilna, napriklad s pouzitim enkapsulicie v k-
pozémoch alebo blokovanim polarnych skupin.

Whodné je periféme systémové podanie intravendzne alebo intraperitonedlne, alebo podkoznou injekei-
ou. Vhodn¢é vehikula pre takéto injekcie st zname. Dalej moZe byt podanic uskutoénené cez sliznice s pouzi-
tim nazilneho aerosélu alebo Capikov. Vhodné pripravky pre takéto podanie si dobre zname a obvykle obsa-
huju surfaktanty, kioré ul'ahCuji prienik membrdnou. Takéto surfaktanty su ¢asto odvodené od steroidov ale-
bo katibnovych lipidov, ako je N-[1-(2,3-dioleoylpropyl-N,N,N-trimetylaméniumchlorid (DOTMA) alebo
10zne zluCeniny, ako je cholesterol hemisukcinat, fosfatidylglyceroly a podobne.

Koncentricia l'udskej izolovanej protilatky v prostriedkoch je od prblizne 0,1 % do 15 alebo 20 % hmot-
nostnych a je urCena podl'a objenm kvapalin, viskozity a podobne, v sulade s vybranym spésobom podania.
Tak moz byt typické farmaceutické prostriedky pre injekcie pripravené tak, aby obsahovali 1 ml sterilnej
pufrovanej vody a1 — 100 mg humanizovanej protildtky podl'a predkladaného vynalezu. Pripravok by mal
byt sterilne prefilirovany po vvrobe alebo by mal byt inymspésobomupraveny tak, aby bol mikrobiologicky
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prjatelny. Typicky prostriedok pre intravenéznu infuziu by mal mat’ objem asi 250 ml, napriklad s pouzitim
sterilného Ringerovho rozioku, a koncentracia protilatky by mala byt 1 — 100 mg na ml.

Terapeutické Cinidla podla predkladaného vyndlezu mézn byt zmrazené alebo lyofilizované na uskladne-
nie a rekonstituiciu vo vhodnom sterilnom nosi¢i pred pouztim. Lyofilizicia a rekon$titiicia mézu viest’
krozmemu stuptiu straty aktivity protilatky (napr. pri beznych imunoglobulinoch maju IgM protilatky ten-
denciu k vicSej strate aktivity ako IgC protilatky). Davky by mali byt upravené na ucely kompenzicie tejto
straty. pH prostriedku by malo byt také, aby bola dosiahnuta rovnovdha medz stabilitou protilitky (chemic-
kou a fyzikidlnou) a komfortom pacienta pri aplikacii. Vieobecne je tolerované pH medz 4 a 8.

Hoci sauvedené sposoby zdaju byt najvhodnejSie a najvy hodnejSie na podanie proteinov, ako su humani-
zované protilatky, mézu byt pouzité aj iné spdsoby podania, ako je transdermalne podanie a oralne podanie,
pokial’ je pripraveny vhodny prostriedok.

Dalej, moZe byt vyhodné pouzit prostriedky s riadenym uvoltiovanim s pouitim biodegradovateInych
povlakov a matric alebo osmotickych minipiimp, alebo systémov na baze dextranovych kordlikov, alginatu
alebo kolagénu.

Prostriedky na podanie protilditok podla predkladaného vynalezn st dobre zndme v odbore a mézu byt
vybrané z rdznych moznosti.

Typické davky mdézn byt optimalizované s pouzitim Standardnych klinickych technik a davky zivisia od
sposobu podania a stavu pacienta.

Nasledujuce priklady ilustruju, ale nijak neobmedzuju predkladany vyndlez

Priklady uvedené dalej vyuzivaju, okrem iného, mySiu monoklonalnu protilditku oznacent ,,266%, ktora
bola pévodne pripravena inunizaciou peptidom ZloZenym zo zvySkov 13-28 I'udského AP peptidu. Bolo po-
tvrdené, Ze tato protilatka je inunoreaktivna s tymio peptidom, ale skér bolo uvedené, Z nereaguje s pep-
tidom obsahujucim len zvySky 17-28 Tudského AP peptidu alebo akykolvek iny epitop v AP peptide. Pro-
striedok obsahujuci tito protilitku je opisany v U.S. patente 5,766,846, kiory je tu uvedeny ako odkaz Preto-
7¢ priklady opisuju pokusy uskutoCnené na myS§iach, je pouzitic nvSej monoklondlnej protilatky uspokojivé.
Ale, v liecbe T'udi s pouztim spésobov podla predkladaného vyndlezu st vyhodné humanizované formy pro-
tildtky s imunoS$pecificitou zodpovedajucou protilatke 266.

Priklad 1
Sekvestricia pridaného AP peptidu v I'udskych tekutinach

Vzorky Tudského mozgovomiechového moku (CSF) (50 ul) a Tudskej plazmy (50 ul) sa inkubovali pocas

1 hodiny pri teplote miestnosti nasledujiicim spésobom:

1. samostatne;

2. spolus 5 ng AP 40 peptidu alebo

3. 5 ng AP 40 peptidu plus 1 mg monoklonalnej protilatky 266 (opisané napriklad v U.S. patente 5,766,846,
ktory je tu uvedeny ako odkaz).

Vzorky sa potom spracovali elektroforézou na 4 — 25 % nedenaturujicom gradientovom géli, t. j. nedena-
tumijiicou gradientovou elektroforézou (NDGGE) a preniesli sa do nitrocelilozy . Skvmy sa potom farbili
Ponceau S alebo, pre Westermnovu hybridiziciu, sondovali biotinom-znacenou monoklonalnou protilitkou
(3D6), ktora je namierend oproti prvym piatim aminokyselinam AP peptidu, vyvijali sa s pouzitim streptavi-
dinu-chrenovej peroxidazy a detegovali sa pomocou zosilnenej chemiluminiscencie (ECL). Hydratované
priemery materialov obsiahnutych v priZkoch na blotoch sa vyhodnocovali s pouzitim Pharmacia markerov
molekulovej hmotnosti. Pokial’ sa AP peptid viazal na iné molekuly, prechadzal gélom podla velkosti vznik-
nutého komplexu.

Westemovd hybridizicia CSF s alebo bez 5 ng AP peptidu neukazovala ziadny dékaz AP peptidu pride-
tekcii pomocou protilitky 3D6. Podobné vysledky boli ziskané pre I'ndski plazmu. Toto platilo aj napriek
skuto¢nosti, ze AP peptid mohol byt’ detegovany SDS-PAGE po Westemovej hybridizicii s pouZitim rovna-
kej techniky a na rovnakvch vzorkich CSF. Pravdepodobne branila detekcii AP peptidu interakcia medz
tymto peptidom a inymi faktormi v testovanych kvapalinach. Ale, ked’ bola MAb 266 pridana k inkubécii,
tak boli prizky charakieristické pre sekvestrujuci AB peptid v komplesxe s protilditkou pritonmou tak v plaz-
me, ako v CSF. Hlavny prizok mi hydratovany priemer priblizne 11 nm, ¢o zodpoveda monoméru protilat-
kv, men$i prazok mal 13 nm, ¢o zodpovedadiméru protilatky

Priklad 2
Specificita sekvestmjicej latky

Pouzili sa vzorky obsahujiuce 50 ul ludského CSF alebo 10 ul APPV717F CSF. APPV7!7F s1i transgénne niy-
$i reprezentujiice nmy$i model Alzheimerovej choroby, v kitorych je exprimovany transgén pre Tudsky amylo-
idovy prekurzorovy protein s familidrnou mmticiou pre Alzheimerovu chorobu, ¢o vedie k produkeii Tudskeé-
ho AP peptidu v centrilnom nervovom systéme.
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Vzorky sa inkubovali s alebo bez 16znych MADb (1 ug) po¢as 1 hodiny pri teplote miestnosti, a potom sa
spracovali elektroforézou na 4 — 25 % NDGGE a preniesli sa na nitrocelulézu spésobom opisanym v priklade
1. Protilatky boli nasledujuce:

MADb 266 (viaze sana pozicie 13-28);

MADb 4GB (viaze sana pozcie 17-24);

QCBpan (krali¢ia polyklondlna protilitka pre pozicie 1-40);

ny$i IgG (nespecificky );

MAD 3D6 (viaz sana pozicie 1-5);

MADb 21F12 (viaZze sana pozicie 33-42);

MADGEIO (viaze sana pozicie 1-17) a

QCB40, 42 (krdli¢ia polyklonalna protilatka pre AB40 a Ap42).

Detekcia komplexu AP peptid-protilatka sa uskutocnila sposobom opisanym v priklade 1 s pouzitim bio-
tinom zna¢enej 3D6 (k N-koncu AP peptidu), a potom streptavidinu-HRP a ECL. Podobna detckcia bola us-
kuto¢nend v T'udskom CSF inkubovanom s MAb 266, v nicktorych pripadoch zame nenou za QCB40,42, kto-
ra saviaze na karboxylovy koniec Ap peptidu, pre 3D6.

Wsledky ukamiju, Z ztestovanych protilitoklen MAb 4G8 a MAb 266 umoziuju detekciu AP peptidu.

Wsledky ukazuju, Ze pre I'udsky CSF len MAb 266 a MAb 4G8 mozu sekvestrovat’ v detegovatelnych
mnozstvach komplex protilatka-AB (opat’ bez protilatky nebol Ap detegovany). MAb 266 bola tiez schopna
produkovat’ podobng vysledky ako vysledky ziskané s Tudskym CSF s CSF z APPY717F {rans génnnych niy$i.
AP peptid mohol byt sekvestrovany v I'udskom CSF s pouZitim MAb 266 bez ohl'adu na to, ¢ibola na vyvi-
janie vo westemovomprenose pouzitd 3D6 alebo QCB40.42 protilatka.

Priklad 3
Demonstracia komplexu Af peptid-266 dvojrozmernou elektroforézou

Vzorka obsahujiica 50 ng AP peptidu sa inkubuje s 2 ug MAb 266 pri 37 °C pocas 3 hodin. Rovnaka in-
kubécia MAb 266 samotnej sa pouZije ako kontrola.

Vzorky sa potom spracuju 2-dimenzionalnou elektroforézou.

V prvom rozmere sa inkubované vzorky spracuju NDGGE, ako je opisané v priklade 1. Polyakrylamido-
vé gély sa potom nastrihaju na jednotlivé drdhy kolmé na smer toku v prvom rozmere a v druhomrozmere sa
uskuto¢ni gélova separicia za denaturanych/redukénych podmienok pomocou SDS-PAGE (Tricin-ureové
gély). Pritommost’ pruzkov sa deteguje bud’ Ponceau-S farbenim (akykol'vek protein), alebo Specifickym far-
benim s pouztim 6E10 MAb (Senetek, Inc.) a biotinylovanej anti-mySej A13 v detekénom systéme na baze
HRP.

Ponceau-S farbenie nitrocelulézovych membran po prenose umoziuje vizualiziciu tazkého a I'ahkého
MADb 266 samostatne. Pomocou tohto farbenia bolo potvrdené, 7ze AP peptid bol v komplexe s MAb 266 ako
prazok velkosti 4 kD, ¢o zodpoveddvelkosti kompletnej MAb 266 v prvom rozmere NDGGE.

Priklad 4
Demons$tracia non-ckvivalencie vizby a sekvestracie

Predpoklada sa, 72 AP peptid cirkulujuci v plazme a CSF je obsiahnuty v komplexe s proteinmi, vratane
apolipoproteinu E. Tento priklad demonstruje to, Ze protilatky k apoE, hoci sa viazu na komplex, nesekves-
truju apoE od zvy$ku komplexu.

ApoE komplexy (500 ng) sa inkubovali s MAb alebo polyklondlnymi protilatkami k apoE (2 ug) pri tep-
lIote 37 °C pocas 1 hodiny. Inkubované vzorky sa potom spracovali NDGGE s pouztim technik opisanych
v priklade 1. Po NDGGE sa uskuto¢nil westernovy prenos s afinitne pre€istenou kozou anti-apoE protilatkou
s detekciou pomocou ECL. Ked’ nebola pritonmnd ziadna protilitka, tak mohol byt apoE detegovany pri 8-13
nm, ¢o je v sulade s pritommost'ou lipoproteinovych Castic. Pritommost” monoklondlnej alebo polyklonalnej
protilatky k apoE viedla k posunu apoE k va¢sim molekulam, tzv. ,super posunu®. Toto ukazje, Z protilat-
ky k apoE nesckvestruju, t. j. neodstranuji apoFE z lipoproteinovych castic, ale skor sa viazu na apoFE na lipo-
proteinoch za vzniku va¢sich molekil

Priklad 5
Sekvestricia AP nie je naruSendanti-apoE protilatkami

Vzorka 100 ul I'ndského CSF sa inkubuje bud’ s MAb 266 samotnou, alebo s polyklonalnu anti-apoE, ale-
bo s oboma protilditkami po¢as 60 minut pri teplote 37 °C. Vzorky sa potom analyzuji NDGGE, ako je opi-
sanév priklade 1 a detekcia prazkov sa uskuto¢ni, ako je opisanév priklade 1.

Wsledky ukazuju, % ked’ je MADb 266 pridand k vzorke, tak je pozorovatelny priblizne 11 nm prizok
charakteristicky pre sekvestrovany komplex 266-Ap peptid. Tak je to bez ohl'adu na to, €i je alebo nie je pri-
tomnd anti-apoE. Tento praZok, demonStrujici sekvestrovany AP, sa tieZ objavivtedy, ked sa 50 ng A pep-
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tidu prida k inkubacnej zmesi za pritomnosti MAb 266. Tak altericia molekulovej hmotnosti apo E pritom-
nost'ou anti-apoE protilatky neinterferuje so sekvestraciou AP peptidu MAb 266.

Priklad 6
Sekvestricia AP peptidu in vivo

A. Transgénne APPV717F nygi, tieZ ozna¢ované ako PDAPP niy$i, nadmeme exprimuji nutantni fornm
I'ndského APP proteinu. Tieto myS$i produkuju I'ndsky A v CNS a maju zvySené koncentracie I'udského AP
peptidu citkulujuceho v CSF a plazme. 8-mesacnym niySiam bol intravenéznou injekciou podany salinicky
roztok alebo 100 ug MAb 266. Krv bola tymio niySiam odobrata 10 minut po injekceii, a potom znova za 20
hodin po prvej injekeii.

Vzorky obsahujice 20 ul plazmy od kazdého zvierata boli analy zované NDGGE a Westernovou hybridi-
zaciou s protilatkou 3D6, ako je opisané v priklade 1. Zvieratd, kiorym bol podany salinicky roziok, nemali
charakteristicky 11 nm prizok zodpovedajuci sekvestrovanénu A peptidu po 10 mintitach, ani po 20 hodi-
nach. Ale, dve zvieratd, ktorym bola injekéne podand MAb 266, mali tento praZzok po 20 hodinach.

B. V tomto pokuse sa pouzli 2 mesiace staré APPYU'F ny§i V defi 0 sa mySiam podala bud’ Zadna
MAD 266, alebo 1 mg MADb 266, alebo 100 ug tejto protilatky. Vzorky plazny sa odobrali dva dni pred po-
danim protilditky a v diioch 1, 3, 5 a 7. Vzorky plazmy sa spracovali NDGGE, a potom Westernovou hybridi-
zaciou a detekciou s 3D6, ako je opisané v priklade 1. Vo vSetkych ¢asoch po podani MAb 266 bol komplex
266/A13 detegovany bez ohl'adu na to, Z vzorka plazmy bola spracovand proteinom G, kiory sa viaze na
imunoglobulin, ¢im u¢inne odstranuje MAb 266. V testovanomobdobiboli detegované stabilné koncentricie
komplexu s vynimkou lI'ahkého poklesu v defi 7 pri zvieratach, ktorym bolo aplikovanych 100 ug MADb 266;
vSeobecne boli koncentricie pri zvieratdch, ktorym bolo podanych 100 ug, nizSie ako pri zvieratach, ktorym
bol podany 1 mg tejto protilatky.

C. Dvom 2-mesaénym APPY7!7F ny§iam sa intraven6zne podal 1 mg MADb 266 a od kazdej my3$i sa odo-
brala 25 ug vzorka plazmy. Vzorka plazmy sa spracovala NDGGE, a potom Westernovym prenosom, ako je
opisané s tou vynimkou, po vizbe biotinylovanej 3D6 sa uskutoénila detekcia streptavidinom!25T
(Amersham) a expozicia na fosfo-detekénom zariadeni. Koncentricia komplexu sa hodnotila v porovnani so
Standardnou krivkou ziskanou s pouzitim zndnmych mnoZzstiev AB40 v komplesxe so saturatnou koncentraciou
MAD 266 a podobnej detekcie. MnoZstvo AP peptidu naviazaného na MAb 266 bolo priblizne 100 ng/ml, o
predstavuje priblizne 1,000-ndsobné zvvsenie vzhladom na endogénny AP peptid pritychto myS$iach, kioré je
priblizne 100 ul/ml. Toto je tieZ podobné koncentricii AP peptidu v mozgu APPV7'"F niy§i pred depoziciou
AP (50-100 ng/g); I'ndsky APP a ludsky AB v APPY"'7F niygiach st produkované takmer vyluéne v mozgu.
Tak sa zda, 7z pritommost” MAb 266 v plazme spésobi vychytanic AB peptidu ulahCujuce vyluCovanie Ap
peptidu z CNS do plazny. Toto zvySuje vyluCovanie v désledku zvySeného presunu AP z CNS do plazmy a
tiez prevenciu prenikania Ap z plazmy do mozgu.

Spravna velkost sekvestrovaného AP peptidu sa potvrdi spracovanim 20 ul vzoriek plazmy ziskanvch od
APPV717F my§i za 24 hodin pre injekciu 1 mg MAb 266 na TRIS-tricinovych SDS-PAGE géloch, a potom
Westemovou hybridiziciou s pouZitim anti-Ap protilatky 6E10 pred alebo po spracovani proteinom Gs pou-
zitim koralkov s naviazanym proteinom G. Prizok, ktory bol depletovany proteinom G, bol detegovany pri
4-8 kD, ¢o zodpoveda pritomnosti monomérov a snad’ i dimérov AP peptidu.

D. 2-nesaénym APPY'7F my&iam sa aplikoval intraperitonealne bud’ PBS (1=7), alebo 500 mg biotiny-
lovanej MAb 266 — t. j. m266B (n=9). Pred injekciou a 24 hodin po injekcii sa plazma analyzovala na celko-
vy AP peptid s pouztim modifikacie ELISA metédy podla Johnson-Wood, K., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1997) 94:1550-1555; a Bales, K. R,, et al., Nature Genet (1997) 17:263-264. Celkovy AP naviazany na
m266B sa stanovil s pouzitim 96-jamkovych Optiplotnas (Packard, Inc.). potiahnutych m3D6. Nariedené
vzoiky plazmy a Standardy (16zne koncentracie AB40 a m266B) sa inkubovali cez noc v potiahnutych plat-
niach a mnostvo AP/m266B komplexu sa urtilo s pouZitim 125l-streptavidinu. Dalej, po 24-hodinach sa
vzoiky plazmy najprv spracovali proteinom G pre kvantifikiciu AP peptidu nenaviazaného na MAb 266, a
celkovy AP a AB42 sa urcil ELISA v CSF. Pri mySiach s aplikovanym PBS boli plazmatické koncentricie A
peptidu 140 ul/ml pred i po injekcii. Plazmatické koncentracie boli podobné pri my$iach s aplikovanou MAb
266 pred injekciou, ale koncentricie A peptidu nenaviazaného na MAb 266 boli nedetegovatel'né 24 hodin
po injekcii.

Tiez sa merali koncentricie v CSF. CSF reprezentuje extraceluldmy kompartment v CNS a koncentracie
molekul v CSF v urCitom rozsahu odrazaju koncentracie substancii v extracelularnom priestore mozgu. CSF
sa izoloval z kompartmentu cisterna magna. MyS$i sa anestezovali pentobarbitolom, a potom sa odstranila
svalovina na baze lebkovej aZ prvého stavca. CSF sa ziskal opatrmou punkturou arachnoidnej membrany pre-
kryvajicej cistemu s pouzitim mikroihly a disekéného mikroskopu a CSF sa odobral do polypropylénovej
mikropipety. Po 24 hodinach po injekcii sa detegovalo zvySenie celkového AP peptidu v CSF my$i s injekci-
ou MAb 266, ktoré bolo priblizne 2-ndsobné v AB42 v porovnanis mySami, kiorymbol aplikovany PBS. Toto
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bolo potvrdené s pouzitim denaturaCnej gélovej elektroforézy a potom westermnovou hybridiziciou s AB4z-
-Specifickou protilatkou 21F12.

V dalsom pokuse sa 3-mesaénym APPY717F injikoval intravendézne bud’ PBS, alebo MAb 266 a nasledu-
Jacim sposobomsa hodnotili koncentracie AP4oa APsz v CSF:

Na meranie APso sa pouzila monoklondlna protilitka m2G3 Specificka pre AP40. Opisany ELISA test
(Johnson-Wood, K., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1997) 94:1550-1555) sa modifikoval na RIA nahra-
denim streptavidin-HRP ¢inidla '25T-streptavidinom. Fpro vzorky plazny a CSF sa test uskuto¢nil za nedena-
tura¢nych podmienok s chybanim guadnidinu v pufroch. Na hodnotenie AP peptidu rozpusiného a neroz-
pustného v karbonate v mozgovom homogenate sa vzorky homogenizovali s 100 mM karbondtom, 40 mM
NaCl, pH 11,5 (40C), odstredili sa pri 10,000 x g v pricbehu 15 mma Ap sa hodnotil v supernatantovej (so-
lubilnej) a peletovej (insolubilnej) frakeii, ako bolo opisané skor (Johnson-Wood, K., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1997) 94:1550-1555) a ako bolo uvedené. Meranie komplexu AB/MADb 266 v plazme sa uskutoc-
nilo modifikovanou RIA. MyS$iam sa podala biotinvlovand MAb 266 (MAb 26GB) a plazma sa izolovala
v 16znych Casoch. Celkovy AP naviazany na MADb 266 sa meral s pouzitim 96 -jamkovych Optiplotnas (Pac-
kard, Inc.) potiahnutych m3D6. Riedené vzorky plazmy a Standardy (16zne koncentracie AP+ a MAb 26GB)
sa inkubovali cez noc v potiahnutych platniach a mnoZstvo komplexu celkovy AB/MAb 266B sa urcilo s po-
wZitim '?3I-streptavidinu.

3 hodiny po intravenézngj injekcii MAb 266 bolo detegované 2-ndsobné zvySenie koncentracie Ap40
v CSF a nesignifikantné zvySenie Af42. Ale, za 24 a 72 hodin bolo pozorované 3-ndsobné zvySenie A4 a
AP4> v CSF. Podobné vysledky boli ziskané s pouzitim analyzy na denaturatnom géli nasledované westerno-
vou hybridiziciou celkového CSF. VWliCovanie A prostrednictvom mozgovej intersticialnej kvapaliny, kto-
¢ saodraza v koncentriciach CSF, je pravdepodobne zodpovedné za pozorované zvySenie Af v CSF.

VWmamné je to, Ze zmena v koncentracidch AP peptidu v CSF nemdZ byt sposobend prienikom MAb
266 do CSF, pretoZe koncentricie zmerané 24 hodin po injekeii, ktoré su nizSie ako 0,1 % plazmatickych
koncentracii MAb 266, s nedostato¢né na to, aby sposobili tieto zmeny. Tieto vysledky naznaCuju, ze Af
peptid je presuvany zmozgového parenchymu do CSF pritomnost'ou protilitky v krvnom rieciSti.

Fomy AP peptidu, ktoré su rozpustné v PBS alebo uhli¢itanovom pufri, boli merané v homogenatoch
mozgovej kory od rovnakych my$i, kiorym bola aplikovana MAb 266 a pri ktorych bol CSF analyzovany
opisanym sposobom. Bolo pozorované podobné zvySenie tychto solubilnych foriem v homogenatoch moz-
govej kory.

Priklad 7
MADb 266 ucinkuje in vitro ako vychytavac Ap peptidu

Dialyzacna kombrka sa pripravila ako in vitro systém na testovanie schopnosti MAb 266 vychytavat’ Ap
peptid. 1 ml I'udskej CSF sa umiestnil do hornej komo1ky polypropylénovej skimavky separovanej dialyza¢-
nou membranou s medzou priepustnosti 10-100 kD od spodnej komdiky obsahujiicej 75 um PBS s alebo bez
1 ul MAb 266.

Zdalo sa, 7 rovnovaha bola dosiahnutd po 3 hodinéch, ako sa urcilo spracovanim materidlu zo spodnej
kombrky na kyslych moCovinovych géloch, a potom Westernovym prenosom na pritomnost’” Ap peptidu
s 6E10 v roéznych Casoch. Vzorky sa denaturovali v kyseline mravCej na kone¢nu koncentraciu 80 %
(obj./obj.) a redukovali sa B-merkaptoetanolom (1 %). Vzorky sa spracovali elektroforézou (anéda-katoda)
v 0,9 M pracovnom pufti s kyselinou octovou na 4 % az 35 % polyakrylamidovom gradientovom géli obsa-
hujuicom 6 M mocoviny, 5 % (obj./obj.) T'adovou kyselinou octovou a 2,5 % TEMED. Kyslé pH gélu sa neut-
ralizovalo pred prenosom na nitrocelulézn. Potom sa Standardné techniky westemového prenosu pouzli na
identifikiciu Ap. Detegované prizky zodpovedali 4 kD.

Mnozstvo AP odstraneného z homnej komotky sa takio urCilo ELISA analyzou homej a dolnej kombrky
(m=4) po 3 hodinach. Wsledky pre 16zne medze molekulovej hmotnosti za pritommosti a nepritomnosti MAb
266 su uvedené na obr. 1. Ako je uvedené, zatial’ ¢o len minimilne mnozstvo AP peptidu prekondva mem-
branu, ked’ je v dolnej komorke pritommy PBS, 50 % AP peptidu sa sekvestmje v dolnej komorke, ked’ tato
komérka obsahuje MADb 266 a limit molekulovej hmotnosti je 25 kDa; vi¢§ie mnozstvo prichadza viedy, ked’
salimit molekulovej hmotnosti zZvy§ina 100 kDa, ked’ takmer 100 % AP peptidu prechddza cez membranu.

Tiez sa pozorovalo, 7z protilidtky oproti N-koncu AP 3D6 a 10D5 st schopné sposobit’ v tomio systéme
prenos AP cez membranu, hoci neboli schopné sekvestrovat’ Ap peptid v testoch opisanych v priklade 1. Tie-
to vysledky ukazuj, Ze protilatky k AP peptidu maju za tychto podmienok dostatonu afinitu na sekvestro-
vanie peptidu vo fyziologickych roztokoch od inych vizbovych proteinov, ale z2 MAb, ako je 266, ktoré su
imunoreakiivne s epitopomv pozicii 13-28, st vyznamne viac U¢inné a viazu sas vyssou afinitou.

V podobnych testoch mal apoE4 secerovanany astrocytmi precisteny sposobomopisanymv DeMattos, R.
B, et al, J. Biol. Chem. (1998) 273:4206-4212; Sun, Y., et al., J. Neurosci. (1998) 18:3261-3272, maly, ale
$tatisticky vyznamny efekt na zvy$enic mnostva AP peptidu v dolnej kombrke. Ziadny efekt nebol pozoro-
vany viedy, ked bol polyklondlny IgG alebo BSA zamerany za MAb 266.
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Priklad 8
Tok A peptidu z CNS do plaznmy

A. 1 ug AP40 sa rozpustil v 5 ul krysieho CSF na uchovanie v rozpustenom stave, a potom sa injikoval
do subarchnoiddlneho priestoru cisterna magna normalnych Swiss-Webster my$i, kiorymboli predtympoda-
né iv. injekcie bud PBS (n=3), alebo 200 ug biotinylované MAb 266 (n=3). V 10znych Casoch po liecbe sa
celkovy AP v plazme mySi urCil Ap ELISA s pouztim 3D6 ako povlakovej protilditky a Standardov A
v zmesi s nadbytkom biotinylovanej 266. Do kazdej vzorky plazmy sa po odbere od kazdého zvierat'a pridal
nadbytok biotinylovanej 266 pre P43 detekciu v ELISA. Pri myS$iach lieCenych PBS boli minimilne detego-
vateI'né mnozstva peptidu v koncentracidch 0,15 ng/ml detegované ako pikové hodnoty po 30 — 60 minutach,
a potom boli hodnoty prakticky nulové. Pri mySiach, kiorym bola podanid MAb 266, dosiahli plazmatické
koncentracie P43 peptidu hodnoét 330-ndsobne vy$Sich ako pri mySiach s injekciou PBS po 60 minutach (pri-
blizne 50 ng/ml) a dosahovalihodnoty priblizne 90 ng/ml po 180 minutach.

B. Tento postup sa opakoval s pouzitim bud’ 200 ug (n=3), alebo 600 ug (n=3) injikovanych iv. 2-me-
satnym APPY77F mygiam. MADb 266 sa injikovala iv. 3-mesaénym APPY7!7F niy§iam s pouZitim uvedenych
dévok. Pred a v r6znych intervaloch po iv. injekcii sa plazmaticka koncentracia AP naviazaného na MAb
266 urcila RIA. Podrobné vysledky od jednej nyS$i siiuvedené naobr. 2.

Bolo zistené, 7 koncentricia APp naviazaného na monoklonalnu protilatku MAb 266 sa zvysila zo zi-
kladnych hodnét 150 ul/ml na hodnoty 100 ng/ml za 4 dni. Analyzou skorych Casti krivky sa ur€ilo, Z Cista
rychlost” vstupu Aot do plazmy u APPY7IF Ig my§i je 42 ul/ml/minitu za pritommosti saturatnych koncen-
tricii protilatky.

Utinky MADb 266 na plazmatické koncentracic AP u prirodzenych a APPYV717F Tg my8$i, rovnako ako
ucCinky protilditky na koncentracie A v CSF ukazuju, Ze pritommost’ MAb 266 v cirkulicii vedie k zmene
rovnovahy v transporte AP medzi CNS a plazmou.

Priklad 9
Uginok MAb 266 na Ap v mozgu

4-mesaéné APPVI7F+/+ miy§i sa liedili kazdé 2 ty Zdne poéas 5 mesiacov IP injekciami salinického roztoku,
MAD 266 (500 ug) alebo injekciami kontrolného mySicho IgG (100 ug, Pharmigen). My$i sa utratili vo veku
9 mesiacov a urcilo sa ukladanie Ap v mozgovej kére. % plochy pokrytej Ap-inunoreaktivitou, ako bola ur-
Cend kralicou pan-Ap protilditkou (QCB, Inc.), sa kvantifikovalo v kdre mozgovej ihned’ po farbeni dorzdlne-
ho hipokampu, ako je opisané v Holizman, D. M., et al, Ann. Neurol (2000) 97:2892-2897. VWysledky st
uvedené na obr. 3A. Vtomto veku sa pri priblizne polovici nmy$i z kazdej skupiny eSte nezaCali vyvijat’ depo-
zita AP. Ale, % mySi s >50 % ukladanim AP v mozgovej kére bolo signifikantne nizSie (P=0,02, Chi-
kvadratovy test) v skupine lieCenej 266. Hoci sa u APPV717P ny§i mozn vyvijat’ vicSie depozta AR v 9 me-
siacoch, existuje zna¢nd variabilita s priblizne 50 % bez depozitov a priblizne 50 % s vyraznymi depozitmi.
Pri zvieratach lieCenych PBS a IgG malo 6/14 a 5/13 myS§i viac ako 50 % mozgovej kory zafarbené AP far-
benim, zatial’ ¢o len jedna zo 14 nmy$i lieCenych MAb 266 mala tito uroveni fatbenia. Takmer 50 % zvierat vo
vSetkych skupindch nemalo ukladanie AP v 9 mesiacoch veku. Toto sa zd4d byt spdsobené povodom nyS§i
v naSej kohorte, pretoZe hoci boli vSetky testované my§i overené ako APPV717+/+, boli vysoké hladiny de-
ponovania AP pozorované len u nyS$izo 4/8 parov (vrhy s vysokou patolégiou). My$i zdruhych 4 vrhov boli
v podstate bez depozitov AP (vihy s malou patologiou). S pouzitim vrhov ako kopremennej bol zavny silny,
Statisticky vy znammny efekt m266 na redukciu deponovania AP (p=0,0082, obr. 3B).

Priklad 10
Periférne injikovand MAb 266 saneviaZze na plaky u APPV717F Tg ny$i

Na stanovenie toho, ¢i sa MAb 266 injikovand ip. v pricbehu 5 mesiacov viaze na Ap v mozgu sa pouzlh
rezy mozgom od 9-mesaénej APPV7I7F Tg niy§i, ktoré obsahovali depozita Ap a ktoré boli liccené MAb 266,
salinickym roztokom alebo kontrolnym IgG. Spracovanie tkaniva a inmnofarbenie sa uskuto¢nili opisanym
sposobom (Bales, K.R,, et al., Nature Genet. (1997) 17:263-264). Tkaniva od vSetkych skupin zvierat sa in-
kubovali s fluoresceinom-znacenym anti-my$im IgG (Vektor: Inc.), a potom sa hodnotili pod fluorescencnym
mikroskopom. V Ziadnej skupine nebolo pozorované Specifické fatbenie AP depozitov. Naopak, pri apliko-
vani MAD 266 na rezy pred inkubaciou rezov s anti-my$im IgG boli depozitd AP jasne definované.

Priklad 11
Efekt podania protilatky 266 na kognitivne funkcie 24-mesacnych transgénnych hemizy gotnych PDAPP niy -
si

PouZilo sa 16 hemizy gotnych transgénnych my§i (APPY717F). My&i boli v Sase zagiatku testu staré 24 me-
siacov. VSetky injekcie boli intraperitonealne (ip.). Polovici my§i sa podavali raz tyZzdenne injekcie s fosfa-
tom pufrovaného salinického roztoku (PBS, kontrola) a druhej polovici injekcie 500 ug niy$ej protilatky 266
rozpustenej v PBS. Injekcie sa uskutoCniovali pocas 7 tyzdiiov (42 dni), celkovo 6 injekcii. 3 dni po poslednej
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injekcii sa hodnotilo sprdvanie zvierat s pouzitim testu kognitivnych funkcii, ako je opisany v J.C. Dodart, et
al., Behavioral Neuroscience, 113 (5) 982-990 (1999). Vypocital sa index kognitfvnych funkcii (TB x 100) /
(TB-TA).

Wsledky st uvedené dalej v tabulke 1.

Tabulka 1
Index kognitiviy ch funkcii
N Priemer | Standardnaodchylka Standardna chyba
Kontrola (PBS) 8 7,22%% 8,80 3,11
Protilatka 266 8 54,35 743 2,62

% p = 0,0010

Podéavanie 500 ug protilaitky 266 raz tyzdenne 24-mesa¢nym hemizy gotnym transgénnym niy$iam bolo
spojené so Statisticky vyznamnou zmenou spravania. Protildtkou lieCené myS$i mali indexy kognitivnych
funkcii podobné ako normilne kontrolné zvieratd [J.-C. Dodart, et al]. Rozdiely v indexoch kognitivnych
funkcii boli Statisticky vyznamné pri p = 0,001. Vy$3i index kognitivnych funkcii ukazuje, Ze lieCba protilt-
kou, kiord sa viaZze na beta anyloidovy peptid v regiéne aminokyselin 13-28, revertuje poruchy sprivania,
ktoré boli dokumentované v tomto mySom modeli Alzheimerovej choroby. Preto méZe podanie protilatky,
ktord sa viaze na beta amyloidovy peptid v regiéne aminokyselin 13-28, lie€it’ ochorenie, ako je Alzheimero-
va choroba a Downov syndrom a tiez moZe zastavit’ zhorSovanie kognitfvnych funkcii, ktoré je obvykle spo-
jené s progresiou ochorenia.

Postihnutie amyloidom (% plochy zafarbené inmnoreaktivnym materidlom po farbeni anti-A protilditkou
3D6 alebo 21F12) sa kvantifikovalo v mozgovej kore po zafarbeni hipokampu vratane oblasti cinguly a pa-
rictalneho kortexu v mozgu 24-mesaénych zvierat lieCenych mySou protildtkou 266 pocas 7 tyzdtiov, ako je
opisané. Wsledky st uvedené v nasledujucej tabulke. Rozdiely medz skupinami neboli Statisticky vyznam-
né.

Tabulka 2: Mnozstvo anyloidovych plakov u APPVI7IF +/— myS§i po liecbe ny$i 266 anti-Ap protilditkou

Velkost” plakov (%)
Pri pouziti 3D6 Pri pouzti 21F12
N Priemer | Standard. chyba| Priemer | Standard.chyba
Kontrola (PBS) 7 443 5,93 0,77 0,14
Protilatka 266 8 38,0 2,96 0,93 0,11

Pre tieto vel'mi staré zvieratd nevedie lieCba mySou protilditkou 266 vo vyznamne odlisnom mnozstve
anyloidu v porovnani so skupinou liecenou PBS, podl'a merania bud’ pomocou 3D6, alebo s pouzitim21F12.
Dalej, mnostvo Ap bolo vyznamne vyisic a signifikantne zvyg§ené v porovnani s mmoZstvom amyloidu
primlad$ich zvieratach (pozri dalej), ktoré neboli schopné rozpozmat’ novy objekt od znameho objektu
v teste kognitivnych funkcii. Prekvapivo tieto vysledky demonstruju, Z anti-Ap protilditky mézu revertovat’
kognitivne defekty bez nutnostiredukovat’ mnozstvo anyloidu samého osebe.

Po 7 tyzdiioch liecby sa index kognitivnych funkcii v skupine lieCenej 226 Statisticky vyznamne neliSil od
skupiny normmalnych 24-mesiacov starych my$i. Toto ukazuje na kompletné vylepSenie kognitivneho deficitu
pri tychto transgénnych mySiach.

Priklad 12
Efekt podania protilitky 266 na kognitivne funkcie u mladych transgénnych hemizy gotnych PDAPP my$i

Pouzlo sa 54 homozygotnych, transgénnych my§i (APPV717F), 23 ny$i bolo na zadiatku testu vo veku
priblizne 2 mesiace. Zostavajuce myS$i boli na zaciatku testu vo veku priblizne 4 mesiace. Trvanie lieCby bolo
5 mesiacov. Tak bol na konci testu vek myS$i priblizne sedem (7) mesiacov alebo priblizne devit (9) mesia-
cov.

Vsetky my$iv kontrolnej ,,PBS® skupine dostavali raz tyZdenne injekciu fosfatom pufrovaného salinické-
ho roztoku (PBS; 200 ul). VSetky mySi v ,IgG* kontrolnych skupinidch dostdvali raz tyzdenne injekciu
IgGlkappal izotypu (100 ug/mys$/ty zden). Vsetky mySi v ,high dose™ skupindch dostdvali raz tvzdenne injek-
ciu 500 ug protilatky 266 rozpustenej v PBS ([, HD®). Vsetky my8iv ,Jow dose” skupindch dostavali raz tyz-
denne injekciu 100 ug protilatky 266 rozpustenej v PBS (,LD®). Tri dni po poslednej injekcii sa spravanie
my$i hodnotilo s pouztim testu kognitivnych funkcii, ako je opisané v priklade 10, a diskrimina¢ny index sa
vypocital ako rozdiel medz Casom strdvenym na novom objekte a Casom strdvenym na zndmom objekte. Vy-
sledky stuvedené v nasledujucej tabulke 3. Data si zdruzené podl'a veku ny$i na konci testu.
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Diskrimina¢ny index
N | Priemer Standardna odchy Ika Standardna chyba
7 mesiacov
PBS 7 2,12 422 1,59
IeG 8 0,81 3,64 1,29
HD 8 10,04* 6,52 2,30
9 mesiacov
PBS 7 1,87 3,54 1,34
IeG 8 0,96 351 1,24
LD 8 10,75% 6,44 2,28
HD 8 12,06% ** 782 2,76
*p < 0,05
*%% p < 0,0001

Dohromady tieto data podporujii ziver, Ze podavanie protilatky 266, protilditky namierenej proti central-
nej doméne AP, zmieriiuje deponovanie plakov u 7-9 mesaénych APPY717F ny§i, rovnako ako revertuje exis-
tujuce poruchy spravania. LieCba pacientov protilditkou oproti Af peptidu bude inhibovat ale bo branit’ zhor-
Sovaniu kognitivnych funkcii, ktoré je obvykle spojené s progresiou ochorenia, a bude obvykle revertovat’ ta-
kéto zhorSenie.

Diskrimina¢ny index pre lieCené zvierata nebol Statisticky vyznamne odliSny od indexu myS§i rovnakého
veku. Preto — rovnako ako pri star§ich zvieratach (priklad 11) — lie€ba m266 uiplne revertovala zhorSovanie
kognitivnych funkcii pri tvchto mlad§ich transgénnych zvieratach.

Priklad 13
Svntéza humanizovanej protilitky 266

Bunky a protildtky. My$ia myeldémova bunkovd linia Sp2/0 sa ziskala z ATCC (Manassas, VA) a kulti-
vovala sa v DME médiu obsahujiicom 10 % PBS (kat. # SH32661.03, HyClone, Logan, UT) pri 37 °Cv CO2
inkubatore. MyS$ie 266 hybridomové bunky sa najprv kultivovali v RPMI-1640 médiu obsahujucom 10 %
FBS (HyClone), 10 mM HEPES, 2 mM ghitamin, 0,1 mM neesencidlne aminokyseliny, 1 mM natrium-
pymvat, 25 ug/ml gentamicinu, a potom sa expandovali v bezsérom médiu (Hybridoma SFM, kat # 12045-
076, Life Technologies, Rockville, MD) obsahujucom 2 % FBS s nizkym obsahom Ig (kat# 30151.03, Hy-
Clone) na objem 2,5 litra vo valcovych skimavkich. My$§ia monoklonalna protilatka 266 (Mu266) sa precis-
tila zo supernatantu kultiry afinitnou chromatografiou s pouztim protein-G Sepharosovej kolony. Biotinylo-
vana Mu266 sa pripravila s pouzitim EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotinu (kat # 21338ZZ, Pierce, Rockford,
IL).

Klonovanie cDNA variabilného regionu. Celkova RNA sa extrahovala z priblizne 107 hybridomovych
buniek s pouzitim TRIzol ¢inidla (Life Technologies) a poly(A)t RNA sa izolovala pomocou PolyATract
mRNA Isolation systénu (Promega, Madison, W1) podl'a navodu vyrobcu. Dvojretazcovd cDNA sa synteti-
zovala s pouzitim SMART-RACE cDNA Anplification Kitu (ClonTech, Palo Alio, CA) podla navodu vy-
robcu. cDNA pre variabilné regiony pre l'ahky a tazky retazec sa amplifikovali polymerdzovou ret'azcovou
reakciou (PCR) s pouztim 3'-primérov, ktoré sa viazu v prisluSnom poradi na nwySie kappa a gamma ret’azce
konStantnych regiénov, a Suniverzilneho priméru obsiahnutého v SMARTTM RACE cDNA Anplification
Kite. Pre VL. PCR mal 3"-primér sekvenciu:

G-TATAGAGCTCAAGCTTGGATOGTGOGAAGATGOATACAGTTOGTGEY” [SEQ
D NG 3]
kde zvySky 17-46 hybridizuju na nmy$i Ck region. Pre VH PCR mali 3'priméry degenerovani sekvenciu:

& {3 T
ELCTATAGAGCTCAASCTTCCAGTGRATAGACCGATEGGOCTETCHGTITTEGESY

N

b
3

[SEQ 1D NO: 14,
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sa zvySky 17-50 hybridizujicimi na my$8i gamma retazec CH1. VL a VH cDNA sa subklonovali do
pCR4Blunt-TOPO vektora (Invitrogen, Catlsbad, CA) na ulely stanovenia sekvencie. DNA sekvencovanie
sa uskutoc¢nilo s pouztim PCR cyklickych sekvencovacich reakcii s fluorescentnymi dideoxy -retazcovymi
termindtormi (Applied Biosystems, Foster City, CA) podl'a ndavodu vyrobcu. Sekvencovacie reakcie sa ana-
lyzovali na Model 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems).

KonStrukcia variabilnych regiénov humanizovanej 266 (Hu266). Humanizicia V regidnov mySej proti-
latky sa uskutoCnila sposobom v Queen et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033 1998)]. Pracovny
regién I'udského Vregionu pouzity ako akceptor pre Mu266 CDR sa vybral podla homolégie sekvencie. Po-
CitaCové programy APMOD a ENCAD [Levitt, M., 1. Mol Biol. 168:595-620 (1983)] sa pouzli na kon-
Strukciu molekulového modelu variabilnych regiénov. Aminokyseliny v humanizovanom V regione, ktoré
boli urCené ako kontakiné s CDR, sa substituovali prisluSnymi zvySkami Mu266. Toto sa uskuto¢nilo vo
zvySkoch 46, 47, 49 a 98 v taZkom ret'azci a so zvySkom 51 v Tahkom ret’azci. Aminokyseliny v humanizo-
vanom V regioéne, ktoré boli vzicne v rovnakej podskupine V-regidnov, boli zmenené na konvencné ami-
nokyseliny na elimindciu potencidlnej imunogenicity. Toto sa uskuto¢nilo vo zvySkoch 42 a 44 v T'ahkom re-
tazci.

GEny pre variabimé regiony l'ahkého a tazkého retazca sa pripravili a amplifikovali s pouzitim 8 prekry-
vajiicich sa syntetickych oligonukleotidov dizky od priblizne 65 do 80 baz [He, X.Y., et al., J. Immunol. 160:
029-1035 (1998)]. Oligonukleotidy sa tepelnou reakciou sparovali a prediZli sa Klenowym fragmentom
DNA polymerdzy L, za ziskania 4 dvojretazcovych fragmentov. Ziskané fragmenty sa denaturovali, tepelnou
reakciou sa sparovali a prediZli sa Klenowym fragmentom za ziskania dvoch fragmentov. Ticto fragmenty sa
denaturovali, tepelnou reakciou sa sparovali a znovu sa prediZili za ziskania dvoch kompletnych génov. Zis-
kany produkt sa amplifikoval PCR s pouztim Expand High Fidelity PCR Systémm (Roche Molecular Bio-
chemicals, Indianapolis, IN). PCR-amplifikované fragmenty sa preCistii na géli a klonovali sa do
pCR4Blunt-TOPO vektora. Po potvrdeni sekvencie sa VL a VH gény travili Mlul a Xbal, precistili sa na géli
a subklonovali sa v prisluSnom poradi do vektorov pre expresiu I'ahkého a t'azkého ret’azca za ziskania p Vk-
Hu266 a pVgl-Hu266 (pozr obr. 6 a 7, v prisluSnom poradi). [Co. M. S, et al, J. Imnunol. 148:1149-1154
(1992)]. Zreld humanizovana 266 protilitka exprimovand z tychto plazmidov mala Tahky retazec SEQ ID
NO: 11 atazky retazec SEQ ID NO: 12.

Stabilna transfekcia. Stabilnd transfekcia do ny$ej myelémovej bunkovej linie Sp2/0 sa uskuto¢nila elek-
troporaciou s pouzitim Gene Pulser pristroja (BioRad, Hercules, CA) pri 360 V a 25 uF, ako je opisané (Co
et al., 1992). Pred transfekciou sa pVk-Hu266 a pVgl-Hu266 plazmidové DNA linearizovali s pouzitim Fspl
Priblizne 107 Sp2/0 buniek sa transfekovalo 20 ug pVk-Hu266 a 40 ug pVgl-Hu266. Transfekované bunky
sa suspendovali v DME médiu obsahujucom 10 % PBS a bunky sa umiestnili na nickolko 96-jamkovych
platni. Po 48 hodinach sa pridalo selekéné médium (DME médium obsahujuce 10 % PBS, HT médiovy do-
plnok, 0,3 mg/ml xantinu a 1 ug/ml kyseliny mykofenolovej). Priblizne 10 dni po zaciatku selekcie sa super-
natanty kultiry testovali na produkciu protilatok s pouzitim ELISA, ako je opisané dalej. Klony s vysokou
produkciou sa expandovali v DME médiu obsahujucom 10 % PBS a d’alej sa analyzovali na expresiu protild-
tok. Selektované klony sapotom adaptovalina rast v Hybridoma SFM.

Meranie expresie protilitok ELISA. Jamky 96-jamkovej ELISA platne (Nunc-Imnuno platiia, kat.
# 43954, NalgeNunc, Naperville, IL) sa potiahli 100 ul 1 ug/ml kozim anti-Tudskym IgG, Specifickym pre
Fcgamma fragment, polyklondlnou protilitkou (kat # 109-005-098, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) v 0,2 M pufri tvorenym uhli¢itanom sodny m-hydrogenuhli¢itanom sodnym (pH 9,4) cez noc pri teplote
40 °C. Po premyti premyvacim pufrom (PBS obsahujuci 0,1 % Tween 20) sa jamky blokovali 400 pl Su-
perblock Blocking Buffer (kat # 37535, Pierce) po€as 30 minit, a potom sa prenyli premyvacim pufrom.
Vzoiky obsahujiice Hu266 sa vhodne nariedili v ELISA pufri (PBS obsahujuci 1 % BSA a 0,1 % Tween 20)
a aplikovali sa na ELISA platne (100 pl na jamku). Ako Standard sa pouzla humanizovana anti-CD33 IgGI
monoklondlna protilatka HuM195 (Co, et al,, 1992). ELISA platiia sa inkubovala pocas 2 hodin pri teplote
miestnosti a jamky sa potom premyli premyvacim pufrom. Potom sa do kazdej jamky pridalo 100 ul 1/1000-
riedenej HRP-konjugovanej kozej anti-ludskej kappa polyklonalnej protilitky (kat # 105 0-05, Southern Bio-
technology, Birmingham, AL) v ELISA pufni. Po inkubécii po€as 1 hodiny pri teplote miestnosti a prenyti
premyvacim pufrom sa do kazdej jamky pridalo 100 ul ABTS substritu (kat # 507602 a 506502, Kirkegaard
a Perry LAporatories, Gaithersburg, MD). VWvijanie fatby sa ukoncilo pridanim 100 ul 2 % kyseliny Stave-
Tovej na jamku. Absorbancia sa odcitala pri 415 nm s pouZitim OPTImax ¢itatky mikroplatni (Molecular
Devices, Menlo Park, CA).

Precistenie Hu266. Jeden z transformantov s vysokou expresiou Hu266 oznaceny ako Sp2/0 (klon 1D9)
sa upravil na rast v Hybridoma SFM a expandoval sa na objem 2 litre v oto¢nych bankach. VyCempany super-
natant kultury sa zskal potom, ¢o percento Zivych buniek dosiahlo 10 % alebo menegj a vniesol sa do protein -
-A Sepharosovej kolony. Kolona sa premyla PBS predtym, ako sa protilitka eluovala 0,1 M glycinom-HCl
(pH 2,5), 0,1 M NaCl. Eluovany protein sa dialyzoval proti 3 vvmendm 2 litrov PBS a prefiliroval sa cez 0,2
um filter pred uskladnenim pri 40 °C. Koncentricia protilatky sa urCila meranim absorbancie pri 280 nM (1
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mg/ml = 1,4 A280). SDS-PAGE v Tris-glycinovom pufti sa uskuto¢nila Standardnym spésobom na 4 — 20 %
gradientovom géli (kat # EC6025, Novex, San Diego, CA.). Pre€istend humanizovana 266 protilatka sa redu-
kovala a spracovala sa na SDS-PAGE géli. Celd protilitka vykazuje dva praZky prbliznej molekulovej
hmotnosti 25 kDa a 50 kDa. Tieto vysledky st v stulade s molekulovymi hmotnost'ami pre l'ahky ret'azec a
taZky retazec alebo fragment tazkého retazca vypocitanymi podlaich aminokyselinové ho zloZenia.

Priklad 14
In vitro vizbové vlastnosti humanizovanej 266 protilatky

Vizbova t¢innost’” humanizovanej 266 protilitky, syntetizovanej a pre€istenej opisanym sposobom, sa po-
rovindvala s mySou 266 protilatkou s pouztim biotinylovanej nmySej 266 protilatky v porovnavacej ELISA
analvze. Jamky 96-jamkovej ELISA platne (Nunc-Inmno platiia, kat #439454, NalgeNunc) sa potiahli 100 ul
13-amyloidového peptidu (1-42) konjugovaného na BSA v 02 M pufri tvorenom uhli¢itanom
sodnym’hydrogenuhli¢itanom sodnym (pH 9,4) (10 ug/ml) cez noc prni 40 °C. Konjugat Ap1-42-BSA sa pri-
pravil rozpustenim 7,5 mg Af1-42-Cys43 (C-termindlny cystein na A1-42, AnaSpec) v 500 ul dimetylsul-
foxidu, a potom okanvitym pridanim 1 500 ul destilovanej vody. 2 miligramy maleimidom-aktivovaného
hovidzieho sérového albuminu (Pierce) sa rozpustili v 200 ul destilovanej vody. Tieto dva roztoky sa zmie$a-
li a nechali sa stat’ pri teplote miestnosti po¢as 2 hodin. Chromatografia na gélovej kolone sa pouzila na sepa-
rovanie nezreagovaného peptidu od konjugatu AB1-42-Cys-BSA.

Na premytic jamick fosfatom pufrovanym salinickym roztokom (PBS) obsahujucim 0,1 % Tween 20
(premyvaci pufor) s pouzitim premyvacicho zariadenia pre ELISA platne sa jamky blokovali pridanim 300 ul
SupemBlock ¢inidla (Pierce) na jamku. Po 30 mintitach blokovania sa jamky premyli premyvacim pufrom a
odstranil sanadbytokkvapaliny.

Zmes biotinylovanej Mu266 (kone¢na koncentracia 0,3 ug/ml) a kompeticnej protilatky (Mu266 alebo
Hu266; kone¢nd koncentricia od 750 ul/ml a sériové 3-ndsobné riedenia) v ELISA pufri sa pridala v trojitom
prevedeni v objeme 100 ul na jamku. Ako nekompeticna kontrola sa pridalo 100 ul 0,3 ug/ml biotinylovane;j
Mu266. Ako zikladna kontrola sa pridalo 100 ul ELISA pufra. ELISA platiia sa inkubovala pri teplote mies t-
nosti poc¢as 90 min. Po premyti jamick premyvacim pufrom sa do kazdej jamky pridalo 100 ul 1 ul/ml HRP-
-konjugovaného streptavidinu (kat# 21124, Pierce). Platiia sa inkubovala pri teplote miestnosti pocas 30 min.
a prenyla sa prenyvacim pufrom. Na vyvoj farby sa pridalo 100 ul/jamku ARTS Peroxidase Substrate (Kir-
kegaard & Perry Laboratories). Wvoj farby sa ukoncil pridanim 2 % kyseliny $tavelovej v dévke 100
ul/jamku. Absorbancia sa od¢itala pri 415 nm. Absorbancie sa zaniesli do grafu oprotilogaritmm kon centracie
kompetitora, krivky sa upravili pre data (s pouztim Prism) a ur€ili sa IC50 pre kazdu protildtku s pouZitim
spésobov dobre zndnych v odbore.

Priemema ICso pre myS§iu 266 bola 4,7 ug/ml (iri samostatné pokusy, Standardnd odchylka = 1,3 ul/ml) a
pre humanizovanii 266 bola 7,5 ul/ml (tri samostatné pokusy, $tandardna odchylka = 1,1 ul/ml). Bol uskuto¢-
neny druhy subor pokusov, v podstate tak, ako je opisané, a priemernd IC50 pre mySiu 266 bola 3,87 ul/ml
(SD = 0,12 ul/ml) a pre T'udskua 266 bola ICso 4,0 ul/ml (SD = 0,5 ul/ml). Podla tychto vysledkov mozno po-
vedat’, Z2 humanizovana 266 ma vézbové vlastnosti, ktoré su vel'mi podobné vlastnostiam mySej protilitky
266. Preto sa predpokladd, Z humanizovand 266 ma vel'mi podobné in vitro a in vivo aktivity v porovnani
s mySou 266 adalej sa predpokladd, ze bude mat’ u Cloveka rovnaké ucinky ako my§ia 266 pri myS$iach.

Priklad 15
In vitro vazbové vlastnostimy Sich protildtok 266 a 4G8

Afinita protilditky (KD = Kd/Ka) sa ur¢ila s pouztim BlAcore biosenzora 2000 a data sa analyzovali
BlAevaluation (v.3.1) sofivérom. Zachytnd protilatka (krali¢ia anti-ny$ia) sa naviazala prostrednictvom vol-
nych aminoskupin na karboxylové skupiny na prietokovej komdrke 2 biosenzorového Cipu (CMS5) s pouZitim
N-etyl-N-dimetylaminopropyl-karbodiimidu a N-hydroxysukcinimidu (EDC/NHS). Nespecificky krali¢i IgG
sa naviazal na prietokovu komérku 1 ako zdkladnd kontrola. Monoklondlne protilitky boli zachytené s do-
siahnutim 300 rezonan¢nych jednotick (RU). Anwyloid-beta 1-40 alebo 1-42 (Bioscience International Inc.) sa
potom nechal pretekat’ okolo €ipu v klesajucich koncentracidach (1000 az 0,1-nasobok KD). Na regeneraciu
Cipu sa naviazana anti-Ap protildtka eluovala z €ipu s pouztim vyplachu glvcinom-HCl (pH 2). Kontrolna
injekcia neobsahujuca beta-anwyloid sluzla ako kontrola na od¢itanie zAkladnych hodndt. Senzorgrany uka-
zujiice asocia¢né a disociacné fazy sa analyzovali na stanovenie Kd a Ka. S pouzitim tohto spésobu bola afi-
nita nmy$ej protilatky 266 pre ABi40 a AP142 stanovena na 4 pM. Afinita 4G8 pre AB140 bola 23 nM a pre
Api42 bola 24 nM. I cez 6 000-ndsobny rozdiel v afinitach pre AP tak 266, ako 4G8, ktord sa viaZze na epito-
py medzi aminokyselinami 13 a 28 A, ucinne sekvestruji AP z I'udského CSF. Preto je lokalizicia epitopu
najdolezitejSia — doleztejSia ako vézbova afinita — na stanovenie schopnosti protilatky sekvestrovat’ A, a
tym poskytovat’ vvhody predkladaného vyndlezu.
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Priklad 16
Epitopové mapovanie nySej protilatky 266 s pouzitim Biacore metédy a solubilnych peptidov

BIAcore je automatizovany biosenzorovy systém na meranic molekulovych interakcii (Karlsson R, et al.,
J. Immunol. Methods 145: 229-240 (1991)). Whody BlAcore v porovnani s inymi vézbovymi testami spoci-
vaji v tom, Ze vizba antigénu mdZ byt merand bez znaenia alebo imobilizicie antigénu (1. . antigén je
v prirodzenejSej konformacii). BlAcore metéda bola pouZta na hodnotenie vizby r6znych fragmentov beta -
anyloidového peptidu na mySiu protilitku 266, v podstate tak, ako je to opisané v priklade 12, s tou vynim-
kou, Ze vSetky riedenia boli uskuto¢nené s HEPES pufrovanym salinickym roztokom obsahujucim Tween 20
a injikovali sa rozne fragmenty AP (BioSource International), a injikovala sa jedind koncentracia kazdého
fragmentu (440 nM).

Fragmenty beta-amyloidu 1-28, 12-28, 17-28 a 6-25 sa viazali na mySiu protilditku 266, zatial' co AP
fragmenty 1-20, 10-20 a 22-35 sa neviazali na protilitku. Fragmenty 1-20, 10-20 a 22-35 sa viazali na iné
mAP so znamou epitopovou Specificitou pre tieto regiony AP. Podla tejto metody sa zda, ze vizbovy epitop
nySej protilitky 266 je medzi aminokyselinami 17 a 25 A. Pretoze sa vézba realizuje obvykle asponi s 3
zvySkami v epitope, mozno odvodit’, Ze epitop je obsiahnuty vo zvyskoch 19-23.

Priklad 17
In vitro vézbové vlastnosti humanizovanej protilatky 266

Afinita (KD=Kd/Ka) humanizovanej protilatky 266, syntetizovanej a pre€istenej opisanym spoésobom, sa
ur¢ila v podstate spésobom opisanym v priklade 15. S pouzitim tohto spésobu sa urcila afinita humanizova-
nej 266 pre AB1-42 ako 4 pM.
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostriedok obsahujuci humanizovani monoklondlnu protilatku, ktord sa Specificky
viaZze na epitop obsiahnuty v pozciach 13 az 28 peptidu AP, na pouztie na prevenciu alebo liecbu predkli-
nickej alebo klinickej Alzheimerovej choroby,kde uvedena protilatka obsahuje:

a) lahky retazec obsahujuci tri regiony urujice komplementaritu (CDR) l'ahkého retazca majuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tlahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— CDR2 Tahkého retazca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2) a
— CDR3 Tlahkého retazca:
1 5
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
a sekvenciu kostrovej oblasti l'ahkého ret'azca z 'udského imunoglobulinového 'ahkého ret'azca, a
b) tazky retazec obsahujuci tri regiény urCujuce komplementaritu (CDR) tazkého ret'azca majuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:
— CDRI1 tazkého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— CDR2 tazkého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— CDR3 tazkého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6),
a sekvenciu kostrovej oblasti tazkého ret'azca z 'udského iminoglobulinového t'azkého ret'azca.

2. Farmaceuticky prostriedok obsahujuci humanizovani monoklondlnu protilatku, ktord sa Specificky
viaze na epitop obsiahnuty v pozciach 13 az 28 peptidu A, na pouZitie na prevenciu, liecbu alebo reverziu
kognitivneho deficitu pri subjekte, ktorénu bola diagnostikovana predklinickd alebo klinicka Alzheimerova
choroba, kde uvedena protilitka obsahuje:

a) lahky ret'azec obsahujuci tri regiony urcujuce komplementaritu (CDR) I'ahkého retazca majice dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tlahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— CDR2 Tahkého retazca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2) a
— CDR3 Tlahkého retazca:
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1 5
Ser GIn Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
a sekvenciu kostrovej oblasti l'ahkého ret'azca z l'udského imunoglobulinového I'ahkého retazca, a
b) tazky retazec obsahujuci tri regiony urujuce komplementaritu (CDR) t'azkého ret’azca majice dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:
— (DR1 tazého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— (DR2 tazého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— (DR3 tazého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6),
a sekvenciu kostrovej oblasti tazkého retazca z I'udského imunoglobulinového t'azkého ret’azca.
3. Farmaceuticky prostriedok na pouzitie podl'a narokov 1 alebo 2, kde protilatka obsahuje CDR1 T'ahké-
ho ret'azca:
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1)a
CDR2 tazkého retezca:

1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5).

4. Farmaceuticky prostriedok na pouzitie podla kioréhokol'vek z predchadzajicich narokov, kde humani-
zovana protilatka obsahuje variabilny region l'ahkého ret’azca obsahujicidalej uvedent sekvenciu:
Asp Xaa Val Met Thr GIn Xaa Pro Leu Ser Leu Pro Val Xaa Xaa Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Xaa Tyr Ser

20 25 30
Asp Gly Asn Ala TyrLeu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Xaa Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro

50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu AspXaa Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser

85 90 95
Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
(SEQ ID NO: 7),
kde
Xaa v pozicii 2 je Val alebo Ile;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Thr,
Xaa v pozicii 14 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 15 je Leu alebo Pro;
Xaa v pozicii 30 je lle alebo Val;
Xaa v pozicii 50 je Agr, Gln alebo Lys;
Xaa v pozicii 88 je Val alebo Leu;
Xaa v pozicii 105 je GIn alebo Gly;
Xaa v pozicii 108 je Lys alebo Arg a
Xaa v pozicii 109 je Val alebo Leu;
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avarabilny regién t'azkého ret'azca obsahujucidalej uvedenu sekvenciu:
Xaa Val GIn Leu Val Glu Xaa Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30
Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Xaa Leu Val
35 40 45
Ala GIn Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Xaa Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Xaa Xaa Asn ThrLeu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
(SEQ ID NO: 8),
kde
Xaa v pozicii 1 je Glu alebo Gln;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Leu;
Xaa v pozicii 46 je Glu, Val, Aspalebo Ser;,
Xaa v pozicii 63 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 75 je Ala, Ser, Val alebo Thr;
Xaa v pozicii 76 je Lys alebo Arg;
Xaa v pozicii 86 je Glu alebo Aspa
Xaa v pozicii 107 je Leu alebo Thr.

5. Farmaceuticky prostriedok na pouZitie podl'a naroku 4, kde protilditka mé sekvenciu variabilného regiénu
I'ahkého ret'azca uvedent v SEQ ID NO: 9 a variabilného regiénu t'azkého ret’azca uvedenu v SEQ ID NO: 10.

6. Farmaceuticky prostriedok na pouztie podla ktoréhokol'vek z predchadzajucich narokov, kde protilat-
ka ma sekvenciu variabilného regiénu l'ahkého retazca uvedenm v SEQ ID NO: 11 a variabilného regionu
tazkého retazca uvedenuv SEQ ID NO: 12.

7. Pouzitie farmaceutického prostriedku obsahujuceho humanizovani monoklondlnu protilitku, kiord sa
Specificky viaZe na epitop obsiahnuty v poziciach 13 az 28 peptidu A, na vyrobu lieiva na prevenciu alebo
lieCenie predklinickej alebo klinickej Alzheimerovej choroby, kde uvedena protilatka obsahuje:

a) lahky ret'azec obsahujuci tri regiony urcujuce komplementaritu (CDR) I'ahkého retazca majice dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:

— CDRI1 Tlahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 1) alebo
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— CDR2 Tlahkého retazca:
1 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2) a
— CDR3 Tlahkého retazca:
1 5
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
a sekvenciu kostrovej oblasti Tahkého ret'azca z l'ndského iminoglobulinového l'ahkého refazca, a
b) ta’ky retazec obsahujuci tn regiény ur¢ujice komplementaritu (CDR) tazkého ret'azca majuce dalej uve-
dené aminokyselinové sekvencie:
— CDRI1 tazkého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— CDR2 tazkého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile AsnSer Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
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(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— (DR3 tazkého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6),
a sekvenciu kostrovej oblasti tazkého retazca z I'udského imunoglobulinového t'azkého ret’azca.

8. Pouzitie farmaceutického prostriedku obsahujiceho humanizovanti monoklonalnu protilitku, kiord sa
Specificky viaze na epitop obsiahnuty v pozciach 13 az 28 peptidu AP, na vyrobu lieiva na prevenciu, lie-
Cenie alebo reverziu kognitfvneho deficitu pri subjekte, ktorémm bola diagnostikovand predklinicka alebo kli-
nicka Alzheimerova choroba, kde uvedena protilatka obsahuje:

a) lahky retazec obsahujuci tri regiony urCujuce komplementaritu (CDR) l'ahkého ret'azca majice dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:

— (DRI Tahkého retazca:

1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1) alebo

1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Ala Tyr Leu His
(SEQ ID NO: 15)
— (DR2 lahkého retazca:
1 5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
(SEQ ID NO: 2)a
— C(DR3 Tlahkého ret'azca:
1 5
Ser GIn Ser Thr His Val Pro Trp Thr
(SEQ ID NO: 3),
a sekvenciu kostrovej oblasti l'ahkého retazca z 'udského inunoglobulinového T'ahkého retazca, a
b) tazky retazec obsahujici tri regiony urCujuce komplementaritu (CDR) tazkého ret'azca majiuce dalej
uvedené aminokyselinové sekvencie:
— (DR1 tazého retazca:
1 5
Arg Tyr Ser Met Ser
(SEQ ID NO: 4)
— (DR2 tazého retazca:
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5) alebo
1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 16) a
— CDR3 tazkého retazca:
1
Gly Asp Tyr
(SEQ ID NO: 6),
a sekvenciu kostrovej oblasti tazkého retazca z I'udského iminoglobulinového t'azkého retazca.
9. Pouzitie farmaceutického prostriedku podl'a narokov 7 alebo 8, kde protildtka obsahuje CDR1 l'ahky
ret'azec:
1 5 10 15
Arg Ser Ser GIn Ser Leu Ile Tyr Ser AspGly Asn Ala TyrLeu His
(SEQ ID NO: 1)a
CDR2 tazky ret'azec:

1 5 10 15
Gln Ile Asn Ser Val Gly AsnSer Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(SEQ ID NO: 5).

10. Pouzitie farmaceutického prostriedku podla ktoréhokol'vek z ndrokov 7 az 9, kde humanizovana pro-
tilditka obsahuje variabilny region l'ahkého retazca obsahujucidalej uvedent sekvenciu:
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Asp Xaa Val Met Thr GIn Xaa Pro Leu Ser Leu Pro Val Xaa Xaa Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Xaa Tyr Ser
20 25 30
AspGly AsnAla TyrLeu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Xaa Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro

50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Xaa Gly Val Tyr Tyr Cys Ser GIn Ser

85 90 95
Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
(SEQ ID NO: 7),
kde
Xaa v pozicii 2 je Val alebo Ile;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Thr;
Xaa v pozicii 14 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozicii 15 je Leu alebo Pro;
Xaa v pozicii 30 je Ile alebo Val,
Xaa v pozicii 50 je Arg, GIn alebo Lys;
Xaa v pozicii 88 je Val alebo Leu;
Xaa v pozicii 105 je Gin alebo Gly;
Xaa v pozcii 108 je Lys alebo Arga
Xaa v pozicii 109 je Val alebo Leu;
avarabilny regién t'azkého ret'azca obsahujucidalej uvedenu sekvenciu:
Xaa Val GIn Leu Val Glu Xaa Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30
Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Xaa Leu Val
35 40 45
Ala GIn Ile Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Xaa Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Xaa Xaa AsnThrLeu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
(SEQ ID NO: 8),
kde
Xaa v pozicii 1 je Glu alebo GIn;
Xaa v pozicii 7 je Ser alebo Leu;
Xaa v pozicii 46 je Glu, Val, Aspalebo Ser;,
Xaa v pozicii 63 je Thr alebo Ser;
Xaa v pozcii 75 je Ala, Ser, Val alebo Thr,
Xaa v pozicii 76 je Lys alebo Arg;
Xaa v pozicii 89 je Glu alebo Aspa
Xaa v pozicii 107 je Leu alebo Thr.

11. Pouztie farmaceutického prostriedku podl'a naroku 10, kde protilditka mid sekvenciu variabilného re-
gionu l'ahkého retazca uvedent v SEQ ID NO: 9 a variabilného regionu t'azkého retazca uvedenti v SEQ ID
NO: 10.

12. Pouztie farmaceutického prostriedku podla kioréhokol'vek z narokov 7 az 11, kde protilditka mi sek-
venciu variabilného regionu I'ahkého ret’azca obsahujuocu SEQ ID NO: 11 a variabimého regionu t'azkého re-
tazca obsahujucu SEQ ID NO: 12.

8 wkresov
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