wo 2010/0723277 A2 I 0K 0 OO 0

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

A, ) 0 O OO A

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

i
2

‘Z

3 A 10) Internationale Veriffentlichungsnummer
(43) Internationales Veroffentlichungsdatum )\s:,/ (10) g
1. Juli 2010 (01.07.2010) PCT WO 2010/072327 A2
(51) Internationale Patentklassifikation: Nicht klassifiziert AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY,
. . ] BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2009/008768 DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE. GH, GM.
(22) Internationales Anmeldedatum: GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN,
8. Dezember 2009 (08.12.2009) KP, KR, KZ, TA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA,
L MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG,
(25) Einreichungssprache: Deutsch NI NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC,
(26) Verbffentlichungssprache: Deutsch SD, SE, 8G, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TJ, TM, TN, TR,

TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.
(30) Angaben zur Prioritit:

10 2008 062 136.6 (84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir

16. Dezember 2008 (16.12.2008) DE Jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,

GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
von US): KAMAMED GMBH [DE/DE]; In der Bebie TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,

80, 30539 Hannover (DE). DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT,

LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SF, SL

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): AL ZUOBI, Khaled élé SGI\<[V 113[{])“ (13/[?{1311\%]33 FSI\]? JTSFTE? CL €M, GA, GN,
[JO/JO]; Head of Urology Department, North Quarter / > i i PTUT R ’
Ramtha Hospital, Ramtha (JO). DEPTA, Karen Verijffentlicht:
[DE/DE]; Altes Dorf 2, 31157 Sarsted (DE). AL
FALAH, Marwan [DE/DE]; In der Bebie 80, 30539

(72) Erfinder; und

—  ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts (Regel 48 Absatz

Hannover (DE). 2 Buchstabe g)
74) Anv.\.falt: PFENNING’ MEINIG & PARTNER; Theresi- i1 dem Sequenzprotokoliteil der Beschreibung (Regel 5
enhdhe 13, 80339 Miinchen (DE). Absatz 2 Buchstabe a)

(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,

(54) Title: PHARMACEUTICAL COMPOSITION BASED ON PEPTIDE FROM CAMEL MILK
(54) Bezeichnung : PHARMAZEUTISCHE ZUSAMMENSETZUNG AUF BASIS VON PEPTID AUS KAMELMILCH

(57) Abstract: The invention relates to peptides, such as can be isolated from camel milk, and can be used as an active substance
in pharmaceutical composition, in particular for use in case of medical indications that can be treated by means of inhibiting hu-
man DPP4, CD26, zZAAP, and/or DPP8 and/or DPP9, in particular diabetes mellitus type 2, obesity, and/or cardiovascular disea-
ses, and diseases that are caused by T-cells, or that can be treated by affecting T-cells, and in particular by inhibiting DPP4 or the
cell-bonded form thereof CD26 and/or APN and/or zAAP, such as autoimmune diseases. The invention further relates to pharma-
ceutical compositions for use in case of neuronal diseases that can be treated by inhibiting DPP4 or CD26 and/or inhibiting APN
and/or zZAAP and/or in case of neuronal diseases that can be treated by inhibiting DPP 8 and/or DPP9.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Peptide, die z.B. aus Kamelmilch isolierbar sind, und als Wirkstoft in pharmazeu-
tischen Zusammensetzungen verwendet werden kénnen, insbesondere zur Verwendung bei medizinischen Indikationen, die durch
Hemmung der humanen DPP4, CD26, ZAAP und/oder DPP8 und/oder DPP9 therapiert werden kdnnen, insbesondere Diabetes
mellitus Typ 2, Fettleibigkeit und/oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sowie Erkrankungen, die durch T-Zellen verursacht sind,
bzw. die durch Beeinflussung von T-Zellen behandelbar sind, und insbesondere durch Hemmung von DPP4 bzw. dessen zellge-
bundener Form CD26 und/oder APN und/oder zAAP behandelbar sind, z.B. Autoimmunerkrankungen. Weiterhin betrifft die Er-
findung pharmazeutische Zusammensetzungen zur Verwendung bei neuronalen Erkrankungen, die durch Hemmung der DPP4
bzw. von CD26 und/oder Hemmung von APN und/oder zZAAP und/oder bei neuronalen Erkrankungen, durch Hemmung der DPP
8 und/oder DPP9 behandelbar sind.
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Pharmazeutische Zusammensetzung auf Basis von Peptid aus Kamelmilch

Die Erfindung betrifft Peptide, die z.B. aus Kamelmilch isolierbar sind, und als
Wirkstoff in pharmazeutischen Zusammensetzungen verwendet werden konnen,
insbesondere zur Verwendung bei medizinischen Indikationen, die durch Hemmung
der humanen DPP4, CD26, zAAP und/oder DPP8 und/oder DPP9 therapiert werden
konnen, insbesondere Diabetes mellitus Typ 2, Fettleibigkeit und/oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, sowie Erkrankungen, die durch T-Zellen verursacht sind,
bzw. die durch Beeinflussung von T-Zellen behandelbar sind, und insbesondere
durch Hemmung von DPP4 bzw. dessen zellgebundener Form CD26 und/oder APN
und/oder ZAAP behandelbar sind, z.B. Autoimmunerkrankungen. Weiterhin betrifft
die Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen zur Verwendung bei neurona-
len Erkrankungen, die durch Hemmung der DPP4 bzw. von CD26 und/oder Hem-
mung von APN und/oder zZAAP und/oder bei neuronalen Erkrankungen, durch Hem-
mung der DPP8 und/oder DPP9 behandelbar sind.

Neben den Wirkstoffen betrifft die Erfindung auch die Herstellung pharmazeutischer
Zusammensetzungen mit einem Gehalt an zumindest einem der Peptide als aktivem
Inhaltsstoff in pharmazeutisch akzeptablen Formulierungen, die Verwendung der
Peptide zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen, sowie Verfahren zur

~ Herstellung der Peptide fiir die pharmazeutische Verwendung.

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der Verbindungen mit hemmender
Wirkung gegeniiber DPP4 zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen
gegen medizinische Indikationen, die durch Hemmung und/oder Inaktivierung der
DPP4 und/oder der membrangebunden Form von DPP4, CD26, beeinflussbar sind.
Dies betrifft neben Diabetes und Fettleibigkeit insbesondere immunologische Indika-
tionen, z. B. solche, die durch Chemokine, insbesondere der Gruppe RANTES (regu-
lated on activation, normal T-cell expressed and secreted) beeinflusst werden, insbe-
sondere aus der Gruppe von RANTES, die SDF-1a (stromal cell-derived factor 1)
(Proost et al., 1998; Shioda et al.,1998), Eotaxin (Struyf et al., 1999), LD78p (Proost
et al., 2000), MIP-1f (macrophage 1 linflammatory protein-1p) (Guan et al., 2004),
MCP-2 (monocyte chemotactic protein-2), IP-10 (Interferon-Inducible Protein 10)
und MDC (macrophage-derived chemokine) (De Meester et al., 1999; Lambeir et al.,
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2001) umfasst. Denn die Aktivitét von RANTES wird durch proteolytische Prozes-
sierung beeinflusst, und die Hemmung dieser proteolytischen Prozessierung durch
Inhibierung von DPP4 bzw. von CD26 erméglicht die Verwendung der Verbindun-
gen mit inhibierender Wirkung auf die proteolytische Aktivitat von DPP4 und/oder
inhibierender Wirkung auf die proteolytische Aktivitiat von DPP4-dhnlichen regula-
torischen Peptidasen als Wirkstoff in pharmazeutischen Zusammensetzungen.

Stand der Technik

Drucker et al. (Nature Reviews 109-110 (2007)) beschreiben die Wirkung von Si-
tagliptinphosphat, das als Medikament bei Typ 2 Diabetes mellitus eingesetzt wird.
Der Wirkungsmechanismus von Sitagliptin beruht auf der Inhibition von menschli-
cher Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4), die das die Insulinsekretion von beta-Inselzellen
fordernde Glukagon-like Peptid 1 (GLP1) und das Glucose-abhéingige insulinotrophe
Polypeptid (GIP) durch Proteolyse inaktiviert. Die Hemmung der proteolytischen
Aktivitidt von DPP4 fiihrt daher zu einer ldnger anhaltenden Aktivitét der endogenen
glucoregulatorischen Inkretine GIP und GLP1.

Traditionelle Heilverfahren im arabischen Raum und Afrika setzen Kamelmilch als
Nahrungsmittel zur Bekdmpfung von Herz-Kreislauf-Krankheiten und Diabetes ein.

Kappeler et al. (J. Dairy Science 2084-2093 (1999)) beschreiben die Klonierung und
Aminoséiuresequenzierung von Lactophorin A und dessen Variante Lactophorin B
aus Kamelmilch. Fiir Lactophorin wurden gute emulgierende Eigenschaften und die
Inhibition der spontanen Lipolyse durch Lipoproteinlipase gefunden. Das Lactopho-
rin war nicht glykosyliert und zeigte Sequenzihnlichkeiten zu Glykosylierungs-
abhingigen Zelladhisionsmolekiil -1-Proteinen (GlyCAM-1). Die Aminoséurese-
quenzen von Lactophorin A und B sind unter der Zugangsnummer AJ131714 bel
EMBL bzw. GenBank hinterlegt.

Deacon (Diabetes, 2181-2189 (2004)) beschreibt, dass die Inhibierung von DPP4
aufgrund der verminderten Proteolyse von GLP1 antidiabetische Wirkung haben
kann. Als Inhibitoren von DPP4 werden Valin-pyrrolidid und Isoleucin-thiazolidid
genannt. Da der DPP4 - Inhibitor Valin-pyrrolidid auch in Mausmutanten ohne
GLP1-Rezeptor die Glucosetoleranz verbesserte, wird vermutet, dass die Inhibierung
von DPP4 auch die Proteolyse exogenen GIPs vermindert. Bei Verabreichung des
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DPP4 - Inhibitors Isoleucin-thiazolidid an Vancouver-Zucker-diabetische fette Rat-
ten wird neben der Verbesserung der Glucosetoleranz und der verbesserten Reaktion

von B-Zellen auch eine Verminderung des gesamten Kérpergewichts beobachtet.

Die EP 0995440 beschreibt pharmazeutische Zusammensetzungen, die einen Hemm-
stoff der DPP4 enthalten, zur Erh6hung des Blutzuckerspiegels. Als Hemmstoff der
DPP4 werden allgemein Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Expressionsinhibi-
toren, Bindeproteine und Antikorper genannt, insbesondere Alanyl-pyrrolidid und
Isoleucyl-thiazolidid, N-Valyl-Prolyl sowie O-Benzoylhydroxylamin, insbesondere

als Fumarat.

Die WO 99/67278 beschreibt Vorldufersubstanzen von Isoleucylthiazolidid zur Ver-
wendung als Inhibitor der DPP4.

Die WO 99/38501 beschreibt die Verwendung von Dipeptiden, ndmlich von Pro-Pro,
Ala-Pro und D-Ala -L-Ala, als Hemmstoff der DPP4 oder von GLP1.

Die WO 01/68603 beschreibt Inhibitoren der DPP4, die eine Pyrrolidingruppe mit

einem gebundenen Cyclopropylrest aufweisen.

WO 01/40180 beschreibt Verbindungen, die einen mit einer Nitrilgruppe substituier-
ten Pyrrolidinrest aufweisen, zu Verwendung als Inhibitor der DPP4.

Aufgabe der Erfindung

Gegeniiber dem vorgenannten Stand der Technik ist es Aufgabe der Erfindung, einen
alternativen Hemmstoff fiir die humane DPP4 bereitzustellen, sowie pharmazeuti-
sche Zusammensetzungen, die den Hemmstoff gegen DPP4 bzw. CD26 und/oder
DPP4-ihnliche bzw. CD26-dhnliche Enzyme als Wirkstoff enthalten. Eine bevorzug-
te Aufgabe liegt in der Bereitstellung eines Hemmstoffs der humanen DPP4 zur
Verwendung bei der Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen fiir die
medizinische Anwendung bei Diabetes, insbesondere Diabetes mellitus (Typ 2 Dia-
betes), sowie zur Verwendung bei weiteren Indikationen, die durch Hemmung der
proteolytischen Aktivitdt humaner DPP4 und DPP4-ghlnicher Enzyme und/oder

Hemmung der humanen APN behandelbar sind.
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Eine besonders bevorzugte Aufgabe liegt in der Bereitstellung eines Wirkstoffs zur
Verwendung fiir die Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen, der sowohl
die humane DPP4 inhibiert, als auch die humane Aminopeptidase N (APN, CD13-
Aminopeptidase) und/oder die humane zAAP und/oder die humane DPP8 und/oder
DPP9 inhibiert.

Allgemeine Beschreibung der Erfindung

Die Erfindung 16st die vorgenannte Aufgabe durch pharmazeutische Zusammenset-
zungen mit Peptiden, die aus Kamelmilch isolierbar sind und N-terminal eine Ami-
nosiuresequenz aufweisen, die aus der Gruppe ausgewihlt ist, die VPQ, KPQ, QPT
und EPK umfasst oder aus einem Peptid mit einer der Sequenzen besteht, die aus der
Gruppe ausgewihlt ist, die VPQ, KPQ, QPT und EPK umfasst, oder Peptiden, die
nach proteolytischer Spaltung eine N-terminale Aminosiuresequenz aufweisen, die
VPQ, KPQ, QPT oder EPK umfasst oder einem Peptid mit einer der Sequenzen
VPQ, KPQ, QPT oder EPK besteht, zur medizinischen Verwendung zur Inhibierung
der DPP4 und DPP4-analoger Peptidasen, vorzugsweise in Kombination mit der In-
hibierung von APN, zAAP und/oder DPP8 und DPP9, insbesondere bei der medizi-
nischen Indikation Diabetes mellitus, Fettleibigkeit und/oder Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, sowie medizinische Indikationen, die durch Beeinflussung von T-
Zellen behandelbar sind, insbesondere Indikationen, die durch Hemmung von CD26
und/oder von ZAAP von T-Zellen behandelbar sind. Weiterhin betrifft die Erfindung
die Verwendung von Peptiden, die N-terminal eine Aminoséuresequenz aufweisen,
die aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die VPQ, KPQ, QPT und EPK umfasst oder aus
einer der Sequenzen besteht, die aus der Gruppe ausgewihlt ist, die VPQ, KPQ, QPT
und EPK umfasst, oder Peptiden, die nach proteolytischer Spaltung eine N-terminale
Aminosiuresequenz aufweisen, die VPQ, KPQ, QPT oder EPK ist oder daraus be-
steht, zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen, insbesondere zur

Verwendung bei den vorgenannten medizinischen Indikationen.

Als DPP4-shnliche Enzyme und Peptidasen oder, gleichbedeutend verwendet, DPP4-
analoge Enzyme und Peptidasen, werden vorliegend insbesondere Peptidasen mit
regulatorischer Funktion bezeichnet, die vorzugsweise eine mit der DPP4 &hnliche
Aminosiuresequenz aufweisen, z.B. eine zu mindestens 80 bis 90% identische Se-
quenz umfassen oder daraus bestehen. DPP4-analoge Peptidasen wirken vorzugswei-
se in vivo auf die selben Substrate wie DPP4, und sind insbesondere solche Peptid-
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asen, die in vivo GLP-1, GLP-2 und/oder GIP und/oder NPY und/oder PYY spalten.
Besonders bevorzugt sind DPP4-analoge Peptidasen solche, bei denen die Hemmung
ihrer proteolytischen Aktivitét eine der erfindungsgeméfien medizinischen Indikatio-

nen positiv beeinflusst.

Die Analyse und Identifikation einzelner Substanzen aus Kamelmilch hat iiberra-
schenderweise gezeigt, dass daraus isoliertes Lactophorin A und/oder Lactophorin B,
sowie daraus abgeleitete Peptide mit bestimmter Aminosduresequenz inhibitorische
Wirkung gegen die humane DPP4 und DPP4-analoge Peptidasen, und vorzugsweise
auch gegen die humane Aminopeptidase N (APN) und/oder gegen die humane zyto-
solische Alanylaminopeptidase (zAAP) und/oder gegen humane Dipeptidpeptidase 8
(DPP8) und/oder Dipeptidpeptidase 9 (DPP9) haben. Diese inhibitorische Wirkung
gegeniiber den vorgenannten Peptidasen, insbesondere gegeniiber DPP4, wurde so-
wohl in in vitro Tests und in vitro in Zellkultur nachgewiesen, als auch im Ver-
suchstier. Die pharmazeutische Wirksamkeit von Lactophorin A und Lactophorin B
aus Kamelmilch und daraus abgeleiteten Peptiden, insbesondere solchen, die am N-
Terminus eine Aminosiuresequenz aus der Gruppe aufweisen, die VPQ, KPQ, QPT
und EPK umfasst, konnte im Tierversuch fiir die Indikationen Diabetes mellitus Typ
2 gezeigt werden, sowie fiir die Indikationen Fettleibigkeit und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, insbesondere solchen, die gemeinsam mit Diabetes mellitus und/oder
Fettleibigkeit auftreten, sowie bei Indikationen, die durch T-Zellen verursacht wer-
den. Vorzugsweise haben die erfindungsgeméBen Peptide neben der Wirkung gegen
DPP4 auch eine signifikante inhibitorische Wirkung gegen eine oder mehrere aus der
Gruppe, die humane APN, humane zZAAP, humane DPP8 und/oder DPP9 umfasst, so
dass eine Verstirkung der pharmazeutischen Wirkung der Peptide durch deren
Hemmung von mindestens zwei Peptidasen aus der vorgenannten Gruppe erzielt

wird.

Insbesondere konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass die erfindungsgeméfien
Peptide auch bei oraler Verabreichung gegen den Aufbau von Speicherfettgewebe,

z.B. gegen Fettleibigkeit wirksam sind.

Es wird vermutet, dass die Wirksamkeit erfindungsgeméBer Peptide gegen Fettlei-
bigkeit neben der Reduktion der Proteolyse von Insulin auch darauf beruht, dass
Neuropeptid Y (NPY) und/oder Peptid YY (PYY) bei Hemmung der Aktivitit von
DPP4 und deren membrangebundener Formen weniger stark abgebaut werden bzw.
langer vorliegen. Als Folge ist ein durch NPY und/oder PYY erzeugtes Sattigungsge-
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fithl stdrker oder bleibt ldanger erhalten.

Die Wirksamkeit erfindungsgemiBer Peptide gegen neuronale Erkrankungen beruht
nach derzeitigem Kenntnisstand darauf, dass die Hemmung von DPP8 und/oder
DPP9 Erkrankungen lindert, die durch die Aktivitdt von DPP8 und/oder DPP9 verur-
sacht oder verstirkt werden. Zu diesen neuronalen Erkrankungen zahlen insbesonde-

re Angstzustinde, Depressionen und Alzheimer.

Die erfindungsgeméBen Peptide konnen durch orale Verabreichung oder durch Ver-
abreichung per Injektion, z.B. i.m. oder i.v., von Fusionspeptiden, insbesondere in
pharmazeutisch akzeptabler Formulierung appliziert werden, wobei Fusionspeptide
zumindest eine Aminosduresequenz bzw. ein Tripeptid VPQ, KPQ, QPT und EPK
am N-Terminus aufweisen oder daraus bestehen, oder die Fusionspeptide eine Ami-
nosiuresequenz aufweisen, aus der durch proteolytische Spaltung zumindest ein Pep-
tid erzeugt wird, das N-terminal eine Aminoséuresequenz bzw. eines der Tripeptide
VPQ, KPQ, QPT und EPK aufweist oder daraus besteht. Die proteolytische Spaltung

- der Fusionspeptide nach deren oraler Verabreichung kann z.B. durch natiirliche Ver-

dauungsenzyme erfolgen. Ein bevorzugtes Fusionspeptid, dessen proteolytische
Spaltung durch Verdauungsenzyme erfindungsgeméfe Peptide mit inhibitorischer
Wirkung zumindest gegen DPP4 erzeugt, ist Lactophorin A oder Lactophorin B, das
z.B. durch heterologe Expression in Mikroorganismen oder eukaryotischen Zellen

hergestellt ist, oder aus Kamelmilch isoliert ist.

Auch die Verwendung der erfindungsgeméBen Verbindungen zur Herstellung phar-
mazeutischer Zusammensetzungen zur Behandlung von Infektionen durch HIV be-
ruhen auf der Hemmung der zellgebundenen DPP4, CD26 von T-Lymphozyten bil-
det. Denn CD26 bzw. DPP4 interagiert mit dem HIV1 - Transaktivatorprotein Tat
und dem HIV1 - Hiillprotein GP120. Entsprechend kénnen die erfindungsgemélen
Verbindungen auch zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen,
bzw. als Wirkstoff zur Behandlung von Krankheiten verwendet werden, die durch
Beeinflussung der T-Zell-vermittelten Immunantwort beeinflusst werden, z.B. gegen
Autoimmunerkrankungen, insbesondere Psoriasis, sowie auch Asthma. Die Wirkung
erfindungsgemifer Peptide bei medizinischen Indikationen, die durch Reduktion von
T-Zellen behandelbar sind, beruht nach derzeitigem Kenntnisstand auf der Beeinflus-
sung von CD26 und/oder zAAP von T-Zellen. Diese Wirkung auf T-Zellen ist eben-
so wie die Hemmung der proteolytischen Aktivitét von DPP4, DPP4-dhnlichen Pep-
tidasen, APN, zAAP und/oder DPP8 bzw. DPP9 in vivo zeitlich begrenzt, z.B. mit
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einer Halbwertszeit in vivo von bis zu ca. 4h, so dass negative Nebenwirkungen der
erfindungsgemiBen Peptide ebenfalls zeitlich begrenzt sind und daher nicht oder
nicht signifikant auftreten, insbesondere die mégliche Steigerung der Metastasierung

begrenzt sind, bzw. nicht oder nicht signifikant auftritt.

Die erfindungsgemiBen Peptide, die deren Fusionspeptide einschlieBen kénnen, sind
gegeniiber bekannten Inhibitoren der DPP4 deshalb vorteilhaft, weil ihre Wirkung im
Organismus nach Verabreichung von begrenzter Dauer ist, z.B. auf eine Hauptwir-
kungsdauer von ca. 1 bis 4 h. Diese begrenzte bzw. im Vergleich zu z.B. Sitaglip-
tinphosphat signifikant kiirzere Hauptwirkungsdauer bzw. Halbwertszeit fithrt dazu,
dass die unerwiinschte Reduktion der natiirlichen Zell-Zell-Adhésion signifikant ge-
ringer bzw. vermindert ist. Daher wird die zeitlich begrenzte Hauptwirkungsdauer
der erfindungsgeméBen Peptide als Inhibitoren der DPP4 derzeit als Grund dafiir
angesehen, dass die Nebenwirkung der erfindungsgeméfien Peptide zur Erzeugung
von Neoplasmen und insbesondere die Nebenwirkung einer Verstdrkung der Me-
tastasierung bestehender Tumore signifikant geringer ist, als bei bekannten DPP4-
Inhibitoren.

Die Verwendung der erfindungsgemifen Peptide zur Herstellung von pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen bzw. als Wirkstoff in pharmazeutischen Zusammenset-
zungen gegen Diabetes mellitus, Fettleibigkeit und damit zusammenhéngende Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, neuronale Erkrankungen und/oder Erkrankungen durch

HIV hat daher den Vorteil geringer Nebenwirkungen, insbesondere ein geringeres
Risiko neoplastischer Neuerkrankungen und/oder insbesondere ein geringeres Risiko
der Metastasierung bestehender Neoplasmen, z.B. bei endometrialem Adenokarzi-
nom, Melanomen, Prostatakarzinom, himatologischen Tumoren, z.B. akute lympha-
tischer Leukémie und Hogdekin-Syndrom, gastrointestinalem Karzinom, humanem
hepatozelluldren Karzinom, Lungen-Adenokarzinom, Schilddriisenkarzinom, papill4-
rem und follikuldrem Schilddriisenkarzinom und Ovarialkarzinom. Als Ursache fiir
die geringe Wirkung der erfindungsgeméfBen Peptide zur Verstirkung bzw. Metasta-
sierung von zumindest diesen Neoplasmen wird derzeit angenommen, dass die ver-
minderte Expression von DPP4 / CD26 auf neoplastischen Zellen durch Anwesenheit
eines Inhibitors der DPP4 giinstig beeinflusst wird. So fithrt z.B. die Anwesenheit
erfindungsgemiBer Peptide zur Minderung der Aktivitat zur Migration und Invasion,
bzw. der Malignitit neoplastischer Zellen im Vergleich zur Wirkung von z.B. Si-
tagliptinphosphat, da die Minderung der Zell-Zell-Adhésion durch Inhibition der
DPP4 durch erfindungsgemiBe Peptide reduziert bzw. zeitlich begrenzt auftritt.
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Die zeitlich begrenzte Wirkung der erfindungsgeméfien Peptide wird derzeit darauf
zuriickgefiihrt, dass die Wirkstoffe keine synthetischen Derivatisierungen aufweisen
und vom Organismus abgebaut werden kénnen. Daher sind unerwiinschte Nebenwir-
kungen bei Verabreichung der Verbindungen zu medizinischen Zwecken auch an
Menschen im wesentlichen nicht zu beobachten bzw. im Vergleich mit bekannten

Hemmstoffen der DPP4 signifikant reduziert.

Die erfindungsgemifen Peptide und Fusionspeptide, deren proteolytische Spaltpro-
dukte erfindungsgemiBe Peptide enthalten, kénnen durch iibliche Syntheseverfahren
oder aus natiirlichen Quellen, insbesondere aus Kamelmilch isoliert werden. Peptide,
die nicht die vollstindige Sequenz von Lactophorin A oder Lactophorin B umfassen,
konnen z.B. durch proteolytische Spaltung von Lactophorin A oder Lactophorin B,
optional mit anschlieBender Aufreinigung hergestellt werden. Als Syntheseverfahren
konnen chemische Peptidsynthesen verwendet werden, oder die heterologe Expressi-
on der Peptide von einer diese kodierenden DNA-Sequenz, die z.B. aus der Amino-
sduresequenz abgeleitet ist und funktional zwischen einem Promotor und einem
Terminator als Expressionskassette angeordnet ist und in einem Wirtsorganismus

exprimiert wird.

Vorzugsweise sind pharmazeutische Zusammensetzungen, die ein erfindungsgema-
Bes Peptid als Wirkstoff enthalten, zur oralen Verabreichung formuliert, insbesonde-

re als magensaftresistente Formulierung.

Aminosduresequenzen von Peptiden sind in dieser Anmeldung vom N-Terminus zum

C-Terminus angegeben.
Genaue Beschreibung der Erfindung

Grundlage der vorliegenden Erfindung ist, dass die menschliche GPP4 in vitro und in
vivo durch Peptide gehemmt wird, die eines der Tripeptide VPQ (Seq.-ID Nr. 3),
KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) am N-Terminus

aufweisen oder daraus bestehen.

Bevorzugte Fusionspeptide, die eines der Tripeptide enthalten und durch proteolyti-
sche Spaltung zu Peptiden umgesetzt werden, die eines der Tripeptide VPQ (Seq.-ID
Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) am N-
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Terminus aufweisen oder daraus bestehen, weisen die Aminosduresequenz von Lac-
tophorin A MKFFAVLLLASLAATSLASLNEPKDEIYMESQPTDTSAQ-
VIMSNHQVSSEDLSMEPSISREDLVSKDDVVIK-
SARRHQNQNPKLLHPVPQESSFRNTATQSEETKELTPGAATT-
LEGKLVELTHKIIKNLENTMRETMDFLKSLFPHASEVVKPQ (Seq.-ID Nr. 1)
oder die Aminoséuresequenz von Lactophorin B MKFFAVLLLASLAATSLASL-
NAAQVIMSNHQVSSEDLSMEPSISREDLVSKDDVVIK-
SARRHQNQNPKLLHPVPQESSFRNTATQSEETKELTPGAATT-
LEGKLVELTHKIIKNLENTMRETMDFLKSLFPHASEVVKPQ (Seq.-ID Nr. 2)
auf. Weitere erfindungsgemife Fusionspeptide, die durch proteolytische Spaltung zu
Peptiden umgesetzt werden, die eines der Tripeptide VPQ (Seq.-ID Nr. 3), KPQ
(Seq.-ID Nir. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) am N-Terminus auf-
weisen oder daraus bestehen, kénnen z.B. N-terminal und/oder C-terminal an zumin-
dest eines der Tripeptide VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID
Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) peptidisch gebundene Aminoséuresequenzen auf-
weisen, insbesondere unter Ausbildung einer Aminosiuresequenz, die von Peptid-
asen erkannt wird, z.B. Verdauungsenzymen, insbesondere von Trypsin, Chy-

motrypsin oder Pepsin.

Erfindungsgemife Peptide umfassen daher neben Lactophorin A und/oder Lactopho-
rin B auch Fusionsproteine natiirlicher oder kiinstlicher Aminosiuresequenz, die oh-
ne Umsetzung oder nach proteolytischer Spaltung zumindest eines der Tripeptide
VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID
Nr. 6) an ihrem N-Terminus aufweisen, um eine solche dreidimensionale Struktur
anzunehmen, dass sie die proteolytische Aktivitdt von DPP4 signifikant inhibieren.

Fiir das proteolytische Spaltprodukt von Lactophorin A wurde ebenfalls bei oraler
Verabreichung eine inhibitorische Wirkung auf DPP4 gefunden. Dieses Spaltpro-
dukt, das die Aminosduresequenz EPKDEIYMESQPTDTS (Seq.-ID Nr. 7) hat und
ein Abschnitt der Aminosduresequenz von Lactophorin A mit dem N-terminalen
Tripeptid EPK (Seq.-ID Nr. 6) ist, zeigt in vifro und in vivo eine inhibierende Wir-
kung gegeniiber APN. Entsprechen weisen erfindungsgemélle Zusammensetzungen
vorzugsweise ein Peptid mit N-terminalem Tripeptid EPK (Seq.-ID Nr. 6), z.B. die
Seq.-ID Nr. 4, in Kombination mit einem Peptid auf, das das Tripeptid VPQ (Seq.-ID
Nr. 3) N-terminal enthilt oder daraus besteht.
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Die erfindungsgemiBen Peptide umfassen auch solche Varianten und Abwandlungen
ihrer Aminoséuresequenzen, die die inhibitorische Wirkung gegen DPP4 bzw. CD26
nicht signifikant beeintrichtigen. Insbesondere haben Varianten eine oder mehrere
Austiusche, Deletionen oder Insertionen von Aminoséuren, insbesondere konserva-
tive Austiusche.
Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen mit Bezug auf die Figuren néher er-
lautert, bei denen
Figur 1 eine grafische Darstellung der in vitro Inhibierung von DPP4 durch
erfindungsgemaifes Peptid zeigt,
Figur 2 eine grafische Darstellung der in vitro Inhibierung von DPP4 durch
erfindungsgemaifles Peptid zeigt,
Figur 3 die relative Hemmung von APN1 durch erﬁndungsgemﬁﬁes Peptid
zeigt,
Figur 4 eine grafische Darstellung der in vitro Inhibierung von DPP4 durch
erfindungsgemaBes Peptid und von Actinonin als Vergleichssubstanz zeigt,
Figur 5 eine grafische Darstellung der in vitro Inhibierung von DPP8 und
DPP9 durch erfindungsgeméifes Peptid und des DPP4-Inhibitors Actinonin
als Vergleichssubstanz zeigt,
Figur 6 eine grafische Darstellung der in vitro Inhibierung von zAAP durch
erfindungsgemaéfes Peptid zeigt,
Figur 7 eine grafische Darstellung der Wirkung erfindungsgemifen Peptids
auf die mitochondriale Aktivitit zeigt,
Figur 8 die Hemmung der DPP4 durch erfindungsgeméfes Peptid in vivo
zeigt, und
Figur 9 die Wirkung erfindungsgeméBer Peptide auf die Reduktion der Zu-
nahme des Gesamtgewichts bei Méusen als Versuchstieren zeigt.

Beispiel 1: Hemmung der DPP4 durch Fusionspeptid

Bei der Fraktionierung von Peptiden aus Kamelmilch wurde fiir Lactophorin A und
B gefunden, dass sie eine inhibitorische Wirkung auf die humane DPP4 haben. Ein
erster in vitro Versuch, bei dem aufgereinigte humane rekombinante DPP4, die nach
Korom (Transplantation 63, 1495-1500 (1997)) durch Expression in Zellkultur her-
gestellt und isoliert wurde, zeigt, dass Lactophorin A bei 100ng/mL (Konzl1),
200ng/mL (Konz2), 500ng/mL (Konz3), 1pg/mL (Konz4) und 10pg/mL (Konz5) die
DPP4 inhibiert. Das Ergebnis ist in Figur 1 dargestellt und zeigt, dass Lactophorin in
den eingesetzten Konzentrationen die proteolytische Aktivitit von DPP4 signifikant
inhibiert. Zum Vergleich (control) ist die Aktivitat von DPP4 ohne Zusatz eines Pep-
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tids im ansonsten identischen Versuch gezeigt. Die proteolytische Aktivitét wurde als
Umsetzung eines der Substrate GlyPro-AMC (Gly-Pro-Aminomethylcourmarin)
oder Ala-Pro-Rhodaminl10 (R110) bestimmt.

Generell wurden erfindungsgemiBe Peptide in aufgereinigter Form in HEPES-Puffer
( 100 mM HEPES, pH 7,5) gelagert, vorzugsweise bei -20°C, was auch die Lager-
stabilitét der Peptide in Losung bei Temperaturen unterhalb von 0°C, vorzugsweise
bei -5 bis -70°C zeigt. Tests wurden bei 37°C durchgefiihrt. Die Messung der Hydro-
lyse von zugesetztem Substrat erfolgte nach Inkubation zusetzten Substrats fiir 2 min

bei 37°C mit Enzym und Hemmstoff.

Fiir Lactophorin A wurden flir das Substrat GlyPro-AMC in vitro die folgenden Pa-

rameter bestimmt:

Wert SA
Vimax 6,59349 x 10° 1,566 x 10°
Km 1,70005x 10* 14,829 x 10
ki 1,23528 x 10> |7,461 x 107

Der K;-Wert wurde zu 1,235 x 107 mg/mL berechnet. Ahnliche Werte konnten fiir

Lactophorin B bestimmt werden.

Ein Vergleich der inhibitorischen Wirkung von Lactophorin A auf isolierte rekombi-
nante humane DPP4 im in vitro Versuch ist in Figur 2 im Vergleich zum bekannten
DPP4-Inhibitor Lys-Z(nitro)-Pyrrolidid gezeigt. Zur Messung der Aktivitét wurde
nach Inkubation mit Lactophorin A bzw. Lys-Z(nitro)-Pyrrolidid iiber 2h die Hydro-
lyse von anschliefiend zugesetztem Ala-Pro-Rhodaminl 10 (R110) fluorimetrisch
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Figur 2 gezeigt und machen deutlich, dass Lac-
tophorin A die humane DPP4 inhibiert. Die IC50 fiir Lactophorin A wurde fur
GlyPro-AMC zu 1,77 uM bestimmt, fiir Lys-Z(nitro)-Pyrrolidid zu 0,143 uM.

Bei Messung der inhibitorischen Wirkung von Lactophorin A mit dem Hydrolyse-
substrat Gly-Pro-Aminomethylcoumarin (GlyPro-AMC) wurde eine IC50 = 6,9uM
fiir Lactophorin A gefunden, und von 0,39uM fiir den bekannten DPP4-Inhibitor

Actinonin. Die Daten sind in Figur 4 gezeigt.

Durch proteolytische Fragmentierung von Lactophorin A und Lactophorin B erhalte-
ne Peptide wurden ebenfalls auf die Inhibition von DPP4 analysiert. Dabei wurde
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gefunden, dass die inhibitorische Wirkung von Lactophorin im Wesentlichen durch
Peptide ausgeiibt wird, die N-terminal eine der Aminosduresequenzen VPQ (Seq.-ID
Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) aufwei-
sen. Diese Peptide konnen als proteolytische Spaltprodukte aus Fusionspeptiden ent-
stehen, die eine der Aminosduresequenzen VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr.
4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) enthalten.

Anhand der folgenden isolierten Peptide konnte gezeigt werden, dass Peptide, die
eine der Aminosiuresequenzen VPQ (Seq.-ID Nr. 3), KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT
(Seq.-ID Nr. 5) oder EPK (Seq.-ID Nr. 6) N-terminal enthalten, die erfindungsgemé-
Be inhibitorische Wirkung auf DPP4 und/oder Aminopeptidase N haben:

VPQ (Seq.-ID Nr. 3) und das natiirliche proteolytische Spaltprodukt aus Lactophorin
A mit N-terminaler Seq.-ID Nr. 6, ndmlich Seq.-ID Nr. 7.

Beispiel 2: Inhibierung von APN durch Lactophorin A
Die Aktivitit von Lactophorin A und B, sowie des Tripeptids der Seq.-ID Nr. 3 auf

APN konnte im in vitro Test nachgewiesen werden.

Humane rekombinante APN, die nach Lendecke et al. (BioChem. 384 (2003)) herge-
stellt und isoliert war, wurde im Puffer von Beispiel 1 mit Lactophorin A zu
10pg/mL (2 in Figur 3), Spg/mL (3 in Figur 3) oder 100ng/mL (4 in Figur 3) inku-
biert. Zum Vergleich ist die Aktivitdt von APN ohne Zusatz gezeigt (1 in Figur 3).
Die Aktivitit von APN wurde als Umsetzung des Substrats AMC spektrophoto-
metrisch zu 0 min und 90 min bestimmt, die Ergebnisse sind in der nachfolgenden

Tabelle zusammengefasst:

Hemmung der APN durch Lactophorin A

Konz. 0 min 90 min Aktivitdt iiber 90
min

10 pg/mL 0,0437 0,0594 0,017

5 ug/mL 0,0506 0,0688 0,0132

0,1 pg/mL 0,0456 0,6066 0,556

Die Werte zeigen, dass Lactophorin A die Aktivitidt von APN mit zunehmender Kon-
zentration zunehmend inhibiert. Als Positivkontrolle fiir die Inhibierung wurde Acti-

nonin verwendet.
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Beispiel 3: Inhibierung von DPP8/DPP9 durch Lactophorin A

DPP8/DPP9 wurde aus Lebern von CD26-K.0.-Mausen (Black6, nach Marguet et
al., PNAS (2000)), solubilisiert in PBS mit 1% Triton X100 teilgereinigt. Die Mi-
schung aus DPP8/DPP9 wurde in HEPES-Puffer mit Lactophorin A bei 37°C fiir 2h
inkubiert. AnschlieBend wurde das Substrat Gly-Pro-AMC zugesetzt und als Kon-
trolle der DPP4-spezifische Inhibitor 3 und der fiir DPP8/DPP9 spezifische Inhibitor
4, wie von Lankas et al. (Diabetes 54 (10), 2988-2994 (2005)) beschrieben.

Die Ergebnisse sind in Figur 5 gezeigt und machen deutlich, dass Lactophorin A
DPP8 und/oder DPP9 inhibiert. Fiir DPP8/DPP9 wurde hier fiir Lactophorin A eine
IC50 von 21 uM bestimmt, fiir den DPP8/DPP9-Inhibitor eine IC50 von 0,009uM
und fiir den DPP4-Inhibitor eine IC50 > 31,25 pM.

Die Hemmﬁng von DPP8/DPP9 konnte auch fiir die Peptide der Seq.-ID Nrn. 3 bis 6
und erfindungsgeméBe Fusionspeptide gezeigt werden, deren Aminosiuresequenz N-
terminal eine Sequenz der Seq.-ID Nr. 3, Seq.-ID Nr. 4, Seq.-ID Nr. 5 oder Seq.-ID
Nr. 6 aufwies.

Beispiel 4: Inhibierung von ZAAP durch Lactophorin A

zAAP wurde aus kultivierten Jurkat-Zellen aufgereinigt. zZAAP wurde in HEPES-
Puffer mit 0,25 mM DTT mit Lactophorin A bei 37°C fiir 2h inkubiert. Anschlieflend
wurde das Substrat Ala-Rhodamin110 (R110) zugesetzt und die Hydrolyse nach 60

min spektrometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Figur 6 gezeigt und machen deutlich, dass Lactophorin A
zAAP inhibiert. Fiir Lactophorin A wurde unter diesen Versuchsbedingungen gegen-
iiber zAAP eine IC50 von > 62,5 pM bestimmt.

Die Hemmung von zAAP konnte auch fiir die Peptide der Seq.-ID Nrn 3 bis 6 und
erfindungsgeméfe Fusionspeptide gezeigt werden, deren Aminoséuresequenz N-
terminal eine Sequenz der Seq.-ID Nr. 3, Seq.-ID Nr. 4, Seq.-ID Nr. 5 oder Seq.-ID
Nr. 6 aufwies.

Beispiel 5: Zytotoxizitit von Peptiden
Zur Bestimmung der Zytotoxizitit erfindungsgeméBer Peptide wurde stellvertretend
Lactophorin A in der Lebendfiirbung mit Trypanblau (Celltiter-Blue-Test) mit kulti-
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vierten U937-Zellen eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Figur 7A fiir Zellen ohne Zu-
satz gezeigt, fiir Zellen mit Zusatz von Lactophorin A oder zur Kontrolle mit Natri-
umazid (Na-Azid) in Figur 7B, jeweils in log 2-Verdiinnungsschritten. Das Ergebnis
zeigt am Beispiel von Lactophorin A, dass erfindungsgemife Peptide keine wesent-
liche zytotoxische Wirkung haben.

Beispiel 6: inhibitorische Wirkung der Peptide auf DPP4 in vivo

Die inhibitorische Wirkung erfindungsgemiBer Peptide gegen DPP4 wurde in Blut-
plasma einer Ratte, der zuvor ein erfindungsgemséfBes Peptid verabreicht worden war,
anhand der Hydrolyse eines Substrats der DPP4 gemessen. Als Beispiel fir erfin-
dungsgemife Peptide wurde Lactophorin A in Salzlésung (0,154 M, 0,1% RSA
(Rinderserumalbumin)) verwendet. Blutplasma wurde aus einer katheterisierten Rat-
te nach Fasten iiber Nacht injiziert (Zeitpunkt 0). Zu den in Figur 8 angegebenen
Zeitpunkten wurden Blutproben genommen und heparinisiert. Fiir die Analyse der
Aktivitit von DPP4 wurden 100 pL heparinisiertes Blut mit 10 pL. 1 M Citratpuffer,
pH 3,0 versetzt, zentrifugiert und gekiihlt, oder bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

25 mg Lactophorin A wurden in 5 mL 0,1% RSA in der Salzlosung gelost und zu
Aliquots von 500 uL bei -20 °C eingefroren. Von dieser Losung von Lactophorin A
wurden 10 pL (0,05 mg) zu den Plasmaproben (ca. 50 puL) zugesetzt. Fiir den Test
wurden 20 pL des mit Lactophorin A versetzten Plasmas mit 80 pL. HEPES-Puffer
und dem Substrat Gly-Pro-pNA versetzt und nach einer Inkubation von 2 min bei 30
°C {iber 1 min bei 30 °C spektrophotometrisch vermessen. Das Ergebnis dieses Tests
ist in Figur 8 gezeigt. Es wird deutlich, dass ausgehend von der urspriinglichen Akti-
vitdt von 12,28 mU/mL (-10 min und 0 min) DPP4 im Plasma der Ratte die Aktivitét
von DPP4 durch Injektion von Lactophorin A im Plasma auf 7,46 mU/mL bei 5 und
10 min nach der Injektion vermindert wurde, gefolgt von einem leichten Anstieg auf
etwa 9 mU/mL. Die urspriingliche Aktivitit von DPP4 wurde in den 120 min der
Beobachtung nicht wieder erreicht. Insgesamt zeigt daher dieses Experiment, dass
Lactophorin A DPP4 im Serum um etwa 40% wihrend der ersten 10 min nach der
Verabreichung der Injektion inhibierte, gefolgt von einer anschlieBenden Inhibierung
um etwa 25% fiir die nichsten 110 min. Die Ergebnisse sind in Figur 8 dargestellt.
Die Langzeituntersuchung ergab, dass ca. 4h nach Verabreichung des Peptids die
urspriingliche Aktivitdt der DPP4 wieder vorhanden war. Daher kann diesem Ver-
such entnommen werden, dass zumindest in diesen Konzentrationen erfindungsge-
mifBe Peptide die proteolytische Aktivitat von DPP4 in vivo innerhalb kurzer Zeit

nach Verabreichung, z.B. innerhalb von ca. 10 min hemmen, diese Hemmwirkung
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fiir mindestens ca. 110 min effektiv ist, und nach ca. 4h die Hemmwirkung auf DPP4
beendet ist. Dieses Ergebnis belegt den Vorteil der erfindungsgeméfen Peptide, dass
die Hemmwirkung auf die proteolytische Aktivitit zumindest von DPP4 zeitlich be-

grenzt bzw. im Sdugerorganismus reversibel ist.

Die inhibitorische Wirkung erfindungsgeméBer Peptide konnte am Beispiel von Lac-
tophorin A auch im Plasma eine gesunden Ratte nachgewiesen werden, wenn mit
Citratpuffer stabilisiertem Plasma Lactophorin A und Substrat fiir die DPP4 zuge-
setzt wurde. Im Finzelnen wurden Blutproben von einer gesunden katheterisierten
Ratte genommen, der noch kein erfindungsgeméBes Peptid verabreicht worden war.
Aus den Proben wurde wie oben beschrieben Plasma hergestellt und mit Citratpuffer
stabilisiert. Als Substrat fiir die DPP4-Aktivitit wurde Gly-Pro-pNA in HEPES-
Puffer eingesetzt. Zu einzelnen Serumproben wurde 0,05 mg Lactophorin A zuge-
setzt. Es konnte gezeigt werden, dass Lactophorin A im Serum die Aktivitdt von
DPP4 von etwa 11,4 mU/mL auf 3,51 mU/mL inhibierte.

Vergleichsversuche, bei denen nur Puffer zugesetzt wurde, oder Lactophorin A ohne
Citratpuffer zeigten, dass die inhibierende Wirkung von Lactophorin A im Wesentli-

chen von den Puffersubstanzen unabhéngig war.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Versuchsansétze im Einzelnen gezeigt:

Aktivitat Plasma Plasma Plasma Plasma
+ 10 pL Citrat- |+ 10 pL Citrat- |+ 10 puL Citrat- |+ 0,05 mg Lac-
puffer puffer puffer tophorin A
' + 10 uL + 0,05 mg Lac- |ohne Citrat-

HEPES-Puffer |tophorin Ain | puffer
HEPES-Puffer

DPP4 (mU/mL) | 11,40 10,53 3,51 4,39

AE/min 0,013 0,12 0,004 0,005

Dieser Versuch zeigt, dass erfindungsgemife Peptide die Aktivitit von DPP4 in
Plasma
von S#ugern, denen kein DPP4-Inhibitor verabreicht wurde, inhibiert.

Beispiel 7: Wirkung der Peptide gegen Fettleibigkeit bei Sdugern
Die Wirkung von erfindungsgemiflen Peptiden gegen Fettleibigkeit von Sdugem
wurde am Beispiel von Lactophorin A gezeigt, das 6 von 12 Méusen (Balb6) mit
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einem anfiinglichen Gewicht von 20g oral mit dem Futter verabreicht wurde. Die
Miuse wurden mit Standardfutter und Wasser ad libitum gefiittert. Eine Gewichts-
kontrolle der Miuse vor dem Versuch und nach 3 Wochen zeigte, dass die orale Ver-
abreichung von erfindungsgem#Bem Peptid das Kérpergewicht und vor allem den
Teil an Korperfett reduzierte. Fiir den Versuch wurde 6 Tieren 0,5 mg/kg Lactopho-
rin A pro Tag ins Futter gemischt, 6 Kontrolltiere erhielten keine weiteren Zusétze

zum Futter.

Das Ergebnis ist in Figur 9 gezeigt und belegt, dass die Verabreichung von erfin-
dungsgemiBem Peptid unter ansonsten gleichen Fiitterungs- und Bewegungsbedin-
gungen zu einer signifikant reduzierten Gewichtszunahme fiihrt, hier am Beispiel
von Lactophorin A. Bei den jeweils paarweise angeordneten Balken in Figur 9 steht
der jeweils linke Balken fiir das Endgewicht der Méuse, denen Lactophorin A verab-
reicht wurde, und der jeweils rechte Balken fiir unbehandelte Méuse.

Die Verminderung der Gesamtgewichtszunahme bei mit erfindungsgeméBem Peptid
behandelten M#usen betrug im Vergleich zu unbehandelten Miusen unter ansonsten
gleichen Bedingungen betrug ca. jeweils 5 g. Anatomische Analysen zeigten, dass
die mit erfindungsgeméBem Peptid behandelten Miuse einen signifikant reduzierten
Anteil an Speicherfett aufwiesen, wihrend im iibrigen keine wesentlichen anatomi-
schen oder histologischen Verinderungen gegeniiber unbehandelten Méusen festzu-
stellen waren.

Eine detaillierte histologische Analyse der Versuchstiere ergab, dass die Verabrei-
chung des erfindungsgemifen Peptids keine Gewebsanomalien, insbesondere keine

Neoplasmen zur Folge hatte.
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Patentanspriiche

Pharmazeutische Zusammensetzung mit einem Wirkstoff zur Inhi-
bierung der proteolytischen Aktivitit der humanen DPP4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Wirkstoff ein Peptid ist, das N-terminal eine Aminoséure-
sequenz aufweist, die aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3)
KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) und EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Wirkstoff ein Peptid ist, das aus einer Aminosiurese-
quenz besteht, die aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3)
KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) und EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Wirkstoff ein Fusionspeptid ist, das durch Proteolyse
durch ein natiirliches Verdauungsenzym zu einem Peptid umgesetzt wird, das
N-terminal eine Aminosiuresequenz aufweist, die aus der Gruppe ausgewahlt
ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) und
EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 3, dadurch
gekennzeichnet, dass der Wirkstoff die Seq.-ID Nr. 7 aufweist oder daraus
besteht.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Wirkstoff die Aminosduresequenz von Lactophorin A
(Seq.-ID Nr. 1) oder die Aminoséuresequenz von Lactophorin B (Seq.-ID Nr.
2) aufweist.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der voranstehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie auch die Aktivitdt der humanen
APN, der humanen zAAP und/oder der humanen DPP8 und/oder DPP9

hemmt.



10

15

20

25

30

WO 2010/072327 PCT/EP2009/008768

7.

10.

11.

12.

13.

18

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der voranstehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie zur oralen Verabreichung oder

zur Injektion formuliert ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der voranstehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass diese zur Verwendung gegen eine
medizinische Indikation formuliert ist, die ausgewi#hlt ist unter Diabetes mel-
litus, Fettleibigkeit, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und T-Zell-vermittelten
Krankheiten einschlielich Autoimmunerkrankungen.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass diese zur Verwendung gegen neuronale Er-
krankungen formuliert ist, die durch Hemmung der humanen DPP8 und/oder
DPP9 behandelbar sind.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich-
net, dass die neuronale Erkrankung ausgewdhlt ist aus Angstzustédnden, De-

pressionen und Alzheimer.

Verwendung eines Peptids zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Peptid N-terminal eine Aminoséuresequenz aufweist, die
aus der Gruppe ausgewihlt ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4),
QPT (Seq.-ID Nr. 5) und EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst.

Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die
Aktivitit der humanen APN, der humanen zAAP und/oder DPP8 und/oder
DPP9 hemmt.

Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Peptid aus einer Aminoséuresequenz besteht, die aus der Gruppe
ausgewihlt ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID
Nr. 5) und EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst.
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14.

15.

15

Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Peptid aus der Seq.-ID Nr. 1, Seq.-ID Nr. 2 oder Seq.-ID Nr. 3 be-
steht.

Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass das Peptid ein Fusionspeptid ist, das durch Proteolyse durch ein natiirli-

* ches Verdauungsenzym zu einem Peptid umgesetzt wird, das N-terminal eine

16.

17.

18.

19.

20.

Aminosiuresequenz aufweist, die aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die VPQ
(Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-ID Nr. 5) und EPK (Seq.-ID
Nr. 6) umfasst.

Verwendung nach Anspruch 13 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass das
Peptid die Aminosduresequenz Seq.-ID Nr. 7 aufweist oder daraus besteht.

Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die
Aminoséuresequenz von Lactophorin A (Seq.-ID Nr. 1) oder die Aminoséu-

resequenz von Lactophorin B (Seq.-ID Nr. 2) aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zusammensetzung zur oralen Verabreichung oder zur Injektion for-

muliert ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 18, dadurch gekennzeichnet,
dass diese zur Verwendung gegen eine medizinische Indikation formuliert ist,
die ausgewihlt ist unter Diabetes mellitus, Fettleibigkeit, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, neuronalen Erkrankungen und T-Zell-vermittelten Krankhei-

ten einschlieBlich Autoimmunerkrankungen.

Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach
einem der Anspriiche 1 bis 10 oder fiir eine Verwendung nach einem der An-
spriiche 11 bis 19, gekennzeichnet durch Bereitstellen eines isolierten Pep-
tids, das eine Aminosduresequenz aufweist, deren N-Terminus aus der Grup-
pe ausgewdhlt ist, die VPQ (Seq.-ID Nr. 3) KPQ (Seq.-ID Nr. 4), QPT (Seq.-
ID Nr. 5) und EPK (Seq.-ID Nr. 6) umfasst,

Einmischen des Peptids in eine pharmazeutisch akzeptable Formulierung.
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20

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das isolierte Pep-
tid durch Expression in einem Wirtsorganismus und Isolierung aus dem

Wirtsorganismus und/oder aus dessen Kultivierungsmedium hergestellt wird.
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Figuren

Fig. 1

enzymatische Aktivitit DPP4 [wU/mL].
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Fig.3
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Fig. 5
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Fig. 7A
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Fig. 8
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