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(57) Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
die Verwendung von Mimotopen bei der
Behandlung von B-Amyloidosen, ein-
schlieRlich, aber nicht ausschlieflich Alz-
heimer-Krankheit, wobei die Mimotope die
in-vivo-Bildung von Antikdrpern induzieren
kénnen, die gegen nicht trunkiertes AR1-
40/42 sowie die N-terminal trunkierten For-
men ARpE3-40/42, AR3-40/42, AR11-
40/42, ARpE11-40/42 und AR14-40/42
gerichtet sind, ohne die physiologischen
Funktionen der APP-Signalisierung zu sto-
ren.
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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von
Mimotopen bei der Behandlung von B-Amyloidosen, einschlieBlich,
aber nicht ausschlieBlich Alzheimer-Krankheit, wobei die Mimoto-

pe die in-vivo-Bildung von Antikdrpern induzieren kénnen, die

gegen nicht trunkiertes ABR1-40/42 sowie die N-terminal trunkier-
ten Formen ABpE3-40/42, AR3-40/42, AR11-40/42, ABRpE11-40/42 und
AR14-40/42 gerichtet sind, ohne die physiologischen Funktionen

der APP-Signalisierung zu stdren.
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Pravention,
Behandlung und Diagnose von mit B-Amyloid-Bildung und/oder
~-Anhdufung (P-Amyloidosen) assoziierten Erkrankungen. Genauer
gesagt schafft die vorliegende Erfindung neue Mimotope, die eine
gegen B-Amyloid und N-terminal trunkierte und/oder posttrans-
latorisch modifizierte PB-Amyloid-Fragmente gerichtete Immun-
antwort ausl&sen, und neue Antikdrper, die diese Mimotope

erkennen, sowie Af-Peptide zur Verwendung bei der Pr&dvention,

Behandlung und Diagnose von mit B-Amyloid-Bildung und/oder
~Anhdufung assoziierten Erkrankungen.

Verschiedene degenerative Erkrankungen sind durch die ab-
erante Polymerisation und Akkumulation bestimmter Proteine, so
genannte Proteopathien, gekennzeichnet. Die vorliegende Erfin-
dung bezieht sich auf die Pravention, Behandlung und Diagnose
von mit P-Amyloid-Proteinen assoziierten Proteopathien, die un-
ter der Bezeichnung B-Amyloidosen zusammengefasst sind. Die pro-
minenteste Form von P-Amyloidose ist Alzheimer-Krankheit (AD).
Weitere Beispiele inkludieren Demenz mit Levy-Kdrperchen und De-
menz bei Down-Syndrom, sind aber nicht darauf beschrankt.

AD ist die tliblichste Form von Demenz beim Menschen. Bisher
gibt es keine wirksame Behandlung, um die progressive Neuro-
degeneration und den damit verbundenen kognitiven Verfall bei
Humanpatienten zu stoppen. AD ist durch die abnorme Akkumulation
von extrazelluldren Amyloidplaques gekennzeichnet - was in engem ’
Zusammenhang mit extensiver Astrozytose und Mikrogliose sowie
dystrophen Neuronen und Neuronenverlust steht. Diese Amyloid-
plagues bestehen zum GroBteil aus den Amyloid-f-Peptiden AR40
und AR42 (AB; abgeleitet von APP (gi:112927), die sich vom Amy-
loid-Vorlauferprotein (APP) herleiten, welches bei verschiedenen
Zelltypen im Nervensystem exprimiert wird. Man glaubt, dass AfR-
Peptide direkt an der Pathogenese und Progression von AD betei-
ligt sind. Daher ist bei einer Reduktion der Af-Last im Gehirn
eine Verzodgerung oder ein Halt der Krankheitsprogression zu er-
warten, und sie kénnte auch den kognitiven Verfall bei AD-Pati-
enten stoppen.

APP wird normalerweise mit Hilfe von zwei Spaltungsschrit-
ten zur Bildung der derzeit bekannten Formen von Abeta
x-40/42/43 verarbeitet. Die erste Spaltung erfolgt durch die so
genannten beta-Stellen-APP-Spaltenzyme 1 und 2 (BACEl und
BACE2); der zweite proteolytische Schritt wird mit Hilfe des
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gamma-Sekretase-Komplexes durchgefiihrt.

BACE-Enzyme erkennen zwei Stellen im N-terminalen Teil des
prasumptiven AB-Peptids, und die proteolytische Aktivitdt von
BACE fihrt zur Bildung von Abeta 1-X bzw. 11-X. So wird durch
BACE-vermittelte APP-Verarbeitung eine Vielzahl von verschiede-

nen AB-Spezies mit Abeta 1-40/42 voller Lange als Hauptbeteilig-
ten geschaffen. Gamma-Sekretase-Aktivitat fidhrt zur Produktion
von 3 Hauptfragmenten: AB1-40/42/43. Sobald diese Peptide produ-

ziert sind, werden sie mit Aminopeptidasen weiter verarbeitet,

was in ihrem anschlieBenden schrittweisen Abbau resultiert. Die-
se weiteren Schritte fihren zur Bildung von anderen Formen wie
beispielsweise AR3-40/42.

Die dritte Familie von proteolytischen Enzymen, die an der
APP-Verarbeitung beteiligt ist, ist die so genannte alpha-Sekre-
tase-Familie (ADAM ('eine Disintegrin- und Metalloprotease')-Fa-
mile). Alpha-Sekretasen spalten das Amyloid-Vorlauferprotein
(APP) in seiner transmembranen Region (zwischen aal6 und aal’
der AR-Peptidsequenz) und schlieBen die Bildung von AP-Peptiden
aus. Somit ist die alpha-Sekretase-Spaltung der entscheidende
Schritt fiur nicht-amyloidogene APP-Verarbeitung. Im Speziellen
resultiert die alpha-Sekretase-Spaltung in der Freisetzung einer
sekretierten Form, genannt sAPP-alpha. Man glaubt, dass sAPP-al-
pha ausreicht, um die meisten physiologischen Funktionen von APP
zu vermitteln, und es kann als Signalmolekiil dienen. Anzeichen
legen nahe, dass die sezernierte Ektodomdne eine Rolle beim
Wachstum von kultivierten Fibroblasten spielt. Es wurde gefun-
den, dass sAPP neuroprotektiv flir kultivierte primdre Neuronen
ist, wobei es durch Glukoseentzug verursachte Erhohungen der in-
trazelluldren Ca2+-Level verhindert und die exzitotoxische
Schwelle von Glutamat erhoéht sowie axonales und dendritisches
Wachstum vermittelt.

Beim Menschen entsteht durchschnittlich 60-85% des Amyloid-
plaquematerials durch APR40/42-Derivate, die N-terminal trunkiert
und hdufig modifiziert sind. Die relativen Mengen von N-terminal
trunkierten AR-Spezies sind hinsichtlich Af-Level, Mutationen
und BACE-Aktivit&dt variabel. Die am haufigsten auftretenden
trunkierten Formen von AR sind AR3-40/42 und AB11-40/42, von de-
nen man glaubt, dass sie bis zu 50% aller trunkierten Formen
ausmachen. Das bedeutet, dass diese Isoformen 24-50% aller Amy-
loid-Peptide in AD-Gehirnen bilden. Beide Peptide enthalten
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einen N-terminalen Glutamatrest, der hdufig enzymatisch zu Pyro-
glutamat modifiziert wird, was zur Bildung von AB3(pE)-40/42
bzw. ARl1(pE)-40/42 fihrt. Weil der Aminoterminus von Abeta-
3(pE)- und -11(pE)-Peptiden durch internes Laktam blockiert

wird, ist er vor der proteolytischen Wirkung von anderen Amino-
peptidasen als Pyroglutamat-spezifischen geschiitzt und kann so-
mit in Geweben stabil bleiben. Dariber hinaus koénnen N-terminal
trunkierte Amyloid-Varianten beginnend in Position 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 oder 10 von beta-Amyloid bei AD-Patienten nachgewie-
sen werden. Diese Formen sind hdufig posttranslatorisch modifi-
ziert, z.B. durch Methylierung.

Schon frither wurde gezeigt, dass trunkierte und modifizierte
Peptide in Nervengewebe stabiler sind als AP voller Lange. Dar-
iber hinaus sind N-terminal trunkierte Formen von AB amyloidoge-
ner als nicht modifizierte APB-Peptide, weshalb die Plaque-
bildungsrate erhéht ist, und sie zeigen auch neurotoxische Akti-
vitdt bei der Applikation auf kultivierte Neuronen sowie bei in-
vivo-Versuchen. Trunkierte Formen von AP konnen bereits in dif-
fusen Ansammlungen von AR in frihen Stadien von AD nachgewiesen
werden und kénnten an frither Plaquebildung beteiligt sein, da
sie in vivo als Einzelkeime agieren. Aufgrund dieser Wirkungen
wird vermutet, dass AR-x-40/42-Peptide Plaquebildung auslosen
und/oder beschleunigen kdénnen, vielleicht indem sie als keimende
Zentren wirken, die die anschlieflende Ablagerung von relativ we-
niger amyloidogenen, aber offensichtlich hdufigeren APB-Peptiden
voller Lange fordern. Weiters gibt es zwingende Beweise dafir,
dass das Auftreten von N-terminal trunkierten AP-Spezies mit ei-
ner erhdhten Schwere und einem frithen Einsetzen von Neurodegene-
ration bei sporadischer und familidrer Alzheimer-Krankheit sowie
bei Down-Syndrom-Patienten korreliert. Daten von solchen Patien-
ten implizieren eine Verbindung zwischen der frihen Bildung von
trunkierten AR-Spezies und dem Einsetzen sowie der Progression
der Krankheit. In Summe deuten diese Erkenntnisse darauf hin,
dass die N-terminale Heterogenitat von Af-Peptiden, von der
nachgewiesen wurde, dass sie sowohl in vitro als auch im AD-Ge-
hirn auftritt, die AR-Ablagerung in Plaques beschleunigen kann.
Somit kdnnen proteolytische Ereignisse, die zur Spaltung von APP
innerhalb der N-terminalen Domdne von A beitragen, von erhebli-
cher Signifikanz bei der Pathogenese von AD und verwandten Sto-

rungen sein.
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Angesichts dieser Erkenntnisse scheint es wichtig, die Menge
dieser Peptidspezies bei AD-Patienten zu verringern, um die
Progression der Krankheit zu verdndern und die Toxizitat sowie
den einhergehenden kognitiven Verfall zu reduzieren. Eine
optimale AD-Vakzine sollte daher eine Immunantwort auslésen, die
in der Lage ist, die prominentesten Formen von AB-Peptiden
anzuvisieren, die im Gehirn von AD-Patienten vorhanden sind,
namlich AP1-40/42, AR3-40/42 sowie AR3(p)E-40/42 und AB11-40/42
sowie AB11(p)E-40/42, ohne dabei physiologische Funktionen der
APP-Signalisierung, insbesondere die Funktionen von sAPP-alpha,
zu stodren.

Eine immunotherapeutische Behandlung unter Verwendung von
aktiven und passiven Immunisierungsstrategien zur Abzielung auf
AR voller Linge fiihrte zu einer Reduktion von AB-Plaques und
zeigte glinstige Auswirkungen auf die Progression der Krankheit
in AD-Tiermodellen. Alle in Mausmodellen getesteten aktiven
Vakzinationsansiatze verwendeten APB40/42 voller Lange oder
Fragmente, die die native Sequenz von AP enthielten.

Der klinische erste-Phase-IIa-Impftestlauf bei AD-Patienten
unter Verwendung von AR42 voller Liange als Antigen musste jedoch
aufgrund schwerer neuroentzindlicher Nebenwirkungen ein-
schlieBflich der Infiltration von autoreaktiven T-Zellen in das
Gehirn abgebrochen werden (Nicoll, J.A. et al. 2003 Nat Med
9:448-452; Bayer, A.J., et al. 2005 Neurology 64:94-101).
Nichtsdestotrotz zeigten Studien, die die klinischen Wirkungen
bei mit AN-1792 behandelten Patienten untersuchten, dass
Patienten, die eine Antikdérperantwort gegen AB42 entwickelten,
aber nicht an Meningoenzaphalitis litten, bei kognitiven Tests
besser abschnitten als nicht ansprechende Patienten, was darauf
hinweist, dass die Immuntherapie ein sehr niitzlicher
Behandlungsansatz bei AD sein konnte.

Was aber am wichtigsten ist, so zeigten aktuelle Ergebnisse
aus Autopsiefdllen zur Untersuchung von Patienten, die eine
AN1792-Impfung erhielten, dass das Gehirn von APB-Spezies voller
Lange frei wurde, N-terminal trunkierte AB-Formen aber bestehen
blieben (Nicoll, J.A., et al. 2006 J Neuropathol Exp Neurol
65:1040-1048) . Das unterstreicht die Notwendigkeit der Erfindung
von neuen Vakzinen, die sowohl auf das AP voller Lange als auch
auf N-terminal trunkierte und modifizierte Formen dieses

Molekilils abzielen.
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Die Induktion einer Immunantwort gegen AB40/42-Peptide beim
Menschen kann zwar in den kognitiven Verfall von AD-Patienten
eingreifen, eine sichere Alzheimer-Vakzine muss jedoch die
Bildung von autoreaktiven T-Zellen vermeiden. Eine Vakzination
unter Verwendung von nativen AR40/42-Peptiden oder Fragmenten
davon leidet am inharenten Risiko der Induktion einer Autoimmun-
erkrankung bei den Patienten, da die Immunantwort nicht aus-
schlieBlich auf AR abgezielt werden kann.

Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, Verbindungen und
Medikamente zur Verfigung zu stellen, die zur Behandlung
und/oder Pravention von Alzheimer-Krankheit verwendet werden
kénnen. Diese Verbindungen sollten bei Verabreichung an ein
Individuum kein oder ein signifikant reduziertes Risiko der
Induktion von Autoimmunerkrankungen aufweisen. GemdR einem
weiteren Ziel der vorliegenden Erfindung kann diese Verbindung
die in-vivo-Bildung von Antikérpern in einem Individuum
induzieren, die gegen trunkierte und/oder stabilisierte Formen
von AR gerichtet sind, welche lblicherweise die Hauptbestand-
teile von Amyloidablagerungen sind.

Daher betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von

mindestens einer Verbindung mit der Aminosduresequenz
(X1) nGX2X3X ¢ FX5Xg (X7) n (Formel I),
worin

X; Serin (S), Alanin (A) oder Cystein (C) ist,

X, Serin (S), Threonin (T), Glutaminsdure (E), Asparagin-
sidure (D), Glutamin (Q) oder Methionin (M) ist,

X3 Isoleucin (I), Tyrosin (Y), Methionin (M) oder Leucin (L)
ist,

X, Leucin (L), Arginin (R), Glutamin (Q), Tryptophan (W),
Valin (V), Histidin (H), Tyrosin (Y), Isoleucin (I), Lysin
(K) Methionin (M) oder Phenylalanin (F) ist,

Xs Alanin (A), Phenylalanin (F), Histidin (H), Asparagin
(N), Arginin (R), Glutaminsdure (E), Isoleucin (I), Glutamin
(Q), Asparaginsdure (D), Prolin (P) oder Tryptophan (W),
Glycin (G) 1ist,

Xs jeder Aminosdurerest ist,

X7 Cystein (C) ist,
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m und n unabhdngig voneinander 0 oder 1 sind,

welche Verbindung eine Bindungskapazitat an einen Antikdrper
aufweist, der spezifisch fir ein Epitop des Amyloid-beta-Peptids
(AB) umfassend die Aminosduresequenz HQKLVF und/oder HQKLVFFAED
ist, zur Herstellung eines Medikaments zur Prdvention und/oder
Behandlung von Alzheimer-~Krankheit.

Die hierin pré&sentierte Erfindung bezieht sich auf Antigene,
die keine Sequenzen des nativen APR-Peptids enthalten, sondern
vielmehr die Struktur von Neocepitopen von AR nachahmen, welche
nicht durch Mimotope nachgewiesen werden kénnen, wie sie in der
WO 2004/062556 beschrieben sind,. Eine derartige Mimotop-
basierte AD-Vakzine induziert daher Antikdrperantworten, die
ausschlieBlich mit den oben genannten pathologischen Af-
Molekilen, nicht aber mit parentalen Strukturen reagieren. Was
wichtig ist: die von diesen Mimotopen induzierte Immunantwort
interagiert nicht mit APP voller Lange und mit sekretiertem APP-
alpha (sAPP-alpha), und somit beh&dlt die Vakzine die normalen
physiologischen Funktionen beider Molekiile bei. Weiters ent-
halten Mimotope keine potentiellen T-Zellen-Selbstepitope und
vermeiden die Induktion von schadlichen autoreaktiven T-Zellen.

Es hat sich ilberraschend gezeigt, dass eine Verbindung mit
einer Aminosduresequenz der Formel I die in-vivo-Bildung von
Antikoérpern induzieren kann, die gegen die nicht trunkierten AB-
Formen AR1-40/42 und N-terminal trunkierte Formen wie AB3-40/42,
AB(pE)3-40/42, nicht modifiziertes AR11-40/42, modifiziertes
ABp(E)11-40/42 bzw. ABRl4-40/42 und auch gegen weitere N-terminal
trunkierte und posttranslatorisch modifizierte Amyloidvarianten
beginnend in Position 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 oder 10 von AP
gerichtet sind. Zudem induzieren diese Mimotope keine Kreuz-
reaktivitdt mit den in sAPP-alpha nach der Abspaltung von APP
vorhandenen Neoepitopen und stdren daher die normale sAPP-alpha-
Signalisierung nicht.

Die durch die Vakzination der erfindungsgemaBen Molekiile
(Mimotope) gebildeten Antikdrper koénnen an die oben angefihrten
AB-Fragmente binden, was zu einem Zerfall von Af-Plaques fiihrt.

Formel I und II und alle anderen hierin offenbarten Peptid-
molekiile ahmen die natlirlich vorkommenden AB-Peptide und die
Varianten AB-40/42, ABpE3-40/42, AB3-40/42 und AP11-40/42, |
ARpE11-40/42 und AR14-40/42 nach, so dass Verbindungen mit den
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hierin offenbarten Aminosduresequenzen die Bildung von ent-
sprechenden Antikérpern induzieren koénnen. Dariiber hinaus kénnen
N-terminal trunkierte und posttranslatorisch modifizierte
Amyloidvarianten beginnend in Position 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 oder
10 von AB ebenso gut von solchen Antikérpern nachgewiesen
werden.

GemaR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden
Erfindung umfasst die Verbindung ein Peptid mit einer Amino-
sduresequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SGEYVFH(C),
SGQLKFP (C), SGQIWFR(C), SGEIHFN(C), GQIWFIS(C), GQIIFQS(C),

(
GQIRFDH(C), GEMWFAL(C), GELQFPP(C), GELWFP(C), GEMQFFI(C),
GELYFRA(C), GEIRFAL(C), GMIVFPH(C), GEIWFEG(C), GDLKFPL(C),
GQILFPV(C), GELFFPK(C), GQIMFPR(C), GSLFFWP(C), GEILFGM(C),
GQLKFPF(C), GTIFFRD(C), GQIKFAQ(C), GTLIFHH(C), GEIRFGS(C),
GQIQFPL (C), GEIKFDH(C), GEIQFGA(C), GELFFEK(C), GEIRFEL(C),
GEIYFER(C), SGEIYFER(C), AGEIYFER(C) und (C)GEIYFER.

Besonders bevorzugte Verbindungen der vorliegenden Erfindung
unfassen die bzw. bestehen aus den oben identifizierten Amino-
sduresequenzen, wobei der C-Terminus des Peptids gegebenenfalls
einen Cysteinrest (angezeigt durch Klammern) enthalten kann, so
dass die erhaltene Verbindung z.B. an ein Tragermolekil
gekoppelt werden kann. Es ist jedoch auch moglich, einen
Cysteinrest an den N-Terminus des Peptids anzuhdngen.

Gemdal einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung ist die Aminosduresequenz ausgewdhlt aus
der Gruppe bestehend aus GELWFP(C), GEIWFEG(C), GEIYFER(C),
GEILFGM(C), GEIKFDH(C), GEIQFGA(C) (von denen alle
konkurrierende Peptide sind) und

GEIKFDH(C), GEIRFGS(C), SGQLKFP(C), SGQIWFR(C), SGEIHFN(C),
GELWFP(C), GEIWFEG(C), GEIYFER(C), GEIQFGA(C), SGEYVFH(C) (von
denen alle in vivo die Bildung von Antikdrpern induzieren
konnen, die gegen die oben angefiihrten AR-Peptide gerichtet
sind) .

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
Verwendung von mindestens einer Verbindung mit der Aminosdure-

sequenz

(X1) nHX2X3X4XsFXg (X7) n (Formel II),

worin
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X; Serin (S), Threonin (T) oder Cystein (C) ist,
(T) oder Methionin (M) ist,

X3 Lysin (K) oder Arginin (R) ist,

X, Leucin (L), Methionin (M) ist,

Xs Tryptophan (W), Tyrosin (Y), Phenylalanin (F) oder Iso-

X, Glutamin (Q), Threonin

leucin (I) ist,

Xs Asparagin (N), Glutaminsdure (E), Alanin (A) oder Cystein
(C) ist,

X7 Cystein (C) ist,

n und m unabhdngig voneinander 0 oder 1 sind,

welche Verbindung eine Bindungskapazitdt an einen Antikérper
aufweist, der spezifisch fir ein Epitop des Amyloid-beta-Peptids
(AB) umfassend die Aminosduresequenz HQKLVF und/oder HQKLVFFAED
ist, zur Herstellung eines Medikaments zur Pr&dvention und/oder
Behandlung von Alzheimer-Krankheit.

Die Verabreichung einer Verbindung umfassend eine Amino-
sauresequenz der Formel II bewirkt eine Immunantwort gegen
dieselben nicht trunkierten und trunkierten und posttrans-
latorisch modifizierten Formen von AP sie die Verbindungen mit
einer Aminosduresequenz der Formel I.

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung umfasst die Verbindung ein Peptid mit einer Amino-
sduresequenz ausgewdahlt aus der Gruppe bestehend aus SHTRLYF(C),
HMRLFFN(C), SHQRLWF(C), HQKMIFA(C), HMRMYFE(C), THQRLWE(C) und
HQKMIF (C), vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus SHTRLYF(C),
HMRLFEFN(C), HQKMIFA(C), HMRMYFE(C), THQRLWF(C) (von denen alle
in vivo die Bildung von Antikorpern induzieren koénnen, die gegen
AR-Peptide gerichtet sind).

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
Verwendung von mindestens einer Verbindung mit einer Aminosaure-
sequenz ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus AIPLFVM(C),
KLPLFVM(C), QLPLFVL(C) und NDAKIVF(C) zur Herstellung eines
Medikaments zur Pravention und/oder Behandlung von Alzheimer-
Krankheit.

Jede der erfindungsgem&Ben Verbindungen kann die in-vivo-
Bildung von Antikorpern induzieren, die gegen Peptide, welche
von APB40/42 einschlieBlich AR1-40/42 abgeleitet sind, und N-
terminal trunkierte Formen wie AR3-40/42, AR (pE)3-40/42, nicht
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modifiziertes AR11-40/42, modifiziertes ABRp(E)11-40/42 bzw.
AB14-40/42 gerichtet sind. Da die erfindungsgemdBen Verbindungen
durch einen gegen die Aminosdurereste 14 bis 19 von AR
gerichteten Antikorper isoliert werden, kénnen die erfindungs-
gemafen Verbindungen die Bildung von Antikdrper induzieren, die
an Trunkationen des AR-Peptids, beginnend mit der Aminosaure-
position 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 oder 14 der AR-
Peptide, binden konnen. Daher eignen sich diese Verbindungen
besonders gut zur Behandlung und/oder Prdvention von AD, weil
die Verabreichung von zumindest einer dieser Verbindungen zur
Bildung von Antikdrpern fuhrt, die die wichtigsten AB-Formen,
namlich AB1-40/42, ARpE3-40/42 und AR3-40/42, erkennen koénnen.
Diese Mimotope versagen weiters bei der Induktion einer Kreuz-
reaktivitdt mit den in sAPP-alpha nach der Abspaltung von APP
vorhanden Neoepitopen und stdren somit nicht die normale sAPP-
alpha-Signalisierung.

Die erfindungsgemdBen Verbindungen, insbesondere die
erfindungsgemidBen Peptide, konnen an ihrem N-Terminus durch eine
Acylierungs- und/oder eine Acetylierungsreaktion weiter
modifiziert werden. Beispielsweise umfasst eine besonders
bevorzugte Verbindung die Aminosduresequenz AC-GEIYFER(C).

Gemdl der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Ausdruck
,Mimotop"“ auf ein Molekiil, das eine Konformation mit einer
Topologie &dquivalent zu dem Epitop aufweist, von dem es eine
Mimikry ist. Das Mimitop bindet an dieselbe Antigen-bindende
Region eines Antikdrpers, der immunspezifisch an ein gewlinschtes
Antigen bindet. Das Mimotop ruft eine immunologische Antwort in
einem Wirt hervor, die auf das Antigen reagiert, von dem es eine
Mimikry ist. Bei in-vitro-Inhibitionsassays (z.B. ELISA-
Inhibitionsassays), bei denen das Epitop und ein an dieses
Epitop bindender Antikérper involviert sind, kann das Mimotop
auch als Konkurrent fir das Epitop fungieren, von dem es eine
Mimikry ist. Ein erfindungsgemdfes Mimotop muss aber nicht
unbedingt die Bindung des Epitops, von dem es eine Mimikry ist,
in einem in-vitro-Inhibitionsassay verhindern bzw. mit diesem
konkurrieren, auch wenn es bei Verabreichung an einen Sauger
eine spezifische Immunantwort induzieren kann.

Wie hierin verwendet, bezieht sich der Ausdruck ,Epitop™ auf
eine immunogene Region eines Antigens, das von einem bestimmten

Antikorpermolekil erkannt wird. Im allgemeinen besitzt ein
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Antigen ein oder mehr Epitope, von denen jedes einen Antikorper
binden kann, der das bestimmte Epitop erkennt.

Die Mimotope der vorliegenden Erfindung kdénnen mit Hilfe von
chemischen Syntheseverfahren synthetisch hergestellt werden, die
auf dem Gebiet gut bekannt sind, u.zw. entweder als isoliertes
Peptid oder als Teil eines anderen Peptids oder Polypeptids.
Alternativ kann das Peptidmimotop in einem Mikroorganismus
produziert werden, der das Peptidmimotop produziert, das dann
isoliert und gewiinschtenfalls weiter gereinigt wird. Das Peptid-
mimotop kann in Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen oder
Pilzen, in eukaryotischen Zellen wie einer S&uger- oder einer
Insektenzelle, oder in einem rekombinanten Virusvektor wie
Adenovirus, Pockenvirus, Herpesvirus, Simliki-Forest-Virus,
Baculovirus, Bakteriophage, Sindbis-Virus oder Sendai-Virus
hergestellt werden. Geeignete Bakterien zur Herstellung des
Peptidmimotops inkludieren E.coli, B.subtilis oder jedes andere
Bakterium, das Peptide wie das Peptidmimotop exprimieren kann.
Geeignete Hefearten zur Expression des Peptidmimotops
inkludieren Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Candida, Pichia pastoris oder jede andere Hefe, die Peptide
exprimieren kann. Entsprechende Verfahren sind auf dem Gebiet
gut bekannt. Auch Verfahren zum Isolieren und Reinigen von
rekombinant hergestellten Peptiden sind auf dem Gebiet gut
bekannt und inkludieren z.B. Gelfiltration, Affinitadtschromato-
grafie, Ionenaustauschchromatografie etc..

Um die Isolierung des Peptidmimotops zu erleichtern, kann
ein Fusionspolypeptid erzeugt werden, wobei das Peptidmimotop
translatorisch mit einem heterologen Polypeptid verschmolzen
(kovalent gekoppelt) wird, das die Isolierung mittels
Affinitatschromatografie erméglicht. Typische heterologe
Polypeptide sind His-Tag (z.B. His¢; 6-Histidinreste), GST-Tag
(Glutathion-S-Transferase) etc.. Das Fusionspolypeptid
erleichtert nicht nur die Reinigung der Mimotope, sondern kann
auch verhindern, dass das Mimotoppolypeptid wdhrend der
Reinigung abgebaut wird. Wird eine Entfernung des heterologen
Polypeptids nach der Reinigung gewlinscht, kann das Fusions-
polypeptid eine Spaltstelle an der Verbindung zwischen dem
Peptidmimotop und dem heterologen Polypeptid aufweisen. Die
Spaltstelle besteht aus einer Aminosduresequenz, die mit einem

fir die Aminosduresequenz an dieser Stelle spezifischen Enzym
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(z.B. Proteasen) gespalten wird.

Die erfindungsgemdfen Mimotope kdnnen auch an oder nahe
ihres N~ und/oder C-Terminus modifiziert werden, so dass in
diesen Positionen ein Cysteinrest daran gebunden wird. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform werden terminal positionierte (am N-
und C-Terminus des Peptids befindliche) Cysteinreste zur
Zyklisierung der Peptide durch eine Disulfidbindung verwendet.

Die erfindungsgeméfien Mimotope kénnen auch in verschiedenen
Tests und Sets, insbesondere immunologischen Tests und Sets,
verwendet werden. Daher wird besonders bevorzugt, dass das
Mimotop Teil eines anderen Peptids oder Polypeptids,
insbesondere eines Enzyms, sein kann, welches als Reporter in
immunologischen Tests verwendet wird. Solche Reporterenzyme
inkludieren z.B. Alkaliphosphatase oder Meerrettich-Peroxidase.

Die erfindungsgemdBen Mimotope sind vorzugsweise antigene
Polypeptide, die sich in ihrer Aminosduresequenz von der
Aminosauresequenz von AP oder von Af-Fragmenten unterscheiden.
Diesbezliglich konnen die erfindungsgemédBen Mimotope nicht nur
Aminosduresubstitutionen eines oder mehrerer natirlich vor-
kommender Aminosdurereste, sondern auch eine oder mehr nicht
natirliche Aminosduren (d.h. nicht von den 20 ,klassischen"“
Aminosduren) aufweisen, oder sie kdonnen zur Ganze aus solchen
nicht natirlichen Aminosduren zusammengesetzt sein. AuBerdem
konnen die erfindungsgemdfien Antigene, die Antikdrper
induzieren, welche gegen 1-40/42, APBpE3-40/42, ABR3-40/42,
AB11-40/42, ABpE11-40/42 und AP14-40/42 (und andere N-terminal
trunkierte Formen von AP beginnend von den Aminosdurepositionen
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 und 13) gerichtet sind und an
diese binden, aus D- oder L-Aminosduren oder DL-Aminosdure-
Kombinationen zusammengesetzt und gegebenenfalls durch weitere
Modifikationen, Ringschliefungen oder Derivatisierungen
verandert worden sein. Geeignete Antik®drper induzierende
Antigene konnen von handelsiliblichen Peptidbibliotheken zur
Verfigung gestellt werden. Vorzugsweise sind diese Peptide
mindestens 7 Aminosduren lang, und bevorzugte Langen kénnen bis
zu 16, vorzugsweise bis zu 14 oder 20 Aminosduren (z.B. 5 bis 16
Aminosdurereste) aufweisen. ErfindungsgemdB kodénnen jedoch auch
langere Peptide sehr gut als Antikorper induzierende Antigene
eingesetzt werden. Weiters koénnen die erfindungsgemdfen Mimotope

auch Teil eines Polypeptids sein und in der Folge an ihrem N-
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und/oder C-Terminus mindestens einen weiteren Aminosiurerest
aufweisen.

Zur Herstellung der erfindungsgemidfen Mimotope (d.h. der
hierin offenbarten Antikdrper induzierenden Antigene) sind
natlirlich auch Phagenbibliotheken, Peptidbibliotheken geeignet,
die beispielsweise mittels kombinatorischer Chemie erzeugt oder
mit Hilfe von Hochdurchsatz-Screening-Methoden fiir die unter-
schiedlichsten Strukturen erhalten werden (Display: A Laboratory
Manual by Carlos F. Barbas (Editor), et al.; Willats WG Phage
display: practicalities and prospects. Plant Mol. Biol. 2002
Dec.; 50(6):837~54).

Weiters konnen erfindungsgemdB auch anti-AR1-40/42-,
-ARBpE3-40/42-, -AR3-40/42-, -AB11-40/42-, -APpE11-40/42- und
-AB14-40/42-Antikdrper induzierende Antigene basierend auf
Nukleins&uren (,Aptamere") verwendet werden, und auch diese sind
in den verschiedensten (Oligonukleotid-) Bibliotheken (z.B. mit
2-180 Nukleinsdureresten) zu finden (z.B. Burgstaller et al.,
Curr. Opin. Drug Discov. Dev. 5(5) (2002), 690-700; Famulok et
al., Acc. Chem. Res. 33 (2000), 591-599; Mayer et al., PNAS 98
(2001), 4961-4965, etc.). Bei Antikorper induzierenden Antigenen
basierend auf Nukleinsduren kann das Nukleinsidure-Grundgeriist
z.B. durch die natiirlichen Phosphordiester-Verbindungen oder
auch durch Phosphorthiocate oder Kombinationen oder chemische
Variationen (z.B. als PNA) zur Verfiigung gestellt werden, wobei
erfindungsgemdf als Basen in erster Linie U, T, A, C, G, H und
mC eingesetzt werden koénnen. Die 2'-Reste der Nukleotide, die
erfindungsgemdll verwendet werden kénnen, sind vorzugsweise H,
OH, F, Cl, NH;, O-Methyl, O-Ethyl, O-Propyl oder O-Butyl, wobei
die Nukleinsduren auch unterschiedlich modifiziert sein konnen,
d.h. mit Schutzgruppen, wie sie lblicherweise bei der Oligo-
nukleotid-Synthese verwendet werden. Somit sind Aptamer-basierte
AntikOrper induzierende Antigene auch bevorzugte Antikérper
induzierende Antigene im Rahmen der vorliegenden Erfindung.

Gemdll einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden
Erfindung ist die Verbindung an einen pharmazeutisch akzeptablen
Trager, vorzugsweise KLH (Keyhole-Limpet-Hemocyanin), Tetanus-
toxoid, Albumin bindendes Protein, Rinderserumalbumin, ein
Dendrimer (MAP; Biol. Chem. 358: 581), Peptidlinker (oder
flankierende Regionen) sowie die Adjuvanzien, die in Singh et
al., Nat. Biotech. 17 (1999), 1075-1081 (insbesondere in Tabelle

NACHGEREICHT




- 13 -

1 dieses Dokuments) und in O'Hagan et al., Nature Reviews, Drug
Discovery 2 (9) (2003), 727-735 (insbesondere die darin
beschriebenen endogenen immunpotenzierenden Verbindungen und
Abgabesysteme) beschrieben sind, oder Mischungen davon
gekoppelt. Die Konjukationschemie (z.B. iliber heterobi-
funktionelle Verbindungen wie GMBS und natiirlich auch andere wie
in ,, Bioconjugate Techniques”, Greg T. Hermanson, beschrieben)
kann dabei aus dem Fachmann bekannten Reaktionen ausgewdhlt
werden. AuBRerdem kann die Vakzinezusammensetzung mit einem
Adjuvans, vorzugsweise einer leicht 1l&slichen Aluminiumzusammen-
setzung, insbesondere Aluminiumhydroxid, formuliert werden.
Selbstverstdndlich koénnen auch Adjuvanzien wie MF59 Aluminium-
phésphat, Calciumphosphat, Zytokine (z.B. IL-2, IL-12, GM-CSF),
Saponine (z.B. QS21), MDP-Derivate, CpG-Oligos, LPS, MPL,
Polyphosphazene, Emulsionen (z.B. Freund's, SAF), Liposome,
Virosome, Iscome, Cochleate, PLG-Mikroteilchen, Poloxamer-
teilchen, virusartige Teilchen, hitzelabiles Enterotoxin (LT),
Choleratoxin (CT), mutante Toxine (z.B. LTK63 und LTR72),
Mikroteilchen und/oder polymerisierte Liposome verwendet werden.

Die erfindungsgemdfe Verbindung ist vorzugsweise iiber einen
Linker ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus NHS-Poly (Ethy-
lenoxid) (PEO) (z.B. NHS-PEO,-Maleimid) an den Triger bzw. das
Adjuvans gebunden.

Eine die vorliegende Verbindung (Mimotop) und den pharma-
zeutisch akzeptable Trager umfassende Vakzine kann mittels jeder
geeigneten Applikationsmethode, z.B. i.d., i.v., i.p., i.m.,
intranasal, oral, subkutan etc. und in jeder geeigneten Abgabe-
vorrichtung (O'Hagan et al., Nature Reviews, Drug Discovery 2
(9), (2003), 727-735) verabreicht werden. Die erfindungsgemiBe
Verbindung ist vorzugsweise fiir intravendse, subkutane, intra-
dermale oder intramuskuldre Verabreichung formuliert (siehe z.B.
“Handbook of Pharmaceutical Manufacturing Formulations”,
Sarfaraz Niazi, CRC Press Inc, 2004).

Das erfindungsgemédffe Medikament (die erfindungsgemidBe
Vakzine) enthdlt die erfindungsgemdBe Verbindung in einer Menge
von 0,1 ng bis 10 mg, vorzugsweise 10 ng bis 1 mg, insbesondere
100 ng bis 100 pg, oder alternativ z.B. 100 fmol bis 10 pmol,
vorzugsweise 10 pmol bis 1 pmol, insbesondere 100 pmol bis
100 nmol. Typischerweise kann die Vakzine auch Hilfsstoffe, z.B.
Puffer, Stabilisatoren etc. enthalten.
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Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich
auf ein Peptid mit oder bestehend aus einer Aminosduresequenz
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus SHTRLYF(C), SGEYVFH(C),
SGQLKFP(C), SGQIWFR(C), SGEIHFN(C), GQIWFIS(C), NDAKIVF(C),
GQITIFQS(C), GQIRFDH(C), HMRLFFN(C), GEMWFAL(C), GELQFPP(C),
GELWFP(C), SHQRLWF(C), HQKMIFA(C), GEMQFFI(C), GELYFRA (C),

GEIRFAL(C), GMIVFPH(C), GEIWFEG(C), GEIYFER(C), AIPLFVM(C),

GDLKFPL(C), GQILFPV(C), GELFFPK(C), GQIMFPR(C), HMRMYFE (C),

GSLFFWP(C), GEILFGM(C), GQLKFPF(C), KLPLFVM(C), GTIFFRD(C),

THORLWEF' (C) , GQIKFAQ(C), GTLIFHH(C), GEIRFGS(C), GQIQFPL(C),

GEIKFDH(C), GEIQFGA(C), QLPLFVL(C), HQKMIF(C), GELFFEK(C),
(

’
GEIRFEL(C), AcGEIYFER(C), SGEIYFER(C), AGEIYFER(C) und
(C)GEIYFER. Wie durch die Verwendung der Klammern angedeutet,
kénnen die erfindungsgemédBen Peptide gegebenenfalls den Cystein-
rest am C- oder N-Terminus aufweisen. Daher umfasst die
vorliegende Erfindung auch die folgenden Aminosiuresequenzen:
SHTRLYF, SGEYVFH, SGQLKFP, SGQIWFR, SGEIHFN, GQIWFIS, NDAKIVF,
GQITIFQS, GQIRFDH, HMRLFFN, GEMWFAL, GELQFPP, GELWFP, SHQRLWF,
HOKMIFA, GEMQFFI, GELYFRA, GEIRFAL, GMIVFPH, GEIWFEG, GEIYFER,
AIPLFVM, GDLKFPL, GQILFPV, GELFFPK, GQIMFPR, HMRMYFE, GSLFFWP,
GEILFGM, GQLKFPF, KLPLFVM, GTIFFRD, THQRLWF, GQIKFAQ, GTLIFHH,
GEIRFGS, GQIQFPL, GEIKFDH, GEIQFGA, QLPLFVL, HQKMIF, GELFFEK,
GEIRFEL, SGEIYFER und AGEIYFER.

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das Peptid an
einen pharmazeutisch akzeptablen Triger, vorzugsweise KLH
(Keyhole-Limpet-Hemocyanin) gekoppelt.

Ein noch anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht

sich auf eine pharmazeutische Formulierung, vorzugsweise eine

Vakzine, die mindestens ein erfindungsgemdBes Peptid umfasst.
Diese pharmazeutische Formulierung kann zur Behandlung von an
Alzheimer-Krankheit leidenden Individuen oder zur Verhinderung
der Bildung von AB-Plaques in einem Individuum zwecks Hintan-
haltens der Bildung von Alzheimer-Krankheit verwendet werden.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren
und Beispiele n&her veranschaulicht, ohne jedoch darauf einge-
schrankt zu sein.

Fig. 1 zeigt die Bindung des monoklonalen Antikdérpers MV-002
an bestimmte Peptide und rekombinante Proteine.

Fig. 2 zeigt typische Bindungsassays mit Mimotopen fir B-
Amyloid und N-terminal trunkierte und/oder posttranslatorisch
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modifizierte B-Amyloid-Fragmente.

Fig. 3 zeigt typische Bindungsassays mit Mimotopen fir B-
Amyloid und N-terminal trunkierte und/oder posttranslatorisch
modifizierte B-Amyloid-Fragmente.

Fig. 4 zeigt Beispiele fiir in-vivo-Charakerisierungen der
durch Mimotop-Vakzination (injiziertes Peptid/irrelevantes
Peptid) hervorgerufenen Immunantwort.

Fig. 5 zeigt Beispiele fiir die in-vivo-Charakerisierung der
durch Mimotop-Vakzination gegen Amyloid-beta-Fragmente und sAPP-
alpha hervorgerufenen Immunantwort.

Fig. 6 zeigt Beispiele fir die in-vivo-Charakerisierung der
durch Mimotop-Vakzination gegen AB40/42 voller Lange hervor-
gerufenen Immunantwort.

BEISPTIETLE:

Verfahren

Die zur Mimotop-Identifizierung gemdB der vorliegenden Er-
findung verwendeten Antikérper weisen von humanem AR abgeleitete
Aminosduresequenzen nach, binden aber nicht an humanes APP vol-
ler Lange. Zu den nachgewiesenen Sequenzen gehdren EVHHQKLVFFAED
(= Originalepitop aall-24 von AB) und p(E)VHHQKLVF (p4374 = Ori-
ginalepitop aall-19 von AP mit einer Pyroglutamat-Modifikation
am N-Terminus). Der Antikdrper kann eine monoklonale oder poly-
klonale Antikérperprdparation oder jeder Antikdrperteil oder je-
des Derivat davon sein, mit der einzigen MaBRgabe, dass das
Antikérpermolekiil mindestens eines der oben genannten (von huma-
nem AP abgeleiteten) Epitope spezifisch erkennt, nicht aber an
humanes APP voller Liange bindet.

Die Mimotope werden mit solchen monoklonalen Antikérpern und
Peptidbibliotheken identifiziert und weiter charakterisiert.

Beispiel 1: Herstellung von monoklonalen Antikérpern fir
den spezifischen Nachweis von B-Amyloid und N-terminal
trunkierten und/oder posttranslatorisch modifizierten B-Amyloid-
Fragmenten.

Es wurde ein monoklonaler Antikorper, abgeleitet aus der
Fusion von Versuch Alz-9, hergestellt: C57/Bl6-Miduse wurden mit
dem Original-AB-Epitop HQKLVFC, gekoppelt an KLH (Keyhole-
Limpet-Hemocyanin) und Alum (Aluminiumhydroxid) als Adjuvans,
wiederholt immunisiert. p4377-Peptid-spezifische, Antikérper
produzierende Hybridome wurden mittels ELISA nachgewiesen (mit
p4377-Peptid beschichtete ELISA-Platten). Humanes AR40/42
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(rekombinantes Protein) wurde als positives Kontrollpeptid
verwendet: Hybridome, die das auf ELISA-Platten immobilisierte
rekombinante Protein erkannten, wurden mit eingeschlossen, weil
sie sowohl das Peptid als auch das AR voller Lédnge spezifisch
banden. P1454 (humanes AB33-40) wurde als negatives Kontroll-
peptid verwendet. Weiters wurden Hybridome gegen p4374, pl323
und sAPP-alpha getestet. Nur Hybridome mit guter p4374- und
pl323-Bindung und keiner sAPP-alpha-Bindung wurden fiir eine
weitere Antikdérperentwicklung verwendet.

Der Hybridomklon (MV-002) (interner Name Al115; IgG2b) wurde
gereinigt und fiur den spezifischen Nachweis von pl323, p4374,
pd4377, pld54, AR bzw. sAPP-alpha analysiert. MV-002 erkannte die
Epitope pl323 sowie p4377 und das AR-Protein voller Lange
(rekombinantes Protein; erhalten von Bachem Antigen, Bubendorf,
Schweiz) im ELISA. Er wies jedoch nicht pl454 im ELISA nach.
Weiters versagten die MV-002-Antikérper beim Nachweis von sAPP-
alpha, banden aber spezifisch an das Peptid p4374, das fiir die
Pyroglutamatversion von AR 11-19 codiert.

ABeispiel 2: Phagen-Display, in-vitro-Bindung und
Inhibitions-ELISA

Die in diesem Beispiel verwendeten Phagen-Display-Biblio-
theken waren: Ph.D. 7: New England BioLabs E8102L (lineare Tmer-
Bibliothek) . Das Phagen-Display erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers (www.neb.com).

Nach 2 oder 3 aufeinander folgenden Panning-Runden wurden
einzelne Phagenklone gepickt und die Phageniiberstdnde einem ELI-
SA auf Platten unterzogen, die mit dem Antikdérper beschichtet
waren, der fir das Panning-Verfahren verwendet wurde. Phagen-
klone, die in diesem ELISA positiv waren (starkes Signal fir das
Target, aber kein Signal fiir unspezifische Kontrolle), wurden
sequenziert. Aus DNA-Sequenzen wurden Peptidsequenzen abgelei-
tet. Diese Peptide wurden synthetisiert und im Bindungs- und In-
hibitions-ELISA charakterisiert. Dariiber hinaus wurden einige
neue Mimotope geschaffen, indem im Screen identifizierte Se-
quenzinformationen von Mimotopen zur Unterstiitzung der Identifi-
zierung einer Konsensussequenz fiir eine Mimotop-Vakzination
kombiniert wurden.

1. In-vitro-Bindungsassay (ELISA)

Vom Phagen-Display abgeleitete Peptide sowie Varianten davon
wurden an BSA gekoppelt und an ELISA-Platten gebunden (1puM; wie
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in den entsprechenden Figuren angegeben) und anschlieBend mit
dem monoklonalen Antikdrper inkubiert, der fiir den Screening-
Vorgang verwendet wurde, um die Bindungskapazitdt von identi-
fizierten Peptiden zu analysieren.

2. In-vitro~Inhibitionsassay (ELISA)

Vom Phagen-Display abgeleitete, unterschiedliche Peptid-
mengen (Konzentrationen von 5 pug bis 0,03 pg; Serienver-
dinnungen) wurden mit dem monoklonalen Antikérper inkubiert, der
fir den Screening-Vorgang verwendet wurde. Peptide, die die
anschliefende Bindung des Antikérpers an das auf ELISA-Platten
beschichtete Originalepitop verringerten, wurden in diesem Assay
als inhibierend angesehen.

Beispiel 3: In-vivo-Untersuchung von Mimotopen: Analyse der
Immunogenitidt und Kreuzreaktivitit

1. In-vivo-Untersuchung von Mimotopen

Inhibierende und nicht inhibierende Peptide wurden an KLH
gekoppelt und Mausen injiziert (Wildtyp C57/Bl6-Miuse; subkutane
Injektion in die Flanke), zusammen mit einem geeigneten Adjuvans
(Aluminiumhydroxid). Die Tiere wurden 3- bis 6-mal in zwei-
wéchigen Intervallen geimpft, und Seren wurden ebenfalls zwei-
wochentlich genommen. Die Titer zu den injizierten Peptiden
sowie zu einem irrelevanten Peptid wurden bei jedem Serum
bestimmt. Weiters wurden Titer gegen das rekombinante humane AB-
Protein bzw. gegen Originalpeptide bestimmt. Im allgemeinen
wurden die Seren durch Reaktion mit an Rinderserumalbumin (BSA)
gekoppelten Peptiden und auf ELISA-Platten immobilisierten
rekombinanten Proteinen voller Linge analysiert. Die Titer
wurden unter Verwendung von anti-Maus-IgG-spezifischen
Antikdrpern bestimmt. Fir detaillierte Ergebnisse siehe Fig. 4,
5 bzw. 6.

2. Ergebnisse

2.1. TIdentifizierung von spezifischen monoklonalen Anti-

kdrpern (mAB), die gegen n-terminal trunkierte und modifizierte

Formen von AB gerichtet sind:

Fig. 1 zeigt die Charakterisierung des vom Versuch Alz-9
stammenden monoklonalen Antikérpers MV-002 (interner Name Al1l5;
IgG2b) und zeigt die Spezifitdt fir AP voller Liange und in
Position E1l und H14 trunkierte bzw. in Position El11 bis pEll
modifizierte AB-Fragmente.

2.2. Screening mit spezifischen mABs, die gegen n-terminal
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trunkierte und modifizierte Formen von AR gerichtet sind:
2.2.1. Phagen-Display-Bibliothek Ph.D. 7
2.2.1.1. Screening mit gegen pl323 gerichtetem monoklonalem

Antikdrper .
Durch Screenen von PhD-7-Phagen-Display-Bibliotheken wurden

47 Sequenzen in diesem Screen identifiziert: Tabelle 1 fasst die
identifizierten Peptide und ihre Bindungskapazitdt im Vergleich
zum Originalepitop zusammen.

Tabelle 1: Mimotope, die an den parentalen Antikdérper MV-002
binden

Interne Peptidnummer | SEQ ID No. Sequenz Bindungskapazitat
p4403 1 SHTRLYFC 1
p4404 2 SGEYVFHC 1
pd413 3 SGQLKFPC 1
pd414 4 SGQIWFRC 1
p4415 5 SGETHFENC 1
p4666 6 GQIWFISC 1
pd667 7 NDAKIVEC 3
p4668 8 GQIIFQSC 2
p4669 9 GQIRFDHC 3
p4670 10 HMRLFFNC 3
pd671 11 GEMWFALC 3
pd672 12 GELQFPPC 3
p4673 13 GELWFPC 3
pd674 14 SHORLWEC 3
pd675 15 HQKMIFAC 3
pd676 16 GEMQFFIC 3
pd677 17 GELYFRAC 3
p4678 18 GEIRFALC 3
p4679 19 GMIVFPHC 3
p4680 20 GEIWFEGC 3
pde8l 21 GEIYFERC 3
p4682 22 ATPLFVMC 1
p4683 23 GDLKFPLC 3
p4684 24 GQILFPVC 3
p4685 25 GELFFPKC 3
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Interne Peptidnummer | SEQ ID No. Sequenz Bindungskapazitat
p4686 26 GQIMFPRC 3
p4687 27 HMRMYFEC 3
p4688 28 GSLFFWPC 2
p4689 29 GEILFGMC 3
p4690 30 GQLKFPFC 3
p4691 31 KLPLFVMC 1
p4692 32 GTIFFRDC 1
p4693 33 THQRLWEC 3
p4694 34 GQIKFAQC 3
p4695 35 GTLIFHHC 2
p4696 36 GEIRFGSC 3
p4697 37 GQIQFPLC 3
p4698 38 GEIKFDHC 3
p4699 39 GEIQFGAC 3
p4700 40 QLPLFVLC 1
p4d794 41 HQKMIFC 2
p4795 42 GELFFEKC 2
pd796 43 GEIRFELC 2
p4804 44 Ac-GEIY- 2

FERC
p4805 45 SGEIYFERC 1
p4806 46 AGEIYFERC 1
p4807 47 CGEIYFER 1

Legende zu Tabelle 1: die Bindungskapazitdt ist durch den folgenden Bindungs-

code codiert: 1:X beschreibt den Verdinnungsfaktor des parentalen AB. Ac-...

bedeutet acetyliertes AA.

Bindungscode OD halbmax
1:X
0 keine Bindung :0
1 schwache Bindung :<40000
2 mittlere Bindung

40000-32000
0
3 starke Bindung :>320000
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2.3. In-vitro-Charakterisierung von Mimotopen, die beim Screenen

von Phagen-Display-Bibliotheken mit gegen n-terminal trunkierte

und modifizierte Formen von AR gerichteten monoklonalen Antikdr-

pern identifiziert wurden:

Die Fig. 2 und 3 zeigen reprédsentative Beispiele fiir Bin-
dungs~ und Inhibitionsassays, die zur Charakterisierung von Mi-
motopen in vitro verwendet wurden. Die erhaltenen Daten sind in
Tabelle 1 bzw. 2 zusammengefasst.

MV-002-Mimotope: Von den 47 dargestellten Sequenzen
inhibierten 11 die Bindung des monoklonalen Antikdrpers MV-002
bei in-vitro-Konkurrenzversuchen. Weitere 36 Sequenzen wurden
identifiziert, die die Bindung des monoklonalen Antikoérpers bei
in-vitro-Konkurrenzversuchen zwar nicht inhibierten, aber ihre
Bindungskapazitdt an den parentalen Antikérper beibehielten
(Tabelle 2). Was wichtig ist, wie in den Fig. 4-6 beschrieben,
die Fahigkeit, mit dem Originalepitop bei der Bindung an den
parentalen Antikdrper in vitro zu konkurrieren, war keine
Voraussetzung, um spezifische Immunantworten zu zeigen, die mit
bestimmten Peptiden in vivo kreuzreagieren. Somit kdnnen sowohl
inhibierende als auch nicht inhibierende Peptide zur Induktion
von Immunantworten verwendet werden, die Peptide in vivo nach-
weisen (Details siehe Fig. 4-6), welche zu einer Beseitigung von
Amyloidpeptiden aus dem Gehirn fiihren kénnen.

Tabelle 2: In der vorliegenden Erfindung identifizierte
Mimotope, die in Inhibitionsassays positive Ergebnisse liefern;
MV-002-Mimotope

Interne Peptidenummer | SEQ ID No. Sequenz Inhibitionskapazitat
p4667 7 NDAKIVFC 1
pd670 10 HMRLFFENC 1
p4673 13 GELWFPC 1
p4674 14 SHQRLWFC 1
p4675 15 HQKMIFAC 2
p4680 20 GEIWFEGC 2
pd681l 21 GEIYFERC 2
p4689 29 GEILFGMC 1
p4698 38 GEIKFDHC 2
p4699 39 GEIQFGAC 1

NACHGEREICHT




e L X ] L 2] L X J e0oe veoe
L]

p4794 41 HQKMIFC 1

Legende zu Tabelle 2: Die Inhibitionskapazit&t ist durch den folgenden Code
codiert: Schwache Inhibition bedeutet, dass mehr Peptid als beim Original-
epitop zur Verringerung der AB-Bindung erforderlich ist; starke Inhibition
bedeutet, dass &hnliche Peptidmengen beim Mimotop und beim Originalepitop zur
Verringerung der AB-Bindung erforderlich sind. Die Mimotope werden mit dem
Originalpeptid als Standard verglichen. Die OD bei 5 pg Peptid wie im Assay
verwendet wird zur Berechnung der Konkurrenzkapazitit im Vergleich zum

Originalpeptid verwendet.

Konkurrenzcode

0 keine Inhibition (OD des Peptids iUber 4,6-mal des Origi-
nalpeptids)

1 schwacher als Originalepitop (OD des Peptids unter 4, 6-
mal des Originalpeptids)

2 starke Inhibition (wie beim Originalepitop; OD des Pep-
tids unter 2,3-mal des Originalpeptids)

2.4. In-vivo-Charakterisierung von Mimotopen, die beim

Screenen von Phagen-Display-Bibliotheken mit einem gegen

Amyloid-beta gerichteten monoklonalen Antikérper identifiziert

wurden:

Weibliche C57/bl6-Mduse, 5-6 Miuse pro Gruppe, wurden sub-
kutan mit 30 pg an KLH gekoppeltem Peptid immunisiert. An
Kontrollgruppen wurden jeweils Originalepitop-KLH-Konjugate
verabreicht. Als Adjuvans wurde Alum verwendet (immer 1 mg pro
Maus) . Die verabreichten Peptide konnten alle spezifisch an
monoklonale Antikérper binden, auch wenn manche Peptide die
Bindung des Originalepitops an seinen parentalen Antikérper in
vitro nicht inhibierten (in einem in-vitro-Inhibitionassay). Der
in-vitro-ELISA zum Nachweis des Antikdrpertiters wurde mit Seren
von einzelnen Mdusen nach jeder Vakzination in einem zwei-
wochigen Intervall durchgefithrt. In sdmtlichen gezeigten Figuren
wurden die Titer als OD max/2 berechnet. Die Vertiefungen der
ELISA-Platte wurden mit Mimotop-BSA-Konjugat und einem
irrelevanten Peptid-BSA-Konjugat (negative Kontrolle)
beschichtet. Die positive Kontrolle erfolgte durch Umsetzung des
parentalen Antikérpers mit dem entsprechenden Mimotop-BSA-
Konjugat. Der Nachweis erfolgte mittels anti-Maus-IgG. Dariiber
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hinaus wurden rekombinante Proteine auf ELISA-Platten immobi-
lisiert, und die Seren reagierten dementsprechend. Die Fig. 4, 5
und 6 zeigen reprdsentative Beispiele flir Assays, die zur
Charakterisierung von Mimotopen in vivo verwendet wurden. Die
dargestellten Ergebnisse stammten von bei in-vitro-Inhibitions-
assays aktiven Peptiden wie p4670, p4675, p4680 und pd4681 bzw.
einem Peptid ohne Inhibitionskapazit&t, namlich p4403.

Fig. 4 zeigt Beispiele fiir in-vivo-Charakterisierungen der
durch Mimotop-Vakzination hervorgerufenen Immunantwort durch
Untersuchung der Immunantwort gegen injiziertes Peptid und ein
irrelevantes Peptid, das eine nicht verwandte Sequenz enthilt.
In den gezeigten Beispielen riefen das Epitop p4377 und die
Mimotope p4670, p4675, p4680, p4681 und p4403 Immunantworten
gegen die injizierten Peptide hervor, versagten aber bei der
Induktion einer relevanten unspezifischen Immunantwort gegen
eine nicht verwandte Sequenz (pl454).

Fig. 5 zeigt Beispiele fiur in-vivo-Charakterisierungen der
durch Mimotop-Vakzination hervorgerufenen Immunantwort gegen das
entsprechende Originalepitop des parentalen Antikérpers (p4377)
sowie gegen von trunkierten Spezies von AB (pl323 und p4374)
abgeleitete Peptide und gegen sAPP-alpha.

p4377 und die Mimotope p4670, p4675, p4680, p4681 und pd4d03
zeigten nachweisbare Immunantworten gegen das Originalepitop
p4377. Ein d&hnliches Phanomen kontte bei der Untersuchung der
Kreuzreaktivitat gegen die modifizierte Form nachgewiesen
werden, wie p4374 zeigte. Die Original-Epitop- und die Mimotop-
Vakzinen zeigten interessanterweise relevante Titer gegen p4374,
die modifizierte Form des Originalepitops. Uberraschenderweise
schien es, dass die Mimotope eine effizientere Immunantwort
gegen pl323 induzieren konnten, aber nicht unbedingt induzier-
ten, was auf ein Potential, eine breitere Immunreaktivitdt zu
induzieren als das Original-AfB-Fragment hindeutet. Dariiber
hinaus war keine Reaktivitdt gegen sAPP-alpha nachweisbar.

Fig. 6 zeigt Beispiele fiir in-vivo-Charakterisierungen der
durch Mimotop-Vakzination hervorgerufenen Immunantwort gegen AP
voller Lange. Uberraschenderweise induzieren die unter
Verwendung von MV-002 ausgewdhlten Mimotope eine Kreuzreaktion
nicht nur mit den zur Herstellung der Antikdrper verwendeten
trunkierten oder modifizierten, kurzen Epitopen, sondern

induzieren auch eine ebenso gute Kreuzreaktivitidt gegen nicht
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modifizierte AB-Formen voller Linge wie die Originalsequenz oder
sogar noch effizienter als p4377.

Interessanterweise konnten sowohl konkurrierende als auch
nicht konkurrierende Peptide &hnliche Immunantworten induzieren,
die spezifisch mit Peptiden wechselwirkten, welche Original-Ap-
Sequenzen enthielten. Die in der vorliegenden Erfindung
prdsentierten Mimotope stellen somit optimierte neue Vakzine-
kandidaten zur Abzielung auf ein breites Spektrum natiirlich
vorkommender Formen von AR-Peptiden dar, wie sie Gehirn von AD-
Patienten anzutreffen sind. Zu diesen Formen gehdren, aber nicht
ausschlieBlich AR1-40/42 sowie N-terminal trunkierte Formen wie
AR3-40/42, AR(pE)3-40/42, nicht modifiziertes AR11-40/42,
modifiziertes ARp(E)11-40/42 bzw. ABR14-40/42. Zudem induzierten
die dargestellten Mimotope auch keine Kreuzreaktivitidt gegen die
in sAPP-alpha nach der Spaltung von APP vorhandenen Neoepitope
und beeintrdchtigen somit nicht die normale sAPP-alpha-
Signalisierung (Details siehe Fig. 5).

Tabelle 3: Verwendete nicht-mimotope Peptide

Interne Peptidnummer |SEQ ID No. Sequenz

pl253 48 DAEFRHDSGYC

pl323 49 CHQKLVFFAED

p4374 50 p (E) VHHQKLVFC

p4377 51 EVHHQKLVFC

pl454 52 CGLMVGGVV

AR1-40 53 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI -
IGLMVGGVV; abgeleitet von Human-APP
(gi:112927)

ARl-42 54 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI -~
IGLMVGGVVIA; abgeleitet von Human-APP
(gi:112927)

sAPP-alpha 55 alpha-Sekretase-induziertes Spalt-

produkt, abgeleitet von Human-APP
(gi:112927)
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Patentanspriiche:
1. Verwendung von mindestens einer Verbindung mit der
Aminosauresequenz
(X1) mGX2X3X4FXsXg (X7) n (Formel I),

worin

X; Serin (S), Alanin (A) oder Cystein (C) ist,

X, Serin (S), Threonin (T), Glutaminsdure (E), Asparagin-
sdure (D), Glutamin (Q) oder Methionin (M) ist,

X3 Isoleucin (I), Tyrosin (Y), Methionin (M) oder Leucin (L)
ist,

X, Leucin (L), Arginin (R), Glutamin (Q), Tryptophan (W),
Valin (V), Histidin (H), Tyrosin (Y), Isoleucin (I), Lysin
(K) Methionin (M) oder Phenylalanin (F) ist,

Xs Alanin (A), Phenylalanin (F), Histidin (H), Asparagin
(N), Arginin (R), Glutaminsdure (E), Isoleucin (I), Glutamin-
(Q), Asparaginsaure (D), Prolin (P) oder Tryptophan (W),
Glycin (G) 1ist,

X¢ jeder Aminosdurerest ist,

X7 Cystein (C) ist,

m und n unabhdngig voneinander 0 oder 1 sind,

welche Verbindung eine Bindungskapazitdt an einen AntikOrper
aufweist, der spezifisch fir ein Epitop des Amyloid-beta-Peptids
(AB) umfassend die Aminosduresequenz HQKLVF und/oder HQKLVFFAED
ist, zur Herstellung eines Medikaments zur Pradvention und/oder

Behandlung von Alzheimer-Krankheit.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verbindung ein Peptid mit einer Aminosduresequenz ausgewdhlt aus
der Gruppe bestehend aus SGEYVFH(C), SGQLKFP(C), SGQIWFR(C),
SGEIHFN(C), GQIWFIS(C), GQIIFQS(C), GQIRFDH(C), GEMWFAL (C),

GELQFPP(C), GELWFP(C), GEMQFFI(C), GELYFRA(C), GEIRFAL(C),

GMIVFPH (C), GEIWFEG(C), GDLKFPL(C), GQILFPV(C), GELFFPK(C),
GQIMFéR(C), GSLFFWP(C), GEILFGM(C), GQLKFPF(C), GTIFFRD(C),
GQIKFAQ(C), GTLIFHH(C), GEIREFGS(C), GQIQFPL(C), GEIKFDH (C),
GEIQFGA(C), GELFFEK(C), GEIRFEL(C), GEIYFER(C), SGEIYFER(C),
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AGEIYFER(C) und (C)GEIYFER umfasst.

3. Verwendung von mindestens einer Verbindung mit der Amino-
sauresequenz

(X1) mHX2X3X4XsFXg (X7) o (Formel II),
worin

X; Serin (S), Threonin (T) oder Cystein (C) ist,

X, Glutamin (Q), Threonin (T) oder Methionin (M) ist,

X; Lysin (K) oder Arginin (R) ist,

X, Leucin (L), Methionin (M) ist,

Xs Tryptophan (W), Tyrosin (Y), Phenylalanin (F) oder Iso-
leucin (I) ist,

Xs Asparagin (N), Glutaminsdure (E), Alanin (A) oder Cystein
(C) ist,

X7 Cystein (C) ist,

n und m unabhidngig voneinander 0 oder 1 sind,

welche Verbindung eine Bindungskapazitdt an einen Antikorper
aufweist, der spezifisch flur ein Epitop des Amyloid-beta-Peptids
(AB) umfassend die Aminosduresequenz HQKLVF und/oder HQKLVFFAED
ist, zur Herstellung eines Medikaments zur Prdvention und/oder
Behandlung von Alzheimer-Krankheit.

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet} dass die
Verbindung ein Peptid mit einer Aminosduresequenz ausgewdhlt aus
der Gruppe bestehend aus SHTRLYF(C), HMRLFFEN(C), SHQRLWE(C),
HOKMIFA(C), HMRMYFE(C), THQRLWF(C) und HQKMIF(C) umfasst.

5. Verwendung von mindestens einer Verbindung mit einer Amino-
sauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus AIPLFVM(C),
KLPLFVM(C), QLPLFVL(C) und NDAKIVF(C) zur Herstellung eines
Medikaments zur Pravention und/oder Behandlung von B—Amyloidosgn

einschlieBlich Alzheimer-Krankheit.

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Verbindung ein Polypeptid mit 4 bis 20

Aminosdureresten ist.
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7. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung an einen pharmazeutisch
akzeptablen Tradger, vorzugsweise KLH (Keyhole-Limpet-
Hemocyanin), gekoppelt ist.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Verbindung fir intravenése, subkutane, intra-
dermale oder intramuskuldre Verabreichung formuliert ist.

9. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung mit einem Adjuvans, vorzugs-

weise Aluminiumhydroxid, formuliert ist.

10. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung im Medikament in einer Menge
von 0,1 ng bis 10 mg, vorzugsweise 10 ng bis 1 mg, insbesondere
100 ng bis 100 pg enthalten ist.

11. Peptid mit einer Aminosduresequenz ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus SHTRLYF(C), SGEYVFH(C), SGQLKFP(C), SGQIWFR(C),

SGEIHFN(C), GQIWFIS(C), NDAKIVF(C), GQIIFQS(C), GQIRFDH(C),
HMRLFFN (C), GEMWFAL(C), GELQFPP(C), GELWFP(C), SHQRLWF(C),
HOKMIFA (C), GEMQFFI(C), GELYFRA(C), GEIRFAL(C), GMIVFPH(C),
GEIWFEG(C), GEIYFER(C), AIPLFVM(C), GDLKFPL(C), GQILFPV(C),
GELFFPK(C), GQIMEFPR(C), HMRMYFE(C), GSLFFWP (C), GEILFGM(C),
GOLKFPF (C), KLPLFVM(C), GTIFFRD(C), THQRLWF(C), GQIKFAQ(C),
GTLIFHH(C), GEIRFGS(C), GQIQFPL(C), GEIKFDH(C), GEIQFGA(C),
QLPLFVL(C), HQKMIF(C), GELFFEK(C), GEIRFEL(C), AcCGEIYFER(C),
SGEIYFER(C), AGEIYFER(C) und (C)GEIYFER.

12. Peptid nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das
Peptid an einen pharmazeutisch akzeptablen Trdger, vorzugsweise

KLH (Keyhole-Limpet-Hemocyanin), gekoppelt ist.

13. Pharmazeutische Formulierung, vorzugsweise Vakzine, umfas-

send mindestens ein Peptid nach Anspruch 11 oder 12.
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