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Wynalazek dotyczy kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej immunogenny srodek skuteczny
w wywotywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujacej przeciwciata przeciw Ap u pacjenta farma-
ceutycznie dopuszczalny adiuwant, a takze zastosowania immunogennego srodka skutecznego
w wywotywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujgcej przeciwciata przeciw AB do leczenia lub
profilaktyki choroby charakteryzujacej sie ztogami amyloidowymi.
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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy kompozycji farmaceutycznej i zastosowania immunogennego srodka sku-
tecznego w wywotywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujacej przeciwciata przeciw A do wy-
twarzania leku do leczenia lub profilaktyki choroby charakteryzujacej sie ztogami amyloidowymi.

Choroba Alzheimera (AD) jest postepujaca chorobg wywotujaca otepienie starcze. Patrz ogolnie
Selkoe, TINS 16, 403-409 (1993); Hardy i inni, WO 92/13069; Selkoe, J. Neuropathol. Exp. Neurol. 53,
438-447 (1994); Duff i inni, Nature 373, 476-477 (1995); Games i inni, Nature 373, 523 (1995).
Ogodlnie chorobe mozna podzieli¢ na dwie kategorie: 0 p6znym poczatku, ktéra pojawia sie w pode-
sztym wieku (od 65 roku zycia) oraz o wczesnym poczatku, ktéra rozwija sie przed okresem starosci,
to jest pomiedzy 35 a 60 rokiem zycia. W obu typach choroby patologia jest taka sama, ale nieprawi-
dtowosci wydajg sie by¢ znacznie powazniejsze i bardziej rozlegte w przypadkach, gdy choroba roz-
poczyna sie w mtodszym wieku. Chorobe charakteryzujg dwa typy uszkodzen w mézgu, ptytki starcze
oraz ktebki neurofibrylarne. Plytki starcze stanowig obszary zdezorganizowanego neuropilu o szero-
kosci do 150 um z zewnatrzkomérkowymi ztogami amyloidowymi wystepujacymi w centrum widocz-
nym przy analizie mikroskopowe]j przekrojow tkanki médzgowej. Kiebki neurofibrylarne stanowig we-
wnatrzkomorkowe ztogi biatka tau sktadajace sie z dwdch filamentéw owinietych parami wokot siebie.

Gtéwnym sktadnikiem ptytek jest peptyd nazywany Ap lub peptydem B-amyloidowym. Peptyd
AB jest wewnetrznym fragmentem 39-43 aminokwasow biatka prekursorowego nazywanego biatkiem
prekursorowym amyloidu (APP). Kilka mutacji biatka APP powigzano z wystepowaniem choroby
Alzheimera. Patrz np. Goate i inni, Nature 349, 704 (1991) (walina’ do izoleucyny); Chartier Harlan
i inni, Nature 353, 844 (1991) (walina’’ do glicyny); Murrell i inni, Science 254, 97 (1991) (walina’ do
fenyloalaniny); Mullan i inni, Nature Genet. 1, 345 (1992) (podwéjna mutacja zmieniajaca lizyne>*>-
-metionine>®® w asparagine®®-leucyne®®®). Uwaza sie, ze mutacje te wywotuja chorobe Alzheimera
w wyniku zwiekszonego lub zmienionego przetwarzania APP w AB, w szczegdlnosci przetwarzania
APP w zwigkszone ilosci diugich form AR (czyli AB1-42 i AB-1-43). Uwaza sie, ze mutacje w innych
genach, takich jak geny preseniliny, PS1 i PS2, posrednio wptywajg na przetwarzanie APP powodujac
powstanie zwiekszonych ilosci dtugich form AP (patrz Hardy, TINS 20, 154 (1997)). Obserwacje te
wskazujg, ze AP, a zwlaszcza jego diuga forma, jest elementem przyczynowym w chorobie Alzhe-
imera.

McMichael, EP 526511, zaproponowat podawanie homeopatycznych dawek (mniejszych niz lub
réwnych 10 mg/dzien) AB pacjentom z wczesniej rozwinietg AD. Oczekuje sie, ze u typowego czto-
wieka z okoto 5 litrami osocza nawet wyzsza granica tej dawki wytworzy stezenie nie wieksze niz
2 pg/ml. Normalne stezenie Ap w osoczu cztowieka wynosi 50 - 200 pg/ml (Seubert i inni, Nature 359,
325-327 (1992). Ze wzgledu na to, ze dawka proponowana w EP 526511 w niewielkim stopniu zmie-
nia poziom endogennego AB w krazeniu oraz ze EP 526511 nie zaleca stosowania adiuwanta, wydaje
sie niemozliwym, ze wystapi jakikolwiek skutek leczniczy.

W przeciwienstwie do powyzszego wynalazek dotyczy leczenia lub profilaktyki choroby amylo-
idogennej przez podawanie AB lub innego immunogenu pacjentowi w warunkach wywotujgcych ko-
rzystng odpowiedz immunologiczng u pacjenta.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna, charakteryzujgca sie tym, ze zawiera
immunogenny srodek skuteczny w wywotywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujacej przeciwcia-
ta przeciw AB u pacjenta oraz farmaceutycznie dopuszczalny adiuwant, przy czym ten $rodek jest
wybrany z grupy obejmujacej

(i) AB,

(i) fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwasow AB42 i

(iii) kwas nukleinowy kodujacy (i) lub (ii); i

adiuwant jest wybrany z grupy obejmujacej atun, wodorotlenek glinu, fosforan glinu, siarczan
glinu, 3-de-O-acylowany monofosforylowany lipid A, M-CSF i GM-CSF, emulsje olej w wodzie, takie
jak skwalenu lub oleju arachidowego, MF59, SAF, CpG, polimeryczne lub monomeryczne aminokwa-
sy, takie jak poli(kwas glutaminowy) lub polilizyna, peptydy muramylowe (np. N-acetylomuramylo-L-
-treonylo-D-izoglutamina  (thr-MDP), N-acetylonormuramylo-L-alanylo-D-izoglutamina (nor-MDP),
N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-alanino-2-(1'-2'dipalmitoilo-sn-glicero-3-hydroksyfos-
foryloksy)etyloamina (MTP-PE), N-acetyloglukozaminylo-N-acetylomuramylo-L-Al-D-izoglu-L-Ala-di-
palmitoksypropyloamid (DTP-DPP)) oraz inne sktadniki scian komoérek bakteryjnych, takie jak dimikoli-
nian trehalozy (TDM), szkielet sciany komérkowej (CWS), MPL+CWS, adiuwanty saponinowe (QS21),
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ISCOM (kompleksy immunostymulujace), cytokiny, takie jak interleukiny (IL-1, IL-2 i IL-12), czynnik
pobudzajacy tworzenie kolonii makrofagow (M-CSF), czynnik martwicy nowotworu (TNF); oraz Ap42
ma naturalng ludzka sekwencje: H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-
Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-
Val-lle-Ala-OH.

Korzystnie srodek jest kapsutkowany w czgstce. Korzystniej czgstke stanowi czgstka kopolime-
ru polilaktyd-poliglikolid (PLPG).

W korzystnej postaci AB stanowi AB43, AB42, AB41, AB40 lub AB39.

Fragment Ap pochodzi korzystnie z N-koncowej potowy Ap.

Fragment Ap korzystnie zawiera AB1-5, a korzystniej stanowi AB1-5. Takze korzystniej fragment
A stanowi AB1-6, lub Ap1-12.

Korzystnie fragment AB jest wybrany z grupy obejmujgcej AB1-5, AB1-6, AB1-12, Ap13-28,
AB17-28, Ap25-35, AB33-42, AB35-40 i AB35-42.

W korzystnej postaci kompozycja zawiera co najmniej 10 pg lub co najmniej 20 ug AB, lub co
najmniej 50 ug AR, lub co najmniej 100 ug Ap lub jego fragmentu.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie immunogennego $rodka skutecznego w wy-
wotywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujacej przeciwciata przeciw A do wytwarzania leku do
leczenia lub profilaktyki choroby charakteryzujacej sie ztogami amyloidowymi u pacjenta, w ktérym
srodek zawiera

(i) AB,

(i) fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwasow Ap42; lub

(i) kwas nukleinowy kodujacy (i) lub (ii); oraz

AB42 ma naturalng ludzkg sekwencje: H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
His-His-GlIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-
Gly-Val-Val-lle-Ala-OH.

W korzystnym zastosowaniu lek ponadto zawiera farmaceutycznie dopuszczalny adiuwant wy-
brany z grupy obejmujacej atun, wodorotlenek glinu, fosforan glinu, siarczan glinu, 3-de-O-acylowany
monofosforylowany lipid A, M-CSF i GM-CSF, emulsje olej w wodzie, takie jak skwalenu lub oleju
arachidowego, MF59, SAF, CpG, polimeryczne lub monomeryczne aminokwasy, takie jak poli(kwas
glutaminowy) lub polilizyna, peptydy muramylowe (np. N-acetylomuramylo-L-treonylo-D-izoglutamina
(thr-MDP), N-acetylonormuramylo-L-alanylo-D-izoglutamina (nor-MDP), N-acetylomuramylo-L-alanylo-
-D-izoglutaminylo-L-alanino-2-(1'-2'di-palmitoilo-sn-glicero-3-hydroksyfosforyloksy)etyloamina (MTP-PE),
N-acetyloglukozaminylo-N-acetylomuramylo-L-A1-D-izoglu-L-Ala-dipalmitoksypropyloamid (DTP-DPP)),
lub inne sktadniki scian komorek bakteryjnych, takie jak dimikolinian trehalozy (TDM), szkielet sciany
komorkowej (CWS), MPL+CWS, adiuwanty saponinowe (QS21), ISCOM (kompleksy immunostymulu-
jace), cytokiny, takie jak interleukiny (IL-1, IL-2 i IL-12), czynnik pobudzajacy tworzenie kolonii makro-
fagéw (M-CSF), czynnik martwicy nowotworu (TNF).

W korzystnym zastosowaniu $rodek jest kapsutkowany w czastce, ktdrg korzystniej stanowi
czastka kopolimeru polilaktyd-poliglikolid (PLPG).

W korzystnym zastosowaniu AP stanowi AB43, AB42, AB41, AB40 lub AB39.

Korzystnie fragment Ap pochodzi z N-koncowej potowy AB.

W korzystnym zastosowaniu fragment AP zawiera Ap1-5.

Korzystniej fragment AP stanowi AB1-5, lub AB1-6, lub Ap1-12.

W korzystnym zastosowaniu fragment Ap jest wybrany z grupy obejmujacej AP1-5, AB1-6,
AB1-12, AB13-28, AB17-28, AB25-35, AB33-42, AB35-40 i Ap35-42.

W korzystnym zastosowaniu ilos¢ A lub jego fragmentu wynosi co najmniej 10 ug, lub co naj-
mniej 20 ug, lub co najmniej 50 pg, lub co najmniej 100 pg.

Korzystnie pacjentem jest cztowiek.

W korzystnym zastosowaniu chorobe stanowi choroba Alzheimera. W innym korzystnym zasto-
sowaniu u pacjenta nie wystepujg objawy.

W korzystnym zastosowaniu pacjent ma mniej niz 50 lat. W innym korzystnym zastosowaniu
pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka wskazujace podatnos¢ na chorobe Alzheimera, a w kolej-
nym innym korzystnym zastosowaniu pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka choroby Alzheimera.

W korzystniejszym zastosowaniu Af wystepuje w postaci zagregowanej.

Korzystnie lek podaje sie doustnie, podskornie, domiesniowo, miejscowo lub dozylnie. Korzyst-
niej lek podaje sie domiesniowo lub podskornie.
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W korzystniejszym zastosowaniu srodek stanowi skuteczna dawka kwasu nukleinowego kodu-
jacego AB lub fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwaséw AB42, gdzie kwas nukle-
inowy jest eksprymowany w organizmie pacjenta z wytworzeniem AB lub fragmentu z co najmniej
pieciu przylegajacych aminokwasow AB42 wywotujacego odpowiedz immunologiczna.

Korzystniej lek podaje sie miejscowo. Korzystniej lek stosuje sie miejscowo w postaci plastra.

W korzystniejszym zastosowaniu pacjent jest monitorowany pod wzgledem odpowiedzi immu-
nologiczne;j.

Sposoby profilaktyki lub leczenia choréb charakteryzujacych sie odktadaniem amyloidu u pa-
cjenta powodujg wywotanie odpowiedzi immunologicznej przeciw peptydowemu skfadnikowi ztogéw
amyloidowych u pacjenta. Takie wywotanie odpowiedzi moze zaj$¢ czynnie przez podanie immuno-
genu, albo biernie przez podanie przeciwciata lub aktywnego fragmentu lub pochodnej przeciwciata.
U niektérych pacjentow ztogiem amyloidowym jest skupisko peptydu Ap i choroba jest chorobg Alzhe-
imera. W niektérych sposobach u pacjenta brak objawéw. W niektérych sposobach pacjent ma ponad
50 lat. W niektérych sposobach pacjent odziedziczyt czynniki ryzyka wskazujace na podatnosé na
chorobe Alzheimera. Te czynniki ryzyka obejmujg zmienne allele genéw preseniliny PS1 i PS2 oraz
zmienne formy APP. W innych sposobach nie ma znanych czynnikéw ryzyka wystgpienia choroby
Alzheimera.

W leczeniu pacjentéw cierpigcych na chorobe Alzheimera jeden ze sposobow leczenia obejmu-
je podawanie pacjentowi dawki peptydu AB, aby wywota¢ odpowiedz immunologiczng. Niekiedy pep-
tyd Ap podaje sie z adiuwantem wzmacniajgcym odpowiedz immunologiczng na peptyd AB. Moze nim
by¢ atun lub MPL. Dawka peptydu Ap podawanego pacjentowi zazwyczaj wynosi co najmniej 1 lub
10 ug przy podawaniu z adjuwantem, a co najmniej 50 ug przy podawaniu bez adiuwanta. Moze row-
niez wynosi¢ co najmniej 100 pg.

Peptydem AP moze tez by¢ AB1-42. Niekiedy peptyd Ap jest podawany w postaci zagregowanej
lub w postaci zdysocjowanej. Srodkiem leczniczym moze tez byé skuteczna dawka kwasu nukleino-
wego kodujgcego AP lub jego aktywny fragment lub jego pochodng. Kwas nukleinowy kodujacy Ap lub
jego fragment jest eksprymowany u pacjenta z wytworzeniem A lub jego aktywnego fragmentu wy-
wotujgcego odpowiedz immunologiczng. Niekiedy kwas nukleinowy podaje sie przez skére, ewentual-
nie w postaci plastra. Srodek leczniczy mozna znajdowaé przeszukujac biblioteke zwiazkéw w celu
zidentyfikowania zwigzku oddziatywujacego z przeciwciatami wzgledem AP oraz podawaé zwigzek
pacjentowi w celu wywotania odpowiedzi immunologicznej.

Odpowiedz immunologiczna moze by¢ skierowana przeciw peptydowi AB w postaci zagregowa-
nej, a nie przeciw peptydowi AB w postaci zdysocjowanej. Przyktadowo na odpowiedz immunolo-
giczng moga sktadac¢ sie przeciwciata wigzace zagregowang postac peptydu AP, niewigzace zdyso-
cjowanego peptydu AB. Odpowiedz immunologiczna moze obejmowaé komorki T wigzace A skom-
pleksowany z MCHI lub MCHII na komérkach CD8 lub CD4, lub jest indukowana przez podanie pa-
cjentowi przeciwciata przeciw AB. Odpowiedz immunologiczna moze tez by¢ indukowana przez po-
branie komoérek T od pacjenta, poddanie komoérek T dziataniu peptydu AB w warunkach, w ktérych
komorki T sg aktywowane, a nastepnie ponowne umieszczenie komérek T w organizmie pacjenta.

Srodek leczniczy zazwyczaj podaje sie doustnie, donosowo, $rédskérnie, podskérnie, domie-
$niowo, miejscowo lub dozylnie. Pacjenta po podaniu leku mozna monitorowac¢ w celu okreslenia od-
powiedzi immunologicznej. Jezeli podczas monitorowania wystapi obnizenie odpowiedzi immunolo-
gicznej w czasie, pacjentowi mozna poda¢ jedng lub wieksza liczbe kolejnych dawek leku.

Srodki farmaceutyczne moga zawieraé Ap oraz zar6bke odpowiednig do podawania doustnego
i innymi drogami, lub tez srodek skuteczny w wywotywaniu u pacjenta odpowiedzi immunologicznej
przeciw Ap oraz dopuszczalny farmaceutycznie adiuwant. Srodkiem moze by¢ niekiedy Ap lub jego
aktywny fragment. Adiuwant moze stanowi¢ atun, a niekiedy jest to emulsja typu olej w wodzie. AB lub
jego aktywny fragment moze takze byc¢ sktadnikiem kopolimeru polilaktyd-poliglikolid (PLPG) lub innej
czastki. Mozliwe jest taczenie A lub jego aktywnego fragmentu z czasteczkg koniugatowa sprzyjajaca
dostarczaniu Ap do krwioobiegu pacjenta i/lub sprzyjajacg odpowiedzi immunologicznej przeciw AB.
Koniugat moze na przyktad sprzyja¢ wywotaniu odpowiedzi immunologicznej przeciw AB i moze nim
by¢ toksyna cholery, immunoglobulina, atenuowana toksyna btonicy CRM 197 (Gupta, Vaccine 15,
1341-3 (1997)).

Srodek farmaceutyczny moze zawieraé $rodek skutecznie wywotujacy u pacjenta odpowiedz
immunologiczng przeciw A, z tym, ze srodek nie powinien zawiera¢ kompletnego adiuwantu Freunda.
Srodek moze takze zawieraé wektor wirusowy kodujacy AB lub jego aktywny fragment skutecznie
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wywotujacy odpowiedz immunologiczng przeciw AB. Odpowiednimi wektorami wirusowymi moga byc:
wirus opryszczki, adenowirus, wirus adenosatelitarny, retrowirus, wirus Sindibs, wirus gorgczki Semliki
Forest, wirus ospy krowiej lub ospy ptasiej.

W sposobach zapobiegania chorobie Alzheimera oraz jej leczenia pacjentowi podaje sie sku-
teczng dawke peptydu AB. Mozna stosowac A lub przeciwciata skierowane przeciw niemu do wytwa-
rzania leku przeciwdziatajgcego chorobie Alzheimera lub leczacego ja.

Mozna réwniez ocenia¢ skutecznos¢ sposobu leczenia choroby Alzheimera u pacjenta. Ozna-
cza sie w probkach tkanek pacjenta podstawowg ilo$¢ przeciwciat specyficznych przeciw Ap przed
podaniem srodka. ll0$¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi A w prébkach tkanek pacjenta
po leczeniu $srodkiem mozna poréwnac¢ z podstawowag iloscig przeciwciat specyficznych przeciw pep-
tydowi AB. llo$¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB zmierzona po leczeniu, znaczaco
wieksza od ilosci podstawowe] przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB, wskazuje na pozy-
tywny wynik leczenia.

W ocenie skutecznosci sposobow leczenia choroby Alzheimera u pacjenta mozna oznaczaé
w probkach tkanek pacjenta podstawowg ilos$¢ przeciwciat specyficznych przeciw Ap przed podaniem
srodka. llos¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB w prébkach tkanek pacjenta po leczeniu
srodkiem mozna poréwnac¢ z podstawowg iloscig przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi Ap.
Obnizenie ilosci lub brak znaczacej réznicy pomiedzy iloscig przeciwciat specyficznych przeciw pepty-
dowi AP zmierzong po leczeniu a iloscig podstawowa przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB
wskazuje na negatywny wynik leczenia.

W ocenie innym sposobem skutecznosci leczenia choroby Alzheimera u pacjenta mozna ozna-
cza¢ w probkach tkanek kontrolnej populacji kontrolng ilos¢ przeciwciat specyficznych przeciw Ap.
llos¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB w prébkach tkanek pacjenta po leczeniu srod-
kiem mozna poréwnac z kontrolng iloscig przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB. 1l0$¢ prze-
ciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB zmierzona po leczeniu, znaczaco wieksza od ilosci kon-
trolnej przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi Ap, wskazuje na pozytywny wynik leczenia.

W ocenie innym sposobem skutecznosci leczenia choroby Alzheimera u pacjenta mozna ozna-
cza¢ w probkach tkanek kontrolnej populacji kontrolng ilos¢ przeciwciat specyficznych przeciw Ap.
llos¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi A w probkach tkanek pacjenta po podaniu srodka
mozna poréwnac z kontrolng iloscig przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB. Brak znaczacej
réznicy pomiedzy iloscig przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB zmierzong po rozpoczeciu
leczenia a iloscig kontrolng przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi AB wskazuje na negatywny
wynik leczenia.

Inne sposoby monitorowania u pacjenta choroby Alzheimera lub podatnosci na te chorobe mo-
ga obejmowac¢ wykrywanie odpowiedzi immunologicznej przeciw peptydowi Ap w probce pobranej od
pacjenta. Niekiedy pacjentowi podaje sie srodek skuteczny w leczeniu choroby Alzheimera lub jej
zapobieganiu, a poziom odpowiedzi okresla przyszly tryb leczenia pacjenta.

W ocenie innym sposobem skutecznosci leczenia choroby Alzheimera u pacjenta mozna ozna-
czac ilos¢ przeciwciat specyficznych przeciw peptydowi A w probce tkanki pacjenta leczonego $rod-
kiem. llo$¢ te mozna poréwnac z kontrolng iloscig oznaczong w populacji pacjentéw, u ktérych wyste-
puje poprawa lub zanik objawéw choroby Alzheimera pod wptywem leczenia $rodkiem. Wartos¢
u pacjenta réwna co najmniej wartosci kontrolnej wskazuje na pozytywna odpowiedz na leczenie.

Zestawy do takich ocen zazwyczaj mogg zawiera¢ odczynnik specyficznie wigzacy sie z prze-
ciwciatami przeciw AP lub stymulujacy proliferacje komoérek T reaktywnych wobec AB.

Wynalazek stanie sie bardziej zrozumialy dzieki zatgczonym rysunkom, przy czym

Fig. 1: Miano przeciwciat po iniekcji transgenicznym myszom AB1-42.

Fig. 2: Obcigzenie hipokampu amyloidem. Na podstawie wspomaganej komputerowo ilosciowej
analizy obrazu immunoreaktywnych obszar6w moézgu oznaczono procent powierzchni regionu hipo-
kampu zajmowanego przez ptytki amyloidowe, okreslony na podstawie reaktywnosci z mAp 3D6 spe-
cyficznymi dla APB. Wartosci dla poszczegolnych myszy podano dzielac je na grupy badawcze. Linia
pozioma dla kazdej z grup wskazuje wartosé mediany rozktadu.

Fig. 3 Dystrofia neurytowa w hipokampie. Na podstawie wspomaganej komputerowo ilosciowej
analizy obrazu immunoreaktywnych obszar6w moézgu oznaczono procent powierzchni regionu hipo-
kampu zajmowany przez zwyrodniate neuryty, okreslony przez ich oddziatywanie z ludzkimi mAp 8E5
specyficznymi dla APP. Wartosci dla poszczeg6lnych myszy podano dla grupy traktowanej AN1792
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oraz grupy kontrolnej traktowanej PBS. Linia pozioma dla kazdej z grup wskazuje wartos¢ mediany
rozktadu.

Fig. 4 Astrocytoza w korze pozamodzelowatej. Na podstawie wspomaganej komputerowo ilo-
sciowej analizy obrazu immunoreaktywnych obszaréw mézgu oznaczono procent powierzchni regionu
korowego zajmowany przez astrocyty pozytywne pod wzgledem kwasnego widknistego biatka glejo-
wego (GFAP). Wartosci dla poszczegélnych myszy podano dzielac je na grupy badawcze, a wartosci
mediany dla grup wskazano poziomymi liniami.

Fig. 5 Srednie geometryczne mian przeciwciat przeciw Ap1-42 po immunizacji w zakresie o$miu
dawek AN1792 zawierajacych 0,14, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 33, 100 lub 300 pg.

Fig. 6 Kinetyka odpowiedzi na przeciwciat po immunizacji AN1792. Miana wyrazono w postaci
srednich geometrycznych wartosci dla 6 zwierzat w kazdej z grup.

Fig. 7 llosciowa analiza obrazu obcigzenia kory amyloidem u myszy poddanych dziataniu PBS
i AN1792.

Fig. 8 llosciowa analiza obrazu obcigzenia ptytkami neurytycznymi u myszy poddanych dziata-
niu PBS i AN1792.

Fig. 9 llosciowa analiza obrazu procentu kory pozamodzelowatej objetej astrocytozg u myszy
poddanych dziataniu PBS i AN1792.

Fig. 10 Test proliferacji limfocytdbw na komdrkach $ledziony u myszy poddanych dziataniu
AN1792 (gbrny wykres) i PBS (dolny wykres).

Fig. 11 Catkowity poziom AB w korze. Wykres rozrzutu poszczeg6lnych profili AR u myszy im-
munizowanych A lub pochodnymi APP w potgczeniu z adiuwantem Freunda.

Fig. 12 Obcigzenie kory amyloidem okreslono na podstawie sterowanej komputerowo ilosciowej
analizy obrazu immunoreaktywnych obszaréw mézgu myszy immunizowanych koniugatami peptydu
AB - ABL1-5, AB1-12, AB13-28, agregatami AN1792 o petnej dtugosci Ap (Ap1-42) i AN1528 (AB1-40)
oraz poddanej dziataniu PBS grupy kontrolne;.

Fig. 13 Srednie geometryczne mian przeciwciat specyficznych dla Ap dla grup myszy immuni-
zowanych A lub pochodnymi APP, w potaczeniu z adiuwantem Freunda.

Fig. 14 Srednie geometryczne mian przeciwciat specyficznych dla Ap dla grup $winek morskich
immunizowanych AN1792 lub jego palmitoliowang pochodng, w potaczeniu z réznymi adiuwantami.

Fig. 15 Poziomy AB w korze 12-miesiecznych myszy PDAPP poddanych dziataniu AN1792 lub
AN1528, z roznymi adiuwantami.

Okreslenie ,zasadniczo identyczne" oznacza, ze dwie sekwencje biatkowe, najlepiej przyrow-
nywane z zastosowaniem takich programéw jak GAP lub BESTFIT, z uzyciem domysinych waznosci
luk (gap weights), wykazujg co najmniej 65 procent identycznosci sekwenciji, korzystnie co najmniej 80
lub 90 procent identycznosci sekwencji, korzystniej co najmniej 95 procent identycznosci sekwencji
lub wiecej (np. 99 procent identycznosci sekwencji lub wiecej). Korzystnie pozycje reszt, ktére nie sg
takie same, réznig sie podstawieniem konserwatywnymi aminokwasami.

Przy przyréwnywaniu sekwencji zazwyczaj jedng z sekwencji stosuje sie jako sekwencje odnie-
sienia, z ktérg poréwnuje sie badane sekwencje. Z zastosowaniem algorytmu poréwnujacego se-
kwencje, sekwencje badang i odniesienia wprowadza sie do komputera, jezeli jest to konieczne okre-
sla sie wspotrzedne podsekwenciji, a nastepnie ustala sie parametry algorytmu programowego.
Nastepnie algorytm poréwnujacy sekwencje oblicza procent identycznosci sekwencji badanej (ych) do
sekwencji odniesienia na podstawie ustalonych parametréw programu.

Optymalne przyréwnanie porownywanych sekwencji mozna przeprowadzi¢, np. z zastosowa-
niem algorytmu homologii lokalnej Smitha i Watermana, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), algorytmu
przyréwnujacego homologie Needelemana i Wunscha, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), szukajgc podo-
bienstw metodg Pearsona i Lipmana, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), za pomoca skom-
puteryzowanych wersji tych algorytmow (GAP, BESTFIT, FASTA oraz TFASTA w Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) albo na podstawie
oceny wzrokowej (patrz gtéwnie Ausubel i inni, supra). Jednym z przyktadéw algorytmu odpowied-
niego do okreslania procentu podobienstwa i identycznosci sekwencji jest algorytm BLAST opisany
przez Altschul i inni, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). Oprogramowanie do przeprowadzania algo-
rytmu BLAST jest publicznie dostepne przez National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Zazwyczaj domyslne parametry programu mozna stosowac¢ do wyko-
nywania poréwnania sekwencji, ale mozna takze uzy¢ dostosowanych parametréw. Dla sekwencji
aminokwasowych program BLAST uzywa jako domysinych dtugosci stowa (wordlength) (W) réwnej 3,
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oczekiwania (expectation) (E) rownego 10 oraz macierzy punktujgcej (scoring matrix) BLOSUM62
(patrz Henikoff i Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1989)).

Celem klasyfikacji podstawien aminokwasowych konserwatywnych i niekonserwatywnych ami-
nokwasy grupuje sie w nastepujacy sposob: Grupa | (hydrofobowe, fancuchy boczne): norleucyna,
met, ala, val, leu, ile; Grupa Il (obojetne, hydrofilowe tahcuchy boczne): cys, ser, thr; Grupa Il (kwa-
sowe, tancuchy boczne): asp, glu; Grupa IV (zasadowe, tancuchy boczne): asn, gin, his, lys, arg;
Grupa V (aminokwasy wptywajgace na orientacje tancucha): gly, pro oraz Grupa VI (aromatyczne fan-
cuchy boczne): trp, tyr, phe. Konserwatywne podstawienia obejmujg podstawienia pomiedzy amino-
kwasami tej samej klasy. Niekonserwatywne podstawienia obejmujg zmiany aminokwasu jednej klasy
na aminokwas drugiej klasy.

Srodki lecznicze zawarte w kompozycjach wedtug wynalazku zazwyczaj sg zasadniczo czyste.
Oznacza to, ze $rodek jest zazwyczaj co najmniej w 50% (wagowo) czysty, a ponadto sg zasadniczo
wolne od przeszkadzajacych biatek lub zanieczyszczen. Czasem s$rodki sg co najmniej w 80% (wago-
wo), korzystniej w co najmniej 80 lub okoto 95% (wagowo) czyste. Jednakze za pomocg standardo-
wych technik oczyszczania biatek mozna uzyska¢ preparaty biatek homogenne co najmniej w 99%.

Specyficzne wiazanie dwoch jednostek oznacza powinowactwo co najmniej 10°, 107, 10°, 10°
M lub 10" M™. Korzystne sg wartosci powinowactwa wieksze niz 10° M™.

Okreslenie ,przeciwciato" stosowano tutaj w odniesieniu do nienaruszonych przeciwciat jak i ich
fragmentéw wigzacych. Zazwyczaj fragmenty wspétzawodniczg w wigzaniu antygenu z nienaruszo-
nymi przeciwciatami, od ktérych pochodza. Ponadto przeciwciata lub ich fragmenty wigzace moga by¢
chemicznie potaczone lub wyeksprymowane jako biatka fuzyjne z innymi biatkami.

APP®® APP™! i APP’"° dotyczg odpowiednio polipeptydéw o dtugosci 695, 751 i 770 amino-
kwasow kodowanych przez ludzki gen APP. Patrz Kang i inni, Nature 325, 773 (1987); Ponte i inni,
Nature 331, 525 (1988), oraz Kitaguchi i inni, Nature 331, 530 (1988). Aminokwasy w obrebie ludzkie-
go biatka prekursorowego amyloidu (APP) majg przypisane numery zgodnie z sekwencjg izoformy
APP770. Okreslenia takie jak AB39, AB40, AB41l, AB42 i AB43 oznaczajg peptydy Ap zawierajgce
aminokwasy 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 i 1-43.

Okreslenie ,epitop" lub ,determinanta antygenowa" oznacza miejsce na antygenie, na ktére od-
powiadajg komorki B i/lub T. Epitopy komérek B mogq by¢ utworzone z dwdéch przylegajacych lub
nieprzylegajacych aminokwaséw zestawionych obok siebie przez trzeciorzedowe ztozenie biatka.
Epitopy utworzone z przylegajacych aminokwaséw sa zazwyczaj zachowane przy dziataniu rozpusz-
czalnikbw denaturujgcych, podczas gdy epitopy utworzone w wyniku trzeciorzedowego sktadania zni-
kaja po dziataniu rozpuszczalnikami denaturujacymi. Epitop zazwyczaj obejmuje co najmniej 3,
a czesciej co najmniej 5 lub 8-10 aminokwasow w unikatowej konformacji przestrzennej. Sposoby
okreslania przestrzennej konformacji epitopéw obejmujg np. krystalografie rentgenowska i dwuwymia-
rowy jadrowy rezonans magnetyczny. Patrz np. Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology, tom 66, red. Glenn E. Morris (1996). Przeciwciata rozpoznajgce ten sam epitop mozna ziden-
tyfikowa¢ w prostym tescie immunologicznym pokazujacym zdolnos¢ jednego przeciwciata do bloko-
wania wigzania innego przeciwciata z docelowym antygenem. Komoérki T rozpoznajg ciagte epitopy
o diugosci okoto 9 aminokwaséw dla komérek CD8 lub okoto 13-15 aminokwasow dla komérek CDA4.
Komérki T rozpoznajace epitop mozna zidentyfikowaé w testach in vitro mierzacych zalezng od anty-
genu proliferacje, oznaczang przez inkorporacje *H-tymidyny w uczulonych komérkach T, w odpowie-
dzi na epitop (Burke i inni, J. Inf. Dis. 170, 1110-19 (1994)), zalezne od antygenu usmiercanie (test
limfocytow T cytotoksycznych, Tigges i inni, J. Immunol. 156, 3901-3910) lub wydzielanie cytokin.

Okreslenie ,immunologiczny"” lub odpowiedz ,immunologiczna" oznacza rozwoj korzystnej od-
powiedzi humoralnej (posredniczonej przez przeciwciata) i/lub komérkowej (posredniczonej przez
specyficzne dla antygenu komérki T lub ich produkty wydzielnicze) skierowanej przeciw peptydowi
amyloidowemu u pacjenta biorcy. Taka odpowiedz moze by¢ czynng odpowiedzig wywotang przez
podanie immunogenu, albo bierng odpowiedzig wywotana przez podanie przeciwciat lub uczulonych
komoérek T. Komoérkowa odpowiedz immunologiczna jest wywotywana przez prezentacje epitopow
polipeptydowych w potaczeniu z czasteczkami MHC Klasy | lub Klasy Il w celu aktywowania specy-
ficznych dla antygenu pomocniczych komérek T CD4" i/lub cytotoksycznych komérek T CD8*. Odpo-
wiedz moze takze obejmowac aktywacje monocytow, makrofagow, komérek NK, bazofili, komérek
dendrytycznych, astrocytéw, komdrek mikrogleju, eozynofili lub innych sktadnikéw odpornosci wro-
dzonej. Wystgpienie posredniczonej przez komérki odpowiedzi immunologicznej mozna okesli¢
w testach proliferacji (komérek T CD4") lub testach CTL (limfocytéw T cytotoksycznych) (patrz Burke,
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supra; Tiggers, supra). Wzgledne udziaty odpowiedzi humoralnej i komérkowej w ochronnym lub lecz-
niczym dziataniu immunogenu mozna rozrézni¢ oddzielnie izolujac 19gG i komérki T z immunizowanego
syngeneicznego zwierzecia i mierzac ochronne lub lecznicze dziatanie u drugiego zwierzecia.

,Srodek immunogenny" lub ,immunogen" jest zdolny po podaniu pacjentowi wywotaé odpo-
wiedz immunologiczng przeciw sobie samemu, ewentualnie w potgczeniu z adiuwantem.

Okreslenie ,nagi polinukleotyd" oznacza polinukleotyd nie skompleksowany z materiatem kolo-
idalnym. Nagie polinukleotydy czasem klonuje sie w wektory plazmidowe.

Okreslenie ,adiuwant" oznacza zwigzek, ktéry podany razem z antygenem wzmaga odpowiedz
immunologiczng na antygen, ale podany oddzielnie nie wywotuje odpowiedzi immunologicznej na
antygen. Adiuwanty moga wzmagac¢ odpowiedz immunologiczng na drodze kilku réznych mechani-
zméw, wigcznie z rekrutacjg limfocytow, stymulacjg komérek B i/lub T oraz stymulacjg makrofagéw.

Okreslenie ,pacjent" oznacza cztowieka lub innego ssaka poddawanego profilaktyce lub le-
czeniu.

Zdezintegrowany lub monomeryczny AB oznacza rozpuszczalne, monomeryczne jednostki pep-
tydowe AB. Jednym ze sposobdéw preparowania monomerycznych AB jest rozpuszczenie liofilizowa-
nego peptydu w czystym DMSO z rozbijaniem ultradzwiekami. Powstaly roztwoér odwirowuje sie w celu
usuniecia czastek nierozpuszczalnych. Zagregowany A jest mieszaning oligomerow, w ktérej mono-
meryczne jednostki sg utrzymywane razem wigzaniami niekowalencyjnymi.

Srodki lub sposoby ,obejmujace" jeden lub wieksza liczbe wymienionych elementéw moga
zawierac inne elementy nie wymienione specyficznie. Przyktadowo srodek zawierajgcy peptyd AP
obejmuje zaréwno wyizolowany peptyd A, jak i peptyd AB jako sktadnik dtuzszej sekwencji poli-
peptydowej.

Wynalazek dotyczy srodkéw leczniczych oraz sposobdw profilaktyki i leczenia choréb charakte-
ryzujacych sie nagromdzeniem ztogéw amyloidowych. Ztogi amyloidowe zawierajg peptydy zagrego-
wane w nierozpuszczalng mase. Natura peptydéw rézni sie w réznych chorobach, ale w wiekszosci
przypadkéw agregat ma strukture B-pofatdowanej kartki i wybarwia sie barwnikiem Congo Red.
Choroby charakteryzujace sie ztogami amyloidowymi obejmujg chorobe Alzheimera (AD), zaréwno
o wczesnym jak i p6znym poczatku. W obu chorobach ztogi amyloidowe zawierajg peptyd nazywany
AB, ktory gromadzi sie w mbzgu oséb chorych. Przyktadami innych choréb charakteryzujacych sie
ztogami amyloidu sg amyloidoza SAA, dziedziczny zesp6t islandzki, szpiczak mnogi oraz encefalopa-
tie ggbczaste, wigcznie z chorobg szalonych kréw, chorobg Creutzfeldta Jakoba, encefalopatig owiec
oraz encefalopatig ggbczastg norek (patrz Weissmenn i inni, Curr. Opin. Neurobiol. 7, 695-700 (1997);
Smits i inni, Veterinary Quarterly 19, 101-105 (1997)), Nathanson i inni, Am. J. Epidemiol. 145, 959-
969 (1997)). Peptydy tworzace agregaty w tych chorobach, to odpowiednio dla pierwszych trzech
surowiczy amyloid A, cystantyna C, lekki tancuch IgG « oraz biatka prionowe dla pozostatych.

Srodki lecznicze zawarte w kompozycjach farmaceutycznych wedtug wynalazku wywotujg od-
powiedz immunologiczng przeciw peptydowi AB. Srodki te obejmujg sam peptyd AP oraz jego odmia-
ny, analogi i mimetyki peptydu AP indukujace przeciwciata skierowanymi przeciw peptydowi A i/lub
reagujgce z nimi krzyzowo oraz przeciwciata lub komérki T reagujace z peptydem AB. Wywotanie
odpowiedzi immunologicznej moze by¢ czynne, np. w przypadku podania pacjentowi immunogenu
w celu zaindukowania przeciwciat lub komérek T reagujacych z AP, albo bierne, np. w przypadku
podania pacjentowi przeciwciat, ktére same wigza Ap.

AB znany takze jako peptyd p-amyloidowy lub peptyd A4 (patrz US 4666829; Glenner i Wong,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 120, 1131 (1984), jest peptydem o dtugosci 39-43 aminokwaséw,
ktory jest gtdwng sktadowg charakterystycznych ptytek w chorobie Alzheimera. AB powstaje w wyniku
przetwarzania wiekszego biatka APP przez dwa enzymy, nazywane sekretazami p i y (patrz. Hardy,
TINS 20, 154 (1997)). Znane mutacje w APP zwigzane z chorobg Alzheimera wystepujg proksymalnie
do miejsc B lub y sekretaz lub w obrebie AB. Przyktadowo pozycja 717 lezy proksymalnie do miejsca
ciecia APP przez sekretaze y podczas obrobki do AB, a pozycje 670/671 leza proksymalnie do miejsca
ciecia przez sekretaze p. Uwaza sie, ze mutacje powodujg chorobe AD przez wptywanie na reakcje ciecia,
w wyniku ktérych powstaje A, tak ze zwiekszajq ilos¢ wytwarzanej 42/43 aminokwasowej formy Ap.

ApB ma te niezwyktg zdolnos¢, ze moze utrwala¢ i aktywowac zaréwno klasyczna, jak i alterna-
tywng kaskade dopetniacza. W szczegdélnosci wigze sie on z Clq i ostatecznie z C3bi. To potgczenie
ufatwia wigzanie do makrofagéw, prowadzace do aktywacji komérek B. Ponadto C3bi dalej rozpada
sie i wigze z CR2 na komérkach B w sposéb zalezny od komérek T, co prowadzi do 10000 krotnego
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wzrostu aktywacji tych komorek. Mechanizm ten powoduje, ze AB wytwarza wieksza niz inne antygeny
odpowiedz immunologiczna.

Srodek leczniczy zawarty w kompozycji farmaceutycznej moze by¢ dowolna naturalnie wystepu-
jaca postacig peptydu AP, a zwtaszcza ludzkg postacig (to jest AB39, AB40, AB41, Ap42 lub AB43).
Sekwencje tych peptyddw i ich pokrewienstwo z prekursorowym APP przedstawiono na fig. 1 w Hardy
i inni, TINS 20, 155-158 (1997). Przyktadowo AB42 ma sekwencje:

H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-
Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-OH

AB41, AB40 i AB39 rbznig sie od Ap42 pominieciem odpowiednio Ala, Ala-lle i Ala-lle-Val na
C-koncu. AB43 r6zni sie od Ap42 obecnoécig reszty treoniny na C-koncu. Srodkiem leczniczym moze
takze by¢ aktywny fragment lub analog naturalnego peptydu AP, zawierajacy epitop indukujacy po-
dobng ochronng lub leczniczg odpowiedz immunologiczng po podaniu cziowiekowi. Immunogenne
fragmenty zazwyczaj majg ciggtq sekwencje co najmniej z 3, 5, 6, 10 lub 20 sgsiednich aminokwaséw
naturalnego peptydu. Immunogenne fragmenty obejmujg AB1-5, 1-6, 1-12, 13-28, 17-28, 25-25, 35-40
i 35-42. Fragmenty z N-koncowej potowy AP sg korzystniejsze w niektérych sposobach. Analogi obej-
mujg odmiany alleliczne, gatunkowe i indukowane. Analogi zazwyczaj r6znig sie od naturalnie wyste-
pujacych peptydéw w jednym lub kilku miejscach, czesto przez konserwatywne podstawienia.
Analogi zazwyczaj wykazujg co najmniej 80 lub 90% identycznosci sekwencji z naturalnymi peptyda-
mi. Niektére analogi zawierajg takze nienaturalne aminokwasy lub modyfikacje N- lub C-koncowych
aminokwas6éw. Przyktadami nienaturalnych aminokwaséw sg o,a-dwupodstawione aminokwasy,
N-alkiloaminokwasy, kwas mlekowy, 4-hydroksyprolina, y-karboksyglutaminian, &-N,N,N-trimetylo-
lizyna, e-N-acetylolizyna, O-fosfoseryna, N-acetyloseryna, N-formylometionina, 3-metylohistydyna,
5-hydroksylizyna, o-N-metyloarginina. Profilaktyczne lub lecznicze dziatanie fragmentéw i analogéw
mozna selekcjonowaé z uzyciem zwierzecych modeli transgenicznych, co opisano ponizej.

AB, jego fragmenty, analogi i inne peptydy amyloidogenne mozna zsyntetyzowac¢ droga syntezy
peptydow w fazie statej lub przez ekspresje rekombinacyjng, albo mozna je otrzymac z naturalnych
zrédet. Automatyczne syntetyzatory biatek sg dostepne w handlu od wielu dostawcow, takich jak
Applied Biosystems, Foster City, California. Ekspresje rekombinacyjng mozna przeprowadzi¢ w bakte-
riach, takich jak E. coli, w drozdzach, komdrkach owadzich lub komdérkach ssaczych. Procedury eks-
presji rekombinacyjnej opisali Sambrook i inni, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (C.S.H.P.
Press, NY 2 wyd., 1989). Niektére postacie peptydu AB sg takze dostepne w handlu (np. American
Peptides Company, Inc., Sunnyvale, CA i California Peptide Research, Inc. Napa, CA).

Srodki lecznicze obejmuijg takze diuzsze polipeptydy obejmujace np. peptyd A, aktywny frag-
ment lub analog razem z innymi aminokwasami. Przyktadowo peptyd Ap moze by¢ obecny w nieak-
tywnym biatku APP lub jego segmencie, takim jak fragment C-100 zaczynajacy sie na N-koncu Ap
i biegnacy do konca APP. Takie polipeptydy mozna przebada¢ pod wzgledem ich dziatania profilak-
tycznego lub leczniczego na modelach zwierzecych w spos6b opisany ponizej. Peptyd AP, analog,
aktywny fragment lub inny polipeptyd mozna poda¢ w zasocjowanej postaci (to jest jako peptyd amy-
loidowy) lub w postaci zdysocjowanej. Srodki lecznicze obejmujg takze multimery monomerycznych
srodkéw immunogennych.

W kolejnej odmianie peptyd immunogenny, taki jak Ap, moze by¢ stosowany jako szczepionka
wirusowa lub bakteryjna. Kwas nukleinowy kodujacy peptyd immunogenny wprowadza sie do genomu
lub episomu wirusa lub bakterii. Ewentualnie kwas nukleinowy wprowadza sie w taki sposob, ze pep-
tyd immunogenny jest eksprymowany jako biatko wydzielnicze lub biatko fuzyjne z biatkiem zewnetrz-
nej powierzchni wirusa lub transbtonowym biatkiem bakterii, tak ze peptyd jest eksponowany. Wirusy
lub bakterie uzyte w takich metodach powinny by¢ niepatogenne lub atenuowane. Odpowiednie wiru-
sy obejmujg adenowirusy, HSV, ospe krowig i ospe drobiu. Fuzja peptydu immunogennego z HBsAg
z HBV jest szczeg6lnie odpowiednia. Srodki lecznicze obejmujg takze peptydy i inne zwigzki, ktére
niekoniecznie wykazujg znaczace podobienstwo sekwencji z AB, ale tym niemniej dziatajg jako mime-
tyki Ap i wywotujg podobng odpowiedz immunologiczng. Mozna np. przebada¢ pod wzgledem przy-
datnosci dowolne peptydy lub biatka tworzace B-pofatdowane kartki. Mozna takze stosowac przeciw-
ciata przeciw-idiotypowe przeciw przeciwciatom monoklonalnym przeciw AB lub innym peptydom amy-
loidogennym. Takie przeciwciata przeciw-ld nasladujg antygen i wytwarzajg odpowiedz immunolo-
giczng na niego (patrz Essential Immunology (red. Roit, Blackwell Scientific Publications, Palo Alto,
wyd. 6) str. 181).
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Mozna takze zbadaé¢ pod wzgledem przydatnosci losowe biblioteki peptydéw lub innych zwigz-
kow. Biblioteki kombinatoryjne mozna wytworzy¢ dla wielu typow zwigzkdéw, ktére moga by¢ syntety-
zowane krok-po-kroku. Zwigzki takie obejmujg polipeptydy, mimetyki B-skretu, polisacharydy, fosfolipi-
dy, hormony, prostaglandyny, steroidy, zwigzki aromatyczne, zwigzki heterocykliczne, benzodiazepi-
ny, oligomeryczne N-podstawione glicyny i oligokarbaminiany. Duze biblioteki kombinatoryjne zwigz-
kow mozna skonstruowa¢ metodg kodowanych syntetycznych bibliotek opisang w Affymax,
WO 95/12608, Affymax, WO 93/06121, Columbia University, WO 94/0851, Pharmacopeia,
WO 95/35503 i Scripps, WO 95/30642 (z ktorych kazdy cytuje sie tutaj jako pozycje literaturowg do
wszystkich zastosowan). Biblioteki peptydowe mozna takze skonstruowa¢ metodami ekspozycji fago-
wej. Patrz np. Devlin, WO 91/18980.

Poczatkowo biblioteki kombinatoryjne i inne zwigzki bada sie pod wzgledem przydatnosci okre-
$lajgc ich zdolno$¢ do wigzania sie do przeciwciat lub limfocytéw (B lub T) znanych jako specyficzne
dla AB lub innych peptydéw amyloidogennych. Na przykiad poczatkowe przeszukiwania mozna prze-
prowadzi¢ stosujac jakiekolwiek surowice poliklonalne lub przeciwciata monoklonalne przeciw Ap lub
innym peptydom amyloidogennym. Nastepnie zwigzki zidentyfikowane w tych badaniach dalej analizu-
je sie pod wzgledem ich zdolnosci do indukowania przeciwciat lub reaktywnych limfocytéw przeciw AB
lub innym peptydom amyloidogennym. Na przyktad mozna przebada¢ wielokrotne rozcienczenia su-
rowicy na ptytkach do mikromianowania wczesniej powleczonych peptydem A i przeprowadzi¢ stan-
dardowy test ELISA w celu wykrycia reaktywnych przeciwciat na Ap. Nastepnie zwigzki mozna zbadaé¢
pod wzgledem ich profilaktycznej lub leczniczej skutecznosci na zwierzetach transgenicznych predys-
ponowanych do choroby amyloidogennej, co opisano w przyktadach. Zwierzeta takie obejmujg, np.
myszy niosgce mutacje 717 APP opisane przez Games i innych, supra, oraz myszy niosgce mutacje
Swedish APP, takie jak opisane przez McConlogue i innych, US 5612486 i Hsiao i innych, Science
274, 99 (1996); Staufenbiela i innych, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 13287-13292 (1997); Sturchlera-
Pierrata i innych, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 13287-13292 (1997); Brochleta i innych, Neuron 19,
939-945 (1997). To samo podejscie badawcze mozna zastosowa¢ w przypadku innych potencjalnych
srodkow, takich jak opisane powyzej fragmenty AB, analogi Ap i diuzsze peptydy zawierajace Ap.

Srodki lecznicze zawarte w kompozycjach farmaceutycznych wedtug wynalazku zawierajg takze
przeciwciata specyficznie wigzace AP. Takie przeciwciata mogg byé przeciwciatami monoklonalnymi
lub poliklonalnymi. Niektore z takich przeciwciat specyficznie wigzg sie z zagregowang forma Ap, nie
wigzac sie z formg zdysocjowang. Niektére wigzg sie z formg zdysocjowana, nie wigzac sie z formg
zagregowang. Niektére wigzg sie zaréwno z forma zagregowang, jak i zdysocjowana. Wytwarzanie
przeciwciat monoklonalnych nie-cztowieczych, np. mysich lub szczurzych, mozna osiggnaé np. przez
immunizacje zwierzecia z uzyciem AB. Patrz Harlow i Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP
NY, 1988) (przytoczony tutaj jako pozycja literaturowa do wszystkich zastosowan). Taki immunogen
mozna otrzymacé ze zrddta naturalnego przez synteze peptydéw lub ekspresje rekombinacyjna.

Humanizowane postacie mysich przeciwciat mozna tworzy¢ z zastosowaniem technik rekombi-
nacji DNA taczac regiony CDR nie-cziowieczych przeciwciat ze statymi regionami ludzkimi. Patrz
Queen i inni, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989) i WO 90/07861 (przytoczone tutaj
jako pozycije literaturowe do wszystkich zastosowan).

Ludzkie przeciwciata mozna uzyska¢ metodami ekspozycji fagowej. Patrz np. Dower i inni, WO
91/17271; McCafferty i inni, WO 92/01047. W tych metodach wytwarza sie biblioteki fagowe, ktérych
cztonkowie eksponujg rézne przeciwciata na swoich powierzchniach zewnetrznych. Przeciwciata za-
zwyczaj sg eksponowane jako fragmenty Fv lub Fab. Fagi eksponujgce przeciwciata o wymaganej
specyficznosci wybiera sie przez wzbogacenie powinowactwa do AB lub jego fragmentéw. Mozna
takze wytworzyc¢ ludzkie przeciwciata przeciw AB z niebedacych ludzmi ssakdéw transgenicznych nio-
sacych transgeny kodujgce co najmniej segment ludzkiego locus immunoglobulinowego oraz inak-
tywowane endogenne locus immunoglobulinowe. Patrz Lonberg i inni, WO93/12227 (1993); Kucherla-
pati, WO 91/10741 (1991) (z ktérych kazde jest przytoczone tutaj jako pozycja literaturowa do wszyst-
kich zastosowan). Ludzkie przeciwciala mozna wybra¢ w doswiadczeniach wigzania kompetycyjnego
lub inaczej, jako majace te samg specyficznosé epitopowaq jak konkretne przeciwciato mysie. Takie
przeciwciata szczegélnie prawdopodobnie wykazujg korzystne funkcjonalne witasciwosci przeciwciat
mysich. Ludzkie przeciwciata poliklonalne takze mozna otrzymaé¢ w postaci surowicy od pacjentéw
immunizowanych srodkiem immunogennym. Ponadto takie przeciwciata poliklonalne mozna zagescic
droga oczyszczania na zasadzie powinowactwa stosujgc A lub inny peptyd amyloidowy jako odczyn-
nik z powinowactwem.
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Ludzkie lub humanizowane przeciwciata mozna tak zaprojektowaé, zeby miaty region staty 1gG,
IgD, IgA lub IgE oraz jakikolwiek izotyp, wigcznie z 19G1, 1gG2, IgG3 i IgG4. Przeciwciata mozna eks-
prymowac jako tetramery zawierajgce dwa tancuchy lekkie i dwa ciezkie, jako oddzielne tancuchy
ciezkie, tancuchy lekkie, jako Fab, Fab', F(ab"), i Fv lub jako pojedyncze tahcuchy przeciwciat, w kto-
rych domeny zmienne fancuchéw lekkich i ciezkich sg potaczone razem przez odstepnik.

Srodki lecznicze zawarte w kompozycjach farmaceutycznych wedtug wynalazku obejmuija takze
komérki T wigzace peptyd AB. Przykladowo komdrki T mogg by¢ aktywowane przeciw peptydowi AR
przez wyeksprymowanie ludzkiego genu MHC klasy | i ludzkiego genu B-2-mikroglobuliny z owadziej
linii komorkowej, gdzie pusty kompleks jest tworzony na powierzchni komorek i moze zwigza¢ peptyd Ap.
Komoérki T, ktére wystawiono na dziatanie linii komoérkowej, stajg sie specyficznie zaktywowane prze-
ciw peptydowi. Patrz Peterson i inni, US 5314813. Linie komérek owadzich eksprymujace antygen
MHC klasy Il mozna w podobny sposéb stosowaé do aktywaciji komérek T CD4.

Wytwarzanie leczniczych srodkéw do leczenia innych choréb amyloidogennych okreslajg te
same lub analogiczne zasady. Ogdlnie $rodki wymienione powyzej do zastosowan w leczeniu choroby
Alzheimera mozna takze stosowa¢ do leczenia choroby Alzheimera o wczesnym poczatku, zwigzanej
z zespotem Downa. W chorobie szalonych kréw stosuje sie peptyd prionowy, jego aktywne fragmenty
lub analogi oraz przeciwciata przeciw peptydowi prionowemu zamiast peptydu AP, jego aktywnych
fragmentéw lub analogéw oraz przeciwciat przeciw peptydowi AB stosowanych w leczeniu choroby
Alzheimera. W leczeniu szpiczaka mnogiego stosuje sie lekkie fancuchy IgG oraz ich analogi i prze-
ciwciata przeciw nim, itd. w przypadku innych choréb.

Niektoére srodki wywotujgce odpowiedz immunologiczng zawierajg odpowiedni epitop do indu-
kowania odpowiedzi immunologicznej przeciw ztogom amyloidu, ale sg zbyt mate, zeby mogty by¢
immunogenne. W tej sytuacji immunogenny peptyd mozna potaczy¢ z odpowiednim nosnikiem, aby
utatwi¢ wywotanie odpowiedzi immunologicznej. Odpowiednie nosniki obejmujg albuminy surowicze,
hemocjanine z mieczaka z rodzaju Fisurella (ang. keyhole limpet), czgsteczki immunoglobulin, tyro-
globuline, albumine jaja kurzego, toksyne tezca lub toksyne z innych bakterii patogennych, takich jak
btonica, E. coli, cholera lub H. pylori lub atenuowne pochodne toksyn. Inne nosniki do stymulacji lub
wzmacniania odpowiedzi immunologicznej obejmuja cytokiny, takie jak IL-1, peptydy IL-1 o i B, IL-2,
vINF, IL-10, GM-CSF oraz chemokiny, takie jak M1P1o i p oraz RANTES. Srodki immunogenne moz-
na takze potaczy¢ z peptydami polepszajgcymi transport przez tkanki, co opisano w O'Mahony,
WO 97/17613 i WO 97/17614.

Srodki immunogenne mozna potaczy¢ z nosnikami przez sieciowanie chemiczne. Techniki ta-
czenia immunogenu z nosnikiem obejmujg tworzenie disulfidowych mostkéw z uzyciem N-sukcyny-
midylo-3-(2-pirydylotio)propionianu  (SPDP) i 4-(N-maleimidometylo)cykloheksano-1-karboksylanu
sukcymidylu (SMCC) (jezeli w peptydzie nie ma grupy tiolowej, mozna jg wprowadzi¢ przez dodanie
cysteiny). Te reagenty tworzg wigzania disulfidowe miedzy sobg i resztami cysteiny peptydu na jed-
nym biatku i wigzanie amidowe przez grupe g-amidowa lizyny lub inng wolng grupe aminowa w innych
aminokwasach. Wiele z takich srodkéw tworzacych mostki disulfidowe/amidowe opisano w Immun.
Rev. 62, 185 (1982). Inne dwufunkcyjne srodki sprzegajace tworzg raczej tioetery niz mostki disulfi-
dowe. Wiele z tych srodkdéw tworzacych tioetery jest dostepnych w handlu i obejmujg one reaktywne
estry kwasu 6-maleimidokapronowego, kwasu 2-bromooctowego, kwasu 2-jodooctowego i kwasu
4-(maleimidometylo)cykloheksano-1-karboksylowego. Grupy karboksylowe mozna zaktywowac taczac
je z imidem kwasu bursztynowego lub solg sodowag kwasu 1-hydroksylo-2-nitro-4-sulfonowego.

Peptydy immunogenne mozna takze wyeksprymowac jako biatka fuzyjne z nosnikami. Peptyd
immunogenny mozna potaczy¢ z nosnikiem na N-koncu, C-koncu lub w srodku. Ponadto w biatku
fuzyjnym moga by¢ obecne wielokrotne powtérzenia peptydu immunogennego.

Odpowiedz immunologiczng skierowang przeciw ztogom amyloidowym mozna takze wywotac
podajac kwasy nukleinowe kodujgce peptyd AB lub inne immunogeny peptydowe. Takim kwasem
nukleinowym moze by¢ DNA lub RNA. Segment kwasu nukleinowego kodujacy immunogen jest za-
Zwyczaj potgczony z elementami regulatorowymi, takimi jak promotor i wzmacniacz, ktére umozliwiajg
ekspresje segmentu DNA w przewidywanych komdérkach docelowych pacjenta. Do ekspresji w komor-
kach krwi, co jest wymagane do wywotania odpowiedzi immunologicznej, do bezposredniej ekspres;ji
odpowiednie sg elementy promotora i wzmacniacza z gendw lekkich i ciezkich tancuchéw immunoglo-
bulin lub promotor i wzmacniacz gtéwnego produktu posredniego CMV. Potaczone elementy regula-
cyjne i sekwencje kodujgce czesto wklonowuje sie do wektora.
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Dostepnych jest wiele wirusowych uktadéw wektorowych obejmujacych ukfady retrowirusowe
(patrz np. Lawrie i Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102-109 (1993)), wektory adenowirusowe
(patrz np. Bett i inni, J. Virol. 67, 5911 (1993)), wektory wiruséw adenosatelitarnych (patrz np. Zhou
iinni, J. Exp. Med. 179, 1867 (1994)), wektory wirusowe z rodziny ospy obejmujgce wirus krowianki,
wirus ospy ptasiej, wirusowe wektory z rodzaju alfawirus, takie jak wyprowadzone z wiruséw Sindibs
i goraczki Semliki Forest (patrz np. Dubensky i inni, J. Virol. 70, 508-519 (1996)) oraz wirusy brodawek
(Ohe i inni, Human Gene Therapy 6, 325-333 (1995); Woo i inni, WO 94/12692 i Xiao i Brandsma,
Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622 1996)).

DNA kodujacy immunogen lub zawierajacy go wektor mozna umiesci¢ w liposomach. Odpo-
wiednie lipidy i pokrewne analogi opisano w US 5208036, 5264618, 5279833 i 5283185. Wektory
i DNA kodujacy immunogen moga by¢ takze zaadsorbowane lub zwigzane z odpowiednimi nosnikami
w postaci czgstek, takimi jak np. polimetakrylan metylu, polimleczany i poli(mleczano-koglikolidy),
patrz np. McGee i inni, J. Micro Encap. (1996).

Wektory do terapii genowej lub nagi DNA mozna dostarczy¢ in vivo podajac konkretnemu pa-
cjentowi, zazwyczaj ogoélnoustrojowo (np. dozylnie, srédotrzewnowo, donosowo, dozotgdkowo, $réd-
skornie, domiesniowo, podskornie lub przez wlew wewnatrzczaszkowy) albo miejscowo (patrz np. US
5399346). DNA mozna takze podawaé za pomocg dziata genowego. Patrz Xiao i Brandsma, supra.
DNA kodujgcy immunogen osadza sie ha powierzchni mikroskopijnych metalowych kulek. Mikropoci-
ski sg przyspieszane przez fale szokowa lub rozprezany hel i przenikajg do tkanek na gtebokosc¢ kilku
warstw komérek. Odpowiednie jest np. urzadzenie The Accel™ Gene Delivery Device wytwarzane
przez Agacetus, Inc. Middleton WI. Ponadto nagi DNA moze przejs¢ przez skére do krwi, po prostu
w wyniku naniesienia DNA na skdre podrazniong chemicznie lub mechanicznie (patrz, WO 95/05853).

W innej odmianie wektory kodujgce immunogeny mozna dostarczy¢ do komérek ex vivo, takich
jak komorki eksplantowane od pojedynczego pacjenta (np. limfocyty, aspirat szpiku kostnego, biopsja
tkankowa) albo uniwersalne donorowe hematopoetyczne komorki macierzyste, a nastepnie reimplan-
towac te komoérki pacjentowi, zazwyczaj po selekcji pod wzgledem komorek, ktére majg wigczony
wektor.

Pacjenci, ktérych mozna leczy¢, stanowig osoby z ryzykiem choroby, ale u ktérych nie wystapity
objawy, a takze pacjenci, u ktérych wystapity objawy. Jesli chodzi o chorobe Alzheimera, praktycznie
u kazdego wystepuje ryzyko choroby Alzheimera jezeli on lub ona zyjg dostatecznie ditugo. Zatem
niniejsze sposoby mozna stosowa¢ profilaktycznie do ogolnej populacji, bez okreslania ryzyka u da-
nego pacjenta. Niniejsze sposoby sg szczegdlnie uzyteczne w przypadku pacjentéw ze znanym gene-
tycznym ryzykiem choroby Alzheimera. Pacjenci tacy obejmujg osoby majace krewnych, u ktorych
wystgpita ta choroba, a takze osoby, u ktérych ryzyko okresla sie analizujgc znaczniki genetyczne
i biochemiczne. Znaczniki genetyczne ryzyka choroby Alzheimera obejmujg mutacje genu APP,
w szczegblnosci mutacje w pozycji 717 oraz pozycjach 670 i 671 nazywane odpowiednio mutacjami
Hardy'ego i Swedish (patrz Hardy, TINS, supra). Innymi znacznikami ryzyka sg mutacje genéw pre-
seniliny, PS1 i PS2 oraz ApoE4, rodzinna historia AD, hipercholesterolemia lub miazdzyca tetnic.
Osoby obecnie cierpigce na chorobe Alzheimera mozna rozpoznaé po charakterystycznym otepieniu,
a takze po obecnosci opisanych wyzej czynnikéw ryzyka. Ponadto dostepnych jest wiele testéw dia-
gnostycznych do identyfikacji oséb z AD. Obejmujg one pomiary pozioméw CSF t i AB42. Podniesione
poziomy t i obnizone poziomy AP42 wskazujg na obecno$¢ AD. Pacjentow z chorobg Alzheimera
mozna takze zdiagnozowaé¢ pod wzgledem kryteriow MMSE i ADRDA, co opisano nizej w czesci
Z przyktadami.

U pacjentéw, u ktérych nie wystepuja objawy, leczenie mozna rozpoczaé w dowolnym wieku
(np. 10, 20, 30). Jednakze zazwyczaj nie jest konieczne rozpoczynanie leczenia zanim pacjent osia-
gnie 40, 50, 60 lub 70 rok zycia. Leczenie zazwyczaj obejmuje podawanie wielu dawek w pewnym
okresie czasu. Leczenie mozna monitorowa¢ okreslajac odpowiedzi przeciwciat lub aktywowanych
komérek T lub B na srodek leczniczy (np. peptyd AB) w czasie. Jezeli odpowiedz stabnie, wskazana
jest wzmocniona dawka. W przypadku pacjentéw z potencjalnym zespotem Downa leczenie mozna
rozpoczg¢ przed urodzeniem podajac srodek leczniczy matce, lub wkrétce po urodzeniu.

W zastosowaniach profilaktycznych srodki farmaceutyczne lub leki podaje sie pacjentowi, po-
datnemu na konkretng chorobe lub z ryzykiem konkretnej choroby, w ilosci wystarczajgcej do wyelimi-
nowania lub zmniejszenia ryzyka lub opdznienia pojawienia sie choroby. W zastosowaniach leczni-
czych srodki farmaceutyczne lub leki podaje sie pacjentowi, u ktérego podejrzewa sie taka chorobe
lub u ktérego juz wystgpita taka choroba, w ilosci wystarczajacej do wyleczenia lub co najmniej cze-
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sciowego zahamowania objawoéw choroby i jej powiktan. llos¢ odpowiednig do osiagniecia tego defi-
niuje sie jako leczniczo lub profilaktycznie skuteczng dawke. Zaréwno w trybie leczenia, jak i profilak-
tyki srodki zazwyczaj podaje sie w kilku dawkach do uzyskania wystarczajacej odpowiedzi immunolo-
gicznej. Zazwyczaj odpowiedz immunologiczng monitoruje sie i kolejne dawki podaje sie gdy odpo-
wiedz immunologiczna zaczyna zanikac.

Skuteczne dawki srodkéw wedtug wynalazku do leczenia opisanych powyzej standw rdznig sie
zaleznie od wielu réznych czynnikéw, wigcznie z sposobem podawania, docelowym miejscem, stanem
fizjologicznym pacjenta, czy pacjent jest cztowiekiem czy zwierzeciem, innymi przyjmowanymi lekami,
oraz od tego czy leczenie jest profilaktyczne czy terapeutyczne. Zazwyczaj pacjent jest cztowiekiem,
ale w niektérych chorobach, takich jak choroba szalonych kréw, pacjent moze by¢ ssakiem nie beda-
cym cztowiekiem, takim jak bydito. Dawki lecznicze powinno sie mianowaé¢ w celu zoptymalizowania
bezpieczenstwa i skutecznosci. llo§¢ immunogenu zalezy od tego, czy rowniez podaje sie adiuwant,
przy czym przy braku adiuwanta wymagane sg wyzsze dawki. llos¢ immunogenu do podawania cza-
sami wynosi od 1 do 500 pg na pacjenta, a czesciej 5 - 500 ug na zastrzyk przy podawaniu ludziom.
Czasami stosuje sie wyzszg dawke 1 - 2 mg na zastrzyk. Zazwyczaj przy podawaniu ludziom stosuje
sie 10, 20, 50 lub 100 nug na zastrzyk. Okresy wstrzykiwania mogq sie znaczaco rézni¢ od jednego
raza dziennie do jednego raza na rok, oraz do jednego raza na dekade. W dowolnym danym dniu,
w ktorym podaje sie dawke immunogenu, dawka jest wieksza niz 1 ug/pacjenta, a zazwyczaj wieksza
niz 10 ug/ml gdy takze podaje sie adiuwant oraz wieksza niz 10 pg/pacjenta, a zazwyczaj
100 ng/pacjenta w przypadku braku adiuwanta. Typowy tryb leczenia obejmuje immunizacje, a po niej
zastrzyki dawek przypominajacych z przerwami 6-tygodniowymi. Inny tryb leczenia obejmuje immuni-
zacje, a nastepnie zastrzyki dawek przypominajacych po 1, 2 i 12 miesigcach. Inny tryb leczenia
obejmuje zastrzyki co 2 miesigce przez cate zycie. Ponadto zastrzyki przypominajgce moga by¢ nie-
regularne, wykonywane w oparciu 0 monitorowanie odpowiedzi immunologicznej. Dla biernej immuni-
zacji przeciwciatami dawki wynoszg od 0,0001 do 100 mg/kg, a czesciej 0,01 do 5 mg/kg wagi ciata
biorcy. Dawki kwaséw nukleinowych kodujacych immunogeny wynoszg od 10 ng do 1 g, 100 ng do
100 mg, 1 pg do 10 mg lub 30-300 pg DNA na pacjenta. Dawki dla infekcyjnych wektorow wirusowych
wynosza od 10 - 10° lub wiecej wirionéw na dawke.

Srodki do wywotywania odpowiedzi immunologicznej mozna podawaé pozajelitowo, miejscowo,
dozylnie, doustnie, podskérnie, dootrzewnowo, donosowo lub domiesniowo przy leczeniu profilaktycz-
nym i/lub terapeutycznym. Najczestszg drogg podawania jest droga podskdrna, ale inne mogg byc¢
réwnie skuteczne. Kolejng najczestszg droga sa zastrzyki domiesniowe. Ten typ zastrzykéw najcze-
sciej wykonuje sie w miesnie reki lub nogi. Takze skuteczne w wytwarzaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej sg zastrzyki dozylne, a takze zastrzyki srodotrzewnowe, dotetnicze, wewnatrzczaszkowe lub
Srédskérne. W niektoérych sposobach srodki wstrzykuje sie bezposrednio do konkretnej tkanki gdzie
nagromadzity sie ztogi.

Ponadto $rodki wedtug wynalazku mozna podawac¢ w potgczeniu z innymi srodkami, ktére sg co
najmniej czesciowo skuteczne w leczeniu choroby amyloidogennej. W przypadku choroby Alzheimera
i zespotu Downa, gdzie ztogi amyloidowe wystepuja w mdzgu, srodki wedtug wynalazku mozna poda-
wacé w potgczeniu z innymi srodkami polepszajgcymi przenikanie srodkéw wedtug wynalazku przez
bariere krew-mézg.

Srodki immunogenne wedtug wynalazku, takie jak peptydy, czasami podaje sie w potaczeniu
z adiuwantem. Mozna stosowac wiele roznych adiuwantéw w potgczeniu z peptydem, takim jak ApB,
aby wywotaé¢ odpowiedz immunologiczna. Korzystne adiuwanty wzmacniajg wewnetrzng odpowiedz
na immunogen nie powodujac konformacyjnych zmian immunogenu, ktére wptywatyby na jakosciowg
posta¢ odpowiedzi. Korzystne adiuwanty obejmujg atun, de-O-acylowany monfosforylowany lipid A
(MPL) (patrz GB 2220211). QS21 jest glikozydem triterpenu lub saponing wyizolowang z kory drzew
Quillaja Saponaria Molina rosngcego w Potudniowej Ameryce (patrz Kensil i inni, w Vaccine Design:
The Subunit and Adjuvant Approach (red. Powell i Newman, Plenum Press, NY, 1995); opis patento-
wy Stanoéw Zjednoczonych Ameryki nr 5057540). Inne adiuwanty to emulsje olej w wodzie (np. skwa-
lenu lub oleju arachidowego), ewentualnie w potaczeniu z immunostymulantami, takimi jak monofosfo-
rylowany lipid A (patrz Stoute i inni, N. Engl. Med. 336, 86-91 (1997)). Innym adiuwantem jest CpG
(Bioworld Today, 15 listopada 1998 r.). Ponadto AB moze by¢ sprzezony z adiuwantem. Przyktadowo
lipopeptydowag wersje Ap mozna otrzymac przez sprzeganie kwasu palmitynowego lub innych lipidéw
bezposrednio z N-koncem Ap, jak opisano dla szczepionek antygenem zapalenia watroby typu B
(Livingston, J. Immunol. 159, 1383-1392 (1997)). Jednakze takie sprzeganie nie powinno zasadniczo
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zmieni¢ konformacji Ap tak, ze wplynetoby to takze na nature odpowiedzi na niego. Adiuwanty mozna
podawac jako sktadnik srodka leczniczego razem ze srodkiem czynnym lub osobno, przed podaniem,
réwnoczesnie lub po podaniu $rodka leczniczego.

Korzystng klasg adiuwantéw sg sole glinu (atun), takie jak wodorotlenek glinu, fosforan glinu,
siarczan glinu. Takie adiuwanty mozna stosowac¢ z innymi konkretnymi srodkami immunostymuluja-
cymi albo bez innych konkretnych srodkéw immunostymulujacych, takich jak MPL lub 3-DMP, QS21,
polimeryczne lub monomeryczne aminokwasy, takie jak polikwas glutaminowy lub polilizyna. Inng
klasg adiuwantéw sa preparaty typu emulsji olej w wodzie. Takie adiuwanty mozna stosowac z innymi
konkretnymi $srodkami immunostymulujgcymi albo bez innych konkretnych srodkéw immunostymuluja-
cych, takich jak peptydy muramylowe (np. N-acetylomuramylo-L-treonylo-D-izoglutamina (thr-MDP),
N-acetylonormuramylo-L-alanylo-D-izoglutamina (nor-MDP), N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izogluta-
minylo-L-alanino-2-(1'-2'dipalmitoilo-sn-glicero-3-hydroksyfosforyloksy)etyloamina (MTP-PE), N-acetylo-
glukozaminylo-N-acetylomuramylo-L-Al-D-izoglu-L-Ala-dipalmitoksypropyloamid  (DTP-DPP) tera-
mid™) lub inne skiadniki scian komoérek bakteryjnych. Emulsje olej w wodzie obejmujg (a) MF59
(WO 90/14837), zawierajacy 5% skwalenu, 0,5% Tween 80 i 0,5% Span 85 (ewentualnie zawierajgce
rézne ilosci MTP-PE) w postaci submikronowych czastek utworzonych z uzyciem mikrofluidyzatora,
takiego jak mikrofluidyzator Model 110Y (Microfluidics, Newton MA), (b) SAF, zawierajacy 10% skwa-
lenu, 0,4% Tween 80, 5% polimeru blokowego Pluronic L121 i thr-MDP, wytworzony w postaci submi-
kronowej emulsji drogg mikrofluidyzacji lub zworteksowane w celu wytworzenia emulsji czastek
0 wiekszym rozmiarze oraz (c) uktad adiuwantowy Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT)
zawierajgacy 2% skwalenu, 0,2% Tween 80 i jeden lub wieksza liczbe sktadnikéw scian komérek bakte-
ryjnych z grupy obejmujgcej monofosforylolipid A (MPL), dimikolinian trehalozy (TDM) i szkielet sciany
komorkowej (CWS), korzystnie MPL+CWS (Detox™). Inng klase korzystnych adiuwantéw stanowig
adiuwanty saponinowe, takie jak Stimulon™ (gs21, Aquila, Worcester, MA) lub wytworzone z niego
czastki, takie jak ISCOM (kompleksy immunostymulujgce) i ISCOMATRIX. Inne adiuwanty obejmujg
kompletny adiuwant Freunda (CFA) i niekompletny adiuwant Freunda (IFA). Inne adiuwanty obejmujg
cytokiny, takie jak interleukiny (IL-1, IL-2 i IL-12), czynnik pobudzajacy tworzenie kolonii makrofagow
(M-CSF), czynnik martwicy nowotworu (TNF).

Adiuwant mozna podawac¢ z immunogenem w jednym preparacie przed podaniem, réwnocze-
$nie z podaniem albo po podaniu immunogenu. Immunogen i adiuwant moga by¢ zapakowane i do-
starczane w tej samej fiolce albo moga by¢ umieszczone w oddzielnych fiolkach i mieszane przed
uzyciem. Immunogen i adiuwant zazwyczaj pakuje sie z etykietkg wskazujgcg zamierzone zastosowa-
nie lecznicze. Jezeli immunogen i adiuwant sa zapakowane osobno, zazwyczaj opakowanie zawiera
instrukcje odnosnie mieszania przed uzyciem. Wybor adiuwanta i/lub nosnika zalezy od trwatosci
szczepionki zawierajagcej adiuwant, drogi podawania, harmonogramu dawkowania, skutecznosci ad-
iuwanta u szczepionych gatunkéw oraz u ludzi. Farmaceutycznie dopuszczalnym adiuwantem jest
taki, ktéry zostat dopuszczony lub jest dopuszczalny do podawania ludziom przez stosowne organy
ustawodawcze. Na przyktad kompletny adiuwant Freunda nie jest odpowiedni do podawania ludziom.
Atun, MPL i QS21 sg korzystne. Ewentualnie mozna réwnoczesnie stosowac jeden lub wiekszg liczbe
adiuwantéw. Korzystne potgczenia obejmujg atun z MPL, atun z QS21, MPL z QS21 oraz atun, QS21
i MPL razem. Ponadto mozna stosowa¢ niekompletny adiuwant Freunda (Chung i inni, Advanced
Drug Delivery Reviews 32, 173-186 (1998)), ewentualnie w pofgczeniu z jakimkolwiek sktadnikiem
wybranym sposrod atunu, QS21 i MPL i wszystkich ich kombinaciji.

Srodki wedtug wynalazku czesto podaje sie jako $rodki farmaceutyczne zawierajace $rodek
leczniczo czynny i rozne farmaceutycznie dopuszczalne sktadniki. Patrz Remington's Pharmaceutical
Science (wyd. 15, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, 1980). Korzystna posta¢ zalezy
od zamierzonej drogi podawania oraz zastosowania leczniczego. Srodki moga takze zawieraé, zalez-
nie od wymaganego preparatu, farmaceutycznie dopuszczalne, nietoksyczne nosniki lub rozcienczal-
niki, ktére okresla sie jako nosniki powszechnie stosowane do formutowania srodkéw farmaceutycz-
nych do podawania ludziom i zwierzetom. Rozcienczalnik wybiera sie tak, zeby nie wptywat na aktyw-
nosc¢ biologiczng danego srodka. Przyktadami takich rozcienczalnikbw sg woda destylowana, fizjolo-
giczna s6l buforowana fosforanem, ptyny Ringera, roztwor dekstrozy oraz ptyn Hanka. Ponadto sro-
dek farmaceutyczny lub preparat moze takze zawiera¢ inne nosniki, adiuwanty lub nietoksyczne, nie-
lecznicze, nieimmunogenne stabilizatory itp. Jednakze niektére odczynniki odpowiednie do podawania
zwierzetom, takie jak kompletny adiuwant Freunda, zazwyczaj nie wchodzg w sktad srodkéw dla ludzi.
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Srodki farmaceutyczne moga takze zawieraé duze, wolno metabolizowane makroczasteczki, ta-
kie jak biatka, polisacharydy, polikwasy mlekowe, polikwasy glikolowe i kopolimery (takie jak funkcjo-
nalizowana lateksem sefaroza, agaroza, celuloza itp.), polimeryczne aminokwasy, kopolimery amino-
kwasoOw i agregaty lipidéw (takie jak kropelki oleju lub liposomy). Nosniki te moga ponadto dziata¢ jako
srodki immunostymulujace (to jest adiuwanty).

Do podawania pozajelitowego srodki wedtug wynalazku mozna podawaé jako wstrzykiwane
dawki roztwordéw lub zawiesin substancji w fizjologicznie dopuszczalnym rozciehczalniku z farmaceu-
tycznym nosnikiem, ktérym moze by¢ jatowa ciecz, taka jak woda, oleje, roztwér soli, gliceryna lub
etanol. Ponadto w preparatach moga by¢ obecne substancje pomocnicze, takie jak srodki zwilzajace
lub emulgujace, powierzchniowo czynne, substancje buforujgce pH itp. Innymi sktadnikami srodkéw
farmaceutycznych sa $rodki pochodzace z ropy naftowej, zwierzece, roslinne lub syntetyczne, np. olej
arachidowy, olej sojowy i olej mineralny. Ogdlnie glikole, takie jak glikol propylenowy lub glikol poliety-
lenowy, sg korzystnymi ciekltymi nosnikami, szczegodlnie do roztworéw do wstrzykiwania.

Zazwyczaj srodki wytwarza sie jako preparaty do wstrzykiwania, jako ptynne roztwory lub za-
wiesiny; mozna takze wytwarza¢ state postacie odpowiednie do rozpuszczania lub dyspergowania
w cieklych nosnikach przed iniekcja. Preparat moze takze by¢ zemulgowany lub kapsutkowany w lipo-
somach lub mikroczgstkach, takich jak polilaktyd, poliglikolid lub kopolimer, w celu wzmocnienia dzia-
tania adiuwanta, co opisano powyzej (patrz Langer, Science 249, 1527 (1990) i Hanes, Advanced
Drug Delivery Reviews 28, 97-119 (1997). Srodki wedtug wynalazku mozna takze podawaé jako za-
strzyki typu depot lub preparaty w postaci wszczepéw, ktére mozna wytwarza¢ w taki sposéb, aby
umozliwi¢ przedtuzone lub pulsacyjne uwalnianie sktadnika czynnego.

Dodatkowe preparaty odpowiednie do innych sposobéw podawania obejmujg preparaty doust-
ne, donosowe i doptucne, czopki i preparaty przezskoérne.

W przypadku czopkéw, substancje wigzace i nosniki obejmuja np. glikole polialkilenowe lub tri-
glicerydy; takie czopki mozna wytwarza¢ z mieszanin zawierajgcych sktadnik czynny w ilosci od 0,5%
do 10%, korzystnie 1%-2%. Doustne preparaty zawierajg zarébki, takie jak mannitol, laktoze, skrobie,
stearynian magnezu, sacharynian sodu, celuloze i weglan magnezu jakosci farmaceutycznej. Srodki
te majg postac roztwordéw, zawiesin, tabletek, pigutek, kapsutek, preparatéw o przedtuzonym uwalnia-
niu lub proszkéw i zawierajg 10%-95% sktadnika czynnego, korzystnie 25%-70%.

Podawanie miejscowe mozna osiggna¢ droga przezskérng lub srédskérng. Podawaniu miej-
scowemu moze sprzyja¢ rownoczesne podawanie srodka z toksyng cholery lub jej detoksykowanymi
pochodnymi lub podjednostkami, albo z podobnymi toksynami bakteryjnymi (patrz Glenn i inni, Nature
391, 851 (1998)). Réwnoczesne podawanie mozna osiggna¢ stosujgc skfadniki w postaci mieszaniny
lub potaczone czasteczki uzyskane przez chemiczne sieciowanie lub ekspresje biatka fuzyjnego.

Alternatywnie dostarczanie przezskdérne mozna osiggna¢ stosujac plastry na skore lub transfe-
rosomy (Paul i inni, Eur. J. Immunol. 25, 3521-24 (1995); Cevc i inni, Biochem. Biophys. Acta 1368,
201-15 (1998)).

Mozliwe jest wykrywanie odpowiedzi immunologicznej przeciw peptydowi Ap u pacjenta cierpig-
cego na lub podatnego na chorobe Alzheimera. Sposoby takie sg szczegdlnie przydatne do monito-
rowania przebiegu leczenia stosowanego u pacjenta. Sposoby mozna stosowa¢ do monitorowania
zarOwno leczenia terapeutycznego u pacjentéw, u ktérych wystapity objawy, jak i leczenia profilak-
tycznego u pacjentéw, u ktérych nie wystapity objawy.

Mozliwe jest ustalanie wartosci podstawowej odpowiedzi immunologicznej u pacjenta przed
podaniem dawki srodka i poréwnanie jej z wartoscig odpowiedzi immunologicznej po leczeniu.
Znaczacy wzrost (to jest wiekszy niz typowy margines btedu doswiadczalnego w powtarzanych pomia-
rach tej samej probki, wyrazony jako jedno odchylenie standardowe od sredniej z tych pomiaréw) war-
tosci odpowiedzi immunologicznej sygnalizuje pozytywny wynik leczenia (to jest, ze podanie srodka
wywotato lub wzmocnito odpowiedz immunologiczng). Jezeli warto$¢ odpowiedzi immunologicznej nie
Zmienia sie znaczaco lub obniza sie, wskazuje to na negatywny wynik leczenia. Ogdlnie u pacjentow
w poczatkowym okresie leczenia srodkiem oczekuje sie wzrostu odpowiedzi immunologicznej po ko-
lejno nastepujacych dawkach, ktéra ewentualnie moze osiggnac plateau. Ogélnie podawanie srodka
kontynuuje sie gdy odpowiedz immunologiczna wzrasta. Osiggniecie plateau wskazuje, ze leczenia
mozna dalej nie kontynuowac lub zmniejszy¢ dawke albo czestos¢ jej podawania.

Mozliwe jest tez ustalenie kontrolnej wartosci (to jest sredniej z odchyleniem standardowym)
odpowiedzi immunologicznej dla populacji kontrolnej. Zazwyczaj osoby w populacji kontrolnej nie byty
wczesniej poddawane leczeniu. Wartosci odpowiedzi immunologicznej zmierzone u pacjenta po
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podaniu srodka leczniczego poréwnuje sie z wartoscig kontrolng. Znaczacy wzrost w poréwnaniu
z wartoscig kontrolng (to jest wiekszy niz jedno odchylenie standardowe od $redniej z tych pomiaréw)
sygnalizuje pozytywny wynik leczenia. Brak znaczgcego wzrostu lub obnizenie sygnalizuje negatywny
wynik leczenia. Ogélnie podawanie srodka kontynuuje sie do czasu gdy odpowiedz immunologiczna
zacznie wzrasta¢ w odniesieniu do wartosci kontrolnej. Tak jak poprzednio, osiggniecie plateau
w odniesieniu do wartosci kontrolnych wskazuje, ze leczenia mozna dalej nie kontynuowac lub zmniej-
szy¢ dawke albo czestos¢ jej podawania.

Wartos¢ kontrolng odpowiedzi immunologicznej (np. srednig i odchylenie standardowe) mozna
tez ustala¢ z kontrolnej populacji osobnikéw, ktérzy przeszli leczenie srodkiem leczniczym i ktorych
odpowiedzi immunologiczne osiagnety plateau w odpowiedzi na leczenie. Wartosci odpowiedzi immu-
nologicznej zmierzone u pacjenta poréwnuje sie z wartoscig kontrolng. Jezeli zmierzony u pacjenta
poziom nie rézni sie znaczaco (np. wiecej niz jedno odchylenie standardowe) od wartosci kontrolnej
leczenia mozna dalej nie kontynuowac. Jezeli poziom u pacjenta jest znaczaco hizszy od wartosci
kontrolnej, wskazane jest dalsze podawanie srodka. Jezeli poziom u pacjenta utrzymuje sie ponizej
wartosci kontrolnej wskazana moze by¢ zmiana trybu leczenia, np. zastosowanie innego adiuwanta.

Pacjenta, ktéry obecnie nie jest leczony, ale ktéry przeszedt okres leczenia, mozna tez monito-
rowac pod wzgledem odpowiedzi immunologicznej w celu okreslenia, czy wymagane jest wznowienie
leczenia. Warto$¢ odpowiedzi immunologicznej zmierzong u pacjenta mozna poréwnaé¢ z wartoscig
odpowiedzi immunologicznej wczesniej osiggnietej u pacjenta podczas okresu leczenia. Znaczace
obnizenie w poréwnaniu z poprzednimi pomiarami (to jest wieksze niz typowy margines btedu w po-
wtdrzonych pomiarach tej samej probki) wskazuje, ze leczenie nalezy wznowié. Ponadto wartosé
zmierzong u pacjenta mozna poréwnaé z wartoscig kontrolng (srednia plus odchylenie standardowe)
oznaczong dla populacji pacjentéw po przejsciu okresu leczenia. Ponadto wartosci zmierzone u pa-
cjenta mozna poréwnaé z wartoscig kontrolng populacji pacjentéw leczonych profilaktycznie, u ktérych
nie wystapity objawy choroby lub leczonych terapeutycznie, u ktérych wystapita poprawa cech charak-
terystycznych choroby. We wszystkich tych przypadkach znaczace obnizenie w odniesieniu do pozio-
moéw kontrolnych (to jest wieksze niz odchylenie standardowe) wskazuje, ze leczenie pacjenta powin-
no by¢ wznowione.

Tkankg pobierang od pacjenta do analizy jest zazwyczaj krew, osocze, surowica, $luz lub ptyn
mdbzgowo-rdzeniowy. Prébke analizuje sie pod wzgledem wskaznikéw odpowiedzi immunologicznej
na jakakolwiek posta¢ peptydu AB, zazwyczaj Ap42. Odpowiedz immunologiczng mozna okresli¢ na
podstawie obecnosci, np. przeciwciat lub komérek T, ktore specyficznie wigzg peptyd Ap. Metody
ELISA stosowane do wykrywania przeciwciat specyficznie wigzacych peptyd AB opisano w czesci
z przyktadami. Sposoby wykrywania reaktywnych komaérek T opisano powyzej (patrz Definicje).

Mozna sporzadza¢ zestawy diagnostyczne do realizacji metod diagnostycznych opisanych po-
wyzej. Zazwyczaj takie zestawy zawierajg srodek specyficznie wigzacy przeciwciata przeciw AB lub
reagujacy z komoérkami T specyficznymi dla AB. Zestaw moze takze zawiera¢ znacznik. Do wykrywa-
nia przeciwciat przeciw AB znacznik jest zazwyczaj w postaci znakowanych przeciwciat przeciw-
idiotypowych. Do wykrywania przeciwciat mozna dostarczy¢ srodek wczesniej zwigzany z faza stalg,
takg jak studzienki na ptytce do mikromianowania. Do wykrywania reaktywnych komérek T znacznik
mozna dostarczyé jako *H-tymidyne w celu zmierzenia odpowiedzi proliferacyjnej. Zestawy takze za-
zZwyczaj zawierajg etykiety z wskazowkami jak zastosowaé zestaw. Etykieta moze takze zawieraé
wykres lub inng forme korelujgcg poziomy zmierzonego znacznika z przeciwciatami przeciw AB lub
komérek T reaktywnych z AB. Okreslenie etykieta odnosi sie do jakiegokolwiek pisanego lub nagrane-
go materiatu dotgczonego do zestawu lub w inny sposob towarzyszacego zestawowi, w dowolnym
momencie podczas jego wytwarzania, transportu, sprzedazy i stosowania. Na przyktad okreslenie
etykieta obejmuje ulotki reklamujgce oraz broszury, materialy opakowaniowe, instrukcje, kasety audio
i wideo, dyskietki komputerowe, a takze napisy wydrukowane bezposrednio na zestawach, towarzy-
szagcego zestawowi, w dowolnym momencie podczas jego wytwarzania, transportu, sprzedazy
i stosowania. Na przyktad okreslenie etykieta obejmuje ulotki reklamujace oraz broszury, materiaty
opakowaniowe, instrukcje, kasety audio i wideo, dyskietki komputerowe, a takze napisy wydrukowane
bezposrednio na zestawach.

Przyktady

I. Skutecznos¢ profilaktyczna AB przeciw AD

W przykfadach tych opisano podawanie peptydu ABs, myszom transgenicznym nadeksprymuja-
cym APP z mutacjg w pozycji 717 (APP71;v_s) predysponujaca je do rozwoju neuropatologii typu
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Alzheimera. Wytwarzanie i charakterystyke tych myszy (myszy PDAPP) opisano w Games i inni, Natu-
re, supra. U zwierzat tych, w postaci heterozygot, zaczyna odktada¢ sie Ap poczynajac od wieku 6
miesiecy. W wieku 15 miesiecy wykazujg one poziomy ztogéw AR poréwnywalne z obserwowanymi
w chorobie Alzheimera. Myszom PDAPP wstrzyknieto zagregowany AB4, (zagregowany A,,) lub sdl
buforowana fosforanem. Zagregowany A4, wybrano ze wzgledu na jego zdolno$¢ indukowania prze-
ciwciat na wielokrotne epitopy Ap.

A. Metody

1. Zrédto myszy

Trzydziesci heterogenicznych samic myszy PDAPP losowo podzielono na nastepujace grupy:
10 myszy, ktérym wstrzykiwano zagregowany AB,, (jedna zdechta w transporcie), 5 myszy, ktérym
wstrzykiwano PBS/adiuwant lub PBS oraz 10 myszy kontrolnych, ktérym nie podawano zastrzykéw.
Pieciu myszom wstrzyknieto osoczowe biatko amyloidu (SAP).

2. Przygotowanie immunogenéw

Przygotowanie zagregowanego AB4.: 2 mg ABs, (US Peptides Inc, partia K-42-12) rozpuszczo-
no w 0,9 ml wody i doprowadzono do 1 ml przez dodanie 0,1 ml 10xPBS. Nastepnie mieszanine zwor-
teksowano i inkubowano przez noc w 37°C w warunkach, w ktérych peptyd ulega agregacji. Jakikol-
wiek nieuzywany AB przechowywano w postaci suchego liofilizowanego proszku w -20°C do czasu
nastepnego zastrzyku.

3. Przygotowanie zastrzykéw

100 ug zagregowanego AB4, W PBS na mysz zemulgowano w stosunku 1:1 z kompletnym ad-
iuwantem Freunda (CFA) w koncowej objetosci 400 pl emulsji do pierwszej immunizacji, a nastepnie
podano przypominajgcg dawke tej samej ilosci immunogenu w niekompletnym adiuwancie Freunda
(IFA) po 2 tygodniach. Dwie dodatkowe dawki w IFA podano z przerwami miesiecznymi. Kolejne im-
munizacje wykonywano z miesiecznymi przerwami w 500 ul PBS. Zastrzyki wykonywano $rédotrzew-
nowo (i.p.).

Zastrzyki PBS podawano w takim samym porzadku i myszom wstrzyknieto mieszanine 1:1
PBS/adiuwant w objetosci 400 pl na mysz lub 500 ul PBS na mysz. Zastrzyki z SAP podobnie poda-
wano w tym samym porzadku stosujgc dawki 100 pg na zastrzyk.

4. Mianowanie krwi mysiej, preparowanie tkanek i immunohistochemia

Powyzsze metody opisano ponizej w Ogdlnych Materiatach i Metodach.

B. Wyniki

Myszom PDAPP podano zagregowany AB,, (zagregowany ABs,), peptydy SAP lub sol buforo-
wang fosforanem. Jedng grupe myszy traktowano jako kontrole pozytywng i nie podawano im zastrzy-
kow. Miana z myszy z grupy zagregowanego A4, monitorowano kazdego miesigca od czwartej dawki
przypominajgcej az myszy osiggnety rok. Myszy usmiercono w wieku 13 miesiecy. We wszystkich
badanych punktach czasowych 8 z 9 myszy z grupy zagregowanego AB4, rozwineto wysokie miano
przeciwciat, ktére pozostato wysokie przez serie zastrzykédw (miana wyzsze niz 1/10000). Dziewiagta
mysz miata niskie, ale mierzalne miano okoto 1/1000 (fig. 1, tabela 1). Myszy, ktérym wstrzyknieto
SAPP miaty miana 1:1000 do 1:30000 wobec tego immunogenu, przy czym tylko u jednej myszy mia-
no przekraczato 1:100000.

U myszy, ktérym podawano PBS zmierzono miana przeciw zagregowanemu AB4, w wieku 6, 10
i 12 miesiecy. Miana przeciw zagregowanemu A4, myszy PBS w rozcienczeniach 1/100 przekroczyty
tylko 4-krotnie warto$¢ podstawowg w jednym punkcie danych, a w pozostatych punktach danych
wynosity mniej niz 4-krotna warto$¢ podstawowa (tabela 1). Odpowiedz specyficzna dla SAP byta
nieistotna dla tych punktéw czasowych i wszystkie miana byty mniejsze niz 300.

Siedem z dziewieciu myszy z grupy zagregowanego AB1-42 nie miato wykrywalnego amyloidu
w moézgach. Natomiast tkanka mézgowa z myszy w grupach SAP i PBS zawierata wiele 3D6-
dodatnich ztogéw amyloidowych w hipokampie, a takze korach czotowej i obreczowej. Wzor utworzo-
nych ztogéw byt podobny jak u nieleczonych myszy kontrolnych, z charakterystycznym wystepowa-
niem wrazliwych na uszkodzenie podregionéw, takich jak zewnetrzna czasteczkowa warstwa hipo-
kampowego zakretu zebatego. Jedna z myszy z grupy, ktérej podawano AP1-42 miata znacznie
zmniejszone obcigzenie amyloidem, graniczgcym z hipokampem. Zidentyfikowano odizolowang ptytke
u innej myszy leczonej AB1-42.

llosciowa analiza obrazu dla obcigzenia amyloidem hipokampu wykazata znaczne zmniejszenie
osiggniete u zwierzat leczonych AN1792 (fig. 2). Wartosci mediany obcigzenia amyloidem dla grupy
PBS (2,22%) i dla nieleczonej grupy kontrolnej (2,65%) byly znacznie wieksze niz dla myszy immuni-
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zowanych AN1792 (0,00%, p=0,0005). Natomiast warto$¢ mediany dla grupy immunizowanej pepty-
dami SAP (SAPP) wynosita 5,74%. Tkanka mdzgowa nieleczonych myszy kontrolnych zawierata licz-
ne ztogi AP, ujawnione za pomoca specyficznych dla AB przeciwciat monoklonalnych (mAb) 3D6,
w hipokampie, a takze w korze pozamodzelowatej. Podobny wzér ztogéw amyloidowych obserwowa-
no takze u myszy immunizowanych SAPP lub PBS (fig. 2). Ponadto we wszystkich trzech ostatnich
grupach obserwowano znaczacy udziat wrazliwych na uszkodzenie podregionéw mézgu klasycznie
obserwowanych w AD, takich jak zewnetrzna czasteczkowa warstwa hipokampowego zakretu zebatego.

Mézgi, ktére nie zawieraty ztogobw AB, byly takze pozbawione ptytek neurytycznych zazwyczaj
widocznych u myszy PDAPP z ludzkim przeciwciatem przeciw APP 8E5. Wszystkie mézgi z pozosta-
tych grup, (ktérym wstrzykiwano SAP, PBS lub ktérym nie podawano zastrzykéw) zawieraly wiele
ptytek neurytycznych typowych dla nieleczonych myszy PDAPP. Niewielka liczba ptytek neurytycz-
nych byta obecna u jednej z myszy leczonych AN1792 oraz pojedyncze skupisko dystroficznych neu-
rytéw znaleziono u drugiej myszy leczonej AN1792. Analiza obrazu dla hipokampu, przedstawiona na
fig. 3, wykazata faktyczng eliminacje dystroficznych neurytéw u myszy leczonych AN1792 (mediana
0,00%) w poréwnaniu z biorcami PBS (mediana 0,28%, p=0,0005).

Astrocytoza charakterystyczna dla towarzyszacego ptytkom zapalenia takze nie wystepowata
w mdbzgach grupy, ktérej podawano AB1-42. Mbézgi myszy z innych grup zawieraty znaczng ilos¢ zgru-
powanych GFAP-dodatnich astrocytow typowych dla zwigzanej z ptytkami AP glejozy. Czes¢ z reagu-
jacych z GFAP preparatéw histologicznych wybarwiono przeciwnie Tioflawing S w celu zlokalizowania
ztogéw AB. GFAP-dodatnie astrocyty byly zwigzane z ptytkami Ap u myszy SAP, PBS oraz nieleczo-
nych kontrolnych. Nie stwierdzono takiego zwigzku u ptytko-ujemnych myszy leczonych AB1-42, pod-
czas gdy minimalng glejoze zwigzang z ptytkami obserwowano u jednej z myszy leczonych AN1792.

Analiza obrazu, przedstawiona na fig. 4 dla kory pozamodzelowatej, potwierdzita, ze zmniej-
szenie astrocytozy bylo znaczace, z wartoscig mediany 1,56% dla myszy leczonych AN1792 wobec
wartosci mediany wiekszych niz 6% dla grup immunizowanych peptydami SAP, PBS lub nieleczonymi
(p=0,0017).

Dane z podzestawu myszy AB1-42 i PBS wykazaly brak zwigzanej z ptytkami MHC Il immuno-
reaktywnosci u myszy AB1-42, co zgadzato sie z brakiem zwigzanej z AB odpowiedzi zapalne;.

Fragmenty m6zgow myszy takze poddano dziataniu mAB specyficznych dla MAC-1, komorko-
wego biatka powierzchniowego. MAC-1 (CD11b) jest czionkiem rodziny integryn i wystepuje w postaci
heterodimeru z CD18. Kompleks CD11b/CD18 wystepuje na monocytach, makrofagach, neutrofilach
i komérkach NK (Mak i Simard). Komérka typu MAC-1-reaktywnego wystepujagca w mézgu jest naj-
prawdopodobniej mikroglejem, w oparciu o podobna morfologie fenotypowa w MAC-1 immunoreak-
tywnych fragmentach. Zwigzane z ptytkami znakowanie MAC-1 byto nizsze w mdzgach myszy leczo-
nych AN1792 w poréwnaniu z kontrolng grupg PBS, przy czym obserwacja ta zgadzata sie z brakiem
zwigzanej z AB odpowiedzi zapalne;.

C. Wnioski

Brak ptytek AB i reaktywnych neuronalnych i glejowych zmian w mézgach myszy, ktérym poda-
no AP1-42 wskazuja, ze w ich mézgach amyloid nie odktadat sie lub odktadata sie jego minimalna
ilos¢ oraz, ze nie wystgpity konsekwencje patologiczne, takie jak glejoza i patologia neurytow. Myszy
PDAPP leczone AB1-42 wykazaly zasadniczo taki sam brak patologii, co kontrolne myszy nietransge-
niczne. Tak wiec zastrzyki z AB1-42 sg bardzo skuteczne w zapobieganiu ztogom lub w oczyszczeniu
tkanki mozgowej z ludzkiej formy AP oraz w eliminacji nastepujacych pézniej neuronalnych lub zapal-
nych zmian degeneracyjnych. Zatem podawanie peptydu AB przynosi lecznicze korzysci w zapobie-
ganiu AD.

Il. Badania odpowiedzi na dawke

Grupy 5-tygodniowych samic myszy Swiss Webster (N=6 na grupe) immunizowano dootrzew-
nowo 300, 100, 33, 3,7, 1,2, 0,4 lub 0,13 ug AB przygotowanymi w CFA/IFA. Podano 3 dawki z dwuty-
godniowymi przerwami, a nastepnie czwartg dawke miesigc pézniej. Pierwszg dawke zemulgowano
z CFA, a pozostate dawki zemulgowano z IFA. Od zwierzat pobierano krew do pomiaru miana w 4-7
dni po kazdej z immunizacji zaczynajac po drugiej dawce. Od zwierzat z zestawu trzech grup, immuni-
zowanych 11, 33 lub 300 ug antygenu, dodatkowo pobierano krew z okoto miesiecznymi przerwami
przez 4 miesigce po czwartej immunizacji w celu monitorowania zaniku odpowiedzi przeciwciat w roz-
nym zakresie dawek szczepionki. Zwierzetom tym wykonano piatg dodatkowag immunizacje w 7 mie-
siecy po rozpoczeciu badania. Zwierzeta usmiercono tydzien pozniej celem zmierzenia odpowiedzi
przeciwciat na AN1792 i przeprowadzenia analizy toksykologiczne;j.
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Przy dawkach od 300 do 3,7 ug obserwowano obnizajaca sie odpowiedz na dawke, a przy
dwoch nizszych dawkach nie obserwowano odpowiedzi. Srednie warto$ci miana przeciwciat wynosity
okoto 1:1000 po trzech dawkach i okoto 1:10000 po czterech dawkach 11-300 pg antygenu (patrz fig. 5).

Miana przeciwciat znacznie wzrastaty po trzeciej immunizacji dla wszystkich grup, z wyjatkiem
grupy najnizszej dawki, ze wzrostem GMT w zakresie od 5 do 25 razy. Niskie odpowiedzi przeciwciat
wykryto wtedy nawet u biorcow dawek 0,4 pg. Grupy 1,2 i 3,7 pg miaty poréwnywalne miana z GMT
okoto 1000, a cztery najwyzsze dawki zgrupowaty sie razem z GMT okoto 25000, z wyjatkiem grupy
dawki 33 pug z nizsza GMT wynoszacg 3000. Po czwartej immunizacji wzrost miana byt bardziej
umiarkowany dla wszystkich grup. Zaobserwowano wyrazng odpowiedz na dawke w grupach nizszych
dawek antygenu od 0,14 pg do 11 pg, wynoszaca od niewykrywalnych przeciwciat dla biorcow
0,14 nug do GMT 36000 dla biorcéw 11 pg. Ponownie miana czterech najwyzszych grup od 11 do 300 ug
zgrupowaly sie razem. Zatem przez dwie kolejne immunizacje miano przeciwciat zalezato od dawki
antygenu w szerokim zakresie od 0,4 do 300 pg. Po trzeciej immunizacji miana z grup najwyzszych
czterech dawek byty poréwnywalne i pozostaty jako plateau po dodatkowej immunizacji.

Miesigc po czwartej immunizacji miana byty 2- do 3-krotnie wyzsze w grupie 300 pg niz miana
zmierzone w krwi pobranej 5 dni po immunizacji (fig. 6). Obserwacja ta sugeruje, ze szczytowa
anamnestyczna odpowiedz przeciwciat wystgpita p6zniej niz 5 dni po immunizacji. Mniejszy (50%)
wzrost obserwowano w tym czasie dla grupy 33 pg. W grupie dawki 300 ug po dwéch miesigcach od
ostatniej dawki GMT obnizyta sie stopniowo o okoto 70%. Po kolejnym miesigcu miano przeciwciat
spadato mniej gwaitownie, 0 45% (100 ng) i okoto 14% dla 33 i 11 ug dawek. Zatem szybkos¢ obniza-
nia miana przeciwciat w krgzeniu po zaprzestaniu immunizacji jest dwufazowa z gwalttownym spad-
kiem w pierwszym miesigcu po szczytowej odpowiedzi, po ktérym nastepuje fagodniejszy spadek.

Miana przeciwciat i kinetyka odpowiedzi tych myszy Swiss Webster byta podobna jak u mto-
dych, heterozygotycznych, transgenicznych myszy PDAPP, immunizowanych w podobny sposob.
Dawki skuteczne w wywotywaniu odpowiedzi immunologicznej u ludzi sg zazwyczaj podobne do da-
wek skutecznych u myszy.

lll. Poszukiwanie srodkéw skutecznych leczniczo przeciw wystepujacej AD

Test ten zaprojektowano w celu przebadania srodkéw immunogennych pod wzgledem aktyw-
nosci w zatrzymywaniu lub odwracaniu charakterystyki neuropatologicznej AD u starych myszy.
Immunizacje Ap o dtugosci 42 aminokwasow (AN1792) zaczeto w punkcie czasowym, w ktorym plytki
amyloidowe byty juz obecne w mézgach myszy PDAPP.

Z uptywem czasu w badaniu u nieleczonych myszy PDAPP rozwineto sie wiele zmian neurode-
generacyjnych przypominajacych wystepujace w AD (Games i inni, supra, oraz Johnson-Wood i inni,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 1550-1555 (1997)). Odktadanie Ap w ptytkach amyloidowych jest zwia-
zane z degeneracyjng odpowiedzig neuronalng, obejmujgca niewtasciwe elementy aksonalne
i dendrytyczne, nazywane dystroficznymi neurytami. Ztogi amyloidowe otoczone przez i zawierajgce
dystroficzne neuryty nazywane sg plytkami neurytycznymi. Zaréwno u myszy AD, jak i u myszy
PDAPP, neuryty dystroficzne majg wyrdzniajagce sie struktury globularne, sg immunoreaktywne
Z zespotem przeciwciat rozpoznajacych APP i skiadniki cytoszkieletu i wykazujg ztozone, wewnatrz-
komorkowe zmiany degeneracyjne na poziomie ultrastrukturalnym. Charakterystyki te pozwalajg na
istotne dla choroby, wybidrcze i powtarzalne pomiary tworzenia ptytek neurytycznych w mézgach
PDAPP. Dystroficzny sktadnik neuronalny ptytek neurytycznych PDAPP tatwo jest uwidoczni¢ przy
pomocy przeciwciat specyficznych dla ludzkiego APP (mA 8E5) i fatwo jest go zmierzy¢ przy pomocy
komputerowo wspomaganej analizy obrazu. Zatem dodatkowo poza pomiarem dziatania AN1792 na
tworzenie ptytek amyloidowych monitorowano wptyw tego leczenia na rozwdj dystrofii neurytycznej.

Astrocyty i mikroglej stanowig nieneuronalne komorki odpowiadajgce na i odzwierciedlajgce
stopien uszkodzenia neuronalnego. W AD czesto obserwuje sie astrocyty GFAP-dodatnie i MHC
lI-dodatni mikroglej, a ich aktywacja zwieksza sie z ostroscig choroby. Zatem monitorowano takze
rozwoj reaktywnych astrocytéw i mikroglejozy u myszy leczonych AN1792.

A. Materiaty i metody

Czterdziesci osiem heterozygotycznych samic myszy PDAPP w wieku 11 do 11,5 miesiecy,
otrzymanych z Charles River, losowo podzielono na dwie grupy: 24 myszy immunizowano 100 nug
AN1792, a 24 immmunizowano PBS, w kazdym przypadku w potaczeniu z adiuwantem Freunda.
Grupy AN1792 i PBS powtérnie podzielono w wieku okoto 15 miesiecy. W wieku 15 miesiecy zwierze-
ta z okoto potowy z kazdej z grup AN1792 i PBS usmiercono (odpowiednio n=10 i 9), a pozostate
nadal otrzymywaty immunizacje az do konca w wieku okoto 18 miesiecy (odpowiednio n=9 i 12).
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W czasie badan zdechio 8 zwierzat (5 AN1792, 3 PBS). Ponadto, poza immunizowanymi zwierzetami,
do doswiadczenia wtaczono nieleczone myszy PDAPP jednoroczne (n=10), 15-miesieczne (n=10)
i 18-miesieczne (n=10) dla poroéwnania w testach ELISA pomiaréw poziomu ap i APP w mdzgach;
dodatkowo zwierzeta jednoroczne wiaczono do analizy immunohistochemicznej.

Metodologia byta taka jak w przyktadzie 1, z wyjatkiem przypadkéw, gdy wskazano inaczej.
Do przygotowania antygenu do 6 immunizacji, podawanych przed 15 miesigcem, zastosowano
AN1792 z US Peptides seria 12 i California Peptides seria ME0339. Do 3 dodatkowych immunizaciji
podawanych pomiedzy 15 a 18 miesigcem zastosowano California Peptides serie ME0O339 i ME0439.

Do immunizacji zemulgowano 100 pg AN1792 w 200 ul PBS, lub samej PBS, w stosunku 1:1
z kompletnym adiuwantem Freunda (CFA) lub niekompletnym adiuwantem Freunda (IFA) lub PBS
w koncowej objetosci 400 pl. Pierwszg immunizacje wykonano z CFA jako adiuwantem, nastepne 4
dawki podano z IFA, a koncowe 4 dawki z samg PBS bez dodatku adiuwanta. tacznie wykonano 9
immunizacji w okresie 7 miesiecy z dwutygodniowymi przerwami dla pierwszych 3 dawek, a nastepnie
z czterotygodniowymi przerwami dla pozostatych dawek. Grupie leczonej przez 4 miesiace, usmierco-
nej w wieku 15 miesiecy, wykonano tylko pierwszych 6 immunizacji.

B. Wyniki

Woptyw leczenia AN1792 na obcigzenie amyloidem

Wyniki leczenia AN1792 na obcigzenie kory amyloidem oznaczone metoda ilosciowej analizy
obrazu, przedstawiono na fig. 7. Wartos¢ mediany dla obcigzenia amyloidem kory wynosita 0,28%
w grupie nieleczonych 12-miesiecznych myszy PDAPP, ktdra to wartos¢ odpowiadata obcigzeniu piyt-
kami u myszy na poczatku badania. W wieku 18 miesiecy obcigzenie amyloidem wzrosto ponad
17-krotnie do 4,87% w myszach leczonych PBS, podczas gdy myszy leczone AN1792 mialy znacznie
obnizone obcigzenie amyloidem wynoszace 0,01%, znaczaco mniej niz 12-miesieczne nieleczone
myszy i grupy 15- i 18-miesieczne leczone PBS. Obcigzenie amyloidem bylo znacznie obnizone
u biorcow AN1792 zaréwno w 15 (96% zmniejszenia, p=0,003) i 18 (>99% zmniejszenia, p=0,0002)
miesigcu.

Zazwyczaj ztogi amyloidowe w korze myszy PDAPP zaczynaly sie w korze czotowej i poza-
modzelowatej (RSC), postepowaty w kierunku brzuszno-bocznym i obejmowaty kore skroniowg i we-
chowag (EC). Znaleziono niewiele lub wcale nie znaleziono amyloidu znaleziono w EC myszy 12-mie-
siecznych, tj. w wieku okoto ktérego podano pierwszg dawke AN1792. Po 4 miesigcach leczenia
AN1792 ztogi amyloidowe znacznie zmalaty w RSC, a postepujacy udziat EC zostat catkowicie wyeli-
minowany przez leczenie AN1792. Ostatnia obserwacja pokazata, ze AN1792 catkowicie zatrzymat
postepowanie amyloidu, ktéry normalnie zaatakowatby kore skroniowa i wechowa, a takze zatrzymat
i ewentualnie cofnat odktanianie w RSC.

Znaczgce dziatanie leczenia AN1792 na rozwdj obcigzenia kory amyloidem u myszy PDAPP
pokazano dla grupy 18-miesiecznej, ktdrg leczono przez 7 miesiecy. Stwierdzono prawie catkowity
brak amyloidu w korze u myszy leczonych AN1792, z catkowitym brakiem rozproszonych ptytek,
a takze zmniejszeniem litych ztogéw.

2. Zmiany komoérkowe i morfologiczne towarzyszace leczeniu AN1792.

Populacje komérek Ap-dodatnich znaleziono w regionach mbzgu zazwyczaj zawierajacych ztogi
amyloidowe. Znaczace byto to, ze w kilku mézgach biorcéw AN1792 znaleziono bardzo niewiele ko-
rowych ptytek amyloidowych lub nie znaleziono ich wcale. Wigekszo$¢ immunoreaktywnosci Ap okaza-
ta sie by¢ zwigzana z komérkami o duzym, ptatkowym lub pozlepianym ciele. Fenotypowo komérki te
przypominaty aktywowany mikroglej lub monocyty. Byly one immunoreaktywne z przeciwciatami roz-
poznajacymi ligandy eksprymowane przez aktywowane monocyty i mikroglej (MHC 1l i CD11b),
a czasami byly zwigzane ze sciang lub Swiattem naczyh krwionosnych. Poréwnanie blisko sgsiaduja-
cych fragmentéw znakowanych przeciwciatami specyficznymi dla AB i MHC 1l ujawnito, ze podobne
wzory tych komdérek byty rozpoznawane przez obydwie klasy przeciwciat. Szczeg6towe badanie mé-
zgbw myszy leczonych AN1792 ujawnito, ze MHC ll-dodatnie komérki byty ograniczone do sasiedztwa
ograniczonego amyloidu pozostajgcego u tych zwierzat. W zastosowanych warunkach utrwalania
komorki nie byty immunoreaktywne z przeciwciatami rozpoznajgcymi ligandy komérek T (CD3, CD3e)
lub B (CD45RA, CD45RB) lub zwykty antygen leukocytowy (CD45), ale byty reaktywne z przeciwcia-
tami rozpoznajacymi leukosialine (CD43), ktéra reaguje krzyzowo z monocyctami. Nie znaleziono
takich komérek u zadnej z myszy leczonych PBS.

U myszy PDAPP niezmiennie rozwijaly sie ciezkie ztogi amyloidowe w zewnetrznej warstwie
czasteczkowej hipokampowego zakretu zebatego. Ziogi tworzyly wyrazng smuge w obrebie Sciezki
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perforacji, regionu zazwyczaj zawierajagcego ptytki amyloidowe w AD. Charakterystyczne wystepowa-
nie tych ztogébw u myszy leczonych PBS przypominato wczesniej scharakteryzowane u nieleczonych
myszy PDAPP. Ztogi amyloidowe sktadaty sie z zaréwno rozproszonych, jak i z litych ptytek w ciggtym
pasmie. Natomiast w wielu mézgach myszy leczonych AN1792 wzér ten byt znacznie zmieniony. Ztogi
amyloidowe w hipokampie nie zawieraly rozproszonego amyloidu i wz6r pasmowy byt czesciowo
zniszczony. Zamiast tego wystepowato wiele niezwyklych struktur nakrapianych, reagujacych z prze-
ciwciatami przeciw-AB, z ktorych kilka okazato sie komorkami zawierajgcymi amyloid.

Komérki MHC ll-dodatnie czesto obserwowano w sasiedztwie amyloidu zewngtrzkomdérkowego
u zwierzat leczonych AN1792. Wzd4r zwigzania komdrek AB-dodatnich z amyloidem byt bardzo podob-
ny w kilku mézgach myszy leczonych AN1792. Rozmieszczenie tych komérek monocytéw byto ogra-
niczone do sasiedztwa ztogéw amyloidowych i byto catkowicie nieobecne w innych regionach mézgu
pozbawionych ptytek ApB.

llosciowa analiza obrazu fragmentéw znakowanych MHC Il i MAC | wykazata tendencje w kie-
runku zwiekszonej reaktywnosci w RSC i hipokampie u myszy leczonych AN1792, w poréwnaniu
Z grupg PBS, ktdra osiggneta warto$¢ znaczaca dla pomiardw reaktywnosci MAC 1 w hipokampie.

Wyniki te wskazujg na aktywne, kierowane przez komorki, usuwanie amyloidu w regionach mé-
zgu, w ktérych wystepujg ptytki.

3. Dziatanie AN1792 na poziomy AB: oznaczenia ELISA.

(a) Poziomy korowe

U nieleczonych myszy PDAPP poziom mediany catkowitego Ap w korze w wieku 12 miesiecy
wynosita 1600 ng/g, w wieku 15 miesiecy wzrosta do 8700 ng/g (tabela 2). W wieku 18 miesiecy war-
tos¢ wynosita 22000 ng/g, co oznacza, ze wzrosta ponad 10-krotnie podczas doswiadczenia. Zwierze-
ta leczone PBS miaty 8600 ng/g catkowitego AB w wieku 15 miesiecy, ktéra to wartos¢ wzrosta do
19000 ng/g w 18 miesigcu. W poréwnaniu z tym, zwierzeta leczone AN1792 mialy 81% mniej catkowi-
tego Ap w wieku 15 miesiecy (1600 ng/g) niz grupa immunizowana PBS. Znaczaco mniej (0=0,0001)
catkowitego AP (5200 ng/g) znaleziono w 18 miesigcu poréwnujgc grupy AN1792 i PBS (tabela 2), co
odpowiadato 72% zmniejszeniu ilosci AB, ktéry by normalnie wystepowat. Podobne wyniki uzyskano
poréwnujgc korowe poziomy Ap42, gdyz stwierdzono, ze grupa leczona AN1792 zawierata znacznie
mniej Ap42, ale w tym wypadku réznice pomiedzy grupami AN1792 i PBS byly znaczace zaréwno
w 15 (p=0,04), jak i 18 miesigcu (p=0,0001, tabela 2).

Tabela 2
Poziomy mediany ApB (ng/g) w korze

Nieleczone PBS AN1792
Wiek Catkowity AB | Ap42 (n) Catkowity AB | Ap42 (n) Catkowity A | Ap42 (n)
12 1600 1300 (10)
15 8700 8300 | (10) 8600 7200 (9) 1600 1300* | (10)
18 22200 18500 (10) 19000 15900 (12) 5200** 4000** 9)
*p =0,0412
*p = 0,0001

(b) Poziomy w hipokampie

U nieleczonych myszy PDAPP poziomy mediany w hipokampie catkowitego Ap w wieku 12 mie-
siecy wynosity 15000 ng/g, ktora to wartos¢ wzrosta do 51000 ng/g w wieku 15 miesiecy i dalej wzra-
stata osiagajac 81000 ng/g w wieku 18 miesiecy (tabela 3). Podobnie myszy immunizowane PBS mia-
ty 40000 ng/g i 65000 ng/g odpowiednio w wieku 15 i 18 miesiecy. U zwierzat leczonych AN1792
stwierdzono mniejszg catkowitg ilos¢ AB, to znaczy 25000 ng/g i 51000 ng/g odpowiednio w wieku 15
i 18 miesiecy. Wartos¢ dla grupy leczonej AN1792 w wieku 18 miesiecy byta znaczgco nizsza niz dla
grupy leczonej PBS (p=0,0105; tabela 3). Pomiary AB42 daly ten sam uktad wynikéw, to znaczy po-
ziomy u grupy leczonej AN1792 byly znaczaco nizsze niz u grupy leczonej PBS (odpowiednio
39000 ng/g wobec 57000 ng/g; p=0,0022) w wieku 18 miesiecy (tabela 3).
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Tabela 3
Poziomy mediany ApB (ng/g) w hipokampie
Nieleczone PBS AN1792
Wiek Catkowity AB | Ap42 (n) Catkowity AB | Ap42 (n) |Catkowity AB| Ap42 (n)
12 15500 11100 | (10)
15 51500 44400 (10) 40100 35700 9) 24500 22100 (10)
18 80800 64200 (10) 65400 57100 (12) 50900* 38900** 9)
*p =0,0105
**p =0, 0022

(c) Poziomy w mozdzku

U 12 miesiecznych nieleczonych myszy PDAPP mediana poziomu catkowitego AB wynosita
15 ng/g (tabela 4). W wieku 15 miesiecy mediana ta wzrosta do 28 ng/g, a w wieku 18 miesiecy do
35 ng/g. U zwierzat leczonych PBS wartosci mediany catkowitego AB wynosity 21 ng/g w wieku 15
miesiecy i 43 ng/g w wieku 18 miesiecy. U zwierzat leczonych AN1792 znaleziono 22 ng/g catkowite-
go AB w wieku 15 miesiecy i znaczaco mniej (p=0,002) catkowitego AP w wieku 18 miesiecy (25 ng/g),
niz w odpowiadajgcej im grupie PBS (tabela 4).

. Tabela 4
Srednie poziomy AB (ng/g) w mdzdzku
Nieleczone PBS AN1792
Wiek (miesigce) Catkowity AB (n) Catkowity AB (n) Catkowity AB (n)
12 15,6 (10)
15 27,7 (10) 20,8 9) 21,7 (10)
18 35,0 (10) 43,1 (12) 24,8* 9)
*p=0,0018

4. Wpltyw leczenia AN1792 na poziomy APP

APP-a oraz petnej diugosci czasteczka APP zawierajg catos¢ lub czes¢ sekwencji AB, a zatem
moze na nie potencjalnie wptywaé wytworzenie odpowiedzi immunologicznej kierowanej przez
AN1792. W dotychczasowych badaniach stwierdzono niewielki wzrost pozioméw APP wraz ze wzro-
stem neuropatologii u myszy PDAPP. W korze podczas leczenia poziomy zaréwno APP-o/FL (petnej
diugosci), jak i APP-o pozostaty zasadniczo bez zmian, z wyjatkiem tego, ze poziom APP-a byt
zmniejszony o0 19% u myszy w wieku 18 miesiecy w grupie leczonej AN1792 wobec grupy leczo-
nej PBS. Wartosci APP u 18 miesiecznych zwierzat z grupy AN1792 nie réznity sie znaczaco od tych
wartosci dla zwierzat 12- i 15-miesiecznych nieleczonych oraz 15-miesiecznych leczonych PBS.
We wszystkich przypadkach wartosci APP utrzymywaly sie w zakresie normalnie wystepujacym
u myszy PDAPP.

5. Dziatanie leczenia AN1792 na patologie neurodegeneracyjnag i glejowa.

Obcigzenie ptytkami neurytycznymi byto znaczaco zmniejszone w korze czotowej u myszy le-
czonych AN1792 w poréwnaniu z grupg leczong PBS zaréwno w wieku 15 (84%; p=0,03) jak i 18 mie-
siecy (55%; p=0,01) (fig. 8). Wartosci mediany obcigzenia ptytkami neurytycznymi wzrosty od 0,32%
do 0,49% w grupie PBS pomiedzy 15, a 18 miesigcem zycia. W odrdznieniu od tego, rozwadj ptytek
neurytycznych w grupie leczonej AN1792 byt znacznie zmniejszony, z wartosciami mediany obcigze-
nia ptytkami neurytycznymi wynoszacymi 0,05% i 0,22% odpowiednio dla wieku 15 i 18 miesiecy.

Immunizacje AN1792 wydawaty sie by¢ dobrze tolerowane, reaktywna astrocytoza takze zmala-
ta znaczaco w RSC u myszy leczonych AN1792 w poréwnaniu z grupg leczong PBS zaréwno w wieku
15 (56%; p=0,011), jak i 18 miesiecy (39%; p=0,028) (fig. 9). Wartosci mediany procentu astrocytozy
w grupie PBS wzrosty pomiedzy 15 a 18 miesigcem od 4,26% do 5,21%. Leczenie AN1792 przyttumi-
to rozwoj astrocytozy w obu punktach czasowych odpowiednio do 1,89% i 3,2%. Sugeruje to, ze neu-
ropil nie byt niszczony przez proces klirensu.
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6. Odpowiedzi przeciwciat

Jak opisano powyzej, 11-miesieczne, heterozygotyczne myszy PDAPP (n=24) otrzymaly serie 5
immunizacji, 100 ug AN1792 zemulgowanymi z adiuwantem Freunda, podawanych dootrzewnowo w
tygodniach 0, 2, 4, 8 i 12, a sz0stg immunizacje wykonano samg PBS (bez adiuwanta Freunda) w 16
tygodniu. Jako kontrole negatywne przygotowano zestaw dobranych wiekowo 24 myszy, ktére immu-
nizowano PBS zemulgowang z tymi samymi adiuwantami i podawano w takim samym harmonogra-
mie. Od zwierzat pobierano krew 3-7 dni po kazdej immunizacji zaczynajgc od drugiej dawki.
Odpowiedzi przeciwciat na AN1792 zmierzono metodg ELISA. Srednie geometryczne mian (GMT) dla
zwierzat immunizowanych AN1792 wynosity okoto 1900, 7600 i 45000 odpowiednio po drugiej, trze-
ciej i ostatniej (szostej) dawce. Po széstej immunizacji nie stwierdzono specyficznych dla Ap przeciw-
ciat u zwierzat kontrolnych.

Okoto potowe zwierzat leczono przez kolejne 3 miesigce, immunizujac je okoto 20, 24 i 27 tygo-
dnia. Kazdg z dawek podawano w podiozu samg PBS, bez adiuwanta Freunda. Srednie miana prze-
ciwciat nie zmienity sie przez ten czas. W rzeczywisto$ci miana przeciwciat pozostaty stabilne w okre-
sie od czwartego do 6smego pobrania krwi odpowiadajgcym okresowi od pigtej do dziewiatej iniekcji.

Aby stwierdzi¢, czy przeciwciata specyficzne dla Ap, wytworzone przez immunizacje, ktére wy-
kryto w surowicy u myszy leczonych AN1792, takze byly zwigzane z amyloidem odtozonym w mézgu,
zestaw preparatow histologicznych z myszy leczonych AN1792 i PBS poddano dziataniu przeciwciat
specyficznych dla mysich 1gG. W odréznieniu od grupy PBS, ptytki AB w mdzgach myszy leczonych
AN1792 byly pokryte endogennymi IgG. Te réznice pomiedzy oboma grupami zaobserwowano za-
réwno dla myszy w wieku 15, jak i 18 miesiecy. Szczegdlnie razacy byt brak znakowania w grupie
PBS, pomimo obecnosci duzego obcigzenia amyloidem u tych myszy. Wyniki te pokazuja, ze immuni-
zacja syntetycznym biatkiem AP wytwarza przeciwciata rozpoznajace i wigzace sie in vivo z AB
w pltytkach amyloidowych.

7. Komoérkowe odpowiedzi immunologiczne

Z dziewieciu myszy immunizowanych AN1792 i 12 immunizowanych PBS myszy PDAPP
w wieku 18 miesiecy pobrano sledziony w 7 dni po dziewiatej immunizacji. Wyizolowano limfocyty
$ledziony i hodowano je przez 72 godziny w obecnosci Ap40, AB42 lub AB40-1 (biatko o odwrotnej
sekwencji). Mitogen Con A postuzyt jako kontrola pozytywna. Optymalne odpowiedzi uzyskano stosu-
jac >1,7 uM biatko. Komérki ze wszystkich dziewieciu myszy leczonych AN1792 proliferowaty w od-
powiedzi na biatka AB1-40 lub AB1-42, z réwnym poziomem inkorporacji obu biatek (fig. 10, gorny
wykres). Nie stwierdzono odpowiedzi na biatko o odwrotnej sekwencji Ap40-1. Komérki ze zwierzat
kontrolnych nie odpowiadaty na ktérekolwiek z biatek Ap (fig. 10, dolny wykres).

C. Whnioski

Wyniki tego badania wykazaty, ze immunizacja AN1792 myszy PDAPP majacych ztogi amylo-
idowe spowalnia postepujace odktadanie amyloidu i zapobiega mu, oraz hamuje wystepujace w kon-
sekwencji zmiany neuropatologiczne w mézgach starych myszy PDAPP. Immunizacje AN1792 zna-
czaco hamujg rozwdj amyloidu w strukturach, ktére normalnie ulegajg amyloidozie. Zatem podawanie
peptydu AB ma pozytywne dziatanie w leczeniu AD.

VI. Poszukiwanie fragmentow Ap

100 myszy PDAPP w wieku 9-11 miesiecy immunizowano dziewiecioma réznymi regionami
APP i Ap w celu oznaczenia, ktore epitopy uczestnicza w odpowiedzi. Dziewie¢ ré6znych immunoge-
néw oraz jeden kontrolny podano i.p., jak opisano powyzej. Immunogeny zawieraly 4 koniugaty ludz-
kich peptydéw Ap 1-12, 13-28, 32-42, 1-5, wszystkie potagczone przez tacznik cysteinowy z owczymi
przeciwciatami przeciwmysiej 19gG, polipeptyd APP aminokwasy 592-695, zagregowany ludzki AB1-40,
zagregowany ludzki AB25-35 oraz zagregowany AP42 z gryzoni. Zagregowany AB42 i PBS zastoso-
wano jako kontrole. Na kazda z grup leczniczych przypadato 10 myszy. Miana monitorowano jak wy-
zej, a myszy usmiercano na koniec 4-miesiecznych immunizacji. Po $mierci oznaczono histochemie,
poziomy ApB oraz toksykologie.

A. Materialy i metody

1. Przygotowanie immunogenow

Przygotowanie sprzezonych peptydéw AB: 4 koniugaty ludzkich peptydéw AB (aminokwasy 1-5,
1-12, 13-28 i 33-42, kazdy potaczony z owczymi przeciwcialami przeciwmysiej IgG) przygotowano
sprzegajac przez cysteine sztucznie dodang do peptydu AB przy pomocy srodka sieciujgcego sulfo-
EMCS. Pochodne peptydu AB zsyntetyzowano z nastepujagcymi koncowymi sekwencjami aminokwa-
sowymi. W kazdym przypadku umiejscowienie wstawionej cysteiny wskazano przez podkreslenie.
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Pochodna peptydu AB13-28 miata rowniez, jak wskazano, dodane dwie glicyny przed C-koncowg
cysteina.

peptyd AB1-12 NH,-DAEFRHDSGYEVC COOH

peptyd AB1-5 NH,-DAEFRC COOH

peptyd AB33-42 NH,-C-kwas aminoheptanowy-GLMVGGVVIA COOH

peptyd AB13-28 Ac-NH-HHQKLVFFAEDVGSNKGGC-COOH

W celu przygotowania do reakcji sprzegania 10 mg owczych przeciwciat przeciwmysiej IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) dializowano przez noc wobec 10 mM buforu boranu sodu,
pH 8,5. Nastepnie oddializowane przeciwciata zageszczono do objetosci 2 ml z uzyciem rurki Ami-
con Centriprep. Dziesie¢ mg sulfo-EMCS [N(e-maleimidokuproiloksy)-sukcynimidu] (Molecular
Sciences Co.) rozpuszczono w 1 ml dejonizowanej wody. Czterdziestokrotny czasteczkowy nadmiar
sulfo-EMCS wkroplono w trakcie mieszania do owczego przeciwciata przeciwmysiej IgG, a nastep-
nie roztwor mieszano nadal przez kolejnych 10 minut. Aktywowane owcze przeciwciata przeciwmy-
siej IgG oczyszczono i wymieniono bufor przez przepuszczanie przez 10 ml kolumne do filtracji ze-
lowej (Pierce Presto Column, uzyskana z Pierce Chemicals) rownowazong 0,1 M NaPO,, 5 mM
EDTA, pH 6,5. Frakcje zawierajgce przeciwciata, zidentyfikowane przez pomiar absorbancji przy
280 nm, potaczono i rozcienczono do stezenia okoto 1 mg/ml, z uzyciem 1,4 mg na OD jako wspot-
czynnik ekstynkcji. Czterdziestokrotny nadmiar czgsteczkowy peptydu Ap rozpuszczono w 20 ml
10 mM NaPOy, pH 8,0, z wyjatkiem peptydu AB33-42, ktérego 10 mg najpierw rozpuszczono w 0,5 ml
DMSO, a nastepnie rozcienczono do 20 ml 10 mM buforem NaPO,. Kazdy z roztworéw peptyddéw
dodano do 10 ml aktywowanych owczych przeciwciat przeciwmysiej 1gG i kotysano w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Powstate koniugaty zageszczono do koncowej objetosci ponizej 10 mi
z uzyciem rurki Amicon Centriprep, a nastepnie dializowano wobec buforu PBS, aby wymieni¢ bufor
i usung¢ wolne peptydy. Koniugaty przepuszczono przez filtry o $rednicy porow 0,22 p w celu wyja-
towienia, a nastepnie podzielono na réwne frakcje po 1 mg i przechowywano zamrozone w -20°C.
Stezenia koniugatéw oznaczono z uzyciem biatkowego testu BSA (Pierce Chemicals) z konskag 1gG
jako krzywa standardowg. Sprzezenie zostalo potwierdzone przez wzrost masy czasteczkowej
sprzezonych peptydéw w poréwnaniu z aktywowanymi przeciwciatami przeciwmysiej 1gG. Preparat
koniugatu AB1-5 z owczym przeciwciatem przeciwmysiej IgG zawierat potagczone koniugaty z dwoch
reakcji sprzegania, reszta stanowita pojedynczy preparat.

2. Przygotowanie zagregowanych peptydow AB

Peptydy ludzki 1-40 (AN1528; California Peptides Inc., seria ME0541), ludzki 1-42 (AN1792;
California Peptides Inc., serie ME0339 i ME0439), ludzki 25-35 i z gryzoni 1-42 (California Peptides
Inc., seria ME0218) $wiezo solubilizowano do przygotowania kazdego z zestawu zastrzykéw z liofi-
lizowanych proszkéw, ktére przechowywano wysuszone w -20°C. W tym celu 2 mg peptydu dodano
do 0,9 ml dejonizowanej wody i mieszanine zworteksowano aby wytworzy¢ wzglednie jednorodny
roztwoér lub zawiesine. Z czterech peptydéw jedynym rozpuszczalnym na tym etapie byt AN1528.
Nastepnie dodano réwne objetosci po 100 ul 10x PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosforan sodu,
pH 7,5) i wtedy AN1528 zaczat sie wytrgca¢. Zawiesine ponownie zworteksowano i inkubowano
przez noc w 37°C do zastosowania nastepnego dnia.

Przygotowanie biatka pBx6: Plazmid ekspresyjny kodujacy pBx6, biatko fuzyjne skiadajgce sie
z 100 aminokwasowej N-kohcowej sekwencji liderowej z polimerazy bakteriofaga MS-2 oraz amino-
kwaséw 592-695 z APP (BAPP) skonstruowano w sposéb opisany w Oltersdorf i inni, J. Biol. Chem.
265, 4492-4497 (1990). Plazmid transfekowano do E. coli i biatko wyeksprymowano po indukcji pro-
motora. Bakterie zlizowano w 8M moczniku i pBx6 czesciowo oczyszczono metoda preperatywnej
SDS PAGE. Frakcje zawierajgce pBx6 zidentyfikowano metodg Western blot uzywajgc kréliczych
przeciwciat poliklonalnych przeciw pBx6, zebrano, zageszczono za pomoca rurki Amicon Centriprep
i dializowano wobec PBS. Czystos¢ preparatu, oznaczona przez wybarwienie Coomassie Blue SDS
PAGE, wynosita okoto 5 do 10%.

B. Wyniki i ich oméwienie

1. Projekt badan

Sto samic i samcoéw, w wieku od 9 do 11 miesiecy heterozygotycznych transgenicznych myszy
PDAPP uzyskano z Charles River Laboratory i Taconic Laboratory. Myszy podzielono na 10 grup do
immunizacji réznymi regionami AB lub APP razem z adiuwantem Freunda. Zwierzeta podzielono tak
by dobra¢ pte¢, wiek, rodzicow oraz zrédto w obrebie grupy tak blisko jak to byto mozliwe. Immunoge-
ny obejmowaly 4 peptydy AB wyprowadzone z ludzkiej sekwencji, 1-5, 1-12, 13-28 i 33-42, kazdy
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sprzezony z owczym przeciwciatem przeciw mysiej 1gG; 4 zagregowane peptydy AP, ludzki 1-40
(AN1528), ludzki 1-42 (AN1792), ludzki 25-35 i z gryzoni 1-42; oraz fuzyjny polipeptyd nazwany pBx6,
zawierajgcy aminokwasy APP 592-695. Dziesigtg grupe immunizowano PBS w potgczeniu z adiuwan-
tem jako kontrola.

Do kazdej immunizacji zemulgowano 100 ug kazdego z peptydéw AB w 200 pl PBS lub 200 ng
pBx6 pochodnej APP w tej samej objetosci PBS, lub sama PBS w stosunku 1:1 (obj.) z kompletnym
adiuwantem Freunda (CFA) w korncowej objetosci 400 pl do pierwszej immunizacji, po czym stosowa-
no dawki przypominajgce z tg samg iloscig immunogenu w niekompletnym adiuwancie Freunda (IFA)
w kolejnych czterech dawkach i PBS do koncowej dawki. Immunizacje stosowano $rédotrzewnowo
w trybie dwutygodniowym przez 3 pierwsze dawki, a nastepnie w trybie miesiecznym. Od zwierzat
pobierano krew w 4-7 dni po kazdej immunizacji, zaczynajac od drugiej dawki, do pomiaréw miana
przeciwciat. Zwierzeta usmiercono okoto tydzien po koncowej dawce.

2. Poziomy AB i APP w mézgu

Po 4 miesigcach immunizacji réznymi peptydami Ap lub pochodng APP ze zwierzat perfundo-
wanych solg usunieto mozgi. Jedng podtkule wypreparowano do analizy immunohistochemicznej,
a drugg uzyto do oznaczenia poziomow AP i APP. Aby zmierzy¢ stezenie réznych postaci peptydu
B-amyloidowego i biatka prekursorowego amyloidu, pétkule pocieto na czesci i przygotowano homo-
genaty regionéw hipokampu, kory i mézdzka w 5 M guanidynie. Rozcienczono je i 0znaczono poziom
amyloidu lub APP, poréwnujac do serii rozcienczen wzorcow peptydu Ap lub APP o znanych steze-
niach, w formacie ELISA.

Srednie stezenie catkowitego A dla grup kontrolnych immunizowanych PBS byta 5,8-raza
wieksza w hipokampie niz w korze (mediana 24318 ng/g tkanki hipokampa w poréwnaniu do 4221 ng/g
kory). Poziom mediany w mézdzku grupy kontrolnej (23,4 ng/g tkanki) byt okoto 1000-razy nizszy niz
w hipokampie. Poziomy te byty podobne do wczesniej opisanych dla heterozygotycznych transgenicz-
nych myszy PDAPP w tym wieku (Johnson-Woods i inni, 1997, supra).

Dla kory, zestawy grup leczniczych mialy $rednie catkowite poziomy AB i AB1-42 znacznie roz-
nigce sie od grupy kontrolnej (p<0,05), zwierzeta otrzymujace peptydy AN1792, gryzoni AB1-42 lub
koniugat AB1-5 przedstawiono na fig. 11. Poziomy mediany catkowitego Af zmniejszyly sie odpowied-
nio o 75%, 79% i 61% w poréwnaniu z kontrolg dla tych grup leczniczych. Nie stwierdzono dostrze-
galnych wspétzaleznosci pomiedzy mianami przeciwciat specyficznych dla AB i poziomami A w re-
gionie korowym mdzgu dla jakiejkolwiek z tych grup.

W hipokampie $rednie zmniejszenie catkowitej ilosci Ap towarzyszace leczeniu AN1792 (46%,
p=0,0543) nie byta tak duza jak obserwowana w korze (75%, p=0,0021). Jednakze stopieh zmniej-
szenia byt znacznie wyzszy w hipokampie niz w korze, zmniejszenie netto wynosito 11186 ng/g
tkanki w hipokampie wobec 3171 ng/g tkanki w korze. Dla grup zwierzat otrzymujacych AB1-42
z gryzoni lub AB1-5 srednie catkowitych poziomoéw AB zmniejszyty sie odpowiednio o 36% i 26%.
Jednakze, biorac pod uwage fakt, ze grupy byly mate oraz ze wzgledu na zmiennos¢ poziomow
peptydu amyloidowego u poszczegdlnych zwierzat w grupie, zmiany te nie byty znaczace. Przy po-
miarach AB1-42 w hipokampie zadna ze zmian wywotanych leczeniem nie byta znaczaca. Zatem,
ze wzgledu na nizsze obcigzenie AB kory, zmiany w tym regionie sg znacznie czulszym wskazni-
kiem skutkéw leczenia. Zmiany pozioméw AP zmierzone metoda ELISA w korze byty podobne, ale
nie takie same, jak wyniki analizy immunohistochemicznej (patrz ponizej).

Catkowity AB zmierzono takze w mézdzku, regionie zazwyczaj niedotknietym w patologii AD.
Zadne ze $rednich stezen A jakiejkolwiek z grup immunizowanych réznymi peptydami AB lub po-
chodng APP nie rdznito sie od wartosci dla grupy kontrolnej w tym regionie mézgu. Wynik ten sugeru-
je, ze leczenie nie wplywa na niepatologiczne poziomy Ap.

Stezenie APP oznaczono takze metodg ELISA w korze i mézdzku z leczonych i kontrolnych
zwierzat. Zastosowano dwa rozne testy APP. Pierwszy, nazwany APP-a/FL, rozpoznaje zar6éwno
APP-a (a, wydzielang posta¢ APP, ktora zostata wzieta w obrebie sekwencji AB), jak i postaci APP
petnej dtugosci (FL), podczas gdy drugi rozpoznaje tylko APP-a. W odréznieniu od towarzyszgcego
leczeniu zmniejszenia AP w zestawie grup leczniczych, poziomy APP pozostaly bez zmian u wszyst-
kich zwierzat leczonych w poréwnaniu z kontrolnymi. Wyniki te wskazuja, ze immunizacje peptydami
AB nie usuwajg APP, a skutek leczniczy jest raczej specyficzny dla Ap.

W podsumowaniu, catkowite poziomy AB i AB1-42 byty znaczgco zmniejszone w korze przez le-
czenie AN1792, gryzonim AP1-42 lub koniugatem AB1-5. W hipokampie catkowity Ap byt znacznie
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zmniejszony tylko przez leczenie AN1792. Zadne inne zwigzane z leczeniem zmiany pozioméw A lub
APP w regionach hipokampu, kory lub mézdzku nie byty znaczace.

2. Analiza histochemiczna

Mbzgi z podzestawu szesciu grup przygotowano do analizy immunohistochemicznej, 3 grupy
immunizowane koniugatami peptydu Ap - AB1-5, AB1-12 i AB13-28; 3 grupy immunizowane agrega-
tami Ap petnej diugosci - AN1792 i AN1528 oraz grupe kontrolng leczong PBS. Wyniki analizy obrazu
dla obcigzenia amyloidem skrawkéw histologicznych mézgu z tych grup przedstawiono na fig. 12.
Stwierdzono znaczace obnizenie obcigzenia amyloidem regionéw korowych w 3 grupach leczniczych
w stosunku do zwierzat kontrolnych. Najwieksze obnizenie obcigzenia amyloidem obserwowano
w grupach otrzymujacych AN1792, gdzie $rednia warto$¢ byta zmniejszona o 97% (p=0,001).
Znaczace obnizenie obserwowano takze dla zwierzat leczonych AN1528 (95%, p=0,005) i koniugatem
peptydu AB1-5 (67%, p=0,02).

Wyniki uzyskane przez pomiar catkowitego Ap lub Ap1-42 metoda ELISA oraz obcigzenia amy-
loidem metoda analizy obrazu w pewnym stopniu réznig sie. Leczenie AN1528 miato znaczacy wptyw
na poziom obcigzenia amyloidem kory w pomiarach metoda ilosciowej analizy obrazu, ale nie miato
wplywu na stezenie catkowitego AB zmierzone metodg ELISA w tym samym regionie. ROznica pomie-
dzy tymi dwoma wynikami prawdopodobnie zwigzana jest ze specyfikg testow. Analiza obrazu mierzy
tylko nierozpuszczalne AB zagregowane w ptytkach. W odréznieniu od tego ELISA mierzy wszystkie
postaci AB, zaréwno rozpuszczalne, jak i nierozpuszczalne, monomeryczne i zagregowane. Poniewaz
przypuszcza sie, ze patologia choroby jest zwigzana z nierozpuszczalng formg Ap zwigzang z ptytka-
mi, technika analizy obrazu moze mie¢ wiekszg czuto$¢ w ocenie skutkdéw leczenia. Jednakze z uwagi
na to, ze test ELISA jest szybszym i fatwiejszym testem, jest on bardzo uzyteczny do celéw poszuki-
wania nowych lekéw. Ponadto moze to oznaczaé, ze zwigzane z leczeniem zmniejszenie AP jest wiek-
sze dla zwigzanego z ptytkami niz catkowitego Ap.

Aby stwierdzi¢, czy specyficzne dla AP przeciwciata wytworzone przez immunizacje u leczonych
zwierzat reagowaty z odtozonym w mézgu amyloidem, podzestaw skrawkéw histologicznych ze zwie-
rzat leczonych i kontrolnych poddano dziataniu przeciwciat specyficznych dla mysich 1gG. W odréoz-
nieniu od grupy PBS, plytki zawierajace Ap byty pokryte endogenna IgG u zwierzat immunizowanych
koniugatami peptydow AB- AB1-5, AB1-12 i AB13-28; oraz agregatami petnej dtugosci AB - AN1792 i
AN1528. M6zgow zwierzat immunizowanych innymi peptydami Ap lub peptydem APP pBx6 nie anali-
zowano w tym tescie.

3. Pomiar mian przeciwciat

Od myszy pobrano krew w 4-7 dni po kazdej immunizacji, poczynajac od drugiej immunizacji,
tacznie 5 razy. Zmierzono miana przeciwciat jako przeciwciata wigzace Ap1-42 metodg kanapkowego
ELISA na wielostudzienkowych piytkach z tworzywa sztucznego, powleczonych AB1-42. Jak pokaza-
no na fig. 13, szczytowe miana przeciwciat byly wytworzone po czwartej dawce dla tych 4 szczepio-
nek, ktdre wywotywaty najwyzsze miana przeciwciat specyficznych dla AN1792: AN1792 (szczytowa
GMT: 94647), AN1528 (szczytowe GMT: 88231), koniugat AB1-12 (szczytowe GMT 47216) i gryzonia
AB1-42 (szczytowa GMT: 10766). Miana dla tych grup obnizyty sie w pewnym stopniu po pigtej i sz6-
stej dawce. Dla pozostatych pieciu immunogendéw szczytowe miana osiggnieto po piatej i szostej daw-
ce i byly one znacznie mniejsze niz uzyskane dla czterech grup najwyzszych mian: koniugat AB1-5
(szczytowa GMT: 2356), pBx6 (szczytowa GMT: 1986), koniugat AB13-28 (szczytowa GMT: 1183),
koniugat AB33-42 (szczytowa GMT: 658), AB25-35 (szczytowa GMT: 125). Miana przeciwciat zmie-
rzono takze wobec homologicznych peptydéw stosujac ten sam format kanapkowego ELISA dla pod-
zestawu immunogenow, grup immunizowanych AB1-5, AB13-28, Ap25-35, AB33-42 i gryzonim AB1-42.
Miana te byly w przyblizeniu takie same, jak zmierzone wzgledem Ap1-42, z wyjatkiem immunogenu
gryzoniego AB1-42, dla ktérego miana przeciwciat wzgledem homologicznego immunogenu byty okoto
2-krotnie wyzsze. Wielkos¢ miana przeciwciat specyficznych wzgledem AN1792 u poszczegdélinych
zwierzat lub srednia wartos¢ dla grup leczniczych nie miata zwigzku ze skutecznoscig zmierzong jako
zmniejszenie Ap w korze.

4. Odpowiedzi limfoproliferacyjne

Zalezng od Ap I|mfoprol|feraCJQ Zmierzono stosujac komork| sledziony zebrane okoto tydzien po
koncowej, széstej, immunizacji. Swiezo zebrane komérki, 10° na studzienke, hodowano przez 5 dni
w obecnosci AB1-40 w stezeniu 5 uM w celu stymulacji. Komorki z podzestawu siedmiu sposréd dzie-
sieciu grup takze hodowano w obecnosci peptydu o odwrotnej sekwencji AB40-1. Jako pozytywng
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kontrole hodowano dodatkowe komorki z mitogenem komoérek T, PHA, a jako negatywng kontrole
komorki hodowano bez dodanego peptydu.

Limfocyty z wiekszosci zwierzat proliferowaty w odpowiedzi na PHA. Nie stwierdzono znacza-
cych odpowiedzi na peptyd o odwrotnej sekwencji AB40-1. Komérki ze zwierzat immunizowanych
wiekszymi zagregowanymi peptydami Ap, AN1792, gryzonim AB1-42 i AN1528 silnie proliferowaty po
stymulacji AB1-40 z najwyzszymi cmp u biorcow AN1792. U jednego ze zwierzat w kazdej z grup im-
munizowanych koniugatami Ap1-12, AB13-28 i Ap25-35 komoérki proliferowaty w odpowiedzi na AB1-40.
W pozostatych grupach otrzymujgcych koniugaty AB1-5, AB33-42 oraz pBx6 lub PBS nie byto zwierzat
z odpowiedzig stymulowang AB. Wyniki te zestawiono w tabeli 5 ponize;.

Tabela s

Immunogen Koniugat Aminokwasy Ap Zwierzeta odpowiadajace
AB1-5 tak 5-mer or7
Ap1-12 tak 12-mer 1/8
Ap13-28 tak 16-mer 1/9
AB25-35 11-mer 1/9
AB33-42 tak 10-mer 0/10
AB1-40 40-mer 5/8
APB1-42 42-mer 9/9
gryzoni Ap1-42 42-mer 8/8
pBx6 0/9
PBS 0-mer 0/8

Wyniki te wskazujg, ze AN1792 i AN1528 najsilniej stymulujg odpowiedzi komérek T, najpraw-
dopodobniej o fenotypie CD4". Brak specyficznej wzgledem AB odpowiedzi komérek T u zwierzat im-
munizowanych AB1-5 nie jest zaskakujgca, gdyz epitopy peptydowe rozpoznawane przez komorki T
CD4" majg zazwyczaj diugo$é 15 aminokwasoéw, jakkolwiek krotsze peptydy moga czasem dziataé
Z mniejsza skutecznoscia. Zatem wiekszos¢ epitopdéw komérek T pomocniczych dla czterech koniuga-
téw peptydodw znajduje sie w czesci IgG koniugatu, a nie w regionie AB. Hipoteze te potwierdza bardzo
niska czestos¢ odpowiedzi proliferacyjnych dla zwierzat z kazdej z tych grup leczniczych. Z uwagi na
to, ze koniugat AB1-5 byt skuteczny w znaczacym obnizaniu poziomu AB w mdzgu, przy widocznym
braku komoérek T specyficznych dla AB, kluczowg efektorowa odpowiedzig immunologiczng wywotang
przez immunizacje tym peptydem okazuje sie by¢ przeciwciato.

Brak komérek T oraz niska odpowiedz przeciwciat dla biatka fuzyjnego pBx6, zawierajacego
aminokwasy APP 592-695 wigcznie ze wszystkimi aminokwasami AB, moze by¢ spowodowana stabg
immunogennoscig konkretnego preparatu. Staba immunogennos¢ agregatu AB25-35 jest prawdopo-
dobnie spowodowana tym, ze peptyd jest za maty, aby byto prawdopodobne, ze zawiera dobry epitop
dla komorki T, aby wspomoc indukcje odpowiedzi przeciwciatl. Jezeli peptyd ten bytby sprzezony
z biatkiem nosnikowym prawdopodobnie bytby bardziej immunogenny.

V. Przygotowanie przeciwciat poliklonalnych do biernej ochrony

20 nietransgenicznych myszy immunizowanych AR lub innym immunogenem, dodatkowo z ad-
iuwantem, usmiercono w wieku 4-5 miesiecy. Zebrano krew immunizowanych myszy. Ewentualnie 19G
wydzielono z innych skfadnikow krwi. Przeciwciata specyficzne dla immunogenu czesciowo oczysz-
czono metodg chromatografii powinowactwa. Otrzymano $rednio 0,5-1 mg przeciwciat specyficznych
dla immunogenu na mysz, co dato tgcznie 5-10 mg.

VI. Bierna immunizacja przeciwciatami na Ap

Grupom 7-9 -miesiecznych myszy PDAPP podano 0,5 mg w PBS przeciwciat poliklonalnych
przeciw-AB lub specyficznych monoklonalnych przeciw-Ap, co pokazano ponizej. Przeciwciata mono-
klonalne mozna przygotowaé przeciw fragmentowi przez wstrzykniecie myszy fragmentu lub dtuzszej
formy A, przygotowanie hybrydom i przeszukiwanie hybrydom pod wzgledem przeciwciata specyficz-
nie wiazacego wymagany fragment AB nie wigzac przy tym innych niezachodzacych fragmentow Ap.
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Tabela 6
Przeciwciato Epitop
2H3 AB1-12
10D5 AB1-12
266 AB13-28
21F12 AB33-42
Mysie poliklonalne przeciwludzkie AB42 przeciw zagregowanemu Ap42

Zwierzetom podawano przez 4 miesigce srodotrzewnowo preparaty, gdy byto to potrzebne, aby
utrzymac przeciwciata w krgzeniu w stezeniach, mierzonych jako miana ELISA, wiekszych niz 1/1000,
oznaczanych w ELISA wobec AB42 lub innego immunogenu. Miana monitorowano jak wyzej i myszy
usmiercono na koniec 4-miesiecznych wstrzykiwahn. Po $mierci wykonano histochemie, oznaczanie
poziomow AR i toksykologie. W kazdej z grup uzyto po 10 myszy.

VII. Poréwnanie ré6znych adiuwantow

Przyktady te poréwnujg CFA, atun, emulsje olej w wodzie i MPL pod wzgledem ich zdolnosci
stymulowania odpowiedzi immunologicznej.

A. Materialy i metody

1. Projekt badan

Sto samic szesciotygodniowych swinek morskich rasy Hartley, otrzymanych z Elm Hill, podzie-
lono na 10 grup do immunizacji AN1792 lub jego palmitoilowang pochodna, potaczonymi z réznymi
adiuwantami. Siedem grup immunizowano przez iniekcje AN1792 (33 ng, z wyjatkiem gdy zaznaczo-
no inaczej) potaczonym z a) PBS, b) adiuwantem Freunda, c) MPL, d) skwalenem, e) MPL/skwale-
nem, f) niska dawkg z atunem lub g) wysoka dawka z atunem (300 pg AN1792). Dwie grupy immuni-
zowano przez iniekcje palmitoliowang pochodng AN1792 (33 ug) potaczong z a) PBS lub b) skwale-
nem. Na koniec, dziesigta grupa otrzymywata samg PBS, bez antygenu i dodatkowego adiuwanta. Dla
grupy otrzymujgcej adiuwant Freunda pierwszg dawke zemulgowano z CFA, a pozostate 4 dawki
z IFA. Antygen podawano w dawce 33 pg dla wszystkich 11 grup, z wyjatkiem grupy wysokiej dawki
z alunem, ktéra otrzymywata 300 pg AN1792. Immunizacje wykonywano $rédotrzewnowo dla
CFA/IFA i domiesniowo do miesnia czterogtowego tylnej tapy, na zmiane po prawej i lewej stronie dla
wszystkich innych grup. Pierwsze trzy dawki podawano w trybie dwutygodniowym, a nastepnie poda-
no dwie dawki z miesieczng przerwg. Krew pobierano 6-7 dni po kazdej immunizacji, zaczynajgc od
drugiej dawki, w celu pomiaru miana przeciwciat.

2. Przygotowanie immunogendw

Dwa mg AB42 (California Peptide, seria ME0339) dodano do 0,9 ml dejonizowanej wody i mie-
szanine zworteksowano, aby utworzy¢ wzglednie jednorodng zawiesing. Dodano 100 pl 10x PBS
(1x PBS, 0,15 M NacCl, 0,01 M fosforan sodu, pH 7,5). Zawiesine ponownie zworteksowano i inkubo-
wano przez noc w 37°C do zastosowania nastepnego dnia. Niezuzyte AB1-42 przechowywano z osu-
szaczem jako liofilizowany proszek w -20°C.

Palmitoilowang pochodng AN1792 otrzymano przez sprzeganie bezwodnika palmitynowego,
zawieszonego w dimetyloformamidzie, z N-kohcowym aminokwasem AN1792, przed usunigeciem po-
wstajgcego peptydu z zywicy przez podziatanie kwasem fluorowodorowym.

Aby przygotowa¢ dawki szczepionek z kompletnym adiuwantem Freunda (CFA) (grupa 2) ze-
mulgowano 33 ug AN1792 w 200 ul PBS w stosunku 1:1 (obj.) z CFA w koncowej objetosci 400 ul do
pierwszej immunizacji. Do kolejnych immunizacji antygen podobnie emulgowano z niekompletnym
adiuwantem Freunda (IFA).

Aby przygotowac¢ dawki szczepionek z MPL dla grup 5 i 8 liofilizowany proszek (Ribi Immu-
noChem Research, Inc., Hamilton, MT) dodano do 0,2% wodnego roztworu trietyloaminy, do kon-
cowego stezenia 1 mg/ml i catos¢ zworteksowano. Mieszaning podgrzano do 65 do 70°C przez 30
sekund aby wytworzy¢ lekko nieprzezroczystg jednorodng zawiesing miceli. Roztwdr swiezo przygo-
towywano do kazdego zestawu zastrzykow. Do kazdego zastrzyku w grupie 5, zmieszano 33 ug
AN1792 w 16,5 pul PBS, 50 ug MPL (50 pl) i 162 pl PBS w probéwce borokrzemianowej bezposred-
nio przed uzyciem.

Aby przygotowaé dawki szczepionek z matg iloscig emulsji olej w wodzie, AN1792 w PBS do-
dano do 5% skwalenu, 0,5% Tween 80, 0,5% Span 85 w PBS, do koAcowego stezenia w pojedyn-
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czej dawce 33 pg AN1792 w 250 ul (grupa 6). Mieszanine zemulgowano przepuszczajac przez
dwukomorowe reczne urzadzenie 15 do 20 razy do momentu otrzymania kropelek emulsji o sredni-
cy zblizonej do standardowej peretki lateksowej o srednicy 1 um, przy analizie mikroskopowe;.
otrzymana zawiesina byta opalizujgca, mlecznobiata. Emulsje swiezo przygotowywano dla kazdej
z serii iniekcji. Dla grupy 8 dodano MPL w 0,2% trietyloaminie w stezeniu 50 pg na dawke do mie-
szaniny skwalenu w detergencie w celu zemulgowania jak opisano powyzej. Dla pochodnej palmito-
ilowych (grupa 7), 33 ug na dawke palmitoilo-NH-AB1-42 dodano do skwalenu i zworteksowano.
Nastepnie dodano Tween 80 i Span 85 i zworteksowano. Mieszanine te dodano do PBS, aby osia-
gna¢ koncowe stezenia 5% skwalenu, 0,5% Tween 80, 0,5% Span 85 i mieszanine zemulgowano
jak powyzej.

Aby przygotowaé dawki szczepionek z atlunem (grupy 9 i 10), AN1792 w PBS dodano do Alhy-
drogel (zel wodorotlenku glinu, Accurate, Wetsbury, NY) do osiagniecia stezenia 33 ug (niska dawka,
grupa 9) lub 300 pg (wysoka dawka, grupa 10) AN1792 na 5 mg atunu, w koncowej objetosci dawki
250 pl. Zawiesine delikatnie mieszano przez 4 godziny w temperaturze pokojowe;.

3. Pomiary mian przeciwciat

Od swinek morskich pobierano krew 6-7 dni po immunizacji, zaczynajgc po drugiej immunizacji,
wykonujac to 4 razy. Miana przeciwciat przeciw AB42 zmierzono metoda ELISA, jak opisano w ogél-
nych materiatach i metodach.

4. Preparaty tkanek

Po okoto 14 tygodniach wszystkim $winkom morskim podano CO,. Zebrano ptyn mdzgowo-
-rdzeniowy i usunieto mdzgi, po czym wypreparowano 3 regiony mézgowe (hipokamp, kore i moz-
dzek), ktére uzyto do pomiaréw stezenia catkowitego AB metodg ELISA.

B. Wyniki

1. Odpowiedzi przeciwciat

Zaobserwowano szeroki zakres skutecznosci réznych adiuwantéw mierzonej w testach odpo-
wiedzi przeciwciat na AN1792 po immunizacji. Jak pokazano na fig. 14, gdy AN1792 podawano
w PBS, nie wykryto przeciwciat po dwoch lub trzech immunizacjach, a niewielkie odpowiedzi wykryto
po czwartej i pigtej dawce ze Srednig geometryczng mian (GMT) zaledwie okoto 45. Emulsja olej
w wodzie wytworzyta umiarkowane miana po trzeciej dawce (GMT 255), ktore utrzymywaty sie po
czwartej dawce (GMT 301) i spadty po koncowej dawce (GMT 54). Wystgpita wyrazna odpowiedz
antygenowa na dawke dla AN1792 zwigzanego z atunem, przy czym 300 ug byto bardziej immuno-
genne we wszystkich punktach czasowych niz 33 pg. W szczytowej odpowiedzi przeciwciat, po
czwartej immunizacji, réznica pomiedzy dwoma dawkami wynosita 43% z GMT okoto 1940 (33 ng)
i 3400 (300 ng). Odpowiedz przeciwciat na 33 ug AN1792 plus MPL byta bardzo podobna do wytwo-
rzonej przez prawie 10-krotnie wiekszg dawke antygenu (300 pg) zwigzanego z atunem. Dodatek
MPL do emulsji olej w wodzie zmniejszyt site szczepionki w stosunku do szczepionki z MPL, jako
jedynym adiuwantem, az o 75%. Palmitoilowana pochodna AN1792 byta catkowicie nieimmunogen-
na przy podawaniu w PBS i data srednie miana przy podawaniu w emulsji olej w wodzie z GMT, 340
i 105 dla trzeciego i czwartego pobrania krwi. Najwyzsze miana przeciwciat wytworzyt adiuwant
Freunda z szczytem GMT okoto 87000, ktora to wartos¢ byta prawie 30-krotnie wyzsza niz GMT
kolejnych najsilniejszych szczepionek, MPL i wysokiej dawki AN1792/atun.

Najbardziej obiecujgcymi adiuwantami zidentyfikowanymi w tym badaniu sg MPL i atun. Z tych
dwéch MPL wydaje sie by¢ korzystny, gdyz 10-krotnie nizsza dawka antygenu byta niezbedna do
wytworzenia tej samej odpowiedzi przeciwcial, co uzyskana dla atunu. Odpowiedz mozna wzmocnhi¢
przez zwiekszenie dawki antygenu i/lub adiuwanta, oraz optymalizacje trybu immunizacji. Emulsja olej
w wodzie byta bardzo stabym adiuwantem dla AN1792, tak ze dodanie emulsji olej w wodzie do adiu-
wanta MPL zmniejszyto wewnetrzng aktywnosé samego adiuwanta MPL.

2. Poziomy A w mézgu

W wieku okoto 14 tygodni swinki morskie gteboko uspiono, pobrano ptyn mézgowo-rdzeniowy
(CSF) i usunieto zwierzetom mézgi w podzestawie grup immunizowanych adiuwantem Freuda (grupa 2),
MPL (grupa 5), alunem z wysoka dawka, 300 png AN1792 (grupa 10) i z immunizowanej PBS grupy
kontrolnej (grupa 3). Aby zmierzy¢ poziom peptydu A, jedng potkule wypreparowano i przygotowa-
no homogenaty regionéw hipokampa, kory i mézdzku w 5 M guanidynie. Nastepnie rozcienczono je
i 0znaczono przez poréwnanie z serig rozcienczen standardowego biatka AB o znanych stezeniach,
w formacie ELISA. Poziomy AB w hipokampie, korze i mozdzku byly bardzo podobne dla wszystkich
grup, pomimo szerokiego zakresu odpowiedzi przeciwciat na Ap wywotanej przez te szczepionki.
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Zmierzono $rednie poziomy Ap w tkance, wynoszace okoto 25 ng/g w hipokampie, 21 ng/g w korze
i 12 ng/g w moézdzku. Zatem obecnos¢ w krazeniu wysokiego miana przeciwciat przeciw Af przez
prawie 3 miesigce u niektdrych z tych zwierzat nie zmienita catkowitych pozioméw AB w ich moézgach.
Poziomy AB w CFS takze byty podobne pomiedzy grupami. Brak wyraznych skutkdédw immunizacji
AN1792 na endogenny AP wskazuje, ze odpowiedz immunologiczna jest skupiona na patologicznych
formach AB.

VIIl. Odpowiedz immunologiczna na rézne adiuwanty u myszy

Szesciotygodniowe samice myszy Swiss Webster zastosowano do tych badan z 10-13 zwierze-
tami na grupe. Immunizacje wykonywano srédotrzewnowo w dniach 0, 14, 28, 60, 90 i 20, w dawkach
0 objetosci 200 ul. Do wszystkich stymulacji jako bufor zastosowano PBS. Od zwierzat pobrano krew
w 7 dni po kazdej immunizacji, zaczynajac po drugiej dawce, do analizy mian przeciwciat w tescie
ELISA. Tryb leczenia kazdej z grup podano w tabeli 7.

Tabela 7
Projekt doswiadczenia badania Betabloc 010
Grupa N? Adiuwant” Dawka Antygen Dawka (ug)

1 10 MPL 12,5 ng AN1792 33
2 10 MPL 25 g AN1792 33
3 10 MPL 50 ug AN1792 33
4 13 MPL 125 pug AN1792 33
5 13 MPL 50 ng AN1792 150
6 13 MPL 50 ng AN1528 33
7 10 PBS AN1792 33
8 10 PBS -

9 10 zemulgowany skwalen 5% AN1792 33
10 10 domieszany skwalen 5% AN1792 33
11 10 atun 2 mg AN1792 33
12 13 MPL+atun 50 ng/2 mg AN1792 33
13 10 QS21 5 ug AN1792 33
14 10 QS21 10 ng AN1792 33
15 10 QS21 25 ug AN1792 33
16 13 QS21 25 ug AN1792 150
17 13 QS21 25 ug AN1528 33
18 13 QS21+MPL 25 g/ 50 pg AN1792 33
19 13 QS21+atun 25 ug/ 2 mg AN1792 33

Odnosniki:

? Liczba myszy w kazdej grupie na poczatku doswiadczenia
® Wskazano adiuwanty. Jako bufor do wszystkich preparatow zastosowano PBS. Grupie 8 nie podano antygenu ani adiuwanta.
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Miana ELISA przeciwciat przeciw Ap42 dla kazdej grupy przedstawiono w tabeli 8 ponize;.

Tabela 8
Geometryczne $rednie mian przeciwciat

31

Tydzien pobierania krwi

Grupa lecznicza 2,9 5,0 8,7 12,9 16,7
1 248 1797 2577 6180 4177
2 598 3114 3984 5287 6878
3 1372 5000 7159 12333 12781
4 1278 20791 14368 20097 25631
5 3288 26242 13229 9315 23742
6 61 2536 2301 1442 4504
7 37 395 484 972 2149
8 25 25 25 25 25
9 25 183 744 952 1823
10 25 89 311 513 817
11 29 708 2618 2165 3666
12 198 1458 1079 612 797
13 38 433 566 1080 626
14 104 541 3247 1609 838
15 212 2630 2472 1224 1496
16 183 2616 6680 2085 1631
17 28 201 375 222 1540
18 31699 15544 23095 6412 9059
19 63 243 554 299 441

Tabela wykazuje, ze najwyzsze miana uzyskano dla grup 4, 5 i 18, w ktérych adiuwantami byto
125 pg MPL, 50 ug MPL oraz QS21 plus MPL.

IX. Lecznicza skutecznos¢ réznych adiuwantéw

Badania nad skutecznoscig leczniczg prowadzono na transgenicznych myszach PDAPP, z ze-
stawem adiuwantow odpowiednich do stosowania u ludzi, aby oznaczy¢ ich zdolno$¢ do wzmocnienia
odpowiedzi immunologicznej przeciw Ap i wywofa¢ kierowane immunologicznie oczyszczanie ztogéw
amyloidowych z mézgu.

Sto osiemdziesigt samcow i samic, w wieku 7,5 do 8,5 miesiecy, heterozygotycznych transge-
nicznych myszy PDAPP otrzymano z Charles River Laboratories. Myszy podzielono na 9 grup zawie-
rajacych po 15 do 23 zwierzeta w grupie, do immunizacji AN1792 i AN1528 w potaczeniu z réznymi
adiuwantami. Zwierzeta podzielono tak, by dobra¢ pte¢, wiek oraz rodzicéw zwierzat w obrebie grupy
tak blisko jak to tylko byto mozliwe. Jako adiuwanty zastosowano atun, MPL i QS21, kazdy w potacze-
niu z dwoma antygenami, oraz adiuwant Freunda (FA) potaczony tylko z AN1792. Dodatkowg grupe
immunizowano AN1792 w buforze PBS ze srodkiem konserwujagcym tymerozalem bez adiuwanta.
Dziewigtg grupe, jako negatywng kontrole, immunizowano samg PBS.

Przygotowanie zagregowanych peptydow: peptydy ludzki AB1-40 (AN1528; California Peptides
Inc., Napa, CA; seria ME0541), ludzki AB1-42 (AN1792; California Peptides Inc., seria ME0439), Swie-
zo solubilizowano do przygotowania kazdego z zestawu zastrzykOw z liofilizowanych proszkéw, ktére
przechowywano wysuszone w -20°C. W tym celu 2 mg peptydu dodano do 0,9 ml dejonizowanej wody
i mieszanine zworteksowano, aby wytworzy¢ wzglednie jednorodny roztwor lub zawiesine. AN1528 byt
rozpuszczalny na tym etapie, w odroznieniu od AN1792. Nastepnie dodano rowne objetosci po 100 pl
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10x PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosforan sodu, pH 7,5) i wtedy AN1528 zaczat sie wytrgcac.
Zawiesine ponownie zworteksowano i inkubowano przez noc w 37°C do zastosowania nastepnego
dnia.

Aby przygotowac dawki szczepionek z atunem (grupy 1 i 5), peptyd A w PBS dodano do Alhy-
drogelu (2% wodny zel wodorotlenku glinu, Sargeant, Inc., Clifton, NJ), do osiagniecia stezenia 100 ug
peptydu AB na 1 mg alunu. Dodano 10x PBS do koncowej objetosci dawki wynoszacej 200 pl
w 1x PBS. Zawiesine delikatnie mieszano przez okoto 4 godziny w temperaturze pokojowej przed
wstrzykiwaniem.

Aby przygotowaé dawki szczepionek z MPL (grupy 2 i 6) liofilizowany proszek (Ribi Immuno-
Chem Research, Inc., Hamilton, MT; seria 67039-E0896B) dodano do 0,2% wodnego roztworu triety-
loaminy, do koncowego stezenia 1 mg/ml i zworteksowano. Mieszanine podgrzano do 65 do 70°C
przez 30 s, aby otrzymac¢ lekko nieprzezroczystg jednorodng zawiesine miceli. Roztwor przechowy-
wano w 4°C. Do kazdego zestawu iniekcji zmieszano 100 pg peptydu na dawke w 50 ul PBS, 50 ug
MPL na dawke (50 pl) i 100 pl PBS na dawke, w probéwce borokrzemianowej, bezposrednio przed
uzyciem.

Aby przygotowaé dawki szczepionek z QS21 (grupy 3 i 7) liofilizowany proszek (Aquila, Framin-
gham, MA; seria A7018R) dodano do PBS, pH 6,6-6,7 do koncowego stezenia 1 mg/ml i zwortekso-
wano. Roztwdr przechowywano w -20°C. Do kazdego zestawu zastrzykdéw zmieszano 100 pg peptydu
na dawke w 50 ul PBS, 25 ug QS21 na dawke w 25 ul PBS i 125 ul PBS na dawke w probdéwce boro-
krzemianowej bezposrednio przed uzyciem.

Aby przygotowa¢ dawki szczepionek z adiuwantem Freunda (grupa 4) zemulgowano 100 pg
AN1792 w 200 ul PBS w stosunku 1:1 (obj.) z kompletnym adiuwantem Freunda (CFA) w koncowej
objetosci 400 pl do pierwszej immunizacji. Do kolejnych immunizacji antygen podobnie zemulgowano
z niekompletnym adiuwantem Freunda (IFA). Do szczepionek zawierajgcych adiuwanty atun, MPL lub
QS21, potaczono 100 pg na dawke AN1792 lub AN1528 z atunem (1 mg na dawke) lub MPL (50 ng
na dawke) lub QS21 (25 ug na dawke), w koncowej objetosci 200 ul PBS i podawano szczepigc pod-
skoérnie na boku pomiedzy topatkami. Dla grupy otrzymujacej FA 100 pg AN1792 zemulgowano
w stosunku 1:1 (obj.) z kompletnym adiuwantem Freunda (CFA) w koncowej objetosci 400 ul i poda-
wano srédotrzewnowo przy pierwszej immunizacji, a nastepnie podawano dawki przypominajace tej
samej ilosci immunogenu w niekompletnym adiuwancie Freunda (IFA) przez kolejnych pie¢ dawek.
Dla grupy otrzymujgcej AN1792 bez adiuwanta 10 pg AN1792 potgczono z 5 ug tymerozalu w konco-
wej objetosci 50 ul PBS i podawano podskoérnie. Dziewigta grupa kontrolna otrzymywata tylko 200 pl
PBS w zastrzykach podskérnych. Immunizacje wykonywano w trybie dwutygodniowym przez 3 pierw-
sze dawki, a nastepnie w trybie miesiecznym, a zatem w dniach 0, 16, 28, 56, 85 i 112. Od zwierzat
pobierano krew w 6-7 dni po kazdej immunizacji, zaczynajgc od drugiej dawki, do pomiaréw miana
przeciwciat. Zwierzeta usmiercono okoto tygodnia po koncowej dawce. Wyniki oznaczono w tescie
ELISA mierzac poziomy AB i APP w mdzgu i na podstawie immunohistochemicznej oceny obecnosci
ptytek amyloidowych w skrawkach histologicznych mézgu. Ponadto oznaczono miana specyficznych
przeciwciat przeciw AB oraz zalezne od AB odpowiedzi, proliferacyjng i cytokin.

Z tabeli 9 wynika, ze najwyzsze miana przeciwciat przeciw AB1-42 wytworzyt FA z AN1792,
miana, ktére osiggnety szczyt po czwartej immunizacji (szczytowa GMT: 75386), a nastepnie spadty
059% po koncowej, szoOstej immunizacji. Szczytowe miano przeciwciat wytworzone przez MPL
z AN1792 byto 0 62% nizsze niz wytworzone przez FA (szczytowa GMT: 28867) i takze zostato osig-
gniete wczesnie podczas immunizacji, po trzech dawkach, a nastepnie spadto do 28% szczytowej
wartosci po széstej immunizacji. Szczytowe miano przeciwciat wytworzone przez QS21 potgczony
z AN1792 (GMT: 1511) byto okoto 5-krotnie nizsze niz uzyskane dla MPL. Ponadto kinetyka odpowie-
dzi byla wolniejsza, gdyz dodatkowa immunizacja byta konieczna do uzyskania szczytowej odpowie-
dzi. Miana wytworzone przez atun zwigzany z AN1792 byly niewiele wyzsze niz uzyskane dla QS21,
a kinetyka odpowiedzi byta szybsza. Dla AN1792 podawanego w PBS z tymerozalem czestos¢ i wiel-
kos¢ mian byla niewiele wyzsza niz uzyskana dla samej PBS. Szczytowe miana wytworzone przez
MPL i AN1528 (szczytowa GMT 3099) byly okoto 9-krotnie nizsze niz dla AN1792. AN1528 zwigzany
z atlunem byt w niewielkim stopniu immunogenny, z niskimi mianami wytworzonymi tylko u paru zwie-
rzat. Nie obserwowano odpowiedzi przeciwciat u zwierzat kontrolnych immunizowanych samg PBS.



PL 203 431 B1 33

) Tabela 9
Srednie geometryczne mian przeciwciat®
Tydzien pobierania krwi
Leczenie 33 5,0 9,0 13,0 17,0
AN/AN1792 102 1081 2366 1083 572
(12/21)° (17/20) (21/21) (29/21) (18/21)
MPL/AN1792 6241 28867 11242 5665 8204
(21/21) (21/21) (21/21) (20/20) (20/20)
QS21/AN1792 30 227 327 1511 1188
(2/20) (10/19) (10/19) (17/18) (14/18)
CFA/AN1792 10076 61279 75386 41628 30574
(15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)
AlUN/AN1528 25 33 39 37 31
(0/21) (1/21) (3/20) (2/20) (2/20)
MPL/AN1528 184 2591 1653 1156 3099
(15/21) (20/21) (21/21) (20/20) (20/20)
QS21/AN1528 29 221 51 820 2994
(2/22) (13/22) (4/122) (20/22) (21/22)
PBS+tymerozal 25 33 39 37 47
(0/16) (2/16) (4/16) (3/16) (4/16)
PBS 25 25 25 25 25
(0/16) (0/16) (0/15) (0/12) (0/16)
Odnosniki:

2 Srednie geometryczne mian przeciwciat zmierzonych wzgledem Ap1-42.
® Liczba odpowiadajgcych na grupe.

Wyniki leczenia AN1792 lub AN1592 z r6znymi adiuwantami lub tymerozalem na obcigzenie ko-
ry amyloidem u 12-miesiecznych myszy oznaczone metodg ELISA przedstawiono na fig. 15. U PBS
kontrolnych myszy PDAPP $redni poziom catkowitego Ap w korze w wieku 12 miesiecy wynosit
1817 ng/g. Znacznie obnizone poziomy AB obserwowano u myszy leczonych AN1792 plus CFA/IFA,
AN1792 plus atun, AN1792 plus MPL oraz QS21 plus AN1792. Obnizenie osiagneto znaczacy staty-
stycznie warto$¢ (p<0,05) tylko dla AN1792 plus CFA/IFA. Jednakze, jak pokazano w przyktadach |
i lll, dziatanie immunizacji na obnizenie pozioméw A byto znaczaco wieksze u 15 i 18-miesigcznych
myszy. Zatem oczekuje sie, ze przynajmniej leczenie preparatami AN1792 plus atun, AN1792 plus
MPL i AN1792 plus QS21 osiagnie znaczenie statystyczne u starszych myszy. W poréwnaniu z tym,
AN1792 plus $rodek konserwujacy tymerozal wytwarzat $redni poziom AP prawie takg samg jak
u myszy leczonych PBS. Podobne wyniki uzyskano poréwnujac korowe poziomy Ap42. Sredni poziom
Ap42 w kontrolach PBS wynosit 1624 ng/g. Wyrazne obnizenie srednich poziomdéw o wartosciach 403,
1149, 620 i 714 obserwowano u myszy leczonych odpowiednio preparatami AN1792 plus CFA/IFA,
AN1792 plus atun, AN1792 plus MPL i AN1792 plus QS21, ze zmniejszeniem osiggajacym znaczenie
statystyczne (p=0,05) dla grupy leczonej AN1792 plus CFA/IFA. Wartos¢ Srednia w grupie leczonej
AN1792 z tymerozalem wynosita 1619 ng/g AB42.

X. Analiza toksycznosci

Po zakonczeniu badan opisanych w przykfadach 2, 3 i 7 zebrano tkanki do oceny histopatolo-
gicznej. Ponadto w koncowych prébkach krwi z przykladéw 3 i 7 wykonano analizy hematologiczne
i chemiczne. Oceniono wigkszo$¢ gtéwnych organdw, wtacznie z mézgiem, ptucami, tkankg limfatycz-
ng, przewodem zotadkowo-jelitowym, watrobg, nerkami, nadnerczami i gruczotami ptciowymi. Pomi-
mo, ze zaobserwowano sporadyczne uszkodzenia u badanych zwierzat, nie stwierdzono zadnych
oczywistych réznic, ani w zaatakowanych tkankach, ani w ostrosci uszkodzen pomiedzy zwierzetami
leczonymi AN1792 a nieleczonymi. Nie stwierdzono unikatowych uszkodzen histopatologicznych
u myszy immunizowanych AN1782 w poréwnaniu z myszami leczonymi PBS lub nieleczonymi. Nie
stwierdzono takze réznic w profilu analiz chemicznych pomiedzy grupami leczonymi adiuwantem
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a zwierzetami leczonymi PBS w przyktadzie 7. Jakkolwiek zaobserwowano znaczne wzrosty kilku
parametréw hematologicznych pomiedzy zwierzetami leczonymi AN1792 z adiuwantem Freunda
w przyktadzie 7 w poréwnaniu do zwierzat leczonych PBS, ale ten typ dziatania byt oczekiwany z le-
czenia adiuwantem Freunda i towarzyszacego mu zapalenia otrzewnej i nie wskazuje na jakiekolwiek
niekorzystne dziatanie leczenia AN1792. Szczego6towe badania patologii mézgéw myszy PDAPP wy-
konano nie jako czes$¢ oceny toksykologicznej, ale jako czes¢ punktow kohcowych badania skutecz-
nosci. W zadnym z tych badan nie stwierdzono jakichkolwiek oznak niekorzystnego dziatania na mor-
fologie mézgu. Wyniki te wskazuja, ze leczenie AN1792 jest dobrze tolerowane i przynajmniej
W znacznym stopniu pozbawione skutkéw ubocznych.

XI. Profilaktyka i leczenie pacjentéw

Przeprowadzono | faze préb z pojedyncza dawka, aby oznaczy¢ bezpieczenstwo. Srodek lecz-
niczy podawano w wzrastajgcych dawkach ré6znym pacjentom zaczynajac od dawki okoto 0,01, po-
ziomu o przypuszczalnej skutecznosci, i zwiekszano jg 3-krotnie do czasu gdy poziom osiggnat
10-krotnos¢ skutecznej mysiej dawki.

Badania fazy Il préb przeprowadzono, by oznaczyé skutecznosé lecznicza. Wybrano pacjentéw
we wczesnej do sredniej fazie choroby Alzheimera, z uzyciem kryterium Alzheimer's disease and
Related Disorders Association (ADRDA) na prawdopodobienstwo AD. Odpowiedni pacjenci lokowali
sie w zakresie 12-26 w badaniach Mini-Mental State Exam (MMSE). Innymi kryteriami wyboru byto to,
ze pacjenci sg w stanie przezy¢ czas trwania testu oraz brak komplikujgcych danych, takich jak réw-
noczesne stosowanie lekéw, ktére moga wplywacé na leczenie. Podstawowa ocene funkcjonowania
pacjentéw wykonano z uzyciem klasycznych pomiaréw psychometrycznych, takich jak MMSE i ADAS,
ktére stanowig 0godlng skale oceny stanu i dziatania pacjentéw z chorobg Alzheimera. Te skale psy-
chometryczne dostarczajg miary postepu stanu choroby Alzheimera. Do monitorowania leczenia moz-
na takze zastosowa¢ odpowiednie skale jakosci zycia. Postep choroby mozna takze monitorowac
metodg MRI. Mozna takze monitorowac profile krwi pacjentéw, wiacznie z testami dla specyficznych
dla antygenu odpowiedzi przeciwciat i komoérek T.

Po podstawowych pomiarach pacjentéw zaczeto poddawac leczeniu. Losowo podzielono ich
i leczono $rodkiem leczniczym lub placebo. Pacjentdw monitorowano co najmniej 6 miesiecy.
Skutecznos¢ oznaczono jako znaczne zmniejszenie postepu w grupie leczonej wzgledem grupy placebo.

Druga faze Il préby przeprowadzono w celu oceny przejscia pacjentdw z nie-Alzheimerowskiej
wczesnej utraty pamieci, czasami nazywanej uposledzeniem pamieci zwigzanym z wiekiem (AAMI),
do prawdopodobnej choroby Alzheimera, okreslanej na podstawie kryterium ADRDA. Wybrano pa-
cjentéw z wysokim ryzykiem przejscia do choroby Alzheimara z nieklinicznej populacji, przeszukujac
populacje odniesienia pod wzgledem wczesnych oznak utraty pamieci lub innych trudnosci zwigza-
nych z przed-Alzheimerowskimi objawami, historii rodzinnej choroby Alzheimera, genetycznych czyn-
nikéw ryzyka, wieku, pici oraz innych cech, ktére wskazujg wysokie ryzyko choroby Alzheimera.
Zebrano punkty podstawowe odpowiednich miar wigcznie z MMSE i ADAS, razem z innymi miernika-
mi zaprojektowanymi do oceny bardziej normalnej populacji. Populacje tych pacjentéw podzielono na
dwie odpowiednie grupy z poréwnaniem placebo wobec wariantéw dawek $rodka. Losy pacjentéw
z tych populacji sledzono z przerwami okoto szesciomiesiecznymi, a koncowym punktem dla kazdego
pacjenta byto, czy na koniec obserwacji osoba ta przejdzie do fazy prawdopodobnej choroby Alzhe-
imera oznaczonej na podstawie kryterium ADRDA.

XIl. Ogélne materiaty i metody

1. Pomiary miana przeciwciat

Od myszy pobrano krew robigc niewielkie naktucie w zyle ogonowej i zebrano okoto 200 pl krwi
do probéwki mikrowirdwkowej. Od $winek morskich pobrano krew przez wygolenie najpierw okolicy
tylnego golenia, a nastepnie nakiucie za pomoca igty nr 18 zyly srddstopowej i zebranie krwi do pro-
béwek mikrowirowkowych. Krew zostawiono do skrzepniecia przez 1 godzine w temperaturze pokojo-
wej (RT), zworteksowano, a nastepnie odwirowano przy 14000 x g przez 10 minut, aby oddzieli¢
skrzep od surowicy. Surowice przeniesiono do czystych probéwek mikrowiréwkowych i przechowywa-
no w 4°C do czasu oznaczania miana.

Miana przeciwciat zmierzono metodg ELISA. 96-studzienkowe ptytki do mikromianowania (ptytki
Costar EIA) powleczono 100 pl roztworu zawierajgcego 10 pg/ml Ap42 lub SAPP albo innych antyge-
néw, jak wskazano w kazdym z poszczegélnych przypadkéw, w buforze Well Coating Buffer (0,1 M
fosforan sodu, pH 8,5, 0,1% azydek sodu) i trzymano przez noc w RT. Z plytek odessano ptyn i doda-
no surowice do studzienek, zaczynajgc od rozcienczenia 1/100 w Specimen Diluent (0,014 M fosforan
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sodu, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 0,6% surowiczej albuminy bydlecej, 0,05% tymerozalu). Bezposrednio na
ptytkach wykonano 7 kolejnych 3-krotnych rozcienczen prébek, tak by osiggna¢ koncowe rozciehcze-
nie 1/218700. Rozcienczone preparaty inkubowano w powleczonych studzienkach na ptytce przez 1
godzine w RT. Nastepnie piytki przemyto 4-krotnie za pomocg PBS zawierajgcej 0,05% Tween 20.
Nastepnie dodano do studzienek drugie przeciwciato, kozie przeciwmysiej Ig, sprzezone z pe-
roksydazg chrzanowg (otrzymane z Boehringer Mannheim), w ilosci 100 pl rozcienczenia 1/3000
w Specimen Diluent i inkubowano przez 1 godzine w RT. Ptytki ponownie przemyto 4-krotnie za po-
mocg PBS, Tween 20. Aby wywota¢ chromogen do kazdej studzienki dodano 100 pl Slow TMB
(3,3',5,5'-tetrametylo-benzydyna otrzymana z Pierce Chemicals) i inkubowano przez 15 minut w RT.
Reakcje zatrzymano przez dodanie 25 pl 2M H,SO,. Nastepnie odczytano intensywnos¢ barwy
w Molecular Devices Vmax przy 450 nm-650 nm.

Miana zdefiniowano jako odwrotnos¢ rozcienczenia surowicy wywotujgcego potowe maksymal-
nego OD. Zazwyczaj maksymalne OD odczytywano z poczatkowego rozcienczenia 1/100, z wyjatkiem
przypadkoéw bardzo wysokich mian, przy ktérych niezbedne byto wieksze poczatkowe rozcienczenie
do ustalenia maksymalnej OD. Jezeli punkt 50% znajdowat sie pomiedzy dwoma rozciehnczeniami,
wykonywano liniowa ekstrapolacje aby wyznaczy¢ koncowe miano. Aby policzy¢ srednig geometrycz-
ng mian przeciwciat, miana nizsze niz 100 byly umownie oznaczane jako warto$¢ miana 25.

2. Test proliferacji limfocytow

Myszy u$piono izofluranem. Sledziony usunieto i przeptukano dwukrotnie w 5 ml PBS zawiera-
jacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej (PBS-FBS), zhomogenizowano w 50 p
Centricon Unit (Dako A/S, Denmark) w 1,5 ml PBS-FBS przez 10 sekund przy 10 rpm w Medimachine
(Dako), a nastepnie przefiltrowano przez nylonowe sito 0 $rednicy porow 100 p. Limfocyty $ledziono-
we przemyto jeden raz 15 ml PBS-FBS, nastepnie osadzono przez wirowanie przy 200 x g przez 5
minut. Czerwone krwinki zlizowano zawieszajac osad w 5 ml buforu zawierajagcego 0,15 M NH,CI, 1M
KHCOs3, 0,1 M NaEDTA, pH 7,4 przez 5 minut w RT. Nast(-gpnle leukocyty przemyto w sposdb opisany
powyzej. Swiezo wyizolowane komérki sledzionowe (10° na studzienke) hodowano w 3 powtérzeniach
zestawéw w 96-studzienkowych ptytkach do mikromianowania, do hodowli tkankowych, o dnie
w ksztafcie litery U (Corning, Cambridge, MA) w pozywce RPMI 1640 (JRH Biosciences, Lenexa, KS)
wzbogaconej 2,05 ml L-glutaminy, 1% penicylina/streptomycyng oraz 10% inaktywowang termicznie
FBS, przez 96 godzin w 37°C. Dodawano takze rézne peptydy Ap, Ap1-16, AB1-40, AB1-42 lub o od-
wrotnej sekwencji aminokwasowej AB40-1, w dawkach wynoszacych od 5 uM do 0,18 uM w czterech
etapach. Komorki w studzienkach kontrolnych hodowano z konkanawaling A (Con A) (Sigma, nr kata-
logowy C-5275, w stezeniu 1 pg/ml) bez dodawania biatka. Do komérek na ostatnie 24 godziny doda-
no *H-tymidyne (1 uCi/studzienke uzyskanej z Amersham Corp., Arlington Heights IL). Nastepnie ko-
morki zebrano na plytki UniFilter i zmierzono radioaktywnos¢ licznikiem Top Count Microplate Scintilla-
tion Counter (Packard Instruments, Downers Grove, IL). Wyniki wyrazono jako impulsy na minute
(cpm) radioaktywnosci witgczonej do nierozpuszczalnych makroczgsteczek.

4. Preparowanie tkanek mézgowych

Po usmierceniu zwierzat mézgi usunieto i jedng potkule przygotowano do analizy immunohisto-
chemicznej, a z drugiej p6tkuli wypreparowano 3 regiony moézgu (hipokamp, kore i mézdzek) i zasto-
sowano do zmierzenia stezen roznych biatek AB i form APP metodg specyficznych testow ELISA
(Johnson-Wood i inni, supra).

Tkanki przeznaczone do testow ELISA zhomogenizowano w 10 objetosciach lodowatego buforu
guanidynowego (5,0 M guanidyna-HCI, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0). Homogenaty zmieszano przez deli-
katne wstrzgsanie w aparacie Adams Nutator (Fisher) przez 3-4 godziny w RT i przechowywano
w -20°C przed oznaczeniem AP i APP. Wczesniejsze doswiadczenia wykazaly, ze preparaty anali-
tyczne byty stabilne w tych warunkach przechowywania, oraz ze syntetyczne biatko A (Bachem)
mozna ilosciowo odzyska¢ po wkiuciu homogenatéw kontrolnej tkanki mdzgowej z miotéw mysich
(Johnson-Wood i inni, supra).

5. Pomiar poziomow Ap

Homogenaty mézgu rozcienczono w stosunku 1:10 lodowatym Casein Diluent (0,25% kazeina,
PBS, 0,05% azydek sodu, 20 pg/ml aprotyniny, 5 mM EDTA pH 8,0, 10 pg/ml leupeptyny), a nastep-
nie odwirowano przy 16000 x g przez 20 minut w 4°C. Wzorce syntetycznego peptydu Ap (aminokwa-
sy 1-42) i wzorce APP przygotowano tak, by zawieraty 0,5 M guanidyne i 0,1% surowiczg albumine
bydleca (BSA) w ostatecznym preparacie. W tescie kanapkowym ELISA ,catkowitego" Ap stosowano
monoklonalne przeciwciata (mAB) 266, specyficzne dla aminokwasow 13-28 AP (Seubert i inni) jako
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przeciwciato wychwytujgce oraz biotynylowane mAB 3D6, specyficzne dla aminokwaséw 1-5 AP
(Johnson-Wood i inni) jako przeciwciato reporterowe. 3D6 mAB nie rozpoznaje wydzielanej APP ani
petnej diugosci APP, ale wykrywa tylko AB z N-koncowym kwasem asparaginowym. Test ten ma niz-
szg granice czutosci 50 pg/ml (11 pM) i nie wykazuje reaktywnosci krzyzowej z endogennym mysim
biatkiem AB w stezeniach do 1 ng/ml (Johnson-Wood i inni, supra).

W specyficznym dla AB1-42 kanapkowym tescie ELISA stosuje sie mAB 21F12, specyficzne dla
aminokwasow 33-42 AB (Johnson-Wood i inni) jako przeciwciato wychwytujgce. Biotynylowane mAf
3D6 jest takze przeciwciatem reporterowym w tym tescie, ktéry ma nizsza granice czutosci, wynosza-
cq okoto 125 pg/ml (28 pM, Johnson-Wood i inni). Do testow AP ELISA studzienki 96-studzienkowych
ptytek do immunotestéw (Costar) powlekano 100 ul mAB 266 (w stezeniu 10 pg/ml) lub mAB 21F12
(w stezeniu 5 pg/ml) z inkubowaniem przez noc w RT. Roztwdr usunieto przez odessanie i studzienki
zablokowano przez dodanie 200 pl 0,25% surowiczej albuminy ludzkiej w buforze PBS na co najmniej
1 godzine w RT. Roztwér blokujacy usunieto i ptytki przechowywano wysuszone w 4°C do czasu za-
stosowania. Ptytki przed uzyciem nawodniono buforem Wash Buffer [s6l buforowana Tris (0,15 M
NacCl, 0,01 M Tris-HCI, pH 7,5), plus 0,05% Tween 20]. Prébki i wzorce dodano w trzech powtérze-
niach réwnych czesci po 100 pl na studzienke, a nastepnie inkubowano przez noc w 4°C. Plytki prze-
mywano co hajmniej 3-krotnie buforem Wash Buffer pomiedzy kazdym z etap6w testu. Dodano bioty-
nylowane mAB 3D6, rozcienczone do 0,5 pl/ml w buforze Casein Assay Buffer (0,25% kazeina, PBS,
0,05% Tween 20, pH 7,4) i inkubowano w studzienkach przez 1 godzine w RT. Koniugat awidyna-
peroksydaza chrzanowa (Avidin-HRP uzyskana z Vector, Burlingame, CA) rozcienczony 1:4000 w
Casein Assay Buffer dodano na 1 godzine w TP. Dodano kolorymetryczny substrat, Slow TMB-ELISA
(Pierce) i pozostawiono do reakcji przez 15 minut w RT, po czym reakcje enzymatyczng zatrzymano
przez dodanie 25 pl 2N H,SO,. Produkt reakcji oznaczono stosujac Molecular Devices Vmax mierzacy
réznice absorpcji przy 450 nm i 650 nm.

6. Pomiar pozioméw APP

Zastosowano dwa rozne testy APP. Pierwszy, nazwany APP-o/FL, rozpoznaje zaréwno APP-
alfa (o), jak i formy APP petnej diugosci (FL). Drugi test rozpoznaje tylko APP-a. Test APP-a/FL roz-
poznaje wydzielang posta¢ APP wigcznie z pierwszymi 12 aminokwasami AB. Poniewaz przeciwciato
reporterowe (2H3) nie jest specyficzne dla miejsca a-klamerki, wystepujacego pomiedzy 612-613
aminokwasem APP695 (Esch i inni, Science 248, 1122-1124 (1990)), test ten rozpoznaje réwniez
petne dlugosci APP (APP-FL). Wstepne doswiadczenia z immobilizowanymi przeciwciatami APP
przeciw cytoplastycznemu ogonowi APP-FL, w celu usuniecia APP-FL z homogenatéw mézgowych
zasugerowaty, ze okoto 30-40% APP-a/FL APP jest FL (dane nie prezentowane). Przeciwciatem wy-
chwytujacym w obu testach APP-a/FL i APP-a jest mAB 8E5 wytworzone przeciw aminokwasom 444
do 592 formy APP695 (Games i inni, supra). Reporterowym mAf dla testu APP-a/FL jest mAB 2H3,
specyficzne dla aminokwaséw 597-608 formy APP695 (Johnson-Wood i inni, supra), a przeciwciatem
reporterowym dla testu APP-a jest biotynylowana pochodna mAp 16H9, wytworzona przeciw amino-
kwasom 605 do 611 APP. Nizsza granica czutosci testu APP-o/FL wynosi 11 ng/ml (150 pM) (John-
son-Wood i inni), a testu specyficznego dla APP-a wynosi 22 ng/ml (0,3 nM). Dla obydwu testéw APP
studzienki 96-studzienkowych ptytek EIA powlekano mAP 8E5, jak opisano powyzej dla mApB 266.
Oczyszczone, zrekombinowane wydzielane APP-a zastosowano jako wzorzec do testu APP-a i testu
APP-a/FL (Esch i inni, supra). Probki homogenatu mézgu w 5 M guanidynie rozcienczono 1:10
w ELISA Specimen Diluent (0,014 M bufor fosforanowy, pH 7,4, 0,6% surowicza albumina bydleca,
0,05% tymerozal, 0,5 M NaCl, 0,1% NP40). Nastepnie rozcienczono je 1:4 w Specimen Diluent zawie-
rajagcym 0,5 M guanidyne. Rozcienczone homogenaty odwirowano przy 16000 x g przez 15 sekund
w RT. Wzorce APP i prébki dodano do ptytek w dwéch powtérzeniach tych samych ilosci i inkubowano
przez 1,5 godziny w RT. Biotynylowane przeciwciata reporterowe 2H3 i 16H9 inkubowano z prébkami
przez 1 godzine w RT. Streptawidyne-alkaliczng fosfataze (Boehringer Mannheim) rozcienczong
1:1000 w Specimen Diluent inkubowano w studzienkach przez 1 godzine w RT. Dodano fluorescen-
cyjnego substratu, fosforanu 4-metylo-umbeliferylu i inkubowano 30 minut w RT, a nastepnie ptytki
odczytano w fluorymetrze Cytofluor tm 2350 (Millipore) przy 365 nm pobudzenia i 450 nm emis;ji.

7. Immunohistochemia

Mézgi utrwalano przez 3 dni w 4°C w 4% paraformaldehydzie w PBS, a nastepnie przechowy-
wano 1-7 dni w 4°C w 1% paraformaldehydzie, PBS przed pocieciem na skrawki. Wiencowe skrawki
histologiczne o grubosci 40 mikronéw cieto na wibratomie w RT i przechowywano w buforze chronia-
cym przed zamarznieciem (30% gliceryna, 30% glikol etylenowy w buforze fosforanowym) w -20°C
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przed obrdbka immunohistochemiczng. Dla kazdego moézgu 6 fragmentéw na poziomie hipokampu
grzbietowego, kazdy oddzielony kolejnymi 240 um przerwami, inkubowano przez noc z jednym z na-
stepujacych przeciwciat: (1) biotynylowanym przeciw-Ap (mAp, 3D6, specyficznym dla ludzkiego Ap)
rozcienczonym do stezenia 2 pg/ml w PBS i 1% surowicy konskiej; lub (2) biotynylowanym mAp, spe-
cyficznym dla ludzkiego APP, 8E5, rozcienczonym do stezenia 3 ug/ml w PBS i 1,0% surowicy kon-
skiej; lub (3) mAB specyficznym dla glejowego wiokienkowego biatka kwasowego (GFAP; Sigma
Chemical Co.) rozcienczonym 1:500 w 0,25% Triton X-100 i 1% surowicy konskiej w soli buforowanej
Trisem, pH 7,4 (TBS); lub (4) mAB specyficznym dla CD11b, antygenu MAC-1, (Chemicon Internatio-
nal) rozcienczonym w stosunku 1:100 w 0,25% Triton X-100 i 1% kroéliczej surowicy w TBS; lub (5)
MAB specyficznym dla antygenu MHC Il, (Pharmigen) rozcienczonym w stosunku 1:100 w 0,25%
Triton X-100 i 1% krdliczej surowicy w TBS; lub (6) szczurzym mAp specyficznym dla CD 43, (Phar-
mingen) rozcienczonym w stosunku 1:100 z 1% kréliczej surowicy w PBS; lub (7) szczurzym mAR
specyficznym dla CD 45RA, (Pharmingen) rozcienczonym w stosunku 1:100 z 1% kroliczej surowicy
w PBS; lub (8) szczurzym monoklonalnym AR specyficznym dla CD 45RB, (Pharmingen) rozciehnczo-
nym w stosunku 1:100 z 1% kroliczej surowicy w PBS; lub (9) szczurzym monoklonalnym ApB specy-
ficznym dla CD 45, (Pharmingen) rozcienczonym w stosunku 1:100 z 1% kréliczej surowicy w PBS;
lub (10) biotynylowanym chomiczym poliklonalnym AR specyficznym dla CD3e, (Pharmingen) rozcien-
czonym w stosunku 1:100 z 1% krdliczej surowicy w PBS; lub (11) szczurzym mAp specyficznym dla
CD3, (Serotec) rozciehczonym w stosunku 1:200 z 1% kroliczej surowicy w PBS; lub z (12) roztworem
PBS nie zawierajgcym pierwotnych przeciwcial, zawierajgcym 1% normalng surowice konska.

Skrawki histologiczne poddane dziataniu roztwordéw przeciwciat wymienionych w 1, 2 i 6-12 po-
wyzej wczesniej traktowano roztworem 1,0% Triton X-100, 0,4% nadtlenku wodoru w PBS przez 20
minut w RT aby zablokowa¢ endogenne peroksydazy. Nastepnie inkubowano je przez noc w 4°C
z pierwotnymi przeciwciatami. Skrawki poddane dziataniu 3D6 lub 8E5 lub CD3e mAp nastepnie pod-
dano przez 1 godzine w RT reakcji z kompleksem peroksydaza chrzanowa-awidyna-biotyna ze skfad-
nikami zestawu ,A" i ,B" rozcienczonymi 1:75 w PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlin-
game, CA.). Skrawki poddane dziataniu przeciwciat specyficznych dla CD 45RA, CD 45RB, CD 45,
CD3 i roztworem PBS pozbawionym pierwotnych przeciwciat inkubowano przez 1 godzine w RT od-
powiednio z biotynylowanymi przeciwcialami przeciw-szczurzym IgG (Vector) rozcienczonymi 1:75
w PBS lub biotynylowanymi przeciwciatami przeciw-mysim IgG (Vector) rozcienczonymi 1:75 w PBS.
Nastepnie skrawki przez 1 godzine w RT reakcji z kompleksem peroksydaza chrzanowa-awidyna-
biotyna ze sktadnikami zestawu ,A" i ,B" rozcienczonymi 1:75 w PBS (Vector Elite Standard Kit,
Vector Labs, Burlingame, CA.).

Skrawki wywotano w 0,01% nadtlenku wodoru, 0,05% 3,3'-diaminobenzydynie (DAB) w RT.
Skrawki przeznaczone do inkubacji z przeciwciatami specyficznymi dla GFAP, MAC-1 i MHC Il wcze-
$niej traktowano 0,6% nadtlenkiem wodoru w RT aby zablokowa¢ endogenne peroksydazy, a nastep-
nie inkubowano przez noc w 4°C z pierwotnymi przeciwciatami. Skrawki poddane dziataniu przeciw-
ciata GFAP inkubowano 1 godzine w RT z biotynylowanymi przeciwciatami przeciwmysiej IgG, wytwo-
rzonymi u koni (Vector Laboratories; zestaw Vectastain Elite ABC Kit) rozcienczonymi 1:200 w TBS.
Nastepnie skrawki inkubowano przez 1 godzine z kompleksem peroksydaza-awidyna-biotyna (Vector
Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) rozcienczonym 1:1000 w TBS. Skrawki inkubowane
Z przeciwciatami mAp specyficznymi dla MAC-1 i MHC Il jako pierwotnymi przeciwciatami kolejno pod-
dano reakcji przez 1 godzine w RT z biotynylowanymi przeciwcialami przeciw-szczurzym 1gG wytwo-
rzonymi w kroélikach, rozcienczonymi 1:200 w TBS, nastepnie inkubowane przez 1 godzine z komplek-
sem peroksydaza chrzanowa-awidyna-biotyna rozcienczonym 1:1000 w TBS. Skrawki inkubowane
Z przeciwciatami specyficznymi dla GFAP, MAC-1 i MHC Il wywotano inkubujac je w RT z 0,05% DAB,
0,01% nadtlenkiem wodoru, 0,04% chlorkiem niklu, TBS odpowiednio przez 4 i 11 minut.

Wyznakowane immunologicznie skrawki umieszczono na szklanych szkietkach przedmiotowych
(VWR, Superfrost slides), wysuszono na powietrzu przez noc, zanurzono w Propar (Anatech) i nato-
zono na nie szkietka nakrywkowe stosujgc Permount (Fisher) jako $srodek osadzajacy.

Aby przeciwnie wybarwi¢ ptytki Ap podzestaw GFAP-dodatnich skrawkéw umieszczono na
szkietkach przedmiotowych Superfrost i inkubowano w wodnej 1% Thioflavin S (Sigma) przez 7 minut
po obrébce immunohistochemicznej. Nastepnie skrawki odwodniono i oczyszczono w Propar, po czym
natozono na nie szkietka nakrywkowe osadzajac je z uzyciem Permount.
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8. Analiza obrazu

Do oceny ilosciowej immunoreaktywnych skrawkéw zastosowano Videometric 150 Image Ana-
lysis System (Oncor, Inc. Gaithersburg, MD) sprzezony z mikroskopem Nikon Microphot-FX przez
kamere wideo CCD i monitor Sony Trinitron. Obraz skrawkéw byt przechowywany w buforze wideo
i oznaczono prog koloru i nasycenia aby wybraé i policzy¢ catkowity obszar pikseli zajmowany przez
wyznakowane immunologicznie struktury. Dla kazdego skrawka hipokamp obrysowano recznie i obli-
czono catkowity obszar pikseli zajmowany przez hipokamp. Procent obcigzenia amyloidem zmierzono
jako: (frakcja obszaru hipokampu zawierajgca ztogi Ap immunoreaktywne z mAp 3D6) x 100. Podob-
nie procent obcigzenia neurytycznego zmierzono jako: (frakcja obszaru hipokampu zawierajgca dys-
troficzne neuryty reagujace z mAp 8E5) x100. C-Imaging System (Comprix, Inc., Cranberry Township,
PA) wykorzystujacy program Simple 32 Software Application potaczono z mikroskopem Nikon
Microphot-FX przez kamere Optronics i zastosowano do ilosciowej oceny procentu kory pozamodze-
lowatej zajetej przez GFAP-dodatnie astrocyty i MAC-1- i MHC ll-dodatni mikroglej. Obraz immunore-
aktywnych skrawkéw przechowywano w buforze wideo i wyznaczono prég monochromatyczny, aby
wybrac i policzy¢ catkowity obszar pikseli zajmowany przez wyznakowane immunologicznie komorki.
Dla kazdego skrawka kore pozamodzelowatg (RSC) recznie obrysowano i obliczono catkowity obszar
pikseli zajmowany przez RSC. Procent astrocytozy zdefiniowano jako: (frakcja obszaru RSC zajmo-
wana przez GFAP-reaktywne astrocyty) x 100. Podobnie procent mikroglejozy zdefiniowano jako:
(frakcja obszaru RSC zajmowana przez mikroglej reaktywny z MAC-1 i MHC 1) x 100. Do wszystkich
analiz obrazu 6 skrawkéw na poziomie hipokampu grzbietowego, kazdy oddzielony kolejnymi 240 um
przerwami, oznaczono ilosciowo dla kazdego zwierzecia. We wszystkich przypadkach status leczniczy
zwierzat nie byt znany obserwatorowi.

Jakkolwiek powyzszy wynalazek opisano szczegdtowo w celu jego wyjasnienia i zrozumienia,
oczywiste jest, ze dokona¢ mozna pewnych modyfikacji w ramach zakresu zatagczonych zastrzezen.
Wszystkie cytowane publikacje i dokumenty patentowe wprowadza sie niniejszym w catosci jako od-
nosniki we wszystkich celach w stopniu, w jakim zostaty one wymienione.



39

PL 203 431 B1

3q x> 34q xp> 3q xp> 3q x> g xp> (4
33q xp> 39 xp> 339 Xp> 34q xp> 339 xg 01
349 xp> 349 Xp> 349 Xp> 34q xp> 349 xp> 9
L11 zskw 911 zshw SI1 zsAur 11 zskw €11 zsfw | JdVAd FTM
001/1 M TureuaSoUNUIW] BWIOMP Z SHJ OuBMIYAZIISM WIAI0N ‘AZSAIN
0000¢ 000ST 0000L 0000C 00LC 0000% 00009 0000¢ 000sT 4
0000¥ 00002 00005 000ST 006 0000S 00009 0000C 0000% ]
00009 0000¢ 00081 00051 0ov 0000S 0000¢ 000SS 0000C 8
00009 0000S 000S1 000S1 00¢€ 000sS 0000¢ 00059 000ST 9
000001 00008 0000S 000¢1 0001 0000CT 00051 000051 0000 L4
801 zsAw LOT Zskw 901 ZsAw GO1 zsfw YOI ZsAw €01 ZsAw 201 ZsAw 101 zsAw | o0l ZzsAW | ddVAd JoIM

gv AuemoZordez ouemnjAznsm WAIQN ‘AZSAN

‘A0 %06 Azad euetpn
T e1=qel




40 PL 203 431 B1

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna, znamienna tym, ze zawiera immunogenny srodek skuteczny
w wywolywaniu odpowiedzi immunologicznej obejmujgcej przeciwciata przeciw AB u pacjenta oraz
farmaceutycznie dopuszczalny adiuwant, przy czym ten srodek jest wybrany z grupy obejmujacej:

(i) AB

(i) fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwasow AB42; i

(iii) kwas nukleinowy kodujacy (i) lub (ii);

oraz adiuwant jest wybrany z grupy obejmujacej atun, wodorotlenek glinu, fosforan glinu, siar-
czan glinu, 3-de-O-acylowany monofosforylowany lipid A, M-CSF i GM-CSF, emulsje olej w wodzie,
takie jak skwalenu lub oleju arachidowego, MF59, SAF, CpG, polimeryczne lub monomeryczne ami-
nokwasy, takie jak poli(kwas glutaminowy) lub polilizyna, peptydy muramylowe (np. N-acetylomura-
mylo-L-treonylo-D-izoglutamina (thr-MDP), N-acetylonor-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina (nor-MDP),
N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-alanino-2-(1'-2'dipalmitoilo-sn-glicero-3-hydroksyfosfory-
loksy)etyloamina (MTP-PE), N-acetyloglukoza-minylo-N-acetylo-muramylo-L-A1-D-izoglu-L-Ala-
-dipalmitoksypropyloamid (DTP-DPP)) oraz inne sktadniki scian komérek bakteryjnych, takie jak dimi-
kolinian trehalozy (TDM), szkielet sciany komoérkowej (CWS), MPL+CWS, adiuwanty saponinowe
(QS21), ISCOM (kompleksy immunostymulujgce), cytokiny, takie jak interleukiny (IL-1, IL-2 i IL-12),
czynnik pobudzajacy tworzenie kolonii makrofagéw (M-CSF), czynnik martwicy nowotworu (TNF); oraz

AB42 ma naturalng ludzka sekwencje: H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
-His-His-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-
-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-OH.

2. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze srodek jest kapsutkowany w czastce.

3. Kompozycja wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze czastke stanowi czastka kopolimeru poli-
laktyd-poliglikolid (PLPG).

4. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze AB stanowi AB43, AB42, AB41, Ap40
lub AB39.

5. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze fragment AB pochodzi z N-kohcowej po-
towy Ap.

6. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze fragment Ap zawiera Ap1-5.

7. Kompozycja wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze fragment Ap stanowi Ap1-5.

8. Kompozycja wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze fragment Ap stanowi Ap1-6.

9. Kompozycja wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze fragment Ap stanowi AB1-12.

10. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze fragment AB jest wybrany z grupy obej-
mujacej Ap1-5, AB1-6, Ap1-12, AB13-28, AB17-28, AB25-35, AB33-42, Ap35-40 i Ap35-42.

11. Kompozycja wedtug zastrz. 1-10, znamienna tym, ze zawiera co najmniej 10 pg A lub je-
go fragmentu.

12. Kompozycja wedtug zastrz. 1-10, znamienna tym, ze zawiera co najmniej 20 pug A lub je-
go fragmentu.

13. Kompozycja wedtug zastrz. 1-10, znamienna tym, ze zawiera co najmniej 50 pug Ap lub je-
go fragmentu.

14. Kompozycja wedtug zastrz. 1-10, znamienna tym, ze zawiera co najmniej 100 pg AB lub
jego fragmentu.

15. Zastosowanie immunogennego srodka skutecznego w wywotywaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej obejmujacej przeciwciata przeciw AB do wytwarzania leku do leczenia lub profilaktyki choroby
charakteryzujgcej sie ztogami amyloidowymi u pacjenta, znamienne tym, ze ten srodek zawiera:

(i) AB

(i) fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwasow Ap42; lub

(i) kwas nukleinowy kodujacy (i) lub (ii); oraz

AB42 ma naturalng ludzka sekwencje: H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
His-His-GlIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-
Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-OH.

16. Zastosowanie wedtug zastrz. 15, w ktérym lek ponadto zawiera farmaceutycznie dopusz-
czalny adiuwant wybrany z grupy obejmujacej atun, wodorotlenek glinu, fosforan glinu, siarczan glinu,
3-de-O-acylowany monofosforylowany lipid A, M-CSF i GM-CSF, emulsje olej w wodzie, takie jak
skwalenu lub oleju arachidowego, MF59, SAF, CpG, polimeryczne lub monomeryczne aminokwasy,
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takie jak poli(kwas glutaminowy) lub polilizyna, peptydy muramylowe (np. N-acetylomuramylo-L-
-treonylo-D-izoglutamina (thr-MDP), N-acetylonormuramylo-L-alanylo-D-izoglutamina (nor-MDP),
N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-alanino-2-(1'-2'di-palmitoilo-sn-glicero-3-hydroksyfos-
foryloksy)etyloamina (MTP-PE), N-acetyloglukozaminylo-N-acetylomuramylo-L-Al-D-izoglu-L-Ala-di-
palmitoksypropyloamid (DTP-DPP)), lub inne sktadniki scian komoérek bakteryjnych, takie jak dimikoli-
nian trehalozy (TDM), szkielet sciany komérkowej (CWS), MPL+CWS, adiuwanty saponinowe (QS21),
ISCOM (kompleksy immunostymulujace), cytokiny, takie jak interleukiny (IL-1, IL-2 i IL-12), czynnik
pobudzajacy tworzenie kolonii makrofagdéw (M-CSF), czynnik martwicy nowotworu (TNF).

17. Zastosowanie wedtug zastrz. 15, w ktérym srodek jest kapsutkowany w czastce.

18. Zastosowanie wedtug zastrz. 16, w ktérym srodek jest kapsutkowany w czastce.

19. Zastosowanie wediug zastrz. 17, w ktérym czastke stanowi czastka kopolimeru polilaktyd-
-poliglikolid (PLPG).

20. Zastosowanie wedtug zastrz. 18, w ktérym czastke stanowi czastka kopolimeru polilaktyd-
-poliglikolid (PLPG).

21. Zastosowanie wedtug zastrz. 15, w ktorym AB stanowi AB43, AB42, AB41, AB40 lub AB39.

22. Zastosowanie wedtug zastrz. 15, w ktorym fragment AB pochodzi z N-koncowej potowy Ap.

23. Zastosowanie wedtug zastrz. 15, w ktérym fragment AB zawiera Ap1-5.

24. Zastosowanie wedtug zastrz. 22, w ktorym fragment A stanowi Ap1-5.

25. Zastosowanie wedtug zastrz. 22, w ktorym fragment A stanowi AB1-6.

26. Zastosowanie wedtug zastrz. 22, w ktorym fragment AP stanowi Ap1-12.

27. Zastosowanie wediug zastrz. 15, w ktérym fragment AR jest wybrany z grupy obejmujacej
AB1-5, AB1-6, AB1-12, AB13-28, Ap17-28, AB25-35, AB33-42, Ap35-40 i AB35-42.

28. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, gdzie ilos¢ AB lub jego fragmentu wynosi co naj-
mniej 10 pg.

29. Zastosowanie wediug zastrz. 15-27, gdzie ilos¢ AB lub jego fragmentu wynosi co naj-
mniej 20 pg.

30. Zastosowanie weditug zastrz. 15-27, gdzie ilos¢ Ap lub jego fragmentu wynosi co naj-
mniej 50 ug.

31. Zastosowanie wediug zastrz. 15-27, gdzie ilos¢ AB lub jego fragmentu wynosi co naj-
mniej 100 ug.

32. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktérym pacjentem jest cztowiek.

33. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym pacjentem jest cziowiek.

34. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym pacjentem jest cztowiek.

35. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym pacjentem jest cztowiek.

36. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktérym pacjentem jest cztowiek.

37. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktérym chorobe stanowi choroba Alzheimera.

38. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym chorobe stanowi choroba Alzheimera.

39. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym chorobe stanowi choroba Alzheimera.

40. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym chorobe stanowi choroba Alzheimera.

41. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktérym chorobe stanowi choroba Alzheimera.

42. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktérym u pacjenta nie wystepujg objawy.

43. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym u pacjenta nie wystepujg objawy.

44, Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym u pacjenta nie wystepujg objawy.

45, Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym u pacjenta nie wystepujg objawy.

46. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktérym u pacjenta nie wystepujg objawy.

47. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktérym pacjent ma mniej niz 50 lat.

48. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym pacjent ma mniej niz 50 lat.

49. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym pacjent ma mniej niz 50 lat.

50. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym pacjent ma mniej niz 50 lat.

51. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktérym pacjent ma mniej niz 50 lat.

52. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktdrym pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka
wskazujgce podatnos¢ na chorobe Alzheimera.

53. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka wska-
Zujgce podatnos¢ na chorobe Alzheimera.

54. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka wska-
Zujgce podatnos¢ na chorobe Alzheimera.
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55. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka wska-
Zujgce podatnos¢ na chorobe Alzheimera.

56. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktérym pacjent ma odziedziczone czynniki ryzyka wska-
Zujgce podatnos¢ na chorobe Alzheimera.

57. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktérym pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka
choroby Alzheimera.

58. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktorym pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka cho-
roby Alzheimera.

59. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktorym pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka cho-
roby Alzheimera.

60. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktorym pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka cho-
roby Alzheimera.

61. Zastosowanie wedtug zastrz. 31, w ktorym pacjent nie ma znanych czynnikéw ryzyka cho-
roby Alzheimera.

62. Zastosowanie wedtug zastrz. 21, w ktorym AB wystepuje w postaci zagregowanej.

63. Zastosowanie wediug zastrz. 15-27, w ktérym lek podaje sie doustnie, podskérnie, domie-
$niowo, miejscowo lub dozylnie.

64. Zastosowanie wediug zastrz. 28, w ktérym lek podaje sie doustnie, podskérnie, domiesnio-
wo, miejscowo lub dozylnie.

65. Zastosowanie wediug zastrz. 29, w ktérym lek podaje sie doustnie, podskérnie, domiesnio-
wo, miejscowo lub dozylnie.

66. Zastosowanie wediug zastrz. 30, w ktérym lek podaje sie doustnie, podskérnie, domiesnio-
wo, miejscowo lub dozylnie.

67. Zastosowanie wediug zastrz. 31, w ktérym lek podaje sie doustnie, podskérnie, domiesnio-
wo, miejscowo lub dozylnie.

68. Zastosowanie wedtug zastrz. 63, w ktérym lek podaje sie domiesniowo lub podskaérnie.

69. Zastosowanie wedtug zastrz. 64-67, w ktérym lek podaje sie domiesniowo lub podskérnie.

70. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-20, w ktdrym srodek stanowi skuteczna dawka kwasu nu-
kleinowego kodujgcego AP lub fragment z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwaséw AB42,
w ktorym kwas nukleinowy jest eksprymowany w organizmie pacjenta z wytworzeniem AB lub frag-
mentu z co najmniej pieciu przylegajacych aminokwaséw AB42 wywotujgcego odpowiedz immunolo-
giczna.

71. Zastosowanie wedtug zastrz. 70, w ktérym lek podaje sie miejscowo.

72. Zastosowanie wediug zastrz. 71, w ktérym lek stosuje sie miejscowo w postaci plastra.

73. Zastosowanie wedtug zastrz. 15-27, w ktdrym pacjent jest monitorowany pod wzgledem od-
powiedzi immunologiczne;j.

74. Zastosowanie wedtug zastrz. 28, w ktérym pacjent jest monitorowany pod wzgledem odpo-
wiedzi immunologiczne.

75. Zastosowanie wedtug zastrz. 29, w ktérym pacjent jest monitorowany pod wzgledem odpo-
wiedzi immunologiczne.

76. Zastosowanie wedtug zastrz. 30, w ktérym pacjent jest monitorowany pod wzgledem odpo-
wiedzi immunologiczne.

77. Zastosowanie wediug zastrz. 31, w ktérym pacjent jest monitorowany pod wzgledem odpo-
wiedzi immunologicznej.
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670-151 8335 612-003 3607
673-152 3700 §13-004 308
674-153 2750 €2L-005 485
675-154 1887 €21-C08 13
681-158 183 §22-CC7 28
682-157 8031 £23-008 217
£83-158 34350 708-C03 2738
754-15¢ 157 708-C10 $27
755-180 6857 713-011 160S
756-161 482 716-C12 1608
805-162 524 784-C14 3850
806-163 397 785-015 1614
807-164 234 7858-018 285

787-017 2102

788-018 1617

785-01¢ 1474

815-020 424

§15-021 1375

§17-022 2323

MEDIANA 1687 MEDIANA 1375
WARTOSC p (M-W) WARTOSC p (M-W) 0.50C0

SREDNIA 2718 SREDNIA 1324

ODCHYLENIE STANDARDOWE 2235 ODCHYLENIE STANDARDOWE 1165

% CV (wspdtczynnik wariancji) ca % CV (wspolczynnik wariancji) 84

WARTOSC p (TEST t) WARTOSC p (TESTY) 0.2250

=5 5 n=21

FIG. 150D




PL 203 431 B1

KORA
S0 ug MPL 25 ug Q321
100 ug AN1752 1C0 ug AN1732
6468-023 2002 627-345 91
647-024 147 825-048 3367
648-025 1304 531-349 3702
848-020 34 532-3535 1775
650-027 980 587-052 1832
724-028 1282 668-053 3023
726-030 1963 886-J54 1889
727-031 733 687-053 891
720-032 2583 638-058 2437
721-033 5583 585-257 110
802-034 113 712-359 3311
B803-035 871 825-061 1009
804-036 51 826-082 18153
811-037 613 827-0€3 73
812-038 332 828-064 78
813-036 1454 837-0¢€5 1051
814-040 2441 838-068 270
833-014 742 836-087 371
834-042 40
836-044 807
MED[ANA 774 MEDIANA 930
WARTOSC p (M-W) 0.1710 WARTOSC p (M-W) 0.4076
SREDNIA 1182 SREDNIA 2159
QDCHYLENIE STANDARDOWE 1259 ODCHYLENIE STANDARQOWE 4187
% CV (wspolczynnik wariancji) 109 % CV (wspoiczynnik wariancj) 180
WARTOSCp (TESTY 0.1 5206 WARTOSC p (TESTY .81 ?é1
n=21 n=1

FlG. 15E
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Departament Wydawnictw UP RP
Cena 6,00 zt.
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