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(54) VAKZIN-ZUSAMMENSETZUNG

(57) Die Erfindung betrifft ein Vakzin, welches mindestens el 1
ein Antigen und ein Peptid mit einer Sequenz Ry-
XZXZnXZX-R; aufweist, wobei

- N eine ganze Zahl zwischen 3 und 7, vorzugsweise
5, ist,

- X ein positiv geladener natirlicher und/oder nicht-
natirlicher Aminoséurerest ist,

- Z ein Aminoséurerest, ausgewshit aus der Gruppe
bestehend aus L, V, I, F oder W, ist, und

R; und Rz unabhéngig voneinander ausgewdhit sind
aus der Gruppe bestehend aus -H, -NH,, -COCH,, -COH
oder einem Peptid mit bis zu 20 Aminosaureresten; X-R;
auch ein Amid, Ester oder Thioester des C-terminalen
Aminosédurerestes sein kann,

sowie die Verwendung dieses Peptids zur Herstellung
eines Adjuvans zur Verbesserung der Immunantwort auf
mindestens ein Antigen.
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Die vorliegende Erfindung betrifft Vakzine, welche mindestens ein Antigen und eine immunsti-
mulierende Substanz umfassen.

Beim Schutz des Wirtes vor eindringenden Pathogenen spielen zellulare und humorale Effekto-
ren eine Rolle, und er ergibt sich aus der gemeinsamen Wirkung sowohl der nicht-adaptiven (an-
geborenen) als auch der adaptiven (erworbenen) Immunitat. Letztere basiert auf einer spezifischen
immunologischen Erkennung, die durch die Rezeptoren vermittelt wird, ist vom Immunsystem
jungst erworben und ist nur bei Vertebraten vorhanden. Erstere entwickelte sich vor der Entwick-
lung der adaptiven Immunitat und besteht aus einer Vielfalt von Zellen und Molekilen, die im
ganzen Organismus mit dem Ziel verteilt sind, potentielle Pathogene unter Kontrolie zu halten
(Boman, H. (2000)), (Zanetti, M (1997)).

B- und T-Lymphozyten sind die Vermittler der erworbenen Antigen-spezifischen adaptiven Im-
munitat, einschlieRlich der Entwicklung eines immunologischen Gedéchtnisses, welches das
Hauptziel der Schaffung eines erfolgreichen Vakzins ist (Schijns, V. (2000)). Antigen-
prasentierende Zellen (APCs) sind hoch-spezialisierte Zellen, die Antigene prozessieren kénnen
und ihre prozessierten Fragmente an der Zelloberflache zusammen mit Molekulen, die fur die
Lymphozyten-Aktivierung notwendig sind, présentieren. Dies bedeutet, dass APCs fur die Initiie-
rung spezifischer Immunreaktionen sehr wichtig sind. Die Haupt-APCs fur die Aktivierung der T-
Lymphozyten sind die Dendriten-Zellen (DCs), Makrophagen und B-Zellen, wogegen die Haupt-
APCs fiir B-Zellen follikulare Dendriten-Zellen sind. Im Allgemeinen sind DCs die wirksamsten
APCs hinsichtlich der Initiierung von Immunantworten, wobei sie schlafende naive und Gedéchtnis-
B- und T-Lymphozyten stimulieren.

Das naturliche Ziel der APCs an der Peripherie (z.B. DCs oder Langerhans-Zellen) ist es, Anti-
gene zu fangen und zu prozessieren, wodurch sie aktiviert werden, und sie beginnen, Lymphozy-
ten-costimulierende Molekule zu exprimieren, zu Lymphoid-Organen wandern, Cytokine sezernie-
ren und Antigene den verschiedenen Populationen von Lymphozyten zu présentieren, wobei sie
Antigen-spezifische Immunantworten initieren. Sie aktivieren nicht nur Lymphozyten, unter be-
stimmten Umstanden machen sie auch T-Zellen fiir Antigene tolerant (Bancherau, J. (1998)).

Die Antigen-Erkennung durch T-Lymphozyten ist durch den Haupt-Histokompatibilitatskomplex
(major histocompatibility complex, MHC) eingeschrénkt. Ein bestimmter T-Lymphozyt erkennt ein
Antigen nur dann, wenn das Peptid an ein bestimmtes MHC-Molekul gebunden ist. Im Aligemeinen
werden T-Lymphozyten nur in Gegenwart von Eigen-MHC-Molekulen stimuliert, und Antigen wird
nur als Peptide, die an Eigen-MHC-Molekiile gebunden sind, erkannt. Die MHC-Einschrankung
definiert die T-Lymphozyten-Spezifitét hinsichtlich des erkannten Antigens und hinsichtlich des
MHC-Molekils, das sein Peptid-Fragment bindet.

Intrazellulére und extrazelluldre Antigene stellen an das Immunsystem ganz verschiedene Her-
ausforderungen, sowohl hinsichtlich einer Erkennung als auch hinsichtlich einer geeigneten Reak-
tion. Die Prasentation von Antigenen gegeniiber den T-Zellen wird durch zwei verschiedene Klas-
sen von Molekilen vermitteit -MHC-Klasse | (MHC-I) und MHC-Klasse 1l (MHC-I1), die verschiede-
ne Antigen-Prozessierungswege benttzen. Man konnte hauptsachlich zwischen zwei Haupt-
Antigenprozessierungswegen, die sich entwickelt haben, unterscheiden. Peptide, die aus intrazel-
luldren Antigenen stammen, werden den CD8"-T-Zellen durch MHC-Kiasse I-Molekiile préasentiert,
die auf praktisch allen Zellen exprimiert werden, wogegen von extrazelluléren Antigenen stammen-
de Peptide den CD4"-T-Zellen durch MHC-lI-Molekille prasentiert werden (Monaco, J. (1992);
Harding, C. (1995). Es gibt jedoch bestimmte Ausnahmen zu dieser Dichotomie. Mehrere Studien
zeigten, dass Peptide, die aus endozytosierten teilchenférmigen oder 16slichen Proteinen generiert
wurden, auf MHC-I-Molekilen in Makrophagen sowie in Dendriten-Zellen prasentiert werden (Har-
ding, C. (1996); Brossart, P. (1997)). Daher sind APCs, wie Dendriten-Zellen, die an der Peripherie
sitzen, die eine hohe Wirksamkeit zum Einfangen und Prozessieren extrazelluldrer Antigene aus-
Uben und sie auf MHC-I-Molekilen den T-Lymphozyten prasentieren, interessante Ziele, um sie
extrazellular mit Antigenen in vitro und in vivo zu pulsen.

Die wichtige und einzigartige Rolle der APCs, einschlieBlich der stimulierenden Wirkung auf
verschiedene Typen von Leukozyten, spiegelt ihre zentrale Position als Ziele flr geeignete Strate-
gien bei der Entwicklung erfolgreicher Vakzine wider. Theoretisch ist ein Weg dazu die Verbesse-
rung oder Stimulation ihres natirlichen Ziels, die Aufnahme von Antigen(en). Sobald sie mit den
entsprechenden Antigenen, gegen die das Vakzin gerichtet ist, gepulst sind, sollten die APCs das
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(die) aufgenommene(n) Antigene zu prozessieren beginnen, wodurch sie aktiviert werden, Lym-
phozyten-costimulierende Molekile exprimieren, zu Lymphoid-Organen wandern, Cytokine sezer-
nieren und Antigene verschiedenen Populationen von Lymphozyten zu prasentieren, wodurch sie
Immunreaktionen initiieren.

Aktivierte T-Zellen sezernieren im Allgemeinen eine Anzahl von Effektor-Zytokinen in stark
regulierter Weise, z.B. Interleukin 2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-10 und Interferon-y (IFN- y). Die funktionelle
Detektion von zytotoxischen T-Lymphozyten-Reaktionen auf spezifische Antigene (z.B. Tumor-
Antigene, im Allgemeinen Antigene, die in einem Vakzin verabreicht werden) wird allgemein mittels
eines ELISpot-Assays (enzymelinked immunospot assay) Uberwacht, einer Technik, die die Cyto-
kin-Produktion auf Einzelzell-Niveau analysiert. Bei der vorliegenden Erfindung wurde ein ELISpot-
Assay fur das Zelimmunitats-fordernde Cytokin-IFN-y verwendet, um die Peptid-spezifische T-
Zellen-Aktivierung erfolgreich zu tberwachen.

Es wurde bereits friher gezeigt, dass Polykationen die Aufnahme von zur MHC-Klasse | pas-
senden Peptiden in Tumorzellen wirksam verbessert, ein Peptid- oder Protein-Pulsverfahren,
welches "TRANSIloading” genannt wurde (Buschle, M. (1997)). Weiters wurde gezeigt, dass Poly-
kationen Peptide oder Proteine in Antigen-prasentierende Zellen sowohl in vivo als auch in vitro
"TRANS-loaden" kénnen (Buschle, M. (1998)). AuBerdem schitze die Co-Injektion einer Mischung
aus Poly-L-Arginin oder Poly-L-Lysin zusammen mit einem geeigneten Peptid als Vakzin Tiere vor
Tumorwachstum in Maus-Modellen (Schmidt, W. (1997)). Dieses chemisch definierte Vakzin kann
eine grofle Anzahi von Antigen/Peptid-spezifischen T-Zellen induzieren. Es zeigte sich, dass dies
zumindest teilweise auf eine verbesserte Aufnahme von Peptiden in APCs, die durch das Polykati-
on vermittelt war, zuriickzufuhren war (Buschle, M. (1998)), was anzeigt, dass APCs, wenn sie in
vivo mit Antigenen gepulst werden, eine T-Zellen-vermittelte Immunitat gegen das verabreichte
Antigen induzieren kénnen.

Im Gegensatz zur adaptiven Immunitét, die durch eine hoch-spezifische, jedoch relativ lang-
same Antwort gekennzeichnet ist, basiert die angeborene Immunitat auf Effektor-Mechanismen,
die durch Unterschiede in der Struktur mikrobieller Komponenten gegentber dem Wirt ausgelost
werden. Diese Mechanismen kénnen eine ziemlich rasche anfangliche Antwort auslosen, die
hauptsachlich zur Neutralisierung schadlicher Agentien fuhrt. Reaktionen angeborener Immunitét
sind die einzige Verteidigungsstrategie der niedrigeren Ordnung und wurden bei Vertebraten als
die erste Verteidigungslinie des Wirts, bevor das adaptive System mobilisiert wird, beibehalten.

Bei hoheren Vertebraten sind die Effektorzeilen der angeborenen Immunitat Neutrophile,
Makrophagen und natirliche Killer-Zellen und wahrscheinlich auch Dendriten-Zellen (Mizukawa, N.
(1999)), wogegen die humoralen Komponenten in diesem Weg die Kompiement-Kaskade und eine
Vielfalt verschiedener Bindungsproteine sind (Boman, H. (2000)).

Eine rasche und wirksame Komponente der angeborenen immunitét ist die Produktion einer
groRRen Vielfalt mikrobizider Peptide mit einer Lange von Ublicherweise zwischen etwa 12 und etwa
einhundert Aminosaureresten. Mehrere Hundert verschiedene antimikrobielle Peptide wurden aus
einer Vielfalt von Organismen, die von Schwammen, Insekten bis zu Tieren und Menschen rei-
chen, isoliert, was auf eine weite Verbreitung dieser Molekile hinweist. Antimikrobielle Peptide
werden auch von Bakterien als antagonistische Substanzen gegen konkurrierende Organismen
erzeugt.

Die Hauptquellen antimikrobieller Peptide sind Granula von Neutrophilen und Epithelzellen, die
den Atem-, Magen-Darm- und Urogenital-Trakt auskleiden. Im Allgemeinen findet man sie an jenen
anatomischen Stellen, die einer Mikroben-Invasion am meisten ausgesetzt sind, sie werden in
innere Korperflissigkeiten sezerniert oder in zytoplasmatischen Granula professioneller Phagozy-
ten (Neutrophilen) gelagert (Ganz, T. (1997); Ganz, T. (1998); Ganz, T. (1999); Boman, H. (2000);
Gudmundsson GH. (1999)).

Es wurde bereits friher gezeigt WO 02/13857 A1, dass nattrlich vorkommende, von Cathelici-
din stammende antimikrobielle Peptide oder deren Derivate eine die Immunantwort stimulierende
Aktivitat besitzen und daher hochwirksame Adjuvantien darstellen.

Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein Adjuvans/"Tragerpeptid" zu schaffen, das die
Immunantwort auf ein spezifisches, gemeinsam verabreichtes Antigen stark verbessern kann und
daher ein hochwirksames Adjuvans darstellt.

Dieses Aufgabe wird durch ein Vakzin gelost, welches mindestens ein Antigen und ein Peptid
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mit einer Sequenz R-XZXZyXZX-R, aufweist,
wobei

- Neine ganze Zahl zwischen 3 und 7, vorzugsweise 5, ist,

- Xein positiv geladener nattrlicher und/oder nicht-natriicher Aminosaurerest ist,

- Zein Aminosaurerest, ausgewsahit aus der Gruppe bestehend aus L, V, |, F oder W, ist, und

Ry und R, unabhangig voneinander ausgewshlt sind aus der Gruppe bestehend aus -H, -NH,,
-COCHj3, -COH oder einem Peptid mit bis zu 20 Aminosé&ureresten:; X-R, auch ein Amid, Ester oder
Thioester des C-terminalen Aminos&urerestes sein kann.

AuBer den naturlich vorkommenden antimikrobiellen Peptiden wurden synthetische antimikro-
bielle Peptide erzeugt und untersucht. Es zeigte sich, dass das synthetische antimikrobielle Peptid
KLKLLLLLKLK-NH, eine bedeutende chemotherapeutische Aktivitat bei mit Staphylococcus aureus
infizierten M&usen hat; Human-Neutrophile wurden aktiviert, um das Superoxid-Anion (O,’) uber
Zelloberflachen-Calreticulin zu erzeugen. Es zeigte sich, dass die genaue Anzahl und Position von
K und L far die antimikrobielle Aktivitat des synthetischen Peptids von kritischer Bedeutung ist
(Nakajima, Y. (1997); Cho, J-H. (1999)).

Es zeigte sich nun Uberraschenderweise im Laufe der vorliegenden Erfindung, dass Peptide
geman der vorliegenden Erfindung, die eine Sequenz R1-XZXZ\XZX-R, aufweisen, worin

- N eine ganze Zahl zwischen 3 und 7, vorzugsweise 5, ist,

- Xein positiv geladener naturlicher und/oder nicht-natirlicher Aminosaurerest ist,

- Zein Aminoséurerest, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus L, V, |, F oder W, ist, und

- Rs und R, unabhangig voneinander ausgewshit sind aus der Gruppe bestehend aus -H,
-NH, -COCHj, -COH oder einem Peptid mit bis zu 20 Aminosaureresten; X-R; auch ein Amid oder
Ester (oder sogar Thioester) des C-terminalen Aminosaurerestes sein kann,

(nachfolgend als "Peptide A" bezeichnet), antigene Peptide oder Proteine weit besser in APCs
TRANSIoaden kénnen als bekannte Adjuvantien, einschlieRlich natiirlich vorkommender antimikro-
bieller Peptide. Sie haben weiters eine starke Immunantwort-stimulierende Aktivitat und stellen
daher hoch wirksame Adjuvantien dar.

Im Bereich der vorliegenden Erfindung kann die Sequenz an ihrem Carboxy-Ende amidiert sein
oder eine weitere Aminos&uresequenz tragen, vorzugsweise ist jedoch das Carboxy-Ende frei.

Weiters kénnen im Bereich der vorliegenden Erfindung alle X, die in den Peptiden A umfasst
sind, denselben Aminos&urerest darstellen. Vorzugsweise reprasentiert X jedoch in einem Peptid A
nur einen spezifischen Aminos&urerest, z.B. entweder K oder R, usw.. Dasselbe kann in Bezug auf
Z angewendet werden: alle Z in den Peptiden A kénnen eine einzige Aminos&ure-Spezies oder
verschiedene Aminos#ure-Spezies sein: z.B. entweder L oder V usw.. Vorzugsweise sind R; und
R; gleich, vorteilhaft sind beide H (d.h. freie Amino- oder Carboxy-Termini).

Im Bereich der vorliegenden Erfindung umfasst der Ausdruck "nicht-nattrlich" jeglichen Amino-
saurerest, der nicht naturlich vorkommt bzw. nicht in natiirlichen Proteinen vorkommt.

Das Peptid R{-KLKL;KLK-R, ist speziell bevorzugt, es sind jedoch auch R+-KIKL:KIK-R,, R;-
KVKLsKVK-R;, Ry-KFKLsKVK-R; R;-KLKLgKLK-R,, R1-KWKW;sKLK-R;, R-KWKWL;WKWK-R,,
Ri-KLKL,KLK-R; oder Permutationen in Bezug auf die Positionen von |, F oder L vorteilhaft,

Selbstverstandlich kann das Vakzin auch zwei oder mehrere Antigene, je nach der gewinsch-
ten Immunantwort, umfassen. Das (die) Antigen(e) kann (kénnen) auch modifiziert sein, um die
Immunantwort weiter zu verbessern.

Vorzugsweise werden die Proteine oder Peptide, die von viralen oder bakterielien Pathogenen,
von Pilzen oder Parasiten sowie von Tumor-Antigenen (Krebs-Vakzine) oder Antigenen mit einer
putativen Rolle bei Autoimmunerkrankungen stammen, als Antigene (einschlieBlich derivatisierter
Antigene, wie glykosylierter, lipidisierter, glykolipidisierter oder hydroxylierter Antigene) verwendet.
Weiters kénnen Kohlehydrate, Lipide oder Glykolipide selbst als Antigene verwendet werden. Der
Derivatisierungsprozess kann die Reinigung eines spezifischen Proteins oder Peptids aus dem
Pathogen, die Inaktivierung des Pathogens sowie die proteolytische oder chemische Derivatisie-
rung oder Stabilisierung eines soichen Proteins oder Peptids inkludieren. Alternativ kann auch das
Pathogen selbst als Antigen verwendet werden. Die Antigene sind vorzugsweise Peptide oder
Proteine, Kohlehydrate, Lipide, Glykolipide oder Mischungen davon.

Vorzugsweise ist das Antigen ein Peptid, das aus 5 bis 60, vorzugsweise 6 bis 30, insbesonde-
re 8 bis 11 Aminoséureresten besteht. Antigene dieser Lange erwiesen sich als fur die T-Zellen-
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Aktivierung besonders geeignet. Die Antigene kénnen weiters mit einem Schwanz gekoppelt
werden, beispielsweise gemafl A 657/2000, US 5,726,292 oder WO 98/01558.

Die relativen Mengen der Ingredienzien der vorliegenden Zusammensetzung hangen sehr von
den Notwendigkeiten der individuellen Zusammensetzung ab. Vorzugsweise werden zwischen
10 ng und 1 g Antigen und Peptid A verwendet. Bevorzugte Mengen an Antigen/ Peptid A liegen im
Bereich von 0,1 bis 1000 g Antigen pro Vakzination und 0,1 bis 1000 ug Peptid A. Die Zusam-
mensetzung gemaR der vorliegenden Erfindung kann weiters Hilfssubstanzen, wie Puffer, Salze,
Stabilisatoren, Antioxidantien usw., oder andere Wirksubstanzen, wie Entzindungshemmer oder
antinozizeptive Arzneistoffe, enthalten.

Die vorliegenden Zusammensetzungen kénnen einem Patienten, z.B. einem Impfkandidaten, in
wirksamen Mengen, z.B. in waéchentlichen, zweiwéchigen oder monatiichen Intervallen verabreicht

wiederholt oder nur einmal geimpft werden. Eine bevorzugte Verwendung der vorliegenden Erfin-
dung ist die aktive Immunisierung, insbesondere von Menschen oder Tieren, die keinen Schutz
gegen das spezifische Antigen haben.

Die vorliegende Zusammensetzung kann subkutan, intramuskular, rektal, intravends, intrader-
mal, intrapinnal, transdermal sowie durch orale Aufnahme verabreicht werden.

Selbstverstandlich kann das Vakzin gemaR der vorliegenden Erfindung jedwede weitere Sub-
stanz, wie beispielsweise jeden anderen pharmazeutisch akzeptablen Trager usw. umfassen. Das
Vakzin gemaf der vorliegenden Erfindung kann gemal bekannter Verfahren formuliert werden,
2.B. als i.v.-Vakzine, DNA-Vakzine, transdermale Vakzine, topische Vakzine, intranasale Vakzine
und als Kombinationsvakzine. Die Dosierung kann mittels Standardverfahren fur Vakzine, die
Verbesserungen der bekannten Vakzine sind, ausgewshit werden, es ist jedoch eine niedrigere
Dosierung als beim bekannten Vakzin fur denselben Schutz maglich und daher bevorzugt.

Vorzugsweise ist das Vakzin in lagerbarer Form, z.B. lyophilisiert, gegebenenfalls in Kombina-
tion mit einer geeigneten Rekonstitutionslésung, vorgesehen.

Vorzugsweise ist X in der Peptidsequenz ein Aminosaurerest ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus K, R, Ornithin und/oder Homoarginin. Wiederum kann das X eines Peptids A ver-
schiedene Aminosaurereste, ausgewahlt aus dieser Gruppe, sein, vorzugsweise ist X entweder K
oder R oder Ornithin oder Homoarginin in einem Peptid A.

GemaR einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung ist X in der Peptidse-
guenz K. Das Peptid A, welches diese Aminoséure als X aufweist, erwies sich als besonders stark
fur die Induktion einer Immunantwort.

Vorzugsweise ist Z in der Peptidsequenz ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus L, V, I, F
und/oder W. Wie fir X erwshnt wurde, kann auch das Y in einem Peptid A verschiedene Amino-
sdurereste darstellen. Es ist Jedoch bevorzugt, dass Z eines Peptids A nur ein Aminosaurerest ist,
2.B. entweder L oder V oder | oder F oder W,

Noch mehr bevorzugt steht Z in der Peptidsequenz A far L. Dadurch kann das Peptid A eine
besonders starke Immunantwort hervorrufen.

Am meisten bevorzugt ist das Peptid A H-KLKLLLLLKLK-H. Selbstverstandlich soll auch die
physiologische Form dieses Peptids beispielsweise mit einem protonisierten N-Terminus (NH;")
und einem entprotonisierten C-Terminus (COC)) als von dieser Formel (wie fir alle Peptide gemaf
der vorliegenden Erfindung) mit eingeschlossen gelten.

GemaR einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform ist/sind in der Peptidsequenz R, und/oder
Rz 10 bis 20 Aminosaurereste. Dadurch ist ein Peptid A vorgesehen, welches eine L&nge aufweist,
mit welcher eine besonders starke Immunantwort hervorgerufen oder verbessert wird.

GemaR einer vorteilhaften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung sind die Aminos&ure-
reste von R, und/oder R, nicht negativ geladene Aminosaurereste.

Wiederum kénnen die Aminosaurereste nattrliche und/oder nicht nattirliche Aminoségurereste
sein. Durch Hinzufugen nicht-negativ geladener Aminosaurereste entweder an einem oder an
beiden Enden des Peptids A weist dieses Peptid eine starke Fahigkeit zur Verbesserung oder
Induktion einer Immunantwort auf.

Vorzugsweise bilden R, und/oder Rz einen hydrophoben Schwanz fur das Peptid A. Daher sind
die Aminosaurereste von R+ und/oder R, vorzugsweise ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus
L, V, I, F oder W. Noch mehr bevorzugt sind die Aminos&urereste von R+ und/oder R, ausgewshit
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aus der Gruppe bestehend aus L, | oder F. Am meisten bevorzugt sind die zusétzlichen Aminosau-
rereste L. Diese Peptide A weisen eine besonders starke Fahigkeit auf, eine stéarkere Immunant-
wort hervorzurufen.

Gemaf einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung sind die Aminosaure-
reste von R, und/oder R, positiv geladene naturliche und/oder nicht naturliche Aminosaurereste.
Vorzugsweise sind die zusétzlichen Aminosaurereste ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
K, R, Ornithin und/oder Homoarginin. Noch mehr bevorzugt sind die Aminosaurereste von R,
und/oder R, K. Diese Peptide A zeigen auch eine besonders gute Fahigkeit, die Immunantwort zu
verbessern.

Es ist bevorzugt, dass die Aminosaurereste von R; und/oder R, ausgewahit sind aus der ersten
Gruppe (bestehend aus L, V, |, F oder W oder aus der zweiten Gruppe (bestehend aus positiv
geladenen Aminosaureresten). Es ist jedoch auch maglich, dass die Aminosaurereste von R,
und/oder R, aus beiden Gruppen fur ein einziges Peptid A ausgewahlt sind.

Vorzugsweise weist das Vakzin mindestens eine weitere, die Immunantwort stimulierende Sub-
stanz auf. Als Immunantwort stimulierende Substanz kann jede Substanz oder jedes Molekiil
verwendet werden, von welcher (welchem) bekannt ist, dass sie (es) als Adjuvans wirksam ist.
Solche Substanzen sind in WO 93/19768 geoffenbart. Andere Substanzen konnen beispielsweise
Polykationen, wie z.B. Polylysin oder Polyarginin, sein. Andere Adjuvantien kénnen Bestandteile in
Form von Partikeln, wie z.B. Silikage! oder Dextran-Kigelchen, sein, die klein genug sind, so dass
sie in die Zellen eindringen konnen. Die Zugabe dieser weiteren, die Immunantwort stimulierenden
Substanz macht das Vakzin sogar noch wirksamer.

Vorzugsweise ist die die Immunantwort stimulierende Substanz ein Cytokin. Cytokine spielen
bei der Aktivierung und Stimulierung von B-Zellen, T-Zellen und NK-Zellen, Makrophagen, Dendri-
ten-Zellen und verschiedenen anderen Zellen, die an der Induktion von Immunantworten beteiligt
sind, eine wichtige Rolle. Jedes Cytokin, welches die Immunantwort auf das (die) Antigen(e) zu-
satzlich verbessert, kann verwendet werden.

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung des Peptids, welches die
Sequenz R{-XZXZyXZX-R; (Peptid A), wie oben definiert, aufweist, fiir die Herstellung eines Adju-
vans, um die Immunantwort auf mindestens ein Antigen zu verbessern.

GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Adjuvans einem Vakzin
zugegeben. Es ist natirlich moglich, das Adjuvans dem Sauger direkt zu verabreichen, z.B. vor-
zugsweise vor der Impfung. Es ist jedoch fur die Verabreichung einfacher, das Adjuvans einem
Vakzin zuzusetzen, weiches dann auf einmal dem Séuger verabreicht wird.

Gemal einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Impfung
eines Saugers, einschlieflich Menschen, gegen ein spezifisches Antigen oder eine Gruppe von
spezifischen Antigenen, welches Verfahren die Verabreichung einer wirksamen Menge eines
Vakzins gemaB der vorliegenden Erfindung an diesen zu impfenden Sauger, einschliellich Men-
schen, umfasst. Alternativ umfasst das Verfahren die Verabreichung einer wirksamen Menge eines
Adjuvans, umfassend das Peptid A wie voranstehend beschrieben, wonach ein Vakzin verabreicht
wird.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und Figuren genauer beschrieben, doch ist
die Erfindung natirrlich nicht auf diese eingeschrankt.

Fig. 1 zeigt die TRANSloading-Kapazitst des (synthetischen, antimikrobiellen) Peptids
KLKLLLLLKLK (SEQ. ID. Nr. 1) im Vergleich zu verschiedenen, friher beschriebenen "Tragerpep-
tiden".

Fig. 2 zeigt die Menge der IFN- y-produzierenden Zellen bei Mausen, die mit einem antigenen
Peptid in Verbindung mit dem (synthetischen, antimikrobiellen) Peptid KLKLLLLLKLK geimpft
wurden.

BEISPIELE
Beispiel 1

TRANSloading muriner Makrophagen mit einem synthetischen, antimikrobiellen Peptid
als "Trigerpeptid™
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Um zu testen, ob das (synthetische, antimikrobielle) Peptid KLKLLLLLKLK als "Tragerpeptid"
fur Antigene funktionieren kann, um APCs in vitro zu TRANSIoaden, was heilt, die Antigen-
Aufnahme in APCs zu verbessern, wurde ein Fluoreszens-markiertes Peptid als antigenes Peptid
verwendet. Es wurde mit verschiedenen Konzentrationen von KLKLLLLLKLK und anderen friiher
beschriebenen "Tragerpeptiden”, wie angegeben, gemischt.

Um die Effizienz der Peptid-Abgabe dieser verschiedenen "Tragerpeptide" zu vergleichen,
wurde die Menge der Peptid-Aufnahme in APCs Uberwacht, indem P388D1-Zellen (murine Mono-
zyten-Makrophagen-Antigen-présentierende Zelllinie; erworben von ATCC (TIB-83)) 1 h lang bei
37°C mit einer konstanten Menge von mit Fluorescein-markiertem Peptid alleine oder in Kombina-
tion mit verschiedenen "Tragerpeptiden” in den angegebenen Konzentrationen inkubiert wurden.
Vor dem Analysieren der Zellen durch Durchfiuss-Zytometrie wurden die Zellen extensiv gewa-
schen, um freies Peptid zu entfernen. Die relative Menge des von den Zellen aufgenommenen, mit
Fluorescein markierten Peptids wurde mittels Durchfluss-Zytometrie gemessen.

Das verwendete antigene Peptid ist ein von Influenza-Haemagglutinin stammendes MHC-
Klasse | (Kd)-Bindungspeptid (Buschle, M. (1997)). 2 pg dieses antigenen Peptids (FL-LFEAIEGFI)
wurden mit 3 verschiedenen Mengen jedes Tragerpeptids gemischt, getestet bei Konzentrationen,
die 1,025, 5,08%% und 5,08% Mol positive Ladungen reprasentieren. (Fig. 1 zeigt die x-fache
Steigerung an verbesserter Peptid-Aufnahme im Vergleich zum Peptid alleine):

Peptid FL-LFEAIEGF| gemischt mit

(1) + Poly-L-Arginin

(2) + murinem, von Cathelicitin stammendem antimikrobiellem Peptid; SEQ. ID. Nr. 2

(3) + LL-37; SEQ. ID. Nr. 3

(4) + L-Indolicidin; SEQ. ID. Nr. 4

(5) + linearem, bovinem Dodecapeptid; SEQ ID: Nr. 5

(6) + zyklisiertem, bovinem Dodecapeptid

(7) + KLKLLLLLKLK; SEQ. ID. Nr. 1

Wahrend bekannt ist, dass die Fluoreszenz bei Zellen, die nur mit Peptid alleine behandelt wur-
den, gering ist (wie fruher gezeigt), wurde eine intensive Fluoreszenz von "TRANSIloaded" Zellen
insbesondere bei solchen Zellen gefunden, die mit dem (synthetischen, antimikrobiellen) Peptid
KLKLLLLLKLK als "Tragerpeptid" "TRANSloaded" wurden, was anzeigt, dass es APCs mit einem
antigenen Peptid sehr effizient pulsen kann.

Beispiel 2

Testen der Fahigkeit, die Induktion Peptid-spezifischer T-Zellen-Reaktionen in vivo zu
verbessern.

Zum Testen der Fahigkeit des (synthetischen, antimikrobiellen) Peptids KLKLLLLLKLK, die In-
duktion von Peptid-spezifischen T-Zellen-Reaktionen in vivo zu verbessern, wurden bei Gruppen
von 4 Mausen (C57BL/6, weiblich, 8 Wochen alt, H-2b) subkutan 3 Mal (Tage 0, 28 und 56) in die
Flanke ein antigenes Melanom-Peptid (100 ug), das von TRP-2 (Maus-Tyrosinase-related Protein-
2) stammte, alleine oder in Kombination mit entweder Poly-L-Arginin oder dem (synthetischen,
antimikrobiellen) Peptid KLKLLLLLKLK als "Tragerpeptid) injiziert. Die Mengen des verwendeten
(synthetischen, antimikrobiellen) Peptids KLKLLLLLKLK reprasentieren vier verschiedene Mengen
bei Konzentrationen, die die gleiche Menge (100 pg) an Poly-L-Arginin hinsichtlich ug, die gleiche
(168 ug), die doppelte (336 pg) und die dreifache (504 pg) Menge an Poly-L-Arginin hinsichtlich
positiver Ladungen darsteilen. Die Gruppen der Mause erhielten Folgendes injiziert (angegebene
Mengen/pro Maus).

(1) 100 pg Peptid

(2) 100 ug Peptid + 100 ug Poly-L-Arginin (pR 60)

(3) 100 pg Peptid + 100 ug KLKLLLLLKLK

(4) 100 pg Peptid + 168 ug KLKLLLLLKLK

(6) 100 ug Peptid + 336 ug KLKLLLLLKLK

(6) 100 ug Peptid + 504 ug KLKLLLLLKLK

12 Tage nach der 3. Impfung wurden drainierte (inguinale) Lymphknoten entfernt, und die
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Lymphknotenzellen (Fig. 2) wurden ex vivo mit von TRP-2 (Maus-Tyrosinase-related Protein-2)-
Peptid aktiviert, um IFN-y-produzierende, spezifische Zellen in einem ELISpot-Test zu bestimmen
(Anzah! der IFN-y-ELISpots pro Million Lymphknotenzelien).

Fig. 2 zeigt, dass die Injektion von Peptid plus zunehmende Mengen an KLKLLLLLKLK in
Mzusen zu weit mehr IFN-y-produzierenden spezifischen Zellen fuhrte als wenn Mausen Peptid
alleine oder in Kombination mit Poly-L-Arginin injiziert wurde. Es wurde auch bestatigt, dass das
Peptid KLKLLLLLKLK keine IFN-y-produzierenden, Peptid-spezifischen T-Zellen hervorruft (wie
mittels ELISpot-Test bestatigt), d.h. dass nur nicht-KLKLLLLLKLK-spezifische T-Zellen bei den
vorliegenden Versuchen erhalten wurden.

Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass das (synthetische, antimikrobielle) Peptid KLKLLLLLKLK
die Induktion von Peptid-spezifischen T-Zellen-Reaktionen in vivo verbessert.

Zusammenfassend zeigte das (synthetische, antimikrobielle) Peptid KLKLLLLLKLK eine hohe
"TRANSIoading" und immunstimulierende Effizienz, was anzeigt, dass die Peptide A féhig sind,
APCs mit antigenen Peptiden in vitro und in vivo sehr effizient zu pulsen und gute Adjuvans/
"Tragerpeptide” fur antigene Peptide bei der Induktion adaptiver Immunantworten sind.
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> Cistem Biotechnologies GmbH
<120> Vakzin Zusammensetzung
<130> Vakzin Zusammensetzung

<140>
<141>

<160> 5
<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

211> 11

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Peptid

<400> 1
Lys Leu Lys Leu Leu Leu Leu Leu Lys Leu Lys
1 5 10

<210> 2

<211> 31

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Peptid

<400> 2
Arg Leu Ala Gly Leu Leu Arg Lys Gly Gly Glu Lys lle Gly Glu Lys
1 5 10 15

Leu Lys Lys lle Gly GIn Lys lle Lys Asn Phe Phe GIn Lys Leu
20 25 30

<210> 3

<211> 37

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Peptid

<400> 3
Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys lle Gly Lys Glu
1 5 10 15
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Phe Lys Arg lle Val Gin Arg lle Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val

20 25 30

Pro Arg Thr Glu Ser

35
<210> 4
<211>13
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)

<223> AMIDATION

<400> 4
lle Leu Pro Trp Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 5
<211> 12
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Peptid
<400> 5
Arg Leu Cys Arg lle Val Val lle Arg Val Cys Arg
1 5 10
PATENTANSPRUCHE:

1. Vakzin, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens ein Antigen und ein Peptid mit einer

Sequenz Ry-XZXZyXZX-R, aufweist, wobei
- N eine ganze Zahl zwischen 3 und 7, vorzugsweise 5, ist,
- X ein positiv geladener natirlicher und/oder nicht-natirlicher Aminoséaurerest ist,

- Z ein Aminosaurerest, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus L, V, |, F oder W, ist,

und

Rs und R; unabhangig voneinander ausgewshit sind aus der Gruppe bestehend aus -H,
-NH,, -COCHs, -COH oder einem Peptid mit bis zu 20 Aminoséureresten; X-R, auch ein

Amid, Ester oder Thioester des C-terminalen Aminoséaurerestes sein kann,

2. Vakzin nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass X in der Peptidsequenz ein Ami-
nosdurerest ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus K. R, Ornithin oder Homoarginin

ist,
3. Vakzin nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass X in der Peptidsequenz K ist.

4. Vakzin nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass Z in der Peptid-

sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus L, | oder F.

5. Vakzin nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass Z in der Peptidsequenz fur L

steht.

6. Vakzin nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Peptidsequenz H-

KLKLLLLLKLK-H ist.

7. Vakzin nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass in der Peptid-

10
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16.
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sequenz Ry und/oder R; 10 bis 20 Aminos&urereste ist (sind).

Vakzin nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosadurereste von R;
und/oder R, nicht negativ geladene Aminoséaurereste sind.

Vakzin nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaurereste von R,
und/oder R, ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus L, V, |, F oder W.

Vakzin nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminos&urereste von R,
und/oder R, ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus L, | oder F.

Vakzin nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminos&urereste von R,
und/oder R, L sind.

Vakzin nach einem der Anspriiche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosau-
rereste von Ry und/oder R, positiv geladene, natirliche und/oder nicht-natirliche Amino-
sdurereste sind.

Vakzin nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminos&urereste von R,
und/oder R; ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus K, R, Ornithin und Homoargi-
nin.

Vakzin nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosadurereste von R,
und/oder R, K sind.

Vakzin nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens
eine weitere, die Immunantwort stimulierende Substanz umfasst.

Vakzin nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die die Immunantwort stimulie-
rende Substanz ein Cytokin ist.

Verwendung eines Peptids, welches die Sequenz R;-XZXZyXZX-R,, wie in einem der An-
spruche 1 bis 16 definiert, aufweist, zur Herstellung eines Adjuvans oder Tragerproteins
zur Verbesserung der Immunantwort auf mindestens ein Antigen.

Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Adjuvans oder Trager-
protein die Aufnahme von mindestens einem Antigen in Antigen-prasentierende Zellen
(APC) verbessert. '

Verwendung nach Anspruch 16 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass das Adjuvans
oder Tragerprotein einem Vakzin zugesetzt wird.

HIEZU 2 BLATT ZEICHNUNGEN
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FIG. 2 IFN-y ELISPOT von ing. Lymphknoten-Zellen nach Impfung mit

einem TRP-2-Peptid in Verbindung mit einem synthetischen
antimikrobiellen Peptid (KLKLLLLLKLK)
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