(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 602 24 200 T2 2008.07.10

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 416 965 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 602 24 200.2
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US02/26321
(96) Europaisches Aktenzeichen: 02 766 022.4
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 2003/015617
(86) PCT-Anmeldetag: 16.08.2002
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 27.02.2003
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 12.05.2004
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 19.12.2007
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 10.07.2008

shymtct: A61TK 39/395(2006.01)
AG1K 38/00(2006.01)
GOTN 33/53 (2006.01)
GOTN 33/567 (2006.01)
GOTN 33/566 (2006.01)
CO7K 16/00(2006.01)

(30) Unionsprioritat:
313221 P 17.08.2001 us
313224 P 17.08.2001 us
334987 P 23.10.2001 us
(73) Patentinhaber:

Eli Lilly and Co., Indianapolis, Ind., US;
Washington University, St. Louis, Mo., US

(74) Vertreter:

Westphal, Mussgnug & Partner, 80331 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB,
GR, IE, IT, LI, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR

(72) Erfinder:
DEMATTOS, Ronald, St. Louis, MO 63108, US;
BALES, Kelly R., Cloverdale, IN 46120, US;
CUMMINS, David J., Indianapolis, IN 46256, US;
PAUL, Steven M., Carmel, IN 46032, US;
HOLTZMANN, David M., St. Louis, MO, US

(54) Bezeichnung: ASSAYVERFAHREN FUR ALZHEIMER-KRANKHEIT

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 602 24 200 T2 2008.07.10

Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die Erfindung betrifft einen Test, der die Diagnose von praklinischer und klinischer Alzheimerscher
Krankheit ermdglicht. Der Test beruht auf der Bewertung der Amyloid-beta(ARB)-Peptid-Level im Plasma nach
Verabreichung bestimmter anti-AB-Antikérper an ein Subjekt.

Technologischer Hintergrund

[0002] Eine Reihe von Symptomatiken, die zu kognitiven Defiziten, Schlaganfall, Gehirnblutung und allgemei-
nem Schwachsinn fuhren, scheinen mit neuritischen und zerebrovaskularen Plaques im Gehirn, die das Amy-
loid-beta-Peptid (AB) enthalten, verbunden zu sein. Zu diesen Krankheitszustanden gehdéren sowohl praklini-
sche und klinische Alzheimersche Krankheit, Down-Syndrom, als auch praklinische und klinische zerebrale
Amyloid-Angiopathie (,cerebral amyloid angiopathy”, CAA). Die Amyloid-Plaques sind aus Amyloid-beta-Pep-
tiden gebildet. Diese Peptide zirkulieren im Blut und in der Zerebrospinalflissigkeit (,cerebrospinal fluid", CSF).
Das AB-Peptid in zirkulierender Form ist aus 39-43 Aminosauren (meistens 40 oder 42 Aminosauren) zusam-
mengesetzt, was sich aus der Spaltung eines allgemeinen Vorlaufer-Proteins, des Amyloid-Vorlaufer-Proteins,
das haufig als APP bezeichnet wird, ergibt.

[0003] Es gibt Anzeichen dafiir, die vermuten lassen, dass AR zwischen dem Gehirn und dem Blut hin und
her transportiert werden kann (Ghersi-Egea, J-F., et al., J. Neurochem. (1996) 67: 880-883; Zlokovic, B. V., et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm. (1993) 67: 1034-1071; Shibata M., et al., J. Clin. Invest. (2000) 106:
1489-1499. Weiters befindet sich AB in den Plaques in einem Gleichgewicht mit I6slichem Af in Gehirn und
Blut (Kawarabayashi, T., et al., J. Neurosci. (2001) 21: 372-381), DeMattos et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci USA
(2001) 98: 8850-8855.

[0004] Wie in der WO 01/4987 beschrieben, sind die gesamten zirkulierenden Level an AB-Peptid im CSF
ahnlich bei normalen Individuen und bei Individuen mit einer Pradisposition fur die Symptome der Alzheimer-
schen Krankheit. Jedoch sind bei Individuen mit Alzheimerscher Krankheit die AB,,-Level im Durchschnitt ge-
ringer (Nitsch, R. M., et al., Ann. Neurol. (1995) 37: 512-518). Es ist bekannt, dass AB,, eher zur Aggregation
neigt als AB,,, und wenn dies geschieht, bringt dies schadliche Folgen mit sich, wie die Ablagerung von A in
amyloid-Plaques, die Umwandlung von A in toxische Formen, Nervenzellenschadigung und eine Verhaltens-
schadigung, wie Demenz (Golde, T. E., et al., Biochem. Biophys. Acta. (2000) 1502: 172—-187).

[0005] Die WO 01/62801 mit dem Titel ,Humanized Antibodies that Sequester AR Peptide", eingereicht am
26. Februar 2001, beschreibt Antikérper, welche die Blut-Hirn-Schranke nicht merkbar tberqueren und welche
AB-Peptide sequestrieren, die in biologischen Flussigkeiten zirkulieren. Diese Antikdrper sind als nutzlich be-
schrieben fir die praventive und therapeutische Behandlung von Krankheitszustanden, die mit der Bildung von
AB-haltigen diffusen, neuritischen und zerebrovaskularen Plaques im Gehirn verbunden sind. Die Anmeldung
beschreibt das Verabreichen der Antikdrper und danach das Messen der zirkulierenden AB-Peptid-Levels im
Blut, um den Fortschritt der Therapie zu bewerten. Es gibt jedoch keinen deutlichen Hinweis darauf, dass die
AB-Peptid-Levels nach Verabreichung der Antikorper fir den Krankheitszustand selbst diagnostisch sind. Die
vorliegende Erfindung beruht auf dem lberraschenden Ergebnis, dass erhdhte Level von sowohl AB,, als auch
AB,, sowie das AB,,/AB,,-Verhaltnis mit den Levels der AB-Peptid-Ablagerung im Gehirn korrelieren, wenn die
Antikérper an ein Individuum verabreicht wurden. Somit sieht die Messung dieser Komponenten im Blut nach
Verabreichung des Antikdrpers einen einfachen, direkten diagnostischen Test fir sowohl klinische als auch
praklinische Alzheimersche Krankheit und damit verwandte neurologische Stérungen vor.

[0006] Es gibt zusatzliche relevante Verdffentlichungen, die das Verhalten der AB-Peptid-Antikdrper betreffen.
Z. B. beschreibt die PCT-Veroffentlichung W0O99/27944, die am 10. Juni 1999 verdffentlicht wurde, Methoden
zur Induktion einer Immunantwort, um Amyloid-Ablagerungen zu verringern. Die Veroffentlichung Nr.
WQ099/60024, die am 25. November 1999 verdffentlicht wurde, beschreibt Verfahren zum Entfernen von Amy-
loid unter Verwendung von Anti-Amyloid-Antikérpern. Zusatzliche PCT-Verdffentlichungen, einschlieRlich der
WO 00/72880, WO 00/72876 und WO 00/77178, beschreiben alle verschiedene Aktivitaten von Anti-AB-Pep-
tid-Antikorpern. Es heiflt, dass Antikorper, die gegen den N-Terminus dieses Peptids gerichtet sind, Plaques in
einem transgenen murinen Modell verringern; die Immunisierung mit dem Amyloid selbst ist beschrieben, so-
wie auch Antikorper, die zum Katalysieren der Hydrolyse des Peptids entworfen wurden.

[0007] Es zeigte sich, dass ein Weg flir den AB-Stoffwechsel Uber den Transport vom CNS zum Plasma ver-
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lauft (Zlokovic, B. V., et al., Proc. Natl. Acad. Sci (USA) (1996) 93: 4229-4234; Ghersi-Egea, J-F., et al., J. Neu-
rochem. (1996) 67: 880-883). Aullerdem zeigte es sich, dass AB im Plasma die Blut-Hirn-Schranke Uberque-
ren und ins Gehirn eindringen kann (Zlokovic, B. V., et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. (1993) 67:
1034-1040). Es zeigte sich auch, dass die Verabreichung bestimmter polyklonaler und monoklonaler AB-Anti-
korper die AB-Ablagerung in Amyloid-Plaques im APPY""F transgenen Maus-Modell der Alzheimerschen
Krankheit verringert (Bard, F., et al., Nature Med. (2000) 6: 916-919). Es hiel, dies sei auf bestimmte An-
ti-AB-Antikérper zurlckzuflhren, die die Blut-Hirn-Schranke tberqueren und die Phagozytose von Amylo-
id-Plaques durch Mikroglia-Zellen stimulieren. Bei Bards Versuchen zeigten Tests von Gehirn-Schnitten ex vi-
vo, dass das Vorhandensein von zugesetztem AB-Antikdrper zusammen mit exogen zugesetzten Mikroglia die
Phagozytose von AR induzierte, was zur Beseitigung von AB-Ablagerungen fiihrte.

[0008] Die Level von sowohl I6slichem AB,, als auch AB,, in CSF und Blut sind mit standardisierten Tests un-
ter Verwendung von Antikérpern, die gegen Epitope entlang der AB gerichtet sind, leicht nachzuweisen. Solche
Tests wurden z. B. in den U.S. Patenten 5,766,846; 5,837,672; und 5,593,846 berichtet. Diese Patente be-
schreiben die Herstellung muriner monoklonaler Antikorper gegen die zentrale Domane des AB-Peptids, und
es wurde berichtet, dass diese Epitope um die Positionen 16 und 17 herum und einschlieRlich derselben auf-
weisen. Antikorper, die gegen die N-terminale Region gerichtet sind, wurden ebenfalls beschrieben. Von meh-
reren monoklonalen Antikérpern wurde bestatigt, dass sie mit den Positionen 13-28 des AB-Peptids eine Im-
munreaktion bilden; diese banden nicht an ein Peptid, das die Positionen 17-28 darstellt, und bewiesen somit
gemal der zitierten Patente, dass es diese Region, einschliel3lich der Positionen 16-17 ist (die ¢-Sekreta-
se-Stelle), die das Ziel dieser Antikdrper war. Zu den Antikérpern, von welchen man weil}, dass sie zwischen
den Aminosauren 13 und 28 von A binden, gehéren die Maus-Antikérper 266 (m266), 4G8 und IC2.

Offenbarung der Erfindung

[0009] Es zeigte sich nun, dass Antikérper, die zum Durchfuhren von Tests auf AB-Peptid geeignet sind und
die zur Behandlung von mit Amyloid-Plaques im Gehirn verbundenen Krankheitszustanden geeignet sind, eine
Antwort hervorrufen kénnen, die zu einer deutlichen Erhéhung des AB-Peptid-Levels im Blut fihrt, und dass
dieser Level als diagnostischer Marker fir klinische und praklinische Alzheimersche Krankheit verwendet wer-
den kann. Diese Antikorper, die humanisiert sein kdnnen oder auch nicht, sequestrieren AB-Peptid aus seiner
gebundenen, zirkulierenden Form im Blut und verandern die Clearance von Idslichen und gebundenen Formen
von AB in Zentralnervensystem und Plasma. Diese Antikdrper und deren Fragmente binden spezifisch an ein
Epitop zwischen den Aminosauren 13 und 28 des AB-Molekiils. Die CDR dieser Antikdrper kann vom monok-
lonalen Maus-Antikdrper 266 (SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 6) stammen. Zu den geeigneten Antikérpern zah-
len Antikdrper und Fragmente davon, worin die variablen Regionen Sequenzen aufweisen, die die CDR vom
Maus-Antikérper 266 und spezifische humane Gerlstsequenzen (SEQ ID NO: 7 bis SEQ ID NO: 10) umfas-
sen, wobei die Antikérper annahernd die Bindungseigenschaften des Maus-Antikérpers beibehalten und in vi-
tro und in vivo Eigenschaften haben, die funktionell dem Maus-Antikérper 266 aquivalent sind. Besonders ge-
eignet sind humanisierte Antikérper und deren Fragmente, worin die leichte Kette SEQ ID NO: 11 und die
schwere Kette SEQ ID NO: 12 ist.

[0010] So ist gemal einem Aspekt die Erfindung auf ein Verfahren zur Diagnose von praklinischer oder klini-
scher Alzheimerscher Krankheit gerichtet, umfassend:
(a) Messen von entweder
(i) dem Gehalt an AB,,;
(i) dem Gehalt an AB,,; oder
(iii) dem Verhéltnis von AB,,/AB,,
oder von mehreren davon;
in einer Blutprobe eines Subjekts, die in einem Zeitintervall nach Verabreichung einer Menge eines Antikor-
pers an dieses Subjekt erhalten wurde, wobei der Antikdrper ein innerhalb der Positionen 13-28 von AR
enthaltenes Epitop spezifisch bindet, oder eines Antikorpers, der ein AB-Peptid aus seiner gebundenen zir-
kulierenden Form im Blut sequestriert und die Clearance von I8slichen und gebundenen Formen von AB im
zentralen Nervensystem in Plasma verandert, wobei die Menge effektiv ist, die Gehalte/Level an zirkulie-
renden AB-Peptiden im Blut des Subjekts zu verandern, wenn das Subjekt sich in einem praklinischen oder
klinischen Stadium der Alzheimerschen Krankheit befindet; und
(b) Vergleichen des Gehalts/Levels an AB,,, AB,, oder des Verhaltnisses von AB,,/AB,, im Subjekt mit einem
Kontrollwert der Gehalte/Level, wobei Gehalte/Level von AB,,, AB,, oder das Verhaltnis von AB,,/AB,, im
Subjekt, die im Vergleich zu den Kontrollgehalten/Kontrolllevel oder dem Kontrollverhaltnis erhéht sind, das
Subjekt als eines identifizieren, das sich in einem praklinischen oder klinischen Stadium der Alzheimer-
schen Krankheit befindet.
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0011] Fig. 1A, B und C sind Diagramme, die die Level von AB,, (Fig. 1A), AB,, (Fig. 1B) und das
AB,/AB,,-Verhaltnis (Fig. 1C) im Plasma transgener Mause vor der Verabreichung des Antikérpers m266 und
das Fehlen einer Korrelation mit AB-Ablagerungen im Gehirn zeigen.

[0012] Fig. 2A und B sind Diagramme, die Plasma-AB,, (Fig. 2A) und das Plasma-AR,,/AB,,-Verhaltnis
(Fig. 2B) bei transgenen Mausen eine Stunde nach Injektion des Antikdrpers m266 und die signifikante Korre-
lation mit AB-Ablagerungen im Gehirn zeigen.

[0013] Fig. 3A, B und C sind Diagramme, die die signifikanten Korrelationen der beiden AB-Peptide (Fig. 3A
und 3B) und ihr Verhaltnis (Fig. 3C) mit der AB-Peptid-Ablagerung im Gehirn 24 Stunden nach Injektion des
monoklonalen Antikdrpers m266 zeigen.

[0014] Fig. 4A, B und C sind Diagramme, die die signifikanten Korrelationen der Eintrittsraten der beiden
AB-Peptide (Fig. 4A und 4B) in die Zirkulation und ihr Verhaltnis (Fig. 4C) und die AB-Peptid-Ablagerung bei
transgenen Mausen zeigen.

[0015] Fig. 5A und B sind Diagramme, die eine alternative graphische Darstellung der AB,,-Level im Plasma
24 Stunden (Fig. 5A) und 1 Stunde (Fig. 5B) nach m266-Injektion, korreliert mit den von AB-Ablagerungen be-
deckten Prozent des Hippocampus zeigen.

[0016] Fig. 6 ist eine Tabelle, die Pearson-Korrelationskoeffizienten (Pearson r) und Signifikanz (P-Wert) zei-
gen, die zwischen Plasma AB-Werten (vor und nach Injektion von m266) und der Hippocampus-AB- oder Amy-
loid-Last bestimmt wurden.

Arten der Durchflhrung der Erfindung

[0017] Die ABR-Peptide, die in humanen biologischen Flissigkeiten zirkulieren, stellen eine Carboxy-terminale
Region eines Vorlaufer-Proteins, das am Chromosom 21 codiert ist, dar. Aus den Ergebnissen von in vitro-Ver-
suchen wurde berichtet, dass das ABR-Peptid in physiologischen Ldsungen schlecht I16slich ist, da es einen Ab-
schnitt hydrophober Aminosauren enthalt, die Teil der Region sind, welche seinen langeren Vorlaufer an den
Lipid-Membranen von Zellen verankert. Es ist somit nicht iberraschend, dass zirkulierendes AB-Peptid norma-
lerweise mit anderen Teilen (,moieties") komplexiert ist, die es an einer Aggregation hindern. Dies fuhrte zu
Schwierigkeiten beim Nachweis von zirkulierendem AB-Peptid in biologischen Flussigkeiten.

[0018] Die oben erwahnten Patent-Dokumente (U.S. Patente 5,766,846; 5,837,672 und 5,593,846) beschrei-
ben die Herstellung von Antikérpern, einschliel3lich eines monoklonalen Antikérpers mit der Bezeichnung Klon
266 (m266), welcher gegen ein die Aminosauren 13-28 des AB-Peptids aufweisendes Peptid gezogen wurde
und nachweislich spezifisch an dieses bindet. Die Anmelder stellten fest, dass sie nach Verabreichung von
m266 an APP'"""F-Mause, ein Maus-Modell der Alzheimerschen Krankheit, AB-Peptid-Level im Blutkreislauf
messen kdnnen, die fir die Amyloid-Plaque-Level im Gehirn diagnostisch sind. Somit sind diese Antikérper
nicht nur zur Durchflihrung von Tests flr zirkulierende AB-Peptide per se nutzlich, sondern auch fir das Her-
vorrufen von zirkulierenden Blut-Level, die fir die Menge der Amyloid-Plaque im Gehirn diagnostisch sind und
somit nutzlich sind fur die Identifikation von Individuen in klinischen und praklinischen Stadien der Alzheimer-
schen Krankheit. Ein solcher Antikdrper, m266, bindet an die mittlere Region des ABR-Peptids.

[0019] Mit ,monoklonaler Antikdrper, der an die mittlere Region des AB-Peptids bindet" ist ein monoklonaler
Antikorper (Mak oder Maks) gemeint, der eine Aminosauresequenz bindet, welche ein Epitop darstellt, das zwi-
schen den Positionen 13-28 von AB enthalten ist. Es muss nicht auf die gesamte Region abgezielt werden.
Solange der Antikérper mindestens ein Epitop innerhalb dieser Region bindet (insbesondere, z. B. einschliel3-
lich der a-Sekretase-Stelle 16-17 oder der Stelle, an welcher der Antikdrper 266 bindet), sind solche Antikérper
beim Verfahren der Erfindung wirksam.

[0020] Mit ,Antikdrper” ist ein monoklonaler Antikérper per se, oder ein immunologisch wirksames Fragment
davon, wie ein F,-, F -, oder F.,-Fragment davon, gemeint. In einigen Zusammenhangen werden hierin
Fragmente spezifisch zur Betonung erwahnt; trotzdem sei verstanden, dass unabhangig davon, ob Fragmente
spezifisch angegeben werden, der Ausdruck ,Antikérper” solche Fragmente sowie auch Einzelketten-Formen
inkludiert. Solange das Protein die Fahigkeit beibehalt, spezifisch an sein beabsichtigtes Ziel zu binden, und
in diesem Fall a-Peptid von seinen Trager-Proteinen im Blut zu sequestrieren, ist es im Ausdruck ,Antikorper"
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mit eingeschlossen. Beispielsweise ebenso in der Definition ,Antikdrper" mit eingeschlossen sind Einzelket-
ten-Formen, allgemein als F,-Regionen bezeichnet, von Antikérpern mit dieser Spezifitat. Vorzugsweise - je-
doch nicht unbedingt — werden die bei der Erfindung nitzlichen Antikérper rekombinant erzeugt, da eine Ma-
nipulation der typischerweise murinen oder nicht-humanen Antikdrper mit der passenden Spezifitat nétig ist,
um sie in die humanisierte Form tGberzufiihren. Die Antikdrper kdnnen glykosyliert sein oder auch nicht, obwohl
glykosylierte Antikérper bevorzugt sind. Die Antikdrper sind Gber Disulfidbriicken richtig vernetzt, was wohlbe-
kannt ist.

[0021] Es ist bekannt, dass die grundlegende Antikdrper-Struktur-einheit ein Tetramer umfasst. Jedes Tetra-
mer ist aus zwei identischen Paaren Polypeptidketten zusammengesetzt, wobei jedes Paar eine ,leichte" (etwa
25 kDa) und eine ,schwere” Kette (etwa 50-70 kDa) aufweist. Der Amino-terminale Teil jeder Kette inkludiert
eine variable Region von etwa 100 bis 110 oder mehr Aminosauren, die vor allem fir die Antigen-Erkennung
verantwortlich ist. Der Carboxy-terminale Teil jeder Kette definiert eine konstante Region, die vor allem fir die
Effektor-Funktion verantwortlich ist.

[0022] Leichte Ketten sind als gamma, mu, alpha und lambda klassifiziert. Schwere Ketten sind als gamma,
mu, alpha, delta oder epsilon klassifiziert und definieren den Isotyp des Antikdrpers als IgG, IgM, IgA, IgD bzw.
IgE. Innerhalb der leichten und schweren Ketten sind die variablen und konstanten Regionen durch eine
»~J"-Region von etwa 12 oder mehr Aminosauren verbunden, wobei die schwere Kette auch eine ,D"-Region
von etwa 10 mehr Aminosduren inkludiert.

[0023] Die variablen Regionen jedes Paares aus leichter/schwerer Kette bilden die Antikérperbindungsstelle.
Somit hat ein intakter Antikérper zwei Bindungsstellen. Die Ketten weisen alle dieselbe allgemeine Struktur re-
lativ konservierter Gerustregionen (,framework regions", FR) auf, verbunden durch drei hypervariable Regio-
nen, die auch Komplementaritats-bestimmende Regionen (,complementarity determining regions”) oder CDR
genannt werden. Die CDR von den beiden Ketten jedes Paares sind durch die Gerustregionen zum Fluchten
gebracht, was die Bindung an ein spezifisches Epitop ermdglicht. Vom N-Terminus zum C-Terminus weisen
beide, die leichte und die schwere Kette, die Domanen FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 und FR4 auf. Die
Zuordnung von Aminosduren zu jeder Domane erfolgt in Ubereinstimmung mit wohlbekannten Grundsatzen
[Kabat ,Sequences of Proteins of Immunological Interest" National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987
und 1991; Chothia, et al., J. Mol. Bio. (1987) 196: 901-917; Chothia, et al., Nature (1989) 342: 878-883].

[0024] Wie auf dem Gebiet wohlverstanden, kbnnen monoklonale Antikdrper mit der richtigen Spezifitat leicht
erzeugt werden mittels Standard-Techniken der Immunisierung von Sdugern, der Bildung von Hybridomen aus
Antikorper-erzeugenden Zellen dieser Sauger oder Immortalisieren auf andere Weise und Ziichten der Hybri-
dome oder immortalisierten Zellen, um sie auf ihre passende Spezifitdt zu beurteilen. Im vorliegenden Fall
kdnnten solche Antikdrper durch Immunisieren von z. B. einem Menschen, einem Kaninchen, einer Ratte oder
einer Maus mit einem Peptid erzeugt werden, das ein Epitop darstellt, welches die 13-28-Region des AB-Pep-
tids oder eine geeignete Unterregion desselben umfasst. Materialien zur rekombinanten Manipulation kénnen
erhalten werden, indem man die Nukleotidsequenzen, die den gewilinschten Antikérper codieren, aus dem Hy-
bridom oder einer anderen Zelle, die ihn produziert, wiedergewinnt. Diese Nukleotidsequenzen kdnnen dann
manipuliert werden, um sie gewlinschtenfalls in humanisierter Form vorzusehen.

[0025] Es kann erwiinscht sein, humanisierte Formen dieser Antikdrper zu verwenden, um die gewlinschten
zirkulierenden Level der Peptide in Menschen auszulésen. Da die Verabreichung kurzfristig und nur fir diag-
nostische Zwecke ist, kann dies unnétig sein, es ist jedoch eindeutig bevorzugt, um jegliche Méglichkeit einer
Immunantwort zu vermeiden, und daher ist die Verwendung humanisierter Formen fir diesen Zweck bevor-
zugt. Naturlich kdnnen fir die Durchfihrung des Tests der AB-Level ex vivo (z. B. mittels ELISA) die murinen
Formen selbst verwendet werden.

[0026] Mit ,humanisierter Antikdrper" ist ein Antikdrper gemeint, der teilweise oder vollstdndig aus Aminosau-
resequenzen zusammengesetzt ist, die aus einer humanen Antikérper-Keimbahn stammen, durch Verandern
der Sequenz eines Antikdrpers mit nicht-humanen Komplementaritats-bestimmenden Regionen (CDR). Die
einfachste derartige Veranderung kann einfach darin bestehen, dass die konstante murine Region durch die
konstante Region eines humanen Antikérpers ersetzt wird, was somit zu einer human/murinen Chimare fihrt,
welche eine ausreichend geringe Immunogenitat haben kann, dass sie fiir eine pharmazeutische Verwendung
akzeptabel ist. Vorzugsweise ist jedoch die variable Region des Antikdrpers und selbst die CDR auch durch
Techniken, die inzwischen auf dem Gebiet wohlbekannt sind, humanisiert. Die Gerustregionen der variablen
Regionen werden durch die entsprechenden humanen GerUstregionen ersetzt, wobei die nicht-humane CDR
im Wesentlichen intakt bleibt, oder indem sogar die CDR durch Sequenzen ersetzt wird, die aus einem huma-
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nen Genom stammen. Vollstandig humane Antikdrper werden in genetisch modifizierten Mausen erzeugt, de-
ren Immunsysteme verandert wurden, so dass sie den humanen Immunsystemen entsprechen. Wie oben er-
wahnt, reicht es fir die Verwendung bei den Methoden der Erfindung aus, ein immunologisch spezifisches
Fragment des Antikdrpers zu verwenden, einschlieRlich Fragmenten, die Einzelketten-Formen darstellen.

[0027] Ein humanisierter AntikOrper bezieht sich somit auf einen Antikérper, der ein humanes Gerist hat, min-
destens eine CDR von einem nicht-humanen Antikérper hat, und bei welchem jegliche vorhandene konstante
Region im Wesentlichen identisch ist mit einer humanen konstanten Immunglobulin-Region, d. h. zumindest
zu etwa 85-90%, vorzugsweise zu 95% identisch ist. Folglich sind alle Teile eines humanisierten Antikorpers,
aulder gegebenenfalls die CDRs, im Wesentlichen identisch mit korrespondierenden Teilen einer oder mehre-
rer nativer humaner Immunglobulin-Sequenzen.

[0028] Beispielsweise wirde ein humanisiertes Immunglobulin typischerweise nicht einen chimaren Antikor-
per mit variabler Maus-Region/konstanter humaner Region umfassen.

[0029] Das Entwerfen humanisierter Immunglobuline kann wie folgt durchgefiihrt werden. Wenn eine Amino-
saure in die folgende Kategorie fallt, wird die Gerlist-Aminosaure eines zu verwendenden humanen Immun-
globulins (Akzeptor-Immunglobulin) durch eine Gerust-Aminosaure von einem CDR-vorsehenden nicht-huma-
nen Immunglobulin (Donor-Immunglobulin) ersetzt: (a) die Aminosaure in der humanen Gerist-Region des Ak-
zeptor-Immunglobulins ist flir humanes Immunglobulin an dieser Position ungewdhnlich, wogegen die entspre-
chende Aminosaure im Donor-Immunglobulin fir humanes Immunglobulin an dieser Position typisch ist; (b) die
Position der Aminosaure ist unmittelbar angrenzend an eine der CDRs; oder (c) irgendein Seitenketten-Atom
einer Gerust-Aminosaure liegt innerhalb von etwa 5-6 Angstrom (von Mittelpunkt zu Mittelpunkt) von irgendei-
nemem Atom einer CDR-Aminosaure in einem dreidimensionalen Immunglobulin-Modell [Queen, et al., op.
cit., und Co, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991) 88: 2869]. Wenn die Aminosaure in der humanen Ge-
rust-Region des Akzeptor-Immunglobulins und eine entsprechende Aminosaure im Donor-Immunglobulin je-
weils ungewohnlich fir humanes Immunglobulin an dieser Position sind, wird eine solche Aminosaure durch
eine Aminosaure ersetzt, die fir humanes Immunglobulin an dieser Position typisch ist.

[0030] Ein bevorzugter humanisierter Antikorper ist eine humanisierte Form des Maus-Antikérpers 266. Die
CDRs von humanisiertem 266 haben die folgenden Aminosauresequenzen:
die leichte Kette CDR1:

1 5 10 15
Arg Ser Ser Gla Seor Leu Ile Tyr Ser Aszp Gly Asn Ala Tyr Leun His
{SEQ ID NO:l) '

die leichte Kette CDR2:

3 5

Lys Val Ser asn Arg Phs Ser {3EQ In NO:2)
die leichte Kette CDR3:

1 5
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr (SEQ ID NO:3)

die schwere Kette CDR1:

1 5
arg Tye Ser Met Ser [(SEQ ID NO:4)

die schwere Kette CDR2:

1 5 190 15
Gin Ile Asn Ser ¥al Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
{SEQ ID NO:3)

und die schwere Kette CDR3:

1 ,
GLly PRap Tyr {SEQ ID NO:6).
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[0031] Eine bevorzugte variable Region der leichten Kette eines humanisierten Antikérpers der vorliegenden
Erfindung hat die folgende Aminosaure-Sequenz, in welcher das Gerist von humanen Keimbahn-Vk-Segmen-
ten DPK18 und dem J-Segment Jkl herriihrte, mit mehreren Aminosaure-Substitutionen an den Consen-
sus-Aminosauren in derselben humanen V-Untergruppe, um die potentielle Immunogenitat zu verringern:

1 5 10 15
Aszsp Xaa Val Mot Thr Glin Xaa Pro Leuw Serx Lsa Pro Val XKaa  Xaa
20 25 39
5ly Gln Pro Ala Sexr Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Lou Xaz
35 40 45
Tvr Sexr Asp Gly Asn Aala Tyr Leua His Trp Phe Leu Gln Lys Pro
S0 &5 60
Sly @in Ser Pro Xaa Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe
6% 70 TS
Seyr Gly Val RFro Asp Arg Phe Ser Giy Sex Gly Ssr Gly Thr Asp
BC 85 920
Fhe Thr Leuw Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Haa Gly Val
95 140 105

Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trxp Thr fhe Sly Xaa
.10
Gly Thr Xaa Xaz Glu Tle Lys Arg [(SEQ ID WC:7)

worin:

Xaa an Position 2 Val oder lle ist;

Xaa an Position 7 Ser oder Thr ist;

Xaa an Position 14 Thr oder Ser ist,

Xaa an Position 15 Leu oder Pro ist;
Xaa an Position 30 lle oder Val ist;

Xaa an Position 50 Arg, GIn oder Lys ist;
Xaa an Position 88 Val oder Leu ist;

Xaa an Position 105 GIn oder Gly ist;
Xaa an Position 108 Lys oder Arg ist; und
Xaa an Position 109 Val oder Leu ist.

[0032] Eine bevorzugte variable Region der schweren Kette eines humanisierten Antikorpers hat die folgende
Aminosauresequenz, bei welcher das Gerlst von den humanen Keimbahn-VH-Segmenten DP53 und dem
J-Segment JH4 herrGhrte, mit mehreren Aminosaure-Substitutionen an den Consensus-Aminoséauren in der-
selben humanen Untergruppe, um die potentielle Immunogenitat zu verringern:
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1 5 10 15
¥aa Val Gln Leuv ¥al Giw Xaa GiLly s Gly Leu Val S8ln Pro Giy

@
LA

) 20 Z5 30
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala S=2r Gly Phe Thr Phe Ser

35 £9 45
Arg Tyr Ser Met Ser Trp Vel Arg Gln dla Pro Gly Lys Gly Len

5¢ 53 60
Xaa Lewn Val &la Gln Ile &sn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tye

BE 70 75
Pro Asp Xaa Val Lys Gily Arg Phe Thy Ile Ser Arg Asp Asn ¥Xaa

890 B3 S0
Xaa hAgsn Thy Louw Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Xaa Asp

S5 itg 195
Thy Ala Val Tyrc Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

110
The XKaa Val Thr Val Sex Ser (SEQ ID MO: &)

worin:

Xaa an Position 1 Glu oder Gin ist;

Xaa an Position 7 Ser oder Leu ist;

Xaa an Position 46 Glu, Val, Asp oder Ser ist;
Xaa an Position 63 Thr oder Ser ist;

Xaa an Position 75 Ala, Ser, Val oder Thr ist;
Xaa an Position 76 Lys oder Arg ist;

Xaa an Position 89 Glu oder Asp ist; und
Xaa an Position 107 Leu oder Thr ist.

[0033] Eine besonders bevorzugte variable Region der leichten Kette eines humanisierten Antikdrpers hat die
folgende Aminosauresequenz, bei welcher das Geriist von humanen Keimbahn-Vk-Segmenten DPK18 und
dem J-Segment JkI herrGhrte, mit mehreren Aminosaure-Substitutionen an den Consensus-Aminosauren in
derselben humanen V-Untergruppe, um die potentielle Immunogenitat zu verringern:

b ) 5 10 15
Asp Val val Met Thry Gln fer Pro Leu Sexr Lea Pro ¥al) Thr Leu

25 30
3

Gly Gln Pro Als Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser 8Lp Sur Leu Ile

35 44 4
Tyr Ser Agsp Gly Asn Ala Tyr Leu Hiz Trp ¥he Leu Gln Lys Pro

54 55 80
Giy Gln $er Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Bsn Arg Phe

&5 70 75
Ssr Gily Val. Pro Asp Arg Phe Ser Gly dsr Gily Ser Giy Thr Asp
a0 85 20
Phe Thr Jew Lys Ile $Ser drg Val 6l Ala Glu Asp Wal Gly val

95 100 105
Tyr Tyxr Cye Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr pPhe Gly Gln

119
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg (SEQ ID MC:G).

[0034] Eine besonders bevorzugte variable Region der schweren Kette eines humanisierten Antikérpers hat
die folgende Aminosauresequenz, bei welcher das Gerust von den humanen Keimbahn-VH-Segmenten DP53
und dem J-Segment JH4 herrihrte:
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1 5 1n 15
Gluw Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

20 ‘ 25 30
Gly Ser Lew Arg Leu Sey Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

3% 40 15
Arg Tyx Ser Met Sex Tep Val Arg Gln Ala ¥Pro Giy Lys Giy Leun

50 55 60
Glu Leu Val Ala Gln Ile Aan Sexr Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tyr

&5 7 5
Pro Rap Thr Wal Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Raon Ala

84 45 50
Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Xsn Ser Leu Ary 4la Glu Asp

95 100 1G5
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

a

119
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser (SEQ ID MO:10).

[0035] Eine bevorzugte leichte Kette flr einen humanisierten Antikdrper hat die Aminosauresequenz:

k] 5 10 15
msp ¥al val Met Thr 5in Ser Pro Len Sey Leg Pro Val Thr Leun

2%
Sly Gln Pro Ala Ser Ile Sex Cys Arg

5 30
er Ser Gln Ser Leu Ile

Ly 83

3% 40 45
Tyr Ser Asp Gly Azn Rla Tyr Leu Bis Trp ¥he Leu Gla Lys Fro
50 55 60
Giy Gln Ser Pro Arg Leu Lou Iie Tyr Lys Val Ser Bsn Arg Plyes

6% 70 75
er Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

0

80 a5 20
Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp wal Gly Val

95 100 1G5
Tyr Tyr Cya Ser Gln Ser Thr His Val Fra Trp Thr Pne GLy Giln

110 115 120
Gly Thr Lys val Gla Ile Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser Val

L25 130 135
Fhe Ila Fhe Pro Pro Ser Asp Glu Glnm Leu Lys Ser Gly Thr Ala

140G 145 150
~ Ser Val ¥Wal Cys Lew Lew Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys

155 160 165
val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Sexr GLy Asn Ser Gln

1o 15 180
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Ast 3JeX Ty Tyr Ser Leu

185 190 139
Ser Ser Thr Lew Thr Leu Ser Lys ala hsp Tyr Glu Lys His Lys

200 208 Z2ED
Yal Tyr Ala Cys &lu Val Thr His ¢Gin Gly Leun Ser Ser Pro Val
215

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly GLu Cy¥S (SEQ ID Ko:iil.
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[0036] Eine bevorzugte schwere Kette fir einen humanisierten Antikérper hat die Aminosauresequenz:

1 5 10 15
Glu Val Gin Leu Val €lu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly

26 23 30
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala $er Gly Phe Thr Phe Ser

35 ER 45
arg Tyr Ser Met Sar Trp Val Arg Glo Ala Pra Gly

Lﬁ
o]
[ 711
Gl
ot
s
-
]
=

50 55 &0
Clu Leu ¥al Ala Gln Iie Asn Ser Val Gly Asn Ser Thr Tyr Tye

85 10 75
Pro Bsp Thr Val Lys Gly Arg FPhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
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Lys Asn Thr Leu TYK

Thr Hla Val Tyr Tyr

Thr Leau Val Thr Val

8a

S5

119

128
pha Pro Le&u Ala Pxa

140
2la Leu Gly Cys Leu

is5%

¥zl Ser Trp Asn Ser

170

Pro Ala ¥al Leu GIn

wal Thr Vval Fro

Asn

Gla

Ala

Lys

Cys

Asn

Leu

Val Asiy His

Prxo Lyvs Ser

Fro Glu Len

Pre Lys Asp T

wal val val

 Arg Glu Glu

The ¥al Leu

Lys Val Sex

Ser Lys Ala

Pro fro JSer .

8%
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tetr Glo Mol

Ser Ser L¥S

Yal Lys Rup

Sly Ala Leu

ser Ser Gly

Sar Ser Ser Leu

200

Lys Pro Sex Asn T

21%

Cys Asp Lys Thr Hi

230
Leu

Gly Glw Pro Ser

- Lau Met Ile

Val Ser His

Tyr Asn Ser

Gln Asp TEp

Lys Ala Leu

5 Gly Cln Pro

Asp Glu ieu

Aan

Sy

Ser

TYr &

Thr

e 2

235

250

Jer Arg

265

Glue Asp

ZBU

Wal Eis

295

Thr Tyr

faal

314

au Asn

32%

Bro Ala

240

Rgg Glu

355

Thr Lys
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Leu RArg Ala

Tyr Trp Gly

Lys Gly Pro

Ser Gly &Ly

e Pro Glu Fro

Gly val His

Ser Lou Ser S

Gim Thr Tyr

fzi Asp Lys

Cys Fro Pro

Val Phe Lieu Phe Pro

Fhr Pro glu Val

Fro Gla Val

Asn Ala Lys

Arg val val 8

Gly Lys Gin

Pro lle Giu

Pro Gln Val

Ean Gin val

G
Glu Asp
19%
Sl Gy
120
Sap wal
135
Thr Aka
150
Yal Thr
165
Thr FPhe
130
Ser Val
i85
Ile Cys
210
Lyg Val
225
Cys Fro
240
Fro
255
Thr
270
Lys Phe
285
Thr Lys
3qc
Sexr val
315
Tyr Lys
330
Lys Thr
345
Tyr Thr
360
Ser Len
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365 370 375
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

380 385 390
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

395 400 405
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu

410 418 | 420
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

425 430 | 435
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

440
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys (SEQ ID NO:12).

[0037] Andere Sequenzen sind fiir die leichten und schweren Ketten fiir die humanisierten Antikérper und fir
den humanisierten 266 moglich. Die Immunglobuline kdnnen zwei Paare von Komplexen aus leichter Ket-
te/schwerer Kette aufweisen, wobei mindestens eine Kette eine oder mehrere Maus-Komplementaritats-be-
stimmende Regionen aufweist, die funktionell mit humanen Geriistregionen-Segmenten verknipft sind.

[0038] Ausgehend von der Position 56 der variablen Region der schweren Kette enthalten sowohl m266 als
auch humanisierter 266 die Sequenz Asn-Ser-Thr. Diese Sequenz ist ein Beispiel fiir das Asn-X-Ser/Thr-Signal
fur die N-verbundene Glykosylierung, worin das Asn die Stelle der Befestigung von N-verbundenen Glyko-
syl-Ketten ist. Sowohl m266 als auch humanisierter 266 sind an dieser Stelle umfassend glykosyliert. Ganz un-
verhersagbar und vorteilhaft ist die Affinitat von humanisiertem 266, der in der schweren Kette CDR2 deglyko-
syliert ist, fir AB-Peptid deutlich hdher als die von humanisiertem 266. Die schwere Kette CDR2 von deglyko-
syliertem humanisiertem 266 hat die folgenden Aminosauresequenzen:

schwere Kette CDR2:

r 5 19 15 |
Gln Lle Asn Ser Val Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys Gly
(52Q ID HO:13)

worin:

Xaa an Position 7 irgendeine Aminosaure ist, mit der Mallgabe, dass wenn Xaa an Position 8 weder Asp noch
Pro ist und Xaa an Position 9 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 7 dann nicht Asn ist:

Xaa an Position 8 irgendeine Aminosaure ist, mit der Malgabe, dass wenn Xaa an Position 7 Asn ist und Xaa
an Position 9 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 8 dann Asp oder Pro ist; und

Xaa an Position 9 irgendeine Aminosaure ist, mit der Malgabe, dass wenn Xaa an Position 7 Asn ist und Xaa
an Position 8 weder Asp noch Pro ist, Xaa an Position 9 dann weder Ser noch Thr ist.

[0039] Mit ,irgendeine Aminosaure"” ist jede natlrlich vorkommende Aminosaure gemeint. Bevorzugte natur-
lich vorkommende Aminosauren sind Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn, Arg,
Ser, Thr, Val, Trp und Tyr.

[0040] Ein bevorzugter deglykosylierter humanisierter Antikdrper ist eine humanisierte Form von m266, wobei
die deglykosylierte schwere Kette CDR2 SEQ ID NO: 13 ist, worin:

Xaa an Position 7 der SEQ ID NO: 13 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Cys, Asp, Glu, Phe,
Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp und Tyr, mit der Mal3gabe, dass wenn Xaa an
Position 8 weder Asp noch Pro ist und Xaa an Position 9 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 7 dann nicht Asn ist;
Xaa an Position 8 der SEQ ID NO: 13 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Cys, Asp, Glu, Phe,
Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp und Tyr, mit der Mal3gabe, dass wenn Xaa an
Position 7 Asn ist und Xaa an Position 9 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 8 dann Asp oder Pro ist; und

Xaa an Position 9 der SEQ ID NO: 13 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Cys, Asp, Glu, Phe,
Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp und Tyr, mit der Mal3gabe, dass wenn Xaa an
Position 7 Asn ist und Xaa an Position 8 weder Asp noch Pro ist, Xaa an Position 9 dann weder Ser noch Thr ist.
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[0041] Eine bevorzugte variable Region der schweren Kette eines deglykosylierten humanisierten Antikor-
pers hat die folgende Aminosauresequenz, worin das Gertist vom humanen Keimbahn-VH-Segment DP53 und
dem J-Segment JH4 hergeleitet ist, mit mehreren aminosauresubstitutionen an den Consensus-Aminosauren
in derselben humanen Untergruppe, um die potentielle Immunogenitat zu verringern, und wobei die N-Glyko-
sylierungsstelle in der schweren Kette CDR2 modifiziert ist, so dass sie nicht N-glykosyliert werden kann:

1 5 14 ’ 15
¥aa Val Gln Leu Val Gla Xaa Gly Gly Bly Lea Val Gln Pro Gly

290 25 30
Gly Ser Leu Arg Lea Ser Cye Ala ARla Ser Gly Fhe Thr Phe Ser

35 40 45
arg Tyr Ser Met Se¢r Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

50 55 60
Yaa Leu Val 2la Gln Ile Asn Ser Val Gly Xaoa Xaa ¥az Iyr Tyr

3 ™0 75
Pro Asp Xaa Val Lys Gly Arg Pho Thy Ile Ser Arg Asp bhsn Xaa

84 85 0
Xaza han Thr Leu Tyr Leun Gln Met Asn Ser Lew Arg Ala ¥aa Bsp
45 100 105
Thr ALla ¥al Tyr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110 ’
Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser ({570 ip HO:14}

worin;

Xaa an Position 1 Glu oder Gin ist;

Xaa an Position 7 Ser oder Leu ist;

Xaa an Position 46 Glu, Val, Asp oder Ser ist;

Xaa an Position 56 irgendeine Aminosaure ist, mit der MalRgabe, dass wenn Xaa an Position 57 weder Asp
noch Pro ist und Xaa an Position 59 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 56 dann nicht Asn ist;

Xaa an Position 57 irgendeine Aminosaure ist, mit der MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und
Xaa an Position 58 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 57 dann Asp oder Pro ist; und

Xaa an Position 58 irgendeine Aminosaure ist, mit der MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und
Xaa an Position 57 weder Asp noch Pro ist, Xaa an Position 58 dann weder Ser noch Thr ist;

Xaa an Position 63 Thr oder Ser ist;

Xaa an Position 75 Ala, Ser, Val oder Thr ist;

Xaa an Position 76 Lys oder Arg ist;

Xaa an Position 89 Glu oder Asp ist; und

Xaa an Position 107 Leu oder Thr ist.

[0042] Eine besonders bevorzugte variable Region der schweren Kette eines deglykosylierten humanisierten
Antikérpers hat die folgende Aminosauresequenz, wobei das Gerlst vom humanen Keimbahn-VH-Segment
DP53 und dem J-Segment JH4 herriihrte, und wobei die N-Glykosylierungsstelle in der schweren Kette CDR2
modifiziert ist, so dass sie nicht N-glykosyliert werden kann:
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1
Glu Val

5
Gln Leuw Val

, 20
Gly Ser Lea Arg Leu
35
Arg Tyy Ser Mgt Ser
50
Glu Lew Val Ala Gln
65
fro Rsp Thr Val Lys

80
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Glu Ser Gly Gly

Ser Cys Ala 3la
Trp Val Aryg Gln

lie Asn Ser Val

L]

Gly Arg Fhe Thr

10

Gly Leu VYal Gla Pro

Ser Giy Phe Thr Phe
Pro Gly Lys Gly

} Xaa Xaa Xaa Tyr

Sor Arg Asp Asn

15
Gly

30
Yer

45
Lau

e
Tyzr

75
Ala

90

tye Asn Thr Leu Tyr Lew Gln Met Asn Ser Leu Axg Ala Glu Asp

¥

5

100

105

Thr Ala Val Tvr Tyr Cys Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gla Gly

11

0

Thx Leu Val Thr Val Ser Ser

worin:

Xaa an Position 56 irgendeine Aminosaure ist, mit der MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 57 weder Asp
noch Pro ist und Xaa an Position 59 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 56 dann nicht Asn ist;
Xaa an Position 57 irgendeine Aminosaure ist, mit der Maltgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und

{8EQ ID NO:15).

Xaa an Position 58 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 57 dann Asp oder Pro ist; und

Xaa an Position 58 irgendeine Aminosaure ist, mit der Maltgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und
Xaa an Position 57 weder Asp noch Pro ist, Xaa an Position 58 dann weder Ser noch Thr ist.

[0043] Eine bevorzugte schwere Kette fiir einen deglykosylierten humanisierten Antikérper, worin die N-Gly-
kosylierungsstelle in der schweren Kette CDR2 modifiziert ist, so dass sie nicht N-glykosyliert werden kann,

hat die Aminosauresequenz:
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Lys

Yhx

Fhe

Ala

Val

Bruo

Yal

Ala
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5 0 15
Wal Gln Leur Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
29 25 30
Ser Leu Arg Leo ey Cya Ala Alu Sexr Gly Phe Thr Pha Sor
35 40 45
Tyr Ser Met Ser Trp Yal Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leua
50 55 B0
Leu ¥al hla Gln Ile Asn Ser VYal Gly Xaa Haa Xaa Tyrn Lyr
65 70 T
Asp Thr Val Lys Gly hrg Fhe Thr Ile Ser Rrg Asp Asn Ala
80 g5 q9G
Asn Thr Len Tyr Leu Gln Mot MAsn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
95 100 145
Ala val Tyrx Tyr Cys Als Ser Gly aAsp Tyr Trp Gly Gln Gly
110 115 129
Lew Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
125 139 135
Pro Lzu Ala Pro Ser Ser Lys Sex Thr Ser Gly Gly Thr Ala
140 145 150
Leu Gly Cya Leu Val Lys Asp Tyr Fhoe Pre Gla Freo Val Thx
155 160 1835
Szr Trp Asn Sor Gly Ala Leu Thr Ser Gly ¥zl His Thr Phe
17¢ 175 189
Bla V&l Leu Gln Ser Sex Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
118 1944 185
Thr Val Pro Sey Sexr Ser Leu Gly Thr Gln Thr Twr Ile Cyx
200 205 210
Val Asp Bis Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Hsp Lys Lys Val
21& 2206 228
Pro Lye Ser Cys Asp Lysz Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
230 235 240
Pro Giva Lew Leyw Gly GLy Pro Ser Wal Phe Leu Fhe Pro Pro
245 250 255
Bro Lys Azp Thr Lea Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 285 270
Yal Wal Val Asp Val Sey Hls Gluw Asp Pre Glu Val Lys Phs
2715 289 28%
Frp Tyr Val Bsp Gly Val Glu Yal Jfiis Ast Ala Lys Thr Lysa
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290 295 3040
Pro 2rg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser The Tyr Arg Val %al Ser Val

3

A

305 310G 315
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Lew Asn Gly Lya Glu Tyr Lys
320 325 330
Cys Lys val Ser Asn Lys Akz Leus Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr

335 340 345
Ile Ser Lys Rla Lys Gly Gian Prao &rg Glu Pro Gln Val Tvr Thy

3590 355 360
Tew Pro PFro Ser Arg Asp Glu Len Thr LHys Azn Gln Val Ser Lou

365 370 375

Thr Cya Leu Wal Lys Gly Phe Tyr Fro Ser Asp Ile Kla Val Glu

380 385 380
Tre Glu Ser Asn Gly Gln Pro Giu Ash Rsn Uyr Lys Thr Thr Pro

395 £00 405
Pre Val Len Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lew Tyr Sex Lys Leu

410 415 420
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Glon Gin Gly Asn Val Fhe Ser (ys

425 £30 435
Sey Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
$40
ez Ser beuw Ser Pro Gly Lys (SEQ I Wo:la)

worin:

Xaa an Position 56 irgendeine Aminosaure ist, mit der MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 57 weder Asp
noch Pro ist und Xaa an Position 59 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 56 dann nicht Asn ist;

Xaa an Position 57 irgendeine Aminosaure ist, mit der Maltgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und
Xaa an Position 58 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 57 dann Asp oder Pro ist; und

Xaa an Position 58 irgendeine Aminosaure ist, mit der Maltgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist und
Xaa an Position 57 weder Asp noch Pro ist, Xaa an Position 58 dann weder Ser noch Thr ist.

[0044] Bevorzugte deglykosylierte 266-Antikdrper mit der variablen schweren Region gemal SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15 und SEQ ID NO: 16 sind jene, worin:

Xaa an Position 56 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Gly, His, Asn, GIn, Ser und Thr, mit der
MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 58 Ser oder Thr ist, Xaa an Position 56 dann nicht Asn ist;

Xaa an Position 57 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Gly, His, Asn, GIn, Ser und Thr; und
Xaa an Position 58 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Ala, Gly, His, Asn, GIn, Ser und Thr, mit der
MaRgabe, dass wenn Xaa an Position 56 Asn ist, Xaa an Position 58 dann weder Ser noch Thr ist.

[0045] Bevorzugte Sequenzen fiir CDR2 (Positionen 56, 57 und 58) der schweren Kette SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 15 und SEQ ID NO: 16 inkludieren jene, bei welchen nur eine einzige Aminosaure verandert ist, jene,
bei welchen nur zwei Aminosauren verandert sind, oder alle drei verandert sind. Es ist bevorzugt, Asn an Po-
sition 56 zu ersetzen. Es ist bevorzugt, Thr an Position 58 mit einer anderen Aminosaure als Ser zu ersetzen.
Es ist bevorzugt, die N-Glykosylierungsstelle in der CDR2 der 266-schweren Kette nicht zu zerstéren durch
Ersetzen von Ser an Position 57 mit Pro oder Asp. Konservative Substitutionen an einer, zwei oder allen drei
Positionen sind bevorzugt. Die am meisten bevorzugten Spezies sind jene, in welchen Asn an Position 56
durch Ser oder Thr ersetzt ist. Besonders bevorzugte Antikorper sind jene, in welchen Ser oder Thr an Position
56 ist, Ser an Position 57 ist und Thr an Position 58 der SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 oder SEQ ID NO: 16 ist.

[0046] Besonders bevorzugte deglykosylierte Spezies sind Antikorper, die eine leichte Kette der SEQ ID NO:

11 und eine schwere Kette der SEQ ID NO: 16 aufweisen, wobei in SEQ ID NO: 16 Xaa an Position 56 Ser ist,
Xaa an Position 57 Ser ist und Xaa an Position 58 Thr ist (,N56S"), oder wobei in SEQ ID NO: 16 Xaa an Po-

16/26



DE 602 24 200 T2 2008.07.10
sition 56 Thr ist, Xaa an Position 57 Ser ist und Xaa an Position 58 Thr ist (,N56T").

[0047] Die Herstellung der bei der Erfindung nitzlichen Antikérper umfasst typischerweise rekombinante
Techniken, wie in der oben zitierten WO 01/62801 beschrieben.

[0048] Die Antikorper (einschlie3lich immunologisch reaktiver Fragmente) werden einem Subjekt verabreicht,
welches im Hinblick auf Krankheitszustande evaluiert werden soll, welche mit AB-Ablagerungen verbunden
sind, wie klinische oder praklinische Alzheimersche Krankheit oder klinische oder praklinische Amyloid-Angio-
pathie, unter Verwendung von Standard-Verabreichungstechniken, vorzugsweise peripher (d. h. nicht durch
Verabreichung ins Zentralnervensystem) durch intravendse, intraperitoneale, subkutane, pulmonale, transder-
male, intramuskuldre, intranasale, bukkale, sublinguale Verabreichung oder Verabreichung in Zapfchenform.

[0049] Die Zusammensetzungen zur Verabreichung sind so entworfen, dass sie fir die ausgewahlte Verab-
reichungsart geeignet sind, und pharmazeutisch akzeptable Exzipienten, wie Dispergierungsmittel, Puffer,
grenzflachenaktive Mittel, Konservierungsmittel, Solubilisierungsmittel, Isotoniemittel, Stabilisatoren u. dgl.
werden, soweit angemessen, verwendet. Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton
PA, jiingste Ausgabe, liefert eine Ubersicht tiber Formulierungstechniken, wie sie dem Fachmann allgemein
bekannt sind. Es kann besonders niitzlich sein, die Léslichkeitsmerkmale der Antikérper zu verandern und sie
mehr lipophil zu machen, z. B. indem man sie in Liposome verkapselt oder durch Blockieren von polaren Grup-
pen.

[0050] Die periphere systemische Abgabe durch intravendse oder intraperitoneale oder subkutane Injektion
wird bevorzugt. Geeignete Vehikel fur solche Injektionen sind bekannt (,straight-forward"). AuRerdem kann je-
doch die Verabreichung auch durch die Schleimhaute bewirkt werden durch Nasenaerosole oder durch Zapf-
chen. Geeignete Formulierungen fir solche Verabreichungsarten sind wohlbekannt und inkludieren typischer-
wesie grenzflachenaktive Mittel, die den Transfer Uber die Membran erleichtern. Solche grenzflachenaktive
Mittel stammen oft von Steroiden oder sind kationische Lipide, wie N-[1-(2,3-Dioleoyl)-propyl]-N,N,N-trimethyl-
ammoniumchlorid (DOTMA) oder verschiedene Verbindungen, wie Cholesterinhemisuccinat, Phosphatidylgly-
cerine u. dgl.

[0051] Die Konzentration des humanisierten Antikdrpers in Formulierungen reicht von so wenig wie etwa 0,1
Gew.-% bis so viel wie 15 oder 20 Gew.-% und wird vor allem auf Basis von Fluid-Volumina, Viskositaten usw.
gewahlt, gemaf der bestimmten Verabreichungsart, die ausgewahlt wurde. so kénnte eine typische Zusam-
mensetzung zur Injektion so zusammengesetzt sein, dass sie 1 ml steriles gepuffertes Wasser von mit Phos-
phat gepufferter Kochsalzlésung und 1-1000 mg, vorzugsweise 10-100 mg, des hymanisierten Antikdrpers
enthalt. Die Formulierung kénnte steril-filtriert werden, nachdem die Formulierung hergestellt worden ist, oder
auf andere Weise mikrobiologisch akzeptabel gemacht werden. Eine typische Zusammensetzung zur intrave-
ndsen Infusion kénnte Volumina zwischen 1-250 ml Fluid, wie sterile Ringer-Ldsung, und 1-100 mg pro ml
oder mehr an Antikérper-Konzentration aufweisen. Therapeutische Mittel kbnnen zur Lagerung gefroren oder
lyophilisiert werden und vor der Verwendung in einem geeigneten sterilen Trager rekonstituiert werden. Die Ly-
ophilisierung und Rekonstituierung kdnnen zu unterschiedlichen Graden an Antikdrper-Aktivitatsverlust fuhren
(bei herkdmmlichen Immunglobulinen z. B. neigen die IgM-Antikérper dazu, einen groferen Aktivitatsverlust
zu haben als IgG-Antikdrper). Es kann sein, dass die Dosierungen zwecks Kompensation angeglichen werden
mussen. Der pH-Wert der Formulierung wird so gewahlt, dass die (chemische und physikalische) Antikor-
per-Stabilitat und die Annehmlichkeit fir den Patienten bei der Verabreichung sich die Waage halten. Im Alige-
meinen wird ein pH-Wert zwischen 4 und 8 toleriert.

[0052] Obwohl die voranstehenden Verfahren am praktischsten und am meisten geeignet zu sein scheinen,
um Proteine, wie humanisierte Antikorper, durch geeignete Adaptierung zu verabreichen, kdnnen andere Ver-
abreichungstechniken, wie transdermale Verabreichung und orale Verabreichung, verwendet werden, voraus-
gesetzt, es wird die richtige Formulierung entworfen.

[0053] Auflerdem kann es wiinschenswert sein, Formulierungen mit gesteuerter Freisetzung zu verwenden,
wobei biologisch abbaubare Filme und Matrizen oder osmotische Minipumpen oder Abgabesysteme auf Basis
von Dextran-Kiigelchen, Alginat oder Kollagen verwendet werden.

[0054] Insgesamt stehen Formulierungen zur Verabreichung der Antikorper zur Verfligung und sind auf dem
Gebiet wohlbekannt und kénnen aus vielerlei Moglichkeiten ausgewahlt werden.

[0055] Die typischen Dosis-Level kénnen unter Verwendung von klinischen Standard-Techniken optimiert
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werden und hangen von der Art der Verabreichung ab.

[0056] Nach der Verabreichung des Antikdrpers an das Subjekt werden in periodischen Intervallen Uber die
nachfolgenden Minuten, Stunden oder Tage Blutproben entnommen. Geeignete Zeitdauern kénnen so kurz
wie ein paar Minuten, 10 Minuten, 30 Minuten sein, oder man kann 1 Stunde, mehrere Stunden oder Tage ver-
gehen lassen, bevor die Blutprobe entnommen wird. Eine Messung nach weniger als 3 Stunden ist bevorzugt.
Gewunschtenfalls kann zwecks leichter Analyse die Plasmafraktion erhalten werden. Standard-Analysetech-
niken zur Analyse des AB,,, AB,, und von deren Verhéltnis werden verwendet. Diese Techniken sind beispiels-
weise im U.S. Patent 5,766,846 beschrieben. Es kann jedoch jede geeignete Technik zur Analyse verwendet
werden, wie chromatographische Trennung, Western Blot, ELISA-Test, homogene Assays u. dgl.

[0057] Die Konzentration des AB,,, AB,, oder ihres Verhaltnisses wird dann mit diesen Werten in einer Kon-
trolle verglichen. Typische Kontrollen inkludieren Individuen, von welchen bekannt ist, dass sie frei von mit den
Amyloid-Plagues verbundenen Krankheitszustanden sind, wie Teenager oder sehr junge Erwachsene und zu-
satzlich werden im Alter dazupassende kognitiv normale Kontrollen erhalten durch die Bildung von Mittelwer-
ten der allgemeinen Bevdlkerung. Wahrend einige altere, im Alter dazupassende, kognitiv normale Kontrollen
pra-klinische AK haben, ist dies bei den meisten nicht der Fall. So ist der Erhalt der Durchschnittswerte aus
einer solchen Population nitzlich und entscheidend. Das Entwerfen von Standard-Kontrollen ist ein Verfahren,
das dem Durchschnittsfachmann wohlbekannt ist. Individuen, die erhéhte Level der angefuhrten Peptide oder
des Verhéltnisses von AB,, zu AB,, im Vergleich zu den Kontrollwerten haben, werden dann als solche mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit klinischer oder praklinischer Krankheitszustande, die mit der Bildung von Amylo-
id-Plaques verbunden sind, identifiziert.

[0058] Die folgenden Beispiele sind zur Veranschaulichung, jedoch nicht zur Einschrankung der Erfindung
bestimmt.

[0059] In den nachstehenden Beispielen wird unter anderem ein monoklonaler muriner AntikGrper mit der Be-
zeichnung ,266" verwendet, welcher urspringlich durch Immunisieren mit einem aus den Resten 13-28 des
humanen AB-Peptids bestehenden Peptid hergestellt wurde. Es wurde bestatigt, dass der Antikdrper mit die-
sem Peptid eine Immunreaktion eingeht, jedoch war friher berichtet worden, dass er nicht mit dem Peptid re-
agiert, das nur die Reste 17-28 von humanem AB-Peptid enthielt, oder an irgendwelchen anderen Epitopen
innerhalb des AB-Peptids. Die Herstellung dieses Antikdrpers istim U.S. Patent 5,766,846 beschrieben. Da die
Beispiele hier Versuche beschreiben, die in murinen Systemen durchgefihrt wurden, ist die Verwendung von
monoklonalen murinen Antikdpern ausreichend. Humanisierte Formen der Antikérper mit der Immunspezifitat
entsprechend jener des Antikdrpers 266 sind jedoch bevorzugt.

Beispiel 1
Korrelation zirkulierender Peptid-Level mit Plaques

[0060] Bei diesem Test wurde ein murines Modell fiir die Alzheimersche Krankheit, APP V717F transgene
Mause, verwendet. Diese Mause sind von Games, D. et al., Nature (1995) 373: 523-527; Bales, K. R., et al.,
Nature Genet. (1997) 17: 263-264; und von Holtzman, D. M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2000) 97:
2892-2897, beschrieben. Bei diesem Modell wird eine mutierte Form des humanen APP-Gens exprimiert und
fuhrt zu einer Form der familidaren Alzheimerschen Krankheit mit frihem Beginn. Obwohl die Gehirne dieser
Mause anfangs normal zu sein scheinen, tritt zum Zeitpunkt 6-15 Monate eine AB-Ablagerung in Form diffuser
und neuritischer Plaques auf, obwohl Mause, die fur das Transgen homozygot sind, eine Variabilitat insofern
aufweisen, als bei einigen Mause zum Zeitpunkt eines Alters von 9—14 Monaten AB-Ablagerungen entstehen,
wahrend dies bei anderen nicht der Fall ist.

[0061] 53 homozygote Mause im Alter von 12 Monaten wurden bei dieser Studie verwendet.

[0062] Die Plasma-Level von AB,,, AB,, und das Verhaltnis AB,,/AB,, wurden mittels ELISA im Plasma dieser
Mause vor Verabreichung von 500 pg m266 und in verschiedenen Zeitintervallen bis zu 24 Stunden nach Ver-
abreichung dieses Antikorpers gemessen. Nach 24 Stunden wurden die Mause getoétet und die Menge der
AB-Ablagerung im Gehirn wurde im Hippocampus und im Cortex beurteilt, wie von DeMattos, et al., Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA (2001) 98: 8850-8855 beschrieben, und als Prozentsatz des Gehirns, der von AB-Ablagerun-
gen bedeckt war, evaluiert.

[0063] Wiein den Fig. 1A, B und C gezeigt, findet man, wenn der Prozentsatz an AB-Ablagerung infolge einer
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Ablagerung im Hippocampus auf der x-Achse gegen die Peptid-Level und ihr Verhaltnis im Plasma auf der
y-Achse vor Verabreichung des Antikorpers aufgetragen wird, keine Korrelation. Unabhangig davon, ob die
Prozent AB-Ablagerung im Wesentlichen Null (0) oder tiber 75% waren, war der durchschnittliche Level von
AB,, etwa 250 (pg/ml) und von AB,, etwa 400 (pg/ml). Das Verhaltnis von AB,, zu AB,, war somit etwa 0,5-0,6.

[0064] Wie in den Fig. 2A und B gezeigt, korrelierte der Plasma-A,,-Level jedoch stark mit dem Prozentsatz
der AB-Ablagerung im Hippocampus eine Stunde nach m266-Injektion, wie es auch beim Verhaltnis von
AB,/AB,, der Fall war.

[0065] Die Fig. 3A, B und C zeigen ahnliche Ergebnisse, die 24 Stunden nach der Injektion erhalten wurden.
Die erhaltenen AB,,-Level und das Verhaltnis von AB,,/AB,, korrelierte stark mit den % AB-Ablagerung im Hip-
pocampus. Die AB,,-Level korrelierten auch mit den % AB-Ablagerung, jedoch nicht so gut wie die AB,,-Level.

[0066] Die Fig. 4A, B und C zeigen analoge Ergebnisse im Hinblick auf die Entrittsgesschwindigkeit der bei-
den AB-Peptide in das Plasma und die berechneten Werte fir die Eintrittsgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom
Verhaltnis dieser Peptide. Die besten Korrelationen mit der AB-Ablagerung waren die Geschwindigkeit des
AB,,-Eintritts und das Verhaltnis von AB,,/AB,,.

[0067] Die Fig. 5A und B zeigen eine alternative Prasentation der Daten fir die Plasma-Level von AB,, 24
Stunden und 1 Stunde nach m266-Injektion. Wenn die Mause in Gruppen nach geringer, mittlerer oder starker
AB-Reichweite im Hippocampus eingeteilt wurden, konnten die Tiere mit geringer AB-Ablagerung von jenen mit
hoher Ablagerung in Abhéngigkeit des AB,,-Plasma-Levels vollstandig unterschieden werden.

Beispiel 2

[0068] Bei einer Studie ahnlich der in Beispiel 1 angeflihrten wurde eine Gruppe von 49 homozygoten APP
VV717F-Mausen verwendet. Vor und nach Injektion von 500 pg IV m266 wurden Plasmaproben zum Zeitpunkt
5 Minuten, 1 Stunde, 3 Stunden, 6 Stunden und 24 Stunden entnommen und die AB,,- und AB,,-Level, wie in
Beispiel 1 beschrieben, bewertet. Die Mause wurden nach 24 Stunden getétet, und 1 Hamisphere wurde hin-
sichtlich des Prozentsatzes der Flache von Hippocampus oder gurtelférmigem Cortex, die von Ap-Peptid ein-
genommen war (unter Verwendung von quantitativer AB-Immunfluoreszenzfarbung) und der Flache, die von
Amyloid eingenommen war (mittels Thioflavin-S(Amyloid)-Farbung) bewertet. Die Regionen aus der anderen
Hamisphere wurden mittels ELISA im Hinblick auf AB-Peptid bewertet.

[0069] Der Pearson-Korrelations-Koeffizient (Pearson r) und Signifikanz (P-Wert) wurden zwischen Plas-
ma-AB-Werten (vor und nach Injektion von m266) und Hippocampus-AB- oder Amyloid-Last unter Verwendung
der GraphPad Prism-Software (Version 3.00 fir Windows, San Diego, USA) bestimmt. Die AB-Last ist definiert
als der Prozentsatz an Flache des Hippocampus, die von AB-immunreaktiven Ablagerungen bedeckt ist. Die
Amyloid-Last ist definiert als der Pozentsatz an Flache des Hippocampus, die von Thioflavin-S-positiven Abla-
gerungen bedeckt ist. Korrelationen wurden auch zwischen der Plasma-AB-Ansammlung dber 24 Stunden
(Flache unter der Kurve, ,area under curve", AUC) und der Hippocampus-AB-Last oder Amyloid-Last bestimmt.

[0070] Fig. 6 zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Kurz gesagt wurde festgestellt, dass die Grundlinien-Level
(.base line levels”) (vor Injektion) von AB,,, AB,, und dem berechneten AB,,,,,-Verhaltnis vor Injektion mit m266
nicht mit dem Prozentsatz der AB- oder Amyloid-Ablagerung korrelierten. Nach Verabreichung von m266 gab
es jedoch signifikante Korrelationen zwischen Plasma-AB,,, -AB,, und dem AB,,,-Verhéltnis und sowohl mit
der AB- als auch der Amyloid-Last im Hippocampus und im girtelférmigen Cortex.

[0071] Die statistische Analyse der Ergebnisse ermoglicht eine genaue Vorhersage der Hippocam-
pus-AB-Last bei diesen Mausen auf Basis von Plasma-AR,,-Levels 24 Stunden nach m266-Injektion.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Diagnose von praklinischer oder klinischer Alzheimerscher Krankheit, umfassend:
(a) Messen von entweder
(i) dem Gehalt an AB,,;
(ii) dem Gehalt an AB,,; oder
(iii) dem Verhaltnis von AB,,/AB,,
oder von mehreren davon;
in einer Blutprobe eines Subjekts, die in einem Zeitintervall nach Verabreichung einer Menge eines Antikdrpers

19/26



DE 602 24 200 T2 2008.07.10

an dieses Subjekt erhalten wurde, wobei der Antikorper ein innerhalb der Positionen 13-28 von AB enthaltenes
Epitop spezifisch bindet, oder eines Antikorpers, der ein AB-Peptid aus seiner gebundenen zirkulierenden
Form im Blut sequestriert und die Clearance von l6slichen und gebundenen Formen von A im zentralen Ner-
vensystem in Plasma verandert, wobei die Menge effektiv ist, die Gehalte an zirkulierenden AB-Peptiden im
Blut des Subjekts zu verandern, wenn das Subjekt sich in einem praklinischen oder klinischen Stadium der Alz-
heimerschen Krankheit befindet; und

(b) Vergleichen des Gehalts an AB,,, AB,, oder des Verhaltnisses von AB,,/AB,, im Subjekt mit einem Kontroll-
wert der Gehalte, wobei Gehalte von AB,,, AB,, oder das Verhéltnis von AB,,/AB,, im Subjekt, die im Vergleich
zu den Kontrollgehalten oder dem Kontrollverhaltnis erhdht sind, das Subjekt als eines identifizieren, das sich
in einem praklinischen oder klinischen Stadium der Alzheimerschen Krankheit befindet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Zeitintervall weniger als 1 Woche betragt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Zeitintervall weniger als 24 Stunden oder gleich 24 Stunden be-
tragt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Zeitintervall weniger als 3 Stunden oder gleich 3 Stunden betragt.
5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Verabreichung mittels Injektion der Antikorper erfolgte.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Subjekt menschlich ist und der Antikdrper ein humanisierter An-
tikdrper oder ein Fragment davon ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der humanisierte Antikorper oder das Fragment davon eine leichte
Kette von SEQ ID Nr. 11 und eine schwere Kette von SEQ ID Nr. 12 umfasst.

8. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der humanisierte Antikérper oder das Fragment davon eine leichte
Kette von SEQ ID Nr. 11 und eine schwere Kette von SEQ ID Nr. 16 umfasst.

9. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der humanisierte Antikérper oder das Fragment davon eine leichte
Kette, die eine variable Region von SEQ ID Nr. 7 aufweist, und eine schwere Kette umfasst, die eine variable
Region von SEQ ID Nr. 14 aufweist.

10. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Antikdrper ein Fragment ist.

11. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Antikérper ein Einzelketten-Antikorper ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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