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Anex s:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita |la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite |a licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito dal material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

Titulos por dia
135000 - .
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LB = i i o 1
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®

Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO
FIRMA : 4;,0—_ Ca_,_.___-,

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacion Intemacional WO 2005/058340 A2
2. XExtracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES
EN FASE INTERNACIONAL
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THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
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NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF;
MARILYN L MITCHELL, NOTARY
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THE 26TH DAY OF JUNE 2003
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REPRESENTACION Y PODER

w‘nyhﬂcummulﬂrm

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yo (acsotros), abajo finmado (s)/1 (we). the undantigned

Wyeth

domiciliado (3) en/af.

F'iv'e Giralda Farms

Madison, NJ 07940.=United States of América

por o proswmin pombmmoa a EMILIO FERRERC, ipa. 319329;
QONEALO PERDOMO, . 331; LUR CLEMRENCIA DE PAEZ, tpa.
Z3555 y GERMAN CAVELIER. pa. 813, domlaliiados en (s Curem 4a
N* 72-35, Bogoul, Colambin, e ubedooknionms a lo dispoosto e o
parigraf 1o dal Artfculo 543 del Cadigo da Comearcio, of primer como
prineipal ¥ lox desnds comn supleates, on su ordan, como mis (oucstro)
en 10dos 1os asuntes da propisded inducerisl ems Secuted
iy wotifloocioncs ¥y mnombrer apoderndes Judighie o
extmfudiotales. El primer roprosentants soplents rewmnplecond al principal
on oaso do cusoneln o impedimento tamporal o defigitdve da agufl. La
wisa regia e splicerd cumrdo ul mgunds reproscimms suplotn baya
de romplomr 8l primers, o ol tromm ol sogundo. En thles onsos, el
TepreseTmTEnts prinotpad, o ol primemo, o scgunde suplic, oo MU 083G, ©
wmboa, dealarardn g imansdén de 1o cjeroer 16 reprecentooldn madiama
daalerscién sursuticnds por Notario Pdblisn en Colombia, &:por Neutlo
u oo Funalmarie Piblon, @ Cinsul de Colombis, m al extragjere; y 5
»a oradere de mpodizoense, con ol cardfteado rospoctive, 8i clEune de los
aomivedes Rllawe definittvavens, o sgolcotw vamard s luper. Cusndo
core ja ausoncia o mpadimacnto del repregantante principal, o de mu
pimsto o sopundo suplmias, &0 wu oo, podrin guonr I
ropresadoadn, 2 su ondan, Uno U ofroa sagin &l owre. anoniindals por
& milo hecho te olorcorla, cosando en we iy ¢ gjomicio de la
mEpresgucidn por of primer. segundo o tercer suplemc oo U RSO,
Aderids, eonfisro (conderimos) poder 4 los abogeados aniba nomivados,
pare obtaner 1s pruldocién da s (nnasme) propledad indusrial y cossra
Ta compotoncia desicel. & cuyo afbows auorize (maos) o loe dishos
apoderadors para qua ms (nox) rwprescnton we suslesquise mtidadcs a
pavenm, qiaxon ¢ Bo jurisdiccldn, tfpeciahmints snls lag dal ondan
armtive, cowmncloso- adminlsraive y judiclsl, el coow los
ds mblramanto, sn twdo lo conccrnionis o loa siguicaros
axuntos; ) Obtenpisn de pateutes de fovencidn, roodelos de utilided y
discnios induswitles; el oplsto ¢ marces da  fibgica colcorvas,
deferwivas, de sarvicle, lames comarciales, nombres comerciales,
enssilas, nombres de docoinio, variedades vegsinle: y densminasionas de
origon; u raurvecidn, tuapuw, emnbio d¢ nomiwe o dowmicilic,
oanocleciin volumteris; y €l ragisto dc Lomneins de wo de oos dowchos;
b) Las aselaner de compempria daslasl, promccién del sonsamider,
oposiciones U ohearvicionhg, csnoalasién atminisinitiva y Judiclcl,
oulided, mclides mubtkdeo, cmosida de lioncies, s tassls, s
prumicuién de ssoreins [(ndumriales, ¥ en geanaml leg judoies ofviies,
ponnlos, adveindstretivos o cottenolose ndminisbiivos relnolonndos con

© CAVELIER ABOGADOS
WFPODE0!1-151 (MINUTA N"12.1.1.2.6 USA)

: in dus commplisnce whi the wons of puagreph 1l of anicls 343 of the
Commagrainl Coda, 4o handtyy sppoiat BMIEJCO FERRERO. tpa. 31929:
" GONZALO FERDOMOC, pe. £11; LUZX CLAMENCIA DE PAEZ, ipa,
. 235593 wpd UBRMAN CAVELIER, ipa. 832, damiclled ar Catrars 4a N*
" 72 35, Bogoth, Colombia, tha firt as princips]l and G othsxs &
sltivoaing, In the order of thalr sppalatrpent. == our roescntaives tr all
Imbuyinl propecy mxtiers with faculiy % roooneg wot/Sostiens and t
sppaint stternme in aod ovt of Cowrt The five: oltarnms shail replacs the
principsl in oase of his sbeunos or of Tomponl or dafinltive impedimant.
The tame ruls Wil agply whan the sesoad alrage represssxtive 1s w
coplece tho i ong, ot when o thivd {3 to rcplooy e St or jecend
ahamnares in their tam, or both of them, sooondd. In such cuses, Y
principal represantative, ar tho firat of socond altcoales in thelr tum, ar
both of them, shell sto thelr fmintion not © sct wx repragnthv
through s doclarytion piven beflare & Nalexy Fublic in Colambia, or bafxre
s Notay or siother Public Official or a Colamblam Cansul abroad; mnd in
. case of impedimant, the appropriars cantifiosts shall rffice. If sny of the
appoirums wes w ba definisly shewst, tha following slicoaece shall tale:
his plage. Whan the chemnos or impodimas of e prinolpel
represcnintive, or of the first or sooand altcrmaln do thair WM coskas, the
Tepresentiion o0u be Wken ogoin n their taquansd, by the prinoipal, the

T firat or socond altorins dopanding om case, sad tho more thor or ity

cxcroise will suffice. The axarcise of the represeomtion by the finm,
second or third altarnanes la thelr num shall end =t guch timé. In addition.
wa gam a Power of Aromey in fShvar of ths ahove named
oitornays ot lew o that thay oy obisin the mrotostion of oy (our)
. industrial property snd ugaings the unfids earmpatision, for which puzpess [
(W) suihgrivh T eaid sllormeys o ropresent e (ui) bofore Wy
muthovitien or puronn, with or whhow Jurislicion, vpadplly shon:
sdminisorative, adminizirarive conmntisus and judisial, as wall as bafors
Arbitration  Cowst, o all omoen concemning the fllowing: =)
Obtetmmcint of patcute urility modsls snd indosrial designs: the
regiswation of tedemmis, collective, defknsive md swrvice marks,
dagens, ooownarelsl oioes. tds cmblens, doswin names. vegeisl
werietios md donomirsrions of ordgin; ity rencel, sssigarnenl, change of
namm or demiciis, volurtary cancelladon; snd the registation of lomsss
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Onhis |

» djas dal yoes 3o d:;rof
W00_____ snte ml Neorio Piblice 0 Puncianarle ainorizaso zn_heMthmyruw:utAmdngnﬁmlo{__
pucid(eron) parsonalmesn: pacooally appeared

Ricw(od) day fc do cenacer y me consA qua «Xson) Iafe)
sanafs) firmanux(s) del documtano que procods, ¥ quion{cs)
w{u) eapecidad logxl pam atargardo

‘Nomrio Piblica o Puncionaria Auwrizzdo —Natary Public or Ancsting Oficial

w o kmown, and kaown W m¢ m be the pemon(s) wha
ozoumd that fecgoing Juoyecny, sad who bas(have) legal

eapasizy o exceuts 1
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wholm} I knew pataovally and whotm) sigodd vthis documess ag
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— (R VETH

" { cordfy:

3. Thml bave seon the following dacuzssse:”
Restated Certificate of Incorporation filed
1 22, 1988 with Secretary of State of

2. amh&ew&mmwywnhﬁw

2.1 Tha__ Wyeth

u 3 Corporation/Company consnued ang In exisence
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2.4 Tooa MeMnases)_William H, Calnan

#(are) antinrized 1o #1207 the present Power af AXamay.
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TRADUCCION ' OFICIAL 101/2003 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y

EN .ES.PAﬁOL, REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA Y
MEDIANTE EL CUAL WYETH, EMPRESA DOMICILIADA EN FIVE GIRALDA
FARMS, MADISON, NJ 07940 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA OTORGA PODER A
EMILIO FERRERO, TPA 31929, GONZALO PERDOMO, TPA 831; LUZ
CLEMENCIA DE 'PAEZ TPA 23555 Y A GERMAN CAVELIER, »TPA 832..
EXPEDIDO Y FIRMADO EL 16 DE JUNIO DE 2003 EN MADISON, N'E—W JERSEY
07940, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA. FIRMADO: WILLIAM H. CALNAN,
SUBSECRETARIO.

CERTIFICADO NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPANOL DE FECHA 16 DE JUNIO
DE 2003 POR EL CUAL SE CERTIFICA LA COMPARECENCIA DE WII!..LIAM H.
CALNAN PARA FIRMAR EL PODER ARRIBA CITADO A NOMBRE DE WYETH Y
PARA CERTIFICAR LA EXISTENCIA LEGAL, EL DOMICILIO DE DICHA
EMPRESA Y LA CAPACIDAD DE WILLIAM H. CALNAN PARA COMPROMETER A
DICHA FIRMA. FIRMADO: MARILYN 1. MITCHELL. SELLO: MARILYN L.
MITCHELL, NOTARIO PﬁBL].ZC_lO, ESTADO DE NUEVA JERSEY, MI CARGO VENCE

,G‘:"ﬁn "ﬂ"thIlﬂ

EL 6 DE FEBRERO DE 2005. g UE WOGOTA, HABO Congres
!

N Py

: nd LIEDINA
APOSTILLA: . AR a0 TARIO ‘

: JUAR R hboune 5o n

g

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Estados Unidos de América
Este documento pGblico

2. ha sido firmado por MARILYN L. MITCHELL
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‘3. quien actia en su calidad de NOTARIO pﬁBLch DE NUEVA
JERSEY

4. lleva el sello de MARILYN L. MITCHELL, NOTARIO

CERTIPICADO

5. en TRENTON, NUEVA JERSEY

[

6. el 26 DE JUNIO DE 2003

1
-

7. por JOHN E. MCCORMAC,“CONTADOi POBLICO AUTORIZADO, TESORERO

DE NUEVA JERSEY =~ = °° .
8. Nfimero Al75618 Do .
9. Sello:

El sello del estado de Nueva Jersey
10.Firma: (ilegible)
COLO-13798-841-001-5

WPCL002G. ID. 4628

Bogotd, 12 de julio de 2003.
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(17) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Wowld Intellectuanl Froperty
Orpanixation
Inesmational Borean

43) Interastions] Publication Date

.( 30 June 2005 (30.06.2005) PCT

Ay
Fooay TN
A/PELIN
W
NI
- .,n L4

(51) Inferaationsl Patest Classification’;
(21) Intermationsl Applicafion Number:

(27) Intermafiogal Filing Dute:
17 Decaxbar 2004 (17.12.2004)

(wlaxy otharwise indicated, for evary
protection svallabls): AB, AG, AL, AM,
BB, BO, AR, BW, BY, B2, CA, O, CN,
, CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, HE, BG, BS, F,
Gi,-an, GH, GM, HR. HU. ID, 1L, IN, 13, JF. K&,

KO, KPAR, KZ, LG, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
. NN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, G,

(25) Wiing Languegr: Englah PL, PT, RO, KiJ, SC, SD, SB, 50, 5K, 8L, SY, TJ, TM,
(16) Publicntion Langoegn Englsh ;N‘;mﬂmmmumn\m.W.W.um
(%) Priwity Datm :

60/530,430 17 Decenaber 2003 (17.12.2008) U3 Deplgantnt Blats (aniens thariss udicaad, for

(71) ‘ Apgiicant (for all daxignosed Simes cxcaps Sk WYETH
[US/US]; Five Girakis Farma, Madison, NJ 07540 (USL

(72) Invemtors; snd

kind of regional prosection availablel ARIPO (BW, GH,
GM, KH, LS, MW, MZ, NA, SD, 51, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Bumelan (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),

" Huopesn (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DB, DK, EE, ES, I,

% m‘nmrnmm% SE, 31, 3K, TR), OAP1(BE, Rl, CF, CG, C1, CM, GA, ON,
= Worsham Drive, Chapel Fill, NC 27516 (US). " GQ, GW, ML, MR, NE, 3N, TD, TG).
;mw CEXLL, Ressmacts, L. ot al; Townsend & Publishech

- | Townsend & Crow, LLP, Two Enmborcadare Cenier, Bth  —  wishowr bnarrnasional ararch mport and & be republished
E Floor, S Fancisco, CA $4111.3534 (US). apon recrip of that report ]

| {Continued on next page]
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WO 2005058548 PCT/US2004842701

IMMUNOGENIC FEFTIDE CARRIER CONJUGATES
AND METHODS OF PRODUCING SAME
CROSS-REFERENCES TO RELATHD APPLICATIONS

[0001] This spplication claims the benefit imder 35 US.C. § 119(e) of U8, Provisional
Patenit Application Serial No. 60/530,480, filed Decamber 17, 2003, which is incorporated

. berein by raference in its entirety for all parposes

BACKGROUND OF THE INVENTION
[0002] Tho easence of adaptive immunity is the ability of an crganiam to react to the
presence of forcign substances snd prodace components (autibodies and cells) capable of
specifically inforacting with and protecting the host from fhelr invasicn.. An “antigen” or
“mmnogen” is a substance that is ablo to elicit this typo of mmune response snd also is
capsble of interacting with the sensitized oolls sud antibodios that sro manufactured agsinet it.

[0003] Antigens or imnmnogens aro usnally macromolooalss that contain distinot antiganic
sites dr “spiiopes” that are recognized and interact with the various components of the
jmunune system. ‘They can exist a8 individual molecules composed of synthetic organic
cheenriosls, proteins, Hpoproteing, glycoproleine, RNA, DINA; ar polysaccharides, or they may
bo parts of ccllular strustures (bacteria or fingi) or virases (Harlow end Lane 1988ab, c;
Male et ol., 1987). -

[0004] Small molecnlos like short peptides, although normaily abls to intaract with the
producis of an innnune respanss, ofien cannot csvee a response on their own. Thess peplide
Immunogens or “Aaptens”™ s thoy are also called, sre actually incomplste entigans, znd,
although not abls by themselves to csose immunogenicity or to alilt antibody production,
cem bo mads immmnogenio by coupling them to & suitable carrier. Cexxies typically are
protein mutigens of higher maleculer weight that are sbls to canse an inmmological responss
‘when administered ix viva,
[0005] In an jroromne response, sntibodies are produced and secretod by the B-lymphooytes
in conjunction with. the T-helper (Ty) cells, In the majority of hapten-carier systams, the B
cells produce antibodies that ars spocific for both the hapten snd the carrier. Jn fhess canes,
fhe T lymphooytos will have specific binding domains o the carsie, but will not recognize
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the hapten alone. In a kind of synergism, the B and T cells cooperate to induce a hapten-
specific antibody response. After such m immmme response has takeh place, if the host is
subsequently challenged with only the hapten, usnally it will respond by producing hapten-

[0006] Synthetic haptens mimicking soms critical epitopic structures on larger
macramolecules gre often conjugated to catriers to creato an inmuno response to the larger

. “pusrent” molecnle. For instance, short peptide segments can be synthesived from the imown

soquence of s proteim and coupled to s carrier to indoce immmumogearicity toward the native
protein. This type of synthetic approsch to the immmnogen production has becoms the basis
of much of the cinrent research indo the creation of vaccines, However, in many instences,
merely croating a B-oell response by using synthetic pepiide-carrier conjugates, however well
designed, will not always guarantee complete protective immunity towerd an intect antigen.
The immune response genersted by a short peptide epitope from a larger viral particle or
bacterial cell may only be sufficient to generate memary at the B cell level. In these cases it
is generally now accepted that & cytotoxic T-cell response is s more important indicator of
for both B-cell and T-ce]l recognition is one of the most challenging resesrch areas in
immmology today.

[0007] The spproach to incressing immmmogenicity of small or poorly immunogenic
molecules by conjugating thess molecules to large "carrier™ molocules has been utifized
succesafully for decades (soe, &.g., Goebel af al. (1939) J. Exp. Med. 69: 53). For exampla,
many immumogenio compositions have been described in which purified capsular polymers
have been conjugsted to carrier proteins to areato mare effective immmmogenic compositions
by exploiting this “carrier effoct.” Schneerson ef al. (1984) Infoct. Jmumun. 45: 582-591).
Conjugntion hes also beem shown to bypass the poor antibody response usnally obsarved in
infants when irmrmnized with & fiee polysaccharide (Anderson st al. (1985) J. Pediaitr. 107:
346; Insel ot al (1986) J. Exp. Med. 158: 294).

[0008] Hapten-carrier conjugates have been succesafully genersted using various cross-
linking/coupling reagemts such as homobifknctional, heterobifimetional, or 2ero-length cross
Tinkers, Msuy such methods are currently aveilable for coupling of saccharides, proteins, and
poptides to peptide carriers. Most methods create amins, amids, urethane, isothioures, or
disulfide bonds, or in soms cases thicethers. A disadvaniage to the use of coupling reagents,
which introduce reective sites in to the side chains of reactive amino acid molecules on
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carrier sud/or hapten molecules, is that the reactive sites if not neutralized are free to react
with any mmwanted molecule cither in vitro (Gus advarsely affecting the fanctionality or
stability of the conjugate(s)) or in wvo (thos posing a potential risk of adverss events in
persons or animals immmmized with the preparstions). Such axcess reactive sites can be
roactod or “capped”, 8o as to inactivats these sites, utilizing various known chepical
reactions, but theso reactions may be otherwise disruptive to the functionality of the
conjugates. ‘This may be particularly problematic when attempting to crests a conjugate by
introducing the reactive eites into the carrier molecule, as its larger gize and more complex
stroctars (relative to the hapten) may render it mare vulnerable to the disraptive effects of
chemical treatment. Jn fisct, no examples are kpown of methods whexoby a conjugate is made
by first activating the oarrier, then rescting with the hagtan in & conjugation reaction, and
finally “capping” the remaining reactive sites, while preserving the ebility of the resulting
conjugnts to fanction as an immunogenic composition having the desired properties of the
“carrier affect™.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

[0009] The present invention is directed to methods of producing en immmogenic
conjugate of & peptide immunogen with a protein/polypeptide carricr, wherein the peptide
mpnmupﬁbbmmmﬂmmmofmnd
mdnnofﬂmmnmchulymnmdnu,mdwhummymwmgugﬂed,dmwﬁud
mmdmmmmmmmmmmmmm
reacting with other molocutes, inchuding proteins/polypeptides thercby presarving the
fimctionality of the cmrrier, such that it retuins its ability to elicit the desired immume
Furthermore, the invention also relstes to conjugates produced by the above methods, and to
[0010] In one embodiment, the invention is directnd to & first method for conjugating a
peptide immunogen ' Via & reactive group of e smino acid residne of the peptide immmunogen

to a protein/polypeptide camrier having one or more functional groups, the method comprising

fhe steps of: (n) derivatizing one or more of the fimcticnal groups of the protein/polypeptide
oartier o generets a derivatized molecule with reactive sites; (b) reacting the derivatized

protein/polypeptide carrier of step (a) with a reactive group of en amino acid regidue of the
poptide immumogen under reaction conditions such that the paptide immmumogen is conjugsted
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to the derivatized protein/polypeptide carrier via the fimotionsl groups; and (c) forther
reacting the conjugate with a capping reagent to inactivate froe, reactive fimctianal groups on
the activated protein/polypeptide carrier, thereby preserving the functionality of the carrier
[0011] Inone embodiment, the protein/polypeptide carrier is sslected from the group
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, infinanza hemagglutinin, PAN-DR binding peptide
(PADRE polypeptide), malaria circunsparozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen
(BB, Agi9.an, Heat Shock Protein (HSP) 65, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), cholera toxin,
cholera toxin mutants with rednced toxioity, diphtheria toxin, CRMjyy protein that is cross-
reactive with diphtheria toxin, recombinant Streptococcal CSa peptidase, Streptococcus
Dyogenes ORF1224, Strepiococcus pyogenss ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF 2452,
Chlamydia pneumanias ORF T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, Totarms toxoid, HIV
gp120 T1, microbial surfice components recognizing adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS), growth fictor / hormons, cytokines end chemokines.

[0012] In another embodiment, the protein/polypeptids carriar contains & T-cell epitope.
[0013] In yet another embodiment, the protein/polypeptide carrier is a basterial toxcid such
a8 a tetanms toxoid, cholera toxin or cholera toxin nmtant as deacribed above. In a prefemred
embodiment, the protein/polypeptide carrier is CRMg;. .

[0014] In still yot another embodiment, the protein/polypeptide carmier may be an influenza
hemagglutinin, a PADRE polypeptide, a malaria CS protein, a Hepatitis B surfhce entigen

(HSBAg)9.2s), & heat shock protein 65 (HSP 65), or 8 polypeptide from Mycobacterium
tuberculosis (BCG). .

[0015] In a profivred embodiment, the protein/polypeptide carrier is selocted from
WMWHMWWORFIMWW
ORF1664 or Strspiococcus pyogenes ORF2452, Chlamydia pneumoniae ORF T367, end
Chlamydia pneumoniae ORF T858, i

[0016] In cne embodiment, protein/polypeptide carrier is a growth factor or hormans,
which stinmistes or enhances immuns response and is selected from the group consisting of
IL-1, IL-2, y-interferon, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-18, and RANTES.
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[0017] In one embodiment, the poptide immunogen is selected from a bacterial protein, a
viral protein, and & enkeryotic protein.

[0018) In enother embodiment, the peptide immunogen is derived from a bacterial protein
antigan from Streptococcus pneumonias, Staphylococcus auress, Staphlylococcus
epidermidis, Nelsseria meningitidis, Neisseria gonorrkeas, Haemophilus influenzae,
Eshsrichia coli, Klsbsislla enterobacter, Listeria monocylogenes, Vibrio choleras,

typhtmurium, Borrelia burgdorfert, Skigella fizxneri, Shigeila boydti, Shigella dysentriae,
Alloiococeus otitidis end Group B streptococai.

[0019] In encther embodiment, the peptide immmmnogen is derived from a protein antigen
ﬁmnmdmﬂﬂmhmmmdhmmmmdcﬁmmymm
hepatitia B virus (BBV).

[0020] In yet another embodimant, the peptide inmmmogen is decived from a protein
antigen from a fungus selected from a Candids species, a Cryptocoocus specics, a

c -I- .I - lml I ] ﬂmﬂ -n »

[o021] hmwmmwhmm.mmﬁ
fram & parasite selected fram a Plasmodium, s Trypanosome, a Schistosame, and a
Leishmania,

[0022] In another embodiment, the peptide immmmogen is dexived from a protein antigen
from a eukaryots. In & prefisred ambodiment, the enkaryote is a human

[0023] In yet another prafirred embodiment, the peptide immunogen from the human is
dmvedﬁomumallgnmthmm Innmmpryfm'edunbodimmi.ﬂmpepﬁdemsmis
ﬁmammﬁgmﬁmamﬂﬂchthuMandl
prostate carcinoma. In another prefirred embodiment, the peptide entigen is derived from the
tumer entigen, carcinoembryonic antigan (CEA).

[0024] In ono aspect, the invention provides a peptide imnumogen comprising AS peptide

. or fragments of AB or analogs thereof eliciting an immunogenio response agrinst certain
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hetarologous peptides. In some immmmogenic peptides, an AP fragment is linked to 8 carrier
‘to fiorm en immumogenic heterologous peptide, and then this heterologous poptids is nked to
neuﬁ:nﬁngnmﬁodofﬁémimmﬁmtnﬁpnleonjum
[0025] In enother aspect of the inventian, the peptide immmogen is  polypeptide
comprising sn N-{erminal segment of at least residues 1-5 of AB, the first residus of AP being
the N-texminal residue of tho polypeptide, wherein the polypoptids is freo of 8 C-tarminal
segment of AP, In yet another aspect of the inyention, the peptide immmogen is a
polypoptide comprising an N-terminal sogment of AP, the segment beginning at residue 1-3
of AP and ending at regidnes 7-11 of AB. In some aspects of the invention, the peptide
immnyniumnguﬂﬂnthﬂmuminmmﬁuﬁomuphﬂmNﬂinﬂmmt
of AP, the segment beginning st residue 1-3 of AP and ending at residues 7-11 of AP without
indocing an immmmogenic responso against an epitope within residucs 12-43 of AR43. In
another aspect of the invention, the peptido immmnogen is 8 heterologous polypeptido
comprising a segment of A linked to 2 heterologous amino acid sequence that induces &
helper T-cell rosponse agaist the heterologous amino acid sequence and thereby a B-cell
response against the N-tenminal segment.
[0026] In same peptide immmnogens, the N-termins] segment of AP is linked at its C-
terminua to a heterologous polypeptide. In some peptide immunogens, the N-terminal
segment of AP is linked at its N-termioms to a heterologous polypeptide. In soms peptide
immunogens, the N-terminal segment of AP is linked at ite N and C termini to first and
second heterologous polypeptides. In some poptide immunogens, the N-terminal segment of
AP is Iinked st its N terminus to a heterologous polypeptide, and at its C-termiims to at least
ane additional copy of the N-terminal segment. In some peptide imnmnogens, the
polypeptide comprises from N-terminma to C-termitms, the N-tarminal segment of AB, a
plurality of additicnal copies of the N-terminal sogment, and the heterologous amino acid
@ '
[0027] In soms of the sbove peptide imnrunogens, the polypeptide further comprises at
least ane additional copy of the N-tarminal segment. Jn some of the above peptide
immunogens, the fragment is free of at loast the 5 C-termine] smino anids in AP43.
{0028] Insome aspects of the above peptide immmogens, the fragment comprises up to 10
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[0029] In ancther aspect, the invention provides a peptide immumogen comprising Af
peptide or fragments of AP or analogs thereof eliciting en imomnogenic response against
certain epitopes within AS msy be in a confignration referred to a8 a nuuliiple antigenic
peptide (MAP) configuration.

{0030] a somo of the above aspects of the invention, the peptide immunogen from the N-
terminal half of AS. In somo aspeots of the invention, the peptide immmnogmn is an AS
fragment salocted from the group consisting of Af1-3, 14, 1-5, 16, 17, 1-10, 1-11, 1-12, 1-
16, 3-6, and 3-7. Tn some of the above aspecis of the invention, the peptide immmnogen is
ﬁmminmﬂresimofm.hmqwtlofhm vention, the peptide immunogen is
an AB fragment selected fram the group conaisting of AB13-28, 15-24, 17-28, and 25-35. Tn
soms of the above aspects of the invention, the peptide immmmogen from the C-torminal end
of AS. In some aspects of the invention, the peptide immmogen is an AS fregment selocted
from the group consisting of AB33-42, 35-40, and 35-42. In soms especis of the invention,
the peptids immunogen is an AS fragment selected from the group consisting of AS1-3, 14,
13, 1-6, 17, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 17-28, 25-35, 3342, 35-40,
and 35-42. In soms aspecis of the invention, the peptide immnnogen is an A fragment
selocted from the group consisting of AS1-5, AB1-7, AB1-9, and AB1-12. Tn some nspects of
the invention, the peptide immmnogen is an AS fragment selooted from the group consisting
of AB1-5-L, AB1-7-L, AB1-9-L, avd AS1-12-L, whero L is a linker, Tn some aspects of the
invention, the peptide immmogen is an A fragment selected from the group consisting of
AB1-5-L-C, AB1-7-L-C, AB1-9-L-C, and AB1-12-L-C, where C is a cysteine amino acid
residus.

[0031] In some aspects of the invention, the peptide immmmogen is en AS fragment seleciod
from the group consisting of AS16-22, AS16-23, AS17-23, AS17-24, AB18-24, and AS18-25.
Tn some aspects of the invention, the peptids immunogen is an AS fragment seloctod from the
group consisting of A816-22-C, AB16-23-C, AB17-23-C, Afi17-24-C, AS18-24-C, and AS18-
25-C, where C is & cysteine amino acid residus. Jo other aspects of the invention, the peptide
immumogen is an AS fragment selectod from the group cansisting of C-AS16-22, C-A§16-23,
C-AB17-23, C-AS17-24, C-AB18-24, and C-AS18-25, where C is a cysteine amino acid
residne.

[0032] In some of the above peptide immmumogens, the heterologous polypeptide is selectod
from the group consisting of peptides having a T-cell epitope, a B-call epitope and
hinstions thereof ;
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[0033] .In one embodiment, the functional group of one or more amino ecid molecules of
the protein/polypeptide carxier or of the optionally aitachod polypeptide linker is derivatized
uming a cross-linking reagent. In another embodiment, the derivatizing reagent is a zero-
length cross-linking reagent. In another embodiment, the derivetizing reagent is a
homobifunctional cross-linking reagent. In yet another embodiment, the derivetizing reagent
is & hetarobifunctional cross-linking reagent.

[0034) In a prefixred embodimant, the heterobifimctional reagent is a reagent that reacts
with a primary or a ¢-amine finctional gronp of ane or more amino scid molecalos of the
protein/polypeptide camiar and a pendant thiol group of one or mare amino acid molecules of
the peptido immmogen. In ane embodiment, the heterobifunctional reagent is N-seccinimidyl
bromoacetate.

[0035] In mmother embodiment, the primary or e-smine finctional group is lysine. In yet
another embodiment, the derivatization of the primary ar é-amine fimctional group of the
lyxine of the protein/polypeptide carrier with N-succinimidyl bromoacetats results in the
bromoacetylation of the primary or e-amine residues on lysins molecules on the
protein/polypeptide carrier. In a maore preferred embodiment, the pendant thiol group isa
the peptide immunogen, at the carboxy-terminus of the peptide immunogen or intemally in
[0036] In enother embodiment, the pendent thiol group is generated by a thiolating reagent
such as N-acetyl homocysteinethio lactons, Traut's reagent (2-iminothilane) SATA (N-
Succinimidyl S-acetylthioacetate), SMPT (4-Succinimidyloxycarbonyl-methyl2-pyridyldithio
toluens), Sulfo LC SPDP (Sulfb Succinimidyl pyridyl dithio propionemido haxanoate), SPDP
(Succinimidyl pyridyl dithio propionate). In a prefisred eenbodiment, the capping reagent
that is used to inactivate freo reactive, fanctional groups on the activated protein/polypeptide
carrier is salooted from the reagent group consisting of oysteamine, N-acotyloysteaming, and
cthanolamine. .

.[0037] In e partionlarly prefirred embodiment, the capping resgant that is used to Inactivats

free reactive functional groups on the activatad protein/polypeptide carrier is selected from
and srmonia,
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[0038] In ane embodimsnt, the reactive group of the amino acid residus of the peptide
imnumogen is a free mlfhydryl group.

[0039) In enother embodiment, one or more of the finclional groups are on & knker, which
is optionally attached to the protein/polypeptide camier. In & prefeered embodiment, the
Jinker is & poptide inker. Fn @ more prefirred embodiment, the peptids inker is polylysine,
[0040] Tn enofher embodimeat, the nveation is dirested to a scoond method for canjugating
2 peptide immunogen of & protein/polypeptido with & protein/polypeptide carrier having the
stracture: .

wherein,

[0041] - C is a protein/polypeptide carrier and X is a derivatizable functional group of an
nninoaddrddnemﬁmmutdnipolypopﬁdowﬂuuropﬁmnnyofmmindaddm.dﬂw
of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide camier, and wherein m is an
integer greater than 0, but less then or equal to 85, the method compriaing the steps of

(v) dexivatizing ans or more of the functional groups of the protein/polypeptide carrier or of
the optiomally attached linker molecule to genarate a dexivatized molecule with reactive sites;
(b) reacting the derivatized protain/polypeptide carrier of step (a) with a reactive group of an
amino acid residne of the peptide immunogen to form v covalently coupled peptide -
immmmogen-protein/polypoptids carrinr conjugates and (c) furfher reacting the said conjogate
with a capping reageat to insctive the free reactive fanctional groups on the activated
prolein/polypeptide carrier, such that the capped groups are not free to react with other
molecules, including proteins/polypeptides thereby preserving the finctionality of the carrier,
such that it rotuins its ability to elicit the desired immmme responses against the peptide
immumogen that would otherwise not ocour without & canier so es to generate a capped
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wherein,

[0042] C is the protein/polypeptide carrier and X*is a derivatized functional group of an
amino acid residue of the protein/polypeptide carrior or optionally of an amino acid residue of
& peptide linker covalantly attached to the protein/polypeptide carrier, and, wherein,

[0043] P is the peptide immunogen moleculs covalently aitached to the derivatized
fimctional group on the amino acid residne on the protein carrier or optionally on &n amino
acid residus on & poptide linker covalenily attached to & protein/polypeptide carrier, Ris &
cepping molecule covalenily attached to the derivatized finctional group on an amino acid
residne an the protein/polypeptide carrier or optionally an an aming acid residue on & peptide
linker covalently attached to a protein/polypoptide canrier, n is an integer greater than 0, but
loas than or equal to 85, and p is an intoger greater than 0, but lees than 85.

[0044] The detniled embodiments for the first method described above are also applicable
to the conjugates just described prepared by the second method.

[0045] In one ambodiment, the ivention s directed to peptide immumogen-
puhnlpolypqhdemmnmwhmhmmlpolypcpudomhuﬂm
foxmmia:

wherein,

[0046] Cis a protein/polypeptide carrier and X is & derivatizahlp fimotionsl gronp of an
amino acid reaidue on the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid residue
of & peptide linker covalently sttached to the protein/polypeptide carrier, and, wherein, m is
m integer greater tham 0, but loas than ar equal to 85, snd wherein the capped peptide
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(X——P),

(xﬂ—R)p

wherein,
[0047) C is the protein/polypeptide carrier and-X* is a.derivatized fanctional group of an
amino acid reaidue of the protein/polypeptide carrier or opticnally of an amino acid residus of
a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and, wherein, P is the
peptide immmunogen molecule covalently atiached to the derivatized fonctional group of the
amino acid residus of the protein carrier or optionally of an emino acid residus of a poptide
linker covalently attached to & protein/polypeptide carrier, R is a capping molecule covalently
sitached to the derivatized finotianal group of an amino acid residus of the
protein/polypeptids carrier or optionally of an amino ecid residue of a peptide linker
covalently atteched to a protein/polypeptids carrier, thereby preserving the fimetionality of
the carrier, such that it reteins its sbility to elicit the desired immune responses against the
peptids immumogen that would otherwise not occur without a carier., n is an integer greater
than 0, but less than or oqual to 85, end p is an integer groater than 0, but leas than 85.
[0048] The detailed embodiments fir the first and second methods described above are also
Jicable to the conjugates just desccibed
[0049] In another embodiment, the inivention is directod to peptide immmunogen-
protein/polypeptide carrier conjugates generated according to the second method of the
invention and having the frmnia:

(X——P),

dm
whareis,

[0050] C is the protein/polypeptids carrier and X%is a derivatized fimoctionsl group of an
amino ecid residue of the protein/polypeptide carrier or optianally of an aming acid residne of
a peptide linker covalently atinchad to the proteifvpolypeptide carrier, and, wherein, P is the -
pq:ﬁ{lohmmgmmlwnlewvdmﬂyaﬂuhedtothndﬁvﬁndfmnﬁmﬂmofﬂm
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amino acid residue of the protein carrier or optionally of an amino acid residne of a peptide
linker covalently attached to a protein/polypeptide carrier, R is & capping moleculs covalently

' sttached to the derivatized functional group of en smino acid residus of the

protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid residus of a peptide linker
covalently atiached to & protein/polypeptide carrier thareby preserving the functionality of the
carrier, such that it retains its ability to elicit the desired immune regponses against the
peptide irmnunngen that would otherwise not occur without a carrier., n is an integer groater
than 0, but less than or eqoal to 85, and p is an integer greater than 0, but jess than 85.
[0051] The detriled embodiments for the second method described above are also
applicable to the conjugntes generated by the second method, as just descxibed.

[0052] In anofher embodiment, the invention is directed to imrmmoganic compositions
comprising a conjugate of a peptide immunogen with a protein/polypeptide camrier penerated
byhmdmu&ndofmmmgﬁ:Wﬁmmmw
acceptable excipients, diluents, and adjuvants.

[0053] The detailed embodiments for the second method and the conjugates generated -
conjugates as just deecribed.

[0054] In anothier embodiment, the invention is‘directed to a method for inducing en
immune response in & memmalian subject, which cdmprises administering an effsctive
amount of an inmunogesic composition of the present invention to the subject.
ﬂmeumuglt-ofﬂmmm“dnlpphubhtoﬂnmbwoﬂnmvm
directed to the method of use of these immunngenic compositions.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
{0056] Fignrel: Flow chart depicting the process chemistry used for conjugation of AS
peptido fingmants to protein/polypeptide carrier CRMg; to form the AB/CRM;s7 conjugate.
[0057] Figare2: Flow chart depicting scid hydrolysis chemistry used for quantitative
mdmmmwm“m&
hmdmwdmmmmmmmmﬂm
AP/CRM,;yg; conjugate.
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[00S8] Figuro3: ‘This figure dopicts the pH dependence of the A peptide/CRM
- anti i _
[0059] PFigore4: This figure depicts the dependence of AS-poptide/CRM caonjugation on
peptide: CRM rutio. '
[0060) PFigure5: Verifioation of capping process for AS1-7/CRM conjugation. The pH
of the reaction was 9.15. Reaction time with peptide was 16 hrs, capping with N-
acetylcysteamins was 8 hrs. '

[0061] Figure6: Conjngation and capping with varions peptide: CRM ratios with
peptide. The pH of the reaction wes 9.0. Reaction time with peptide was 16 hrs, capping
with N-acetylcystenmine was 8 hrs.

[0062] Figmre7: Day 36 titers of primate sera following imnnumnization of primates with
Ap peptide conjugates with various adjuvants.

[0063] Figme8: Day 64 titers of primate sara following immumization of primates with
Aﬂ-peptideemjugstuwithvmimuﬁm

[0064] Figure9: Primate titers by day end treatment group. Primates were immunizad

with AS 1-7 or Al 1-5 CRM,¢; canjugstes with alnm or 529 as adjuvants and titers of enti-AS
antibodies were messured at day 29, 36, 57 and 54.

[0065] Figare 10: Peptido-protein conjugates were characterized naing SDS-PAGE

"Westarn blot analysis with a tris-tricine procast gel. The lancs are: marker (lans 1); 1-28375

24/01 (lane 2); L-28375 24/02 (lans 3); L-28375 24/03 (lane 4); L-28375 24/04 (lane 5); L-
28375 24/05 (lano 6); L-28375 24/06 (lano 7) L-28375 24/07 (tane 8); L-28375 24/08 (lane
9); 128375 24/09 (Mock) (lane 10); end, BrAcCRMe7 (lano 11), _

Bl]:)Q Sequence Description

NO:
1 |DARFR-C : . _ . AB1SC
2 |DARFRED-C ' ' A811C
3. |DARFREDSG-C A81-9-C
4 |DAEFREDSGYEV-C AB1-12-C
5 | DAEFR-GAGA-C _ AB1-5-1-C
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SEQ Sequence Description
No:
6 | DAEFRHD-GAGA-C AP1-7LC
7 | DAEFRHDSG-GAGA-C A81.9L-C
8 | DABFRHDSGYEV-GAGA-C AS1-12.L-C
9 | VEYGSDHRFEAD-C o Af121C
10 [GAGA ' L Linker poptide
11 | PKYVEQNTLXLAT Influenza Henaggiutinin: HAsgry19
12 | AEXVAAWTLEAAA PAN-DR Peptide (PADRE peptide)
13 | EKEIAKMEKASSVFNV Malaria CS: T3 epitope
14 | FELLTRILII Hepatitis B surface antigen:
: HB,Agio.2
15 { DQSIGDLIARAMDKVGNEG Hest Shock Protein 65: hep65;53.1n
16 | QVHFQPLPPAVVKL . Becillus Calmette-Guarin (BCG)
17 | QYIKANSEFIGITEL Tetama toxoid: TTro.aes
18 | FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE Tetarms toxaid: TTse.00
19 | KQINMWQEVGKAMY EIV gp120 T1
20 | DAEFRHD-QYIKANSKFIGITRL-C- APB1.2/TT30.84/C/TT 0700/ A7
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-
DAEFRHD
21 - nmmsemmnqnmmvem ABra
22 | DAEFREDQYIKANSKFIGITEL AND0349: Ap, T Toosu
(used in a MAP4 configaration)
23 | DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLR ANDOS50: ABy.o/TToer00
. (used in a MAP4 configuration)
24 | DAEFRHD- VPR AN90542: ABy2/TTesoau + TTsq.
VSASHLE (Mhlmw
25 | RFRHDSG-QYIKANSKFIGITEL ANDO576: AByo/TTrs0.0u
(used in @ MAPA4 confignretion)
26 | AKXVAAWTLEAAA-DAEFRHED AN90562: Ap1./PADRE

Prtant provicied by Sughrue MWios, PLLC - hitp:Feww.saghrus.com
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SEQ Sequence Description
D
NO:
27 | DARFRED-DAEFRHDD- ANDOS43: A1y x 3/PADRE
AEFRHDAKXVAAWTLEAAA
28 | AKXVAAWTLEAAA-DAEFRHD- PADRR/APy.7x 3
DAEFRED-DAEFRED
29 | DARFRHD-AKXVAAWTLKAAA ABy2x 3/PADRE
30 | DAEBFRED-ISQAVHAAHAEINEAGR AB, v/albumin fragment
31 | FREDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR APy 1o/ albumin fragment
32 | EFRHDSG-ISQAVHAAHARINEAGR APy o/ albumin ftagment
33 |PKYVEQNTLXLAT-DAEFRHD- HAsra19/APr7 x 3
DAEFRED-DAEFRED
34 | DAEFRHD-PKYVEKQNTLELAT- APr/HAsr 319/AB1.2
| DARFRED
38 DAEFRBD—DAEFR%ID—DAEFRHD— AByqx 3/ HAsgr31
PKYVEQNTLEKLA
36 DAEFRHD—DAEFRTHD- AB1.7x 2 HAxyr a1
PEYVEQNTLKLA
37 | DARFRHD-PEYVKQNTLEKLAT- APy.o/FAser.s19/Malaria CS/
EKKIAKMERASSVFNV- TTes0 s/ TToer06/AB1y
QYIKANSKFIGITEL-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-
DAEFRHD .
38 | DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD- AP12 X VT T aw/C/TTorsq
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
39 | DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C- .
VPE AP13/TTe3080/C/TTorr067
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SII;! Sequence Description
NO:
40 | GADDVVDSSKSFYMENFSSYHGTEKPGY CRMBs
DDWEKEFY
STDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVV
EVIVPGLTEVLALKVDNAETIKKELGLS
LTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPF
AMYEYMAQACAGNRVR.
F RSVGSSLSCINLDWDVIRDKTETKIBSLK
EH
FHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN
YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAAL
SILPGIGSVMGIADGA VHHNTEEIVAQSI
ALSSLMVAQAIPLVGELVDIGFAAYNFV
ESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHRTQPFL
HDGYAVSWNTVEDSIIRTGFQGESGHDI
KITAENTPLPIAGVLLPTIPGKLDVNESE.
THISVNGREIRMRCRAIDGDVTPCRPKSP
VYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKTHSNEI
SSDSIGVLGYQKTVDHTKVNSKLSLFFEI
XS .
41 |ISQAVHAAHAEINBEAGR Albumin fragment
42 | DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSN Murine APy«
KGAIIGLMVGGVVIA
43 | VFFAEDVG-C ABnas-C
44 | LVFFAEDV-C ABirau-C
45 | KLVFFAED-C APenn-C
46 | C-VFFAEDVG C-APusas
47 | C-LVFFAEDV C-AB1ra4
48 | CKLVFFAED C-APieny
49 | VFFAEDV-C APrpu-C
50 | LVFRFAED-C AP C
51 |RKLVFFARC Apenn-C
52 | C-VFFAEDV c-Ap,._..'
53 | C-LVFFAED C-AB17.2
54 | CKLVEFAR C-ABisz

Patant provided by Soghwue Mion, PLLC - tteciwww.suph s com




S

WO 2005053940 PCT/US2004/042701

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0066] Tho present invention is directed to methods of genareting peptido imnmnogen-
carrier conjugates wherein the unrescted active functional groups on the carrier which are

.generated during ectivation are inactivated by using cspping reagenis such as N-

Asctylcysteamine in order to preveot them from reacting forther. “The present invention is
slso directed to capped cerrier-peptide inmmmogen conjugates generated by those methods
and to immumogenic compositions comprising said conjugates.

[0067] 'The approach of incroasing immunogenicity of small or poorly imnmmogenic
moleculns, such as saccharides, through comjugation has been utilized sucosssfully for
decades (sos, £.g., Goobel ef al. (1939) J. Exp. Mad. 69: 53), and ntany immmnogenic
compositions have boen described in which purified capsular polymers have been conjugatod
o carrier proteins to create more effective immumoganic compositions by explaiting this
"carrier effect”. For example, Schnoerson et al. (J. Exp. Med. 152: 361-376, 1980), describe
Hasmophilus influenzas b polysaccharide protein conjugstes that confer immumity to invasive
discasos cansed by that microorganiam. Conjugates of PRP (polyribosylrikitol phosphute, a
capsulsr plymsr of H. influenas b) have been shown to be mare affective than
jmmmnogenio compositions based on the polysaccharide alans (Chu ef al., (1983) Infoct.
Twumun. 40: 245; Sclmeorson ef al, (1984), Infect. Immun. 45; 582-591), Conjugation has also
Qmuhmbbypauﬁnmmﬁbodympmumﬂlyobmedininfnhwhm
immunizad with a fiee polyseccharide (Anderson et al. (1985) J. Pediair. 107: 346; Insel &
al. (1986) J. Exp. Med. 158: 254),

[0068] A further advantage of using as the protein caxrier a bacterial toxin or toxoid agsinst
which routine immunization of humans (e.g:, totanns or diphtheria) is & standand practice is
that a desired immunity to the toxin or toxoid is induoced along with imnmunity against the
[0069] Antiganio detenmniment/hapten-carrier conjugates aleo are being nsed to produce
highly specific monoclonal antibodies that can recognize discrete chemical epitopes on the
coupled hapten, The resulting monoclonals often are used to investigate the opitogic
structure and interactions between native proteins. In many oeses, the antigenic
determinants/haptens used to genemats thege monoclosials are emall peptide segments
representing crucial antigenic sites on the surfice of larger proteins. The critesia fora
sucocasfhl carrier to bo used in generating an antigenio determinant/hapten-carrier conjugate
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are the potenttial for immemogenjcity, the presence of suitable functional groups for
conjugation with an entigenic dotorminant/hapten, reasenable solubility properties oven afiar
derivatization and lack of toxicity i vive.

[0070] These criteria are met by the conjugates genarated by the methods of the instant
invention. The conjugates may be mxy stablo peptide immunogen-carrier conjugates

2 process of the instant invention wherein a protein/polypeptide carrier having the following
structure: '

is covalenfly ettached to a protein/polypeptide carrier,

wherain,

[0071] C is n protein/polypeptide carrier and X is a derivatizable fimctional group on an
amino acid residus on the protein/polypeptide carrier or optionally on en amino acid residuo
on a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, sud whersin m is an
integer greater than 0, but less than or equal to 85, is covalently aitached to & peptide
immumogen and wherein the peptide immundgan-protein/polypeptide carrier confugate has
the following formula, is representsd by the following formmla:

(x4—P),

PA—R),

wheruin,

.[0072] C is the protain/polypeptide cerrier and X*is a derivatized fimctional group on an

amino acid residue on the protein/polypeptide carrier ar optionally on an emino acid regidoe
on a peptide linker covelently attached to the protein/polypeptids carrier, P is a peptide
immmunogen covelently atiached to the derivatized functional group on the amino acid residue
an the protein/polypeptide carier or optionally on an amino acid reeidus on a peptids linker
covalenily attached to a protein/polypeptide carrier, R is a capping molecule covalently
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atinched to the derivatized finctional group on an emino acid residue on the
protein/polypeptide cerrier or optionally on an amino acid residne on a peptide linker
covalently attached to a protein/polypeptide carrier thareby preserving the functionality of the
caryier, such that it retains its ability to elicit the desired immmme responses against the
peptids immumogen that would otherwise not occur without s carrier., n is an integer greater
than 0, but less than or equel to 85, and p is an integer greater than 0, but less than 85.
[0073] Some peptide immunogens contain the appropriste epitope for inducing an imumme
response, but are too small to be immmmogenic. In this situation, the peptide immmuogens ere
linhdbuuihbleemiottohnlpeﬁnitmimmem;pm In the above schemstic
representution of the peptide immmogens-carrier conjugsie generated by a process of the
present invention, C is & protein/polypeptide carrier to which peptide immumogens are
conjugeted directly via derivatized functional groups on amino acid residues on the carrier
themsalves or indirectly via derivatized fiuctional groups on peptide linkers covalently
aitachied to the carriers. Suitablo protein/polypeptide carriers include, but are not limited to,
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, tetanns toxoid, or a toxoid from other pathogenic
becteria having reduced toxicity, including mutants, such as diphtheria, E. coli, cholera, or 2.
pylori, or su ettemuated toxin derivative. On such carrier is the CRMgy protein (SBEQ ID
NO.:40) that is cross-reactive with diphfheris toxin.
[0074] Other carriers incinde T-cell epitopes that bind to multiple MHC alleles, a.g., at
least 75% of ell bumsn MHC alleles. Such carriers are sometimes known in the axt as
“oniversal T-cell epitopes.” Exemplary carriers with universal T-cell epitopes include:

Influenza Hemaggiatinin: HAsgr.a19 PKYVEKQNTLKLAT

(SEQ. ID NO. 11)

PAN-DR Peptide (PADRE peptide) AKXVAAWTLEAAA
: (SEQ. ID NO. 12)

Malaria CS: T3 epitopo EEKIAKMEKASSVFNV
(SEQ. ID NO. 13)

Hepatitis B surface antigen: HB,Agieas  FELLTRILTI
' (SEQ. ID NO. 14)

Heat Shock Protein 65: hep65;5.111 QBIGDLIARAMDKVGNEG
(SEQ. ID NO. 15)

Pubunt provided by Seghus Miss, PLLG - Mt Nwww.sughus.com
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Bacillns Calmette-Guerin (BCG) QVHFQPLPPAVVKL
(SEQ. ID NO. 16)
Tetarms toxoid: TTso.su QYIKANSBKFIGITEL
(SBQ. ID NO. 17)
Tetarms toxoid: TTeer.00r NNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQ. ID NO. 18)
HIV gpl20 T1: KQINMWQEVGKAMY
(SEQ. IDNO. 19)
CRM;sy See the Brief Doscription of the
Sequences (SEQ ID NO.:40)
. ISQAVHAAHAEINEAGR.
Albumin fragment (SBQ ID NO: 41)

[0075] Other ontriers for stimulating or enhancing an immune response and to which &
peptide immunogen or a hapten can be comjugated inclnde cytokines such as IL-1, IL-1 o and
B peptides, IL-2, yINF, IL-10, GM-CSF, and chamokines, such as MIP 1 and P nd
RANTES. Immmogenio peptides can also be linked to proteina/peptide carriers that enhence
transport across tissuss, as described in O"Mahouy, WO 97/17163 and WO 97/17614, which
aro hereby incorparated by referonce in their entirety for all purposes.

[0076] Still further carriers incinde recombinant Streptococcal CSa peptidase,
Streptococcus pyogenes ORFs 1224, 1664 and 2452, Chlamydia pnewarionias ORFs T367
snd T858, growth factors, and hormones.

(0077] In ane prefirred embodiment of the present invention, the catrier protein is CRMgy,
8 nom-toxic mxtant of diphtheris toxin with one smino acid changs in its primary sequence.
The glycine present st the smino acid position 52 of the molecule is replaced with a glutamic
acid dus 1o 8 single mucleic acid codon change. Dus to this change, the protein lacks ADP-
ribosyl transfirase activity and becomes non-toxic. R has a molecular weight of 58,408 Do
CRMiy, is produced in large quantities by recombinant expressicn in accordsnse with U.S.
Patent 5,614,382, which is hareby incarporated by reference. Conjugations of saccharides ss
woll as peptides to CRM;s; are carried out by linking through the e-amino groups of lysine
residues. Jt has beon well established through several commercial products that CRM;sy is en
excellent and safe carrier for B-cell opitopes.
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ic Peptid
[0078] As usod herain, the term ” peptide immunogen® or “hapten ™ is eny protein or
subumit structore/fragment/malog desived therefrom tht can elicit, facilitets, or be indnced to
produce an imumume response on edministration to 8 mammal. In particulsr, the tem is used
fo refex to a polypeptide antiganic determinant from any source (bacteria, virus or eukaryote),
which may be coupled to s carrier using & method disclosed herein. Such polypeptide
imowmogen/antigenic determinants may be of viral, bacterial or eukaryotic cell origin.
[0079] Peptide immmmogens from & bacterial call include thoss desived from bactarial cell
surfhce or secreted proteins, which can be used in protein-based immunogenic compositions.
Exemplary bacterial strains incinde Streptococcur pneumonias, Stapkylococcus aureus,
Nelssaria meningitidis, Haemophilus influsemae, Klebeiclla spp., Pscudomonas spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., Allofococeus otiditls, and Group B streptococel,

[0080] Exemplary peptido imnmunogens from viruses include those derived from humen .
hepatitis C viras (HCV) and hepatitis B virus (HBY) to name a few.
[0081] Exemplary fingal peptide intmunogens inohude those derived from Candida
allicans, Cryptococeus neoformans, Coccidoides spp., Histoplasma spp., and Aspergillus
spp. Parasitic entigens include those derived from Plasmodiom spp., Trypanosoma spp-,
Schistosoma spp., Leishmsnis spp. and the like. .
[0082] Exemplary coksryotic peptide immonogans that can be conjugated to a carxier for
use as an imnmnotherapentic in the prevention, treatment, prophylaxis or amelioration of
various human discases inciude those associated with tamor cells, those desived from AP, &
poptide of 39-43 amino acids, preferably 42 amino acids, which is the principal component of
characteristic plaques of Alzhoimer’s diseese (AD) (see US 4,666,829; Glamer & Wong
(1984) Biocksm. Biophys. Ras. Commum. 120: 1131, Hardy (1984) TINS 20: 1131; Hardy
(1977) TINS 20: 154), thoso derived from amyloid peptides of mxylin, a polypeptide matesial
produced by pancreatic islet cells that hes been implicated in type II disbetes, poptides
derived from low density lipoprotein gene products, which have been implicated in
factors such as interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor a (TNF-a) eud GDF-8. Such
cukaryotic peptide immunogmns may include either T-cell (CTL) or B-call epitope.
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[0083] A "CTL epitops” is one darived from selected epitopic regions of potential target
antigens, such as tumor associated aptigens, including, but not limited to, renal cell
carcinoma, breast cancer, carcinoembryonic antigens, melanoma (MAGE) antigens, and
prostate cancer specific axtigans such as prostate specific membrene mntigen (PSMA) and
prostato stem cell aitigen (PSCA), hepetitis C antigens,

[0084] AP, slso known ss B-amyloid peptids, or A4 poptids (ses US 4,666,829; Glemer &
Wong, Biochem. Biophys. Res. Commun., 120, 1131 (1984)), is a peptide of 39-43 amino
acids, which is the principal component of characteristic plagues of Alzheimer's discass. AP
is generaied by processing of a larger protsin APP by two enxymes, termed B and y secreiases
(sec Hardy, TINS 20, 154 (1997)). Known mutstions in APP associated with Aloheimer's
disease occur proximate to the gite of B or y secretase, or within Ap. For example, position
717 is proximate to the site of y-secretase cleavege of APP in its processing to AB, and
positiona 670/671 are proximats to the site of f-sccretase cloavags. It is belioved that the
mutations canse AD by interacting with the cloavage reactions by which AP is formed 50 as
fo increase the amount of the 42/43 amino acid form of AP genarated. '

[0085] AB bas the unenal property that it can fix and activate both classical snd alternate
complement cascades. In particulsr, it binds to Clq and ultimately to C3bi. ‘This association
facilitates binding to macrophages leading to activation of B cells. In addition, C3bi breaks
down further and then binds to CR2 on B colls in a T coll dependent manner leading to a
10,000-fold increase in activation of these cells. This mechanism camses AP to generate an
imymune response in excess of that of other antigans.

[0086] AP has soveral natural oconring forms. The hnmian forms of AP are refierred to as
ApP39, AP40, Ap41, AP42 and AP43. The sequances of these peptides and their relationship
bhAPPmmﬂhﬁMbyﬁmlanndyatll TNSZO,ISS—ISB(IDQ‘I)
Furumph.mzhuﬂunqum

HaN-Asp-Ala-Gln-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glo-Val-His-
His-Gin-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Sar-Am-
Lys-Giy-Ala-Tio-Tlo-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-lla-
Als-OH (SBQ ID NO, 21).

] AMI.MMM”W&MMW&:MOIM&M&B& and Als-Tle-Val

respectively from the C-terminal end, Ap43 differs from AP42 by the presence of &
threonine reaidue at the C-tetminns,
Painet provided by Sepghnus Mo, PLLE - Mip:jewe ssghns tom
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[0087] Peptide immmumogens which are fragments of AP are edvantageous relative to the
intact molecale for use in the present methods for several reasons. First, bocanss only certain
epitopes within AP induce a useful immunoganic rosponse for treatment of Alzheimer's
disease, sn oqual dosage of mass of a fragment containing such epitopes provides a groater
molar concentration of the usefiil immmnogenic epitopes than a dosage of intact AB. Second,
MMWdMMmmmwmyhd
which AP derives. Third, peptide immunogens of A aro simpler to mamfactare then intact
AB due to their shorter size. Fourth, peptide imnumogens of AR do not sggregate in the sume
mmuwm.dmpﬁﬁhgmnﬁmof&qiuwmn

[0088] Some poptide immunogens of A have a sequence of et lesst 2, 3, 5, 6, 10, ar 20
contiguous amino acids from a nstural peptide. Some peptide immunogens have no more
than 10, 9, 8, 7, 5 or 3 contignous residnes from Af. In a prefiered embodiment, poptide
jmmmmogens from the N-tarminal half of AP aro used fix preparing conjugates. Preferred
peptido immmnogens inchude Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 3-7, 1-3, and 1-4. The designation
AP1-5 for example, indicates an N-terminal fragment inclnding residoes 1-5 of AB. AP
fragments boginning at tho N-terminns and ending at a reaidue within residues 7-11 of AP are
paxticularly prefirred. The fimgment AB1-12 can also be used but is less prefixved. In some
methods, the fragment is an N-tarminal fragment other than AP1-10, Other preferved
fragments inchude AP13-28, 15-24, 1-28, 25-35, 3540, 35-42 and other intamal fragments
and C-texmims fragments.

[0089] Some AS peptides of the invention are immmmnoganio peptides that on sdministration
to 8 human patient ar animal geoorate antthodies that specifically bind to one or mare
opitopes betwean residues 16 and 25 of Af. Preferred fagments include AB16-22, 16-23,
17-23, 17-24, 18-24, and 18-25. Antibodies specifically binding to epitopes botween rosidues
16 and 25 specifically bind to soluble AS without binding to plagues of AS. Thess types of
sntibody can epecifically bind to solublo Af in the circulstion of a patient or animal model

without specifically binding to plaques of AB deposits in the brin of the patient or model.

‘The specific binding of sntibodies to soluble AS inhibits the A8 from being incorporated into
plaques thus either inhibiting development of the plaques in a patient or inhibiting & forther
increase in the xizs or frequency of plaques if such plagues have already daveloped befbre

. treatment is adnyinistered
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[0090] Preferably, the frugment of AS adminigtered lacks sn epitope that would generate a
T-cell response to the fragment. Generally, T-call epitopes are greater than 10 contiguous
amino acids. Therefore, preferred fragmesrts of A are of size 5-10 or preferably 7-10
contignous amino acids or most preferably 7 contignons amino acids; Le., sufficient length to
generato an antibody response without genersting a T-cell response. Absence of T-cell
opitopes is prefexred becanse these epitopes are not needed for impmnogenic activity of
fragments, and may cause en undesired inflammatory response in a subset of pationts
(Anderson et al., (2002) J. Inmmunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) Lancet Newrol. 1, 3).

[0091] Fragment AS15-25 snd subfragments of 7-8 contignous amino acids thereof are
prefared becanse these peptides consistently generste a high immunogenic response to AS
peptide. These fragments includs AP16-22, AP16-23, AR16-24, AP17-23, AP17-24, Ap18-
24, and AB18-25. Particularly prefarred AF15-25 subfragments are 7 contignous smino acids
in lengfh. The designation AB15-21 for dxmmple, indicates a fiagment including rexidnes 15-
21 of AP and lacking other residues of AP. and prefersbly 7-10 contignons emmo acids,
Theee fragments can generate an mtibody responss that includes end-specific antibodies.
[0092] Peptide immunogens of ABs require screening for activity in clearing or proventing
lmylniddspodn(auwomsw,whichilhmpmltdhu_dninihmﬁruyforlﬂ
purposss). Administration of N-texminal fmgments of AP induces the production of
sntibodies that recognize AP deposits ix vivo and in vitro. Fragments lacking at Ieast one,
and sometimes at least 5 or 10 C-terminal amino acids preseat in naturally occurring forms of
AP aro wsed in some methods. For example, s fragment lacking 5 amino acids from the C-
terminat end of AB43 incindes the first 38 amino acids from the N-terminal end of AB.

[0093] Unless otherwise indicated, refirence to A$ includes the natural buman amino acid
sequencoes indicated above as well as analogs including allelic, species and induced variants.
Asalogs typically differ from naturally oocurring peptides et one, two ar & fow positions,
often by virtus of conservative substitutions. Analogs typically exhibit at least 80 ar 90%
soquence idmtity with natara! peptides. Some snalogs also incinde mmainral amino acids or
modifications of N- or C-terminal amino acids at ons, two, or a few positions. For example,
the patural agpertic acid residue at position 1 and/or 7 of AP can b replaced with iso-aspirtic
acid. .

[0094] Examples of uonatursl amine acids are D, alpha, alpha-disubstitated amino ecids,

r-mwm—-.m-m‘
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N,N,N-trimethyllysine, epailon-N-acetyllysine, O-phosphoserine, N-acotylsarine, N-
formyimethionine, 3-methyihistidine, S-hydroxytysine, omega-N-methylarginine, p-alanine,
homoserins, citrulline, and isosspartic acid. Immmnogenic peptides also inclnde analogs of
APS und fragmants thereof. Some therapeutic aganis of the invention are all-D peptides, e.g.,
allD ApB, all-D AP fragment, or analogs of all-D Af or all-D Af fiagment. Pragmenis and
mnalogs can be screened for prophylactic or therapentic efficacy in transgenic enimal models
in comperison with unireated ar placebo controls as described in WO 00/72880.

[0095] Peptide immmmogens also include longer polypeptides that include, for example, an
immunogenic of AP peptide, together with othex amino acids, For example, prefisred
immonogenic peptides include fusion proteing comprising & segment of AP linked to &
heterologous amino acid sequence that induces s helpar T-cell response agaimst the
heterologous amino acid sequence and therehy a B-cell response agrinst the AP segment.
Such polypeptides can be screened for prophylactio or therapeitic efficacy in enimal models
in comparison with untreated or placebo controls as described in WO 00/72880,

[0096] The AP peptide, analog, immmogenic fragment or other polypeptide can be
administered in disaggrogated or aggrogated form. Disaggregated A or fragments thereof
meang moenomeric peptide units. Disaggregated Af or fragments thareof are generally
soluble, end ere capable of self-aggregating to form soluble oligomers, protofibrils and
ADDLs, Oligomers of AS and fragments thereof are usually soluble and exist predominantly
as alpba-helices or randam coils. Aggrogated A or fragments thereof means oligomers of
AB or fragments thereof that have associste ino insoluble beta-sheet assemblics, Aggrogated
AB or fragments thereof also means fibsillar polymers. Fibrils aro usnally insoluble. Some

antibodies bind either soluble A or fragments thereof or aggrogated A or fragments thereof,

Some entibodies bind both soluble A or fragments thereof end aggregated Af or fragments
thereof. '

[0097] Immunogenic peptides also inclnde multimers of monomeric mmunogenic
peptides. Immunogenic peptides other then AP peptides should indnce an immmmogenic
response against cne or more of the preferyed fragments of AP listed above (e.g., AB1-3, 1-7,
1-10, and 3-7).

[0098] Inmumopenic peptides of the present invention are linked to a carrier nsing a
method of the present invention to form a canjugate. The immunogenic peptids can be Linked
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at its amino terminms, its carboxyl termirms, ar both to a carzier to form a conjugate.
Optionally, multiple repeats of the immunogenic peptids can be present in the conjugate.
[0099] An N-terminal fragment of AP can be linked at its C-terminus to a carrier peptide to
form a conjugate. In such conjugstes, the N-texminal residus of the fragment of AP
oonstitrtes the N-tarminal residus of the conjugate. Accordingty, such canjugates are
effective in inducing antibodies that bind to an'epitope that requires the N-terminal residus of
AB to be in free form. Some immunogenic peptides of the invention comprise a plurality of
repoats of an N-torminal segment of AB lirked &t tho C-termirms fo one ar more copy of &
carrier poptide to form a conjugate, The N-terminal fragment of AP incorparated into such
conjugabos sometimes bogins ut AP1-3 and ends at AR7-11. AP1-7, 1-3, 14, 1-5, and 3-7 aro
prefixred N-terminal fragment of AP. Some conjugates comprise different N-terminal
sogments of AP in tandem. For example, a conjugate can comprise Ap1-7 followed by Ap1-
3 linked to a carrier.

[0100] In somo conjugstes, an N-terminal segment of AP is linked at jts N-terminal end to
a carrier peptide. The sanie variety of N-terminal segments of AP ¢can be used as with C-
terminal linkage. Somo conjugates comprise s camricr peptide linked to the N-terminus of an
N-terminal segment of AP, which is in torn Finked to one or more additional N-terminal
segments of AP in tandam. Pmﬁnbly wchmmomABﬁagnmh,mmnphdm
mwﬂm,mﬁemmmcmﬁduwﬁnﬂywmthom
fragment without being directed to othery fragments of AP.

[0101] Immmnogenic poptides of the invention include imrumogenic heterologous
peptidos. In some immmuogenio peptides, an A fragment is linked to 8 carrier to form an
immmoganic heterologous peptide. This heterologons poptide is linked to & carrier using s
method of the present invention to form a conjugate. Soms of thess immunogenic
heterologous peptides comprise fragments of AP linked to tetenus toxoid epitopes such as
desczibed in US 5,196,512, EP 378,881 and EP 427,347. Optionally, an immumnogenic
poptide can be linked to one or multiple copies of a cerrier, for exampls, at both the N and C
tecmini of the carrier to form an immmnogenic heterologous peptide, Other of theso
immunogenic heterologons peptides comprise fragments of AP linked to carrier peptides
described in US 5,736,142. For example, en immunogenic heterologous peptide can
comprise AP1-7 followed by AB1-3 followed by & carrier. Exemples of mch immmmogemic
hsterologous peptides inclode:

H-mwl-u---;m-m-—----
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AP 1-7/Tetarms toxoid 830-844 + 947-967 in a Encar configurution

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKYSASHLE
(SEQ ID NO.:24)

[0102) Peptides described in US 5,736,142 (all in linear configarations):
PADRE/AB 1-7: _
AEKXVAAWTLRAAA-DAEFRED (SEQID NO.:26)

AP1-7x IFPADRE: .
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-AKXVAAWTLEAAA (SEQ ID NO.27)

PADRE/AP1-7x3:
AKXVAAWTLEKAAA-DAEFRED-DAEFRHD-DARFRHD (SEQ ID NO.:28)

APB1-7/PADRE:
DARFRED-AKXVAAWTLEAAA (SEQ ID NO.29)

AP1-7/albumin fragment:
DABFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.:30)

Ap4-10/albumin fragment:
FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.:31)

AP3-9/albumin fragment: _
EPRHDSG-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.:32)

HAanr319/AP17 X 3:
PKYVRQNTLEKLAT-DAEFRED-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO.:33)

AP17/HAx319/AB17:
DAERFRHD-PKYVEQNTLRLAT-DARFRHD (SEQ ID NO.:34)

AProx 3 HAxp 319
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-PKY VEQNTLKLAT (SEQ ID NO.:35)

ApP1x 2/HA01-319:
DAEFRHD-DAEFRHD-PKY VEQNTLELAT (SEQ ID NO.:36)

AB1.VHAsor319/Malaria CS/TTso.000 TTs006/AP12
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DAEFRHD-PKYVEKQNTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-QYIKANSKFIGITEL-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (SEQ ID NO.:37)

AP17x 3/ TTrosw/C/TToer0ar
DM—DAMDAMQMW
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO.:38)

- AP/ TTyw/C/TTorrom
DWMW
(SEQ ID NO.:39)

AP1#/TTa0-80/C/TTosr067 A1y

DAEFRED-QYIKANSKFIGITEL-C-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRED
(SBQ ID NO.:20)

[0103] Soms immmogsnic heterologous peptides comprise a multimer of immmogenic
peptides represented by the formmla 2, in which x is en integer fram 1-5. Prefersbly x ia 1, 2
or 3, with 2 being most preferred. ' When x is two, such & multimer has four immuonogenic
peptides linked in a prefierred configuration referred to as MAP4 (ses US 5,229,490). Such
immmnogenic peptides are then linked to a carrier nsing 8 method of the present invention to
form a conjugate.
[0104] Tho MAP4 configuration is shown below, where branched structures are produced
by initiating peptide synthesis at both the N-texminal and side chain amines of lysine.
Depending upon the mnmber of times Iysine is incorporated into the ssquence and allowed to
branch, the resnlting stracture will present multiplo N-termini. In this example, four identical
N-termini have been produced on the branched lysine-containing care. Sunhmllhp]mty
greatly anhanoes the responsivencss of cognate B cells,

[0105] Examples of such immmnogenic heterologous peptides include:
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AP 1-7/Totarus toxnid §30-844 in a MAP4 configuration:

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO.:22)
Ml-?ﬂmmdﬂ?%?m:MAmmﬂm

DAEFRHD-FNNFTVSFWLRVPEVSASHLE (SEQ ID NO.:23)
AP 3-9/Tetaxus toxaid 830-844 in a MAP4 configomtion:

EFRHDSG-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO.:25)
DAEFRHD-QYIEANSKFIGITEL on a 2 branched resin

Poptids -
_ >Lyu—ely»0y-

Peptide
[0106] Tho AP peptide, analog, active fragment or other polypeptide can be administered in
associzted or multimeric form or in dissocisted form. Therapeutio agents also incinde
nmitimers of monomerioc immmogenic agents. Agenis other than AP peptides should indnce
a0 inmumogenic response against one or more of the preferred fragments of AP listed above
(0.8- 1-10, 1-7, 1-3, and 3-7), and can also be conjugated to a carrier using s method of the
present invention. Prefarably, such agents, ance conjugated o an sppropriste carrier, induce
an immmnogenic respoose that is specifically dirocted to ons of thess fragments without being
directod to other fragments of AB. To facilitate the conjugetion of an peptide immunogen
with a carrier, additional amino acids cen be added to the termini of the antigeric
deterruinants. The additional residues can also be used for modifying the physical or chemical
propetics of the peptide immunogan. Amino acids such as tyrosine, cysteine, lysins,
glnhnicmnmdﬁcuﬁd.uhhlgcmbeinmdwduﬂnc-qu-moﬂhwﬁdo
immnnopgen. Additionally, peptide Hnkers containing amitio acids such as glycine and alanine
can also bo infroduced. Tn addition, the antigenic determinants can differ from the natura]
sequence by being modified by terminal NH;-group acylstion, o.g., by slkenoyl (C1-C20) or
thiogtyvolyl aoetylation, terminal-carboxy armidation, e.g., ammonia, methylsmine, etc. In
some instances these modifications may provide sites fir linking to a support or other
moleculs.

[0107] The peptide immunogans used to genemte conjugates of the present invention using
& prooess disclosed herein can bo combined via linkage to form polymers (multimers), or can
beﬁmdddinncmpodﬁqnwﬂhomﬁnhp.umm ‘Where a peptide is linked
to an identical peptide, thereby forming e homopolymer, a plurality of repeating epitopic
units aro prosented. For example, muttipio antigen peptide (MAP) technology is used to
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canstruct polymers containing both CTL and/or sntibody poptides snd peptides. When the
peptides differ, e.g., & cocktxil representing different viral subtypes, diffierent epitopes within
& subtype, different HLA restriction specificities, or peptides which contain T-helper
epitopes, hotaropolymers with ropoating units are provided. n addition to covalent linkages,
nonsovalent linkages cepable of forming infermoleculer and intrastructaral bonds aro also
contemplated.

[0108] Such peptide immmumogens end their analogs aro synthesized by solid phase peptide
synihesis or recombinsnt expression, or are cbtained from natural sources. Antomatic
peptide synthesizers are commercially available from nomesous suppliers, sach ss Applied
Bioaystems, Foster City, California.

[0109) Recombinant expression can be in bacteria (such as £. coli), yeast, insect cells or
marmmatisn cells. Procedures for recombinant expression are described by Ssmbrook e¢ al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, NY, 2nd od., 1989).
Soms immunogenic peptides are also available commmarcially (e.g., American Peptides
Company, Inc., Sunnyvale, CA, and California Peptide Roscarch, Inc., Napa, CA).

[0110] Rendom Libraries of peptides or other compounds can also be screened for
suitability as a peptide immunogen. Combinatorial libraries can be produced for many types
of compounds that can be synthegized in a step-by-step fashion. Such compounds include
polypeptides, beta-turn mimetica, hormones, oligomeric N-substituted glycines, and
oligocarbamates and the like. Largs combinstorial libraries of the compounds can be
constructed by the encoded synthetic libraries (BSL) method described in WO 95/12608, WO
93/06121, WO 94/08051, WO 95/35503 and WO 95/30642 (each of which is incorpormted by
referance for sl purposes). Peptide Librarics can also be genersted by phage display mothods
(298, e.g., Deviin, WO 91/18980).

".,\ugir Han gnd Co NSRRI O BN IDNInd e FantMID 1o
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‘[0111] The site of attachment of a peptide innoumogen to & protein/polypeptide carrier, and

the nature of the cross-linking agent that is used fo attach a peptide imommogen to the carrier

are both important to the specificity of the resultant antibody generated sgainst it. For proper

recognition, the peptide immunogen mmst be coupled to the carrier with the appropriate

orientation. For an antibody to recognize subsequently the free peptide imnmmopens without

peptide immmmogens in an exposed and acccsaible form. Optimal crientstion is often

achieved by directing the croes-linking resction to specific sitos an the peptide immunogens.
Pulort provided by Sugiree Miom, PLLE - Mtxfwww.sughresses
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One way to achieve this with & peptide immunogen is by attaching a terminal cysteine residus
dring peptido synthesis. Thia provides & sulfhydryl group on ans end of the peptids for
conjugation to the cartier. Cross-linking through this group provides attachment of the
peptide immumogen only st one and, thereby ensnring consistent orientation.

[0112] Inpeptido immmonogen-caxier conjugation, the goal is not to maintuin the native
stats or stability of the carrier, but to present the hapten in the best possible way to the
immune system. Jn reaching this goal, the chaice of conjugation chemistry may control the
resultant titer, affinity, and specificity of the antibodies genersted against the hapten. Tt may
bo importsut in some cases to chooss a cross-linking agent containing a spacer s long
cnough to present the antigen in an unrestricted fashion. It also mey be important to control
the density of the peptide imnmmogen on the surface of the carrier. Too little peptide
fmmunogen substitntion may result in little or no response. A peptide immmmogen density
too high actually mey cause immmnological suppression and decrease the response. In

need to be taken into consideration in selecting not cnly the appropriste cross-linking
Immomogen.

[0113] A varicty of means of sttaching the protein/peptide carriers to the peptids
immumogens ere possible. lonic interactions are possible through the termini or through the
e-amino gronp of lysine. Hydrogen bonding between the side groups of the residucs and the
poptids immunogen are also possibls, Finally, confhrmation interactions between the
protein/peptide carriers and the immunogenic poptide may give riss to a stublo attachment. .
[0114] Peptide immunogens-catvier conjugates have boen successfully generated uxing
various cross-linking reagents soch as zero-langth, hamobifinctional or heterobifunctional
forming & bond containing no additional stoms. Thus, one stom of a molecule is spacer. In
many conjugation schames, the final complex is bound together by virtus of chemical
componends thet add foreign stroctures to the substancos being cross-linked. In some
applicationy, the presence of thess intervening linkers may be detrimentel to the intended use.
For instanca, in the preparation of peptide immunogen-carrier conjugates the complex is
formed with the intention of genersting an immmns regponss to the aitached hapten,
Occasionally, 8 portion of the antibodies produced by this response will have specificity for
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the cross-linking agent used in the conjugstion procedure. Zeyo-letgth cross-linking agents
climinste the potential for this type of cross-reactivity by mediating a direct linkage botween
two substances.

[0115] Homobifimctional reagents, which were the first cross-linking reagents used for
modification and conjugation of macromolecules, consisted of bireactive compounds
containing the same finctional group at both ends (Hartman and Wold, 1966). These
reagents could tie one protein to another by covalently reacting with the same common
groups on both molecules. Thus, the lysine e-amines or N-termine] emines of one protein
could be croas-Hinksd to the same functional growps on a second protein simply by mixing the
two together in the presence of the homobifuncticnal reagent. '

[0116] Heterobifunctional conjugation reagents contain two different reactive groups that
cmomq:lebtwocﬁﬂhmtfmnﬁmﬂhrgﬁmpmhimndoﬂummolwﬂu For
examplo, one part of & cross-linker may contuin an amine-reactive group, while another
partion may consist of 8 sulfhydryl-reactive group. Tho result is the ability to direct the
cross-linking reaction to selected parts of target molecules, thus gimering better control over
the conjugation process.

[0117] Hoeterobifimtional reagents are used to cross-link proteins and other molecnles in &
two-or three-atep process that limits the degree of polymerization often cbtained using
[0118] Meny methods are camrently available for coupling of peptide immunogens to
protein/polypeptide carriers using zero-length, homobifimotional or heterobiftmotional
crogslinkers. Most methods create amine, amide, arethane, isothiourea, or disulfide bonds,
or in some cases thioethars. The more general mothod of coupling proteins or peptides to
active groups at each end. The spacer molecules can have identical or differant active groups

at each end, mmmmmmmmm
are:

1. Aldehyde - amino — sccondary smine
2. Maleimido - sulfirycdryl —» thioether
3. Suooinimido -*mino —» amide
4. midste esters - emino —>- amide
5. Phenyl eides - smino —» pheny! amins
Putint provisiad by Sughres Wion, PLLC - hiipclwe sughrws.com
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6. Acyl balide - sulfirydryl —» thioether
7. PyridyldisuHfides - gulfirydryl —» disulfide
8. Isothioocysnate - amino —> isothionroa.

[0119] The reactivity of a given carrier protein, in terms of its ebility to be modified by a
cross-linking agent such that it can be conjugated to an peptide immunogen, is determined by
iis amino acid composition and the sequeance location of the individual amino acids in the
three dimensional structuro of the molocule, as well as by the sminc acid composition of the
[0120] In the case of linkers (“L") betwoen protein/peptide carriers and other peptides (e.g.,
a protein/peptide carriers and an peptide immmmogen), the spacars are typically sclocted from
Ala, Gly, or other neuntral spacers of nonpolar amino acids or neutral polar amino acids. In
certsin embodiments the noutral spacer is Ala. }t will be understood thet the optionally
prosent spacer need not be camprised of the same residucs and thus mey be a hotero- ar
homo-oligomer. Examplary spacers include homo-oligomers of Ala. 'When presant, the
spacer will usually be at loast ane or two residucs, more usoally three to gix residnes. In other
ambodiments the protein/palypeptide carrier is canjugated to en peptide immumogen,
prafersbly with the protein/poptide carrier positioned at the amino terminus. The peptide may
be joined by a noutral linker, such as Ala-Ala-Als or the like, snd prefersbly farther contain a
lipid residus such palmitic acid or the like which is attached to alpha and epsilon amino
gronps of a Lys residue ((PAM);Lys), which is sitached to the amino terminms of the peptide
conjugate, typically via Ser-Ser linkage or the like.

[0121] In some aspects of the invention, the peptide immunogen'is an AS fragment selected
from the group consisting of AS1-5-L, Af1-7-L, AB1-9-L, and AS1-12-1.. In some aspects of
the tnvention the linker is GAGA (SEQ ID NO:10). :

[0122] To fucilitate the conjugation of a peptide immumogen with a carrier, additional
amino acids can be added to the tecmini of the antiganic determinants. The additional
Tesidnes oan also be used fir modifying the physical or chemioal properties of the peptide
immumogen. Amino acids such as tyrosine, cysteine, lyzine, ghitamic or sspartic acid, or the
like, can be introduced at the C- or N- tarminus of the peptide immmnogen. Additionally,
peptide linkers containing amino acids such as glyoine and alsnine can also be introdnced. In
by terminal NHx-group acylation, «.g., by alkanoyl (C1-C20) or thioglycolyl acetylation,
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terminal-carboxy amidation, e.g., ammonia, methylamine, etc. In some instences these
modifications may provide sites for linking to & suppart or other moleculs.

[0123] In some aspocts of the invention, the peptide immmnogen is an AS fragment selected
fram the group consisting of Af1-5-C, AS1-7-C, AS1-5-C, and AB1-12-C, where Cisa
cysteine amino acid residue. In some aspeots of the invention, the peptide immimogen is an
AP fragment selected from the group consisting of AJ1-5-L-C, Af1-7-1L-C, Af1-9-L-C, and
Af1-12-1-C.

[0124]  The peptide immmunogen is linked to the protain/peptids carrier either directly or viz
a linker either at the amino or carboxy terminus of the peptide immmuogen. The amino
texminms of either the peptide immmnogen or the protein/peptide carrier may be acylated. In
addition, the peptide immmmnogen -protein/peptido cerrier conjugate may be linked to cartain
alkarryol (C1-Cag) lipids via ane or moge linking residues such as Gly, Gly-Gly, Ser, Ser-Ser
as described below. Other useful lipid moieties inciude cholagterol, fatty acids, and the like.
[0125] Peptide immmmogens can bo linked to a camrier by chemical crosslinking.
Techniques for linking an imrmnogen to a carrier include the formation of disulfide linkages
using N-succinimidyl-3-(2-pyridyl-thio) propicnate (SPDF) (Carlsson, J et al. (1978)
Biochem J, 173: 723,} end succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexsme-1-carboxyiate
(SMCC) (if the peptide lacks a sulfhydryl group, this cen be provided by addition of a
cysteins residus to the hapten). These reagents create a disulfide linknge betwoan themsclves
and peptide cysieine resides on one protein end an emide linkage through the e-amino on &
lysiné, or other froo amino group in other amino acids. A variety of such disnlfide/amide-
forming sgants are described in Zmnne, Rev. 62: 85 (1982). Other biftnotional coupling
agents firm 4 thioether rather than s disolfide tinkegs. The thicefher forming agents include
reactive ester of 6-malsimidocaproic acid, 2-bromoacetic acid, and 2-iodoacetio acid, 4-(N-
maleinvido-methyl) cyclohexane-1-carboxylio scid. Tho carboxyl groups can be activated by
mmq:mmnm«l-mw-mmmﬁmm

f0126] Most frequently, lysine regidues are fie most abundant amino acid residues foumd
on carrier proteins, and these residucs are modified nsing cross-tinking reagents to generste
neucleophilic sites that are then coupled to a hapten. Thia coupling is achieved via any of the
hydropbilic side chains on the hapten molecules that are chemically active. These include the
gnemidyl group of arginine, the (~carboxyl groups of glutamste end aspartic acid, the
sulthydryl group of cysteine, and the e-smine group of lysine, to name a few. Modification
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of proteins such that they can now be coupled to other moieties is achieved using crosslinking
reagenis, which react with any of the side chains on the protein carrier or hapten molecules.
[0127) Inone aspect of the present invention, the carriar protein with ar without a linker
molecule is fimotionalized (decivatized) with s reagent that introduces reactive sites into the
camrier protoin molecule that are amenablo to further modification to fntroduce maleophilic
groups. In one embodiment, the carrier is reacted with a haloacstylating reagent, which
preferentially reacts with & mmmber of fanctional groups on amino acid residues of proteins
such as the sulthydryl group of cysteine, the primary e-amine group of lysine residue, the a
terminal of a-amines, the thioether of methionine and bhoth imidezoyl side chain nitrogens of
histidine (Gurd, 1967). In a prefemred ambodiment, the primary e-amiine groups on lysine
residues of the carrier protein are derivatized with b N-hydroxysuocinimidyl bromoscetste to
generate a bromoacetylated carrier. Conjugation of peptide immmmogen and the activated
protein carrier was carried out by alowly adding the activated carrier to the solution
containing the peptide immumogen.

(0128] By using the process of this invention, the peptide immmmogens discussed in section
B, sbove, may be conjugated to any of the carriers discussed in section A, above. The
conjugnies resuliing from the process of this invention are wsed as immmmogens for the
generation of antibodics against AP for use in passive/active immmotherapy. Furthermare,
AP or en AP fragment linked to a carrier can bo administered to a laboratory animal in the
production of monoclonal sntibodies to AP.

[0129] In cne aspect of the invention, the conjugate is a conjugate selected from the group
consisting of A§1-7-CRMg7, (AB1-7 x 3)}-CRMg;, and (ABS1-7 x 5)-CRM. In one aspoct
of the invention, the conjugate is s conjugate selected from the group consisting of CRM y-
Af1-5, CRMpr-Af1-7, CRM157-AS1-9, and CRM97-AS1-12. In another aspect of the
CRM5;, AS1-7-C-CRM;s;, Aﬂl-9-C-CRMu1, mnd AfS1-12-C-CRM, g7, AS16-23-C-CRM;5,,
Af17-24-C-CRMysy, AS18-25-C-CRMg7, CRM1p7-C-AF16-23, CRM9r-C-AS17-24,
CRMsr-C-A818-25, AF16-22-C-CRMgy, AP17-23-C-CRM)s, AS18-24-C-CRM)g,,
CRM;9»-C-AB16-22, CRM;57-C-AB17-23, and CRM197-C-AS18-24, In yet another aspect of
the invention, the conjugate is a conjugate selected from the group consisting of salected
from the group consisting of A@1-5-L-C-CRMg;, AS1-7-1-C-CRM,g;, AB1-9-L-C-CRMs3,
and AB1-12-1L-C-CRM,y7.
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Copping
[0130] A disadvaniage to the use of coupling reagents, which introduce reactive sites into
the side cheins of reactive amino acid molecules on carriar and /or hapten molecules, is that
the reactive gites if not peatralized are free to react with any vowenrted molecule either in
vitro or in vivo. In the process of the present invention, capping of the unreacted fimctional
groups is accomplished by reaction of the conjugates with pendant reactive groups with
for use with the conjugation process of the present invention include cysteamine, N-
ecetylcysteamine, and ethanolamine, Alternatively, capping is accomplished by reaction with
ammonia or ammaoniom bicarbonate, cither of which converts the haloacetyl groups to
aminoacetyl groups. Capping is also accomplished at alkaline pH (9.0-9.8) using sodiom
hydroxide or sodium carbonate, which converts the haloacetyl groups to hydroxyacetyl
gronpa. One potential advantage of converting the haloacetyl groups to eminoacetyl or
hydroxyncetyl groups, as opposed to the reaction with cysteamine derivatives, ethanolarmine -
dc,ilﬂmhhodmﬁmofrdlﬁvdymﬂuehmiedﬁmeﬁomﬁﬁﬁbymﬁmwiﬂl
onia or hydroxide/carbonate. The resulting cepped fanctional groups, e.g. aminoacetyl
ar hydroxyacatyl, provide relatively less perturbance in the carrier protein postion of the
conjugate. The capped peptide immunogen-carrier protein is purified as necessery using
known methods, such as chromatogrephy (gel filtration, ion exchangs, kydrophobic
ammonium sulfite or alcohol, and the like.

[0131] The capped peptide immmmogen-carrier protein conjugates are administered in an
inmmumogenio compositicn to mammsls, particularty mmens, for prophrylactic and/or
tharapentic purposes. Tho conjugates of the present invention are used to elicit and/or

used to treat and/or prevent viral infection, amyloidogenic disasses, cancer etc. Altematively,
polypeptide trmmmmogen-carrier conjugates, which induce entibody responses, are also used.
Bxamples of discases, which can be treated using the conjugates of the present invention,
CAICHT.

[0132] In therapeutic applications, a confugate of the present invention is administered to
an individual already suffering from en amyloidogenic disease such as Alzheimer’s disease,
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cancer, or infected with a pathogenic microorgeniem. Those in the incubation phase or the
acuto phase of the disease may be treated with the conjugate of the present invertion
separately or in conjunction with other treatments, as appropriate.

{0133] In therapeutio applications, an immmnogenic composition of the present invention is
administered to e patient in an smount sufficient to elicit an effisctive CTL response or
humoral response to the mictoorganiam, emyloid plaque or to 8 tumor antigen expressed on a
cancer cell, and to cure, or &t least partially arrost disease progression, symptoms and/or
complications. An amount adeqoate to accomplish this is defined as "therspeutichlly effective
dose." Amounts effective for this use will depend in part on the peptide composition, the
meamer of administration, the stage and severity of the discase being trested, the weight and
general state of health of the patient, and the judgment of the prescribing physicien.

[0134] Therepeutically effective amounts of the immmogenic compositions of the present
invention generslly range for the initial immunization for therapentic or prophylactic ”
administration, from about 0.1 pg to about 10,000 ug of peptide for a 70 kg patient, usually
from shout 0.1 to about 8000 sig, preferably between ahout 0.1 to about 5000 g, and most
profirsbly between 0.1 to shout 1,000 ug. These doses are followed by boosting dosages of
fram about 0.1 ug to about 1000 4g of peptide pursusnt to a boosting regimen over weeks o
‘respanses. '

[0135] Further, the present invention is used prophylactically to prevent and/or ameliorate
bacterial iufoctions, viral infoctions, fimgal infbotions, parssitic infbotions, smyloidoganic
discase, or cancer. Effisctive emaunis are as described above. Additionally, one of ordinary
ekill in the art would also know how to adjust or modify prophyiactic treatments, ag
appropuiats, for example by boosting and adjusting dosages and dosing regimes.

[0136] Thempeutic administration may begin at the first sign of the discase or the detection
or surgical ramoval of inmars or shortly after diagnosis in the case of acute infestion. This is
followed by boosting doses until the disease progression is halted or reversed or the
symptoms are substantially abated and for a period thereafter. In chronlo infection, initial
high doses followed by boosting doses may be required.

[0137] Treatment of en infocted individnal with the compositions of the invention may
hasten resolution of the infisction in scutely infected individuals. For those individuals
susceptible (or prodisposed) to developing chronic infoction the compositions are particularly
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usefhl in methods for preventing the evolution from acute to chronic infaction. Where the
susceptible individuals are identificd prior to or during infection, for instance, as described
bexein, the composition cen be targsted to thesn, minimizing need for administration to a
larger population.

[0138] The conjugstes of the preseut invention are elso used for the treatment of chronic
infectior end to stinmulste the imnmne system to eliminate virus-infiected cells in individuals
with latent infections. It is important to provide an amourt of the immunogenic composition
of the present invention in a formulation and mode of administration sufficient to effectively
elicit and/or enhance an immune response, Thus, for treatment of chronio infiction, &
reprosentative dose is in the range from about 0.1 g to sbout 10,000 xg of peptide, usually
from about 0.1 to sbout 8000 g, prefirably betwoen shout 0.1 to about 5000 g, end moet
preferably between 0.1 t6 about 1,000 g for s 70kg patiant por dose. Immumizing doses
followed by boosting doses at cstablishod intervals, e.g., ffom ane to four weeks, may be _
required, posaibly for a prolonged period of tims to effectively immmunize an individual. In the
case of chronic infection, edministration should contirme until at lesst clinical symptarms or
laboratory tests indicate that the viral infection has been eliminated or substantially abated
and for a period thereafter.

[0139] Fmmmnogenic compositions of the prosent invention for therapeutic or prophylactic
troatment can be administered by parenteral, topical, intravenous, oml, subcutsnsous, intra~
and/ar therapeutic treatment. One typical routo of administration of an immmogenic sgent is
subcutaneous, alfhough other routes can be equally effective. Another common routs is intra-
musculsr injection. This type of injection is most typicaily performed in the arm or lag
mmacles. In some mofhods, agexts aro injocted dircotly inio a particular tissus where deposits
have accumulated, for example intra-cramial injection. Jntra-muscalar injection or
intravenous infision is prefeared for sdministretien of antibody. In soms methods, particular
tharapeutic antibodies are injected directly into the cranhmm. Becsuse of the ease of
administration, the immmmogenic compositions of the invention are particularly suitable for
aral sdministration. Tho inveution further provides imnmnogmic compositions far parenternl
administration, which comprise a solution of the peptides or conjugates, dissolved or
suspendad in an acceptable carrier, preferably sn aqueous carriar.

[0140] A varicty of diluents, excipients and buffers may be used, e.g., water, buffared
water, phosphate buffered satine, 0.3% glycine, hyaluronic acid and the like. These
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contpositions mey be sterilized by conventional, well-known stexifization techniques, or may
e sterilo filtered. The resulting aqueons solutions may be packaged for uso as is, or
lyophilized, the lyophilized preparation being combined with & sterile solution priar to
substances as required io approximate physiological conditions, such as buffring agents,
tristhanclamine oleats, otc.

[0141] meﬁmpoﬁmmmmdowmmmyhmm -

. may include, for example, pharmaceutical grades of mannitol, lactose, sterch, magnesium

Bko. For oral dministration, a pharmaceutically acceptable nontoxic composition is formed
by incorporating eny of the normally amployed excipients, such as those carriers proviously
listed, and genaraily 10-95% of ective ingredient, that is, one or more conjugates of the
invention, andl more prefersbly at & concentration of 25-75%.

[0142] The concentration of immunogenic compositions of the present invention in the
pharmaceutical fornmlations can vary widely, i.e., from less than sbout 0. 1%, nsually at or at
least about 2% to as mmoh as 20% to 50% or more by weight, and will be sclected primarity
by fluid volumos, viscositios, etc. , in eccardance with the perticular mode of administration
salocted. '

which sexve to target the conjogates to & particular tissue, such as lymphoid tissue, or targeted
selectivaly to infected cells, as well as increase the half-life of the peptide composition,
phospholipid dispersions, lamellar Isyers and the ke, In these preparations tho compoaition
io be delivered is incorporated as part of a liposome, alone or in conjunction with a molecule,
which binds to, for example, a receptor prevalent among tymphoid cells. Thess molecules
wonld include monocional antibodies, which bind to the CD45 antigen, or with other
fherapeatio or imnmnogenio compositions. Thos, liposomes filled with & desired composition
of the present invention can be directed to the sits of lymphoid cells, where the liposames
neuiral and nogatively charged phogpholipids and a sterol, such as cholestarol. The salection

'ﬁimwmhm-m
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of lipids is generally gnided by considerstion of liposome size, acid lability end stability of
the liposames in the blood stream. A variety of methods are available for preparing
Tiposomes, as described in, o.g., Szokn, ot al, Ann. Rev. Biophys. Bioeng . 9:467 (1980), U.S.
Pat. Nos. 4,235,871, 4,501,728, 4,837,028, and 5,019,369, incorparated herein by referance.

[0144] Por targeting to the immune cells, a ligand to be incorporated into the liposome cen
inclnde entibodies or fragments thersof specific for cell sorface determinsnts of the desived
immune systom cells. A Eposoms suspension conteining a composition of the prosent
inveation may b administered intravenously, locally, topically, etc. in a dose which varics
the stage of fhe disoaso being treated. o

[0145] For aerosol administration, the compositions of the present invention are prefarebly
supplied in finely divided form along with & surfactant end propellant. Typical parcentages
of the composition aro 0.01-20% by weight, preferably 1-10%. The surfactant ninst, of
sourse, be nontoxic, and preferably soluble in the propellant, Repregentative of such agents
aro the estors or pertial esters of fatty scids containing from 6 to 22 carbon atoms, such as
caproic, octanoic, leuric, palmitic, stearic, linoleic, linolenio, olesteric and oleio acids with an
aliphatic polyhydric aloohol ar its cyclic anhydride. Mixed esters, such as mixed or natural
glycerides may be employed. The sufactant may constitute 0.1- 20% by welght of the
composition, praferably 0.25-5%. The balance of the composition is ordinsrily propallant. A
carrier can also be included, if desired, as with lecithin for intranasal dalivery.

[0146] The compoaitions of this invention may also be used to make monoclonal
lnﬁbodiu.- %. Such antibodies may be usafil as potential disgnostic or therapeuatio agents.

[0147] The compositions of the present invention may also find use as diagnostic reagents,
For axample, & composition of the invention may be used to determine the susceptibility of s
particular individusl to a treatmant regimen, which employs the polypeptide immunogens,
and thus mey be helpfhl in modifying an existing trestment protocol or in determining a
progoosis for an affected individual. In addition, the compositions of the present invention
msy also bo used to predict which individuals will be st substantial risk for developing
{0148]  Conjogates of fhe present invention oan optionally be administered in combination
with other agenis that ere at least partly effective in treatment and/or amelioration of a diseage
and/or fis symptoms. In the case of Alzheimer’s and Down’s syndrome, in which amyloid
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depoaits occur in the brain, the conjugates of the invention can be administared in
conjunction with other agents that increase passage of the agents of the invention across the
[0149]) The immmnogenic composition typicelly contmins an adjuvent. An adjuvant is a
mubstance that enhances the immnnes response when administered togsther with an
immunogen or entigen. A momber of cytokines or tymphokines have been shown to have
imumme modulating activity, snd tims may be used as adjuvants, incinding, but not limited to,
the interloukins 1-a, 1-B,2,4,5, 6,7, 8, 10, 12 (see, o.g., U.S. Patenit No. 5,723,127), 13, 14,
15, 16, 17 and 18 (and its mutent forms), the interferons-ct, p and v, gramilocyte-macrophage
colony stinmisting factor (see, o.g., U.S. Patent No. 5,078,996) macrophage colony
stimmlating factor, grarmlocyte colony stinulating factor, GSF, and the tumor nacrosis factor
aand p. Still other adjuvants useful in this invention inclnde s chemokine, including without
limitation, MCP-1, MIP-1a, MIP-1P, end RANTES. Adhegion molecules, such as a selectin, -
©.g., L-zelectin, P-selectin and B-selectin may also be usefhl as adjuvants. Still other nseful
' adjuvants include, without limitation, & mucin-1ike molecule, &2, CD34, GlyCAM-1 and
MadCAM-1, » member of the integrin family such as I.FA-1, VLA-1, Mac-1 and p150.95,a
member of the immumogiobulin super family snch as PECAM, ICAMS, o.g., ICAM-1,
ICAM-2 end ICAM-3, CD2 and LFA-3, co-stimulatory molecules such as CD40 and CD40L,
growth factors including vascular growth factor, nerve growth fictor, fibroblast growth
factor, epidarmal growth factor, B7.2, PDGF, BL-1, and vascular endothelia] growth factor,
receptor molecules including Fas, TNF roceptor, Fit, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP,
Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DRS, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, and DR6, Still
snother adjuvant moleculs incindes Caspase (ICE). See, also fnternational Petent Publication
Nos. WO98/17799 and W059/43839, which are incorparated herein by reforence in their
entirety for all purposes.

[0150] Suitsble adjuvants used to enhance an immune respanse inoluds, without Limitetion,
mmm@m@w&mmmMu
described in U.S. Patent No. 4,912,094, which is hereby incorporated by reference for all
purposes. Also suitsblo for use a8 edjuvants are synthetio lipid A analogs or aminoalkyl
glucosamins phosphate compounds (AGP), or derivatives or analogs thereof, which are
availeble from Corixa (Hamiltom, MT), and which are described in U.S. Patent No.
6,113,918, which is hereby incorporated by refrence. One such AGP is 2-{(R)-3-
Tetradecanoyloxytetradecanoylemino] sfiryl 2-Deoxy-4-O-phosphono-3-O-[(S)-3-
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tetradocanoycxyteiradecanoyl] 2-{(R)-3-tetradecanoyloxy-trtradecancy!-amino]-b-D-
glycopyranoside, which is known as 529 (also known as RC529; Corixa). This 529 adjuvent
is formulated as an aquecus form (529 AF) or as a stablo emulsion (529 SE).

[0151] Still other adjuvants include mineral cil end water emulsions, calcium salts such as

caloium phosphate, slumirmm salis (alom), such as aluminum hydroxide, alamimm
phosphate, eic., Amphigen, Avridine, 1.121/squalens, D-lactide-polyiactide/glycoside,
phrronic acids, polyols, muramyl dipeptide, undnmu.m" such as Stimmlon™
Q8-21 (Antigemios, Framingham, MA), described in U.S. Patent No. 5,057,540, which is
hereby incorporaied by reference3, and particles generated therefrom such as ISCOMS
(remunostimmulating complexes), Myeabacteriim suberculosis, beciecial lipapolysaccharides,
synthetic polymucleotides such as oligomuolectides containing a CpG motif (U.S. Patent No.
6,207,646, which is hereby incorporated by roference), a pertussis toxin (PT), or an E. coli
hesi-labile toxin (LT), particularly LT-K63, LT-R72, PT-K9/G129; see, o.g., International

Patent Publication Nos. WO 93/13302 and WO 92/19265, which are/ incorporated herein by _

reference for all purposes.

[0152] Also usefo] as adjuvants are cholera foxins and mutants thereof, inchuding those
desceibed in published International Pstent Application mmmber WO 00/18434 (wherein the
ghotemic acid &t amino scid poeition 29 is replaced by snother amino acid (other then aspartic
acid, preferably s histidine). Similar CT toxins or mutants are described in publishod
Internstional Patent Application mmmber WO 02/098368 (wherein the isoloucine at amino
acid position 16 is replaced by another emino ecid, either alone or in combination with the
replacement of the serine at amino acid position 68 by another amino scid; and/or wherein
the valine at amino acid position 72 is replaced by another amino scid). Other CT toxins are
described in published Internstionsl Pient Application munber WO 02/098369 (wherein the
arginine at amino acid position 25 is replaced by another amino acid; and/or an amino acid is
inserted at amino acid position 49; and/or two amine ecids are inserted at amino acid position
35 and 36),

[0153] R is to bo undersivod that refixence throughout this specification to any theary to
explain the results described is not to limit the acope of the invention. Independent of the

mothod by which the invention finctions, the resalis and advantages described herein may be.

achioved by refevencs to the following exsmples of the invention.

[0154] It will bo apparent to one of ordinary gkill in the art that many changes and
modifications can be made thereto without departing from the spirit or scope of the sppended
Painat provided by Sughrus Mion, PLLE - hilp-Swww.saghns.oon
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cleims. All publications, patents and patent applications menticoed in this specification are
incorparated by reference in their entirety for all parposes to the samo extent as if each
ndividnal publicati somit or patent application was specifically and individually indicated
to be incorporated by reference.

[o155] - wmdwmmmemmmmm
caxrier CRM;y;, which has thirty-nine lysine residnes, to a hapten/antigenic poptido having a
pendant thiol-group using the method described below (Figure 1). All the AP peptides
contained s cyuteins residue at the carboxy terminus to facilitete the conjugation of these
poptides through the cysteinyl sulfhydryl group to fho carrier protein. These peptides were
produced by solid phase synthesis,

L Activagi

[0156] Free emino groups of CRM;y; were bromoacteylated by reaction with an excess of .

bromoacetic acid N-hydroxysuccinimide ester (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
(Bematowicz snd Maisuoda, 1986). To an ice-cold solution of CRMig7 (~15 mg), 10% (v/v)
1.0 M NaHCO; (pH 8.4) was added. Bromoacetic acid N-hydroxysucainimide ester, equal in
weight to that of CRMyy nsed, was dissolved in 200 gL dimethylformsmide (DMF), added
alowly to the CRM, ¢, and gently mixed af room temperature in tho dark for 1 hour. The
regulting bromoacetylated (activated) protein was purified by passags through s desalting
(P6-DG) column using PBS / 1 mM EDTA (pH 7.0) as the cluent. Following purification,
the firactions corresponding to activated CRM;y; ware pooled and the protein concentration
was estimated by BCA protein assay. The protein amino groups, both before and after
treatmant with bromoacetic acid N-hydroxysuccinimide ester, were reacted with 2,4,6-
trinitrobenzenceulfonic acid (TNBSA), which served as an indicator of bramoacetyiation
(Moemns ef al, 1972).

n.- Q » I:

10157} Prior fo conjugation, the peptides were reacted with 5,5"-dithio-bia(2-uitrobenzoic

acid) [Ellmsn"s reagent] to verify the content of free-SH groups (botween 62-88% rednced).
Far the first four AS peptides (amino acids 1-7 without linker, amino scids 1-12 with
GAGAC linker, amino acids 1-9 with GAGAC linker, and amino acids 1-7 with GAGAC
linknr), approximately 8.0 — 10.0 mg of peptide was dissolved in sterile distilied water to am
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spproximate concentration of 20 mg/ml. The peptido was slowly eddad to cold activated
CRMiyy in a 1:1 ratio (w/w) and the pH was adjusted to epproximstety 7.0-7.2 with the
addition of 20-36 1 of 1 NNaOH. The resulting materisl was gently mixed overnight at 4°C
in the dark followed by dislysis in the dark against two 1L changes of PBS, pH 7.2. For the
next four A8 peptides (amino acids 1-5 without linker, amino acids 1-9 without linker, smino
acids 1-12 without linker, and armino scida 1-5 with linker), reaction with Ellman’s reagent
was used to vexify the freo -SH gronps. CRM;yy was bromoacetylated, purified, and reacted
with TNBSA as previously described. The pH of each peptide was adjusted to 7.0 with the
addition of 0.1 M NaPO, (pH 8.5) at 2.2x the volume of the dissclved peptide. The peptids

. 'was slowly added to cold sctivated CRMjyy in 2 1:1 ratio and allowed to react overnight at

4°C in the dark. The resulting material was dialyzed. A final control peptide (1-12mer in
reverse orientstion) was conjugated to CRM;gy as describod above with the following
modification. Rather than adjusting fho pH of the peptide to 7.0, the pH of the activated
CRM; was adjusted to spproximately 7.5 with the addition of 20% (v/v) 0.5 M NaPO, (pH
8.0). Each conjugsis, after dislysis, was transferred into a sterile 15mL polypropylens tube,
wreppod in alumirmm foil, and stored at 4°C. Activation of the reactive aynino residues on the

carrier was then subsaquently verified using mass spectrometry.

Conjugate " Immmnogenic Peptide
AB1-5-C-CRMyyy DAEFR-C (SEQ. ID. NO.:1)
AB1-7-C-CRMigy DAEFRED-C (SEQ. ID NO.2)
AB1-9-C-CBMs7 | DABFRHDSG-C (SEQ ID NO:3)
AP1-12-C-CRMig DAEFRBDBGYEV-C_(S'EQDNO-A)
AB1-5-L-C-CRM;s; DAEFR-GAGA-C (SEQ ID NO.:5)
AB 1-7-L-C-CRM;7 DAEFRHD-GAGA-C (SBQ ID NO.:6)
AP1-5-L-C-CRMyy ' DAEFRBDSG-GAGA-C(SBQBSNO.:?)
AP1-12-L-C-CRM)g7 Dmewggf)mﬂ-cmm

AP12-1-C-CRM;g; (-VB CONTROL) VEYGSDHRFEAD-C (SEQ ID NO.: 9)

L~ linker (GAGA) (SEQ ID NO.:10)

mmnmhm-m
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[0158] CRMg (100 mg) in 0.01 M sodium phosphate buffer, 0.9% NaCl, pH 7.0, wes
reacted with bromoacetic acid N-hydroxysucinimide ester (dissolved to 20 mg/ml in DMSQ)
ot a 1;1 weight ratio under sn argon atmospheye. The reaction was titrated as needed to
maintein the pH at 7.0, The mixture was stirred in dark for 1.5 hours st room tempersture.
The reaction nrixtare was lz;mﬂhdinhthnmwoﬂmmm
(Millipore Labscale TFF, Billerica, MA). Purification was dons using & 10K or 30K UF
membrens by diafiliration (30-fold) against 0.01 M sodinm phosphate buffer / 0.9% NaCl, pH
7.0. The bromoacetylated CRM,;gy wus filtered by passing through & 0.2um filier. The
dagres of bromoacetylation was determined by reacting the activated CRM,g; with cystaine,
followed by amino acid analyxis snd quantitation of the resulting carboxymethylcysteine

[0159] Bromoacetylated CRM,e7 (50 mg) was trensferred to a reaction vessel. To the
stirred solntion, maintzined at 2-8°C, was added 1 M sodimn carbonate/bicarbonate. Titration
'was performed to achisve & target pH of 9.0, under argon stmosphere. Seperataly, 50 mg of
AP peptide was weighed out and dissolved in water for injection (WFI) to 20 mg/mL. To this
solution was added 1 M sodium carbonate/bicarbonate until pH 9.0 was attained. The poptide
solution was sdded to the bromoasetylated CRM;y solution, and the mixture was stired st 2-
8°C for 14-18 howrs. The remsining bromoacetyl groups were capped with a 20-fold molar
excess of N-aoetyloysteamine for 3-6 hours at 2-8°C,

[0160] The reaction mixture was filtered through 1.2um filter into the retentuts reservoir of
2 UF/DF systam (Millipore XL), and the conjugsis was parified st room temperature by 30-
fold diafiltration on a 10K or 30K MWCO membrane (Millipare) by diafiltering against 0.01
M sodium phosphate buffer / 0.9% NaCl, pH 7.0. Tho retentate was collected and 02m
filtered end analyzed for protsin content (Lowry or Micro-BCA colorimetrio assay), by SDS-
PAGE, by amino acid analysis, and for immmuogenicity in mice.
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[0161] Bromoscetylsted CRMs (SO mg), prepared as described sbove in Rxample 2, was
tranaferred to & reaction veasel. ‘To the stirred solution, meintained at 2-8°C, was added 1

' sodium carbopate/bicarbonate, Titration was performed to achisve a target pH of 9.0, under
argon simosgphare. Sq)mly,SOmgoprpgpﬁdnwwaidmdoutlﬂdimlwdinwn
to 20 mg/mL. To this solution was added 1 M sodium carbopate/bicarbonate uatil pH 9.0 was
atizined. ‘The peptide solution was added to the bromoasetytated CRM;s; solution, end the
mixture was stirred at 2-8°C for 14-18 hours. The remsining bramoacety] groups were
capped using 8% sumowium bicarbonate solution for 4 hours t 2-8°C.

[0162] The reaction mixture was 1.2um filtered into the rotartute resarvoir of s UF/DF
system (Millippre XL.), and the conjugats was purified at room temperature by 30-fold
diafiltration on & 10K or 30K MWCO membrane by diafiltering vs 0.01 M sodium phosphate
buffir / 0.9% NaCl, pH 7.0. The retentate was collected and 0.2pm filtered and snalyzed for
protein content (Lowry or Micro-BCA colorimetric assay), by SDS-PAGE, by amino acid
analysia, and for immumogemicity in mice.

[0163] Acid hydrolysis of protein-peptide conjugates ganerated using bromosoetyl
activation chemisiry resutied in the formation of acid steble S-carboxymethylcysteine (CMC)
from the cysteines at the conjugated sites and the formation of acid stablo S-

carbozymothyicysteamine (CMCA) from the cysteamino at the cepped sites (Figure 2). All of
the conjugated and capped lysines were converted back o lysis and detected as such. All
ofber emino acids were hydrolyzed back to free amino acids except for tryptophan and
cysteins, which were destroyed by the hydrolysis conditions. Asperagine and ghutaming wers
[0164] Conjugats samples were diluted with deionized water to a total protein
concentration of less then 1 mg/ml.. Two 10 microgram aliquots of each canjugate wers
dried and resuspended in 100 uL. of 6N HCl [Piarce], 5 uL of malted pheno! [Sigma-Aldrich],
apd 1 pL of 2-mercaptoethanol [Sigma-Aldrich]. The aemples were then incubated under
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vacimm (100 mT) at 110°C for 22 hours. The resulting hydrolysates were dried, resuspended
in 250 uL. of Beckman Na-S sodiam citrste ssmple dilation buffer (pE 2.2) [Bockman
Tnstrumexts, Inc., Pullartan, CAJ, and filtered using Whatman 0.2 jxm nrylon syrings tip filters
md 1m, syringes.

[0165] Each sample wes then loaded into 2 Beckman 6300 amino acid snatyzer samplo
loop and placed in the analyzer: The amino acids of each hydrolyzed sample and control
wexo soparated using ion exchange chramatography followed by reaction with Beckmsn
Ninhydrin MinRX solation st 135°C. The derivatized smino acids were then detected in the
visible range st 570 mm and 440 1 (ses Tablo 1). A standard set of amino scids [Pierce
Amino Acid Stendard H] contrining 500 picomoles of each amino acid was run along with
the samples and condrols for each set of analysis. - S-carboxymethryloysteine [Sigma-Aldrich]
was added to the standard.

Table 1
Retention Times for Amino Acids
Using Gradient Program 1 on the Beckinam 6300 Amino Acid Analyzer
Retention Time Wavelength
(min) Amino Acld . m
83 Carboxymethyloysteine oMC 570
9.6 Aspartic Acid & Asperegine Amx 570
113 Threonins - Thr 570
122 Sexine Ser 570
15.8 Glutamic Acid & Gintemine Gix 570 & 440
18.5 Protine Pro 440
21.8 Glycine Gy 570
233 Alsnine Ala 570
29.0 Valine Val -
328 Methionine Mat 570
355 Isoleucine Ie
36.8 Leugine Len 570
405 Tyrosine Tyr 570
423 Phanylalsnine Phe 570

Putont provided by Sughrme Miog, PLLE - hitgclwww.saghves.com
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(miu.) Detection
454 Carboxymethylcysteamine CMCA 570
48.8 Histidine His 570
53,6 Lysino Lys 570
70.8 Arginine Atg 570

[0166] The sroas of each standard peak were used as a quantitative equivalence for
propartional evelnation of each sampls. Proline was determined from 440 nm snd was
comverted to an equivalence in 570 nm nging Ghitenric acid, the closest amino acid.

10167) Bach of these picomole valnes was converted to a molar ratio of amino acid residues

" using a comparison of picomoles of lysine to the thecretical lysine value present in the
protein. Lysine was chosen for this evaluation based on its covalent attachment to Cysteine
and Cysteamine and the expected similer hydrolysis. The resulting mmbers of moles of
amino acids were then compared to the emino acid composition of the protein snd reparted
along with the values for CMC and CMCA. The CMC value was used directly for evaluation
of the degreo of conjugation and the CMCA. value was used directly for evaluation of the
degree of capping.

LA B B LR LU0 SR .1'1“,"' ‘ﬂl" DL AD-C RN I :I"J!L'L- ,Ll,,l","_-,-
[0168] To verify conjugation, all peptide-CRM;s; conj were enalyzed by amino acid
snalysis and matrix-asgistod Inser desorption iomization-time of flight (MALDI-TOF)mass
spectrometry, For each conjugate, the moles of peptide conjugated to each mole CRM;g; was
determined by amino acid analysis (mumber of S-carboxymethyloysteine residues) and
MALDI-TOF mass speotrametry. The values dotermined by each method were genamlly in
agreement.

L Size exclugion chromatoeraph

[0169] Batch concentraio samples were removed from storage and allowed to warm to
Toom tempersture. The AS peptide conjugate sample was gently nrixed to insure a
homogeneous proparation. The Af peptide conjugate sample was spun in an Bppendorf
mricro-centrifuge to remove any particulates. Ths supematant was withdrewn for TosoHaas
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TSK-Gel G3000SW chromatography (TosoHsas, Stuttgert, Germany). A TosoHaas TSK-
Gel G3000SW column wea connected to @ HPLC system end the pressure tinyit was set to 1.4
MPa. The colmmn was equilibraied with at least 30 mL of PBS (10 mM sodiom phosphate,
150 mM NaCl, pH 7.2 £ 0.1) at & flow rate of 0,75 mL/min. The Af peptide conjugate -
samplo wes loaded anto the TosoHass TEK-Gel G3000SW column using the following
perameters:

Concentration of Af peptide conjugate sample: lSthmg‘mL

Flow rate: (.75 mL/min

Sample Volame; 0.1 ml,

Rin Time: 30 mimites
[0170] The abecarbance was monitored st both 280nm and 210mm. For long texrm storage,
fhe TosoHaas TSK-Gel G3000SW columm was equilibrated with at least 50 mL of 20%
othanol at a flow rate of 0.5 — 1.0 mL/min.

0171} mmmmmﬂmmlnmmmmmmmmw
were examined by SDS-Gels using a NuPAGE Bis-Tris Electrophoresis (Novex, Frankfurt,
Germany) with s noutral pH, pro-cast polyacrylamide mini-gel system snd NuPAGE MES
SDS Reming Buffer. An Bug aliquot of cach activated CRM or conjugate was mixed with
reducing sample buffir and heated at 100°C for 5 mimutes. Tho conjugates end molocular
weight (MW) standards (favitrogen, Carlsbad, CA) were loaded on a 10% (w/v, serylamids)
NuPago gol (Novex) based upon a Bis-Tris-HC] buffered system and ran on MBS SDS
Running Buffer- PAGE (Laemmii). Following SDS-PAGE, the gel was stained with Pierce
mcmnmmmu,m).mpepﬁmmmmwby.
majar bend around 66 kDa, above the band of native CRM end a dimer band around 120
kDa, along with minor moltimer bands (data not shown).

[0172] Mnulpmnlrymlmedﬁrmm:mmmnmdﬁodﬂmof
conjugation. Suifable aliquots of activated CRM; gy and conjugate samples were analyzed by
MALDI-TOF mass spectramotry using 3,5-dimethoxy-4-hrydroxy-cirmamio acid (singpimic
acid) as the matrix, The molecular weight of activated CRM oy determined by MALDI-TOF
tnass spoctrometry (Fimnigan MAT Lasrmat 2000 Mass Spectrometer, Ringoes, NY) was
found to bo centered around 60.5kDa end for conjugates varied from 65kDsa to 74kDe

Pﬁlnﬁhlﬂlﬂhm-m-
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depmﬁngmﬁndawdmumm(dmmtlhwn) Up to 22 of the lysinss (~50%) in
CRM,g; were.fonnd to be modified at 1:1 mtio.

[0173] Ihdegwofmmdmmgnmamm&mmumm
temnperature of the reaction and pH of the reaction buffer. Soms examples are given below to
illustrate the optimal conjugstion canditions oarried out to identify the optimal pH conditions
mmhmwmmmhmmm
(Figure 3) showed fhat fhe conjugation resction to A8 Smer (DABFRCYSEQ ID NO:1) as
well as A 7mer (DAEFREDC)(SEQ ID NO22) s pH dependent and yields  higher degreo
of modification/conjugation when the pH of the reaction condition is increased. Using the
TFA salt of Smer and 7mer peptides, the degroe of conjugation was evalnated at pH 9.0 with
verying smounts of poptide load (Fignre 4). It is evident from theso results that peptide
cotijugates with s defined mumber of peptide copies par CRM molecule can be generated by .
varying the peptide /activated CRM ratio during the conjugation process. Similar experiments
were dono using acotate salt of AB 7mer peptida.

[0174] Far the AS1-7/CRM conjugation, the capping process was evaluated by comparing
the males of CMCA per CRM fo the moles of CMC per CRM. Since the total of the CMC
presumed to be complete (Figure 5). The totel modification in the conjugate steyed botwean
19 and 21, comparable to the pumber of lysines bramoacetylated (Figare 5). These
experiments were done with TFA a8 the counterion for the peptide. The AS1-7/CRM
conjugation was repeated uaing the scetate salt of the peptide rether than the TFA salt, and
ﬂ:mdahuﬁt‘mwnhl“iunimdﬁ. The ospping process appeared to go to completion,
with fhe total of the CMC and CMCA for cach point strying between 20 and 22. The
conditions for the AS-CRM conjugation reaction have been optimized at pH 9.0, with the
degree of conjugation controlled by the peptids to CRM ratio in the reaction. By varying the
ratio fram 0.1 to 1.5, the degree of conjugation can be vearied (Figure 6).

[0175] The degres of activation and conjugation are a fimction ofmgmtp:m'_nﬁn,
temperature of the reaction and pH of the reaction buffer. The degree of modification
(conjugation) for each conjugate was calkulsted by subtracting the mass value of activated
CRM, g7 from the mass value of sach conjugate and dividing by the mass of the poptids used
to prepare the conjugate. The degree of modification (conjugation) for all of the conjugates is
described in the Tsble 2.
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[0176] The degres of conjugation was also compared to the values determined by the
éestimated amount of S-carboxymethylcystains residues formed per mole of CRM (also
ghown in Table 2).

Table 2
Degree of Modification: Comparison of MALDI-TOF and AAA Data
Sample - Da Degree of Degree of conjugation
. conjugation (From CMC-Amino
(From Mass (From Mass Acd
Spectrometry) Bpectromsiry) Annlysis)
CRMq7 58 403 — —
BrAc-CRM 60,752 10 —
AP1-7/CRM 74,463 14 15
AP1-7/CRM 72,375 12 14
Ablm . 75423 20 21
AP1-5/CRM 71,690 15 18
EXAMPLE 6

[0177] Poptides spanning N-texminal residues 1-5, 1-7, 1-9, and 1-12 of AS (with and
without the Iinker sequence GAGAC) and a peptide corresponding to the N-teaninns of A8 in
revarse sequence from amino acid twelve to smino acid ono (1-12mer in reverse sequance),
each conjuguted to CRM)g;, were used to immumnize mice along with an unconjugated AS 1-
12 mer poptide in a formmistion with STIMULON™ QS-21. Each group of mico was
immmized subcutanecusly with a doss of either 30 jig or 5 ug of one of the samples
formmilated with 20 g of the adjuvant STIMULON™ QS-21, at tha beginning of the study
(week 0) and subsequently st weeks 3 and 6. The study protocal is linstrated in Table 3.

[0178) Asshown in Table 3, peptides spanming N-terrivinal rewjdnes 1-5, 1-7, 1-9, and 1-12
of Af (with and without the linker soquence GAGAC) and & peptide correspanding to the N-
mﬂm-othmnqwoﬁmnﬂmuidtwulwhmddm(l-umcin
Toverse) conjugaied to CRMyy ware used to immumize mice along with uaconjugated Ag 1-
12 mer peptide in a formmniation with Q8-21. Each group of mice was vacoinated
suboutsneansly with a dose of cither 30 ug or 5 ug of ans of the samples formulated with 20
pg of the adjuvant QS-21, at the beginning of the study (week 0) end schsoquently at woeks 3
and 6. Swiss Webstar mioe were used fur the entire study with 5 mice in each group.
Injection volame = 100 ul; B = Bleed; V = vaccinate; B = cxsanguinate.

Patent providad by Sugivos Miss, PLLE - kitp:Swww.suphres.com
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[0179] Anti-Ap titers were measurod by ELISA against AP and CRM,g, as described
below. Briefly, Costar 96 well plates (#3591) ware costed overmight at room temperature
with 2 pgfmL AB1-42 in stexrile carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, Plates were empticd
and blocked for two hours st room temperature with 200 pil/well of 0.05% BSA in 1X
PBS/0.05% Tween 20, Blocked platos were emptied and washed with a plate washer
contxining TBS, 0.1% Brij-35 (without axide) wash buffer, All primeary antisera were sarially
diluted with 0.05% BSA in 1X PBS containing 0.05% Tween 20/0,02% Azide and 100 uL of
exch dilntion waa than trensferred to the sppropriste plate wells and incubated &t room
temperature for 2 hours. Plates were than emptied/washed as described sbove. Alkaline
phosphatase conjugated gost anti-mouse IgG secondary antibody fram Southern Biotech
(city, state) wae diluted 1:1000 with 0.05% BSA in PBS cantsining 0.05% Tween 20/0.02%
Azido and 100 uL was added to cach well and incubsted at room temperstare for 1 hour.
Plates were then empticd/washed es described shove and finally incubated at room
temperature for 1 hour with 100 uL/well of 5 1 mg/mL solution of p-nitrophenyl phosphate
substrato propared in disthanolsmine/MgCly, pH 9.8. The color dovelopment wes stopped
with the addition of 50 ul/well of 3 N NaOH. Plates were read at 405 nM with a 690 nM
refirence. Endpoint titers were calculated at an O.D. of 0.1 AU, '

Falant provided by Saglvus Mion, PLLE - hifsleww sughres.com
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Table 3
Mouse Innmunization Study Protocol

Group Description Dose | Wk0 | Wk3 | Wk6 | Wk8 | WkI3 Wk 16

Code

AR4S8 | CRM/{-Twiolinker | 30 B,V B,V B,V B B E

AEAS9 CRM/1-12 with 30 B,V B,V B,V B B B
Tinker .

AEA490 CBRM/1-9 with 30 BV B,V B,V B B B

AB491 CRM/1-7 with 30 B,V B,V B,V B B B

AEA92 CRM/1-5 wio 30 B,V BYV B,V B B E
linker

ABA93 CRM/1-9 wlo 30 B,V B,V BV'] B B B
linker

AB494 CRM/1-12wlo | . 30 BY B,V B,V B B B
linker

AB49S CRM/1-5 with 30 B,V B,V B,V B B B
linker

AB496 CRM/1-7 wio 5 B,V BV B,V B B B
linker

ABAS7 CRM/1-12 with 5 B,V B,V B,V B .B B

AB498 CRM/1-9 with 5 BY B,V B,V B B E

. Imkee

AB499 CRM/1-7 with 5 B,V B,V B,V B B E
linker .

AE500 CRM/1-5 wio 5 B,V B,V B,V B B B
linker [

AB501 CRM/1-9 w/o 5 B,V B,V |. B,V B B E.
linker :
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Table 3
Mouse Immunization Study Protocol - Continued
] m Description Dose WkO | Wk3 | Wké6 | Wk8 | Wki13 Wk 16
AE!? CRMW/1{-12 wio 5 B,V B,V BV B B B
Enker
ABS503 CRM/1-5 with 5 B,V B,V B,V B B E
Iinker
ARS504 CRM;¢ C1-6151 30 B,V B,V B,V B B B
ARBS05 CRM,¢, C1-6151 5 B,V B,V B,Y B B B
AES06 CRM/12-1mer 30 B,V B,V B,V B B E
ABS507 CRM/12-1mar 5 BV B,V B,V B B B
ABS08 1-12mer peptide 30 B,V B,V B,V B B B
AB509 1-12mer peptido S B,V B,V B,V B B B
AES10 Ab 30 BV B,V B,V B B B
ABS11 Ab 5 B,V B,V B,V B B B
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CRM«; ELIBA

[0180] Greiner 96 well plates (#650011) were costed &t 37°C for 90 mimmtes with 5.0
jg/mL (100 plwell) of CRMis; in starile carbonste/bicarbonste buffier, pH 9.6, Plates wero
emptiod end wshed with a plate washer coutaining 1X TBS, 0.1% Brij-35 wash buffer, All
primary gntisars were serially diluted with 1X PBS containing 0.3% Tween 20/EDTA and
100 gL of each dilution was then trensfiarred to the appropriste plate wells and inoubated at
37°C fior 1 hovr. ‘The plates were then emptied/washed as described sbove. ABkline
phosphatess conjugated goat anti-mouse 1gG secondary sntibody from Southem Biotech was
diluted 1:1000 with 1X PBS contsining 0.05% Twesn 20/0.02% Azido and 100 kL was
added to each well and incubated at 37°C for 1 hour. Plates wero then emptiod/washed as
described sbove snd finalty incubated at room tesnperature for 1 hour with 100 uL/well of a 1
mg/mL solution of p-nitropherryl phosghate substrate propared in diefhanolsmine/MgCl, P
9.8. The dovalopment was stopped with the addition of 50 uL/well of 3 N NaOH. Plates

" wero read at 405 oM with a 690 oM reference. Endpoint titers were calcalated at an O.D. of

0.1 AU.

[0181] Tables 4-6 illustrats end point ELISA titers against Ap. Following primary
imnwnizetion, ell aight conjugntes (excluding ths negative control) induced moasureble smti-
AP IgG immune responses. Howover, the 30ug dose, but not the Sug dose, of AP gave a
positive responwe at week 3 following primary immumization. Among all the conjugstes, it
appears that A 1-7 peptide conjugated without linker elicited as good as or better response
than other conjugates stadied. At Spg dose, AB 1-5C did better st woeks 8-16. AS 1-7C was
best at 3018 dose. Analysis of antibody titers after second and third imnnumization with either
5 or 30pug dose indicate that the maximal irmmume response to AP for most of the conjugates
'was soen after the second imnumization. - At least in mice, the third immmunization did not
appexr to enhance the immune response. AS peptide however, noeded three imnmnizations
with the 302g doss to resch maximal imimne response against the peptide (Table 5). In
terms of antibody deoay over an extended period of time, the antibody lovel from the gronps
immumized with canjugates was reduced by 2 to 3 fold as compared to the highest level
within that group. Individnal samples from wedis 6 and 8 were sualyzed to calonlste GMTs
againat AP for eech of the group (Table 6) to seo if any conjugate group was substantially
better than the others. Statistical analysis of week 6 titers fram AS1-5C, Af 1-7C and AS 1-
9C conjugates indicated that the AS 1-7 conjugnts induced a significantly higher titer, It 15
also evident from this experiment that the linker sequence GAGAC did not contdbuts to
enhancing the inmmme response to the peptide.

Putanst provided by Sughres Mioa, PLLC - Mtplfwrw.sughess. oo
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‘Tabls 4
me Week 3 Week 6 Week 8 Week 13 Week 16
1-5C <100 14,960 687,691 882,012 625,208 771,828
1-71C <100 51,253 1,280,181 860,463 520,060 571,043
1-9C <100 18,615 1,008,872 622,325 348,967 380,755
1-12€ <100 615 132,009 390,624 166,162 184,170
1-SLC <100 4,999 458,075 454,631 237573 220,091
1-7LC <100 17,693 849,170 842,402 446,089 400,536
191C <100 18,544 .1465,115 1,180,347 571,127 ST9,477
1-12LC <100 12,664 908,360 598,867 368,101 316,075
CRMugy <100 <100 <100 <100 <100 <100
142 <100 <100 <100 <100 <100 <100
112 <100 <100 <100 <100 <100 <100.
12-1C <100 <100 <100 <100 <100 <100
Table 4. Woaks 0,3, 6, 5, 13, aud 16 ELISA cndpoint Goors againat AP using anfiscrum from 5 g dose of poptido canjugaies spanning verying

lengths of the N-terminus of Amyloid AB peptids, Ref: Elan hyperimmuns polyclonal #592 = 3,073,307. Endpoint at OD. 0.1 AU. Swiss
‘Webster mice were immunized SC-N with 5 kg of ebove sntigens formulated with 20 ug STIMULON™ QS-21 at weeks 0, 3, and 6.
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Tiible 5
Group Week 0 Week 3 Week 6 Week 8 Week 13 Week 16
1-5C <100 18,150 590,355 332,832 204,645 176,159
1-7C <100 100,672 1,840,741 647470 | 592,638 779,072
1-8C <100 18,520 1,184,696 713,494 363,459 327,065
1-12C <100 7,837 1,325,725 1,126,389 681,268 577,604
1-5LC <100 16,347 469,191 184,077 177,358 164,‘?80
1-7LC <100 47,866 971,229 462,200 463,466 529,726
1-9LC <100 59,002 921,544 787,273 405,023 500,468
1-121.C <100 27348 697,150 483,320 284,800 397,816
CRMyg <100 <100 <100 <100 - <100 <100
142 <100 160 3327 109,718 48,646 27,901
1-12 <100 <100 . <t00” <100 <100 <100
12-1C <100 <100 , <100 <100 <100 <100

Table 5. Woeaks 0,3, 6,8, 13, and 16 ELISA andpoint titers against AS using antiserum from 30 jig doso of peptido canjugates spenning

varying lengths of the N-terminns of Amylaid AS peptide. Ref: Elsn hyperimumns polyclonsl #592 =3,073,307. Bndpoint st OD. 0.1 AU.
Swiss Webster mice were immunized SC-N with 30 g of sbove antigens formulated with 20 g STIMULON™ QS-21 st woeks 0, 3, end 6.
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Table 6

- Group Week 6 Week 8
1-5C 237,668" | 161,671°
1-71C 1,866,702" | 881,146°
15C 963323° | 595414°
1-12C 940,260 955,470
1-5L.C 395,553 141,084
1-7LC 516,921 394,521
1-9LC 826,773 562,458
1-121LC 544,768 376,952
142 365 4,565

“Table 6. Woeks 6 and 8 ELISA endpoint GMTa against AS using antisera
from 30 pg dose of peptide conjugates sparming varying lengths of the N-termirus of
Amyloid-AS. Ref: Elan Hyperimmme Polyclonal #592 = 3,073,307. Endpaint st O.D. 0.1
AU. Swiss Wobster mice were imnmnized SC-N with 30 ug of sbove antigens formulated
with 20 ug STIMULON™ QS-21 at weoks 0, 3, and 6

4. Statistical analysis of week 6 titers from 1-5C, 1-7C, and 1-9C using Tukey-Kramer
show a statistical differonce between 1-5C va 1-7C only, wheress, analysis using Student’s T-
test shows a stutistical difference between 1-5C vs 1-7C and 1-5C vs 1-9C.

b. Statistical analywis of week 8 titers from 1-5C, 1-7C, and 1-9C does not show a
statistical diffisrence among the three groups. However, there appears to be a trend that may
indicate a difference batween 1-5C v» 1-7C.

'DAFP Mouse Brain Tisque Sieining

[0182] The PDAPP bruin tissue staining assay provides en indication of the functionality of
the AS peptide conjugates and/or AS 1-42 antiserum. Serum ssmples from individnal monse
groups were separeiely analyzed for their ability to recognize FDAPP mouse brain tissuo
plaques conteining amyloid peptide. The resulis sre shown in Table 7A and 7B. With the
exoeption of the AS Smer conjugate antisera, there was a dose-related response in recognizing

. tho plaques. Independent of the Linker, 30ug conjugate-induced sntisers had botter reactivity
paiterns as compared fo that of 5g conjugate antisers. However, with the AS Smer
confogate antisers, there seems be similar or better reactivity for fie Spg group. Commpering
all thess regulis, it is concluded that conjugates mads from AS 1-5 mex through AS 1.9 mer
are sufficient in eliciting plaques recognizing inmmme response in mice and the progence of
Linker is not essential. The following conclosions can be drawn from this study: (a) All of

Palant providad by Sughros lion, PLLC - hitpeiwww.auglrus.osm
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the peptide conjugetes induced high titered antiserum against the carrier protein CRM;g; to
oqual or slightly higher levels as compared to the unconjugated CRM;y; control (not shown).
(b) The conjugates with the GAGAC Iinker did not enhance immumogenicity or fimctionality
compared to conjugates without the linker. (¢) The immnnogenicity data and PDAPP brain
tizssoe steining (en initial indication of fiinctional antibody) show that the A 1-5mer and A8
1-7mer conjugates appeared to bo the preforred immunogens for further development.

Table 7A. PDAFF mouse brain tissue staining.

5 pg Dose
Without Linker ‘With Linker
- PDAPP PDAPP
Vaccine | Animal# | Sinining | Vaccine | Animal# | Stalning

1 +(no diffues) 1 -

2 - 2 -

M/ AB 1S 3 crM/ AB 15 3 &
4 - 4 *

5 +H 5 &

1 + 1 +

2 + 2 -

e A 17 3 H aaw/ Af 17 3 +
4 - 4 +

N ] + 5 +H

1 + 1 *

2 HH 2 +

caM/ Af1» L & o AB 19 3 +
4 & 4 +

5 & 5 +

1 . 1 +

2 7 2 +

o Af 112 3 & crw Af 112 3 +H
4 - 4 .

5 £y 5 %

1 - 1 -

2 - 2 -

M/ A 12- 3 * Apa2 3 -

Tmer
4 - 4 -
3 5 -

All antiserum diluted 1:1000 for staining procedure.

Patsut provided by Smphroe Mo, PLLE - kitp:Fews.suglsus.oom
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Table 7B. PDAPP mouse brain tissue staining,
30 pg Doae
Without Linker With Linker
PDAPP PDAPP
Vaccine | Animal# | Stainj Vacedne | Antmal # | Statuing |
1 - 1 +
2 HH 2 .
/A 15 3 - s/ Af 1S 3 -
s & 4 " &
5 +H 5 -
1 HH 1 +
2 + 2 i
cw A1y | 3 =+ o AB 17 3 -
4 + 4 o+
5 Emiamad 5 -
1 i 1 HH
2 + 2 +
M/ A 19 3 H crmy AB 19 -] e
4 + 4 E ]
5 + | +HH
1 - 1 HH
2 HH 2 +
e AB1-12 3 HH crmy AP - 3 .
12
4 & 4 i
s & 5 +
1 - 1 &
2 - 2 -
caM/ Afi 12- 3 - A4z 3 -
1mew
4 - 4 -
5 - 5 -

All antiserum diluted 1:1000 for steining procedure.

[0183] Groups of 6 monkeys received 30 ng of 7mer conjugate (total confugate) adjuvanted
with either STIMULON™ QS-21, alum or RC529 SE formulation at days 0, 29 and 58.
Additional groups included were 30 ug Smer conjugate with either alom (A1(OH)s) ar RC529
SB, 75 and 30028 of Af with STIMULON™ QS-21 as positive conirols. Positive controls
were immunized every two weaks. At day 36 and 64 the auti-Af} antibody titers were
detormined (Figures 7 - 9). On dxy 36, 7mer/CRM conjugates with STIMULON™ QS-21,

Prlant provided by Soghrus Mise, PLLE - hitpiwes sughme.com
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Alum and RC529 SE elicited GMT titers of 10110, 13330 and 17090 respectively (Figure 7).
In contrast, A# 1-42 plus STIMULON™ QS-21 elicited GMTs of 223 gnd 1734 at 75 and
300ug dose lovels, respectively. The AS Smer conjugate elicited a titer of 2134 with alum
snd 15980 with RC529 SE. On dxy 64, i.c. after 3 doses of canjngstes with either
STIMULON™ Q821 or RC-529 SBE induced snbatantially higher titers than post second dose
(GMTs 69910 for 7 mer/RC-529 SE; 21640 for AS Smer/RC-529 SE and 30310 for AP
7mer/STIMULON™ QS-21) (Figuro 8). Conjugates with alum elicited reduced titers et post
third impmunization compared to post seoond immmnization. It appears that the AS 7mer
canjugste elicited a better response as compared to the A Smer conjugats. In monkweys,
adjuventing A 7mer conjugate with RC-529 SE or STIMULON™ QS-21 elicited the
highest response (Figure ¥). The response to the Af 7mer conjugate with alum was moderate
and similar to that of 300ug AS 1-42 with STIMULON™ QS-21.

]

" [0184] Several canclusions can be drawn from the cumrent example. First, both conjugates
aro very immunogenic in primate spocies. Second, the presence of adjuvents in the

the alumimum adjuvant, RC-529 SB and STIMULON™ QS-21 enhance the immune response
after oach dose of immmnization at least up to three doses (Fignres 9). Overall, AS 7mer
canjugate induoed higher antibody response in the presence of 529, followed by
STIMULON™ Q8-21 (ses Figure 5).

[0185] Soveral methods aro availsble for ganorting mltiple antigenic sites on the carriar,
In the provious exsmples, cach antigenic site is separately conjugated to the carrier by
defined conjugation and capping chemistries. In this exampln, multiple antigenio sites aro
oonstraoted by solid phese synthosis of tsndem ropests of AB1-7 mer. Alternatively these
tandem repests can bo coupled with T-cell epitopes with or without linking throogh s lysine
care as desctibed elsowhers. These multiple autigenic poptides were synthesized with an
additional cysteinyl residue for canjugation to the camzier protein. Peptides contxining one
repoat unit (1-7), three repeat units (1-7); and five ropeat mits (1-7)s with an additional
oystainyl residne at the carboxyl end wore synthesized. These poptides were covalently
atiached to bromoacetylated CRM ovemight fhrongh their C-terinal cysteins residues, The
reaction was carried out «t pH 9.0-9.2 with peptide:CRM ratios added as outlined in Tablo 8,
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Bromoacetyl groups, which did not react with peptide, were cappod with N-acetylcysteamine.
Theso lots represent conjugstes containing ons single copy, throe tandem copies, and five
tandem copies of the AP1-7 peptide conjugated to CRM, respectively. Table B bricfly
oatlines the properties of the samples.

Table 8
Multiple Antigenjc Peptide (MAF) Conjugate Samples

Conjugate Peptide: CRM (w/w) pH of reaction

Ab(1-TH/CRM 0.37 8.99
Ab(1-7),/CRM 1.02 8.95
Ab(1-7)s/CRM 1.67 9.17

[0186] Peptide load (the average number of AS 1-7 peptides per carrier) end capping
mambers (Table 9) are the mumbers of unique amino acids (CMC or CMCA) per oarrier as '
dotermined by amino ecid analysis. The CMC and CMCA values were referenced to lysine.

Table 9
Degres of Conjugntion and Capping of Each Conjugate

CONJUGATE Peptide Load (CMC) Capplng (CMCA)

AB(1-TH/CRM 12.5 1.7
AB(1-T)/CRM 104 152
AX(1-7)5/CRM 9.8 159

[0187] Bwiss-Webster mice (10 per group) were immunizad subcutaneonsly with 1 or 0.1
jig AB/CRM conjugated peptide. Half of the mice were immumized with the composition
foemulated with 100 g of the adjuvent AYOH)s, and half wers inirmnized without adjuvant.
Tommmizations were schoduled st woeks 0 and 3. Bleods were schduled for wocks 0, 3, and
6. Seram samples were anatyzed for antibody respanse against AS1-42 mer peptide. The
results are shown in Table 10;
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Table 10 ]
Anti-AB Endpeint Titers for Multiple Antigenic Peptide (MAF) Conjugates

Group Sample Description Adjuvant Wko Wk3 Wk 6
Cods Pool GMT GMT

AG332  1pgAB(-THWCRM  AKOH) <100 18,09 100279
AG333  1ugAB(1-TH/CRM AllCH); <100 44911 420235
AG33s 1 ug AB (1-7)J/CRM Al(OH)s <100 27,032 394,488
AG33S  0IpgAP(1-7)/CRM  ANOH) _ <100 19350 66,834
AG336 0.1 pbg AB (1-7)/CRM Al{OH) <100 13,307 208,272
AG337  01pgAB(I-Y/CRM  AKOH) <100  L196 22,665

AG338 1 ug AP (1-THWCRM Nono <100 5273 370,980
AG3I9 1pgAB (1-TH/CRM Nome <100 929 541,09
AGMO  1pgAP(I-TCRM None <100 3,100 185272
AGMI  01pgAB(I-7WCRM  Nomo <100 340 25839
AG342 0.1‘ Bg AP (1-7)/CRM None <100 128 5553
AG343 . 0.1pgAP(I-T)/CRM  Nomo <100 668 ' 2,098

[0188] All conjugates induced anti-AS 142 entibody titer efter primary immunization and
the levels were substantially increased after the booster dose. In the absence of aluminum
adjuvant, the differences in dose response wore evident both st week 3 and week 6 bleeds.
substantislly higher antibody respanse at week 3 at both dose 1ovels (0.1 and 1 g ) as
compared to the unadjuvanted groups. After secandery immunization, conjugates given at 1
g dose elicited 5 to 10 fold increase in antibody lovels. At this dose level peptide conjugates
with 3 and 5 repeats induced higher antibody response than a single repesat containing
conjugate. The titers agsinst the CRM carrier were also determined, and these are listed in
Table 11. '
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Table 11
Auti-CRM Endpofat Titexs for Multiple Antigenic Peptide (MAP) Conjugates

Group Sample Description Adjavant Wko Wk3 Wk 6
Code Poal GMT GMT

AG332 1pg AB(I-TWCRM  * AKOH), <50 10,531 114,602
AG3I33 1 pg AB(L-T)/CRM A{OH); <0 4274 B3065
AG3M4 1 ng AP(1-T)/CRM Al(OH) <50 1,680 49,320
AGISS  0.1ugABQ-T/CRM  AKGH) <50 1,114 13,231
AGI36  01pgAP(I-7WCRM  Al(OH) <50 197 1,484
AG337 0.1 pg AP(1-7)s/CRM AXOH)s <50 65 - 222

AG338 1 pg AB(1-TW/CRM Nono <50 35 309
AG339 1 pg AB(1-7)s/CRM None <0 29 1,085
AG340 1 pg AB(1-7)5/CRM Nono <s0 29 542
AG341 0.1 pg AB(1-7)/CRM Noneo <50 25 55
AG342 0.1 pg AB(1-7)y/CRM None <50 25 34
AG343 0.1 ug AB(1-7)s/CRM Nomo <50 29 ND

Animals wore immmnized at weeks 0 and 3 and bled at weeks 0, 3, and 6. Adjuvent: 100 ug
AJ(OH) or none. ND=Not Determined.

[0189] Datnin Table 11 indicates that the unadjuvanted groups induced very low levels of
nti-CRM sntibody responso at both 1ug as well as 0.1 doso lovels even after two
irmmmizations. However conjugates with aluminum hydroxide sdjuvant induced substantial
lovels of anti-CRM antibody responss at 1g dose and much lower response at 0.1g dose.
In fhe presence of the adjuvant, CRM titers were highest for the single repest corjugate,
intermedisto flr the triple repoat conjugae, and lowest fir the quintuple ropeat conjugate.
This in a3 axpected, since the CRM dose per peptids dose'is lowest for AS(1-7)¢/CRM, snd
highest for AS(1-7)y/CRM. Tho differences were anly sttistically significant at week 6 for
the 0.1p ug dose,

[0190] The cbjective of the carrent invention is to elicit high titered immnnogenic respanso
against the antigenic hapten and not necessearily against the carrier protein. Under certain
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circumstances it is desirable to elicit optimal immmune response against the hapten antigertic
determinsnt with least or no immmune response against the carrier protein. Far such
epplications, conjugates with tandem repeats of nwltiple antigenic determinants with

[0191] This examplo compares the immmnogesicity of conjugates using six different carrier

proteins. The acetate salt of AS1-7 was added to bromoscetylated carriers in a 1:1 ratio by
weight at pH 9. All conjugates excopt AS1-7ACS5ap weare capped with N-acetylcysteamine,
All of the alternative carriers sre recombinant bacterial proteins, including CRM (diphtheria
toxoid), recombinant C5a peptidase (rC3ep; cloned from Streptococcus agalactics, includes
D130A and S512A mutations), ORFs 1224, 1664, 2452 (all cloned from Streptococcus
pyogenes), and T367, T858 (cach cloned from Chlamydia pneumonias). A sumunary of the
carziers used is found in Table 12. The degres of canjugation and capping of each A8 1-7
comjogate to these carriers are prosented in Tablo 13.

[0192] This study showed that the recombinant C5a peptidase conjugate induced higher
titers aguinst AS than most of the other carriars tested, including CRM. This difference was
" sintistically significant for weak 6 titers of groups that received aluminmm hydroxide, In
sddition, the AS1-7/T858 conjugato was significantly mare immmogenic then most other
conjugates in the sbsence of adjuvant. The only conjugate that performed poorly relative to
the CRM contro] canjugate was AS1-7/T367, a conjugate that also did not react with an AS
specific monoclonal antibody by Western blot. This study confirms thet mmerous other
cammicrs can be succesafhilly used to i ize againgt the Af peptide.

7o
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Table 12
List of Carriers and Conjugste Properties

CARRYERPROTEIN MW ofcurier 02) ¥ of lysines

CRM 58,408 39
1CSep 108, 560 85
ORP1224 30, 950 18
ORF1664 31,270 38
ORF2452 31, 790 29
T367 49, 700 29
T8S8 37,190 23
Tabls 13
Degree Of Conjugation aud Capping of Each Conjugate
CONJUGATE Peptide load (CMC),  Capping
(CMCA)
AB1-ThCSsp 259 -
AB1-7/0RF1224 128 5.7
AP1-7/0RF1664 134 10.8
AB1-T/ORF2452 12.03 10.5
AB1-7T367 132 8.2
AB1-1/T858 52 17

Conjugition results: Peptide load (fhe averago mmmber of AS1-7 peptides per camrier) and
capping number are the mumbers of uniquo amino acids (CMC or CMCA) per caxrier as
determined by emino acid snalysis. The CMC and CMCA. Values were referenced to lysine.
Imonization Resolts :

[0193] The geometric mean titer for each group in this study is listed in Table 14. At week
3, regardiess of the presenos of adjuvent, AS1-7ACSep induced significantly higher anti-AS
titers then the corresponding conjugates prepared with Streptocoecus pyogenes ORFp 1224,
1664, 2452, or Chlamydia preumoniae ORFs T367 end TB58. At week 3 in the absence of
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adjuvant, AS1-74CSap was also more immumogenic than all other conjugates axcept AS1-
7/T858. The T858 comjugate without AI(OH), induced highar titers than the ORF1224,
ORF1664, ORF2452, and CRM conjugates without sdjuvant. The enly conjugste that was
significantly loss immmnogenic than AS1-7/CBM was AS1-7/T367 (p<0.00002). The T367
carrier performed poorly with or without adjuvant at both weeks 3 and 6. At weck 6, the
rCSep conjugste with aluminum hydraxids was more immmnogenic (p<0.04) than all the
other conjugates except AS 1-7/0RF2452. In the absence of adjuvant, both AS1-7/C5ap and
AB1-7/T858 induced significantly higher titers than the ORF1224, ORF1664, or T367

7/ORF1664 or AS1-7/T367.
TABLE 14
Antl-AP1-42 Endpeint Titers.
GROUP SAMPLE  ADJUVANT WKO0 WK3 WK6
CODE DESCRIPTION POOL GMT GMT
AG344 5 g AB1-7/CBRM AL(OH), <100 21,404 54,157
AG345 5 ug AB1-TAC5Sap A(OH)s <100 61,967 402972
AG346  SpgASI-T/ORFIZ24  AKOH) <100 10,711 30,084
AG347  5pgAP1-T/ORF1664  ALOH) <100 7,188 43226
AG348  5ugABL-7/ORF2452  AlOH) <100 11437 109,091
AG349 5 ug AB1-7/T367 AXOH)s <100 321 5,139
AG350 5 ug AB1-7/T858 AlOH); <100 16,656 33328
AG351 5 ug AB1-T/CRM - None <i00" 2615 119488
" AG352 S ug AB1-TACSsp None <100 11,858 279,113
AG353 5 ug AB1-T/ORF1224 None <100 1,674 18,719
AG354 5 ug AS1-T/ORF1664 Noao <100 119 9,832
AG355 S pg AB1-TIORF2452 Nons <100 2493 76,038
AG356 5 ug AB1-1/T367 None <100 50 620
AG3S7 5 g AS1-7/T858 None <100 28,820 275202

Animals were immunized at woeks 0 and 3 and bled at weeks 0, 3, and 6. Dose is based on
the totsl amommt of conjugate. Adjuvant: 100 ug A{OH)y or none.

[0194] Thewed CRMig7 (8 mL, 59.84 mg, at 7.48mg/mL) wag dissolved in 0.1 M borato
buffer (pH 9, 3.968 mL) to bring the concentration to 5 mg/mI.. The solation was cooled in
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an ice bath to 0-5°C. Rramoacetic acid N-hydroxysuccinimide (59.9mg) (Aldrich-Sigma)
was dissolved in DMF (100 pL) (Aldrich-Sigms) and added dropwise, to the solution of
CRMg;. Upon addition of the beamoscetic acid N-hydroxysuccinimide, a precipitate was
observed. When tho pH was checked, it decreased to pH 6. The pH of the reaction mixtare
was bronght beck to pH 9 by adding mare 0.1 M barate buffer. Reaction mixtare was then
stirred at 4°C for 1 br, with gentle swirling. The mixture was purified and concentrated using
'YM-10 centriprep centrifogal concentration and repurified on Sephadex G-25 using 10 mM
borute as the elneat. Fractions positive to Bradford Reagent were pooled and concentrated
using oentriprop YM-10. Tho degree of bromoaoetylation was determined by Bradfiord assay
(tinear). The concentration was fiound to be 5.36 mg/mL (Yiclded 30mg). The final
concentration was then adjusted to be 5 mg/mL and was stared in the froazer in 5% suarose
I.  Conjugation

[0195] For each conjugation, thewed bromoacetylated CRMgy wea used. Peptides were
dissolved in borate buffer (2.5mg in 125 ml of 0.1 M borate buffer). Slight insclubility was
obsarved with AS peptides KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45), CLVFFAEDV (SEQ ID
NO:47), CKLVFFAED (SEQ ID NO:48), and LVFFAEDC (SEQ ID NO:50).
Bromoacetylated CRM)g, (Smg/mI.) was treated with the peptide solutions/suspensions. The
ratio of the peptide and protein in the mixture was 1:2. Turhidity was obsarved in the
conjugate mixtures with peptides KLVFFARDC (SBQ ID NO:45), CLVFFAEDV (SEQ ID
NO:47), CKLVFFAED (SEQ ID NO:48), and KLVFFAEDC (SBEQ ID NO:45). The
mixtures were then checked for pH (pH 9) snd inoubated at 4°C overnight with slow swirling.
Final conoextrations of the mixtures were made to 3 mg/mL before inoubation. Tho turbidity
of the cojugate mixtures with peptides CLVFFAEDYV (SEQ ID NO:47) and LVFFAEDC
(SBQ ID NO:50) dissppesred after inoubation. However, KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45)
and CKLVFFAED (SEQ ID NO:48) were still alightly turhid, Soluble mock protein
conjugate was also prepared with cysteamine st a ratio of 1: 1 (w/w). Synthesized peptides
were abteinad fram BIOSOURCE with sbout 95% puity.

Ociamers:

LVFFAEDVC (SEQ ID NO:44)

KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45)

VEFAEDVGC (SEQ ID NO:43)

CLVEFAEDV (SEQ ID NO:47)

CKLVFFAED (SEQ ID NO:48)
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CVFRAEDVQ (SBEQ ID NO:46)
Heptapers,

VFFAEDVC (SEQ ID NO:45)
LVFFAEDC (SEQID NO:SO)

[0196] MMWWWMMM(MMW)
st a ratio of 1/1 (w/w) for 4 hr st 4°C while swirling in the dark. The unreacted peptides and
capping reagants were ramoved from fhe conjugates by dislysis uxing Slido-A-Lyzer cassette
(M cut off 10,000) (Piarce) against PBS buffer (2 L) overnight (13 br). Buffer axchenge and
dinlysis was done twice (2 x 14 hr). Slight insolubility was observed in the conjugates with
peptides KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45) end CKLVFFAED (SEQ ID NO:48), All
conjugates were then stared in the refrigerator at 4°C in a perservative.
IV. Charactegization of the Protein Carrier;
[0197] MALDI-TOF MS was used to determine the mass of bromoacetylated CRM, g7 and
the mass of the mook conjugate N-acetylcystemmine-CRM;g;.
Based on the masses of the CRM g7 and bramoscetylated CRM;y;, 11 lysine residnes were
modified.

(59941.46- 58590.29)/122 = 11
‘Where; Mw of CRMg7is 58624.29

Mw of bromoncetylated CRMg7 is 59941.46

Mw of bromoacetate is 122
[0198] The dogros of bromoacetylation was more than 28%. (The total rumber of lysines in
CRM,9; was 39). From these 11 modified lysine residues, 10 were coupled with cysteamins.
The coupling efficiency was 90%.

(61143- 59941)/119 =10
Where; Mw of bromoacetylated CRM)g; is 59941.46
Mw of mock conjugsie in 61143
Mw of the N-acetylcysteamine is 119

{10/11)x 100=90

{0199] The protein-peptide canjugates were analyzod by Westam blot. The lanes are: maxker
(lane 1); L-28375 24/01 (lana 2); L-28375 24/02 (lane 3); L-28375 24/03 (lans 4); 1-28375
24/04 (lane 5); L-28375 24/05 (1sns 6); L-28375 24/06 (lano 7) L-28375 24/07 (lano 8); L-
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28375 24/08 (lano 9); L-28375 24/09 (Mock) (lane 10); and, BrAcCRM;g; (lane 11). A
peptide specific monoclonal entibody from mice (248 — 6H9 — 806 A 17-26) was used as the
primary antibody (antisers) (1:3000 dilution was found to be the best). Goat-Anti mouse IgG
(B+L)-HPR was the sacondary antibody (1:1000 ditutiom). It was observed that all the
conjugates ware reoognized by the primary sntibody, except for the mock conjugato and the
activated CRM¢7. (Ses Figure 10.)

Erotein Concontration :

[0200] Protein concentrations of the conjugate samples were dstermined by the Pierce BCA
assxy. (See Table 15.)

Amino Acid Anslvei

[0201] Amino acid analyxis was camied out to deteymine the degree of conjugation. T degree
of conjugation was calculated based on the CMCA (cartboxymethylcyctesmine) residues
found in the conjugates. CMCA wus used to cap tho unreacted activated sites after
conjugation with the poptides. (See Tsble 15.)

Table 15
Degree of Conjugation of Peptides with BrAcCRM,y;
Conjugute Code Peptide Sequence Filnal Degree of
. (BEQID NO:) Concentration Conjugation
(mg/ml) (Based on CMCA)
1-28375 24/01 LVFFAEDV-C 1.67 10
(SEQ ID NO:44)
L-28375 24/02 KLVFFAED-C 0.82 5/10
(SBQ ID NO:43)
1-28375 24/03 VFFAEDVG-C 1.43 810
(SEQ ID NO:43)
L-28375 24/04 C-LVFFAEDV T 1.04 9710
(SBQ ID NO:47)
L~28375 24005 CKLVFFAED 0.78 1710
(SEQ ID NO:48)
L-28375 24/06. C-VFFAEDVQG 0.97 9/10
(SEQ ID NO:46)
L-28375 24107 VFFARDV-C 1.00 7710
(SBQ ID NO:49)

Fatnnt provided by Saghns Mion, PLLE - kitp:lwwer.sugbns.com




G

WO 2003038940 PFCT/UB004042701
Conjugate Code Peptide Sequence Final Degree of
(SEQ ID NO?) Concentration Conjugation
(mg/ml) | (Based on CMCA) |
[~ 128375 24/08 LVFFAED-C 099 0

(SBQ ID NO:50)

1-28375 24/09 1.89 10711

(Mock) '

[0202] Ali colorimetrio assays were performed using microplite spectrophotomster and
SOFTmax Pro.

EXAMPLE 11

Tmmmmogenic Studies of AS Peptide Comueates in Swiss Webster Mice

[0203] Outbred Swiss Webster mico were immunized with VFFAEDVG-C (SEQ ID NO:43),
LVFFAEDV-C (SEQ ID NO:44), KLVFFAED-C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ
1D NO:46), C-LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:4S), VFFAEDV-
C (SBQ ID NO:49), LVFFAED-C (SEQ ID NO:50) each conjugated to CRMg, or with -
AB1-7CRM)g;, all formulated with the adjuvant RC 529 SE. Nine groups of 10 animals par
group were immmnized subcutaneousty with ons of the AS peptide conjugates st the
beginning of the study (week 0) and subsequently at week 4. Serum was collected priar to,

.
AEADRR 1D N0 ls v

JALAS. -

[0204] Balb/c mice were i ized as in the preceding paragraph, but were also

boosted with copjagate end adjovent at week 12.
Regylis

[0205] Sara from both stndies sre being collcoted for sualysis of A as peptids-specific IgG
antibody titer. Sera from BalVc mice are also collected for anslyxis ane day prior to the
woek 12 boost, and ono weck thereafter. Spleen cells from animals used in Exsmple 11 are
evaluated for their potential to respond in-vitro to stimmlation with en overiapping pool of
peptides spernming AP:.q, full langth AP, CRMigy, ar polyclonal sctivators. Analysis is
comprised of Elispot readout fior interleukins 4 and 5, and interferon-gamma. Upen
completion, the AS peptide conjugates are bo evalusted as described above end as described
in Example 6. :
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[0206] PSAPP mice are immumnized with VFFAEDVG-C (SEQ ID NO:43), LVFFAEDV-C
(SEQ ID NO:44), KLVFFAED-C (SBEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C-
LVFRAEDV (SEQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFAEDV-C (SEQ ID
NO:49), LVEFAED-C (SEQ ID NO:50). The PSAPP mouse, & doubly trensgenic moase
(PSAPP) overexpressing mutant APP and PS1 transgenes, is described in Holcomb, ef al.
(1998) Naturs Modicine 4:97-11.

io Stuies of AS Peptide APP Mice
[02071 PDAPP mice are immunized with VFF. G-C (SBQ ID NO:43), LVFFAEDV-C
(SEQ ID NO:44), KLVFFAED-C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C-
LVFFAEDV (SBQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFAEDV-C (SEQ ID
NO:49), LVFFAED-C (SEQ ID NO:50) The PDAPP mouse exprosses & mutant form of
human APP (APPY"™) and develops Alzheimer’s diseaso at a young age (Bard, ef al. (2000)
Nature Medicins 6:916-919; Maslinh RB, & al. (1956) J Newrosci. 15;16(18):5795-811).
Rogglis '

[0208] Sers from both studies sre collacted for analysia of AB13 2y peptido-specific IgG
antibody titer. Upon completion, the AS peptide conjugates will be evaluated as described
above and as described in Examples 6 and 11, as well as in the contextual fear conditioning
(CFC) esaay.

[0209) Contextual fear conditioning is a common form of lexming that is exceptionally
relinble and rapidly acquired in most animals, for example, mammals. Test animals leamn to
fear a previously neutral stimulos end/or environment becanse of its association with sn
Eversive axperiance. (ses, 8.2, Fanasclow, Anim. Learn. Behav. 18:264-270 (1990); Wehner
et al, Natire Genet. 17:331-334, (1997); Caldarone ef al, Nature Genet. 17:335-337 (1997)).
[0210] Contexinal fear conditioning is especially useful for dotermining cognitive fimotion or
dysfunction, e.g., as & result of disease or a disorder, such ss a neurodegenerative discase or
disorder, an Af-rulated disenss ar disorder, an amylaidogenio disease or disorder, the
presance of sn unfavorsble genctic alteration effecting cognitive function (e.g., genetic
mutation, gane disruption, or undesired genotype), and/or the efficacy of an agent, e.g., an Af
conjugate agent, on cognitive ability. Accordingly, the CFC assay provides a method for
independenily testing and/or validating the tharapentic effect of agents for preventing or
tresting a cognitive disease or disorder, and in particular, a disease or disarder affecting ane
or more regions of the breins, 6.g:, the hippocampus, subiculum, cingnlated cortex, prefrontal
cortex, perithinal cortex, sensory cortex, and medial tamporal lobe.

galea in PDAPP Mioe

L)
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[0211] Typicalty, the CFC essay is performod using standard animal chambers and the
employment of conditioning treining comprising a mild shock (e.g., 0.35mA foot shock)
paired with an anditory (e.8., a period of 35 db white noise), olfactory (s.g., almond or lemon
extmact), touch (e.g., flocar cago texture), and/or visual cue (light flash). The response to the
aveysive axperience (shock) is typically one of freezing (sbsance of movement except for
respination) but mey also includs eye blink, or change in the nictitsting membrane reflex,
depending on the test animal sulocted. Tho sversive response is wsuelly characterized on the
first day of treining to determins a baseline for unconditionod fber, with aversive respouss
resulis on subsoquent test days, &.g., freezing in presence of the context and/or cue but in the
sbsence of tho averaive experience, being charactarized as comtext and cue conditioned fear,
respectively. For improved reliability, test animals are typicaily tested separataly by
independent technicians and scared over time. Additional experimentzl dosign detsils can be
found in the art, for example, in Crawley, JN, What's Wrong with ny Mouse; Behavioral

" Phenotyping of Transgenic and Knockout Mice, Wilcy-Lisa, NY (2000).

[0212] Exemplary test enimals (e.g., model animals) inolude mammals (e.g. rodents or non-
homen primates) that axhibit prominent symptoms or pathology that is characteristic of an
smryloidogenic disorder such as Alzheimner’s. Model enimals may be crested by selective
inbreeding for a desired or they may genstically enginoered using transgenic techmiques that
are well-known in the art, such that a targeted genetic alteration (e.g: a genetic mptation, pene
digroption) in a gene that is aseociated with the damentia disorder; lsading to aberrant
exprossion or fimction of the targeted gene. For examnple, several transgenic mouse streins
aro availabls that overeapress AYP and develop amyloid plaque pathology md/or develop
' cognitive deficits that are cherscteristic.of Alzheimer’s discase (so0 for example, Giames ef
al., nupra, Johnson-Wood e al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 94:1550 (1997); Maslish E and
Rockenstein B. (2000) J Newral Transm Suppl_;59:175-83).

[0213] Altematively, the model animal can be created uging chemical compounds (e.g.
ot thetics) or surgical teckmiques (e.g. sterootactic ablation_ Exotomizati
mmmm«mmmmmmdm
-anatomical brain rogion (e.g. hippocampus, smygdals, pesirhinal cortex, medial soptal
mcleus, locus coeruleus, memmalary bodies) or specific neurons (e.g. serotonergic,
cholinergio, or dopaminergic nearons) that aro associsted with characteristic symptoms or
pathology of the amyloidogenic disarder. In certain prefiared embodiments, the snimal
mmmummmmmmmmmmm
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1o the neurodegenerative pathology that associated with a amryloidogenic disorder. More
prefirably, the cognitive daficit progressively worsens with increasing age, such that the
disease progression in the model animal parallels the disesse progression in a subject

[0214]} Contextoal fear conditioning and other 22 vivo assays fo test the fimotionslity of the
conjugates described herein mey be performed vaing wild-type mice or mice having s certain
genetic alterstion leading to impaired memory or mouss models of nearodegenerative
disease, e.g., Alzheimer's disease, including mouse models which displey elevated levels of
soluble A in the carcbrospinal fluid (CSF) or plasma. For example, animal models for
Alzrheimer’s disease includo transgenic mioe that overexpress the “Swodish™ mutation of
human smyloid precursar protein (A4PPrwe; Tg2576) which show age-dependent memory
deficits and plaques (Halao et al (1996) Science 274:99-102). The in vivo functionality of
the conjugnties described herein can also be teated using the PS-1 mutant mouse, described in
Duff, & al: (1996) Naturs 383, 710-713. Other genetically altered transgenic models of
Alrheimer's discase aro desceibed in Maslish E and Rockenstoin E. (2000) J Neural Transm
Suppl. 59:175-83.

[0215] In various aspects, the methods of the invention comprise the administration of an A8
em:u"ugltetllltiseaplbhqf Mwﬁﬁmhlmﬁmm&ywm
boen identified in using an assry which is suitsbly predictive of immunotherapetic efficacy
in the subject. Tn exemplary embodiments, the assay is a model animal assay that is baged, at’
least in part, on comparing cognition, as detarmined from a contexrtual fear conditioning
study, of am animal afier administration of & tost immmnological reagent to the animal, as
compered to e suitable control. The CFC ssesy avalnstes changes in cognition of an animal
(typinﬂynmnurﬂ)upmwﬁﬂuputmﬁllﬂammﬁcm In cextain
embodiments, the changs in cognition evaluated is sn improvement in memory impairment
siatus or a reversal of memory deficit, Accordingly, the CFC assay provides a direct method
for determining the therapeutioc effect of agents for preventing or treating cognitive disease,
and in particular, a discase or disonder affecting one or more regions of the brains, o.g., the
cartex, end medial temporal lobe, Such CFC assays aro discussed in copending U.S. Patent
Application Serial No. 60/XXX, XXX entitlod “Contextual Fear Conditioning for Predicting
Immmnotherapeutic Efficacy” (bearing Attomey Dockot No. ELN-058-1), filed on December
15, 2004, end U.S. Patent Application Sexial No. 60/ XXX entitled “Contextoal Fear

mmwt—--m-w




G
WO 2005058940 . PCT/US2004/042701

Conditioning for Predicting umunotherapeutic Bfficacy”™ (bearing Attarnsy Docket No.
ELN-058-2) the entire contents of which are hereby incorporated by referance.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A moethod for conjugating a peptide immunogen via a reactive group of
an amino acid residue of the peptide immunogen to a protein/polypeptide carrier having one
or more functional groups, the method comprising the steps of:

(a) derivatizing one or more of the finctional groups of the
protein/polypeptide carrier or optionally to a polypeptide linker attached to the
protein/polypeptide carrier to generate a derivatized carrier with reactive sites;

(b) reacting the derivatized protein/polypeptide carrier of step (a) with a
reactive group of an amino acid of the peptide immumogen under reaction conditions such
that the peptide immunogen is conjugated to the derivatized protein/polypeptide carrier via
the functional groups; and

(c) further reacting the conjugate with a capping reagent to inactive free,
reactive unreacted functional groups on the derivatized protein/polypeptide carrier, thereby
preserving the functionality of the carrier, such that it retains its ability to elicit the desired
immunse responses against the peptide immunogen that would otherwise not occur without a

carrier.

2. The method of claim 1, wherein the carrier is selected from the group
consisting of human serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (KLH), immunoglobulin
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE polypeptide, malaria
circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAgi9.2s), Heat Shock Protein
(HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera foxin mutents with reduced
toxicity, diphtheria toxin, CRM;g; protein that is cross-reactive with diphtheria toxin,
recombinant Streptococcel CSa peptidase, Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococcus
pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Chlamydia pneumoniae ORF T367,
Chlamydia pneimoniae ORF T858, Tetanus toxoid, HIV gp120 T1, components recognizing
microbial surface adhesive matrix molecules (MSCRAMMS), growth factors, hormones,
cytokines and chemokines,

3. The method according to claim 1, wherein the carrier contains a T-cell
epitope.

4, The method according to claim 3, wherein the carrier is a bacterial
toxoid.
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5. The method according to claim 3, wherein the carrier is influenza

6. The method according to claim 3, wherein the carrier is the PADRE
polypeptide.

7. The method according to claim 3, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

8. The method according to claim 3, wherein the carrier is Hepatitis B
surface entigen (HBSAg;9 2s).

9. The method according to claim 3, wherein the carrier is beat shock
protein 65 (HSP 65).

10.  The method according to claim 3, wherein the carrier is a polypeptide
from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

11.  The method according to claim 4, wherein the carrier is tetanus toxoid.

12.  The method according to claim 4, wherein the bacterial toxoid is CRM
197.

13.  The method according to claim 3, wherein the carrier is recombinant
Streptococcal C5a peptidase. -

14.  The method according to claim 3, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF 1224,

15. The method according to claim 3, wherein the carrier is Streptococeus
Pyogenes ORF 1664.

16.  The method according to claim 3, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF 2452.

17.  The method according to claim 3, wherein the carrier is Chlanydia
pneumoniae ORF T367.
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18. The method according to claim 3, wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T858.

19.  The method according to claim 1, wherein the carrier is a growth factor
or hormone, which stimulates or enhances immune response.

20. The method according to claim 19, wherein the growth factor or
hormone is selected from the group consisting of IL-1, IL-2, -interferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1q, MIP-18, and RANTES.

21. The method according to claim 1, wherein the peptide immunogen is
selected from the group consisting of a bacterial protein, a viral protein, and a eukaryotic
protein.

22. The method according to claim 21, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a bacterium.

23. The method according to claim 22, wherein the bacterfum is selected
from the group consisting of Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphlylococcus epidermidis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonortheae, Haemophilus
influenzae, Bsherichia coli, Klebsiella pneumoniac, Listeria monocytogenes, Vibrio choleras,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Pseudomonas acrations, Salmonella
typhinmurium, Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella dysentriae,
Alloiococcus otitidis and Group B streptococci.

24. The method according to claim 21, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a virus.

25.  The method according to claim 24, wherein the virus is selected from
the group consisting of human immunodeficiency virus (HIV), herpes simplex virus (HSV),
human papilloma virus (HPV), parainfluenza virus (PIV), vesicular stomatitis virus (VSV),
respiratory syncytiel virus (RSV), Epstein-Barr virus (EBV), coronavirua, vaccinia virus,
rotavirus, rabies virus, hepatitis C virus (HCV) and hepatitis B virus (HBV).

26.  The method according to claim 21, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a fungus.
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27. The method according to claim 26 wherein the fungus is selected from
the group consisting of Candida albicans, Cryptococeus negformans, Coccidioides species,
Histoplasma species, and Aspergillus species.

28.  The method according to claim 21, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein entigen from a parasite.

29.  The method according to claim 28, wherein the parasite is selected .
from the group consisting of a Plasmodium, a Trypanosome, a Schistosome, and a
Leis} .

30. The method according to claim 21, wherein the peptide immumogen is
derived from 2 protein antigen from a eukaryote,

31. The method according to claim 30, wherein the eukaryote is a human.

32. The method according to claim 31, wherein the peptide immunogen
from the human is derived from a malignant tumor.

33.  The method according to claim 32, wherein the tumor antigen is
selected from the group comsisting of a renal cell carcinoma antigen, a breast carcinoma
antigen, a carcinoembryonic antigen, a melanoma (MAGE) antigen, and a prostate cancer
specific antigen.

34,  The method according to claim 31, wherein the peptide immunogen is

from a human AP polypeptide.

35. The method according to claim 34, wherein the peptide immunogen is
derived from the N-terminal region of AP polypeptide.

36. The method according to claim 34, wherein the peptide immunogen is
derived from the C-terminal region of AP polypeptide.

37.  The method acconling to claim 34, wherein the peptide imnmmogen is
derived from the internal region of A§ polypeptide.

[
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38.  The method according to claim 35, wherein the AP peptide

immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10,
1-12, 3-7,1-3, and 14.

39. The method according to claim 34, wherein the AP peptide
immunogen is a fragment of AP selected from the group consisting of AB 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

40. The method according to claim 34, wherein one or more fragments of
AP peptide immunogen are fused to another peptide immunogen.

41. Themethod according to claim 40, wherein one molecule of an AB
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the N-terminus of a molecule of the same AP
peptide immunogen.

42. The method according to claim 40, wherein one molecule of an Ap
peptide immunogen is fused at ity C-terminus to the C-terminus of another molecule of the
same AP peptide immmmogen.

43.  The method according to claim 40, wherein one molecule of an AR
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of a different molecule of an
Ap peptide immunogen.

44. The method according to claim 40, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen, is fused at its N-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
AB peptide immunogen.

45.  The method according to claim 41, 42, 43 or 44, wherain the AS
peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, end is selected
from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

46. The method according to claim 41, 42, 43 or 44, wherein the A

peptide immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AP 7-11, 3-28,
16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.
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47. The method according to claim 40, wherein one or more molecules of
_ an Af peptide immunogen are linked to one or more molecules of & heterologous peptide.

48. The method according to claim 47, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AB polypeptide, and is selected from
the group consisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

49.  The method according to claim 47, wherein the AP peptide
immunogen i a fragment of Af selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

50. The method according to claim 47, wherein the heterologous peptide is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, & B-cell epitope and combinations
thereof.

51.  The method according to claim 40, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen sre linked together in a multiple antigenic peptide (MAF)
configuration.

52. . Themethod according to claim 40, wherein one or more molecules of
an AP peptide imnmmnogen are linked together with one or more molecules of a different AP
peptide immunogen in a multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

53.  The method according to claim 51 or 52, wherein the A peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is selected from
the group consisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

54. The method according to claim 51 or 52, wherein the A peptide
immumnogen is a fragment of Af selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

55. The method according to claim 1, wherein the fimctional group of one
or more amino acid molecules of the protein/polypeptide carrier or of the optionally attached
polypeptide linker is derivatized using a cross-linking reagent,
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56. The method of claim 55, wherein the derivatizing reagent is a zero-
length cross-linking reagent.

57. Themethod of claim 55, wherein the derivatizing reagent is a
homobifunctional crogs-linking reagent.

58. The method of claim 55, wherein the derivatizing reagent is a

59. The method of claim 55, wherein the protein/polypeptide carrier is
reacted with a haloacetylating agent.

60. The method of claim 58, wherein the heterobifunctional reagent is a
reagent which reacts with a primary or an é-amine functional group of one or more amino
acid residues of the protein/polypeptide carrier and a pendant thiol group of one or more
amino acid residues of the peptide immunogen,

61.  The method of claim 60, wherein the heterobifunctional reagent is
selected from the group consisting of N-succinimdyl bromoacetate, N-succinimidyl-3-(2-
pyridyl-thio) propionate (SPDP), and succimimidyl 4-(N-maleimidomehy]) cyclohexane-1-
carboxylate (SMCC).

62. Themethod of claim 61, wherein the primary or e-amine functional
group is lyrine, )

63. The method according to claim 60, wherein the pendant thiol group is
ncyslainereuiduéofthnpepﬁdehnmunngm.

64. The method according to claim 63, wherein the cysteine residue is
localized at the amino-terminus of the peptide immumogen.

65.  The method according to claim 63, wherein the cysteine residus is
localized at carboxy-terminus of the peptide immunogen.

. 66.  The method according to claim 63, wherein the cysteine residus is
localized internally in the peptide immunogen.
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67. The method according to claim 63, wherein the pendant thiol group is
generated by a thiolating reagent.

68. The method according to claim 67, wherein the thiolating reagent is N-
acetyl homocysteinethio lactone.

69. Themethod accarding to claim 1, wherein the capping reagent that is
usad to inactivate free reactive, functional groups on the activated protein/polypeptide carrier
is selected from the reagent group consisting of cysteamine, N-acetylcysteamine, and
ethenolamine.

70.  The method according to claim 1, wherein the capping reagent that is
used to inactivate free reactive, functional groups on the activated protein/polypeptide carrier
is selected from the reagent group consisting of sodium hydroxide, sodium carbonate,
ammonium bicarbonsate and ammonia.

71.  The method of claim 1, wherein the reactive group of the amino acid
residue of the peptide immmogen is a free sulfhydryl group.

72.  The method of claim 1, wherein one or more of the fimctional groups
are on a linker, which is optionally attached to the protein/polypeptide carrier.

73.  The method of claim 72, wherein the linker is a peptide linker.
74.  The method of claim 73, wherein the peptids linker is polylysine.

75. A method for conjugating a peptide immunogen to a
protein/polypeptide carrier having the structure:

m

wherein,
C is a protein/polypeptide carrier and X is a derivatizeble functional
group of an amino acid residus of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino
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acid regidue of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and
wherein m is an integer greater than 0, but less than or equal o 85, the method comprising the
steps of:

(8) derivatizing one or more of the functional groups of the
protein/polypeptide carrier or of the optionallyaltanhndlinkﬂmolecule.to generate a
derivatized molecule with reactive sites;

(b) reacting the derivatized protein/polypeptide carrier of step (a) with a
reactive group of en amino acid residue of the peptide immunogen to form a covalently
coupled peptide immunogen- protain/polypeptide carrier conjugate; and

(c) further reacting the said conjugate with a capping reagent to mactivate
the free reactive functional groups on the activated protein/polypeptide carrier, such that the
capped groups are not free to react with other molecules, thereby preserving the finctionality
of the carrier, such that it retains its ability to elicit the desired immune responses against the
peptide immunogen that would otherwise not occur without 2 carrier., 8o as to generate a
capped peptide immunogen-protein/polypeptide carrier conjugate having the formula:

(Xi——P),

(X—R),

wherein,

C is the protein/polypeptide carrier and X% is a derivatized functional
group of an amino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino
acid residue of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and,
wherein,

P ig a peptide immunogen molecule covalently aitached to the
- derivatized functional group of the amino acid residue of the protein carrier or optionally of
an amino acid residue of a peptide linker covalently attached to a protein/polypeptide carrier,

R is a capping molecule covalently attached to the derivatized
functional group of an amino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of
an amino acid residue of a peptide linker covalently attached to a protein/polypeptide carrier,

n is en integer greater than 0, but less than or equal to 85, and

p is an integer greater than 0, but less than 85.
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76.  The method of claim 75 , wherein the carrier is selected from a group
consisting of serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (KLH), immunoglobulin
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE polypeptide, malaria
circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAgg.25), Heat Shock Protein
(HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin mutants with reduced
toxicity, diphtheria toxin, CRM;gy protein that is cross-reactive with diphtheria toxin,

. recombinant Streptococeal C5a peptidase, Streptacoccus pyogenes ORF1224, Streptococcus
pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Chlamydia pneumoniae ORF T367,
Chlamydia pneumoniae ORF T858, Tetanus toxoid, HIV gp120 T1, components recognizing

microbial surface adhesive matrix molecules (MSCRAMMS), growth factors, hormones,
cytokines and chemokines.

77.  The method according to claim 76, wherein the carrier contains a T-
cell epitope.

78.  The method according to claim 77, wherein the carrier is & bacterial
toxoid.

79.  The method according to cleim 77, wherein the carrier is influenza
he futini

80. The method according to claim 77, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.

81. Themethod according to claim 77, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

82. The method according to claim 77, wherein the carrier ia Hepatitis B
surface antigen (HSBAgs-21).

83.  The method according to claim 77, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).

4

84. The method according to claim 77, wherein the carrier is & polypeptide
from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

e
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85. The method according to claim 78, wherein the carrier is tetanus
toxoid.

86. The method according to cln.im?B,wheteinﬂwbactmiultoxoidi.s
CRM 197.

87. The method according to claim 77, wherein the carrier is Streptococcal
1CSa peptidase.

88. The method according to claim 77, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF1224.

89. The method according to claim 77, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF1664.

90. The method according to claim 77, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF2452,

91. The method according to claim 77, wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T367.

92. The method according to claim 77, wherein the carrier is Chlamydia
preumoniae ORF T858.

. 93.  The method according to claim 75, wherein the carrier is a growth
factor or hormone, which stimulates or enhances immune response.

94. The method according to claim 93, wherein the growth factor or
hormone is selected from a group consisting of IL-1, IL-2, 4-interferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1¢c, MIP-18, and RANTES.

95.  The method according to claim 75, wherein the peptide immunogen is
selected from a bacterial protein, a viral protein, and a enkaryotic protein.

96. The method according to claim 95, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a bacterium.

N
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97.  The method according to claim 96, wherein the bacterium is selected
from the group consisting of Streptococcus pneumoniae, Stephylococcus aureus,
Staphlylococcus epidermidis, Neisserie meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus
influenzae, Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Pseudomonas species, Salmonella
typhimurium, Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella dysentriae,
Alloiococcus otitidis end Group B streptococci.

98.  The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a virus,

99, The method according to claim 98, wherein the virus is selected from
the group consisting of human immunodeficiency virus (HIV), herpes simplex virus (HSV),
humen papilloma virus (HPV), parainfluenza virus (PIV), vesicular stomatitis virus (VSV),
respiratory syncytial virus (RSV), Epstein-Barr virus (EBV), coronavirus, vaccinia virus,
rotavirus, rabies virus, hepatitis C virus (HCV) and hepatitis B virus (HBV).

100. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a fungus.

101. The method according to claim 100 wherein the fungus is selected
from the group consisting of Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidoides,
Histoplasma, and Aspergillus.

102. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a parasite,

103. The method according to claim 102, wherein the parasite is selected
from the group consgisting of Plasmodium, & Trypanosome, & Schistosome, and a Leishmania.

104. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein entigen from a eukaryote.

105. The method according to claim 104, wherein the eukaryote is a human.

106. The method according to claim 105, wherein peptide immunogen from
a human is derived from a malignant tumor.
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107. The method according to claim 106, wherein the tumor antigen is a N
renal cell carcinoma antigen, a breast carcinoma antigen, a carcinoembryonic antigen, & \,O
melanoma (MAGE) antigen, and a prostate cancer specific antigen.

108. The method accarding to claim 105, wherein the peptide immunmogen is
from a human AS polypeptide.

109. The method according to claim 108, wherein the peptide immunogen is
derived from the N-terminal region of AP polypeptide.

110. The method according to claim 108, wherein the peptide immunogen is
derived from the C-terminal region of AP polypeptide.

111, The method according to claim 108, wherein the peptide immunogen is
derived from the internal region of AB polypeptide. .

112. The method according to claim lOS,whm'einthepe':ptideimmmgenis
a fragment of AS selected from the group consisting of A81-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3,
and 1-4.

113. The method according to claim 108, wherein the peptide immunogen is
a fragment of AP selected from the group consisting of AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23,
17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

114. The method according to claim 108, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen are fused to another peptide immunogen.

115. The method according to claim 114, wherein one molecule of an AB
poptide immunogen is fizsed at its C-terminus to the N-termitus of a another molecule of the
same AP peptide immunogen.

116. The method according to claim 114, wherein one moleculs of an Af
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of another molecule of the

same AP peptide immunogen.
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117. The method according to claim 114, wherein one molecule of an Af
peptide immunogen is fosed at its C-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
AP peptide immunogen. ' '

118. The method according to claim 114, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at ita N-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
AB peptide immunogen.

119. The method according to claim 115, 116, 117 or 118, wherein the A8
fragment is derived from the N-terminal region of the AP polypeptide, and is selected from
the group consisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

120. The method according to claim 115, 116, 117 or 118, wherein the Af
fragment is & fragment of AS selected from AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-
24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

121. The method according to claim 114, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen are fused to one or more molecules of a heterologous peptide.

122. The method according to claim 121, wherein the Ap peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AR polypeptide, and is selected from
the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

123. The method according to claim 121, wherein the AP peptide
immunogen is a fragment of A8 selocted from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

124. The method according to claim 121, wherein the heterologous peptide
is selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

125. The method according to claim 114, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen are linked together in a multiple antigenic peptide (MAP)
configuration.
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126. 'The method according to claim 114, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen are linked together with one or more molecules of a different AB
peptide immunogen in a multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

127. The method according to claim 125 or 126, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AB polypeptide, and is selected from
the group consisting of AP1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

128. The method according to claim 125 or 126, wharein the AP peptide
immunogen is a fragment of A8 sclected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

129. The method according to claim 75, wherein the fimctional group of cne
or more amino agid molecules of the protein/polypeptide carrier or of the optionally attached
polypeptide linker is derivatized using a cross-linking reagent.

130. The method of claim 129, wherein the derivatizing reagent is a zero-
length crosa-linking reegent.

131, The method of claim 129, wherein the derivatizing reagent is a
homobifimctional cross-linking reagent.

132, The method of claim 129, wherein the derivatizing reagentis a

133. The method of claim 129, wherein the protein/polypeptide carrier is
reacted with a haloacetylating agent.

134. The method of claim 133, wherein the heterobifunctional reagent is a
reagent which reacts with a primary or an ¢-amine functional group of one or more amino
acid regidues of the protein/polypeptide carrier and a pendant thiol group of one or more
amino acid residues of the peptide immunogen.

135. The method of claim 134, wherein the heterobifunctional reegent is N-
succinimdyl bramoacetate, N-succinimidyl-3-(2-pyridyl-thio) propionate (SPDP), and
succinimidyl 4-(N-maleimidomehyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC).
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136. The method of claim 134, wherein the primary or €-amine functional
group is lysine.

137. The method according to claim 136, wherein dexivetization of the
primary or é-amine functional group of the amino acid regidue lysine of the
protein/polypeptide carrier with N-succinimidyl bromo acetate results in the
bromoacetylation of the primary or e-amine residues on lysine residues on the
protein/polypeptide carrier.

138. The method acconding to claim 134, wherein the pendant thiol group is
a cysteine residue of the peptide immunogen.

139. The method according to claim 138, wherein the cysteine residus is
localized at the amino-terminus of the peptide immunogen.

140. The method eccording to claim 138, wherein the cysteine residue is
localized at carboxy-terminus of the peptide immunogen,

141. The method according to claim 138, wherein the cysteine residue is
localized internally in the peptide immunogen.

142, The method according to claim 138, wherein the pendant thiol group is
generated by a thiolating reagent.

143. The method according to claim 142, wherein the thiolating reagent iz
N-acetyl homocysteinethio lactone.

144, The method according to claim 75, wherein the capping reagent that is
used to inactivate free reactive, functional groups of the activated protein/polypeptide carrier
is selected from the reagent group consisting of cysteamine, N-acetylcysteamine, and
ethanolamine,

145. The method according to claim 75, wherein the capping reagent that is
used to inactivate free reactive, functional groups on the activated protein/polypeptide carrier
is selected from the reagent group consisting of sodium hydroxide, sodium carbonate,
emmonium bicarbonate and ammonia.
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146. The method of claim 75, wherein the reactive group of the amino acid
reaidue of the peptide immunogen is a free sulfhydryl group.

147. The method of claim 75, wherein one or more of the functional groups
are on a linker optionally attached to the protein/polypeptide carrier.

148. The method of claim 147, wherein the linker is a peptide linker.
149. The method of claim 148, wherein the peptide Linker is polylysine.

150. A peptide immunogen-protein/polypeptids carrier conjugate wherein
the protein/polypeptide carrier has the formula:

wherein,

C iz a protein/polypeptide carrier and X is a derivetizable functional group of
an amino acid residue on the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid
regidue of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and, wherein
m is an integer greater than 0, but less than or equal to 85, and wherein the peptide
immunogen-protein/polypeptide carrier conjugate has the formula:

(X—P)

—R),

wherein,

C is the protein/polypeptids carrier and X% is a derivatized finctional group of
an amino acid reeidue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid
residue of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and,
wherein, P is a peptide immunogen molecule covalently attached to the derivatized functional
group of the amino acid residue of the protein carrier or optionally of an amino acid residne
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of a peptide linker covalently attached to a protein/polypeptide carrier, R is a capping
molecule covalently attached to the derivatized functional group of an amino acid residue of
ﬂ:epruteinlpolypepﬁdeeuﬂerort;pﬁona]lyofanminoncidreai&neofapepﬁdalinkﬂr
covalently attached to a protein/polypeptide carrier, thereby preserving the functionality of
the carrier such that it retains its ability to elicit the desired immune responses against the
peptide immunogen that would otherwise not occur without a carrier., n is an integer greater
than 0, but less than or equal to 85, and p is an integer greater than 0, but less than 85.

151. The conjugate according to claim 150, wherein the carrier is selected
from a group consisting of serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (KLH),
immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptids, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitia B surfuce antigen (HBSAgis-s),
Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM,¢; protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Sireptococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococeus pyogenes ORF2452, Chlamydia
pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumonias ORF T858, Tetanus toxoid, HIV gp120 T1,
components recognizing microbial surface adhegive matrix molecules (MSCRAMMS),
growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

152. The conjugate according to claim 150, wherein the carrier contains a
T-cell epitope.

153. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is a bacterial
toxoid. '

154. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is influenza
hemagglutinin,

155. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is PADRE
polypeptide,

156. The conjugsate according to claim 152, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

(96
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157. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is Hepatitis
B surface antigen (HBSAgi9.28)-

158. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).

159. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is a
polypeptide from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

160. The conjugate according to claim 153, wherein the carrier is tetanns

161. The conjugate according to claim 153, wherein the bacterial toxoid is
CRMg43;.

162. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Streptococcal 1C5a peptidase.

163. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224,

164, The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

165. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF2452.

166. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniae ORF T367.

167. The conjugate according to claim 152, wherein the carrier is
Chiamydia pneumoniae ORF T858,

168. The conjugate according to claim 150, wherein the carrier is a growth
factor or hormane, which stimulates or ephances immune response.
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169. The conjugate according to claim 168, wherein the growth factor or
hormons is selected from a group consisting of IL-1, IL-2, 4-interferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1a, MIP-18, and RANTES.

170. The conjugate according to claim 150, wherein the peptide immunogen
is selected from the group consisting of a bacterial protein, a viral protein, and a eukaryotic
protein.

171, The conjugate according to claim 170, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a bacterium.

172, The conjugate according to claim 171, wherein the bacterium is
selected from the group consisting of Streptococcus pnewmoniae, Staphylococcus aureus,
Staphlylococcus epidermidis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus
influenzae, Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria monocytogenes, Vibrio
cholerae, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Pseudomonas species, Salmonella
typhimurium, Borrelia burgdorferi, Skigella flexneri, Shigella boydsi, Shigella dysentrige,
Alloiococcus otitidis and Group B streptococci.

173. The conjugate according to claim 170, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a virus.

174, The conjugate according to claim 173, wherein the virus is selected
from the group consisting of a human immunodeficiency virus (HIV), a herpes simplex virus
(HSYV), a human papillorma virus (HPV), a parainfluenza virus (PIV), a vesicular stomatitia
virus (VSV), a respiratory syncytial virus (RSV), an Epstein-Barr virus (EBV), a coronavirus,
a vaccinia virus, a rotevirus, a rabies virus, a hepatitis C virus (HCV) and a hepatitis B virus
®EBV).

) 175. The conjugate according to claim 170, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a fungus.

176. The conjugate according to claim 175, wherein the fungus is selected
from the group consisting of Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidioides,
Histoplasma, and Aspergillus, '
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177. The conjugate according to claim 170, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a parasite.

178. The conjugate according to claim 177, wherein the parasite is selected
from the group consisting of a Plasmodium, a Trypanosome, & Schistosome, and a
Leist ia.

179. The conjugate according to claim 170, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from an eukaryote.

180. The conjugate according to claim 179, wherein the eukaryote is a
human,

181. The conjugate according to claim 180, wherein peptide immunogen
ﬂ'omthehmnanisdm'ivedﬁomamn]igm_lttumor.

182. The conjugate according to claim 181, wherein the tumor entigen is
selected from the group consisting of a renal cell carcinoma antigen, a breast carcinoma
antigen, a carcinoembryonic entigen, a melanoma (MAGE) antigens, and proatate specific
membrane antigen (PSMA).

183. The conjugate according to claim 180, wherein the peptide immunogen
is from & human AP polypeptide.

184. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen
is derived from the N-terminal region of AP polypeptide.

185. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen
is derived from the C-terminal region of Af polypeptide.

186. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen
is derived from the internal region of AP polypeptide.

187. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen
is a fragment of Af selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-
3, and 14,
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188. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen

is a fragment of AP selected from the group consisting of AP 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23,
17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

189. The conjugate according to claim 183, wherein one or more molecules
of AP are fused to one or more molecules of another peptide immunogen.

190, The conjugate according to claim 189, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the N-terminus of another molecule of the
same AP peptide immunogen.

191. The conjugate according to claim 189, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of another molecule of the

same AP peptide immunogen.

192. The conjugate according to claim 189, wherein a molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of & molecule of a different

AP peptide immunogen.

193. The conjugate according to claim 189 wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its N-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
AB peptide immunogen.

194. The conjugate according to claim 190, 191, 192 or 193, wherein the
AP peptide immunogen is derived from the N-terminal region of the AP polypeptide, and is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 14.

195. The conjugate according to claim 190, 191, 192 or 193, wherein the
AP peptide immmogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AP 7-11, 3-
28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

196. The conjugate according to claim 189, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are linked to ons or more molecules of a heterologous peptide.

O
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197. The conjugate according to claim 196, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of A8 polypeptide, and is selected from
the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

198. The conjugate according to claim 196, wherein the AP fragmentis a
fragment of Af selected from the group consisting of AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-
24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

199. The conjugate according to claim 196, wherein the hsterologous
peptide is selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and
combinations thereof.

200. The conjugate according to claim 189, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are linked together in a mmltiple antigenic peptide (MAP) *
configuration.

201. The conjugate according to claim 189, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are linked with ane or more copies of a different AP peptide
immunogen in 2 multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

202, The conjugate according to claim 200 or 201, wherein the AB peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is selected from
the group consisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

203. The conjugate according to claim 200 or 201, wherein the AP peptide

immunogen is a fragment of AS selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

204. A peptide immunogen-protein/polypeptide carrier conjugate generated
according to the method of claim 75 and having the formula:

(X—FP),

—R),
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wherein,

C is the protein/polypeptide carrier and Xis a derivatized fimctional group of
an amino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid
residus of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carier, and,
wherein, P is a peptide immunogen molecule covalently attached to the derivatized functional
group of the amino acid residus of the protein carrier or optionally of an amino acid residue
of a peptide linker covalently attached to a protein/polypeptide carrier, R is a capping
molecule covalently attached to the derivatized functional group of an amino acid residue of
the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid residue of a peptide linker
covalently attached to a protein/polypeptide carrier, which preserves the functionality of the
carrier, such that it retains its ability to elicit the desired immune responses against the
peptide immunogen that would otherwise not occur without a carrier, n is an integer greater
than 0, but less than or equal to 85, and p is an integer greater than 0, but less than 85.

205. The conjugate according to claim 204 wherein the carrier is selected
from the group conaisting of human serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (KLLH),
immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptide, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAgg2n),
Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cbolera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRMjg; protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Chlamydia
pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, Tetanus toxoid, HIV gp120 T1,
components recognizing microbial surface adhesive matrix molecules (MSCRAMMS),
growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

206. The conjugate according to claim 204 wherein the carrier contains a T-
cell epitope.

207. The conjugate according to cleim 206, wherein the carrier is a bacterial
toxoid,

208. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is influenza
hemagglutinin.
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209, The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.

210. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is malaria
circumeporozite (CS) protein.

211, The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is Hepatitis
B surface antigen (HSBAg19.25)-

212, The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).

213. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is &
polypeptide from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

214. The conjugate according to claim 207, wherein the carrier is tetanus
toxoid.

215. The conjugate according to claim 207, wherein the bacterial toxoid is
CRM,y;.

216. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Streptococcal rC5a peptidase.

217, The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224,

218. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

219. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Streptococeus pyogenes ORF2452,

220. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniae ORE T367.

221. The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniae ORF T858.

(2
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222, The conjugate according to claim 206, wherein the carrier is a growth
factor or hormone, which stimulates or ephances iinmune response.

223, The conjugate according to claim 222, wherein the growth factor or
hormone is selected from a group consisting of IL-1, IL-2, ~vinterferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1q, MIP-18, and RANTES.

224. The conjugate according to claim 206, wherein the peptide immunogen
is selected from the group consisting of a bacterial protein, & viral protein, a fungal protein, a
parasite protein and a eukaryotic protein.

225. The conjugate according to claim 224, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a bacterium.

226. The conjugate according to claim 225, wherein the bacterium is
selected from the group consisting of Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphlylococcus epidermidis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus
influenzae, Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria monocytogenes, Vibrio
cholerae, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Psendomonas species, Salmonella
typhimurium, Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella dysentriae,
Alloiococeus otitidis and Group B streptococci

227. The conjugate according to claim 224, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a virus.

228, The conjugate according to claim 227, wherein the virus is selected
from the group consisting of a human immunodeficiency virus (HIV), a herpes simplex virus
(HSV), a human papilloma virus (HPV), a parainfluenza virus (PIV), a vesicular stomatitis
virus (VSV), a respiratory syncytial virus (RSV), Epstein-Berr virus (EBV), a coronavirus, a
vaccinia virus, rotavirus, a rabies virus, a hepatitis C virus (HCV) and a hepatitis B virus
(HIBV). '

229. The conjugate according to claitn 224, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a fungus,
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230. The conjugate according to claim 229, wherein the fungus is selected
from the group consisting of Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidioides,
Histoplasma, and Aspergillus.

23). The conjugate according to claim 224, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from a parasite.

232. The conjugate according to claim 231, wherein the parasite is selected
from the group consisting of a Plasmodium, a Trypanosome, a Schistosome, and a
Leishmania.

233. The conjugate act.zordingto claim 224, wherein the peptide immunogen
is derived from a protein antigen from an eukaryote.

234. The conjugate according to claim 233, wherein the eukaryote is a
human.

235. The conjugate according to claim 234, wherein peptide immunogen
from the human is derived from a malignant tumor.

236. Ths conjugate according to claim 235, wherein the tumor antigen is
selected from a renal cell carcinoma antigen, a breast carcinoma antigen, a carcinoembryonic
antigen, a melanoma antigen, and & prostate cancer specific antigen.

237. The conjugate according to claim 234, wherein the peptide immunogen
is from a buman Af polypeptide.

238. The conjugate according to claim 237, wherein the peptide immunogen
is derived from the N-terminal region of AP polypeptide.

239. The conjugate according to claim 237, wherein the peptide immunogen
is derived from the C-terminal region of AP polypeptide.

240. The conjugate according to claim 237, wherein the peptide immunogen
is derived from the internal region of A polypeptide.

“ami}
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241. The ¢conjugate according to claim 237, wherein the AB peptide
immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10,
1-12, 3-7, 1-3, and 14

242, The conjugate according to claim 237, wherein the A peptide

immunogen is a fragment of AB selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

243, The canjugate according to claim 237, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are fused to another peptide immunogen.

244, The conjugate according to claim 243, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the N-terminus of another molecule of the
same AP peptide immunogen.

245. The conjugate according to clatm 243, wherein one molecule of an A
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of another molecule of the
same AP peptide immunogen. '

246. The conjugate according to claim 243, wherein one molecule of sm AP
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of a molecule of a different

AP peptide immunogen.

247. The conjugate according to claim 243 wherein one molecule of an AB
peptide immunogen is fused at its N-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
AP peptide immunogen.

248. The conjugate according to claim 244, 245, 246 or 247, wherein the

AP peptide immunogen is derived from the N-terminal region of the AP polypeptide, and is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

249. The conjugate according to claim 244, 245, 246 or 247, wherein the

AP peptide immunogen is a fragment of AB selected from the group consisting of Af 7-11, 3-
28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

o
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250. The conjugate according to claim 243, wherein one or more fragments
of AP are linked to one or more molecules of a heterologous peptide.

251. The conjugate according to claim 250, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AR polypeptide, and is selected from
the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

252. The conjugate according to cleim 250, wherein the AP peptide
immunogen is a fragment of A8 selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

253. The conjugate according to claim 250, wherein the heterologous
peptide is selected from the group consisting of a T-coll epitope, a B-cell epitope and
combinations thereof.

254. The conjugate according to claim 243, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are linked together in a multiple antigenic peptide (MAF)

< ouration.

255. The conjugate according to claim 243, wherein one or more molecules
of an AP peptide immunogen are linked with one or more copies of a different AP peptide
immunogen in a multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

256. The conjugate according to claim 254 or 255, wherein the AB peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is selected from
the group conaisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

257. The conjugate according to claim 254 or 255, wherein the AP peptide

immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of Af 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42,

258. The conjugate according to claim 243, wherein one or more molecules
of en AP peptide immunogen are linked with one or more molecules of a heterologous

peptide.
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259. The conjugate according to claim 258, wherein the heterologous
peptide is selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and

260. The conjugate according to claim 258, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptidse, and is a fragment of AS
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, end 1-4.

261. The conjugate according to claim 258, wherein the AP peptide
immumogen is a fragment of AS selected from the group consisting of AP 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

262. Animmunogenic composition, comprising a conjugate of a peptide
immunogen with a protein/polypeptide carrier generated by the method of claim 75, together
with one or more pharmaceutically acceptable excipients, diluents, and /or adjuvants.

263. The immunogenic composition according to claim 262, wherem the
carrier is selected from the group consisting of humen serum albumin, keyhole limpet
hemocyanin (KLH), immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza
hemagglutinin, PADRE polypeptide, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B
surface antigen (HBSAgig.23), Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis,
cholera toxin, cholera toxin mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRMjg¢7 protein
that is cross-reactive with diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C52 peptidase,
Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus
pyogenes ORF2452, Chlamydia pneumoniae ORY T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858,
Tetarms toxoid, HIV gp120 T1, components recognizing microbial surface adhesive matrix
molecules (MSCRAMMS), growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

264. The immunogenic composition according to claim 262, wherein the
carrier contains a T-cell epitope.

265. The method according to claim 264 wherein the carrier is a bacterial
toxoid.

266. The immnnogenic composgition according to claim 264, wherein the
carrier is influenza hemagglutinin,
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267. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is PADRE polypeptide.

268. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is malaria circumsporozite (CS) protein.

269. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is Hepatitis B surface antigen (HSBAg19.24).

270. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is heat shock protein 65 (HISP 65).

271. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is a polypeptide from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

272. The immunogenic composition according to claim 265, wherein the
bacterial toxoid is tetanus toxoid.

273. The immunogenic composition according to claim 265, wherein the
bacterial toxoid is CRMgr. '

274. The immunogenic composition according to cleim 264, wherein the
carrier is Streptococcal rC5a peptidase.

275. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is Streptococcus pyogenes ORF1224.

276. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
cartier is Streptococcus pyogenes ORF1664,

277. The immmogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is Sireptococcus pyogenes ORF2452,

278. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier i8 Chlamydia pneumoniae ORF T367.

279. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carmier is Chlamydia pneumoniae ORF T858.
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280. The immunogenic composition according to claim 262, wherein the
carrier is a growth factor or a hormone, which stimmlates or enhances immune response.

281. The immunogenic composition according to claim 280, wherein the
growth factor or hormone is selected from a group consisting of IL-1, IL-2, y-interferon, IL-
10, GM-CSF, MIP-1c, MIP-18, and RANTES.

282. The immunogenic composition according to claim 262, wherein the
peptide immunogen is selected from the group consisting of a bacterial protein, & viral
protein, & fimgal protein, a parasite protein, and a eukaryotic protein.

283, The imnmmnogenic composition according to claim. 282, wherein the
peptide immumogen is derived from a protein antigen from a bacterium.

284, The immunogenic composition according to claim 283, wherein the
bacterium is selected from the group consisting of Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Staphlylococcus epidermidis, Neisseria meningitidis, Neisserla
gonorrheae, Haemophilus influenzae, Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria
monocyltogenes, Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Pscudomonas species, Salmonella typhimurium, Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri,
Shigella boydii, Shigella dysentriae, Alloiococcus otitidis and Group B streptococci.

285. The immumogenic composition according to claim 282, wherein the
peptide immunogen is derived from a protein antigen from a virus.

286. The immunogenic composition according to claim 285, wherein the
virus is selected from the group consisting of 8 humen immunodeficiency virus (HIV), a
hexpes simplex virus (HSV), a humsan papilloma virus (HPV), a parainfluenza virus (PIV), a
vesicular stomatitis virus (VSV), a respiratory syncytial virus (RSV), an Epstein-Barr virus
(EBV), a coronavirus, a vaccinia virus, a rotavirus, a rabies virus, a hepatitis C virus (HCV)
and a hepatitis B virus (HBYV).

287. The immumogenic composition according to claim 282, wherein the
peptide immunogen is derived from a protein antigen from a fungus.

TP
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288. The immunogenic compogition according to claim 287, wherein the

fungus is selected from the group consisting of Candida albicans, Cryptococcus neoformans,

Coccidoides, Histoplasma, and Aspergillus.

289. The immunogenic composition accarding to cleim 282, wherein the
peptide immunogen is derived from a protein antigen from a parasite.

290. The immunogenic composition according to claim 289, wherein the
parasite is selected from the gronp consisting of a Plasmodium, a Trypanosome, a
Schistosome, and a Leishmania.

291, The immunogenic composition according to claim 282, wherein the
peptide immunogen is derived from a protein antigen from a cukaryote.

292, The immunogenic composition according to claim 291, wherein the
eukaryote is a human,

293, The immunogenic oonipon'ﬁan according to claim 292, wherein
peptide immunogen from a human is derived from a malignant tumor.

294. The immunogenic composition according to claim 293, wherein the
peptide immiumogen is selected from the group consisting of a renal cell carcinoma antigen, a
breast carcinoma antigen, a carcinoembryonic antigen, 2 melanoma antigen, and a prostate
cancer specific antigen.

295. The immunogenic composition according to claim 292, wherein the
peptide immunogen is from a human AP polypeptide.

296. The immunogenic composition according to claim 295, wherein the
peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AB polypeptide.

297. The immunogenic composition according to claim 295, wherein the
peptide immunogen is derived from the C-terminasl region of AP polypeptide.

298. The immunogenic composition according to claim 295, wherein the
peptide immunogen is derived from the internal region of AP polypeptide.



WO 2005058940 o PCT/US2004/042701 \ 270
299, The immunogenic composition according to claim 295, wherein the

AP peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is a

fragment of AS selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3,

and 14,

300. The immunogenic composition according to claim 295, wherein the
AP peptide immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AP 7-11, 3-
28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

301. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one
molecule of an AP peptide immunogen is fused at its C-terminus to the N-terminus of another
molecule of the same AP peptide immunogen.

302. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one
molecule of an AP peptide immunogen is fused at its C-termimus to the C-terminus of another
molecule of the same AP peptide tmmunogen.

303. The immunogenic composition according to ¢laim 295, wherein one
molecule of an AP peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of a
molecule of a different AP peptide immunogen.

304. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one
molecule of an AP peptide immunogen is fused at its N~terminus to the C-terminus of a
molecule of a different AP peptide immunogen.

305. The immunogenic composition according to claim 301, 302, 303, or
304, wherein the Ap fragment is derived from the N-terminal region of AP polypeptide and is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

306. The immunogenic composition according to claim 301, 302, 303, or
304, wherein the AP fragment is a fragment of AS selected from the group consisting of A
7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and
35-42.
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307. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one or
more molecules of en AP peptide immunogen are linked to one ar more molecules of a
heterologous peptide.

308. ‘The immunogenic composition according to claim 307, wherein the
AP peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AB polypeptide, and is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

309. The immmogenic composition according to claim 307, wherein the
AP peptide immunogen is a fragment of Ag selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-
28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

310. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one or
more molecules of an AP peptide immunogen are linked together in a multiple antigenic
peptide (MAP) configuration.

311. The immunogenic composition according to claim 295, wherein one or
more molecules of an Af peptide immunogen are linked with one or more molecules of a
different AP peptide immmmogen in a multiple antigenic peptide (MAP).configuration.

312. The immunogenic composition according to claim 310 or 311, wherein
the AP peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 14.

313. The immunogenic composition according to claim 310 or 311, wherein
the AP peptide immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of AB 7-
11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-
42,

314. The immunogenic composition according to claim 262, wherein one or
more adjuvants are selected from the group consisting of GM-CSF, 529 SE, IL-12, aluminum
phosphate, aluminurm hydroxide, Mycobacterium tubsrculosis, Bordetella pertussis, bacterial
lipopolysaccherides, aminoalkyl glucosamine phosphate compounds, MPL™ (3-O-
deacylated monophosphoryl lipid A), e polypeptids, Quil A, STIMULON™ QS-21, a
pertussis toxin (PT), an E.coli heat-labile toxin (LT), IL-1 o, IL-1 B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
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IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interferon-a, interferon-B,
interfaron-y, G-CSF, TNF-x and TNF-.

315. The immunogenic composition of claim 314, wherein the peptide
immunogen is AB, the carrier is CRMjg;, and the adjuvant is 529 SE.

316. A method for indusing an immune response in 8 mammalian subject,
which comprises administering an effective amount of the immunogenic composition of
claim 262 to the subject.

317. The method according to claim 316, wherein the carrier is selected
from the group consisting of iman serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (KLH),
immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptide, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAgis.2s),
Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM,g; protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes
ORF1224, Strepiococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Chlamydia
pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, Tetanus toxoid, HIV gp120 T1,

componenty recognizing microbial surface adhesive matrix molecules (MSCRAMMS),
growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

318. ThomethodaccbrdingtoclaimSIG,whaminthncarﬂa‘contaimaT-
cell epitope.

319. The method according to claim 318, wherein the carrier is a bacterial
toxoid.

320. The method according to claim 318, wherein the carrier is influenza
] utini

321. The method according to claim 318, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.

322. Themethod according to claim 318, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein,
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323. The method according to claim 318, wherein the carrier is Hepatitis B
surface antigen.

324. The method according to claim 318, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).

325. The method according to claim 318, wherein the carrier is a
polypeptide from AMycobacterium tuberculosis (BCG).

326. The method according to claim 319, wherein the bacterial toxoid is
tetanus toxoid.

327. The method according to claim 319, wherein the bacterial toxoid is
CRM1y1.

328. The method according to claim 318, wherein the carrier is
Streptococcal rC5a peptidase.

329. The method according to claim 318, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224.

330. The method according to claim 318, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

331. The method according to claim 318, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF2452.

332. The method according to claim 318, wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T367.

333. The method according to claim 318, wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T858.

334. The method according to claim 316, wherein the carrier is a growth
factor or hormone, which stimulates or enhances immune response.
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335. The method according to claim 334, wherain the growth factor or
hormane is gelectsd from a group congisting of IL-1, IL-2, ‘+interferon, IL~-10, GM-CSF,
MIP-1o, MIP-15, and RANTES. . :

336. The method according to claim 316, wherein the peptide immunogen is
selected from the group conzisting of a bacterial protein, a viral protein, and a enkaryotic

337. The method according to claim 336, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a bacterium.

338. The method according to claim 337, wherein the bacterium is selected
from Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphlylococcus epidermidis,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus influenzae, Esherichia coli,
Klcbsiella enterobaoter, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Pseudomonas species, Salmonella typhimurium, Borrelia burgdorferi,
Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigeila dysentriae, Alloiococcus otitidis and Group B
streptococci.

339. The method according to claim 336, wherein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a virus.

340. The method according to claim 339, wherein the virus is selected fram
the group consisting of a human immunodeficiency virus (HIV), a herpes simplex virus
(HSV), a human papilloma virus (HPV), a parainfluenza virus (PIV), e vesicular stomatitis
virus (VSV), a respiratory syncytial virus (RSV), a Epstein-Barr virus (EBV), a coronavirus,
a vaccinia virus, a rotavirus, a rabies virus, a hepatitis C virus (HCV) and a hepatitis B virus
(EBV).

341. The method according to claim 336, wherein the peptide immmunogen is
derived from a protein antigen from a fingus.

342. The method according to claim 341, wherein the fungus is selected
from the group consisting of a Candida species, a Cryptococcus species, a Coccidioides
specios, a Histoplasma species, and an Aspergillus species.

—-nA



- \.»V‘O 2005/058940 ___ PCT/US2004/042701
343. The method according to claim 336, wherein the peptide immmmogen is
derived from a protein antigen from a parasite.

344, The method acconding to claim 343, wherein the parasite is selected
from the group consisting of a Plasmodium, a Trypanosoms, a Schistosome, and a
Leisd .

345. The method according to claim 336, wheyein the peptide immunogen is
derived from a protein antigen from a eukaryote.
346. The method according to claim 345, wherein the eukaryote is a human.

347. ‘Themethod according to claim 347, wherein peptide immunogen from
a human ig derived from a malignant tumor.

348. Thomethod according to claim 347, wherein the peptide immunogen is
duivedﬁomarmﬂooﬂcnoinomnmﬁgm,aﬁ:uatcncimmmﬁgm.acudmmbu}mic
entigen, a melanoma (MAGE-1) antigen, and a prostate cancer specific antigen.

349. The method according to claim 346, wherein the peptide immunopen is
from a human A8 polypeptide.

350. The method according to claim 349, wherein the peptide immunogen is
derived from the N-terminal region of AP polypeptide.

351. The method according to claim 349, wherein the peptide immunogen is
derived from the C-terminal region of AP polypeptide.

352. The msthod according to claim 349, wherein the peptide immunogen is
derived from the internal region of AP polypeptide.

353. Themethod according to claim 350, wherein the AB peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is a fragment of A8
selected from the group consisting of Ap1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.
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354, The method according to claim 349, wherein the AP peptide
immunogen is a fragment of AB selected from the group consisting of A 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

355. The method according to claim 349, wherein one molecule of an AB
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the N-terminus of enother molecule of the

same AP peptide immunogen.
356. The method according to claim 349, wherein one molecule of an AR

peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of another molecule of the
same AP peptide immunogen.

357. The method according to claim 349, wherein one molecule of an AR
peptide immunogen is fused at its C-terminus to the C-terminus of a molecule of a different

AP peptide immunogen.

358. The method according to claim 349, wherein one molecule of an AP
peptide immunogen is fused at its N-terminus to the C-terminus of a molecule of a different
Ap peptide immumogen.

359. The method according to claim 355, 356, 357,0r 358, wherein the AP
peptide immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is selected
from the group consisting of AP1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.

360. The method according to claim 355, 356, 357,0r 358, whereain the Ap
peptide immunogen is a fragment of A selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28,
16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42,

361. The method according to claim 349, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen are linked to one or more copies of a heterologous peptide.

362. The method according to claim 361, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of A polypeptide, and ia selected from
the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4.
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363. ‘The method according to claim 361, wherein the AP peptide
immunogen is selected from the group consisting of Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-
24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

364. 'The method according to claim 349, wherein one or more molecules of
an AP peptide immunogen &re linked together in & multiple antipenic peptide (MAY)
configuration.

365. The method according to claim 349, wherein one or more molecules of
an AP peptide immmunogen are linked with one or more molecules of a different AP peptide
immunogen in e multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

366. The method according to claim 364 or 365, wherein the AP peptide
immunogen is derived from the N-terminal region of AP polypeptide, and is a fragment of A8
selected from the group consisting of AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, and 1-4,

367. The method according to claim 364 or 365, wherein the AP peptide

immunogen is a fragment of AS selocted from the group consisting of Af 7-11, 3-28, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 and 35-42.

368. The method according to claim 262, wherain one or more adjuvants are
selected from the group consisting of GM-CSF, 529 SE, 1.-12, aluminum phosphate,
alumioum hydroxide, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, bacterial
Jpopolysaccharides, aminoslkyl glucosamine phosphate compounds, MPL™ (3-O-
deacylated monophosphoryl lipid A), a polypeptide, Quil A, STIMULON™ QS-21, a
pertussis toxin (PT), en E. coli heat-labile toxin (LT), IL-1 o, IL-1 B, IL-2; IL4, IL-5, IL-6,
11-7, IL-8, IL-10, [L-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interferon-a, interferon-B,
interferon-y, G-CSF, TNF-a and TNF-p.

369. The method acoording to claim 368, wherein the peptide immumogen is
ApB, the carrier is CRMg;, and the adjuvant is 529 SE.
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<213> Homo saplens

<400> 1
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<210> 3
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«<212> PET

<3113> Homo saplens’

Mpmulumnglilhpmalyw;
1 5 ’ 10

«310> 4

<31l1l> 13

<212> PRT

«213> Homo saplens

<400> 4
Asp Ala Glu Phe Arg Hig Asp 8Ser Gly Tyx Glu Val Cys

1 5 10

<310> 5

<31l1> 10

<312> PRT

<213> Homo saplens

<400> 5
Asp Ala Glu Phe Arg Gly Ala Gly Ala Cys

1 5 10

<d10> 6

<211> 12

<312> PRT
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<310>» 7

<21ll> 24

<d13> PRT .
«313> Homo saplens

«400> 7

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Gly Ala Gly Ala Cys
1 5 10

<310> @

<21ll> 17

<dld> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp S8er Gly Tyr Glu Val Gly Ala dly Ala
1 5 10 15

210> 9

<321l> 13

<212> PRT

«213> Homo waplens .

<400> 9

Val Glu Tyr Gly Sexr Asp His Arg Phe Glu Ala Asp Cys
1 5 10

«<210>» 10
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<a1ll> 4
«3213> PRT
<213> Homo gaplens

<400> 10

@ly Ala Gly Ala
1

<210> 11

<211> 13

<2la» PRT

<213> Homo saplens

<400> 11

Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lyps Leu Ala Thr
1 L] 10

<210> 12.

<3all> 13

<313> IRT

«213> Homo guplens

<220>

<a2l> misg_featurs

<222> (3)..(3)

<123> Xaa can be anpy maturally oococurring amino acid

<400> 12

. Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Lew Lys Ala Als Ala
1 5 10

<al0>» 13
<211> 16
<213> PRT
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«213> Howmo sapiens -
<400> 13

Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu lLys Als Ser Ser Val Pha Asn Val
1 5 10 15

<3210> 14

<311> 10

<212> PRT

«213> Homo spplens

«<400> 14
Fhe Glu Leu Leu-Thr Arg Ile Leu Thr Xle

1 S 10

<210> 15

«211> 19

«212> FRT

<313> Eomo saplens

«<400> 15

Asp Gln Sar Ile Gly Asp Len Ile Ala Glu Ala Nat Asp Lys Val Gly
1 5 10 15

Asn Glu Gly

<210> 16

<21l> 14

<212> PRT

<213> Howmo saplens

<400> 16
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Gln Val His Fhe Gln Pro Leu Pro Pro Ala Val Val Lyse Leu
1 S 10

<310> 17

«<21l> 15

«<d12> PRT

<213> Howo aaplens

<400> 17
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‘1 5 ] 10 15

«210> 18

<3al1ll> 121

<dl2> PRT

<213> Homo saplens

«400> 1B
mmmmmulsummmugv-immmsu

1 5 10 15

Ala Ber His Ieu Glu
20

<3110> 19

<iil> 15

«dla> Fli

<213> Eomo -ll.pian.l

<400> 19

Lys Gln Ile Ile Asn Mat Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Het Tyr
1 5 10 15
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<310> 20
<21il>» 81
<2132> PRT

<213> Homo Paplens

<400> 20

Asp Ala dlu Phe Arg His Asp Gln Tyr Ils Lys Ala Asn Ser Lys Ths
1 5 10 1s

Ile Gly Ile Thr Glu Leu Cys FPhe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp
a0 as 30

Leu Arg Val Pro Lys Val Sexr Ala Bar His Leu Glu Asp Ala Glu Phe
as 40 45

Arg Hiw Asp
50

<210> a1l

<31l1l> 43

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 21

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Qly Tyr Glu Val His Eis Gln Lys
1 5 10 15

Lou Val Fhe Pha Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 : 30

Gly Ieu Mat Val Gly Gly Val val Ile Ala
as 40
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<210>
<211>
<312>
<213>

<400>

ASp Ala Glu

Ile Gly Ile

<210>
<21l>
<212>
<213>»

<4 00>

23
as
PRT

Asp Ala Glu

Leu Arg Val

<210>
<211>
<3212>»
<213>

<400>

]

Asp Ala Glu

| npepa—

PRy ——————————— e — —— 4 1

sapiens

vhe Arg His Asp Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Sex Lys Phe
5 10 18

Thr Glu Lem
20

vapiens

Phe Axrg HEis Asp FPhe Asn Asn Fhe Thr Val Ser Fhe Trp
5 10 15

Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Qlu
20 25

Phe Arg His Asp Gln Tyr Ile Lys Ala n;n Ser Lys Pha
5 10 15
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Ile @ly Xle Thr Glu Leu Phe Asn Asn Fhe Thx Val Ser Phe Txp Leu
a0 a5 30

Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu
as 40

<210> 23S

<21l> aa

<213> PRT -

213> Homo sapiens

<400>» ab

_Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Glun Tyxr Ile Lys Ala Asn Sex Lys Phs
1 5 10 15

Ile Gly Ile Thr Glu Leu
a0

<210> a6

<211>» a0

<212> FRT

<213> Homo gaplens

<230>

<331> misc_feature

<223>» (3)..(3)

<3223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 26

Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Lsu Lys Ala Ala Alm Asp Ala Glu
1 . ] ] 10 15
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Pha Arg His Asp
a0

<210> a7

<all> 34 '
<212> PRT

<213>» EBomo sapliens

<230>

<221> misg _feature

<222> {24)..(24)

<2323> Xaa can ba amy naturally occurring amino acid

<400> 27

Asp Ala Glu Phe Arg Ris Asp Asp Ala Glu Phe Arg Eis Asp Asp Ala
1 ) 5 10 15

Glu Phe Arg His Asp Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala
a0 a5 30

Ala Ala

<210> .- 28

<2ll> 34

<4132> PRT

<213> Homwo saplens

<220>

<121> wmisc feature

<2322> (3)..(3)

<323> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 28
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Ala Lys Xsa Val Ala Ala Trp Thxy Ieu Lys Ala Ala Ala Asp Ala Glu

A

5 10 15

Phe Arg His Aep Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Arg

1 as a0

His Asp

<210>
<2ll>
<21a>
<213>

@ <220>

<231>
<233>
<333>

<400>

a9

a0

FRT

Homo sapiens

misc_featurs
{10).. (10}
Xaa oan ba sny naturally occurring amino acid

Asp Ala Glu Pha Arg Eip Asp Ala Lys Xas Val Ala Ala Trp Thr Leu

1

5 1o 15

Lys Ala Ala Ala

«a10>
<31l>
«<d13>
<213>

<400>»

Homo paplens -
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ile Ber GIn Als Val His Ala Ala His
1 S 10 15

Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly Arg
20

,<310> 31

- —

<211> 34
<213> PRT
<313> Homo saplens

<400> 3J1

Fhe Axrg His Agp Sor Gly Tyr Ile SBar Gla Ala Val His Ala Ala His
1 5 10 15

Ala Olu Ile Asn Glu Ala Gly Arg
20

<3210> 32

«<21l> 24

<a132>» PRT

<313> Homo ssplens

<400> 32

Glu Phe Arg Eis Asp Ser Gly Ile Ser Gln Ala Val Hip Ala Ala His
1 5 10 is

Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly Arg
ae

«<210> 33
<211> 34
<32132> PRT
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<313> Homo ssplams
<400> 33
mmmv:lny-clnunmmmhuuulmmulalu

1 5 10 15

Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Pha Arg
a0 . as 30

His Asp

<210> 34

<all> a7

<32132> PRT

<213> Homo smpiens .

<400> 34

upunclulfhnn:gniuupmmmhlhyncmunmm
1 . 5 10 15

Lys Leu Ala Thr Asp Ala Glu Phe Ary His Asp
20 a5

«210> 35

«<211> 234

312> PET

«213> Homo saplens

<400> 135

Asp Ala Glu Fhe Arg His Asp Asp Ala Glu Fhe Arg His Asp Asp Ala
1 5 10 15
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@lu Fhe Arg His Asp Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Isu Lys Leu
a0 25 3o

Ala Thr

<310>» 36
<211> 27
<212>» PRT .
<213> Howo saplens

<400> 38
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Pro Lys

1 5 - 10 1s

Tyr Val Lya Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
a0 as

<210>» 37

<all> 79

«312» PRT

«<213> Howo saplens

<400> 237

Asp Ala Glu Fhe Arg His Asp Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu
1 5 10 15

Lys Leu Ala Thx Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ber Ser
a0 a5 3o

Val Pha Asn val dln '].'yr':tlohylhll Asn Ber Lys Phe Ile dly Ile
35 40 45
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Thy @lu Leu Pha Asn Asn Phe Thxr Val Ser Pha Trp Lau Axg Val Pro
80 55 60

IJylVI.lBunlﬂerﬂlmﬂuhllpulﬂlnmma'ﬂhp
65 % 75

<210> 38

<211l> 358

<1la> PRT

<213> Howo sapiensa

<400> 38

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Aap Asp Ala
1 5 ' 10 15

dln Phe Arg His Asp Gln Tyr Ile Lys Alm Asn Bex Lys Phe Ile Oly
a0 as 30

Ile Thr Glu Leu Cys Fba Asn Asn Phe Thr val Ser Phe Trp Leu Arg
as &0 45

Vval Pro Lys Val Sar Ala Ser His Leu Glu
50 58

«210> 39

call> 44

<2132> PRT

«213> Howo sapieas

<400>» 239
Asp Ala Glu Phe Arg His Aep Gln Tyr Ile Lys Ala Asu Ser Lys Phe
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Ile Gly Ila Thr Glu Leu Cys Pha Asn Asn Pha Thr Val Her Fhe Trp
20 as - a0

Leu Arg Val Pro Lyw Val Saer Als Sex Hip Lsu Glu
35 40

<210> 40

«211> 535

<ila> PFRT

<213> FHomo saplens

<400> 40C
Gly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser Ber Lys Ser Phe Val Mat Glu Aan

1 5 10 15

Fhe Ser Her Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val Asp Ser Ile Gln
20 as 30

Lye Gly Ile Gln Lys Pro Lys Ser Gly Thr Gln Gly Asn Tyxr Asp Asp
as 40 45

Asp Trp Lys Glu Phe Tyr Sexr Thr Asp Asn Lys Tyr Asp Ala Ala Gly
50 55 60 )

Tyr Ber Val Asp Asn Glu Asn Pro Leu Ser Gly Lys Ala Gly Gly Val
65 70 75 80

Val Lys Val Thr Tyr Pro Gly Leu Thr Lys Val Leu Ala Leu Lys Val
as 90 95
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Asp Asn Ala Glu Thr Ile Lys Lys Glu Leu Gly Leu Sex Lau Thr Glu
" 100 105 110

Pro Leu Nst Glu Gln Val Gly Thr Glu Glu Pha Ila Lys Arg Phe Gly
115 120 125

Asp Gly Ala Ber Arg val Val Leu Ser Leu Pro Fhe Ala Glu gly Sex
A30 135 140

Ber Bexr Val Glu Tyr Ile Asn Avn Trp Glu Gln Ala Lys Ala Leu SBar
148 150 155 160

val Glu Isu Glu Ile Asn Phe Glu Thr Arg Gly Lye Arg Gly Gln Asp
. 165 170 175

Ala Met Tyr Glu Tyr Mat Ala Gln Ala Cyw Ala Gly Asn Arg Val Arg
180 185 190

Arg Ber Val Gly Bsr Ser Leu Bexr Cym Ile Asn Leu Asp Trp Asp Val
195 200 208

Ile Arg Asp Lys Thr Lys Thr Lys Ile Glu Ser Leu Lys Glu His Gly
210 215 210

Pro Ile Lys Asn Lys Mat u:uluu&mmmmmmuu
a5 230 235 240

Glu Lys Ala Lys Gln Tyr Lem Glu Glu FPhe His Gln Thr Ala Len Glu
45 450 255
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Hie Pro Glu Leu Ser Glu Leu Lys .Thr Val Thr Gly Thr Asn Pro Val
as0 a65 170

The Ala Gly Ala Asn Tyr Als Ala Trp Ala Val Asn Val Ala Gln Val
a75 aso 285

Ils Asp Ber Glu Thr Ala Asp Aan Leu Glu Lys Thr Thr Ala Ala Lsu
290 295 300

Ber Ila Leu Pro Gly Ile dly Saxr Val Met Gly Ile Ala Asp Gly Ala
3os 310 . 315 320

Val His His Asn Thr Glu Glu Ils Val Ala Glo Ber Iin Ala Lau Ser
328 330 335

Bar Leu Mat Val Ala Qln Ala Ilepiomumelyolum’!hlnlp
340 111 350

zlomymnan-munmmén B8er Ils Ile Asn Leu Phe
. 3558 360 365

Gln val Val His Asn Sexr Tyr Asn Arg Pro Alm Tyr Ber Pro Gly His
370 375 3a0

Lys Thr Glo Pro Fhe Leu Hiw Asp Gly Tyx Ala Val Ber Trp Asn Thr
385 390 395 400

Val Glu Asp Ser Ils Ile Axry Thr Gly FPhe Gln Gly Glu Ser Gly His
405 410 415

Asp Ile Gys Xls Thr Als Glu Asm Thr Pxo Leu Pro Ile Ala Gly Val

Pulont provided by Saghrue S HLLE - hitp:Fwerw sughns.oom

e ——— — e "




p——
p——

‘WO 2005/038940

420

Leu Iieu FPro Thr
435

His Ile Ber val
450

AsSp Gly Asp.val
465

Asn dly Val His

@lu Lys Ils His
500

Gly Tyr Gln Lys
515

[
Leu Phe Fhe Glu
530

<310> 41
<211> 17
«212> PRT

C:

PCT/US2004/042701

428 430

Ils Pro Gly Lys Leu Asp Val Asn Lys Ber Lys Thr
440 445

Asn Gly Arg Lys Ile Arg Met Arg Cys Axg Ala Xle
455 460

Thr Phe Cym Arg Pro Lyw Bar Pro Val Tyr Val dly
470 475 460

Als Asn Leu His Val Ala Pha His Arg SBer Ber Ser
465 490 495

Bar Asn Glu Ila Ber HSer Asp Ber Ile Gly val Leu
" 505 510

Thr Val Asp His Thr Lyw Val n-nlsui Lys Leu Ser
520 525

Ila Lys Bex
535

«213> Homo saplens

«<400> 41

Ile Sor Gln Ala Val His Ala Ala Hip Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly
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<210> 432

<211l> 42

<313> PFRT

<313> MNus musculus

<400> 42

" PCT/USI004/042701

Asp Ala Glu Fbs Gly His Asp Ser Gly Phe Glu Val Arg Hip Glun Lys

1 H] 10

15

Ieu Val Phe FPbe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ilas

@Gly Leu Met Val Gly Gly val Val Ile Ala
35 40

<3210> 43

<3211> 9

<212> PRT

«<213> Artificial

<330>
<223> A-bsta 18-28 + C

<400> 43

Val Phe Fhe Ala Glu Asp Val Gly Cya

1 L]

<210> 44
<311> 9
«313> PRT
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213> Artificlal

<220>
<323> A-bets 17-14 + C

<400> 44

Lesu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Cys
1 5

<310> 45

<211> 9

<dld> PFRY

<213> Artificial

<230>
<3323> A-~beta 16-23 + C

<400> 45
Lys Leu Val Fhe Fhe Alas Glu Asp Cy»

1 - B

«3210> 46

«211> 9

<d13> PRT

«213> Artificial

<230>
<333> A-beta 18-35 + C

<400> 46
Cys Val Fha Fha Ala Glu Asp Val Gly

1 5

<210> 47
<211> 9
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<212> PRT
«213> Artificial

<3220>
<223> C + A-beta 18-25

«<400> 47
" Cys Leu Val Phe Phe Ala Glu Agp Val

1 5

310> 438

«<d1l> 9

<2132 PRT

«<313> Artificial

<220>
<223> C + A-beta 16-23

<400> 40
Cys Lys Ieu Val Pha Phe Ala Glu Asp

1 5

<310> 49

<311> 8

<212> PRT

313> Artificial

<220>
«223> A-bata 18-24 + C

<400> 49

Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Cys
i 5

<310> 50
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<21l>»
<212>
<213>»

<220>»
«<223>»

<400>

Axtificial

A-beta 17-23 + C

ey Val Phe Phe Ala Glu Asp Cys

1

<310>
<211>
<313>
<313>»

<220>
<2323>

<220>»
«331>
<232>
<233>

«400>

Lys Imu Val Phe Phe Ala Glu Cyms

i

<210>
<2ll>
<113>
<213>

<320>
<323>

3
Bl
]
FRT -
Axrtificiml

A-beta 16-22 + C

misc_feature
(9)..(0)
CRM 197 added via terminal cysteine

51

s -
532

8

mT

Artificial

C + A-beta 18-24
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<220>
<221>»
<322>
<323>»

<400>

misc_feature
(1)-.{1)
CR% 197 addad via ¥N-terminal cyateins

Cys val Phe Pha Alp Glu Asp Val

1

<310>»
<21l>
213>
<213>»

<d20>
223>

<400>

5
43
8
PRT
Artificial

C + A-bata 17-23

Cys Lau Val Fha Pha Ala Glu Rsp

.1

<210>
<211>
<a13>»
<113>»

' <220>
223>

«3230>
<33l1>
<223>
<333>»

<400>

5
54
B
PRT
Artificial

C + A-bata 16-22 + C

misc_feature
(1) ..(1)
CEM 197 added via N-terminal cysteina

sS4
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Cys Liys Leu Val Fhe FPhe Als Glu

1 5
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CONJUGADOS DE PORTADOR DE PEPTIDO INMUNOGENICOS Y METODOS PARA
PRODUCIR LOS MISMOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esencia de la inmunidad adaptable es la capacidad
de un organismo para reaccionar a la presencla de sustancias
extrafias y producir componentes ({anticuerpos y células) aptoe
de interactuar especificamente con y proteger el hu&sped de su
invasién. Un ®“antigenc” o “inmnégeno” es una sustancia que es
apta para producir este tipo de respuesta inmune y también es
apta de interactuar con las células y anticuerpos
gensibilizados que son fabricados contra el mismo.

Los antigenos o inmunSgenos son usualmente
macromlécula_s que contienen gitios antigénicos distintos o
*epitopos” que son reconocidos e interactGan con los varios
componentes del sistema inmune. Pueden existir como mcléculas
individuales compuestas de quimicos orgénicos sintéticos,
proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, ARN, ADN, o
polisaclridos © pueden pser partes de estructuras celulares
(bacterias u hongos) © virus (Harlow y Land 1988 a,b,c; Male et
al., 1987).

Las moléculas pequeflas como péptidos, aunque
normalmente son aptos de interactuar con los productos de una
respuesta inmune, frecuentemente no pueden provocar una
respuesta por s8I mismos. Estos inmunégenos de péptide o
*haptenos” como también son llamados, son realmente antigenos
incompletos y aunque no son aptos de provocar por s{ mismos
inmunogenicidad o producir produccifén de anticuerpos, se pueden
hacer inmunégenocs al acoplarlos a un portador aproplado. Los
portadores son cominmente antigenoe de proteina de peso

molecular mfs alto que son aptos de provocar una respuesta
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inminolégica cuando son administrados in vivo.

En una respuesta Iinmmne, los anticuerpos son
producidos y secretados por B-linfocitos en conjuncién con las
células T-auxiliar (Ty). En la mayoria de los sistemas de
hapteno-portador, las células B producen anticuerpos que son
especificos tanto para el hapteno como para el portador. En
estos casos, loe linfocitos T tendr&n dominios de enlace
especificos sobre el portador, pero no reconocerin el haptenos
solo. En una clase de sinergismo, las células B y T cooperan
para inducir una respuesta de anticuerpc hapteno-especifica.
Después que tal respuesta inmune ha tomade lugar, y el hu&sped
es tratado subsecuente solo con el hapteno, usualmente
responderf a producir anticuerpos haptenc-especificos de
células de memoria formadas después de la inmunizacién inicial.

Los haptenos sintéticos que imitan algunas
estructuras eplitépicas criticas en macromoléculas mis grandes
son frecuentemente conjugados a portadores para crear una
respuesta inmune a la molécula “original” mids grande. Por
ejemplo, segmentos de péptido corto pueden ser sintetizados a
partir de la secuencia conocida de una proteina y acoplados
para un portador para inducir inminogenicidad hacia la proteina

natural. Este tipo da procedimiento sintético a la produccién

de inmundgenoc se ha convertido en la base de mucha de la -

investigacifn actual en la creacién de vacunas. 8in embargo, en
muchae instancias, el solamente crear una respuesta de cé&lula B
al utilizar conjugados de péptido-portador sintéticos, 8in
embargo, bien diseflados, no siempre garantizari inmunidad
protectora completa hacia un antigenc intacto. La respuesta
inmine generada por un epitopc de péptido corto a partir de una

particula viral mis grande o célula bacteriana puede polamente



10

15

20

25

30

ser suficiente para generar memoria al nivel de la célula B. En
estos casos, es en general ahora aceptado que una respuesta de
célula T citotéxica es un indicador més importante de inmunidad
protectora. El disefio de inmunégenos de péptido con los sitios
de enlace epitépicos aproplados tanto para el reconocimiento de
células B como de células T es una de 1las &reas de
investigacifn mis desafiantes en la inmunologia hoy en dia.

El procedimiento para incrementar la inmunogenicidad
de moléculas pequeflas © moléculas deficientemente inmunégenas
al conjugar estas moléculas a moléculas “portadoras” grandes se
ha wutilizado exitosamente por décadas (véase, por ejemplo,
Goebel et al. (1939) J. Exp. Med. 69:53). Por ejemplo, muchas
composiciones inmunogénicas han sido descritas en las cuales
polimeros capsulares purificados han eide conjugados a
proteinas portadoras para crear composicliones inmunogénicas més
efectivas al aprovechar su “efecto portador®. Bchneerson et al.
{1584) Infect. Immun. 45:582-591). La conjugacién también se ha
demostrado que desvia la respuesta de anticuerpo deficiente
usualmente observada en infantes cuando son inmunizados con un
polisaclrido libre (Anderson et al. (1985) J. Pediatr. 107:346,
Inse]l et al. (1986) J. Exp. Med. 15B8:294).

Conjugados de hapteno-portador han e8ido generados
exitosamente utilizando varios reactivos de
reticulacién/acoplamiento tales como enlazadores
homobifuncionales, heterobifuncionales © enlazadores de cruce
de longitud ceroc. Muchos de tales métodos est&n disponibles
actualmente para el acoplamliento de saciridos, proteinas,
péptidos a portadores de péptidos. La mayoria de los métodos
crean enlaces de amina, amida, uretano, isotiocurea o disulfuro

0 en algunos casos tioéteres. Una desventaja al uso de
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reactivos de acoplamiento, que introducen sitios reactives a
las cadenas laterales de moléculas de aminodcido reactivas
sobre moléculas portadoras y/o haptenos es que lo sitios
reactivos si no son neutralizados estén libres para reacclonar
con cualquier molé&cula indeseable ya sea in vitro (afectando
agl adversamente la funcionalidad o estabilidad del (los)
conjugado(a)) o in vivo (planteando asi un riesgo potencial de
efectos adversos en personas o animales inmunizados con las
preparaciones). Tales Bitioe reactivee en exceso se pueden
hacer reaccionar o “coronar” para inactivar estos sitios,
utilizando varias reacciones quimicas conocidas, pero estas
reacciones pueden 8ser de otra manera disruptivas a 1la
funcionalidad de los conjugados. Esto puede pe particularmente
problemdtico cuando se intenta crear un conjugado al introducir
los Bitios reactivos a la molécula portadora, ya que su tamafio
mé&s grande y estructura mide compleja (en relacién con el
hapteno) la pueden volver vulnerable a los efectos disruptivos
del tratamiento quimice. En efecto, no se conocen ejemplos de
métodos mediante los cuales un conjugado sea elaborado al
activar primero el portador, luego hacer reaccionar el hapteno
en una reacclén de conjugacién y finalmente “coromaclén” de los
gitios reactivos restantes, en tanto que Be conserva la
habilidad del conjugado resultante para funcicnar como
composicién inmunégena que tiene las propledades deseadas del

*efecto portadoer”.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencifn es concerniente con métodos
para producir un conjugado inmuinégeno de wun inmunégeno de

péptido con un portador de proteina/polipéptido, en donde el

JoX



10

15

20

25

30

inminégeno de péptido es conjugado al portador via grupes
funcionales derivados de residuos de aminoficido del portador
tales como residuos de lisina y en donde cualesquier grupos
funcionales derivados 8in conjugar de los residuos de
aminoécido son inactivados mediante coronaclén para bloquearlos
de reaccionar con otras moléculas, en los que pse incluyen
proteinas/polipéptidos, conservando mediante esto la
funcionalidad del portador, de tal manera que retiene su
habilidad para producir las respuestas inmunes deseadas contra
el inmunégeno de péptido que de otra manera no ocurrirfan ein
un portador. Ademfs, la invencitn también es concerniente con
conjugados producidos mediante los métodos anteriores y con
composiciones inminogénicas que contienen tales conjugados.

En una modalidad, la invencifn es concerniente con un
primer método para conjugar un inmunégenoc de péptido via un
grupo reactivo de un residuo de aminodcido del inmunSgeno de
péptido a un portador de proteina/polipéptido que tiene uno o
mds grupos funcionales, el método comprende las etapae de: ({(a)
derivar uno © mis de los grupos funcionales del portador de
proteina/polipéptido para generar una molé&cula derivada con
sitios reactivos; (b) hacer reaccionar el portador de
proteina/polipéptido derivado de la etapa {(a) con un grupo
reactivo de un residuo de aminodcido del inmundgenc de péptido
bajo condiciones de reaccidn de tal manera que el inmundégeno de
péptido es conjugado al portador de proteina/polipéptido
derivadoe via los grupos funcionaleam; y {c) hacer reaccionar
adicionalmente el conjugado con un reactivo de coronacifén para
inactivar los grupos funcionales reactivos libres sobre el
portador de proteina/polipéptido activado, conservando mediante

esto la funcionalidad del portador contra el inmunSgeno de
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péptido que de otra manera no ocurrirfia sin un portador.

En una modalidad, el portador de proteina/polipéptido
es selecclonado del grupo que consiste de albfimina de suero
humano, hemocianina de 1lapa de bocallave, moléculas de
inmmoglobulina, tiroglobulina, ovalbtimina, hemaglutinina de
influenza, péptido de enlace de PAN-DR (polipéptido PADRE),
proteina de circumsporozito de malaria (CS), antigenc de
superficie B de hepatitie (HBsAgis-1s), proteina de chogue
térmico (HSP) 65, bacilo Calmette-Guerin (BCT), toxina de
cSlera, mutante de toxina de cblera con toxicidad reducida,
toxina de difteria, proteina CRM;y; que es de reactividad
cruzada con toxina difteria, peptidasa estreptococal Csa
recombinante, Streptococcus pyrogenes ORFl1224, Streptococcus
pyrogenes ORFl1664, Streptococcus pyrogenes ORF 2452, Chlamydia
pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, toxolde de
tétanos, gpl20 Tl de HVI, componentes superficiales microbianos
que reconocen moléculas de matriz adheslva (MSCRAMMS),
citocinas de factor de crecimiento/hormona y quimiocinas.

En otra modalidad, al portador . de
proteina/polipéptido contiene un epitopo de célula T.

En todavia otra modalidad, el portador de
proteina/polipéptido es un toxoide antibacteriano tal como un
toxoide de tétano, toxina de cdlera o mutante de toxina de
cllera come ee describe anteriormente. En una modalidad
preferida el portador de proteina/pelipéptidec es CRMsy.

En todavia otra modalidad, el portador de
proteina/polipéptido puede ser una hemaglutinina de influenza,
un polipéptido PADRE, una proteina CS de malaria, un antfgeno
de superficie B de Hepatities (HSBAgis-1s), una proteina de choque

térmico 65 (HSP 65), o un polipéptido de Mycobacterium
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tuberculosis (BCG) .
En una wmodalidad preferida, el portador de
proteina/polipéptido es seleccionado de ©peptidasa rCSa

Streptococcal, §Streptococcus pyrogenes ORFl224, Streptococcus

* pyrogeneg ORFl664 & Streptococcus pyrogenes ORF2452, Chlamydia

pneumoniae ORF T367, y Chlamydia pneumoniae ORF T858.

En una modalidad, portador de proteina/polipéptido es
un factor de crecimiento u hormona que estimula o mejora la
respuesta inmune y es seleccionado del grupo que consiste de
IL-1, IL-2, y-interferén, IL-10, GM-CS8F, MIP-la, MIP-1p ¥y
RANTES.

En una modalidad, el inmunégeno de péptido es
seleccionado de una proteina bacteriana, una protelna viral y
una proteina eucaridntica.

En otra modalidad, el inmunSgeno de péptido es
derivado de un antigeno de proteina bacteriana de Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Neisseria meningitidis, Nelsseria gonorrheae, Haemophilus
influenegae, Escherichia coll, Klebsiella enterobacter, Ligteria
monocytogenes, vibrio cholerae, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, especies de Pseudomonas, Salmonella
typhimurium, Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella
boydii, Shigella dysentriae, Alliococcus otitidise Y
eastreptococos del Grupo B.

En otra modalidad, el inmunSgeno de péptido es
derivado de un antigeno de protelna de un virus seleccilonado
del grupc que consiste de virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), virus de herpes simplex (HSV)}, virus de papiloma humano
(HPV), virus de parainfluenza (PIV), virus de estomatitis

vesicular (VSV), virus escincitial respiratorio (RSV), wvirus de

(R
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Epstein-Barr (EBV), <oronavirus, virus de vacuna, rotavirus,
virue de rabia, virus de hepatitis C {(HCV) y virué de hepatitis
B (HBV).

En todavia otra modalidad, el inmunSgeno de péptido
es derivado de un antigeno de proteina de un hongo seleccicnado
de una especie Candida, una especie de Cryptococcus, una
especle de Cocidioides, una especie de histoplasma y una
especie de Aspergillus.

En otra modalidad, el inmunSgeno de péptido es
derivado de un antfigeno de proteina de un pardsito seleccilonado
de un plasmodic, una trypanosoma, una esquistosoma Yy una
leishmania.

En otra modalidad, el inmundégeno de péptido es
derivado de un antfigenoc de proteina de un eucarionte. En una
modalidad preferida, el eucarionte es un humano.

En todavia otra modalidad preferida, el inmindgeno de
péptido de humano es derivado de un tumor maligno. En una
modalidad preferida, el inmunégeno de pé&ptido es de un antigeno
de tumor de un carcinoma de célula renal, un carcinoma de
pecho, un melanoma y un carcinoma de préstata. En otra
modalidad preferida, el antigeno de péptidc es derivado del
ant{geno de tumor, antigeno carcinoembridénicao (CEA).

En un aspecto, la invencién proporciona un inmunégeno
de péptido que comprende péptido Al o fragmentos de AR o
anilogos de los mismos, Que producen una respuesta inmunogénica
contra clertos epitopos dentro de AR. Pé&ptidos inmunogénicos de
la invencién incluyen pé&ptidos heterSlegos inmunogénicos. En
algunos péptidos inminogénicos, un fragmento AP es enlazado a
un portador para formar un péptido heterSloge inmunogénico y

luego este péptido heterSlogo es enlazado a un portador
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utilizando un método de la presente invencién para formar un
conjugado.

En otro aspecto de la invencidn, el i1nmunégenc dJde
péptido es un polipéptido que comprende un segmento N-terminal
de por lo menos residuos 1-5 de AP, el primer residuo de AP es
el residuo N-terminal del polipéptido, en donde el polipéptido
egtd libre de un segmento C-terminal de Afl. E1 todavia otro
agpecto de la invencién, el iomunSgeno de péptido es un
polipéptido que comprende un segmento N-terminal de Ap, el
segmento ccmienza en el residuo 1-3 de AP y termina en los
residuos 7-11 de AP. En algunos aspectos de la invencisn, el
inmunSgeno de péptide es un agente que induce una respuesta
inmunogénica contra un segmente N-terminal de AP, el segmento
comienza en el residuc 1-3 de AP y termina en los residuos 7-11
de AP sin inducir una respuesta inmunogénica contra un epitopo
dentro de los residuos 12-43 de AP43. En otro aspecto de la
invencién, el inmundgeno de plépt:l.do es un polipéptido
heterflogo que comprende un segmento de AP enlazado a wuna
gecuencia de aminoécido heterdloga que induce una respuesta de
célula T auxiliar contra la secuencia de aminodcidos heterdloga
y mediante esto una respuesta de célula B contra el segmento N-
terminal.

En algunos inmuinégenoa de pé&ptido, el segmento N-
terminal de AP estd enlazado en su término C a un polipéptido
heter&élogo. En algunoa inmunfgencs de péptido, el segmento N-
terminal de AP estd enlazado a su término N a un polipéptido
heterflogo. En algunos inmuinégencs de polipéptido, el segmento
N-terminal de AP estd enlazado a sus términocs N y C a primeros
Y segundos polipéptidoes heterflogos. En algunos inmunSgenos de
péptido, el Bsegmento N-terminal de Af estd enlazado a su
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término N a un polipéptido heterSlogc y en su término C a por
lo menoe una copla adicional del segmento N-terminal. En
algunos inmundgenos de péptido, el polipéptideo comprende del
término C al término C, el segmento N-terminal de AP una
pluralidad de copias adicionales del segmento N-terminal y el
segmento de aminofécido heterélogo.

En alqunos de los inmundgenos de péptido anterliores,
el polipéptido comprende ademfs por le menoe una copia
adicional d&el segmente N-terminal. En algunos de los
inminégenos de péptido anteriores, el fragmento estéd libre de
por lo menos los 5 aminodcidos C-terminales en AP43.

En algunos aspectos de los inmundgenos de péptido
anteriores, el fragmento comprende hasta 10 amino&cidos
contigucs de AP.

En otro aspecto, la invencién proporciona un
inmunsSgeno de péptido que comprende el péptido AP o fragmentos
de AP o andlogos de los mismoe que producen una respuesta
inmunogénica contra ciertos epitopos dentro de AP pueden estar
en una configuracién denominada configuracién de péptido
antigeno miiltiple (MAP).

En algunos de los aspectos anteriores de la
invencién, el inmundSgeno de péptido de la mitad N-terminal de
AR. En algqunos aspectos de la invencifn, el inmunégeno de
péptido es un fragmento AP seleccionado del grupo que consiste
de Ap-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-6 y 3-7.
En algunos aspectos anteriores de la invencidén, el inmunégeno
de péptido es de la regifén interna de AP. En algunos aspectos
de la invencifin, el inmundédgeno de péptido es un fragmento AP
seleccionado del grupo que conaiaste de AP13-28, 15-24, 17-28 y

25-35. En algunos de los aspectos anteriores de la invencién,

EY
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el inmunSgeno de péptido del extremo C-terminal de AB. En
algunos aspectos de la invencidn, el inmunSgeno de péptido es
un fragmento AR seleccionado del grupo que consiste de AP33-42,
35-40 y 35-42. En algunos aspectos de la invencifn, el
inmunédgeno de péptido es un fragmento AP seleccionado del grupo
que consiste de ApPl-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-1i1, 1-12, 1-
16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 17-28, 25-35, 33-42, 35-40, Yy
35-42., En algunos aspectos de la invencidn, el inmunégeno de
péptido es un fragmentc AP selecclonado del grupo que consiste
de Apl1-5, Apl-7, APfl-9 y APl-12. En algunos aspectos de 1la
invencitn, el inmundgeno de péptido es un fragmento AP
seleccionado del grupo que consiste de Apl-5-L, AP-1-7-L, APl-
9-L, y APl-12-L, en donde L es un enlazador. En algunos
aspectos de la invencién, el inmndgeno de péptide es un
fragmento AP seleccionado del grupc que consiste de APl-5-L-C,
Apl-7-1-C, APl-9-L-C, y APl-12-L-C, en donde C es un residuo de
amino&cidos de cisteina.

En algunos aspectos de la invencifn, el inmundgeno de
péptido ep un fragmento AP seleccionado del grupo que consiste
de APl16-22, ARl16-23, APl7-23, AP17-24, AR18-24 y AplB-25. En
algqunos aspectos de la invencién, el inmunégeno de péptido es
un fragmento AP seleccionado del grupo que consiste de Apl6-22-
C, ApPl6-23-C, Apl7-23-C, ABl7-24-C, APl8-24-C y AB18-25-C, en
donde C es un residuo de aminoficido de cistefna. En otros
aspectos de la invencién, el inmndgeno de péptido es un
fragmento AP seleccionado del grupo que consiste de C-ABl6-22,
C-ApP16-23, C-APl7-23, C-Apl7-24, C-ApP18-24 y C-Apl8-25, en
donde C es un residuo de aminofcido de cisteina.

En algunos de los inmnégenos de péptido anteriores,

el polipéptido heterdlogo es seleccionado del grupo gque

EaY
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conpiste de péptidos que tienen un epitopo de célula T, un
epitopo de célula B y comhinaciones de loe mismos.

En una modalidad, el grupo funcional de una o més
moléculas de aminoicido del portador de proteina/pclipéptide o
del enlazador de polipéptido anexade opcionalmente es derivado
utilizando un reactivo de reticulacién. En otra modalidad, el
reactivo de derivacién es un reactivo de reticulacién de
longitud cero. En otra modalidad, el reactivo de derivacidn es
un reactivo de reticulacién homobifuncional. En todavia otra
modalidad, el reactivo de derivacién es un reactivo de
reticulacién heterobifuncional.

En una modalidad preferida, el reactivo
heterobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo
funcicnal de amina primaria o grupo funcional ¢-amina de una o
méia moléculas de aminoécido del portador de
protefna/polipéptido y un grupo tiol pendiente de una o mis
moléculas de aminofcido del inmundSgeno de péptido. En una
medalidad, el reactivo heterobifuncional es bromoacetato de N-
succinimidilo.

En otra modalidad, el grupc funcional de amina

primaria o e-amina es lisina. En todavia otra modalidad, 1la

derivacién del grupo funcional de emina primaria o e-amina de
la lisina del portador de proteina/polipéptido con bromoacetato
de N-succinimidilo da como resultade la bromoacetilacién de los
residuos de amina primaria o e-amina sobre moléculas de lisina
sobre el portador de proteina/polipéptido. En una modalidad més
preferida, el grupoc tiol pendiente es un residuo de cisteina
del inminSgeno de péptido que puede estar localizado en el
téxmino amino del inmunégeno péptido, en el término caz.'boxi del

inmunSgeno de péptido o internamente en el inmunSgeno de
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péptido.

En otra modalidad, el grupo tiol pendiente es
generado mediante un reactivo de tiolacifn tal como N-acetil
homocisteintio lactona, reactivo de Traut (2-iminotilano), SATA
{(8-acetiltioacetato de N-succinimidilo), SMPT (4-
succinimidiloxicarbonil-metil-2-piridilditio toluenc), 8ulfo LC
SPDP {hexanoato de Bulfo succinimidil piridil ditio
propionamido), SPDP (Ditio proplonato de succinimidil
piridilo)., EBEn una modalidad preferida, el reactivo de
coronacién que es usado para inactivar loes grupos funcionales
reactivos libres gobre el portador de protefna/polipéptido
activado es seleccionado del grupo de reactivos que conslste de
cisteamina, N-acetilcisteamina y etanolamina.

En una modalidad particularmente preferida, el
reactivo de corcnacién que es usado para inactivar los grupos
funcionales reactivos libres, sabre el portador de
proteina/polipéptido activado es seleccionado del grupo de
reactivoe que consisten de hidroxide de scdio, carbonato de
sodio, bicarbonato de amonio y amoniaco. _

En una modalidad, el grupo reactivo del residuc de
amincfcido del inmunédgeno de péptido e un grupe sulfhidrilo
libre.

En otra modalidad, uno o mde de los grupeos
funcionaleas estdn sobre un enlazador, el cual estié anexado
cpcionalmente al portador de protelna/polipé&ptidc. En una
modalidad preferida, el enlazador es un enlazador de péptidos.
En una modalidad preferida, el enlazador de péptidos ea
polilisina.

En otra meodalidad, la invencifn es concerniente con

un segundc método para conjugar un inmunSgenc de péptido de una

-
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proteina/polipéptido con un portador de proteina/péptide que

tiene la estructura:

OO0m

en donde,

C es un portador de proteina/polipéptido y X es un
grupo funcional derivable de un residuo de aminodcido sobre el
portador de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo
de aminodcido de un enlazador de péptido anexado covalentemente
al portador de protefna/polipéptido y en donde m es un ntmero
entero mayor de 0, pero menor o igual a 85, el métodc comprende
las etapas de: {(a) derivar unc o mis de los grupos funcionales
del ©portador de proteina/polipéptidoe o© de la molécula
enlazadora anexada opcilonalmente para generar una molécula
derivada con sitios reactivos; (b) hacer reaccionar el portador
de proteina/polipéptido derivado de la etapa (a) con un grupo
reactivo de un residuo de aminodcido del inmundgenc de péptido
para formar un conjugado de portador de inmunégeno-
proteina/polipéptido de péptido acoplado covalentemente y (c)
hacer reaccionar adicionalmente el conjugado con un reactivo de
coronacién para 1nactivar los grupos funcionales reactivos
libres eobre el portador de proteina/polipéptido activado, de
tal manera que los grupos coronados no estén libres para
reaccionar con otras moléculas, en los gque s=e incluyen
proteinas/polipépcidos, congservando mediante esto la
funcicnalidad del portador, de tal manera gque retiene su

capaclidad para producir las respuestas inmune deseadas contra
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el inmunSgeno de péptido que de otra manera no ocurrirfan sin
un portador para generar un conjugado de inmunSgeno de péptido-

portador de protefina/polipéptido coronado que tiene la férmula:

(x*—-P),

en donde,

C es el portador de proteina/polipéptido y X* es un
grupo funcional derivado de un residuo de aminofcido de
portador de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo
de amincé&cido de un enlazador de péptido anexadc covalentemente
al portador de proteina/polipéptido y en donde,

P es la molé&cula de inmunSgeno de péptido anexada
covalentemente al grupo funcional derivado sobre el residuo de
aminoficido sobre el portador de proteina u cpcionalmente sobre
un residuo de aminodcido sobre un enlazador de péptido anexado
covalentemente a un portador de protefina/polipéptido, R es una
meolécula de coronaciémn anexada covalentemente al grupo
funcional derivado scbre un residuo de aminodcidos socbre el
portador de proteina/polipéptido u opclonalmente sobre un
residuo de aminodcido sobre un enlazador de péptido anexado
covalentemente a un portador de proteina/polipé&ptido, n es un
nimero entero mayor de 0, pero menor o igual a 85, y p es un
nimero entero mayor de 0 perc menor de 85.

Las modalidades detalladas del primer mé&todo descrito

A
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anteriormente también son aplicables a los conjugados reclién
descritos preparados por el sequndo método.

En una modalidad, la invencién es concerniente con
conjugados de inmundgeno de péptido-portador de
proteina/polipéptido en donde el portador de

proteina/polipéptido tiene la £6rmula:

Im

en donde,

C es un portador de proteina/polipéptido y X es un
grupo funcional derivable de un residuo de aminoficido sobre el
portador de proteina/pclipéptido u opcicnalmente de un residuo
de aminofdcido de un enlazador de péptido anexado covalentemente
al portador de proteina/polipéptido y en donde m es un nmero
entero mayor de 0, pero menor © igual a B85 y en donde el
conjugado de inmnégenc de péptido-portador de

proteina/polipéptido coronado tiene la f6rmula:

(xt—-P),

(X‘—R)p

en donde,
C es un portador de proteina/polipéptido y X! es un
grupc opcional derivado de un residuo de amino&cido del

portador de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo

%
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de aminofcido de un enlazador de péptido anexado covalentemente
al portador de proteina/polipéptido y en donde P es la molécula
de 1lomundgeno de péptido anexada covalentemenﬁe al grupo
opcional derivado del reslduo de aminodcido portador de
proteina u opcionalmente de un residuo de aminoficido de un
enlazador de péptido anexadoc covalentemente a un portador de
proteina/polipéptido, R es una molécula de coronacifn anexada
covalentemente al grupo funcional derivado de un residuo de
aminoicidec de portador de proteina/polipéptidc u opclonalmente
de un residuo de aminoc&cido de un enlazador de péptido anexado
covalentemente a un portador de proteina/polipéptido,
congervando mediante esto la funcionalidad del portador, de tal
manera que retiene su capacidad para producir las respuestas
inmunes deseadas contra el inmunfgeno de péptido que de otra
manera no ocurrian sin un portador, n es un nimero entero mayor
de 0, pero menor o igual a 85, Yy P €8 un niimero entero mayor de
0 pero menor de BS.

Las modalidades detallas de los primeros y segundos
métodos descritos anteriormente también son aplicables a los
conjugados recién descritos.

En otra modalidad, la invencifn es concerniente con
canjugados de inmunégeno de péptido-portador de
proteina/polipéptido generados de acuerdo con el segqundo método

de la invenciSn y que tienen la férmula:

{ X9—eeP)

(—R),

en donde,

\¥)
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C es un portador de protefna/polipéptido y X* es un
grupo funcional derivado de un residuo de aminolcido del
portador de protefina/polipéptido u opcionalmente de un residuo
de aminoacidos de un enlazador de péptidos anexado

cavalentemente al portador de proteina/polipéptidc y en donde P

ed la molécula de inminégeno de polipéptido anexada,

covalentemente al grupo funcional derivado del residuo de
amino&cido del portador de protefna u opcionalmente de un
residuc de aminoficido de un enlazador de péptidos anexado
covalentemente a un portador de proteina/polipéptido, R es una
molécula de coronacién anexada covalentemente al grupo
funcional derivado de un residuo de aminodcido del portador de
proteina/polipéptido u opcionalmente de wun zresiduco de
aminodcido de un enlazador de péptidos anexado covalentemente a
un portador de protefna/polipéptido, conservando mediante esto
la funcionalidad del portador, de tal manera que retiene su
capacidad para producir las respuestas inmunes deseadas contra
el inmunégeno de péptido que de otra manera no ocurriria sin un
portador, n e un nimero entero mayor de 0 pero menor o igual a
B5, y p es un nimero entero mayor de 0 pero menor de BS.

Las modalidades detalladas para el pegundc método
descrito anteriormente también son aplicables a los conjugados
generados mediante el segundo método, como se describe.

En otra medalidad, la invenciSn es concerniente con
composicitn inmunégenas que comprenden un conjugado de wun
inmunégeno de péptido con un portador de proteina/polipéptido
generado mediante el segundo método de la invencién, junto con
uno o mis exciplentes, diluyentes y adyuvantes aceptables
farmacéuticamente.

Las modalidades detalladas del segundc método y los
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conjugados generados medlante el mismo descrito anteriormente
son también aplicables a composiciones inmunogénicas que
contienen aguellos conjugados como se describe.

En otra mcdalidad, la invencidn es concerniente con
un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto
mamifero, que comprende administrar una cantidad efectiva de
una composicién inmndgena de la presente invencién al sujeto.

Las modalidades detalladas aplicables a la
compoeicién inmunégena que contiene 1los conjugados de la
presente invencidn son también aplicables a la modalidad de la
invencién concerniente con un método de uso de estas

composiciones inmunogénicas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Diagrama de flujo que ilustra la quimica de
proceso utilizada para la conjugacién de fragmento de péptido
de Af al portador de proteina/polipéptido CRM,;, para formar un
conjugado AB/CRM;yy.

' Figura 2: Diagrama de flujo que ilustra la quimica de
hidrélisis &cida usada para la determinacifn cuantitativa de S-
carboximetilcisteina y S-carboximetilcisteamina como evaluacién
el grade de conjugacién de conjugados de inmundgeno de péptido-
proteina/polipéptido tal como el conjugado AP/CRM;gy.

Figura 3: Esta figura ilustra la dependencia del pH
de la reaccién de conjugacién de péptido AB/CRM.

Figura 4: BEsta figura 1lustra la dependencia de 1la
conjugacién del péptido AB/CRM sobre el péptido: proporcisén
CRM.

Figura 5: Verificacién del proceso de coronacidn para

la conjugacién de AP-7/CRM. El pH de la reaccién fue de 9.15.

| %S
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El tiempo de reaccién con el péptido fue de 16 horas, la
coronacién con N-acetilcisteamina fue de 8 horas.

Figura 6: Conjugacién y coronaciim c¢on wvarlas
proporciones de péptide: CRM con péptido. El pH de la reacclén
fue de 9.0. El tiempo de reaccifn con el péptido fue de 16
horas, la coronacifn con N-acetllcisteamina fue de 8 horas.

Figura 7: Titulos al dia 36 de suero de primate
enseguida de la inmunizacién de primates con conjugados de
polipépctido AP con varios adyuvantes.

Figura 8: Titulos al dia 64 de pueros de primate
enseguida de la inmunizacién de los primates con conjugados de
Ap-péptido con varlos adyuvantes.

Figura 95: Titulos de primates por dia y grupo de
tratamiento. Los primates fueron inmunizados con Afl-7 &
conjugados de APl-5 CRM,3; con alumbre o 529 como adyuvantes o
titulos de anticuerpos anti-Ap fueron medidos al dia 29, 36, 57
Yy 64.

Figura 10: Conjugados de péptido-proteina fueron
caracterizados wutilizando SDS-PAGE andlisis de Bandas de
Proteinas con un gel de pre-moldec de tris-tricina. Los
carriles son: marcador (carril 1); L-28375 24/01 (carril 2}; L-
20375 24/02 (carril 3); L-28375 24/03 (carril 4); L-28375 24/04
(carril 5); L-28375 24/05 (carril 6); L-28375 24/06 (carril 7)
L-28375 24/07 ({carril 8); L-28375 24/08 (carril 9); L-28375

24/09 (Mock) {(carril 10}; y., BrAcCRM,,; (carril 11):

NS
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BREVE DESCRIPCION DE SECUENCIAS

SEQ Secuencia Descripcion
D
NO:
1 DAEFR-C AB1-5-C
2 | DAEFRHD-C ApL-7-C
3 | DAEFRHDSG-C Ap1-9-C
4 | DAEFRHDSGYEV-C AB1-12-C
5§ | DAEFR-GAGA-C Ap1-5-L-C
6 | DAEFRHD-GAGA-C Ap1-7-LC
7 | DAEFRHDSG-GAGA-C Ap1-9-L-C
8 | DAEFRHDSGYEV-GAGA-C Ap1-12-L-C
9 | VEYGSDHRFEAD-C Ap12-1-C
10 {GAGA Péptido enlezador
11 | PKYVKQNTLKLAT Hemaglutiting de influenza:
HAsora19
12 | AKXVAAWTLKAAA Péptido PAN-DR (péptido
PADRE)

SEQ Secuencia Descripcitn

ID
NO:

13 | EKKIAKMEKASSVFNV Malaria CS: epltopo T3

14 | FELLTRILTI Antigeno superficial de

hepatitis: HBsAgio.n
15 | DQSIGDLIAEAMDKVGNEG Protelna de choque térmico 65:

hsp65)5.1m

16

QFHFQPLPPAVVKL

Bacilo de Calmette-Guerin

[} &Y
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24 | DAEFRHD- AN90542:AB,.5/ TTroeu (usado
QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPK | en configuracién MAP4)
VSASHLE

25 | EFRADSG-QYIKANSKFIGITEL ANS0576:AP5o/TTosu (usado

en configuracién MAP4)

26 | AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD AN90562: AB,/PADRE

27 | DAEFRHD-DAEFRHDD- AN90543: AP, x /PADRE
AEFRHDAKXVAAWTLKAAA

28 | AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD- PADRE/AP;7x 3
DAEFRHD-DAEFRHD

39 | DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA AP17 x IPADRE

30

DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR

AP s/fragmento de albimina
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SEQ | Secuencia Descripcion
1D
NO:
36 | DAEFRHD-DAEFRHD- APi1.7 x 2/HAx07-219
PKYVKQNTLKLAT
37 | DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT- AP 7#HA307-319/CS
EKKIAKMEKASSVFNV- Malaria/TTgio-a44/TTe47-
QYIKANSKFIGITEL- 967/AB17
FNNFTVYSFWLRVYPKVSASHLE-
DAEFRHD
33 | DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD- AP 17 X 3/TTp30-844/C/TToq1-
QYIKANSKFIGITEL-C- 967
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
39 | DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C- AP 17T Ta30-844/C/TToq7-987

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
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SEQ Secuencia Descripcién
ID

NO:
41 | ISQAVHAAHAEINEAGR Fragmento de albamina
42 | DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSN ABy2 Murino

KGAIIGLMYGGVVIA

43 | VFFAEDVG-C AP1p-25—C
44 | LVFFAEDV-C Apr1-24C
45 | KLVFFAED-C APienC
46 | C-VFFAEDVG C- APisas
47 | C-LVFFAEDV C- AB17a4
48 [ C-KLVFFAED C- ABisns
49 [ VFFAEDV-C APisa-C
50 |LVFFAED-C AB17.s-C
51 |KLVFFAEC ABiearC
52 | C-VFFAEDV C- APisas
53 | C-LVFFAED C- APz
54 | C-KLVFFAE C- APisnz

&
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DESCRIPCIGN DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién es concerniente con wétodos
para generar conjugados de inmundgeno de péptido-portador en
donde los grupos funcionales activos sin reaccionar sobre el
portador que son generados durante 1la activacién seon
inactivados al utlilizar reactivos de coronacién tales como N-
acetilcisteamina con el £fin de impedir que <reaccionen
adicionalmente. La presente invencién también es concerniente
con conjugados de portador-inmunégeno de péptido coronados
generados medliante aquellos métodos y con composiciones
inmunégenas que comprenden tales conjugados.

El procedimiento de inmunogenicidad incrementada de
moléculas pequefias o© moléculas deficientemente inmunégenas,
tales como Bacéridos, por medio de conjugacifn se ha utilizado
exitopamente por décadas (véase, por ejemplo, Goebel et al.
{1939) J. Exp. Med. 69:53), y muchas composicién inmunégenas
han s8ido descritas en 1las cuales polimeros capsulares
purificados han sido conjugados a proteinas portadoras para
crear compoeiciones inmunogénicas mis efectivas al aprovechar
este "efecto portador”. Por ejemplo, Schneerson et al. (J. Exp.
Med. 152:361-376, 1580), describe conjugados de proteinas de
polipacaridos de Haemophilus Jinfluenzae b que confleren
inmunidad a enfermedades invasivas provocadas por aquel

microorganismo.. Loa conjugados de PRP {foefato de

(%A
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poliriboeilribitol, un polimerc capsular de H. influenzae b)
han demostrado ser mis efectivo que las composiclones
inmunogénicas a base del polisacdrido solc (Chu et al. (1983)
Infect. Immun. 40:245, BShneerson et al. (1584), Infect. Immun.
45:582-591) . La conjugacidn también ha demoatrado desviar la
respuesta de anticuerpe deficiente usualmente observada en
infantes cuando son Iinmunizados con un polipacdrido libre
(Anderson et al. (1985) J. Pediatr. 107:346; Insel et al.
(1986) J. Exp. Med. 158:294).

Una ventaja adicional de utilizar como el portador de
proteina una toxina bacteriana o toxoide contra la cual 1la
inminizacién de rutina de humanos (por ejemplo, té&tanos o
difterla) es una priéctica estfndar es que una inmunidad deseada
a la toxina o toxoide es inducida junto con inmunidad contra
los patégenos asoclados con el polimero capsular.

Los conjugados de determinante antigeno/hapteno-
portador también son usados para producir anticuerpos
mcnoclonales altamente especificos que pueden reconocer
epitopos quimicos discretos sobre el haptens acoplado. Los
anticuerpos monoclonales resultantes frecuentemente son usados
para investigar la estructura epitﬁpica‘e interaccicnes entre
proteinas naturales. En muchos caeos, los
determinantes/haptenos antigenos usados para generar estos
monoclonalea son segmentos de péptido pequefios que representan
sitios antigénicos cruciales sobre la superficie de proteinas
mids grandes. lLos criterios para que un portador exitoso sea
usado para generar un conjugado de determinante/portador de
hapteno antigeno son el potencial por inmunogenicidad, 1la
presencia de grupos funciconales apropiados para conjugacién con

el determinante/hapteno antigénico, propiedades de sclubilidad

P
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razonables a(n después de derivacién y carencia de texicidad in
vivo.

Estos criterioes son satisfechos por los conjugados
generadoa mediante loa métodos de la presente invencién. Los
conjugados pueden ser cualesquier conjugado de inmundégeno de
péptido-portador estables generados utilizando el procéso de
conjugacidén desecrito en 1la presente. Los conjugados 8son
generados utilizando un procesc de la presente invencién en
donde un portador de proteina/polipéptido gque tiene 1la

siguiente eatructura:

esa enlazado covalentemente a un portador de
proteina/polipéptido,

en donde,

C es un portador de proteina/polipéptidec y X es un
grupo funcional derivable sobre un residuc de aminoédcido del
portador de protefna/polipéptido u opcionalmente sobre un
residuo de aminoficido Bobre un enlazador de péptido anexado
covalentemente al portador de proteina/polipéptido y en donde m
es un ndmero entero mayor de 0, pero menor o igual a 85, es
anexado covalentemente a un inminégeno de péptido y en donde el
conjugado de 1nmundgeno de péptido-portader de
protefna/polipéptido tiene la slguiente f6rmula, es

representado por la siguiente f£6rmula:

(X{—P)_

ORR),

Al
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en donde,

C es el portador de proteina/polipéptido y X? es un
grupo funcional derivado sobre un resid.uo de aminoécido del
portador de proteina/polipéptido u opcionalmente scbre un
residuo de aminoficido eobre un enlazador de péptido anexado
covalentemente al portador de proteina/polipéptido, P es un
inmunégene de polipéptido anexado covalentemente al grupo
funciocnal derivado sobre el residuo de aminodcido del portador
de proteina/polipéptidc u opcionalmente sobre un residuo de
aminofcido sobre un enlazador de ©polipéptido anexado
covalentemente a un portador de proteina/polipéptido, R es una
molécula de coronacién anexada covalentemente al grupo
funcional derivado sobre un residuo de aminodcidc scbre el
portador de proteina/polipéptido u opcionalmente socbre un
residuo de amino&cidos gsobre un enlazador de polipéptido
anexado covalentemente a un portador de proteina/polipéptido,
conservando mediante esto la funcionalidad del portador, de tal
manera gue retiene su capacidad para producir las respuestas
inmune deseadas contra el inmundgeno de péptido que de otra
manera 1o ocurria sin un portador, n es un niimero entero mayor
de 0, pero menor o igqual a 85, y p es un ndmero entero mayor de

0 pero menor de 85.

BelecciSn de Portadoras

Algqunos inmunSgenos de péptido contienen el epitopo
aproplado para inducir una respuesta inmune, pero son demasiado

pequefios para sger Iinmundgenos. En esta situacién, los

190
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inmunégenocs de péptido son enlazados a un portador aproplado
para ayudar a producir una respuesta inmune. En la
representacifn esquemiitica anterior del conjugado de
inmunégenos de péptido-portador generados mediante un proceso
de la presente invencién, c es un portador de
protefna/polipéptido al cual inmnégenos de péptido son
conjugados directamente via grupos funcionales derivados sobre
residuos de aminoidcidos gobre el portador mismo o
indirectamente via grupos funcionales derivados sobre
enlazadores de polipéptido anexados covalentemente a los
portadores. Portadores de proteina/polipéptidos apropiados
incluyen, perc est@n limitados a, alb(mina (en los que Bse
incluyen albfimina de suero humano), hemocianina de lapa de
bocallave, moléculas de inmunoglebulina, tircglcbulina,
ovalblmina, toxolde de tétanos o un toxoide de otras bacterias
patégenas que tienen toxicidad reducida, en los que se incluyen
muitante, tales como difteria, E. coli, cllera, 6 H. pylori o un
derivado de toxina atenuado. Uno de tales portadores es la
proteina CRM;y; (BEQ ID NO: 40) que es de reactividad cruzada
con la toxina de difteria.

Otros portadores incluyen epitopos de células T gque
se enlazan a miltiples alelos MHC, por ejemplo por lo menos 75%
de todos los alelos de MHC humenos. Tales portadores som
algunas veces conocidos en el arte como “epitopos de célula T
universales®. Portadores ejemplares con epitopos de células T
universales incluyen:
Hemaglutinina de Influenza: HAypr.319 PKYVKQNTLKLAT

(8EQ ID NO: 11)

Péptido de PAN-DR (p€ptido PADRE) AKXVAAWTLKAAA

(SEQ ID NO: 12)

195
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CS malaria:epitopo T3 EKKIAKMEKASSVFNV
{SEQ ID NO: 13)

Antigeno de superficie de FELLTRILTI

Hepatitis B: HBAgie-as {SEQ ID NO: 14)

Proteina de choque té&rmico 65: QS IGDLIAEAMDKVGNEG

hsp65153-1711 {SEQ ID NO: 15)

Bacilo Calmette-Guerin (BCGQ) QVHFQPLPPAVVKL
(SEQ ID NO: 16)

Toxolde de tétanos: TTyo-sas QYIKANSKFIGITEL
(8EQ ID NO: 17}

toxoide de té&tanos: TTyy7-ser NNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQ ID NO: 19}

CRMys; Véase la Breve
Descripcién de las
Secuencias (SEQ ID NO:
40)

Fragmento de albGmina ISQAVHARHAEINEAGR

(SEQ ID NO: 41)

Otros portadores para estimular o mejorar una
respuesta inmmne y a los cuales un inmunSgeno de péptido o un
haptenc puede ser conjugado incluyen citocinas tales como IL-1,
IL-1 a y B, IL-2, yINF, IL-10, GM-CSF, Yy quimiccinas tales como
MIP 1 a y B y RANTES. Pé&ptidos inmmogénicos pueden también ser
enlazadoe a portadores de protelna/péptido que mejoran el
transporte a Ltravés de tejidos, como se describe en O‘’Mahony,
WO 97/17163 y WO 97/17614, que son incorporados en la presente
por referencia en su totalidad para todos los prop&sitos.

Todavia portadores adicionales incluyen peptidasa

estreptococal C5a recombinante, Streptococcus pyrogenes ORF
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1224, 1664 y 2452, Chlamydia pneumoniae ORF T367 y T858,
factores de crecimiento y hormonas.

En una modalidad preferida de la presente invencidén,
la proteina portadora es CRM;y;, un mutante no téxico de toxina
de difteria con un cambioc de aminodcido en 8su secuencia
primaria. La glicina presente en la poslicién de aminodcide 52
de la molécula es reemplazada con un #&cido glutédmico debido a
un soclo cambio de codén de #&clido nucleicc. Debido a este
cambio, la proteina carece de actividad ADP-riboslltransferasa
Y 8e vuelve no téxica. Tiene un peso molecular de 58,408 Da.
CRM,y; es producidc en grandes cantidades mediante expresién
recombinante ¢e acuerdo con 1la patente estadounidense
5,614,382, que es incorporada en la presente por referencia.
Conjugaciones de saciridos también como péptidos a CRM;,; se
llevan a cabo medlante enlace por medio de grupos e-amino de
residuos de lisina. Se ha establecido bien por medio de varios
productos comerclales que CRM;3; €8 un portador excelente y

sequro para epitopos de célula B.

Péptidos inmunogénicos

Como se usa en la presente, el término “inmunégeno de

péptido” o “hapteno”™ es cualquier proteina o estructura
subunitaria/fragmento/anilogo derivado del mismo que puede
producir, facilitar o ser inducido para producir una respuesta
inmme en la administracién a un mamifero. En particular, el
término es usado para referirse a un polipé&ptido poligénico
determinante de cualquier fuente {bacteria, virus o
eucarionte), el cual puede sBer acoplado a un portader

utilizandoe wun mé&todo revelado en la presente. Tales

as



15

20

25

30

32

determinantes de inmundgeno de polipéptido/antigénico pueden
ger de origen viral, bacteriano o de célula eucarifntica.

Los inmunégenocs de péptido de una célula bacteriana
incluyen aquellos derivados de la puperficie celular bacteriana
o proteinas psecretadas, las cuales pueden ser usadas en
composiciones inmnogénicas a base de proteina. Cepas
bacterianas ejemplares incluyen Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Nelsseria epp.. Pseudomonas spp..
Salmonella spp., Shigella app., Alleclococcus otiditis y Grupo
de B streptococcl.

Inmundgencs de péptido ejemplares de virus incluyen
aquellos derivados de virus de inmunodeficiencia humana (HIV},
virus de herpes simplex (HSV), virus de papiloma humano (HPV),
virus de parainfluenza (PIV), virus de estomatitis wvesicular
(VvsV), virus sgincitial respiratorio (RSV), virus de Epstein-
Barrx (EBV), coronavirus, virus de vacuna, rotavirus, virus de
rabia, virus de hepatitis C (HCV) y virus de hepatitis B (HBV)
para nombrar unos pocos.

Inmunégenos de péptide fungales ejemplares incluyen
aguellos derlvados de Candida albicans, Cocclidoides spp..
Histoplasma &8pp. Y Aspergillus sepp. Antigenos parésitos
incluyen aquellos derivadoe de Plasmodium spp., Trypanosoma
8pp.. Schistosoma spp., Leishmania spp. y los semejantes.

Inmundgenos de péptido eucaridnticos ejenplares gque
pueden ser conjugados a un portador para uso como un
inmmnoterapéutico en la prevencién, tratamiento, profilaxis de
alivio de wvarias enfermedades humanas incluyen aquellos
asociados con células de tumor, aquellos derivados de AR, un
péptido de 39-43 aminoidcidos, preferiblemente 42 aminodcidos,

que es8 el componente principal de placas caracterfsticas de

Yo
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enfermedad de Alzheimer (AD) (véase patente estadounidense
4,666, B0829; Glemmer y Wong (1984) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 120: 1131, Hardy (1984) TINS 20: 1131 ; Hardy (1977)
TINS 20: 154), aquellos derivados de péptidos amiloides de
amilina, un material de polipéptido producido mediante células
de isleta pancrefiticas que ha estado implicado en diabetes tipo
II, péptidos derivados de productos genéticos de lipoproteina
de baja densidad, que han estade implicados en aterosclercsis y
péptidos antigénicos derivados de citocinas inflamatorias vy
factores de crecimlento tales como interleucina 6 (IL-6),
factor de necrosis de tumor a (TNFa) y GDF-8. Tales inmunégenos
de péptido eucarifnticos pueden incluir ya sea epitopos de
célula T (CTL} o epitopos de cé&lula B.

Un epftopo de *CTL" es uno derivado de regiones
epitdpicas seleccionadas de antigenos objetivo potenclales,
tales como antigenos asoclados al tumor en los gque se incluyen
pero no limitados a carcinoma de célula renal, cincer de pecho,
antigenos carcinoembrifSnicos, antigencs de melanoma (MAGE) y
antigenos especificos de céncer de prdastata tales como
antigenos de membrana especifico de préstata (PMSA) y antigenos
de cé&lula de tallo de préSstata (TSCA), antigenos de hepatitis
C.

El AP, también conocide como péptido P-amiloide o
péptido A4 (véase patente estadounidense 4,666,829, Glenner y
Wong, Biochem. Blophys, Res. Commun. 120: 1131 (1584}), es un
péptido de 319-43 aminodcidos, que es el componente principal de
placas caracteristicae de enfermedad de Alzheimer. AR es

generado mediante el procesamiento de una proteina mis grande

APP mediante dos enzimas, denominadas P y y secretasas (véase

Hardy, TINS 20, 154 (1957)). Las mutaciones conocidae en APP
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asociadas con enfermedad de Alzheimer ocurren pr8ximas al sitie
de B 6 Y sBecretasa o dentro de AP. Por ejemplo, la posicién 717
estd préSxima al sitio de escisitén de y-secretasa de APP en su
procesamiento a Af y las porcicnes 6§70/671 estdn préximas al
sitio de escleidn de P-secretasa. Se cree que las mutaclones
provocan AD mediante interaccién con las reacciones de eacipién
mediante las cuales AP es formado para incrementar la cantidad
de la forma de aminoicido 42/43 de AP generado.

Af} tiene la propiedad inusual que se puede fijar y
activar tanto cagcadas de compleme§to cléasicas como
alternativas. En particular, ee enlaza a Clg y finalmente a

C3bi. Esta asociacidén facilita el enlace a macrdfagos que

conducen a la actlvaclén de células B.

) Ademis, C3bi 8se rompe adicionalmente y luego ee
enlaza a CR1 sobre células B de manera dependiente de la célula
T conducliendo a un incremento de 10,000 veces &n la activacién
de estas células. Este mecanismo provoca que AP genere una
regpuesta inmune en exceso de agquella de otros antigenos.

AR tiene varias formas que B8e expresan de manera

estable en la naturaleza. Las formas humanas de AP son

denominadas como AP39, AB40, AP41, AP42 y AP4l. Las secuencias
de estos péptidos y su relacién con el precursor de APP sgon
ilustradas por la Figura 1 de Hardy et al., TINSB 20, 155-158
(1997). Por ejemplo, AP42 tiene la secuencia:
HaN-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-val-Hie-
His-Gln-Lye-Leu-val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-val -Gly-Ser-Asn-
Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-IIe-

Ala-OH (SEQ ID NO. 21}.

14
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AB4l, AP40 y AP39 difieren de AP4a2 por la omisisn de
Ala, Ala-Ile y Ala-Ile-Val reapecl:ivanmn.t:e del extremo C-
terminal. AP43 difiera de AB42 por la presencia de un residuo
de treonina en el té&rmino C.

Los inmunfSgence de péptido que son Eragmentoes de AP
pon ventajosos en relacién con la molécula intacta para el uso
en los métodos presentes por varias razones. En primer lugar,
debido a que sclamente clertos epitopos dentro de AP inducen
una respuesta Iinmnogénica dtil para el tratamiento de
enfermedad de Alzheimer, una dosificacién igual de masa de un
fragmento que contiene tales epitopos proporc¢iona mayor

concentracién molar de los epitopos inmunogénicos Gtiles que
una dopificacién d AP intacto. En segundo lugar, clertos
inmunégenos péptidos de AP generan una respuesta inmuncgénica
contra depSsitos amiloides sin generacifn de una respuesta
inmunogénica significativa contra protefina APP de la cual AP se
deriva. En tercer lugar, los inmunégenos de péptidos de Af son
mas simples de manufacturar que AP intacto debido a su tamaflo
mds corto. En cuarto lugar, los inmunsSgenos de péptidos de AP
no se agregan de la misma manera como AP intacto, simplificando
la separacién de conjugados con portadores.

Algunos inmunégenos de péptido de AP tienen una
secuencla de por lo menos 2, 3, 5, 6, 10 & 20 aminodcidos
contiquos de un péptido natural. Algunos inmundgenos de péptido
no tienen mias de 10, 9, 8, 7, 5 6 3 residuos contiguos de AP.
En una modalidad preferida, inmundgenoe de péptido de la mitad
N-terminal de AP son wusados para preparar conjugados.
Inmunégenos de pé&ptido preferido incluyen AB 1-5, 1-6, 1-7, 1-

10, 1-11, 3-7, 1-3 y 1-4. La designacién AP 1-5 por ejemplo,

(94
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indica un fragmentc N-terminal que incluye residuos 1-5 de AP.
Los fragmentos de AP que comienzan en el término N que terminan
en un residuo dentro de 1los residuos 7-11 de AP s8son
particularmente preferidos. El fragmento Afl 1-12 puede también
ser usada pero es menos preferido. En algunos métodos, el
fragmento es un fragmento N-terminal diferente a AP 1-10. Otros
fragmentos preferidos incluyen AQ 15-24, 1-28, 25-35, 35-40,
35-42 y otros fragmentos internos y fragmentos C-terminales.
Algunos péptidos AP de la infecciém son péptidos

inmunogénicos que en la administracidén a un paciente humano o
animal generan anticuerpos que se enlazan especificamente a uno
o mis epfitopos entre los residucs 16 y 25 de AB. Los fragmentos
preferidea incluyen AP 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24 y 18-
25. Los anticuerpos que se enlazan especificamente a epitopos
entre los residu'os 16 Yy 25 se enlazan especificamente a AP
soluble Bin enlazarse a las placas de AB. Estos tipos de
anticuerpc pueden enlazarse especificamente a AP soluble en la
circulacién de un modelo de paciente o modelo de animal ein
enlazarse especificamente a placas de depbSsitos de AR en el
cerebro del paciente © modelo. El enlace especifico de
anticuerpos a AP soluble inhibe que el AP sea incorporado a
placas, inhibiendo asf ya sea el desarrollo de las placas en un
paciente o inhibiendo un incremento adicional en el tamafio o
frecuencia de placas si tales placas ya se han desarrollado
antes de que el tratamiento sea administrado.

Preferiblemente, el fragmento de AP administrado
carece de un epitopo que generarfia una respuesta de célula T al
fragmento. En general, los epitopos de célula T son mayores de

10 aminodcidos contiguos. Por consigulente, los fragmentos
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preferidos de AP son de tamafio 5-10 o preferiblemente 7-10
aminodcidos contiguos o mde preferiblemente 7 aminodcidos
contiguos; esto es, longltud suficiente para generar una
respuesta de anticuerpc sin generar una respuesta de célula T.
La aumsencia de epitopos de célula T es preferida debido a que
estos epitopos no son necesarios para la actividad inmundgena
de fragmentos Yy puede provocar una respuesta inflamatoria
indepeable en un subconjunto de pacientes (Anderson et al.,
{(2002), J. Immunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) ILancet
Neurol., 1,3).

El fragmento A 15-25 y los subfragmentos de 7-8
aminofcidos contiguos de los mismos eon preferidoe debido a que
éstos péptidos generan coneistentemente una alta respuesta
inmunogénica al péptido Af. Estos fragmentos incluyen AP16-22,
AP16-23, AP16-24, AP17-23, AP17-24, AP18-24 y AP18-25. Los
subfragmentos Afl15-25 particularmente preferidos son 7
aminodcidos contigquos de longitud. La designacién AP15-21 por

ejemplo, indica un fragmento que incluye residucos 15-21 de AP y

carecen de otros residuos de AP y preferiblemente 7-10
amino&cidos contiguos. Estoe fragmentos pueden generar una
respuesta de anticuerpo que incluye anticuerpos especificos del
extremo.

Los ilnmunégencos de péptido de AP requieren seleccisn
en cuanto & claridad para despejar © impedir depdsitos de
amiloide (véase documento WO 00/72880, que es incdiporado en la
presente en 8u totalidad para todos los propSsitos). La

administracién de fragmentos N-terminales de AR induce la

produccién de anticuerpos que reconccen depbsitos de AP in vivo

e in vitro. Los fragmentos que carecen de por lo mencs unoc y

2.0\
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por lo menos 5 & 10 amino&cidos C-terminales presentes en las

formae que se presentan de manera estable en la naturaleza de
Af son usados en algunos métodos. Por ejemplo, un fragmento que
carece de 5 aminoicidos del extremo C-terminal de AP43 incluye

los primeros 38 aminodcidos del extremo N-terminal de AB.

A no ser que se indique de otra manera, la referencia
a AP incluye tanto las secuencias de aminofcidos humanas
naturales indicadas anteriormente también como andlogos en los
que se incluyen alélicos, especlea y variantes inducidas. Los
andlogop difieren cominmente de los péptidos que Be presentan
de manera estable en la naturaleza en 1, 2 o pocas posiciones,
frecuentemente en virtud de sustituciones conservadcras. Los
andlogos exhiben cominmente por lo mencs 80 & 90% de identidad
de secuencia con los péptidos naturales. Algunos andlogos
también incluyen aminodcidos no naturales o modificaciones de
aminodcidos N- & C-terminales en 1, 2 o pocas posiciones. Por
ejemplo, el residuo de &dcido aspirtico natural en posiciém 1
y/o 7 de Afp puede ser reemplazado con &cido iso-asplrtico.

Ejemplos de aminod&cidos no naturales son aminoficidos
D, alfa, alfa-dlisustituidos, N-algquilaminofcidos, 4cido
lidctico, 4-hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, epsilon-
N,N,N-trimetillisina, epsilon-M-acetillisina, O-fosfoserina, N-
acetileerina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-
hidroxilisina, omega-N-metilarginina, f-alanina, ornitina,
norleucina, ncorvalina, hidroxiprolinma, tiroxina, #&cido gamma-
aminobutirico, homogerina, citrulina y &cide iscaspértico.
Péptidos inmunogénicos tambi&n incluyen andlogos de AR y
fragmentos da los mismos. Algunos agentes terapéuticos de la
invencién son completamente péptidos D, por ejemplo,

completamente D Af, completamente D fragmento AP o anflogo de
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completamente D Af o completamente D £fragmento APf. Los
fragmentoe y anflogos pueden ser seleccionados en cuanto a
eficacla profiléctica ¢ terapéutica en modelos de animales
tranegénicos en comparacién con controlee sin tratar o placebos
como se describe en el documento WO 00/72@80.

Los inmundgenos de péptido también incluyen péptidos
mds largos que incluyen por ejemplc un inmnégenc de péptido
AP, junte con otros aminofcidos. Por ejemplo, péptidos
inmunogénicos preferidos incluyen proteinas de fuesidn que
comprenden un segmento de AP enlazado a una secuencia de
aminodcidos heterSloga que induce una respuesta de c&lula T
auxiliar contra la Bsecuencia de aminodcidos heterfloga vy
mediante esto una respuesta de célula H contra el fragmento AP.
Algunos polipéptidos pueden ser deleccionados en cuanto a
eficacia profiléctica o terapfutica en modelos de animales en
comparacién con controles sin tratar o placebo como se describe
en el documento WO 00/72880.

El péptido de AP, andlogo, fragmento inmunogénico u
otro polipéptido puede ser administrado en forma desagregada o
agregada. AP desagregado o fragmentos del mismo significa
unidades de péptido monoméricas. AP desagregado o fragmentos
del miemo son en general solubles y son aptos de autoagregacién
para formar oligfmeros solubles, protofibrilos vy ADDL.
Oligémeros de AP y fragmentos de los mismos son usualmente
solubles y existen predominantemente como a-hélices o bobinas
aleatorias. AP agregado o fragmentos de los mismos significa
oligSmeros de AP o fragmentos de los mismos que se han asociado
en conjuntos P-hoja insolubles. AP agregados o fragmentos de

los mismos también significa polimeros fibrilares. Los fibrilos



10

15

20

25

40

son usualmente insolubles. Algunos anticuerpos se enlazan ya
gea a APp soluble o fragmentoe del mismoc © AP agregado o
fragmentos del mismo. Algunos anticuerpos se enlazan tanto a Af

soluble o fragmentos del mismo y AP agregado o fragmentos del
mismo.

Los péptidos inmunogénicos también incluyen
miltimeros de péptidos inminogénicos monoméricos. Los péptidos
inmunogénicos diferentes a los péptidos AP deben inducir una
respuesta inmunogénica contra unc o més de los £fragmentos
preferidos de AP enlistadoa anteriormente (por ejemplo, AB1l-3,
1-7, 1-10 y 3-7).

Los péptidos inmunogénicos de la presente invencidn
son enlazados a un portador utilizando un método de la presente
invencién para formar un conjugado. El1 péptido inmunogénico
puede ser enlazado en su término amino, su término carboxilo o
ambos a un portador para formar un conjugado. Opcionalmente,
miltiples repeticiones del péptido inmnogénico pueden estar
presentes en el conjugado.

Un fragmento N-terminal de AP puede ser enlazado en
su término C a un péptido portador para formar un conjugado. En
tales conjugados, el residuo N-terminal del fragmento de Af
congtituye el residuo N-terminal del conjugado. Asi, tales
conjugados son efectivos para inducir anticuerpos que se
enlazan a un epitopo que requiere que el residuo N-terminal de
AP esté en forma libre. Algunos péptidos inmunogénicos de la
invencién comprenden wuna pluralidad de repeticiones de un
segmanto N-terminal de Af enlazado al término C a una o més
coplas de un péptido portador para formar un conjugado. El

fragmente MN-terminal de AP incorporado a tales conjugados
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algunas veces comienza en ABl-3 y termina en AP7-11. ABEI.-'J. 1-
3, 1-4, 1-5 y 3-7 son el fragmento N-terminal preferido de AP.
Algunos conjugados comprenden diferentes segmentos N-terminal
de AP en téndem. Por ejemplo, un conjugade puede comprender
Af1-7 sequido por APl-3 enlazadco a un portador.

En algunos conjugados, un saegmento N-terminal de AP
enlazado en su extremo N-terminal a un péptido portador. La
misma variedad de segmentos N-terminales de AQ pueden ser
usados como con enlace C-terminal. Algunos conjugados
comprenden un péptido portador enlazadc al término N de un
segqmento N-terminal de Afl, el cual est& a su vez enlazado a uno
o mis wgegmentos N-terminal adicionales de AR en té&ndem.
Preferiblemente, tales fragmentos AP inmunogenicos, una vez
conjugados a un portador apropiado, inducen una respuesta
inmmogénica que estd dirigida especificamente al fragmento AP
ein estar dirigido a otros fragmentos de AP.

los péptidos inmunogénicos de la invencién incluyen
péptidos heterblogos inmunogénicos. En algunos péptidos
inminogénicoa; un fragmento AP estd enlazado a un portador para
formar un péptidc heterfloge inmunogénico. Este péptido
heterflogo es enlazado a un portador utilizando un método de la
presente invencién para formar un conjugado. Algunos de estos
péptidos heterflogos inmunogénicos comprenden fragmentos de AP
enlazados a epitopos de toxolde tet@nico tal como mse describen
en las patentes estadounidenses 5,196,512, EP 378,881 y EP
427,347. Opcionalmente, un péptidoc inminogénico puede ser
enlazado a una o miltiples copias de un portador, por ejemplo,
tanto en ambos términose N y C del portador para formar un

péptido heterSlogo inmunogénico. Otros de eptos péptidos
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heterdlogos inmunogénicos comprenden fragmentos de AP enlazados
a péptidos portadores descritos en la patente estadounidense
5,736,142, Por ejemplo, un péptido heterflogo inmunogénico
puede comprender Afl-7 sequide por Afi1-3 seguido por un
portador. Ejemploa de tales péptidos heterdlogoes inmunogénicos
incluyen:
APl1-7/toxoide tetdnico B830-844 + 947-967 en una configuracién
lineal DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELFNNFIVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ 1ID
NO.: 24)

Los péptidos descritos en la patente estadounidense
5,736,142 (todos en configuraciones lineales):
PADRE/AP 1-7:
AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD (SEQ IS NO.: 26)
AP1-7x3/PADRE:
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO.; 27)
PADRE/ Af1-7x3:
AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO.: 28)
AP1-7/PADRE:
DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO.: 29)
Ap1-7/fragmento de alblmina:
DAEFRHD- ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.: 30)
AP4-10/ fragmento de albimina:
FHRDBGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.: 31}
AP3-9/fragmento de albfimina:
EFRHDSG- ISQAVHAAHAETINEBAGR (9EQ ID NO.: 32)
HAjo7.219/ AP:1-7x3:
PKYVKONTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO.: 33)
APy.7/HAygr-319/AB1.7:

DAEFRHD~PKYVKONTLKLAT-DAEFRHD {SEQ ID NO.: 34)
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APy-7x3/HA307-3138
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKONTLKLAT (SEQ ID NO.: 35)
AB1-,X2/HRA3gr-m18:
DAEFHRD-DAEFRHD-PKYVQNTLKLAT (SEQ ID NO.: 36)
AB.-7/HAzgr-319/Malaria CS/TTeyg-ees/TTsa7-s67/ AP1-7
DAEFRHD- PKYVKQNTLKLAT -EKKIAKMEKASSVFNV-QY IKANSKFIGITEL-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (SEQ ID NO.: 37)
APy +x3/TTa30-8a4/C/TTos7-96
DAEFRHD- DAEFRHD-DAEFRHD-QYIKANSJFIGITEL-C-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
{8EQ ID NO.: 38)
AB:.7/TTass-244/C/TTsaz-957
DAEFRHD-QYIKANSJFIGITELCFNNFTVSFNLRVPKVSASHLE (BEQ ID NO,.: 39)
AP:.7/TTar0-044/C/TTsa7-961/AP1-7
DAEFRHD-QYIKANSJFIGITEL-C-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (BEQ ID
NO.: 20)

Algunos péptidos heterSlogos inmunogé&nicos comprenden
un multimerc de péptidos inmnogénicos representados por la

formula 2%, en la cual x es un nimero entero de 1-5.

‘Preferiblemenl:e, xes 1, 2 6 3, 2 es mis preferido. Cuando x es

2, tal multimero tiene 4 péptidos inmunogénicos enlazados en
una configuracién preferida denominada como MAP4 (véase patente
estadounidense 5,229,490). Tales péptidos Iinmunogénicos son
luego enlazades a un portador utilizando un métedo de 1la
presente invenclén para formar un conjugado.

La configuracién MAP4 es mostrada a continuacién, en
donde estructuras ramificadas son producidas al iniciar 1la
eintesip del péptido tanto en las cadenas laterales de aminas
N-terminales de lisina. Dependiendo del nlmero de veces gue
lisina es incorporada a la secuencia y se le permite ramificar,

la estructura resultante presentarid miltiplees términos N. En
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este ejemplo, cuatro términos N idénticos han aido producidos
en el ndcleo que contiene lisina ramificado. Tal multiplicidad

mejora extensamente la sensibilidad de células B cognadas.

Péptido
KGG
Péptido
KA
Péptido
XGG
Péptido )

Ejemplos de tales péptidos heterélogos inmunogénicos
incluyen:
APl-7/toxoide teténico 830-844 en una configuracién MAP4:
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO.: 22)
APl-7/toxolde teténico 947-967 en una configuracién MAP4:
DAEFRHD-FNNFTVSFWLRVEKVSASHLE (SEQ ID NO.: 23)
Ap3-5/toxoide tetdnico 830-844 en una configuracién MAP4:

EFTHDSG-QIYANSKFIGITEL (SEQ ID NO.: 25)

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL sobre una resina de 2 ramificaclones

Péptido

Péptido

Peptide
> Lys-Gly-Cys
Peptide

9%
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El péptido de AP, andloge, fragmento activo u otro
polipéptido puede ser administrade en forma asociada o
multimérica o en forma disasociada. Los agentes terapfuticos
también incluyen multimeros de agentes inmunfSgenos monoméricos.
Agentes diferentes a los péptidos AB deben inducir wuna
respuesta inmunogénica contra uno © mis de los fragmentos
preferidos de AP enlistados anteriormente (por ejemplo, 1-10,
1-7, 1-3 y 3-7} y pueden tambilién ser conjugados a un portador
utilizando un método de la presente invencidn. Preferiblemente,
tales agentes, una vez conjugados a un portador aproplado,
inducen una respuesta  i1nmunogénica que estd dirigida
egpecificamente a unc de estos fragmentos sin estar dirigido a
otros fragmentos de AP. Para facilitar la conjugacisn de un
inmunégenc péptido con un portador, aminodcidos adicionales
pueden pBer agregados a los términos de los determinantes
antigénicos. Los residuos adicionales pueden tamblién ser usados
para modificar las propledades fisicas o© quilmicas del
inmunégeno de péptido. Aminodcidos tales como tirosina,
cisteina, lisina, dcido glutémico o aspértico o lo semejante,
pueden ser introducidos al término C- o N- del inmunégenc de
péptido. Adicionalmente, enlazadores de péptido que contienen
aminodcidos tales como glicina y alanina pueden tambié&n ser
introducidos. AdemAs, los determinantes antigénicoe pueden
diferir de la secuencia natural al ser modificados medlante la
acilacién del grupo NH; terminal, por ejemplo mediante
alcanoilo (Cl1-C20) o acetilacidn de tioglicolilo, amidacidén

terminal-carboxi, por ejemplo, amoniaco, metilamina, etc. En
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algunas jinstanciam, estas modificacicnes pueden proporcionar
sitios para el enlace a un soporte a otra molécula.

Los inmunSgencs de péptido usados para generar
conjugados de la presente invencién utilizando un proceso
revelado en la presente pueden ser combinados via enlace para
formar polimeros (multimeros) o pueden ser formulados en una
composicién sin enlace, como una mezcla. En donde un péptido
esti enlazado a un péptido idéntico, formando mediante esto un
homopelimero, una pluralidad de unidades epitépicas repetitivas
son presentadas. Por ejemplo, se usa la tecnologla de péptido
de antigeno milciple (MAP) para construir polimercs que
contienen tanto CTL y/o péptidos de anticuerpo y péptidos.
Cuando los péptidos difieren, por ejemplo un coctel gque
representa diferentes subtipos virales, diferente epitopos
dentro de un subtipo, especificidades de restriccién de HIA
diferentes o péptidos que contienen epitopos T-auxiliares,
heteropolimeros con unidades repetitivas son provistos. Ademés
de los enlaces covalentes, los enlaces no covalentes aptos de
formar enlaces intermoleculares e intraestructurales también
son contemplados.

Tales Iinmunégenos de péptido y sus anflogos Bon
gintetizados mediante sinteeis de péptidos en fase g6lida o
expresldn recombinante o son obtenidos a partir de fuentes
naturales. Sintetizadores de péptido automiticos estin
disponibles comercialmente de numercsos proveedores tales como
Applied Biosystems, Foster City, Califormia.

La expresiSn recombinante puede estar en bacterias
(tales como E. coli), levaduras, c€&lulas de insectos o cé&lulas
de mamiferos. Procedimientos para expresifn recombinante son

descritos por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
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Nanyal (Cold Spring Harbor Press, N Y 2* edicidn, 1989).
Algunos péptidos inmunogénicos también estén disponibles
comercialmente (por ejemplc, American Peptides Company, Inc.,
Sunnyvale. CA y California Peptide Research, Inc., Napa, CA).
Bibliotecas aleatorias de péptidos u otros compuestos
pueden también ser seleccionados en cuanto a conveniencia como
inminégeno de péptido. Bibliotecas combinacionales pueden ser
producidas para muchos tipos de compuestos que pueden estar
sintetizados de manera pasoc a paso. Tales compuestos incluyen
polipéptidos, miméticos de beta-vuelta, hormonas, glicinas
oligoméricas N-pustituidas, oligocarbonatos y los semejantes.
Bibliotecas combinacionales grandes de los compuestos pueden
ser construidas mediante el método de bibliotecas sintéticas
codificadas (ESL) descrito en WO 85/132608, WO 93/06121, WO
94/08051, WO 95/35503 y WO 95/30642 (cada uno de los cuales es
incorporado por referencia para todos los propSeitos).
Bibliotecas de péptidos pueden también ser generadas mediante
métodos de exhibieiSén de fago (véase, por ejemplo, WO

91/18980).

Derivaciém y conjugacién de un péptide inmunogénico a un

poztador de proteina

El sitlo de anexidén de un inmundgenco de péptido a una
proteina/portador de polipéptido y la naturaleza del agente de
reticulacisSn que es usado para anexar un inminégeno de péptide
al portador son ambos importantes para la especificidad del
anticuerpo resultante generado contra el mismo. Para un
reconocimiento apropiado, el inmunégeno de péptido debe ser
acoplado al portador con la orientacién apropiada. Para que un

anticuerpc reconozca subsecuentemente los inmunégenos de
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péptide libres sin portador, el conjugade de inmundgenc Ade
péptido-portador de proteina/polipéptido debe presentar los
inmunégenos de péptido en forma expuesta y accesible. La
orientacién &ptima s subeecuentemente obtenida al dirigir la
reaccién de reticulacién a sitios especificos sobre loe
inmmnégenos de péptido. Una wmanera de obtener esto con un
inmunégeno de péptido es mediante anexién de un residuo de
cisteina terminal durante la sintesis del péptido. Esto
proporciona un grupo sulfhidrilo scbre un extremo del péptido
para conjugacién al portador. La reticulacifn a través de este
grupo proporciona la anexiSn del inmunSgeno de péptido
so0lamente en un extremo, asegurando mediante esto una
orientacitén consistente.

En la configuracién de inmndgeno de péptido-
portador, el objetivo no es mantener el estado natural o
estabilidad del portador, sino presentar al hapteno la mejor
manera posible al sistema inmune. Para llegar a este objetivo,
la eleccitén de la quimica de conjugacién puede controlar el
titulo resultante, afinidad y especificidad de los anticuerpos
generados contra el hapteno. Puede ser importante en algunos
casps escoger un agente de reticulacifn gue contiene un brazo
separador suficientemente largos para presentar al antigeno de
una manera gin restriccién. También puede ser Iimportante
controlar la densidad del inmunSgeno de péptido sobre la
superficie del portador. Demasiado poca sustitucién del
inmunégenc de péptido puede dar como resultado poca o ninguna
respuesta. Una densidad de inmundgeno de pé&ptido demasiado alta
puede provocar realmente supresién inmunolégica y disminuir la
respuesta. Ademds, el agente de reticulacién mismo puede

generar una respuesta inrune indeseable. Estas cuestiones
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necesitan per tomadas en consideracifn en la selecciédn no
golamente de loes reactivos de reticulacién apropiados, aino
también las proporciones apropiadas del portador de
proteina/polipéptido e inmunéSgenc de péptido.

Una variedad de medios para anexar los portadores de
proteina/péptido a los inmunégenocs de péptido son poeibles. Las
interacciones i6nicas son poeibles a través de los términos o
por medio del grupo epsilon-amino de lisina. El enlace de
hidrégeno entre los grupos laterales de los residuos y el
inmin&égenc de péptido son también posibles. Finalmente, las
interacciones de conformacién entre los portadores de
proteina/péptido y el péptido inminogénico pueden dar
surgimiento a una anexién estable.

Los conjugados de inmunégencos de péptidos-portador
han sidoc generados exitosamente utilizando varios reactivos de
reticulacién tales como agentes de reticulacién como
bifuncionales © hetercbifuncionales de longitud cero. Los
sistemas de reactivos disponibles m&s pequeflos para
bicconjugacién son los llamados agentes de reticulacién de
longitud cero. Estos compuestos moderan la conjugacitn de dos
moléculas al formar un enlace que no contiene &Atomos
adicionales. Asf, un dtomo de una molé&écula es un separador. En
muchos sistemas de conjugacién, el complejo final es enlazado
conjuntamente en virtud de componentes quimicos que agregan
estructuras extraflase a las gustancias que son reticuladas. En
algqunas aplicaciones, la presencla de estos enlazadores
intermedios pueden Bser perjudiciales al uso propuesto. Por
ejemplo, en la comparacién de conjugados de inmunégeno de
péptido-portador, el complejo es formado con la intencién de

generar una respuesta inmune al hapteno anexado.
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Ocapionalmente, una poxcién de los anticuerpos producidos por
eata respuesta tendrén especificidad para el agente de
reticulacidén usado en el procedimiento de conjugacién. Los
agentes de reticulacién de longitud cero eliminan el potencial
para este tipo de reactividad cruzada al moderar un enlace
directo entre dos sustanclas.

Reactivos homobifuncionales, los cuales eran los
primeros reactives de reticulaciSn usados para modificaciSn y
conjugacién de macromoléculas, consistian de compuestos de
reactivos gque contienen el misme cuerpe funcional en ambos
extremos (Hartman y Wold, 1966). Estos reactivos podrian atar
una proteina a otra y reaccionar covalentemente con los mismos
grupos comunes sobre ambas moléculas. Asi, las epsilon-aminas
de lisina o aminas N-terminales de una proteina podrian ser
reticuladas a los mismos grupos funcionales sobre una segunda
proteina simplemente al mezclar lag dos conjuntamente en
presencia del reactivo homobifuncional.

Los reactivos de conjugacién heterobifuncionales
contienen dos grupos reactivos diferentes que se pueden acoplar
a dos objetivos funcionales diferentes sobre proteinas y otras
macromoléculas. Por ejemplo, una parte de un agente de
reticulacién puede contener un grupo amina-reactivo, en tanto
que otra porcién puede consistir de un grupo sulfhidril-
reactivo. El resultado es la capacidad para dirigir la reaccitn
de reticulacisn a parctes selecciocnadas de mol&culas objetivo,
acumulando asf mejor control sobre el proceso de conjugacién.

Los reactivos heterobifuncionales son usados para
reticular proteinas y otras moléculas en un proceso de dos o

tres etapas que limitan el grado de polimerizacién
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frecuentemente obtenido utilizando agentes de reticulacién
homobifuncionales.

Muchoe métodos estdn disponibles actualmente para el
acoplamiento de inmunSgenos de péptido & portadores de
proteina/polipéptido utilizando agentes de reticulacién
homobifuncionales o hetercbifuncionales de longitud cero. La
mayoria de los métodoe crean enlaces de amina, amida, uretano,
isoticurea o disulfuro o en algunos casos tiocéteres. E1l método
mée general de acoplamiento de proteinas o péptidos a péptidos
utiliza reactivos de reticulacidn bifuncionales. Estas son
moléculas separadoras pequeflas que tienen grupos activos en
cada extremo. Las moléculas separadoras pueden tener grupos
activos idénticos o diferentes en cada extremo. Las moléculas
separadoras pueden tener grupos activos idénticos o diferentes
en cada extremo. Las funcionalidades activas més comunes,
grupos de acoplamiento y enlaces formadoa son:

1, Aldehfido-amino — amina secundaria

2. Maleimido-sulfhidrilo — tiloéter

3. Bucrinimido-amino — amida

4. Esteres de imidato-amino —amida

5. Fenil azidas-amino — fenilamina

6. Haluro de acilo-sulfhidrilo — tioéter

7. Piridilsulfurose-sulfhidrilo — disulfuro

8. Isotiocianato-amino -» isctiourea.

La reactividad de una proteina portadora dada, en términos
de pBu capacidad para ser modificada por un agente de
reticulacién de tal manera que pueda ser conjugada a un
inmunégeno de péptido, es determinada por su composicién de
aminpécidos y la ubicacién de secuencias de los aminoicidos

individuales en la estructura tridimensicmal de la molécula,
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también como la composicidn de aminofAcido del inmunégeno del
péptido.

En el caso de enlazadores (“L®") entre portadores de
proteina/péptido y otros péptidos (por ejemplo, portadores de
proteinas/péptidos y un inmunfgeno de péptido}, los separadores
son seleccionados cominmente de Ala, Gly, u otros separadores
neutros de aminodcidos no polares o aminodcidos polares
neutros. En ciertas modalidades, el separador neutro es Ala. Se
comprenderi que el separador opcilonalmente presente no necesita
estar comprendido de los mismos remiduce y asl puede ser un
hetero- u homo- oligémeroc. BSeparadores ejemplares incluyen
homo-oligomeros de Ala. Cuando est& presente, el separador
usualmente serAi de por lo menos uno o dos reslduos, mée
usualmente tres a pseis residuos. En otras modalidades, el
portador de proteina/polipéptido es conjugado a un inmunégeno
de péptido, preferiblemente con el portador de proteina/péptido
colocado en el término amino, el péptido puede estar unido por
un enlazador neutro, tal como Ala-Ala-Ala o los semejantes y
contiene ademée preferiblemente un residuo 1lipido tal como
8cido palmitico o los similares que es anexado a los grupeos
alfa y epsilon amino de un residuo de Lys ((PAM),Lys), que es
anexado al té&rmino amino del conjugado de péptido, cominmente
via un enlace Ser-Ser o los eemejantes.

En algunos aspectos de la invencién, el inmun&geno de

péptido es un fragmento AP seleccionado del grupo que consiste

de AP1-5L, AP1-7L, AP1-9L y APl-12L. En algunos aspectos de la
invencién el enlazador es GAGA (SEQ ID NO.: 10).

Para facilitar la conjugacién de un inmunSgenco de
péptido con un portador, aminodcidos adicionales pueden Bser

agregados a los términos de los determinantes antigénicos. Los
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residuos adicionales pueden también ser usados para modificar
las propiedades fisicas o quimicas del inmundgeno de péptido.
Amino8&cidos tales como tirosina, cisteina, lisina, é&cido
glutdmico o aspirtico o lo semejante, pueden ser introducidos
al término C- o N- del inmn&geno de péptido. Adicionalmente,
enlazadores de péptide que contienen aminodcidos tales como
glicina y alanina pueden también ser introducidos. Ademis, los
determinantes antigénicos pueden diferir de la secuencia
natural al ser modificados mediante acilacién del grupo NH;
terminal, por ejemplo, mediante alcaneil (C1C20) o acetilacién
de tioglicolilo, amidacién terminal-carboxi, por ejemplo,
amonfaco, wmetilamina, etc. En algunas iostancias, eatas
modificaciones pueden proporcionar sitios para el enlace a un
soporte u otra molécula.

En algunos aspectos de la invencién, el inmmnégenc de
péptido es un fragmento AP seleccionado del grupo que ccnsaiste
de AP1-5-C, AP1-7-C, AP1-9-C y APl-12-C, donde C es un residuo
de aminoficido de cisteina. En algunoe aspectos de la invencidtn,
el inmunSgeno de péptido es un fragmento AP selecclionado del
grupo que consiste de AP1-5-L-C, AP1-7-L-C, AP1-9-L-C y Afl-12-
L-C.

El inmunégeno de péptido es enlazado a un portador de
proteina/péptido ya sea directamente o via un enlace ya sea en
el término amino o carboxi del inmndgenc de péptido. El
término amino ya sea del inmunSgeno de péptido o el portador de
proteina/péptide puede ser acilado. Ademéis, el conjugado de
inmunSgeno de péptido-portador de protefina/péptideo puede estar
enlazado a ciertos lipldos de alcanoilo (C;-Cz) via uno o mis

residuos de enlace tales como Gly, Gly-Gly, Ser, Ser-Ser como

21T
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se describe a continuacién. Otras porciones de lfpido ftiles
incluyen colesterol, &cidoas grasos y los semejantes.

Los inmunégenos de péptido pueden ser enlazados a un
portador wmediante reticulacifn quimica. Las técnicas para el
enlace de un inmunégeno a un portador incluyen la formacifn de
enlaces de disulfuro utilizando N-succinimidil-3-{2-piridil-
tio)propionato (8PDP) (Carlsson, J et al., (1978) Biochem J.,
173: 723), vy succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-
carboxilato (SMCC) (1 el péptide carece de wun grupo
sulfhidrilo, é&ste puede ser proporcionadc mediante adicién de
un repiduo de cisteina al hapteno). Estos reactivos crean un
enlace de disulfuro entre sl mismos y residuos de cilsteina de
péptidos eobre una proteina y un enlace de amida por medio del
epsilon-amidoc sobre una lisina u otro grupo amino libre en
otros aminoficidos. Una variedad de tales agentes formadores de
disul furo/amida son descritos en Immune. Rev., 62: B85 (1982).
Otros agentes de acoplamiento bifunciocnales forman un tioéter
en lugar de un enlace de disulfuro. Los agentes que [orman
tio&ter incluyen el &ster reactivo de fcido6-maleimidocaproico,
&cido 2-bromoacético y 4&cido 2-yodoacético, 4&cido 4-(N-
maleimido-metil)ciclohexan-1-carboxflice. Los grupos carboxilo
pueden ser activados al combinarlos con succinimida o acido 1-
hidroxll-2-nitro-4-sulfénico, sal de sodio.

Mis frecuentemente, los residuos de lisina son los
residuos de aminodcidos mis abundantes encontrados en proteinas
portadoras y estos residuos son modificados utilizando
reactivos de reticulacién para generar pitios nucleofflices que
son luego acoplados a un hapteno. Este acoplamiento es obtenido
via cualquiera de las cadenas lateralep hidrofilicas sobre las

moléculas de hapteno que sBon quimicamente activas. Estas
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incluyen el grupo guanidiloc de arginina, el (grupos carboxilo
de glutamato Yy &cido aspértico, el grupo sulfhidrilo de
cisteina y el grupo epsilon-amino de lisina para nombrar unos
pocos). La modificacién de proteinas de tal manera que no
puedan ser acopladas a otras porciones se obtiene utilizando
reactivos de reticulacién, loe cuales reaccionan con cualquiera
de las cadenas laterales del portador de proteina o moléculas
de hapteno.

En un aspecto de la presente invencitSn, la proteina
portadora con o 8iln molécula enlazadora es funcionalizada
(derivada) con un reactivo que intreduce sitios reactivos a la
molécula de proteina portadora que scn propensos a modificacidn
adicional para introduecir grupos nucleofiflicos. En una
modalidad, el portador se hace reaccionar con un reactivo de
haloacetilacifn, que preferiblemente reacciona con un ntmero de
grupos funcicnales sobre residuos de aminodcidos de proteinas
tales como el grupo sulfhidrilo de cisteina, el grupo epsilon-
amina primario de residuo de lisina, el o terminal de a-aminas,
el tioéter de metionina y tanto los nitrSgenos de cadena
lateral de imidazoilo de histidina (Qurd, 1967). En una
modalidad preferida, los grupos g-amina primaria sobre los
residuos de lisina de la protefina portadora son derivados con
bromoacetato de b N-hidroxisuccinimidilo para generar un
portador bromoacetilado. La conjugacién del inmunSgeno de
péptido y el portador de proteina activado se llevdé a cabo al
agregar lentamente el portador activado a la solucidn que
contiene el inmundgeno de péptido.

Al utilizar el proceso de esta i1invencién, los
inmunédgenos de péptido discutidos en la Seccifn B anterior

pueden ser conjugados a cualquiera de los portadores discutidos
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en la Seccifn A anterior. Los conjugados resultantes del

proceso de esta invencién son usados como inmundgencs para la
generacidén de anticuerpos contra Af para uso en inmunoterapia
pasiva/activa. Ademis, AP o un fragmento de AP enlazado a un
portador puede ser administrado a un animal de laboratoric en
la produccién de anticuerpos monoclonales a Af.

En un aspecto de la invencién, el conjugado es un
conjugado seleccionado del grupo que consiste de AP1-7-CRMys,
{AP1-7x3)-CRMjgy Yy {(AP1-7x5)-CRMyy. En un aspecto de la
invencién, el conjugado es un conjugado seleccionado del grupo
que congigte de CRMyg,-Af1-5, CRMs1-AB1-7, CRMipy-Afi1-9 y CRMygr-
Af1-12. En otro aspecto de la invencidn, el conjugado es un
conjugado seleccicnado del grupo que consiste de APl-5-C-CRMygy,
AP1-7-C-CRMyy7, APl-9-C-CRMipy ¥ AP1-12-C-CRM1yy, AP1l6-23-C-CRMisy,
AP17-24-C-CRMig, AP18-25-C-CRMyeq, CRM;,-C -AP16-221, CRM;g;-C-
AP17-24, CRM;p,-C-AB18-25, AP16-22-C-CRMye7, AP17-23-C-CRMgy,
AP18-24-C-CRM;gy, CRM;sy-AP16-22, CRMyyy-AP17-23 y CRMyr-C-Af18-
24. En todavia otro aspecto de la invencién, el conjugado es un
conjugado seleccionado del grupo que consiste de ABl-5-L-C-

CRM1I'II Aﬂl-T-L-C-CRM“-,, Aﬂl-S-L-C-CRM“-,, Aﬂl-lZ-L-C-CRH“-,.

Coronacidn

Una desventaja al uso de reactivos de acoplamiento
que introduce sitios reactivoa a las cadenas laterales de las
moléculas de aminolAcidos reactivaes sobre moléculas portadoras
y/o de hapteno, es que 1los s.it:ioa reactivos si no son
neutrallizados estidn libres para reaccicnar con cualquier
mol&cula indeseable ya sea in vitrc o in vivo. En el proceso de

la presente invencién, la coronacifén de los grupos funcicnales
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8eln reaccionar se efectia mediante la reaccién de los
conjugados con grupos reactivos pendientes con reactivos los
cuales inactivan/coronan los grupos reactivos. Reactivos de
inactivacién/coronacifn ejemplares para ueo con el proceso de
conjugacisén incluyen cieteamina, N-acetilcisteamina Y
etanolamina. Alternativamente, la coronacidn se lleva a cabo
mediante reaccifn con amoniaco o bicarbonato de amonio, ya sea
uno u otro de los cuales convierte los grupoB haloacetilo a
grupos aminoacetilo. La coronaclién también se lleva a cabo a pH
alcalino (9.0-9.8) utilizando hidréxido de sodio o carbonato de
sodlo, que convierte 1los grupos haloacetilo a grupos
hidroxiacetilo. Una ventaja potencial de convertir leos
haloacetilo a amincacetilo o grupos hidroxiacetilo, en
contraposicién a la reaccién con derivados de cisteamina,
etanolamina, etc., es la introduceién de funcionalidades
quimicas de tamafio relativamente mis pequeflo, mediante reaccidn
como amonfaco o hidrdxido/carbonato. Los grupos funcionales
coronados resultantes, por ejemplo aminoacetilo o
hidroxiacetilo, proporcicnan relativamente menos alteracién en
la porcién de proteina portadora del conjugado. El inmunégeno
de péptido-portador de proteina coronado es purificado comc sea
necesario utilizando métodos ccnocidos, tales como
cromatografia {filtracién de gel, intercambio iénico,
interaccidn hidroféSbica o afinidad}, diilisis, ultrafiltracidn-
diafiltracién, precipitacién selectiva utilizando sulfato de

amonio o alcohol y los seme]antes.

Conjugados y c siciones irmmnogénicas
Los conjugados de ilnmundgeno de protefna-portador de

proteina coronados eson admipistrados en una compesicién
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inminogénica a mamiferos, particularmente humanos por
propdeitos profildcticos y/o terapéuticos. Los conjugados de la
presente invencidén son usados para producir y/o mejorar
respuestas inmunes contra inmunégenos. Por ejemplo, conjugados
de CTL-portador son usados para tratar y/o impedir infeeccién
viral, enfermedades amlloidogénicas, cdncer, etc.
Alternativamente, los conjugados de inmunSgenc de polipéptido-
portador, que inducen respuesta de anticuerpoc son también
usados. Ejemplos de enfermedades que pueden ser tratadas
utilizando los conjugados de la presente invencidén incluyen
varias infeccionen bacterianas, infecciones virales,
infecciones fungales, infecciones de pardsitos y céncer.

En aplicaciones terapéuticas, un conjugado de 1la
presente invencién es administrado a un individuo que ya sufre
de una enfermedad amiloidogénica tal como enfermedad de
Alzheimer, céncer o infestado con un microorganismo patogénico.
Aquellos en la fase de incubacifn o la fase aguda de 1la
enfermedad pueden ser tratados con el conjugadc de la presente
invencién separadamente o en conjuncién con otros tratamientos,
como sea aproplado.

En aplicaciones terapéuticas, una composicidn
inmnogénica de la presente invencién es administrada a un
paciente en una cantidad suficiente para producir una respuesta
CTL efectiva o respuesta humoral al wmicroorganiesmo, placa
amiloide o a un antfigeno de tumor expresado sobre una célula de
cancer y para curar o detener por lo menos parcialmente el
avance de la enfermedad, sintomas Yy/o complicaciones. Una
cantldad apropiada para llevar a cabo esto es definida como
*dosis terapSuticamente efectiva”. Cantidades selectivas para

eato dependerfn en parte de la composicifén del péptido, la
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manera de administracién, la etapa y severidad de la enfermedad
que es tratada, el peso y eatado general de salud del paciente
y €l julcio del médico que preacribe.

Cantidades terapéuticamente efectivas de las
composiciones inmunogénicas de la presente invencidn fluctdan
en general para la inmunizacién inicial para administracifn
terapéutica o profilictica, de aproximadamente 0.1 pg a
aproximadamente 10,000 pg de péptido para un paciente de 70 Kg,
vsualmente de alrededor de 0.1 a 8,000 ug, preferiblemente
entre alrededor de 0.1 a aproximadamente 5,000 pg y més
preferiblemente 0.1 a alrededor de 1,000 ug. Estas dosis son
gsequidas por dosificaciones de refuerzo de aproximadamente 0.1
Hg & alrededor de 1,000 pg de péptido de acuerdo con un régimen
de refuerzo durante semana a meses dependiendo la respuesta y
condicién del paciente al medir las respuestas inmunes
especificas.

Ademis, la presente invencidn es usada
profilficticamente para prevenir y/o aliviar infecciones
bacterianas, infeccliones virales, infecciones fungales,
infecciones parasitas, enfermedad amiloidogénica o céncer. Las
cantidades efectivas son como se describen anteriormente.
Adicionalmente, aquel de habilidad ordinaria en la técnica
también sabrfa cémo ajustar o modificar los tratamientos
profilécticos, como sea apropiado, por ejemplo al reforzar y
ajustar las modificaciones y regimenes de dosificacién.

La administracifn terapéutica puede comenzar al
primer eigno de la enfermedad © la deteccién o remocién
quirfirgica de tumores o brevemente después de la diagnosis en
el caso de infeccién aguda. Esto es Beguldo por dosis de

refuerzo hasta que se tiene o invierte el avance de la
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enfermedad o los sintomas son abatidos sustancialmente y por un
pericdo después de esto. En la infececifn croénica, altas dosis
iniciales sequidas por doeis de refuerzo pueden ser requeridas.

El tratamiento de un individuo infectado con las
compoeiciones de la invencidn pueden detener la resolucién de
la infecclién en individuos agudamente infectados. Para aquellos
individuos susceptibles (o predispuestos) a desarrollar
infeccién crénica, las composiclones Bon particularmente tGtiles
en métodos para impedir la evolucién de infeccifn aguda a
cxfnica. En donde individucs susceptibles son identificados
antes de o durante la infececién, por ejempleo, como se describe
en la presente, la composicién puede ser apuntada a ello,
minimizando la necesidad de adminiatraciém a una poblacién més
grande.

Los conjugados de la presente invencifn son también
usados para el tratamiento de infeccifn crénica y para
estimular el sistema inmune para eliminar cé&lulas infectadas
con virus en individuos con infecciones latentes. Es importante
propercionar una cantidad de la composicifn inmunogénica de la
presente invencitn en una formulaciém y modo de administracidn
suficiente para producir y/o mejorar efectivamente una
respuesta inmune. Asf, para el tratamiento de infeccién

crénica, una dosis representativa estd en el intervale de
aproximadamente 0.1 pg a 10,000 ug del péptido, usualmente de
alrededor de 0.1 a alrededor de 8,000 pg, preferiblemente entre
alrededor de 0.1 a alrededor de 5,000 pg y mis preferiblemente
entre 0.1 a alrededor de 1,000 pg para un paciente de 70
Kg/dosis. Dosis de inmunizacién seguidas por dosis de refuerzo

a intervalos establecidos, por ejemplo, de 1 & 4 semanas,

pueden ser requeridas, poeiblemente por un periocdo de tiempo
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prolongado para inmunizar selectivamente un individuo. En el
cago de infeccién crénica, la administracién debe continuar
hasta que los sintomas clinicos o pruebas de laboratorio
indican que 1la 1infeccién wviral ha s8ido ellminada o
sustanclalmente abatida y por un periodo después de esto.

Las composiciones inmunogénicas de la presente
invencién para tratamiento terapéutico o profilActico pueden
ser administradas mediante medios parenterales, tépicos,
intravenosos, orales, subcutdnecs, intraarteriales, intra-
craneales, intraperitoneales, intranasales o medios
intramusculares para el tratamiento profiléictico y/o
terapéutico. Una ruta de administracién tipica de un agente
inminogénico es subcutéineo, aunque otras rutas pueden ser
igualmente efectivas. Otra ruta comiin es inyecci&n
intramuscular. Este tipo de inyeccién se efectda mAs cominmente
en los misculos del brazo o pierna. En algunos métodos, los
agentes son inyectados directamente a un tejido particular en
donde depfsitos se han acumulado, por ejemplo, inyeccidn intra-
craneal. La inyeccidn intramuscular o infusidn intravenosa es
preferida para administracién del anticuerpo. En algunos
métodos, anticuerpos Lterapfuticos particulares son inyectados
directamente al cridneoc. Debido a la facilidad de
adminietracién, las compeeiciones inmunogénicas de la invencién
son particularmente apropiadas para administracidén oral. La
invencién proporciona ademds composiciones inmunogénicas para
adminietracién parenteral, que comprenden una solucién de los
péptidos © conjugados, disueltos o suspendidos en un portador
aceptable, preferiblemente un portador acuoso.

Una variedad de diluyentes, exciplentes y soluclones

requladoras del pH pueden ser usados, por ejemplo, agua, agua
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de pH requlado, Bolucién salina de pH regulado con fosfato,
glicina al 0.36%, Aacido hialurfnico y los semejantes. Eatas
compoesliciones pueden ser esterilizadas mediante técnicas de
esterilizacidn convencionales bien comocidas o© pueden ser
filtradas estériles. Las soluciones acuosas resultantes pueden
ser empacadas para uso como tal o liofilizadas, la preparacidn
liofilizada es combinada con una sclucién estéril antes de la
administracién. Las compoeiciones pueden contener sustanciaa
auxiliares aceptables farmacéuticamente como se reguiera a
condiciones fisiolSgicas aproximadas, tales como agentes
requladores del pH, agentes que ajustan la tonicidad, agentes
de administraciin y lo semejante, por ejemplo, acetato de
secdio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, monclaureatc de sorbitén, oleato de
trietanolamina, ete,

Para composiciones a&lldas, ee pueden usar portadores
s6lidos no téxices convencicnales. Estos pueden inclulr, por
ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, 8gacarina de sodio, talco, celulosa,
glucosa, sacarosa, carbonato de wmagnesio y los semejantes. Para
administracién oral, una composicifn no tdéxica aceptable
farmacéuticamente es formada al incorporar cualquiera de los
excipientes empleados normalmente, tales como aquellos
portadores enlistados previamente y en general 10-95% de
ingredienta activo, esto es, uno o mAs conjugados de 1la
invencidn y més preferiblemente a una concentracién de 25-75%.

La concentracifén de composiciocnes inmunogénicas de la
pregente invencidn en las composiciones farmacéutica puede
variar ampliamente, esto es, desde menos de aproximadamente

0.1%, usualmente a, ¢ por lo menos aproximadamente 2% a tanto
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como 20% a 50% 0 mis en peso y seri seleccicnada principalmente
por valtmenea de fluido, viscosidades, etc., de acuerdo con el
modo de administracién particular seleccionado.

Los conjugados de 1la presente invencién pueden
también per administrados via liposomas, que eirven para
apuntar loe conjugados a un tejido particular, tal cc.mn un
tejidoe 1linfoide o© apuntadas selectivamente a células
infectadas, tamblén como incrementar la vida media de la
composicién del péptido. Los liposomas incluyen emulsiones,
espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales lIquidos,
dispersores de fosfolipidos, capas aminares y los semejantes.
En estas preparaciones, la composicién a ser administrada es
incorporada como parte de un liposoma, sola o en conjuncién con
una molécula, gque se enlaza a, por ejemplo, un receptor
prevaleciente aeaentre <células linfoides. Estas moléculas
incluirfian anticuerpos monoclonales, que se enlazan al antigeno
CDA5 o con otras composiciones terapéuticas o inmunogénicas.
Asf, liposomas 1llenos con una composiclém deseada de la
presente invencisn pueden ser dirigidos al sitio de las cé&lulas
linfoides, en donde los liposomas pueden administrar las
compoBiciones de péptidoa terapéuticas/inminogénicas
geleccionadas. Los liposomas para uso en la invenciénm son
formados a partir de lipidos formadores de vesiculos estindar,
los cuales en general incluyen fosfolipidos neutros y cargados
negativamente y un esterol, tal como colesterol. La seleccién
de lipidos es en general gquiada por consideracién del tamaflo
del liposoma, labilidad &cida y estabilidad de los liposomas en
la corriente sanguinea. Una variedad de métodos estdn
dieponibles para preparar liposomas, como se describe por

ejemplo en Szoka, et al., Ann. Rev. Biophys. Biloeng. 9: 467

UGk
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(1980}, patentes estadounidenses Nos. 4,235,871, 4,501,728,
4,837,028 y 5,019,369, incorporadas en la presente por
referencia.

Para el apuntamiento a las c¢é#&lulas inmunes, un
ligando a ser incorporadoc en el liposoma puede incluir
anticuerpos o fragmentos del mismo  especificos para
determinantes de superficie celular de células del sistema
inmine deseadas. Una suspensidn de liposoma Que contiene una
composicién de la presente invencién puede ser administrada
intravenosa, local, tSplcamente, etc., en una dosls gue varia
de acuerde con, inter alia, la manera de administracién, la
composicién que es administrada y la etapa de la enfermedad que
es tratada.

Para administracién en aerosol, las composiciones de
la presente invencién son suministradas preferiblemente en
forma finamente dividida junto con un surfactante y propelente.
Los porcentajes tipicos de la composicién son 0.01-20% en peso,
preferiblemente 1-10%. El surfactante debe ser por supuesto, no
téxico Y preferiblemente scluble an el propelenta.
Representativos de tales agentes son loe ésteres o ésteres
parciales de &cidos grascs qQque contienen de 6 a 22 &tomos de
carbono , tales como &cidos caprolco, octanoico, ldurico,
palmitico, estedrico, 1linoleico, linolénico, olestérico vy
oleico caon un alcohol polihidrico alifdtico o su anhidrido
ciclico. Esteres mezclados tales como glicéridoe mezclados o
naturales pueden ser usados. El surfactante puede constitulr
0.1-20% en peso de la composicién, preferiblemente 0.25-5%. El
resto de la compoelicién es ordinariamente propelente. Un
portador puede también eser incluido, s8i se desea, como con

lecitina para administracidén intranasal.

[~
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Las composiciones de esta invencién pueden tambié&n
ger usadas para marcar anticuerpos monoclonales. Tales
anticuerpos pueden ser ftileas como agentes de diagnéstico o
terapéuticos potenciales.

Las composiciones de la presente invencién pueden
también encontrar uso como reactivos de dlagnéstico. Por
ejemplo, una composiciSn de la invencién puede ser usada para
determinar la susceptibilidad de un individuo particular a un
régimen de tratamiento, que emplea los inmundgenos
polipéptidos, y asl puede ser iitil para mpdificar un protocolo
de tratamiento existente o para determinar la prognosis para un
individuo afectado. Ademis, las composiciones de la presente
invencién pueden también ser usadas para predecir cuales
individuos estardn en riesgo seustancial de desarrollar
infeccldn crénica.

Los conjugados de la presente jinvencién pueden Ber
administrados opcionalmente en combinacién con otros agentes
que son por lo menos parcialmente efectives en el tratamiento
y/o alivio de una enfermedad y/o sus pintomas. En el caso de
enfermedad de Alzheimer o Sindrome de Down, en el cual ge
presentan depSsitos amiloides en sl cerebro, los conjugados de
la presente invencién pueden ser administrados en conjuncidn
con otros agentes que incrementan -el paso de los agentes de la
invencién a través de la barrera de sangre-cerebro.

La composicidn Iinmunogénica contiene cominmente un
adyuvante. Un adyuvante es una sustancia gque mejora la
respuesta inmune cuando es administrado junto con un inmunégeno
o antigeno. Un nGmero de citocinas o linfocinas han mostrado
tener actividad moduladora inmune y asi pueden ser usados como

adyuvantes, en los que se incluyen pero no se limitan a las
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interleucinas 1-a, 1-p, 2, 4, 5, 6, 7, B, 10, 12 (véase, por
ejemplo, patente estadounidense No. 5,723,127), 13, 14, 15, 16,
17 y 18 {y sus formas mutantes), los interferones a, P y 7,
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos
(véase, 1.301' ejemplo, patente estadounidense No. 5,078,996),
factor estimulante de colonia de macrt6fagos, factor estimulante
de colonia de granulocitos, GSF y factor de necrosis tumoral o
y P. Todavia otros adyuvantes fitiles en esta invencién incluyen
una quimiocina, que incluye sin limitacién MCP-1, MIP-la, MIP-

1P y RANTES., Moléculas de adhepina, tales como una eelectina,
por ejemploe L-selectina, P-pelectina y E-selectina pueden
también ser driles como adyuvantes. Todavia otros adyuvantes
incluyen, ein limitacién, una molécula semejante a mucina, por
ejemplo, CD34, GlyCAM-1 y MadCAM-1, un miembro de la familia de
integrina tal como LFA-1, VLA-1l, Mac-1 y pl150.95, un miembro de
la superfamilia de inmunoglobulina tal como PECAM, ICAMS, peor
ejemplo, ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, CD2 y LFA-3, moléculas
coestimulatorias tales como CD40 y CD4OL, factores de
crecimiento en los gque 8e incluyen £factor de crecimiento
vascular, factor de crecimiento del nervio, factor de
crecimiento de fibroblasto, factor de crecimiento epldérmico
B7.2, PDGF, BL-1 y factor de crecimiento endotelial vascular,
moléculas receptoras en las gque se incluyen Fas, receptor TNF,
Flt, Apo-1l, pSS, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF,
DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2 y DR6. Todavia otra molécula
adyuvante incluye caspasa (ICE). Véase también Publicacliones
Internacionales de Patente Nos. WO 98/17799 y WO 99/43839, que
son incorporadas en la presente por referencia en su totalidad

para todos los propteitos.
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Adyuvantes aproplados wusados para mejorar una
respuesta inmune incluyen, sin limitacién, MPL™ (monofosforil
lipido A 3-0-desacilado; Corixa, Hamilton, MT) que es descrito
en la patente estadounidense No. 4,912,094, gque es incorporada
en la presente por referencia para todos los propbsitos.
También apropiado para uso como adyuvantes, estéin los anilogos
de lipido A sintéticos o compuestos de aminoalquil glucosamina
fosfato (AGP} o derivados o andlogos derivados de las mismas,
que estAn disponibles de Corixa (Hamilton, MT) y gque son
descritos en la patente estadounidense No. 6,113,918, que e€s
incorporado en la presente por referencia. Uno de tales AGP es
2-[{(R) -3 -tetradecanoiloxitetradecancicilaminoletil 2-desoxi-4-
O-fosfono-3-0-[(S) -3-tetradecanoiloxitetradecanoil] -2-[(R) -3-
tetradecanciloxi-tetradecanoil -amineg]l -b-D-glicopiranceida, que
ee conocido como 529 (también conocido como RC529; Corixal.
Este adyuvante 529 es formulado como una forma acuosa (529 AF)
© como una emulsidn estable (529 SE}.

Todavia otres adyuvantes incluyen emulsiones de
aceite mineral y agua, salea de calcio tales como fosfato de
calcio, sales de aluminio (alumbre), tales comoc hidrSxido de
aluminio, fosfato de aluminio, etc., Amphigen, Aviridina,
L121/escualeno, D-lacturo-polilacturo/glicésido, dcidos
plurénices, polioles, dipéptido de muramile, Bordetella
exterminada, saponinas tales como Stimulon™ Q5-21 (Antigenicas,
Framingham, MA), descrito en 1la patente estadounidense Na.
5,057,540, que es incorporada en la presente por referencia y
particulas generadas de los mismos tales como ISCOMS (complejos
inmunoestimulantes}, Mycobacterium tuberculosis,
lipopolisaciridos bacterianos, polinucleétidos sintéticos tales

como oligonucledtidos que comprenden una porcidén CpG (patente
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estadounidense No. 6,207,646, que es incorporada en la presente
por referencia)l, una toxina de pertusis (PT) o una toxina de E.
coli 1&bil térmicamente (LT), particularmente LT-K63, LT-R72,
PT-K9/G129, véase, por ejemplo, Publicaciones Internacionales
de Patente Nos. WO 93/13302 y WO 92/19265, que son incorporadas
en la presente por referencia para todos los propbsitos.

También {tiles como adyuvantes son toxinas de cblera
Yy ™mutantes de las mismas, en las gque s8Be incluyen aquellas
descritas en la Publicacién Internacional de Patente No. WO
00/18434 (en donde el &cido glutdmico en posicién del acido 29,
estf reemplazado por otro aminofcido (diferente a &cido
aspartico, preferiblemente una  histidina)}. Toxinas CT
similares o© mutantes 8on descritos en la Publicacién
Internacional de Patente publicada No. WO 02/098368 (en donde
la isoleucina en la posicién de aminodcido 16 estd reemplazada
por otro aminofcido, ya sea sBolo ¢ en combinacién con el
reemplazo de la serina en posicién de aminodicido 68 mediante
otro aminoficido y/o en donde la wvalina en posiciSn de
aminofcido 72 esti reemplazada por otro aminodcido. Otras
toxinas CT son descritas en la Publicacién Internaclonal de
Patente publicada No. WO 02/098369 (en donde la arginina en
posicién de aminoficido 25 estd reemplazada por otro aminoacido
y/o un aminoficido es insertado en la posicién de aminodcido 49
y/o dos aminoficidos son insertados en la posicién de amino#cido
a5 y 36).

Se comprenderi que la referencia en toda esta
especificacifn a cualquier teoria para explicar los resultados
deacritos no es para limitar el alcance de la invencién.
Independientemente del método mediante el cual la invencién

funciona, los resultados y ventajas descritos en la presente

LB
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pueden ser obtenidos por referencia a los siguientes ejemplos
de la invencifn.

Serd evidente para aquel de habilidad ordinaria en la
técnica que muchos cambios y modificaciones se pueden efectuar
2 la miema e6in desviarse del espiritu o alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Todas las publicaciones, patentes ¥y
solicitud de patentes mencionadas en esta especificacién son
incorporadas por referencia en su totalidad para todoe los
propbépitoe a la misma extensién como s8i cada publicacién
individual, patente o Bsolicitud de patente fuera indicada
eapecifica e individualmente para ser incorporada por

referencia.

EJEMPLO 1

Conjugac:l.&u de Clll!" a g‘gtido AE

La conjugacidn de péptidos de haptenos/antigénicos se
llevd a cabo al hacer reaccionar el portador activado CRM,y,
qua tiene 39 reslduos de lisina, a un péptido de
hapteno/antigénico que tiene un grupo tipl pendiente utilizando
el método descrito posteriormente en la presente {(Figura 1).
Todos los péptidos AP contenian un residuo de cistina en el
término carboxi para facilitar la conjugacién de éstos péptidos
por wmwedio del grupo clsteinil sulfhidrilo a 1la proteina
portadora. Estos péptidos fueron producidos mediante sintesis

en fase sSlida.

I. Activacién
Grupos amino libres de CRMyy, fueron bromoacetilados
mediante reaccidén con un exceso de éster de N-

hidroxisuccinimida de Acido bromoacético (Sigma Chemical Co.,
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San Louis, MD) (Bernatowics y Matsueda, 1986). Se agrega una
solucidén helada de CRMy; (~15 mg), 10% (v/v} NaHCO; 1.0 M (pH
8.4). éster de N-hidroxisuccinimida de 4&cido bromoacético,
iqual en peso a aquel CRM;;, utilizado, fue disuelto en 200 uL
de dimetilformamida (DMF), agregado lentamente al CRMyey Yy
mezclado moderadamente a temperatura amblente en la oscuridad
durante una hora. La proteina bromoacetilada (activada)
resultante fue purificada mediante el paso a través de una
columna de deslinacién (P6-DG) utilizando PBS/EDTA 1 mM (pH
7.0) como eluyente. En eeguida de la purificacifin, las
fracciones correepondientes a CRM;y, activado fueron acumuladas
Yy la concentracién de proteina fue estimada mediante an8lisis
de proteina BCA. 1Los grupos amino de proteina, tanto antes como
después del tratamiento con éster de N-hidroxisuccinimida de
dcido bromoacético, se hicieron reaccionar con &cido 2,4,6-
trinitrobencensulfénico (TNBSA) que se dio como indicador de la

bromoacetilacién (Means et al., 1972).

II. Conjugacisn

Antes de la conjugacién los péptidos se hicleron
reaccionar con 5,5’ -ditio-bis(&cido 2-nitrobenzoico} [reactivo
de Ellman] para verificar el contenido de grupos S8H libres
{entre 62-88% reducido). Para los primervs cuatro péptidoes AP,
(amino&cidos 1-7 ein enlazador, aminoidcidos 1-12 con enlazador
GAGAC, aminoficidos 1-5% con enlazador GAGAC y aminodcidos 1-7
con enlazador GAGAC), aproximadsmente 8.0-10.0 mg del péptido
fueron disueltos en agua destilada estéril a una concentracién
aproximada de 20 mg/ml. E1 péptido fue agregado lentamente a
CRM,y; activado frio en una proporcién 1l:1 (peeo/pesoc) y el pH

fue ajustado a aproximadamente 7.0-7.2 con la adicién de 20-36
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pL. de la NaOH 1IN. el material resultante fue mezclado
moderadamente durante toda la noche a 4°C en la oscuridad
gequido por diélisis en la oscuridad contra dos cambiocs de 1L
de PBS, pH 7.2. Para los siguientes cuatro péptidos AP
{aminodcidos 1-5 sin enlazador, aminodcidos 1-9 sin enlazador,
aminodcidos 1-12 8in enlazador y aminodcidoes 1-5 con
enlazador), se usd la reacciédn con reactivo de Ellman para
verlficar los grupos SH libres. CRM;y; fue bromoacetilado,
purificado y se hizo reaccionar con TNBSA come se describe
previamente. El pH de cada péptido fue ajustado a 7.0 con la
adicién de NaPO, 0.1 M (pH B.5) a 2.2x el volumen del péptido
disueltc. E1 péptido fue agregado lentamente a CRMisr activado
fric en una proporcién 1l:1 y se le permite reacciorar durante
toda la noche a 4°C en la oscuridad. El material resultante fue
dializado. Un péptido de control £final (1-12 mero en
orientacién inversa)fue conjugado a CRMjy; como se describe
anteriormente con 1la siguiente modificacién. En 1lugar de
ajustar el pH del péptido a 7.0, el pH de CRMyy; activado fue
ajustado a aproximadamente 7.5 con la adicién de 20% (v/v) de
NaPQO, a 0.5M (pH B.0). Cada conjugado, después de la didlisis,
fue transferido a un tubo de polipropileno de 15 ml estéril,
envuelto en hojas de aluminio y almacenado a 4°C. La activacién
de los residuos de amino reactivos en el portador fue luego

subsecuentemente verificada utilizando espectrometria de masa.

Y

Con formatos Inghds (Reino
Unido)

. Conjugado Péptido inmunogénico | |
AP1-5-C-CRM1g7 DAEFR-C (SEQ ID NO.: 1)
AP1-7-C-CRM;sy DAEFRHD-C (SEQ ID NO.: 2)
AP1-9-C-CRMg7 DAEFRHDSG-C {SEQ ID NO.: 3}
AP1-12-C-CRMg7 DAEFRHDSGYEV-C (SEQ ID NO.: 4)
AP1-5-L-C-CRM;g7 DAEFR-GAGA-C (SEQ ID NO.: 5)
AP1-7-L~C-CRM; gy DAEFRHD-GAGA-C (SEQ ID NO.: 6)
AP1-9-L-C-CRMis7 DAEFRHDSG-GAGA-C (SEQ ID NO.: 7)

"B1 14 T A~ AP NAEFRHNDGAYRV=CAGA=T [SFEN THh NN « AN
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L = unién (GAGA) (SEQ ID NO.: 14a)

EJENPLO 2

PreparaciSn del conjugado de péptido AP-CRMiys, y purificacidn

mediante ultrafiltracisa
Bromoacetilacifn de CRM)y

CRM;37; ({100 mg) en solucifn reguladora del pH de
foefato de sodio 0.01M, NaCl, al 0.9% , pH 7.0, se hizo
reaccilonar con éster de N-hidroxisuccinimida de &cido
bromoacético {disuelto en 20 mg/ml en DMSO) a una proporcidn en
peso de 1:1 bajo una atmisfera de argén. La reaccifn fue
titulada como sea necesario para mantener el pH a 7.0. La
mezcla fue agitada en la obscuridad durante 1.5 horas a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién fue £iltrada a
través de un filtro de 1.2 pym al depbeito del retenido de un
sistema UF/DF (Millipore Labscale TFF, Billerica, MA). 1la
purificacién fue realizada utilizando una membrana UF 10K 6 30K
mediante via filtracién (30 veces) contra soluclidn reguladora
del pH de fosfato de sodio 0.01 M/0.9% NaCl, pH 7.0. El CRM;y;
bromoacetilado fue filtrado al hacerlo pasar a través de un
filtro de 0.2 micras. El gqrado de bromoacetilacién fue

determinado al hacer reaccionar el CRM,y, activado con cisteina,

L3
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sequido por anflisis y cuantificacién de aminofcido de la

carboximetileisteina resultante (CMC).

Conjugacifn de Péptido Af y CRM.y; Bromoacetilado Corcmacién con

N-acetilaciateamina

El CRM;yy bromoacetilado (50 mg) fue transferido a un
recipiente de reaccién. A la solucifn agitada, mantenida a 2-
8°C, Be agrega carbonato/bicarbonato de sodio 1 M. La
titulaciétn se llevd a cabo para obtener un pH objetivo de 5.0,
bajo atmésferas de argén. Separadamente, 50 mg de péptido AP
fueron pesados y disueltos en agua para inyeccitn (WFI) a 20
mg/mL. A esta molucién se agrega carbono/bicarbonato de sodio 1
M hasta que pe alcanza un pH de 9.0. La solucién del péptido
fue agregada & la solucién de CRM;y; bromoacetilada y la mezcla
fue agitada a 2-8°C durante 14-18 horas. Los grupos
bromoacetilo remanentes fueron coronados con un exceso 20
veces-molar de N-acetllcisteamina durante 3-6 horas a 2-8°C.

La mezcla de reaccién fue filtrada a través de un
filtro de 1.2 micras al depésito del retenido del sistema UF/DF
{(Millipore XL), y el conjugado fue purificado a temperatura
ambiente mediante diafiltracién 30 vecee sobre una membrana
MWCO 10Kk &6 30K (Millipore) mediante diafiltracién contra
solucién reguladora del pH de fosfato 0.01 M/NaCl al 0.9%, pH
7.0. El retenido fue recolectado y filtrado a travése filtro de
0.2 micras y analizado en cuanto a contenido de protefinas
(andliesle colorimétrico de lLowry o Micro-BCA), mediante SDS-
PAGE mediante andlisis de aminodcidos o mediante
inmmogenicidad en ratones.

Ejemplo 3
Conversifén mediante Coronacién de los Grupos Bromoacstilo sin

25t
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Reaccionar a Grupos Aminoacetilo
CRMyy7; bromoacetilado (50 mg), preparado como se

describe anteriormente en el Ejemplo 2, fue transferido a un
recipiente de reaccisn. A la soluci6n agitada, mantenida a 2-
8°C, Ba agrega carbonato/bicarbonato de s8odico 1 M. 1la
titulacién fue efectuada para obtener un pH objetivo de 9.0,
bajo atmdefera de argtn. Separadamente, 50 mg de péptido A
fueron pesades y disueltos en WFI a 20 mg/mL. A esta solucién
ge agrega carbono/bicarbonato de sodic 1 M hasta que se obtiene
un pH de 9.0. La solucién de péptido fue agregacda a la solucién
de CRM,5; bromoacetilada y la mezcla fue agitada a 2-8°C durante
14-18 horas. Los grupos bromoacetilo restantes fueron coronados
utilizando solucidén de bicarbonato de amonio al 8% durante 4
horas a 2-8°C.

La mezcla de reaccidn fue filtrada en filtro de 1.2
micras al depésito de retenidos de un sistema UF/DF (Millipore
XL), y el conjugado fue purificado a temperatura ambiente
mediante diafiltraciém 30 veces sobre una membrana MWCO de 10K
© 30K mediante diafiltracldn contra @olucidn reguladora del pH
de fosfato de sodio 0.01 M/NaCl al ©0.9%, pH 7.0. El retenido
fue recolectado y flltrado en filtro de 0.2 wmicras y analizado
en cuanto a contenido de proteina ({(anilisis colorimétrico de
Lowry © Micro-BCA), mediante SDS-PAGE mediante andlisis de

aminodcido y en cuanto a inmunogenicidad en ratones.

Ejemplo 4

Determinacién Cuantitativa de S-carboximetilcisteina y 5-

carboximetilcisteamina come Evaluacidn del Gradc de Conjugacién

Y Coronacién de los Conjuqados de Inmunégeno de Péptido-

Proteina/Polipéptido
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La hidr6lisis &cida de conjugados de protelna-péptido
generados utilizando quimica de activacidn de bromoacetilo dio
como resultado la formacidn de S-carboximetilcisteina estable
&cida (CMC) de las cistainas en los sitios conjugados y la
formacién de S-carboximetilcisteamina estable &cida (CMCA) de
la cisteamina en los sitios coronados (Figura 2}. Todas las
lisinas conjugadas y coronadas fueron convertidas de regreso a
lisina y detectadas como tal. Todoa los otros amino#cidos
fueron hidrolizados de regresoc a los aminodcidos librees excepto
por triptéfano y cistefna, 1los cuales fuergn destruidoa
mediante las condiciones de hidrélisie. Asparagina y glutamina
fueron convertidos a @&cido aspirtico y @fcido glutémico
respectivamente.

Muestras de conjugade fueron diluidas con agua
desionizada a una concentracién de proteina total de menos de 1
mg/mL. Dos alicuotas de 10 microgramos de cada conjugado fueron
secadas y resuspendidas en 100 pL de HCl 6N [Plerce], 5 pL de
fenol fundido [Sigma-Aldrich], y 1 uL de 2-mercaptoetancl
[Sigma-Aldrich] . Luego las muestras fueron incubadas bajo vacio
(100 mT) a 110°C durante 22 horas. Los hidrolisados resultantes
fueron secados, resuspendidos en 250 pI de solucién reguladora
del pH de dilucifn de muestra de cltrato de sodio Na-8 de
Beckman (pH 2.2) [Backman Instruments, Inc., Fullerton, CAl, ¥y

filtrado utilizando filtros de punta de jeringa de nylon de 0.2

um Whatman y jeringas de 1 mL.

Luego cada muestra fue cargada a un circuito de
muestra de analizador de aminoficidos Beckman 6300 y colocado en
el analizador. Los aminoécidos de cada muestra hidrolizada y
control fueron separados utilizando cromatografia de

intercambio idnico seguida por reaccisn con salucién de Beckman
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Ninhydrin NinRX a 135°C. Luego los amino&cidos derivados fueron
detectados en el intervalo visible de 570 nm y 440 nm (véase
Tabla 1). UN conjunto esténdar de aminodcidos [Pierce Amino
Acid Standard H) que contiene 500 picomoles de cada aminoédcido
fue corrido junto con las muestras y controles para cada
conjunto de analisis. S-carboximetilcisteina [Sigma-Aldrich]

fue agregada al estindar.

Tabla 1
Tiempos de Retencién para Aminoficido
Utilizando Programa de Gradiente 1 an el Analizador de
Aminofcidos Beckman 6300

Tiempo de Aminodcido Longitud de onda
retencién utilizada para la

(min.) deteccién
8.3 Carboximetilcistelna CMC 570
9.6 Acido aspértico y Asparagina Asx 570
1.3 Treonina Thr 570
122 Serina Ser 570

158 Acido glutdmico + Glutamina Gix 570 & 440
18.5 Prolina Pro 440
21.8 Glicina Gly 570
233 Alanina Ale 570
29.0 Valine Val 570
323 Metionina Met 570
355 Isoleucina lie 570
36.8 Leucina Leu 570
40.5 Tirosina Tyr 570
423 Fenilalanina Phe 570
454 Carboximetilcisteamina CMCA 570
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Lag Areas de cada pilco estindar fueron usadas como
equivalencia cuantitativa para la evaluacién pzoporcional de
cada wmuestra. La prolina fue determinada de 440 nm y fue
convertida a una equivalencia en 570 nm utilizando 4&cido
glutdmico, el aminocécido mids cercano.

Cada unc de estos valores de picomoles fue convertido
a una proporciSn molar de residucs de amincdcidos utilizando
una comparacidn de picomoles de lieina con el valor de lisina
tedrico presente en la proteina. La lisina fue escogida para
esta evaluacisén en base a su unién covalente a cisteina y
cisteamina y la hidr6lisis similar esperada. Los nGmeros
resultantes de moles de aminodcidos fuercn luego comparados con
la composicién de aminoficidos de la proteina y reportados junto
con los valores de CMC y CMCA. El valor de CMC fue usado
directamente para evaluacién del grado de conjugacidn y el
valor de CMCA fue usado directamente para evaluacidn el grado

de coronacién.

ljgle 5

Caracterizacién y Optimizacién de Conjugados de Péptido AR-

CRM,yy

Para verificar la conjugacién, todos los conjugados

A
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de péptido-CRM;y» fueron analizados mediante anédlisis de
amino&cidos y espectrometria de masas de tiempo de vuelo de
ionizacién de desorcién por laser auxiliada por matriz (MALDI-
TOF). Para cada conjugado, los moles de péptido conjugados a
cada mol de CRM;y;y fueron determinados medlante andlisis de
amino&cidos (ntmero de residuos de B8-carboximetilcistefna) y
espectrometria de masas de MALDI-TOF. Los valores determinados

por cada mitodo estuvieron en general en acuerdo.

I. Cromatograffia de Exclusifn de Tamafio:

Muestras de concentrados por lotes fueron retiradase
de almacenamiento y se les permite calentarse a la temperatura
ambiente. La muestra de conjugado de péptido de AP fue mezclada
moderadamente para asegurar una proporcién homogénea. Luego la
muestra de conjugado de péptido AP fue centrifugada en una
microcentrifuga de Eppendorf para separar cualesquier
particulas. El sobrenadante fue extralido para la cromatografia
de TosoHaas TSK-Gel G30005W (TosoHaas, Stuttgart, Alemania).
Una columna de ToscHaas TSK-Gel G3000SW fue conectada al
glstema de HPLC y el limite de presién fue ajustado a 1.4 MPa.
La columna fue equilibrada con por lo menos 30 mL de PBS
(fosfato de podic 10 wM, NaCl 150 mM, pH 7.2 ;+ 0.1) a una
velocidad de flujo de 0.75 mL/min. La muestra de conjugado de
péptido de AP fue cargada a la columna TosoHaas TSK-Gel G3000SW
utilizandec los siguientes parfmetros:

Concentracién de muestra conjugado de péptido de Ap: 1.5 &
1.0 mg/mL

Velocidad de flujo: 0.75 mL/min

Volumen de muestra: 0.1 mL

Tiempo de corrida: 30 minutos.
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La absorbancia fue verificada tanto a 280 nm como a
210 nom. Para el almacenamiento a large plazo, la columma
TosoHaas TSK-Gel G3000SW fue equilibrada con por lo menos 50 mL

de etanol al 20% a una velocidad de flujo de 0.5 - 1.0 mL/min.

II. PAGE (Elesctroforesis deo Gel de Poliscrilamida

El CRM;;; activado (bromoacetilado) y los conjuntos de
péptido AR CRM;y; fueron examinados mediante SDS-Gel utilizando
electroforesis de NuPAGE Bis-Tris (Novex, Frankfurt, Alemania)
con un sistema de minigel de poliacrilamida pre-moldeado de pH
neutro y solucifn reguladora del pH de corrida NuPAGE MES SDS.
Una alfcuota de 8 pg de cada CRM activado o conjugado fue
mezclada con socluclién reguladora del pH de muestra reductora y
calentada a 100°C durante 5 minutos. Los conjugados vy
eatindares de peso molecular (PM) (Invitrogen, Carlsbad, CA)
fueron cargados en un gel de NuPage al 10% (peso/volumen,
acrilamida) (Novex) a base del sistema de pH regulado de Bis-
Tris-HCl y corridos scbre un MES SDS ++++ (Laemmll). Enseguida
de SDS-PAGE, el gel fue teflido con azul de Plerce Gel Code ++++
(Pierce, Rockford, IL). Un conjugado de péptido de AP CRM,s; fue
representado por una banda mayor alrededor de 66 kDa, por
encima de la banda de CRM natural y una banda mis tenue
alrededor de 120 kDa, Junto con bandas de multimero menores

{(datos no mostrados).

IX. Anflisis de Espsctromstria de Masas da MALDI-TOF da

Conjugados de Pé&ptido-CRMasy:

Be utilizd espectrometrfa de masas para 1la

aproximadamente inmediata del grado de conjugaciSn. AlfIcuotas

apropiadas de CRM,;y; activadas y muestras conjugadas fueron

—2 A3
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analizadas mediante espectrometria de masas de MALDI-TOF
utilizando acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cindmico (4cido
sinapinico) como la matriz. El1 peso molecular de CRM;sy activado
determinado mediante espectrometrfia de masas de MALDI-TOF
(Finnigan MATERIA Lasermat 2000 Mass Spectrometer, Ringoes, NY)
Be encontrd que estaba centrada alrededor de 60.5 kDa y para
conjugados varid de 65 kDa a 74 kDa dependiendo del grado de
conjugacién (datos no mostrados). Hasta 22 de las lisinas
(-50%) en CRM,;; Be encontxd que estaban modificadas a una

proporcién de 1:1.

IV. Experimentos de Optimisaciéni:
Bl grado de activacidn y conjugacidn son funcidén de

la proporcién de reactivo:protelina, temperatura de la reaccldn
Y pH de la 8olucién reguladora de pH de reaccién. Algunos
ejemplos son dados a continuaclidn para ilustrar las condiciones
de conjugacién &ptimas llevadas a cabo para identificar las
condiciones de pH 6ptimas con el fin de tener paraAmetros de
control de proceso Teproducibles para las reacciones de
coenjugacién. Los resultados (Figura 3) muestran gue la reaccifn
de conjugacién al Smero AR (DAEFRC) (SEQ ID NO: 1) tamblén como
el Tmero AP (DAEFRHDC) (SEQ ID NO: 2) es dependiente del pH y
produce un grado superior de modificacién/conjugacién cuando el
PH de la condicién de reaccldn es incrementado. Utilizando 1la
sal de TFA de los péptidos S5mer y 7mer, el grado de conjugacidn
fue evaluado a pH 9.0 con cantidades variables de carga de
péptido (Figura 4). Es evidente de estos resultados que los
conjugados de péptido con un nlimero definido de coplas de
péptido por molécula de CRM pueden per generados al hacer

variar la proporcién de péptido/CRM activado durante el proceso
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de conjugacién. Experimentos similares se realizaron utilizande
la sal de acetato del péptido 7mer de AB.

Para la conjugacién  Af;.4/CRM, el procesc de
coronacién fue evaluado al comparar las moles de CMCA por CRM a
las moles de CMC por CRM. Puesto que el total de CMC y CMCA fue
constante para cada proporcién de péptido: CRM probada, se
supcne que el proceso de corcnacién es completo (Figura 5). La
modificacidn total en el conjugado permanecié entre 1% y 21,
comparable con el nGmero de lisinas bromcacetiladas (Figura 5).
Estos experimentos fueron realizados con TFA como el contra-ion
para el ©péptido. La conjugacién Ap;+/CRM fue repetida
utilizando la sal de acetato del péptido en lugar de la sal de
TFA Yy estos datos son mostrados en la Figura 5 y 6. El proceso
de coronaciSn parecid ir a la consumacifn, con el total de CMC
y OMCA para cada punto Que permanece entre 20 y 22. Las
condiciones para la reacci6n de conjugacién APR-CRM han saido
optimizadas a pH 9.0, con el grado de conjugaclén controlado
por la proporcién de péptido a CRM en la reacciédn. Al hacer
variar la proporcién de 0.1 a 1.5, el grado de conjugacién se
puede hacer variar (Figura 6).

El grado de activacidn y conjugacién son funcidn de
la proporcin de reactivo:proteina, temperatura de la reaccidn
Yy pH de la solucién regulador del pH de reaccién. El grado de
modificacidn (conjugacidn) para cada conjugado fue calculado al
restar el valor de la masa de CRM;yy activado del valor de la
masa de cada conjugadec y dividir la masa del péptido utilizado
para preparar el conjugado. El grado de wmodificacién
{(conjugacidn) para todos los conjugados es descrito en la Tabla
2.

El grado de conjugacién fue también comparado con los
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valores determinados por la cantidad estimada de residuos de S-

carboximetilcisteina formados

mostrado en la Tabla 2).

por mol de

Tabla 2

CRM;p; (también

Grado de Modificaciémn: Comparacién de Datos de MALDI-TOF y AAA

Muestra Da Grado de Grado de
conjugacién conjugacion
{De Espectrometria | (De Espectrometria (De Andlisis de
de Masa) de Masa) CMC-aminoécido)
CRM; 5, 58,408 - -
BrAc-CRM 60,752 19 -
AP1+/CRM 74,463 14 15
AP +/CRM 72,375 12 14
AB.s/CRM 75,425 20 21
AP./CRM 71,690 15 18
Ejemplo 6

Estudios de Imunogenicidad de Conjugados de Péptido AP

Péptidos que abarcan los residuos N-terminales 1-5,
1-7, 1-9 y 1-12 de AP (con y sin la secuencia de enlazador
GAGAC) y un péptido correspondiente al término N de AP en
secuencla inversa de aminodcidos doce a amincécido uno (1-12mer
en secuenclia inversa), cada unc conjugado a CRMpy;, fueren
usados para inmunizar ratones junto con un 1-12mer-péptido AP
sin conjugar en una formulacién con STIMULON™ QS-21. Cada grupo

de ratones fue inmunizado subcuténeamente con una dosls ya sea
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de 30 pgg o 5 pg de una de las muestras formuladas con 20 pg del
adyuvante STIMULON™ QS-21, al comienzo del estudio (semana 0) y
gubsecuente a las semanas 3 y 6. El protocoleo de estudio es
ilustrado en la Tabla 3.

Comc Be muestra en la Tabla 3, los péptido que
abarcan loe residuos N-terminales 1-5, 1-7, 1-9 y 1-12 de AP
{con y 8in la secuencia enlazadora GAGAC) y un péptido
correspondiente al término N de AP en secuencia inversa del
aminofcidc doce al aminodcido uno (l-2mer en inverso)
conjugados a CRM,3; fueron usados para inmunizar ratones junto
con el 1-12 mer péptido AP sin conjugar en una formulacién con
QS-21. Cada grupo de ratones fueron vacunados subcutdineamente
con una dosis ya sea de 30 u9 o 5 pg de una de las muestras
formuladas con 20 pg del adyuvante QS-21, al comienzo del
estudic (semana 0) y subsecuentemente a semanas 3 y 6. Ratones
Webster suizos fueron usados para todo el estudio con 5 ratones
en cada grupo. Volumen de inyeccifn = 100 pl; B = Sangria; V =
vacuna; E = exsanguinado.

Titulos anti-Ap fueron medidos mediante ELISA contra
AP y CRM)y; como se describe a continuacién. Brevemente, placas
de 96 cavidades Costar (#3591) fueron recublertas durante toda
la noche a temperatura ambiente con 2 ug/mL de APl-42 en
solucién reguladora del pH de carbonmato/bicarbonato estéril, pH
9.6. Las placas fueron vaciadas y bloqueadas durante dos horas
8 temperatura ambiente con 200 pl/cavidad de BSA al 0.05% en
PBS 1X/0.05% Tween 20. Las placas bloqueadas fueron vaciladas y
lavadas con un lavador de placas que contiene TBS, solucién
reguladora del pH de lavado Brij-35 al 0.1% (sin azida). Todos
los antisueros primarios fueron diluidos serialmente con BSA al

0.05% en PBY 1X que contiene 0.05% de Tween 20/0.02% de azida y

AT
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100 pl de cada solucién fueron luege transferidos a las
cavidades de placas apropiadas e incubadas a temperatura
ambiente durante 2 horas. Luego las placas fueron
vaciadas/lavadas como 8e describe anteriormente. Anticuerpo
sacundario IgG antl-ratén de cabra conjugade de fosfatasa
alcalina de Southern Bilotech (ciudad, estado} fue diluido
1:1000 con 0.05% de BSA en PBS que contiene 0.05% de Tween
20/0.02% de azida y 100 pl fueron agregados a cada cavidad e
incubados a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego las
placas fueron vaciadas/lavadas como se describe anterlormente y
finalmente incubadas a temperatura durante 1 hora con 100
pl/cavidad de una solucién de 1 mg/mL de sustrato de fosfato de
p-nitrofenilo preparado en dietanclamina/MgCl;, pH 9.8. El
desarrollo de color fue detenido con 1la adicién de 50
pL/cavidad de NaOH 3 N. Las placas fueron leidas a 405 nM con
referencia 690 nM. Los titulos de punto final fueron calculados

a un 0.D. de 0.1 AU.

Tabla 3

Protooolo de Estudioc de Inmunizaciédn de Ratdén

Cobdigo Deseripcién | Dosis | Semans | Scmans | Semens | Semena | Semans { Semana
| de grupo wp | o 3 6 g 13 16
AE488 | CRM/1-7sin 30 BY BY B,V B B E
enlazador
AEA39 | CRM/1-12¢con | 30 BV BV BY B B E
enlazador
AE490 | CRM/1-9con | 30 B,V BV BV B B E
enlazador
AEA91 | CRM/I-Tcon | 30 B.v BV BY B B E
enlazador _
AE492 | CRM/I-5con | 30 BY BV BV B B E
enlazador _ _ _ _
AE49) | CRM/l-9con | 30 BY BV BYv B B E
| _enlazador _ _
AE49%4 | CRM/I-123in | 30 BV BY BV B B E
enlazador _
AEA495 CRM/1-5 con 30 BV BV BYv B B E
| enlszador _ _
AF496 CRM/1-T7 win L] RV RV RV R R F
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Codign | Descripcion | Dosis | Semans | Scmana | Semana | Scmana | Samana | Scmana
 degrupo | (pg) 0 3 6 | 8 13 16
AES02 | CRM/I-125in | 3 B,V B.V B,Y B B E
enlazador _ - —
AES03 | CRM/I-Scom | 5 B,V B,V B,V B B E
enlaysdor _ _
AES04 | CRMyCl- | 30 BV B,V B,V B B E
6151 _ _
AES03 | CRMynCl- 5 B,V BV BV B B E
6151
AESD6 | CRM/LZ-Imer | 30 B,V B.V B,V B B E
AES07 | CRM/12-Imer | § BV B,V B,V B B E
AES08 Péptido 30 B,V B,V B,V B B E
1-12mer
AES09 Péptido 5 B,V B,V BV B B E
1-12mer _
AES10 ADb 30 BV B.V BV B B E
AES1] ADb [; B.V B,v B.YV B B E
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Placas de 96 cavidades Greiner (#650011) fueron
recublertas a 37°C durante 90 minutos con 5.0 ag/mL (100
l/cavidad) de CRM;;;, en Bolucién reguladora del pH de
carbono/bicarbonato eatér:i.ll. pPH 9.6. Las placas fueron vacladas
Yy lavadas con un lavador de placas que contiene TBS 1iX,
solucidén requladora del pH de lavado Brij-35 al 0.1%. Tecdos los
antipueros primarios fueron diluidos serialmente con PBE 1X gque
contiene 0.3% de Tween 20/EDTA y luege 100 uL de cada dilucién
fueron transferidos a las cavidades de placa apropiadas e
incubados a 37°C durante 1 hora. Luego las placas fueron
vacladas/lavadas como se describe anteriormente. Anticuerpo
secundario de IgG anti-ratén de cabra conjugado de foafatasa
alcalina de Southern Biotech fue diluido 1:1000 con PBS 1X que
contiene 0.05% de Tween 20/0.02% de azida y 100 uL fueron
agregados a cada cavidad e incubados a 37°C durante 1 hora.
Luego las placas fueron vaciadas/lavadas como se describe
anteriormente y finalmente incubadas a temperatura amblente
durante 1 hora con 100 uL/cavidad de una polucién de 1 mg/mL de
sustratec de fosfato de p-nitrofenilo preparado en
dietanclamina/MgCls, pH 9.8. El1 desarrollo fue detenido con
adicién de 50 uL/cavidad de NaOH 3 N. Las placas fueron lefdas
a 405 nM con referencia de 690 nM. Los titulos de punto £final
fueron calculados a un 0.D. de 0.1 AU.

Lags Tablas 4-6 iluatran los titulos de ELISA de punto
final contra AB. Enaeguida de la inmunizacién primaria, ctodos
loa ocho conjugados (excluyendc el control negativo) indujeron
regpuestas inmunes IgG anti-Af mensurable. Sin embargo, 1la

dosis de 30 pg, pero no la dosis de 5 pg de AR dio una
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respuesta positiva a la semana 3 enseguida de la inmunizacién
primaria. Entre todos los conjugados, parece que el péptide 1-7
de AP conjugado sin enlazador produjo una respuesta tan buena
como 0 mejor que otros conjugados estudiados. A la dosis de 5
ng, AP 1-5C mejord a las semanas B8-16. AR 1-7C fue mejor a la
dosis de 30 ug. El an&lisis de titulose de anticuerpo después de
la segunda y tercera inmunizacién ya sea con dosls de 5 6 30 ug
indican que la respuesta inmune midxima a AP para la mayoria de
los conjugados fue vista despufs de la segunda inmunizacién.
Por lo menos en ratones, la tercera inmunizacién no parecid
mejorar la respuesta inmune. Sin embargo, el péptido AR
necesltd tres inmunizacién con la dosis de 30 ug para alcanzar
la respuesta inmune mixima contra el péptido (Tabla 5). En
términos de decaimiento de anticuerpo en un perfodo de tiempo
extenso, el nivel de anticuerpo de los grupos inmunizados con
conjugados fue reducido por 2 a 3 veces en comparacién con el
nivel mées alto dentro de aqu;al grupo. Muestras individuales de
las Bemanas 6 y 8 fueron analizadas para calcular los GMT
contra ABR para cada uno de los grupos (Tabla 6} para ver si
alglin grupce canjugado era sustancialmente mejor que los otros.
El an&lieis estadistico de los titulos de semana 6 de los
conjugados ABl-5C, AP 1-7C y AP 1-9C indica que el conjugado AP
1-7 indujo un titulo significativamente m&s alto. También es
evidente de este experimento que las secuencia de enlazador

GAGAC no contribuyd a producir la respuesta inmune al péptido.
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Tabla 4
Qrupo Semana ) Semans 6 Semans 8 Semans 13 | Semana 16
1-3C <100 14,960 61,7691 | 8520012 625,208 771,828
1-7C <100 51253 1.280.181 860,463 520,060 371,043
19C <100 18.613 1,008,872 60,325 348,967 380,755
-12C <100 615 132,009 390,624 166,162 184,170
1-5C <100 4,999 438,075 454,631 07,573 220,091
1-1C <100 17,693 849,170 842,402 446,089 400,536
1-9C <100 18,544 1,465,115 | 1,180,347 $71,127 579477
1-12LC <100 12,664 908,360 ~598,867 368,101 316,075
[T <100 <100 <100 <100 <100 <100
142 <100 <100 <100 <100 <100 <100
1-12 <100 <100 <100 <100 <100 <100
12-1C <100 <100 <100 <100 <100 <100

Tabla 4. Semanas 0, 3, 6, B8, 13 y titulos de punte final de
ELISA 16 contra AP utilizando antisuerc de la dosls de 5 pg de
conjugados de péptido que abarcan longitudes wvariables del
término N del péptido AP amiloide, Referencia: Elan Hyperimmune
polyclonal $#592 = 3,073,307. Punto final a O0.D. 0.1 AU. Ratocnes
Webster Suizos fueron inmunizadoa SC~-N con 5 ug de 1los
antigenos anteriores formulados con 20 pg de STIMULON™ QS-21 a

la semana 0, 3 y 6.

Tabla 5

Grupo Scmana 0 Semmma 3 Scmansa 6 Semana 8 Semana 13 Scmana 1§

1-5C <100 18,130 590,355 332,132 204,645 176,139
1-7C <100 100,672 | 1.840,741 647,470 592,638 779,072
19C <100 18,520 1,184,696 713,494 363,459 327,065
1-12C <100 7.837 1325725 | 1,126,389 681,268 577,604

1-5C <100 16,347 469,191 184,077 177,258 164,680
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Tabla 5. Semanas 0, 3, 6, 8, 13 y titulos de punto final de
ELISA 16 contra AP utilizando antisuero de la dosis de 30 pg de
conjugados de péptido que abarcan longitudes variables del
término N del péptido AP amlloide, Referencia: Elan Hyperimmune
polyclonal #592 = 3,073,307. Punto final a O0.D. 0.1 AU. Ratones
Webster Suizos fueron inmunizados SC-N con 30 pg de los

antigenos anteriores formulados con 20 pg de STIMULON™ QS-21 a

la semana 0, 3 y 6.

Tablxzx 6§

Grupo Semana 6 Semana §
I-5C 237,668° 161,671°
1-7C 1866,702° 881,146"
1-9C 963,323"° 595,414°

1-12C 940,260 955,470

1-5LC 395,553 141,084

1-7LC 516,921 394,521

1-5LC 826,773 562,458

1-12LC 544,768 376,952
1-472. 64 4 565

LSS
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Tabla 6. GMT de punto final de ELISA de las semanas 6 y 8
contra Af utilizando antisueros de la dosis de 30 pg de
conjugados de péptido que abarcan longitudes variables del
término N de amiloide-AB. Referencia: Elan Hyperimmune
Polyclonal #592 « 3,073,307. Punto final a 0.D. 0.1 AU. Ratones
Webster Suizos fueron inmunizados S8C-N con 30 ug de les
antigencs anterioree formulados con 20 ug de STIMULON™ QS8-21 a
la pemanas 0, 3 y 6.

a. Anflisis estadistico de los titulos de semana 6 de 1-
5C, 1-7C y 1-9C utilizando Turkey-Kramer que muestra una
diferencia estadistica entre 1-5C va 1-7C solamente, mientras
que el anflisis utilizando la prueba T de Student muestra una
diferencia estadistica entre 1-5C vs 1-7C y 1-5C v 1-9C.

b. An&lisis estadistico de titulos de semana 8 de 1-5C, 1-
7C y 1-9C no muestra una diferencia estadistica entre los tres
grupoe. S$Sin embargo, parece haber una tendencia que puede

indicar una diferencia entre 1-5C va 1-7C.

Tefiido de Tejido de Cerebro de Ratén POAPP
El anilisis de tenido de cerebro de PDAPP proporciona

una indicacién de la funcionalidad de los conjugados de pé&ptido
AB y/o antisuero AP 1-42. Muestras de suero de grupos de

ratones individuales fueron analizadas peparadamente en cuanto

.54
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a su capacidad para reconccer placas de tejide de cerebro de
racdn PDAPP que contiene péptido amiloide. Los resultados son
mostrados en las Tablas 7A y 78. Con la excepcldén del antisuero
conjugado AB 5mero, hubo una respuesta relacionada con la deosis
en el reconocimiento de las placas. Independiente del
enlazador, el antisuero inducido por conjugado de 30 aug tuvo
mejor patrén de reactividad en comparacién con aguel del
antipuero de conjugado de 5 pg. Sin embargo, con el antliauero
conjugado de AP Smero, parece haber una reactividad similar o
mejor para el grupo de 5 ug. al comparar todos estos
resultados, se concluyd que los resultados elaborados del Ap 1-
Smero a AR l1-9mero son suficientes para producir placas que
reconocen respuesta inmune en ratones y la presencia del
enlazador no e esencial. Las siguientes conclusiones pueden
ser extrafida de este eatudio: (a) todos los conjugados de
péptido indujeron antisuero de alto titulo contra la proteina
portadora CRMyy; a niveles iguales o ligeramente mfis altos en
comparacién con el control de CRM;y; sin conjugar (no mostrado).
(b) Los conjugados con el enlazador de GAGAC no mejoran la
inmuinogenicidad o funcionalidad en comparacifn con conjugadcs
8in el enlazador. (c) Los datos de inmunogenicldad y teflide de
tejido de cerebro de PDAPP (una indicacién 1inicial de
anticuerpo funclonal) muestran que el AP l-5Smero y conjugados
de AP 1-7mero parecen ser los inmundSgencs preferidos para

desarrollo adicional.

RSN

fﬁ’6
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Tabla 7A. Tedlido da Tejido da Cerabro de Ratén FDAPP

Dol de 5 pg _
Sin enlazador Con enlaxndor
Vacuua Animal § Teflldo de Yacunn Anlmal # Tebido de
FDAPP PDAPP
1 (no difiso) 1 -
2 - 2 -
CRM/AD 15 3 = CRM/AP 1-5 k) =
4 + 4 +
5 + 5 +
1 + 1 +
2 + 2 +
CRM/AP 1-7 3 + CRM/AB 1-7 3 +
4 ++ 4 +
5 + 5 ++
1 + 1 +
2 A4+ 2 ++
CRM/AB 19 3 + CRM/AB 19 3 +
4 + 4 +
3 * 5 +
1 - 1 T
2 ? 2 +
CRM/AB I-12 3 * CRM/AB 1-12 3 +
4 - 4 -
5 & 5 =
1 - 1 -
2 - 2 -
Cll.hldMll 12- 3 & AB42 3 _
mero
4 - 4 -
5 * 5 -

Todos los antisueros diluidos 1:1000 para el procedimiento de

tefildo.

g
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Tabla 7B. Teflido de Tejido de Cersbro de Ratén FDAPP

Daals de 30 pg
Sin enlaxador Con enlaxador
Vacom Anlmal # Teflido de Vacuna Anlmal # Tefldo de
PDAPP PDAPP

1 - |

2 +H+ 2 .
CRM/AB 1-3 3 - CRM/AP |-5 3 -

4 F 4 ES

5 ++ 5 -

1 - 1 +

2 ++ 2 =
CRM/AP I-7 3 + CRM/AB 1-7 k) +H+

4 ++ 4 =+

5 HiH 5 M

1 - 1 -+

2 ++ 2 +
CRM/AB 19 3 + CRM/AB 1-9 3 +

4 + 4 +=

5 + 5 +Hi+

I - 1 HH

2 +H++ 2 +
CRM/AB 1-12 3 +H+ CRM/AB 1-12 3 -

4 + 4 A

5 & 5 +

1 - 1 %
CRW/AP 12- 2 - 2 -

Imero 3 - Ap4a2 3 -
4 - 4 -
5 - 5 -

Todo antisuero diluide 1:1000 para el procedimiento de teflido.

EJEMPLO 7
Estudios de Inm icidad en ]
Grupos de 6 changos recibieron 30 pg del conjugado
Tmero (conjugado total) con adyuvante ya sea de STIMULON™ QSs-
21, alumbre o formulacidén de RC529 SE a los dias 0, 29 y 58,
Los grupos adicionales incluidos fueron el conjugado
Smero 30 pg ya sea con alumbre (Al(OH);) o RC529 SE, 75 y 300

pg de AP con STIMULON™ como controles positivos. Los controles
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poeitivos fueron inminizados cada dos semanas. Al dia 36 y 64,
los titulos de anticuerpo anti-Af fueron determinados (Figuras
7-9). En el dia 36, loe conjugados 7mero/CRM con STIMULON™ Q8-
21, alumbre y RC529 SE produjeron titulos de GMT da 10110,
13330 y 17090 respectivamente (Figura 7). En contraste AP 1-42
mds STIMULON™ produjeron GMT de 223 y 1734 a niveles de dosis
de 75 y 300 ug, respectivamente. El1 conjugado AP 5Smero
produjeron un tfitulo de 2134 con alumbre y 15980 con RC529 SE.
En el dia 64, esto es, después de 3 dosis de conjugados ya sea
con STIMULON™ QS21 o RC-529 SE indujo titulos sustancialmente
més altos que la segunda post-dosis (GMT 69910 para 7mero/RC-
5298E; 21640 para AP 5Smero/RC-529 SE y 30310 para A
Tmero/STIMULON™ QS8-21) (Figura 8). Loe conjugados con alumbre
produjeron titulos reducides a la tercera post-inmunizacién en
comparacién con la segunda post-inmunizacién. Parece gue el
conjugado AP 7mero produjo una respuesta mejor en comparacidn
con el conjugado AP 5Smero. En changos, con adyuvante de
conjugado de AP 7mero con RC-529 SE o STIMULON™ Q8-21 produjo
la respuesta més alta (Figura 9). La respuesta al conjugadc Af
7mero con alumbre fue moderada y similar a agquella de 300 ug de
Ap 1-42 son STIMULON™ Q8-21.

Se pueden extraer varias conclusiones del ejemplo
actual. En primer lugar, ambos conjugados son muy inmunogénicos
en especies de primates. En sequndo lugar, la presencia de
adyuvantes en la formulacién de inmunizacién influencia
significativamente la respuesta inmune. En tercer lugar,
excepto por el adyuvante de aluminio, RC-529 SE y STIMULON™ QS-
21 mejoran la respuesta inmune después de cada dosis de
inmunizacién por lo menos hasta tres dosis (Figura 9). Sobre

todo, el conjugado AP 7mero indujo una respuesta de anticuerpo
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mi&s alta en presencia de 529, segulido por STIMULON™ Qg-21

(véase Figura 9).

EJENPLO 8

Preparacién de Miltiples Conjugados de Péptido Antigé&nico {MAP)

Y 8su Estudio de Inmunogenicidad

Variose métodos estén disponibles para generar
miltiples sitios antigénicos scbre los portadores. En los
ejemplos previos, cada wsitio antigénico es conjugade
separadamente al portador mediante quimicas de conjugacién y
coronaci6én definidas. En este ejemplo, .mﬁltiplaa sitios
antigénicos son conocidos mediante sinteeis en fase s&lida de
repeticiones en t&ndem del Al l1-7Tmer. Alternativamente, estas
repeticiones en tandem pueden ser acopladas con epitopos de
células T con o sin enlazarse por medio de un niGcleo de lisina
como se describe en cualquier parte en la presente. Estos
péptidos antigénicos miltiples fueron sintetizados con un
residuo de cisteinlilo adicional para conjugacién a la protelna
portadora. Péptidos gQue contienen una unidad de repeticién (1-
7)., tres unidades de repeticién (1-7); y cinco unidades de
repeticién (1-7)s con un residuo de cisteinilc adicional en el
extremo carboxilo fueron seintetizados. Estos péptides fueron
anexados covalentemente a CRM bromoacetilado durante toda la
noche paor medio de sus residuos de cisteina C-terminales. La
reaccién se llevd a cabo a pH 95.0-9.2 con proporciones dea
péptido:CRM agregados como se resume en la Tabla 8. Loa grupos
bromoacetilo, los cuales no reaccionan con el péptido fueron
coronados con N-acetilcisteamina. Estos lotes representan
conjugados que tienen una sola copia, tres copias en téndem y

cinco copias en té&ndem del péptido AP 1-7 conjugade a CRM,
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Tabla 8

La Tabla 8 resume brevemente las propiedades

Muestras de Conjugado de Péptido Antigéniao Miltiple (MAP)

Conjugado Péptido: CRM (pesa/pesa) pH de reaccién
Ab(1-7),/CRM 037 8.99
Ab(1-7H/CRM 1.02 8.95
Ab(1-7)s/CRM 1.67 9.17

La carga del péptido (el ndmerc promedio de AP 1-7
péptidos por portador)
los nameros de aminoAcidos dnicos

como se determina mediante andlisis de aminoacidos.

de CMC y CMCA fueron referldos a lisina.

Tabla 9

y nimeroa de coronacién

(CMC o CMCA)

Grado de Conjugaocién y Coronacién de Cada Conjugado

CONJUGADO Carga de Péptido (CMC) Coronacién (CMCA)
AB(1-TW/CRM 12.5 11.7
AP(1-TH/CRM 104 15.2
AP(1-7)»/CRM 9.8 159

Ratones Swiss-Webater (10 por grupo} fueron

{(Tabla 9} son
por portador

Los valores

inmunizados subcutidneamente con 1 & 0.1 pg de péptido conjugado
de AP/CRM. La mitad de los ratones fueron inmunizados con 1la
composiciédn formulada con 100 pg del adyuvante Al(QH),, y la

mitad fueron inmunizados sin adyuvante. Las inmunizaclones

fueron programadas a la semana 0, 3 y 6. Las sangrias fueron

programadas para la semana 0, 3 y 6. Las muestras de suero

fueron analizadas en cuanto a respuesta de anticuerpo contra el
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péptido ABl-42mer. Los resultados son mostrados en la Tabla 10.

Tabla 10

Titulos de Punto Final de Anti-Ap para Conjugados de Péptido de

Antigénico Miltiplae (MAP)

Codigo Descripeidn de muestra Adyuvante Acumulacidn GMTde  GMT de
de gropo asemana 0 semaon3d semana 6
AQ332 1 ug A (1-7),/CRM AKOH), <100 18,096 100,279
AG333 I pg AP (1-T)/CRM Al(OH), <100 4911 420,233
AG334 | pg AB (1-7)/CRM Al(OH), <100 27,032 394,488
AG3I35 0.1 ug Af (1-7),/CRM Al(CH)s <100 19,330 66,834
AG336 0.1 pg Af (1-7TH/CRM Al(OH), <100 13,307 208,272
Cadigo Deseripeléa de muestrs Adyovante  Acomulacién  GMT de GMT de

w apmane0 scmaped  pemamn 6
AGI37 0.1 pg A (1-7)/CRM Al(OH), <100 1,196 22,665
AGl38 1 pg AP (1-7)/CRM Ninguno <100 52713 370,980
AG339 1 pg AP (1-7)/CRM Ninguno <100 9,299 341,093
AG340 1 pg AP (1-TH/CRM Ninguno <100 3,100 185212
AG341 0.1 pg AP (1-7/CRM Ninguno <100 340 2589
AQ342 0.1 pg AP (1-7)/CRM Ninguno <100 128 5,353
AGM) 0.1 ug AP (1-7)s/CRM Ninguno <100 668 2,098

Todos los conjugados Iindujeron un titulo de
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anticuerpo anti-Ap 1-42 después de la inmunizacién primaria y
los niveles fueron incrementados sustancialmente después de la
dosls de refuerzo. En ausencia del adyuvante de aluminio, las
diferencias en la respuesta de dosls fueron evidentes tanto en
las sangrias de la semana 3 y la semana 6. La dosis mis alta
produjo la respuesta de anticuerpo de titulo més alto. El
adyuvante de aluminio produjo wuna respuesta de anticuerpo
pustancialmente mis alta a la semana 3 a ambos niveles de dosis
(0.1 ¥y 1 ug) en comparacién con los grupos sin adyuvantes.
Después de la inmunizacifn secundaria, los conjugados dados a
la dosis de 1 pg produjeron un incremento de 5 a 10 veces en
niveles de anticuerpo. A este nivel de dosis, loe conjugados de
péptido con 3 y 5 repeticlones indujeron respuesta de
anticuerpo miés alta gque un conjugado que tiene una gola
repeticién. Los titulos contra el portador de CRM fueron

tamblén determinados y estos son enlistados en la Tabla 11.

Tabla 11

Titulcs de Punto Final de Anti-CRM para Conjugados de Péptido

Cbdigo Descripelén de muestra Adyuvante Acuomulsdén GMTde GMTde
de grupe asemana 0 semana3  semana 6
AG332 1 pg AP (1-7),/CRM AI{OH), <50 10,531 114,602

AG333 1 pg AB (1-7)/CRM AJOH), <50 4274 83,065
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Los animales fueron inmnizados a las semanas 0 y 3 y sangrados
a la semana 0, 3 y 6. Adyuvante: 100 ug de Al(OH); o ninguno.
ND = No determinado.

Los datos en la Tabla 11 indican los grupos 8in
adyuvante indujeron nivelee my bajos de respuesta de
anticuerpo anti-CRM tanto a 1 ug también como a niveles de
dosie de 0.1 ug afin después de dos inmunizaciones. 8in embargo,
los conjugados con adyuvante de hidréxido de aluminic indujeron
niveles sustanciales de respuesta de anticuerpo anti-CRM a la
dosis de 1 pg y una respuesta mucho mis baja a la dosis de 0.1
#g9. En presencia del adyuvante, los titulos de CRM fueron més
altos para el conjugado de una sola repeticién, intermedios
para el conjugado de triple repeticién y mis bajos para el
conjugade de quintuple repeticién. Bsto es comc se esperaba,

puesto gque la dosis de CRM por dosis de péptido es mids baja

1L3
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para AP (1-7)s/CRM, y mas alta para AP (1-7),/CRM. Las
diferencias fueron BsBolo estadfsticamente pignificativas a la
gemana 6 para una dosis de 0.1 ug.

El objetivo de la presente invencién es producir una
respuesta inmunogénica de titulo mis altc contra el hapteno
antigeno y no necesariamente contra la protefina portadora. Bajo
clertas circunstancias, es deseable produclr respuesta inmune
éptima contra el determinante antigénice de hapteno con minima
o0 ninguna respuesta inmune contra la proteina portadora. Para
talep aplicaciones, los conjugados con repeticiones en té&ndem
de miltiples determinantes antigénicos con formulacién sin

adyuvante servirian para la necesidad.

EJENPLO 9

Preparacién de Conjugados de AP-péptido con Varias Proteinas

Portadoras y eu Inmunogenicidad

Este ejemplo compara la inmunogenicidad de conjugados
utilizando seis proteinas portadoras diferentes. La sal de
acetateo de Afl-7 fue agregada a portadores brompacetilados en
una proporcién 1:1 en peso a pH 5. Todos lop conjugados excepto
ARl-7/rC5ap fueron coronados con N-aceticlsteamina. Todos los
portadores alternativos son proteinas bacterianas
recombinantes, que 1incluyen CRM (toxoide de difteria), C5a
peptidasa recombinante (rC5ap; clonado de &treptococcus
agalactiae, incluye mutaciones D130A y S512A), ORF 1224, 1664,
2452 (todos clonados de 9treptococcus pyrogenes), y T367, TEs58
{cada uno clonado de Chlamydia pneumoniae). Un resumen de los
portadores usados se encuentra en la Tabla 12. El1 grado de
conjugacién y coronacién de cada conjugado APl-7 a esteos

portadores es presentado en la Tabla 13.

4
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Este westudio muestra que el conjugado de C5a
peptidasa recombinante induce titulcs mids altos contra Af que
la mayoria de los otros portadores probados, incluyendo CRM.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa para los
titulos de 6 semanas de grupo gque reciblieron hidréxide de
aluminio. Ademds, el conjugado ABl-7/T858 fue
significativamente mds inmunogénico que la mayoria de los otros
conjugados en ausencia de adyuvante. El Gnico conjugadec que se
desempefic deficientemente en relacién con el conjugado de
control de CRM fue AP1-7/T367, un conjugado que tampoco
reacciond con un anticuerpo monoclonal especifico AP mediante
bandas de proteinas. Este estudio confirma que numerosos otros
portadores pueden ser usados exitosamente para inmunizar contra
el péptideo AB.

Tabla 12
Lista de Portadorea y Propiedades de Conjugado

PROTEINA PESO MOLECULAR de # de lisinas
PORTADORA Portedor (Da)
CRM 58,408 39
rCSap 108,560 85
ORF1224 30,950 18
ORF1664 31,270 38
ORF2452 31,790 29
T367 49,700 29
T858 37,190 23
Tabla 13

Grado de Conjugacién y Coronacidén de cada Conjugado

CONJUGADO Cargn de péptido Coronacién
(CMQ) (CMCA)
AB1-7/rC5ap 25.9 -
AB1-7/0RF1224 12.8 5.7
AB1-7/0RF1664 134 10.8
AP1-7/0RF2452 12.03 10.5
AB1-7/T367 13.2 8.2
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Resultados de Conjugacién: La carga de péptido (el
nimero promedio de péptidos ABPl-7 por portador) y ndmero de
coronacién son los nfimeros de aminofcidos dnicos (CMC o CMCA)
por portador come 8e determina mediante andlisis de
aminc&cidos. Los valores de OMC y CMCA fueron referidos a

lisina.

Rasultados de Immunizacisn

El titulo promedic geométrico para cada grupo en este
estudio es enlistado en la Tabla 14. A la semana 3, sin
consideracién de la presencia de adyuvante, APl-7/rCSap indujo
titulos anti-Ap significativamente més altos que los conjugados
correppondientes preparados con Streptococcus pyrogenes ORF
1224, 1664, 2452, o Chlamydia pneumoniae ORF T367 y T858. A la
semana 3 en ausencia de adyuvante, APl-7/rC5ap fue también mie
inmunogénico que todos los otros conjugados excepto ABl-7/T858.
El conjugado T858 sin Al(OH); indujo titulos mis altos que
ORF1224, ORF1664, ORF2452 y conjugados de CRM sin adyuvante. El
finico conjugado que fue significativamente menos inmunogénico
que APl-7/CRM fue APl-7/T367 (p<0.0002). El1 portador T367 se
desempefié deficientemente con y s8in adyuvante tanto a las
eemanas 3 como 6. En la semana 6, el conjugado rC5ap con
hidréxide de aluminio fue mis inmnogénico (pz0.04) que todos

los otros conjugados excepto APl-7/0RF2452. En ausencia de
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adyuvante, tanto APl-7/rCSap y APl-7/TB58 indujeron titulos
significativamente miAs altos gque los conjugados de ORF1224,
ORF1664 o T367. APl-7/CRM sin hidréxido de aluminio indujo

titulos mas altos que ya sea AP1-7/0RF1664 o APl-7/T367.

Tabla 14
Titulo da Punto Final de Anti-Ap-42.

Cidigo Descripclén de muestra Adyuvante Acumolacién  GMT GMT
de gropo desemana0 semapad  semama §
AGIM 5 pg AB 1-7/CRM AOH), <]00 21,404 54,157
AGMS 5 pg AP 1-74C3ap AKOH), <100 61,967 402,972
AG346 5 ug AP 1-7/0RF 1224 AKOH), <100 10,711 30,084
AG347 3 ug AP 1-7/ORF1664 Al(OH), <100 7188 43,226
AG3I48 5 ug AP 1-7/0RF2452 Al(OH), <100 11,437 109,091
AG349 5 pg Ap 1-7T367 Al(OH), <100 321 5,139
AGI50 5 ug Ap 1-7/TE58 Ninguno <100 16,656 kil y. |
AQas1 S pug Ap L-7/CRM Ninguno <100 2615 119,488
AO352 5 ug Ap 1-7AC5ap Ninguno <100 11,858 am,113
AG353 S ug AP 1-T/ORF1224 Ninguno <100 1,674 18,719
AG3Is4 5 ug AP 1-7T/ORF1664 Ninguno <100 19 9,832
AG355 3 ug AP 1-T/IORF2452 Ninguno <100 2,493 76,038
AG33s 3 pg AP 1-T/T387 Ninguno <100 L1 620
AGIST 5 ug Ap 1-7/T858 Ninguno <100 28,820 275,202

Los animales fueron inmunizados a la semana 0 y 3 y sangrados a
la semana 0, 3 y 6. La dosis estd basada en la cantidad total
de conjugado. Adyuvante: 100 ug de Al (OH); o ningunc.

EJEMPLO 10

Preparacion de Conjugados de Péptido-Proteina AP Adlciones
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I. Activacién

CRM;y7 deshelado (8 mL, 59.84 mg, & 7.48 wmg/mL) fue
disuelto en solucién reguladora del pH de boratc 0.1 M (pH 9,
3.968 mL) para traer la concentracién a 5 wmg/mL. La solucifn
fue enfriada en un bafio helado a 0-5°C. N-hidroxisuccinimida de
4cido bromoacético (59.9 mg) (Aldrich-Sigma) fue disuelto en
DMF (100 pL) (Aldrich-Sigma) y agregado gota a gota a la
solucién de CRM;y. Después de la adiciéSn de 1la N-
hidroxisuccinimida de &cido bromoacético, se observé un
precipitado. Cuando se verified el pH, disminuy8 a pH 6. El1 pH
de la mezcla de reaccién fue traidec de regresc a pH 9 al
agregar mis soluclidén regquladora del pH de borato 0.1 M. Luego
la mezcla de reaccifn fue agitada a 4°C durante una hora con
agitacidén moderada. La mezcla fue purificada y concentrada
utilizando ¥YM-10 <centriprep concentracién centrifuga vy
repurificada sobre Sephadex G-25 utilizando borato 10 mM como
eluyente. Lag fracciones positivas al reactivo de Bradford
fueron acumuladas y concentradas utilizando centriprep YM-10.
El grado de bromoacetilacién fue determinado mediante analisis
de Bradford (lineal). Se encontr® que la concentracién era de
5.36 mg/mL (Rendimiento 30 mg). Luego la concentraciém final
fue ajustada para ser de 5 mg/mL y fue almacenada en el
congelador en sacarosa al 5% hasta el uso adicional.
II. Conjugacién

Para cada conjugacifn, se usd CRM,y; bromoacetilado
deshelado. Los péptidos fueron disueltos en solucién reguladora
del pH de borato (2.5 mg en 125 ml de solucién reguladora del
PH de borato}. Se observ® ligera ineolubilidad con los AP
péptidos KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45), CLVFFAEDV (SEQ ID NO: 50).

El CRM;y; bromoacetilado {5 mg/ml) fue tratadc con las

255
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soluciones/suspensiones de péptido. La proporcién del péptido y
proteina en la mezcla fue de 1:2. Se observl turbidez en las
mezclas de conjugado con los péptidos KLVFFAEDC (SEQ ID NO:
45), CLVFFAEDCV (SEQ ID NO: 47), CKLVFFAED (SEQ ID NO: 48) y
KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45). Luego las mezclas fueron verificadas
en cuanto & pH (pE 9) e incubadas a 4°C durante toda la noche
con agltacién lenta. Se hicleron concentraciones finales de las
mezclas a 3 mg/ml antes de la incubacién. La turbidez de las
mezclas de conjugados con péptidos CLVFFAEDV (SEQ ID NO: 47) y
LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50) desaparecieron después de la
incubacidn. Sin embargo, KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45) y CKLVFFAED
(SEQ ID NO: 48B) fueron todavia ligeramente turbios. También se
preparé conjugado de proteinra de imitacifm wsoluble con
cisteamina a una proporcién de 1:1 [peso/peso}. Péptidos
sintetizados fueron obtenidos de BIOSOURCE con aproximadamente
95% de pureza.
Octémeros:

LVFFAEDVC (SEQ ID NO:44)

KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45)}

VFFAEDVGC (SEQ ID NO:43)

CLVFFAEDV (SEQ ID NQ:47)

CKLVFFAED (SEQ ID NO:48)

CVFFAEDVG (SEQ ID NO: 486)

Heptameros:
VFFAEDVC (SEQ ID NO: 50)

LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50)

III:1 Coronacién de grupos de lisina sin reaccionar en proteina:

Las lisinas Bin reaccionar fueron coronadas con N-

UST
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acetilcisteamina (CMCA; Aldrich-Sigma) a una proporcién de 1/1
(peso/peso) durante 4 horas a 4°C en tanto que se agita en la
oscuridad. Los péptidos ein reaccionar y reactivos de
coronaclém fueron separados de los conjugados mediante diilieis
usando el casete Slide-A-Lyzer (Corte de peso molecular 10,000)
{Pierce) contra solucifn reguladora del pH de PBS (2 litros)
durante toda la noche (13 horas). El intercambic de solucidn
reguladora del pH y didlisis se realizé dos veces (2 x 14
horas). Se observd ligera insolubilidad en los conjugados con
los péptidos KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45) y CKLVFFAED (SEQ ID NO:
48), Luego todos 1los conjugados fueron almacenados en el

refrigerador a 4°C en un conservador.

IV. Caracterisacién del portadoxr de protelna:

Se usé MALDI-TOF-MS para determinar la masa del CRMy,
bromoacetilado y la masa del conjugado N-acetilcisteamina-CRM;ey
de imitacién.

En bage a las masas de CRMyyy y CRM;y; bromoacetilado,
11 residucs de lisina fueron modificados.

(59941.46 - 585%0.29)/122 = 11
En donde, PM .de CRM,;yy @8 58624.29

PM de CRM;y; bromoacetilado es 5991.46

PM de bromoacetato es 121.

El grado de bromoacetilacifn fue mis de 28%. (El
nimero total de 1lisinas en CRM;;; fue de 39}. De estos 11
residuos de 1l1lisina modificados, 10 fueron acoplados con
cisteamina. La eficiencia de acoplamiento fue de 90%.

{61143 - 59941)/119 = 10
En donde, PM de CRM,syy bromoacetilado es 59941.46

PM de CRM;y; bromoacetilado es 5991.46

AP
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PM de conjugado de imitacién es 61143
PM de N-acetilcisteamina es de 119

{(10/11) x 100 = 90.

V. Caracterizaclién de los conjugados de péptido - proteina
mediante anilieis de bandas de proteinas de SDS-PAGE con el gel
de premoldeo de Tris-Tricina:

Los conjugados de proteina-péptido fueron analizados
mediante bandas de proteinas. Los carriles fueron: marcador
(carril 1); L-28375 24/01 (carril 2); L-28375 24/02 (carril 3);
L-28375 24/03 (carril 4); L-28375 24/04 (carril 5); L-28375
24/05 (carril 6); L-28375 24/06 (carril 7) L-28375 24107
{carril 8); L 28375 24/08 (carril 9); L-28375 24/09 (imitacién)
{carril 10) y BrAcCRM;y; {carril 11). Un anticuerpo monoclonal
especifico de ratcnes (24B - 6H9 - 806 AP 17-28) fue usadec como
el anticuerpo primaric ({(antisuerca) (se encontré que la
dilucién 1:3000 era la mejor). (H+L)-HPR de IgG de ratén anti-
cabra fue el anticuerpo secundario (dilucién 1:1000). Se
observé gque todos 1loe conjugados eran reconocidos por el
anticuerpo primario, excepto por el conjugado de imitacién y el

CRM;y; activado. (Véase figura 10).

Concentracién de proteina

Las concentraciones de proteina de las muestras de
conjugado fueron determinadas mediante el andlisis de BCA de

Pierce. (Véase tabla 15).

Anflisis de aminoficidos
El anélisis de aminoficidos se llevé a cabo para

determinar el grado de conjugacién. El grade T de conjugacién

14



10

15

20

25

30

2T

108

ae calculd en base a loa residucs de CMCA
{carboximetilcisteamina) encontrados en los conjugados. Se usé
CMCA para coronar los sitios activados sin reaccionar después

de conjugacién con los péptidos. (Véase tabla 15).

Tabla 15

Grado de conjugacién da péptidos con BrAoCRM1S97

B 71 Comemacin canjagaciin
. —(mgfml,) (em bese 1 CMCA)
128375 2401 LVFFABDV-C 1.67 10
(SEQ ID NO:44)
L2175 3402 KLVFFARD-C (Y] /10
(SBQ ID NO:4S)
128373 240 VFFABDVG-C 143 w10
(BEQID NO:43)
L2973 2404 C-LVFFAHDV T 1.04 %10
(S8Q ID NO:47)
LaB753405 |  CXLVFFAED 078 /10
(3BQ ID NO:4%) ' ;
"~ L28375 24006 C-VFFAEDVG 097 9710
(38Q ID NO:46)
L-28375 2407 VEFFAEDV-C 1.00 710
(SBQID NO:49)
125373 2408 LVFFABD-C 099 Vo
(EEQ ID NO=50)
 L2E375 24K ¥ ) 10711
(hnltaciia)

Todos los andlisis colorimétricos fueron efectuados

usando el espectrofotémestro de microplacas y SOFTmax Pro.

Ejemploc 11
Estudios inm icos de conjugados de tido an ratones
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Ratones Swiss Webster exfgenos fueron inmunizados con
VFFAEDVG-C (SEQ ID NO:43), LVFFABDV-C (SEQ ID NO:44), KLVFFAED-
C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C-LVFFABDV (SEQ ID
NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFAEDV C (SEQ ID NO:49),
LVFFAED-C (SEQ ID NO:50} cada uno conjugado a CRM,y»; © con Afl-
7CRM;y;, todos formulados con el adyuvante RC 529 SE. Nueve
grupos de 10 animales por grupo fueron Inmunizados
subcutdneamente con uno de los conjugados de péptido AP al
comienzo del estudio (semana 0} y subsecuentemente a la semana
4. El spuero fue recolectado antes de, pero en los mismos dfas

como la inmunizacién.

Eatudios inmunogénicos de conjugados de péptido en ratones
Balb/c endSgencs

Ratones Balb/c endSgenos fueron inmunizados como en
el parrafo precedente, pero fueron también reforzados con

conjugado y adyuvante a la esemana 12.

Resul tados

Los sueros de ambos estudios son recolectados para el
anélisis del titulo de anticuerpo IgG especifico de anticuerpo
AP1y.20- Sueros de ratones Balb/c son también recolectados para
el anilisis un dia antes del refuerzo de la semana 12 y unc
después de esto. Células del bazo de animales usados en el
ejemplo 11 son evaluadas en cuanto a su potencial para
respoender in vitro a la estimulacién con una acumulacién
traslapante de péptidos que abarcan APi4, AP« de plena
longitud, CRMyy; © activadores policlonales. El1 anSflisis

congliste de lectura de Eliepot para interleucinas 4 y 5 e
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péptido AP perin evaluades como se describe anteriormente vy

como ge describe en el ejemplo 6.

Ejemplo 12

Estudios inmunogénicos de conjugados de péptido en ratones
PaAPP

Log ratones eson inmunizados con VFFAEDVG-C (SEQ ID
NO:43), LVFFABDV-C (S8EQ ID MNO:44), KLVFFABD-C (SEQ ID NO:45),
C-VFFABDVG (SEQ ID NO:46), C LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-
KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFABDV-C (SEQ ID NO:49), LVFFAED-C
{(SEQ ID NO:50) . El ratén PSAPP, un ratén doblemente transgénico
(PSAPP) que scbreexpresa los transgenes MP y PS1 transgenes es

descrito en in Holcomb, et &l. (1998) Nature Medicine 4:97-11.

Estudios inmunogénicos de conjugados de péptido Af en ratones
PDAPP

Ratones PDAPP son inmunizados con VFFABDVG-C (SEQ 1D
NO:43), LVFFAEDV-C (8EQ ID MNO:44), KLVFFABD-C (SEQ 1]) ND:45),
C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-
KLVFFAED (BEQ ID NO:48), VFFAEDV-C (SEQ ID NO:49), LVFFABD-C
{(8EQ ID NO:50). E1l rat&n PDAPP expresa una forma mutante de APP
humano (APP"Y) y desarrolla enfermedad de Alzheimer a edad
jéven (Bard, et al. (2000) Nature Medicine 6:916-919; Masliah

B, et al. (1996) J Neurosci. 15;16(18) :5795-811) .

Resul tados
Los sueros de ambos estudios son recolectados para el

aniligis del titulo de anticuerpo IgG especifico del péptido
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AP1y-20- Después de la consumacién, los conjugados de péptido AP
eerfin evaluados como s8e describe anterlormente y como se
describe en los ejemplos 6 y 11, tamblén como en el anilisie de
acondicionamiento de miedo contextual (CFC).

El acondicionamiento de miedo contextual es una forma
comin de aprendizaje que es excepcionalmente confiable y
rédpldamente adquirida en la mayorfa de los animales, por
ejemplo mamiferos. Los animales de prueba aprenden a temer a un
estimulo y/o ambiente previamente neutro debido a su ascciacién
con una experiencia aversiva (véase por ejenplo. Fanselow,
Anim. Learn., Behav. 18:264-270 (1990); Wehner et al., Natdre
Genet. 17:33 1-334. (19597); Caldarone et al., Nature Genet.
17:335-337(1997)) .

El acondicionamiento de miedo contextual es
especialmente ®til para determinar la funcién o disfuncién
cognoscitiva, por ejemplo, como resultado de enfermedad o una
alteracién, tal como una enfermedad o alteracifn
neurodegenerativa, una enfermedad o alteracién relacionada con
Af, una enfermedad o alteracién amiloidogénica, la presencia de
una alteracién genftica desfavorable que efectlia funcién
cognoecitiva (por ejemplo, mutacién genética, alteracién
genética o genotipo indeseable) y/o la eficaclia de un agente,
por ejemploe un agente conjugadc AR, en la habilidad
cognosecitiva. Asil, el aniliseis de CFC proporciona un método
para probar y/o validar independientemente el efecto
terapéutico de agentes para impedir o tratar una enfermedad o
alteracidn cognoscitiva y en particular una enfermedad o
alteracién que afecta una o mide regiones de los cerebros, por
ejemplo el hipocampo, subiculum, cortex cingulado, cortex

prefrontal, cortex peririnal, cortex sensorial y lébulo

LAY
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temporal medio.

Cominmente, el anilisis de CFC se efectda usando
camaras de animal de prueba estndar y el empleo de
entrenamiento de acondicionamiento que comprende un choque
moderado (por ejemplo, chogue & laa patas de 0.35 mA) apareado
con una indicacién auditiva (por ejemplo, un periodo de ruido
blance de 85 dB), olfativa (por ejemplo, extracto de almendra o
limén), toque (textura de jaula de pise) y/o indicacidn visual
{destello de 1luz). La respuesta a Jla experiencia aversiva
{chogque) es cominmente una de congelacién (ausencia de
movimiento excepto por respiracifn) perc también puede incluir
parpadeo de loe ojos o cambio en el reflejo de membrana
nictitante, dependiendo del animal seleccionadeo. La respuesta
aversiva es caracterizada usualmente en el primer dia de
entrenamiento para determinar una referencia ponm miedo
incondicicnado, con resultados de respuesta aversiva en dias de
prueba subsecuentes, por ejemplo congelacién en presencia del
contexto y/o indicacién pero en ausencia de la experiencia
adverpsa, siendo caracterizada como miedec acondicionado por el
contexto e indicacién, respectivamente. Para una confiabilidad
mejorada, los animales de prueba son cominmente probados por
separado por té&cnicoe independientes y se cbtienen puntuaciones
con el paso del tiempo. Detalles de diseflo experimentales
adicionales se pueden encontrar en el arte, por ejemplo en
Crawley, JN, What'’s Wrong with my Mouse; Behavicral Phenotyping
of Transgenic and Knockout Mice, Wiley-Lisa, NY (2000).

Los animales de prueba ejemplares (por ejemplo,
animales modelo) incluyen mamiferos ({(por ejemplo roedores o
primates no humanos) gque exhiben sintomas prominentes o

patologia gue es caracreristica de una enfermedad
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amiloidogénica tal como enfermedad de Alzheimer. Los animales
modelo pueden ser creados mediante endogamia selectiva por un
desec o pueden ser diseflados genéticamente usando té&cnicase
tranagénicas gue son bien conocidas en el arte, de tal manera
que una alteracién genética apuntada (por ejemplo mutacidn
genética, alteracién genétlca) en un gen que estd asociado con
la alteracién de demencia, conduciendo a una expresidn o
funcidén aberrante del gen apuntado. Por ejemplo, varias cepas
de ratén tranegénicas estin disponibles que sobreexpresan APP y
desarrollan patologia de placa amiloide y/o desarrollan
déficits cognoscitivos que son caracteristicos de la enfermedad
de Alzheimer (véase por ejemplo, Games et al., supra, Johnson-
Wood et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1550(1997); Masliah E
and Rockenstein E. (2000} JNeural Transm Suppl.;59:175-83).
Alternativamente, el animal modelo puede ser creado
usando compuestos quimicos {por ejemplo neurotoxinas,
neurotoxinas, anestésicos) o técnicas quirGrgicas (por ejemplo,
ablacién esterotédtica, axotomizacién, transaccifn, aspiracidn)
que someten a ablacidn o interfieren de otra manera con la
funcién normal de una regién del cerebro anatémica (por ejemplo
hipocampo, amigdala, corteza peririnal, niicleo septal medio,
locus coeruleus, cuerpos mamarios) © neuronas especificas (por
ejemplo neurcnas serotonérgicas, colinérgicas o dopaminérgicas)
que son asaciadas con eintomas caracteristicos o patologlia de
la alteraclidn amiloidogénica. En clertas modalidades
preferidas, el modelo de animal exhibe un déficit cognoscitivo
prominente asoclado con el aprendizaje o memoria ademis de la
patologia neurodegenerativa gque est8 asoclada con una
alteracidén amiloidogénica. MAe preferiblemente, el déficit

cognosecitivo empeora progresivamente con la edad incrementada,
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de tal manera que el avance de la enfermedad en el animal
modelo es paralelo al avance de la enfermedad en un sujeto ge
sufre de la alteracitén amiloidogénica.

El acondicionamiento de miedo contextual y otrose
andlisis in vivo para probar la funcionalidad de los conjugados
descritos en la presente se puede efectuar usando ratones tipo
Bilvestre o ratones que tienen una cierta alteracidn genética
que conduce a memorlia deteriorada o© modelos de ratémn de
enfermedad neurodegenerativa, por ejemplo enfermedad de
Alzheimer, en los que e incluyen modelos de ratén que exhiben
niveles elevados de AP soluble en el fluido cerebroespinal
(CBF) o plasma. Por ejemplo, modelos de animal de enfermedad de
Alzheimer incluyen ratones transgénicos que sobreexpresan la
mutacién "“Sueca” de la proteina precursora de amiloide humana
{hAFPewe; Tg2576) que muestra déficites de memoria dependientes
de la edad y placas (1956} Sclence 274:99-102). La
funcicnalidad in vivo de 1los conjugados descritos en la
presente puede también ser probada usando el ratén mutante PS-
1, descrito en Duff, et al; (1996) Nature 383, 710-713. Otros
modelop transgénicos alterados genéticamente de enfermedad de
Alzheimer son descritos en Masliah E and Rockenstein E. (2000)
JNeural Transm Suppl. 59:175-83.

En varios aspectos, los métodos de la invencién
comprenden la administracién de un conjugado de AP que es apto
de mejorar el conocimiento en un sujeto en donde el conjugado
AP ha esido identificado al usar un anflisis que es usualmente
predictivo de eficacia inmunoterapéutica en el psujeto. En
modalidadeas ejemplares, el anflisis ep un an&lisis de animal
modelo que esth basado, por lo menos en parte, en la

comparacién del conocimiento, tal como se determina de un
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estudio de acondicionamiento de miedo contextual, de un animal
después de la administracién de un reactivo inmnolégico de
prueba al animal, en comparacidn con un control apropiado. El
anflisis de CFC evalGa cambios en el conocimiento de un animal
{comlinmente un ratén o rata) en el tratamiento con un compuesto
terapéutico potencial. En ciertas modalidadea, el cambio en
conocimiento evaluado es una mejora en el status de menoscabo
de memoria © una inversién del déficit de memoria. Asi, el
andlipis de CFC proporciona un método directo para detexrminar
el efecto terapéutico de agentes para prevenir o tratar la
enfermedad cognoscitiva y en particular una enfermedad o
alteracién gque afecta una o mi&s regiones del cerebro, por
ejemplo el hipocampo, subiculum, corteza singulada, corteza
prefrontal, corteza peririnal, corteza asensorial y 18bule
temporal medio. Tales an#lisie de CFC son discutidos en la
solicitud de patente estadounidense co-pendiente No. de Serie
60/XXX,XXX intitulada “Contextual Fear Conditioning for
Predicl:.:l.ng Inimunotherapeutic Efflcacy” (No. de expediente del
abogado ELN-058-1), presentada el 15 de diciembre de 2004 y
solicitud de patente estadounidense No. de Serie 60/XXX,XXX
intitulada “"Contextual Fear Conditioning for Predicting
Immimotherapeiitic Efficacy” (No. de expediente del abogado ELN-
058-2) tedo el contenido de las cuales es incorporado en la

presente por referencia.
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1. Un método para conjugar un péptido inmunégeno por via de un grupo

reactivo de un residuo de amino4cido del péptido inmunégeno a un vehiculo

de proteina/polipéptido que tiene uno o mas grupos funcionales, el método

comprende las etapas de :

a)

b)

Derivar uno o mdas de los grupos funcionales del vehiculo de
proteina/polipéptido u opcionalmente a un ligador de polipéptido unido al
vehlculo de proteina/polipéptido para generar un vehiculo derivado con
sitios reactivos;

Hacer reaccionar el vehiculo de proteina/polipéptido derivado de la
etapa (a) con un grupo reactivo de un aminoacido del péptido
inmundgeno bajo condiciones de reacciéon de tal forma que el péptido
inmunégeno se conjuga con el vehiculo de proteina/polipéptido derivado
por via de los grupos funcionales; y

Hacer reaccionar ademas el conjugado con un reactivo de taponamiento
para inactivar grupos funcionales no reaccionados reactivos libres sobre
el vehiculo de protelna/polipéptido derivado, preservando de esta
manera la funcionalidad del vehiculo, de tal forma que este retiene su
capacidad para elicitar las respuestas inmunes contra el péptido

inmunégeno que de otra manera no ocurrirlan sin un vehliculo.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en donde el vehlculo se selecciona del

grupo que consiste de sero albimina humana, hemocianina de lapa de ojo

de cemadura (KLH), moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina,

ovalbimina, hemaglutinina de influenza, polipéptido PADRE, protelna de
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circumsporozito de malaria (CS), antigeno de superficie de hepatitis B
(HBSAg1s2s), Proteina de Choque Témmico (HSP) 65, Mycobacterium
tuberculosis, toxina de célera, mutantes de toxina de colera con toxicidad
reducida, toxina de difteria, proteina CRMqg7 que es de reaccién cruzada
con toxina de difteria, peptidasa C5a recombinante de estreptococo,
Streptococcus pyognes ORF1224, Strepfococcus pyogenes ORG1664,
Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452,
Chlamydia pneumoniae ORF T387, Chlamydia pneumoniae ORF TB858,
Toxoide de tétano, gp120 T1 de HIV, componentes que reconocen las
moléculas de matriz adhesivas de superficie microbiana (MSCRAMMS),

factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y quimoquinas.

. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el vehiculo contiene

un epitopo de célula T.

. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo s un

toxoide bacterial.

. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

hemaglutinina de influenza.

. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehlculo es el

polipéptido PADRE.

. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es una

protelna de circumsporozito de malaria (CS).
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8. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg1g-2s).

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es una

proteina de choque de calor 65 (HSP 65).

10.E) método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehiculo es un

polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

11.El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el vehiculo es

toxoide de tétano.

12.El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el toxoide bacterial

es CRM 197.

13.El método de acuerdo con la reivindicacidn 3, en donde el vehiculo es

peptidasa C5a recombinante de estreptococo.

14.El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF 1224,

15.El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF 1664.

16.El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF 2452.
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17.El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehicuio es

Chlamydia pneumoniae ORF T367.

18.El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehliculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T858.

19.El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el vehiculo es un
factor de crecimiento u hormona, que estimula o mejora la respuesta

inmune.

20.El método de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el factor de
crecimiento o la hormona se seleccionan del grupo que consiste de IL-1, IL-

2, y-interferén, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1(, y RANTES.

21.El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido
inmundgeno es seleccionado del grupo que consiste de proteina bacterial,

una proteina viral y una protelna eucariotica.

22.El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de una

bacteria.

23.El método de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde la bacteria se
selecciona del grupo que consiste de Streptetococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Neisseria meningitidis,
Neisseria gonomrea, Haemophilus influenza, Esherichia coli, Kiebsiella

pneumonia, Listeria monocytogenes, Vibrio célera, Clostridium perfringens,



WO 2005/058840 5 PCT/US2004/042701

Clostridium botulinum, Pseudomonas aerations, Salmonella typhimurium,
Borrelia burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella dysentriae,

Alloiococcus otitidis y estreptococos del grupo B.

24.El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de un virus.

25.El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde el virus se
selecciona del grupo que consiste de virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), virus herpes simplex (VHS), virus de papiloma humano (VPM), virus
de parainfluenza (VPI), virus de estomatitis vesicular (VVS), virus sincitial
respiratorio (VSRY), virus de Epstein-Barr (VEB), coronavirus, virus vaccinia,
rotavirus, virus de rabias, virus de la hepatitis C (VHC) y virus de la hepatitis
B (VHB).

26.El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de un hongo.

27.El método de acuerdo con la reivindicacidén 26 en donde el hongo se
solecciona del grupo que consiste de Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, especies Coccidioides, especies Histoplasma y especies

Aspergillus.

28.El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de un antigeno de proteina de un paréasito.
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29.El método de acuerdo con la reivindicacién 28, en donde el parasito se
selecciona del grupo que consiste de un Plasmodio, un Tripanosoma, un

Esquistosoma, y una Leishmania.

30.El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de una

eucariota,

31.El método de acuerdo con la reivindicacién 30, en donde la eucariota es un

humano.

32.El método de acuerdo con la reivindicacion 31, en donde el péptido

inmunégeno del humano se deriva de un tumor maligno.

33.El método de acuerdo con la reivindicacion 32, en donde el antigeno de
tumor se selecciona de! grupo que consiste de antigeno de carcinoma
celular renal, un antigeno de carcinoma de mama, un antigeno
carcinoembriénico, un antigeno de melanoma (MAGE), y un antigeno

especifico de cancer de préstata.

34.El método de acuerdo con la reivindicacibn 31, en donde el péptido

Inmunégeno es proveniente de un polipéptido AB.

35.El método de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde el péptido

inmundégeno se deriva de la regién N-terminal del polipéptido AB.
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36.El método de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de la regién C-terminal del Polipéptido AB.

37.El método de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de la region interna del polipéptido AB.

38.El método de acuerdo con la reivindicacion 35, en donde el péptido
inmundgeno AR es un fragmento de A del grupo que consiste de AB 1-5,
1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 1-4.

39.El método de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde el péptido
inmundgeno de AB es un fragmento de AR seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

40.El método de acuerdo con la reivindicacidon 34, en donde uno o mas
fragmentos del polipéptido inmundgeno de AB estdn fusionados a otro

péptido inmundégeno.

41.El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde una molécula de
un péptido inmundgeno de AP se fusiona en su terminal C al terminal N de

una molécula del mismo péptido inmunégeno ApB.

42.El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde una molécula de
un péptido inmunégeno de AB se fusiona en su terminal C al terminal C de

una molécula de un péptido inmunégeno AB.
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43.El método de acuerdo con la reivindicacion 40, en donde una molécula de
un péptido inmunégeno de AR se fusiona en su terminal C al terminal C de

una molécula diferente de un péptido inmunégeno AB.

44, E| método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde una molécula de
un péptido inmunégeno de AP se fusiona en su terminal N al terminal C de

una molécula de un péptido inmunégeno AB.

45.El método de acuerdo con la reivindicacion 41, 42, 43 o 44, en donde el
péptido inmunégeno de AB se deriva de la regién N-Terminal del polipéptido
AB, y se selecciona del grupo que consiste de A8 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12,
3-7,13,y14.

46.E! método de acuerdo con la reivindicacion 41, 42, 43 o 44, en donde el
péptido inmundgeno de AB es un fragmento de AB seleccionado del grupo
que consiste de AR 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25,
17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

47.El método de acuerdo con la reivindicacion 40, en donde una o mas
moléculas de un péptido inmunégeno de AB estan ligadas a una o mas

moléculas de un péptido hetendlogo.

48.El método de acuerdo con la reivindicacion 47, en donde el péptido
inmunégeno de AB se deriva de la regidbn N-terminal de un péptido AR, y se
selecciona del grupo que consiste de Ag1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 13,y
14.
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49.E! método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el péptido
inmunégeno de AP es un fragmento de AR seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28: 25-35. 3540y 3542.

50.El método de acuerdo con la reivindicacion 47, en donde el péptido
heterdlogo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T,

un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

51.El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde una o mas
moléculas del péptido inmundgeno de AP estan ligadas juntas en una

configuracién de péptido antigénico multiple (MAP).

52.El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde una o mas
moléculas del péptido inmunégeno de AB estan ligadas juntas con una o
més moléculas de un péptido inmunégeno de AP diferente en una

configuracién de péptido antigénico mditiple (MAP).

53.El método de acuerdo con la reivindicacion 51 o 52, en donde el péptido
inmundgeno de AB se deriva de la region N-terminal del polipéptido AR, y se
selecciona del grupo que consiste de Ag1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y
14,

54.E! método de acuerdo con la reivindicacion 51 o 52, en donde el péptido
inmunégeno de AB es un fragmento de AB seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

20
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55. El método de acuerdo con la reivindicacién |, en donde el grupo funcional
de una o méas moléculas de aminoacido del wvehiculo de
proteinas/polipéptido o del ligador de polipéptido opcionalmente unido se

deriva utilizando un reactivo de reticulacion.

56. E| método de acuerdo con la reivindicacion 55, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulado de longitud cero.

57.El método de acuerdo con la reivindicacidbn 55, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulado homobifuncional.

58.El método de acuerdo con la reivindicacién 55, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulante heterobifuncional.

59.El método de acuerdo con la reivindicacién 55, en donde el vehiculo de

proteina/polipéptido reacciona con un agente haloacetilante.

60.El método de acuerdo con la reivindicacion 58, en donde el reactivo
heterobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo funcional
primario o e-amina de uno 0 mas residuos de aminoacido del vehiculo de
proteina/polipéptido y un grupo tiol pendiente de uno o mas residuos de

aminoacido del péptido inmunégeno

61.El método de acuerdo con la reivindicacién 60, en donde el reactivo

heterobifuncional se selecciona del grupo que consiste de N-succinimidil
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bromoacetato, N-succinimidil-3-(2-piridil-tio) propionato (SPDP), vy

succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC).

62.E! método de acuerdo con la reivindicacién 61, en donde el grupo e-amino

funcional es lisina.

63.El método de acuerdo con la reivindicacion 60, en donde el grupo tiol

pendiente es un residuo de cisteina del péptido inmunégeno.

64.El método de acuerdo con la reivindicacion 63, en donde el residuo de

cistelna esta localizado en el terminal amino del péptido inmunégeno.

65.El método de acuerdo con la reivindicacion 63, en donde el residuo de

cisteina esta localizado en el terminal carboxi del péptido inmundgeno.

66.El método de acuerdo con la reivindicacién 63, en donde el residuo de

cistelna esté localizado intemamente en el péptido inmunégeno.

67.El método de acuerdo con la reivindicacion 63, en donde el grupo tiol

pendiente se genera por un reactivo tiolante.

68. El método de acuerdo con la reivindicacion 67, en donde el reactivo tiolante

es acetil homocisteinotio lactona.

69.El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el reactivo de
taponado que es utilizado para inactivar grupos funcionales reactivos sin

combinacién sobre el vehlculo de proteina/polipéptido activado se
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solecciona del grupo reactivo que consiste de cisteamina, N-

acetilcisteamina, y etalonamina.

70.El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el reactivo de
taponamiento que es utilizado para inactivar los grupos funcionales
reactivos sin combinacién sobre el vehiculo de proteina/polipéptido activado
se selecciona del grupo reactivo que consiste de hidroxido de sodio,

carbonato de sodio, bicarbonato de amonio y amonio.

71.El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el grupo reactivo
del residuo de aminoécido del péptido Inmundgeno es un grupo sulfhidrilo

libre.

72.El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde uno o mas de los
grupos funcionales estan sobre un ligador, que esta opcionalments unido a

un vehiculo de protelna/polipéptido.

73.El método de acuerdo con la reivindicacién 72, en donde el ligador es un

péptido ligador.

74.El método de acuerdo con la reivindicacion 73, en donde el péptido ligador

es polilisina.

75.Un método para conjurar un péptido inmunégeno a un vehiculo de

proteina/polipéptido que tiene la estructura:

LAY
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C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X es un grupo funcional

derivable de un residuo de amino4ckio del vehiculo de protelna/polipéptido

u opcionalmente de un residuo de un péptido ligador covalentemente unido

al vehiculo de proteina/polipéptido, y en donde m es un entero mayor de

cero, pero mayor o igual a 85, el método comprende las etapas de:

(a)

(b)

(c)

derivar uno o més de los grupos funcionales del vehiculo de
proteina/polipéptido o de la molécula ligadora opcionalmente
unida para generar una molécula derivada con sitios reactivos;
Hacer reaccionar el vehiculo de protelna/polipéptido derivado
de la etapa (a) con un grupo reactivo de un residuo de
aminoécido del péptido inmundgeno para formar un conjugado
de vehiculo péptido Inmundgeno-protelina/polipéptido
covalentemente acoplado; y

Hacer reaccionar ademas dicho conjugado con un reactivo de
taponamiento para inactivar los grupos funcionales reactivos
libres sobre el vehiculo de proteina/polipéptido activado, de tal
forma que los grupos taponados no son libres de reaccionar
con otras moléculas, preservando de esta manera la
funcionalidad del vehiculo, de tal forma que si éste retiene su
capacidad para elicitar las respuestas inmunes deseadas

contra el péptido inmundgeno que de otra manera no ocurriria

2
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sin un vehiculo, con el fin de generar un conjugado de
vehiculo péptido inmundgeno-protelna/polipéptido taponado

que tiene la formula:

(X—P),

(X—R),

En donde,

C es el vehiculo de proteina/ polipéptido y X% es un grupo funcional
derivado de residuo de aminoécido del vehiculo de proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo de aminodcido de un péptido ligador
covalentemente unido al vehiculo de protelna/polipéptido, y, en donde,

P es una molécula de péptido inmundgeno covalentemente unida al
grupo funcional derivado del residuo de aminoacido del vehiculo de proteina
u opcionalmente de un residuo de aminodcido de un péptido ligador
covalentemente unido a un vehlculo de proteina/polipéptido,

R es una molécula de taponamiento covalentemente unida al grupo
funcional derivado de un residuo de aminoacido del vehiculo de
protelna/polipéptido u opcionalmente del residuo de aminoacido de un
péptido ligador covalentemente unido al vehiculo de protelna/polipéptido,

n es un entero mayor de 0, pero mayor o igual a 85, y

p es un entero mayor de 0, pero menor de 85.

76. El método de la reivindicacién 75, en donde el vehiculo se selecciona de un
grupo que consiste de sero albimina, hemocianina de lapa de ojo de
cerradura (KLH), moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbiimina,

hemaglutinina de influenza, polipéptido PADRE, proteina de
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circumsporozito de malaria (CS), antigeno de superficie de hepatitis B
(HBSAg1g2s), Proteina de Choque Témmico (HST) 65, Mycobacterium
tuberculosis, toxina de célera, mutantes de toxina de colera con toxicidad
reducida, toxina de difteria, proteina CRMg7 que es de reaccion cruzada
con toxina de difteria, peptidasa C5a recombinante de estreptococo,
Streptococcus pyogenes ORF1224, Streplococcus pyogenes ORG1664,
Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452,
Chlamydia pneumoniae ORF T387, Chiamydia pneumoniae ORF T858,
Toxoide de tétano, gp120 Tt de HIV, componentes que reconocen las
moléculas de matriz adhesivas de superficie microbiana (MSCRAMMS),

factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y quimoquinas.

77.El método de acuerdo con la reivindicacion 76, en donde el vehiculo

contiene un epltopo de célula T.

78.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vahiculo es un

toxoide bacterial.

79.El método de acuerdo con la reivindicaciéon 77, en donde el vehiculo es

hemaglutinina de influenza.

80.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es un

polipéptido PADRE.

81.El método de acuerdo con la reivindicacién 77, en donde el vehlculo es una

proteina de circumsporozito de malaria (CS).
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82.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAQG1¢.2s).

83.El método de acuerdo con la reivindicacién 77, en donde el vehiculo es

protelna de choque témico 65 (HSP 65).

84.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es un

polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

85.El método de acuerdo con la reivindicacion 78, en donde el vehiculo es

toxoide de tétano.

86.El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el toxoide bacterial

es CRM 197,

87.El método de acuerdo con la reivindicacién 77, en donde el vehiculo es

rC5a peptidasa de estreptococo.

88.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF1224

89.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es

Straptococcus pyogenes ORF1664

90.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF2452.
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91.El método de acuerdo con la reivindicacion 77, en donde el vehiculo es

Chiamydia pneumoniae ORF T367

92.El método de acuerdo con la reivindicacién 77, en donde el vehiculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T858.

93.El método de acuerdo con la reivindicacion 75, en donde el vehiculo es un
factor de crecimiento u homnona, que estimula o mejora la respuesta

inmune.

94.El método de acuerdo con la reivindicacion 93, en donde el factor de
crecimiento o la hormona se selecciona del grupo que consiste de 1L-1, IL-

2, y-interferdn, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1B, y RANTES.

95.El método de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde el péptido
inmundgeno se selecciona de una proteina bacterial, una proteina viral, y

una protelna eucarittica.

96.El método de acuerdo con la reivindicacién 95, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna proveniente de una

bacteria.

97.El método de acuérdo con la reivindicacion 96, en donde la bacteria se
solecciona del grupo que consiste de Strepiococcus pneumoniae,
Staphylococcus  aureus, Staphylococcus epidermidis, Neissaria
meningitidis, Neisseria gonorrea, Haemophilus influenza, Esherichia coli,

Klebsiella pneumonia, Listeria monocytogenees, Vivrio colera, Clostridium
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perfingens, Clostridium bofulinum, especies de Pseudomonas, Salmonelia
typhimurium, Borrelia burgforgeri, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella

dysentriae, Alloiococcus otitidis y estreptococos del grupo B.

98.El método de acuerdo con la reivindicacion 96, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna de un virus.

99.El m-étodo de acuerdo con la reivindicacion 98, en donde el virus se
selecciona del grupo que consiste de virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), virus herpes simples (VHS), virus de papiloma humano (VPM), virus
de parainfluenza (VPI), virus de estomatitis vesicular (VVS), virus sincitial
respiratorio (VSR), virus de Epstein Barr (VEB), coronavirus, virus vaccinia,
rotavirus, virus de rabias, virus de la hepatitis C (VHC) y virus de la hepatitis

B (VHB).

100. El método de acuerda con la reivindicacién 96, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de un hongo.

101. El método de acuerdo con la reivindicacion 100 en donde el hongo es
seleccionado del grupo que consiste de Candida albicans, Cryplococcus

neoformans, Coccidoides, Histoplasma, y Aspergilus.

102. El método de acuerdo con la reivindicacién 96, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de un

parasito.
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103. El método de acuerdo con la reivindicacién 102, en donde el parasito
se selecciona del grupo que consiste de Plasmodium, un Tripnosoma, un

Esquistosoma, y una Leishmania.

104. El método de acuerdo con la reivindicacién 96, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna proveniente de un

eucariota.

105. El método de acuerdo con la reivindicacibn 104, en donde el

eucariota es un humano.

106. El método de acuerdo con la reivindicacién 105, en donde el péptido

inmunégeno proveniente de un humano se deriva de un tumor maligno.

107. El método de acuerdo con la reivindicacion 106, en donde el
antigeno de tumor es un antigeno de carcinoma de célula renal, un
antigeno de carcinoma de mama, un antigeno carcinoembridnico, un
antigeno de melanoma (MAGE), y un antigeno especifico para cancer de

prostata.

108. El método de acuerdo con la reivindicacién 105, en donde el péptido

inmunogeno proviene de polipéptido de AB.

109. El método de acuerdo con la reivindicacion 108, en donde el péptido

inmunogeno se deriva de la regién N-terminal del polipéptido AB.
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110. El método de acuerdo con la reivindicacién 108, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de la regién C-terminal del polipéptido AB.

111. El método de acuerdo con la reivindicacién 108, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de la regién intema del polipéptido AB.

112. El método de acuerdo con la reivindicacion 108, en donde el péptido
inmunégeno de AB es un fragmento de A8 del grupo que consiste de AB 1-
5, 1-8, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14.

113. El método de acuerdo con la reivindicacion 108, en donde el péptido
inmunégeno de AB es un fragmento de AP seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

114, El método de acuerdo con la reivindicacion 108, en donde una 0 mas
moléculas del péptido inmunégeno AP se fusionan a ofro péptido

inmunégeno.

116. El método de acuerdo con la reivindicacibn 114, en donde una
molécula de péptido inmunégeno de AB se fusiona a su terminal C o al

terminal N de otra molécula del mismo péptido inmundgeno de AB.

116. El método de acuerdo con la reivindicacién 114, en donde una
molécula de péptido inmunégeno AB se fusiona en su terminal C al terminal

C de otra molécula del mismo péptido inmunégeno del AB.
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117. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 114, en donde una
molécula del péptido inmunégeno de AP se fusiona en su terminal C al

terminal C de una molécula de un péptido inmundgeno de AB diferente.

118. El método de acuerdo con la reivindicacion 114, en donde una
molécula del péptido inmunégeno de AP se fusiona en su terminal N al

terminal C de una molécula de un péptido inmunégeno de AR diferente.

119. El método de acuerdo con la reivindicacién 115, 116, 117 o 118, en
donde el fragmento de AP se deriva de la regién N-terminal del polipéptido
de AB y se selecciona del grupo que consiste de AB 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-
12,3-7, 13,y 14.

120. El método de acuerdo con la reivindicacion 115, 116, 117 o 118, en
donde el fragmento de AB es un fragmento de AP seleccionado AB 7-11, 3-
28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 35-
40 y 3542.

121. El método de acuerdo con la reivindicacién 114, en donde 0 a mas
moléculas del péptido inmundégeno del AP se fusionan a una o mas

moléculas del péptido heterélogo.

122. El método da acuerdo con la reivindicacién 121, en donde el péptido
inmunégeno de AB se deriva de la regidn N-terminal del polipéptido AB y se
selecciona del grupo que consiste de A 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3,
y 14.
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123. El método de acuerdo con la reivindicacién 121, en donde el péptido
inmunégeno de AB es un fragmento de A seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542,

124, El método de acuerdo con la reivindicacién 121, en donde el péptido
heterdlogo es seleccionado del grupo que consiste de un epitopo de célula

T, un epitopo de célula B y combinaciones de éstos.

125. El método de acuerdo con la reivindicacién 114, en donde una o0 mas
moléculas del péptido inmunégeno de AP estdn ligadas juntas en una

configuracion de péptido antigénico maltiple (MAP).

126. El método de acuerdo con la reivindicacién 114, en donde una o mas
moléculas del péptido inmunégeno de AB estan ligadas juntas con una o
més moléculas de un péptido inmundgeno de AB en una configuraciéon de

péptido antigénico multiple (MAP).

127. El método de acuerdo con la reivindicacién 125 o 126, en donde el
péptido inmunégeno de AP se deriva de la regién N-terminal del polipéptido
ApB, y se selecciona del grupo que consiste de A 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12,
3-7,1-3,y 14.

128. El método de acuerdo con la reivindicacion 125 o 126, en donde el
péptido inmunégeno de AB es un fragmento de A seleccionado del grupo
que consiste de AR 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25,
17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 35-42.
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129. El método de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde el grupo
funcional de una o méas moléculas de aminoacido del vehlculo de
proteina/polipéptido o del ligador de polipéptido opcionalmente unido es

derivado utilizando un reactivo reticulante.

130. El método de acuerdo con la reivindicacion 159, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulante le longitud cero.

131. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 129, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulado o homobifuncional.

132. El método de acuerdo con la reivindicacién 129, en donde el reactivo

derivante es un reactivo reticulante heterobifuncional.

133. El método de acuerdo con la reivindicacion 129, en donde el vehiculo

de proteina/polipéptido reacciona con un agente haloacetilante.

134. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 133, en donde el reactivo
hetgrobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo funcional
primario o e-amina de uno o mas residuos de aminoéacido del vehiculo de
protelna/polipéptido y un grupo tiol pendiente de uno o mas residuos de

aminoacido del péptido inmunégeno.

135. El método de acuerdo con la reivindicacion 134, en donde el reactivo

heterobifuncional es N-succinimidil bromoacetato, N-succinimidil-3-(2-piridil-
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tio) propionato (SPDP), y succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-

carboxilato (SMCC).

136. El método de la reivindicacion 134, en donde el grupo funcional

primario o e-amina es lisina.

137. El método de acuerdo con la reivindicacion 136, en donde la
derivacién del grupo funcional primario o e-amino del residuo de amino
acido lisina del vehiculo de protelna-polipéptido con N-succinimidil bromo
acetato da como resultado la bromoacetilacién de los residuos primarios o
e-amina sobre los residuos de lisina sobre el vehiculo de

protelna/polipéptido.

138. El método de acuerdo con la reivindicacion 134, en donde el grupo

pendiente diol es un residuo de cisteina de del péptido inmunégeno.

139. El método de acuerdo con la reivindicacion 138, en donde el residuo

de cisteina se localiza en el terminal amino de péptido inmunégeno.

140. El método de acuerdo con la reivindicacidn 138, en donde el residuo

de cisteina se localiza en el terminal carboxi de péptido inmunégeno.

141. El método de acuerdo con la reivindicacion 138, en donde el residuo

de cisteina se localiza intemamente en el péptido inmundégeno.

142. El método de acuerdo con la reivindicacion 138, en donde el grupo

pendiente diol se genera por un reactivo tiolante.
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143. El método de acuerdo con la reivindicacidon 142 en donde el reactivo

tiolante es N-acetil homocisteinotio lactona.

144. El método de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde el reactivo
de taponamiento que se utiliza para inactivar grupos funcionales reactivos
libres del vehiculo de proteina/polipéptido activado se selecciona de grupo

de reactivo que consiste de cisteamina, N-acetilcisteamina, y etanolamina.

145, El método de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde el reactivo
de taponamiento que se utiliza para inactivar grupos funcionales reactivos
libres sobre el vehiculo de proteina/polipéptido activado se selecciona del
grupo reactivo que consiste de hidréxido de sodio, carbonato de sodio, y

bicarbonato de amonio y amonia.

146. El método de la reivindicacién 75, en donde el grupo reactivo de

residuo de amino 4cido del péptido inmunégeno es un grupo sulfhidrilo libre.

147. El método de la reivindicaciéon 75, en donde uno o mas de los grupos
funcionales estan sobre un ligador opcionalmente unidos al vehiculo de

protelna/polipéptido.

148. El método de la reivindicacion 147, en donde el ligador es un péptido

ligador.

149. El método de la reivindicacion 148, en donde el péptido ligador es

polilisina.
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150. Un conjugado de wvehiculo de péptido inmundgeno-
proteina/polipéptido en donde el vehiculo de protelna/polipéptido tiene la

formula

En donde,

C es un vehliculo de proteina/polipéptido y X es un grupo funcional derivable
del recibo sobre amino Acido sobre el vehiculo de proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo de amino &cido de un ligador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y, en donde m es un
entero mayor de 0, pero menor e igual a 85, y en donde el conjugado de

péptido inmunégeno-vehiculo de protelna/polipéptido tiene la formula:

(X—P),

d—R),

En donde,

C es un vehiculo de protelna/polipéptido y x® es un grupo funcional derivado
del residuo de amino é&cido del vehiculo de proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo de amino é&cido de un péptido ligador
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y, en donde P es una

molécula de péptido inmundgeno covalentemente unida al grupo funcional
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derivado del residuo de amino écido del vehiculo de protelina u opcionalmente
de un residuo de amino 4cido de un péptido ligador covalentemente unido a un
vehiculo de protelna/polipéptido, R es una molécula de taponamiento
covalentemente unida al grupo funcional derivado de un residuo de amino
acido del vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo de
amino acido de un péptido ligador covalentemente unido a un vehiculo de
proteina/polipéptido, que preserva de esta manera la funcionalidad del vehlculo
de tal forma que éste retiene su capacidad para elicitar las respuestas inmunes
deseadas contra el péptido inmunégeno que de otra manera no ocurrirfan sin
un vehiculo., n es un entero mayor de 0, pero menor o igual a 85, y p es un

entero mayor de o, pero menor de 85.

151. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el
vehiculo se selecciona de un grupo que consiste de cero albumina,
hemocianina de lapa de ojo de cemadura (KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbimina, hemagiutinina de influenza,
polipéptido PADRE , proteina de circunsporozito de malaria, (CS), antigeno
de superficie de hepatitis B (HBSAg+e2s), Proteina de Choque Térmico
(HSP) 65, Mycobactenium tuberculosis, toxina de colera, mutantes de toxina
de cdlera con toxicidad reducida, toxina de difteria, proteina CRM1g; que es
de reaccibn cruzada con la toxina de difteria, peptidasa Cb5a de
Estreptococo recombinante, Streplococcus pyogenes ORF1224,
Streptococcus pyogenes ORF1664, Strepfococcus pyogenes ORF2452,

_ Chiamdya pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858,
toxoide de tétano, gp 120 T1 de HIV, componentes que reconocen las
moléculas de matriz adhesivas de superficie microbiana (MSCRAMMS),

factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y quimiocoinas.



152. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 150, en donde

vehiculo contiene un epitopo de células T.

1563. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde

vehiculo es un toxoide bacterial.

154. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, eN donde

vehiculo es hemagiutinina de influenza.

165. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 152, en donde
vehiculo es un polipéptido PADRE. .
156. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde

vehlculo es una proteina de circumsporozito de malaria (CS).

157. El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 152, en donde

vehlculo es antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg1g-2s).

158. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 152, en donde

vehiculo es una proteina de choque térmico 65 (HSP 65).

159, El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde

vehiculo es un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCQ).

160. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 153, en donde

vehlculo es un toxoide de tétano.

WO 2005/058940 28 PCT/US2004/042701



WO 2005/058940 29 PCT/US2004/042701

- 161. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 153, en donde el

toxoide bacterial es CRM1gy.

162. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde el

vehiculo es peptidasa rC5a de Estreptococo.

163. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 152, en donde el

vehlculo es Streptococcus pyogenes ORF 1224.

164. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 152, en donde el

vehiculo es Streptococcus pyogenes ORF1664.

165. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde el

vehlculo es Streptococcus pyogenes ORF 2452.

166. El conjugado de acuerdo con la reivindicacidbn 152, en donde el

vehiculo es Chiamydia pneumoniae ORF T367

167. Ei conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde el

vehlculo es Chlamydia pneumoniae ORF T858.

168. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el
vehiculo es factor u hormona de crecimiento, que estimula o mejora la

respuesta inmune.
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169. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 168, en donde el factor
o la hormona de crecimiento se selecciona del grupo que consiste de IL-1,

IL-2, y-interferén, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1B, y RANTES.

170. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el
péptido inmunégeno se selecciona en el grupo que consiste de protelna

bacterial, una proteina viral, y una proteina eucaritica.

171. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 170, en donde el

péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de una bacteria.

172. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 171, en donde la
bacteria se selecciona del grupo que consiste de Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus influenzae,
Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria monocytogenes, Vibrio
cholera, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, especies de
Pseudomonas, Saimonella tiphymurium, Borrelia burgdorferi, Shigella
flexneri, Shigella boydii, Shigela dysentriae, Alloicoccus olitidis y
streptococci del grupo B.

173. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 170, en donde el

péptido inmundgeno se deriva de un antigeno de proteina de un virus.

174. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 173, en donde el virus
se selecciona del grupo que consiste del virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH), un virus herpes simples (VHS), virus de papiloma Humano
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(VPH), un virus de parainfluenza (VPI), un virus de estomatitis
vesicular(VSV), un virus sincitial respiratorio (VSR), un virus de Epstein-Barr
(VEB), un coronavirus, un virus vaccinia, rotavirus, un virus de rabia, un

virus de hepatitis C (VHC) y un virus de hepatitis B (VHB).

175. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 170 en donde el
péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina proveniente de

un hongo.

176. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 175, en donde el
hongo se selecciona del grupo que consiste de Candida albicans,

Cryptococcus neoformans, Coccidioides, Histoplasma, y Aspergillus.

177. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 170, en donde el

péptido inmundégeno se deriva de un antigeno de protelna de un parasito.

178. El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 177, en donde el
parasito se selecciona del grupo que consiste de un Plasmodium, un

Tripanosoma, un Esquistosoma, y un Leishmania.

179. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 170, en donde el

péptido inmunégeno se deriva de antigeno de proteina de un eucariote.

180. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 179, en donde el

eucariote es un humano.
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181. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 180, en donde el

péptido inmunégeno de un humano se deriva de un tumor maligno.

182. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 181, en donde el
antigeno de tumor se selecciona del grupo que consiste de antigeno de
carcinoma de célula renal, antigeno de carcinoma de mama, un antigeno
carcinoembriénico, un antigeno de melanoma (MAGE), y antigeno de

membrana especifico de préstata (PSMA).

183. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 180, en donde el

péptido inmunégeno es de un polipéptido Ap de humano.

184. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 183, en donde el

péptido inmunégeno se deriva de una region N-terminal del polipéptido Ap

185. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 183, en donde el

péptido inmunégeno se deriva de la regién C-terminal del polipéptido Ap

1886. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 183, en donde el

péptido inmunégeno se deriva de la regién intemna del polipéptido Ap.

187. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 183, en donde el
péptido inmunégeno es un fragmento de AB. Seleccionado del grupo que

consiste de AB. 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14,

188. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 183, en donde el

péptido inmunégeno es un fragmento de Ap. Seleccionado del grupo que
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consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28,
17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

189. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 183, en donde una o
més moléculas de Ap se fusionan a una o mas moléculas de otro péptido

inmunégeno.

190. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 189, donde una
molécula del péptido inmundgeno de AB se fusiona en su terminal C al

terminal N de otra molécula del mismo péptido inmunégeno de AB.

101. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 188, en donde una
molécula de péptido inmunégeno de Ap se fusiona en su terminal C al

terminal C de otra molécula del mismo péptido inmundgeno de Ap.

192. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 189, en donde una
molécula de péptido inmunégeno de AP se fusiona en su terminal C al

terminal C de una molécula de un péptido inmunégeno de Ap diferente.

193. El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 189, en donde una
molécula de un péptido inmunégeno de Ap Se fusiona en su terminal N al

terminal C de una molécula de un péptido inmundgeno de Ap diferente.

194. E! conjugado de acuerdo con la reivindicacién 190, 191, 192 o 193,
donde el péptido inmundgeno de AB se deriva de la regién N-terminal del

péptido AB 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7,1-3,y 14.
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195. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 190, 191, 192 o 193,
en donde el péptido inmundgeno de AR es un fragmento de AP
Seleccionado del grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23,

17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 3542.

196. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 189, en donde una o
mas moléculas de un péptido inmunégeno de Ap estan ligados a una o mas

moléculas de un péptido heterdlogo.

197. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 196, en donde el
péptido inmunégeno de AP se deriva de la region N- terminal del polipéptido
AP, y se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12,
3-7, 13,y 14.

198. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 198, en donde el
fragmento Ap es un fragmento AP seleccionado en el grupo que consiste de
Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28,
25-35, 3540 y 3542.

199. El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 196 en donde el
péptido heterdlogo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epltopo de célula B y combinaciones de estos.

200. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 189, en donde una o
mas moléculas de un péptido inmunégeno de AP estan ligadas juntas en

una configuracién de péptido antigénico multiple (MAP).
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201. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 189, en donde una o
méas moléculas de un péptido inmunégeno AP estin ligadas con una o més
copias de un péptido inmundgeno de Ap diferente en una configuracion de

péptido antihigiénico maitiple (MAP).

202. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 200 o 201, en donde el
péptido inmundgeno de Ap se deriva de la regién N-terminal del polipéptido
AB, y se selecciona del grupo que consiste de pA 1-5, 1-8, 1-7, 1-10, 1-12,

3-7,13,y 14,

203. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 200 o 201, en donde el
péptido inmunégeno de AP es un fragmento de Ap seleccionado del grupo
que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25,

17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

204. Un conjugado de péptido inmunégeno-vehiculo de proteinas
Ipolipéptido generado de acuerdo al método de la reivindicacion 75 y que
tiene la formula:

(Xe——P)

Od—R),
En donde,
C es el vehiculo de proteinas/polipéptido y X% es el grupo funcional derivado

de un residuo de aminoacido del vehiculo de protelnas/polipéptido u

opcionaiments de un residuo de aminoacidos de un péptido ligador

3le
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covalentemente unido al vehiculo de proteinas/polipéptido, en donde P es
una molécula de péptido inmunégeno covalente mente unida al grupo
funcional derivado del residuo de aminoécido del vehiculo de protelna u
opcionaimente de un residuo de aminodcido de un péptido ligador
covalentemente unido a un vehiculo de proteina/polipéptido, R es una
molécula de taponamiento covalentemente unida al grupo funcional
derivado de un grupo de un residuo de aminoacido del vehiculo de
protelna/polipéptido u opcional mente de un residuo de aminodcido o de un
de péptido ligador covalentemente wunido a un vehiculo de
proteina/polipéptido que preserva la funcionalidad del vehiculo, de tal forma
que oste retiene su capacidad para elicitar las respuestas inmunes
deseadas contra el péptido inmundgeno que de otra manera no ocurrirfa sin
un vehiculo, n es un entero mayor de 0, pero menor o igual a 85, y p es un

entero mayor de 0, pero menor de 85.

205. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 204 en donde el vehiculo
se Selecciona en el grupo que consiste de sero albimina humana,
hemocianina de lupa de ojo de cerradura {KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglubolina, ovalbtimina, hemaglutinina de influenza,
polipéptido PADRE, protelna de circumsporozito de malaria (CS),
antigeno de superficie de hepatitis (HBSAg928), Proteina de Choque
Térmico (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, toxina de célera,
mutantes de toxina de cdlera con toxicidad reducida, toxina de difteria,
protelna CRM4g; que tiene reaccidn cruzada con toxinas de difteria,
peptidasa CSa de Streptococcus recombinante, Strepfococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF11664, Streplococcus pyogenes
ORF2452, Chiamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae
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ORF T858, toxoide de Tétano, gp120 T1 HIV, componentes que
reconocen las moléculas de matriz adhesiva de superficie microbiana
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, honmonas, citoquinas y

quimiocinas.

206. E! conjugado de acuerdo con la reivindicacién 204 en donde el vehiculo

contiene un eplitopo de célula T.

207. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehlculo

es un toxoide bacterial.

208. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehiculo

es hemaglotinina de influenza.

208. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 206, en donde el vehiculo

es un polipéptido PADRE.

210. E! conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehlculo

es proteina de circumsporozito de malaria (CS).

211. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehiculo

es antigeno de superficie de Hepatitis B (HSBAg1e-2s).

212. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehiculo

es una proteina de choque térmico 65(HSP 65).
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213. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 208, en donde el vehiculo

es un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

214, El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 207, en donde el vehiculo
<

es toxoide de tétano.

215. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 207, en donde el toxoide

bacterial CRM1g7.

216. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 2086, en donde el vehiculo

es peptidasa rCba de Streptococo.

217. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 206, en donde el vehiculo

es Streptococcus pyogenes ORF1224.

218. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehlculo

es Strepiococcus pyogenes ORF1664.

218. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 206, en donde el vehiculo

es Straptococcus pyogenes ORF2452.

220. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehlculo

es Chlamydia pneumoniae ORF T367.

221. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehiculo

es Chlamydia pneumoniae ORF T858.
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222. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el vehiculo
es un factor u hormona de crecimiento que estimulo o mejora la

respuesta inmune.

223. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 222, en donde el factor u
hormona de crecimiento se seleccionan del grupo que consiste de IL-1,

IL-2, y-interfer6n, IL-10, GM-CSF, MIP-1", MIP-1B, y RANTES.

224. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 206, en donde el péptido
inmundgeno se selecciona del grupo que consiste de una protelna
bacterial, una protelna viral, una proteina de hongo, una proteina de

parasito y una proteina eucaridtica,

225. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 224, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de una bacteria.

226. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 225, en donde la bacteria
se selecciona del grupo que consiste de Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Slaphylococcus epidermidis, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus influenzae, Esherichia
coli, Klebsiella enterobacter, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, especies de
Pseudomonas, Salmonella typhimurium, Borrelia burgdorferi, Shigella
flexneri, Shigella boydii, Shigella dysentriae, Alloicoccus otitidis y

streptococus del grupo B.

2
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227. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 224, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna de un virus.

228. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, en donde el virus se
selecciona del grupo que consiste de virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), un virus herpes simples (VHS), un virus de papiloma
humano (VPH), un virus de parainfluenza (VPI), un virus de estomatitis
vesicular (VEB), virus sincitial respiratorio (VSR), virus de Epstein- Barr
(VEB), un coronavirus, un virus vaccinia, un rotavirus, un virus de rabia,

un virus de hepatitis C (VHC), y virus de hepatitis B (VHB).

229. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 224, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de una proteina de antigeno de un hongo.

230. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 229, en donde el hongo se
selecciona del grupo que consiste de Candida albicans, Cryptococcus

neoformans, Coccidiodes, Histoplasma, y Aspergillus.

231. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 224, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna de un parésito.

232. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 231, en donde el parasito
se selecciona del grupo que consiste de Plasmodium, Tripanosoma,

Esquistosoma, y una Leishmania.

233. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 224, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de un eucariota.
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234. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 233, en donde la eucariota

es un humano.

235. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 234, en donde el péptido

inmundgeno de un humano se deriva de un tumor maligno.

236. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 235, en donde el tumor
antigeno se selecciona de un antigeno de carcinoma de célula renal, y un
antigeno de carcinoma de mama, un antigeno carcinoembriénico, un

antigeno de melanoma, y un antigeno especifico de cancer de préstata.

237. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 234, en donde el péptido

inmunégeno es de un polipéptido A de humano.

238. El conjugado de acuerdo con [a reivindicacion 237, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de la regién N-terminal del polipéptido Ap.

239. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 237, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de la regién C-terminal del polipéptido Ap.

240. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 237, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de la ragién intema del polipéptido Ap.

241. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 237, en donde el péptido
inmunégeno AP es un fragmento de AP Seleccionado del grupo que

consiste de Ap 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14.

202
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242. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 237, en donde el péptido
inmunégeno AP es un fragmento de AP Seleccionado del grupo que
consiste de Ap 7-11, 3-28, 168-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-

28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

243. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 237, en donde una o mas
moléculas del péptido inmundgeno AP se fusionan a otro péptido

inmunoégeno.

244. E| conjugado de acuerdo con la reivindicacion 243, en donde una
molécula del péptido inmundgeno Ap Se fusiona en su terminal C al

terminal N de otra molécula del mismo péptido inmunégeno de Ap.

245. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 243, en donde una
molécula de un péptido inmunégeno de Ap Se fusiona en su terminal C al

terminal C de otra molécula del mismo péptido inmundgeno de Ap.

246. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 243, en donde una
molécula del péptido inmunégeno de AR Se fusiona en su terminal C al

terminal C de una molécula de un péptido inmunégeno de AP diferente.

247. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 243, en donde una
molécula del péptido inmundgeno de Ap Se fusiona en su terminal N al

terminal C de una molécula de un péptido inmunégeno de A diferente.
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248. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 244, 245, 248 o 247, en
donde el péptido inmundgeno de Ap se deriva de la regidbn N-terminal del
polipéptido de AB, y se selecciona del grupo que consiste Ap 1-5, 1-6, 1-

7,110, 1-12, 3-7, 1-3, y 1-4.

249, El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 244, 245, 246 o 247, en
donde el péptido inmundgeno de AR Es un fragmento de Ap seleccionado
del grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-
24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542

250. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 243, en donde uno o mas
fragmentos de Ap Estan ligados a una o més moléculas de un péptido o

mol heterdlogo.

251. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 250, en donde el péptido
inmundégeno de AR Se deriva de la regién N-terminal del polipéptido AB, y
se selecciona del grupo que consiste de A8 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7,
13,y 14.

252. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 250, en donde el péptido
inmundgeno de AB Es un fragmento de AP Seleccionado del grupo que
consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-
28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

253. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 250, en donde el péptido
heter6logo se selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula

T, un eplitopo de célula B y combinaciones de estos.
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254. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 243, en donde uno o mas
moléculas de un péptido inmunégeno de AP estan ligadas juntas en una

configuraciéon de péptido antihigiénico maltiple (MAP).

255. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 243, en donde uno o mas
moléculas de un péptido inmundgeno de Ap estan ligadas con una o mas
copias de un de un péptido inmunégenc de AP diferente en una

configuracién de péptido antihigiénico maltiple (MAP).

256. El conjugado de acuerdo con la reivindicacidn 254 o 255, en donde el
péptido inmundégeno de AP Se deriva de la region N-terminal del
polipéptido AP, y se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-5, 1-6, 1-
7,1-10, 1-12, 3-7, 13,y 14.

257. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 254 o 255, en donde el
péptido inmundégeno de AP es un fragmento de Ap Seleccionado del
grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24,
18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 35-40 y 35-42.

258. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 243, en donde una o mas
moléculas del péptido inmunégeno AR Estin ligadas con una o mas

moléculas de un péptido heterdlogo.

259. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 258, en donde el péptido
heterblogo se selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula

T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.
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260. E| conjugado de acuerdo con la reivindicacién 258, en donde el péptido
inmunégeno de AP se deriva de la regién N-terminal del polipéptido AR, y
es un fragmento de Ap seleccionado del grupo que consiste de Ap 1-5, 1-

6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 13, y 14.

261. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 258, en donde el péptido
inmunogeno de AB Es un fragmento de AP, seleccionado del grupo que
consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-

28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 35-42.

262. Una composicién inmunogénica que comprende un conjugado de un
péptido inmunégeno con un vehiculo de proteina/polipéptido generado
por el método de la reivindicacion 75, junto con una o mas excipientes,

diluyentes y/o ayudantes farmacéuticamente aceptables.

263. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 262, en
donde el vehiculo se selecciona del grupo que consiste de sero albdmina
humana, hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina o albdmina, hemaglutinina de influenza,
polipéptido PADRE, proteina de circumsporozito de malaria (CS),
antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg102s), protelna de choque
térmico (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, toxina de cdlera,
mutantes de toxina de cdlera con toxicidad reducida, toxina de difteria,
protelnas CRMg7 que es de reaccién cruzada con la toxina de difteria,
peptidasa C5a de estreptococo recombinante, Streptococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Strepfococcus pyogenes
ORF2452, Chlamydia pneumoniae ORF T387, Chlamydia pneumonias
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ORF 1858, toxoide de Tétano, gp120 T1 de HIV, componentes que
reconocen la moléculas de matriz adhesiva de superficie microbiana
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hommonas, citoxinas y

quimiocinas.

264. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 262, en

donde el vehiculo contiene un epltopo de célula T.

265. El método de acuerdo de la reivindicacion 264 en donde el vehiculo es

un toxoide bacterial.

266. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es hemagiutinina de influenza.

287. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es un polipéptido PADRE.

268. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es proteina de circumsporozito de malaria (CS).

269. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es un antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAgp.

28)-

270. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es una proteina de choque térmico 65 (HSP 65).
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271. La composicidon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en
donde el vehiculo es un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis
(BCG).

272. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 265, en

donde el toxoide bacterial es toxoide de tétano.

273. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicaciéon 265, en

donde el toxoide bacterial es CRMg7.

274. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicaciéon 264, en

donde el vehiculo es peptidasa rC5a de estreptococo.

275. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehlculo es Streptococcus pyogenes ORF1224.

276. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es Streptococcus pyogenes ORF1664.

277. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es Streptococcus pyogenes ORF2452.

278. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehlculo es Chlamydia pneumoniae ORF T367.

279. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es Chiemydia pneumoniae ORF T858.
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280. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 262, en
donde el vehiculo es un factor u hormona de crecimiento que estimula o

mejora la respuesta inmune.

281. La composicidon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 280, en
donde el factor u hormona del crecimiento se selecciona de un grupo que
consiste de IL-1, IL-2, y-interferén, IL-10, GM-CSF, MIP-1c, MIP-18, vy
RANTES.

282. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 262, en
donde el péptido inmunégeno se- selecciona del grupo que consiste de
una protelna bacterial, una protelna viral, una proteina fungosa, una

proteina de paréasito, y una proteina eucaridtica.

283. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 282, en
donde el péptido inmundgeno se deriva de un antigeno de proteina de

una bacteria.

284. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 283, en
donde la bacteria se selecciona del grupo que consiste de Streplococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Haemophilus influenzae,
Esherichia coli, Klebsiella enterobacter, listeria monocitogenes, Vibrio
cdlera, Clostridium perfringens, clostridium botulinum, especies de

Pseudomonas, Salmonella, typhimurium, borrelia burdogferi, shigella
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flexneri, shigella boydii, shigella dysentnae, Alloicoccus otitidis y
streptococcus del grupo B.

285. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 282, en
donde el péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de un

virus.

286. La composicién inmunogénica de acuerdo con ia reivindicacién 285, en
donde el virus se selecciona del grupo que consiste de virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), un virus herpes simples (VHS), un virus
de papiloma humano (VPH), un virus de parainfluenza (VP!), un virus de
estomatitis vesicular (VEB), virus sincitial respiratorio (VSR), virus de
Epstein- Barr (VEB), un coronavirus, un virus vaccinia, un rotavirus, un

virus de raBia. un virus de hepatitis C (VHC), y virus de hepatitis B (VHB).

287. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 282, en
donde el péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de un

hongo.

288. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 287, en
donde el hongo se selecciona del grupo que consiste de Candida
albicans, Crypiococcus neoformans, Coccidoides, Histoplasma, vy

Aspergillus.

289. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 282, en
donde el péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de un

parasito.
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290. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 289, en
donde el parasito se selecciona del grupo que consiste de un

plasmodium, un Tripanosoma, un Esquistosoma, y una Leishmania.

291. Una composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 282, en
donde el péptido inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna de

una eucariota.

292. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 291, en

donde la eucariota es un humano.

293. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 292, en
donde el péptido inmundgeno de un humano se deriva de un tumor

maligno.

294. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 293, en
donde el péptido inmundgeno se selecciona del grupo que consiste de un
antigeno de carcinoma de célula renal, un antigeno de carcinoma de
mama, un antigeno carcinoembriénico, un antigeno de melanoma y un

antigeno especifico de céncer de prostata.

295. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicaciéon 292, en

donde el péptido inmundgeno es de un polipéptido Ap de humano.
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296. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en

donde el péptido inmunégeno se deriva de la regidbn N-terminal del

polipéptido AB.

297. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 295, en

donde el péptido inmunégeno se deriva de la regibn C-terminal del

polipéptido Ap.

298. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en

donde el péptido inmunégeno se deriva de la regidon intema del

polipéptido Ap.

209. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en
donde el péptido inmunégeno de AP se deriva de la regién N-terminal del
polipéptidoc AB, ¥y es un fragmento AP seleccionado del grupo que

consiste de Ap 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 1-4.

300. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en
donde el péptido inmundgeno de Ap es un fragmento de Ap Seleccionado
del grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-23. 17-24, 18-
24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

301. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 295, en
donde una molécula del péptido inmunégeno AP se fusiona en su
terminal C al terminal N de otra molécula del mismo péptido inmundgeno

de Ap.
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302. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 295, en
donde una molécula de péptido inmunégeno AP se fusiona en su terminal

C al terminal C de otra molécula del mismo péptido inmundgeno de AB.

303. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en
donde una molécula de péptido inmundgeno Ap se fusiona en su terminal
C al terminal C de una molécula de un péptido inmundgeno de AB

diferente.

304. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en
donde una molécula de péptido inmunégeno AP se fusiona en su terminal

N al terminal C de una molécula de un péptido inmunégeno de Ap.

305. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 301, 302,
303 o 304, en donde el fragmento de AP se deriva de la region-terminal
del polipéptido de Ap Y se selecciona del grupo que consiste de AR 1-5,

1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14.

306. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 301, 302,
303, o 304, en donde el fragmento de AR es un fragmento AP
seleccionado del grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23. 17-
23. 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35. 3540 y 3542.

307. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 295, en
donde una o mas moléculas del péptido inmunégeno de Ap estén ligadas

a una o mas moléculas de un péptido heterdlogo.
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308. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 307, en
donde el péptido inmunogénico de AR Se deriva de la region N-terminal
del polipéptido Ap, y se selecciona del grupo que consiste de Ap 1—5, 1-

6, 1-7,1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14.

309. La composicién inmunogénica de acuerdo con ia reivindicacion 307, en
donde el péptido inmundgeno de AP es un fragmento de Ap seleccionado
del grupo que consiste de Ap 7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-
24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 3542.

310. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 285, en
donde una o més moléculas de un péptido inmunégenico de Ap Estan

ligadas juntas en una configuracién de péptido antigénico muiltiple (MAP).

311. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 295, en
donde una o mas moléculas de un péptido inmunégeno de Ap Estan
ligadas con una o mas moléculas de un péptido inmunégeno de AP

Diferente en una configuracion de péptido antigénico miltiple (MAP).

312. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 310 o
311, en donde el péptido inmundgeno de AP se deriva de la region N-
terminal del polipéptido Ap Y se selecciona de grupo que consiste de Ap
1- 5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, 14.

313. La composicibn inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 310 o

311, en donde el péptido inmunégeno de AP es un fragmento de AP
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Seleccionado del grupo que consiste de Ap A7-11, 3-28, 16-22, 16-23,
17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540, Y 3542,

314. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 262, en
donde uno o méas adyuvantes se seleccionan del grupo que consiste de
GM-CSF, 529 SE, IL-12, fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio,
Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, lipopolisacaridos
bacteriales, compuestos de aminoalquil glucosamina fosfato, MPL™
(lipido monofosforilo 3-O-desacetilado A), un polipéptido , Quil A,
STIMULON™ QS-21, una toxina de pertusis (PT), una toxina labil al calor
de E. coli (LT), IL-1a, IL-IB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10. 1L-13,
IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, 1L-18, interfer6n-a, interferdn- p interferén-y, G-

CSF, TNF-a Y TNF B-.

315. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 314, en donde el
péptido inmunégeno es AB, el vehiculo es CRM197, y el adyuvante es
519 SE.

316. Un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto mamifero,
que comprende administrar una cantidad efectiva de la composicién

inmunogénica de la reivindicacion 262 al sujeto.

317. El método de acuerdo con la reivindicacién 316, en donde el vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de sero albimina humana,
hemocianina de lapa de ojo de cemadura {KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalblimina, hemaglutinina de influenza,

Polipéptido PADRE, protelna de circumsporozito de malaria (CS),
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318.

319.

320.

321.

322.

antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg1g.2s), Protelna de Shock
Heat,(HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, toxina de cdlera, mutantes
de toxina de cdlera, con toxicidad reducida, toxina de difteria, proteina
CRM;g7 que es de reaccién cruzada con toxina difteria, peptidasa C5a
de Estreptococo recombinante, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pyogenes ORF ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF162452,
Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumonias ORF T858,
toxoide de Tétano, gp 120 T1, de HIV, componentes que reconocen
moléculas de matriz adhesivas de superficie microbial (MSCRAMMS),

factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y quimocinas.

El método de acuerdo con la reivindicacion 316, en donde el vehiculo

contiene un epitopo de célula T.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehiculo es

un toxoide bacteriano.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehliculo es

hemaglutinina de influenza.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehiculo es

polipéptido PADRE.

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el vehliculo

que es proteina de circumsporozito de malaria (CS).
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J23.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de Hepatitis B.

El método de acuerdo con la relvindicacion 318, en donde el vehiculo es

una protelna de choque térmico (65 HSP).

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el vehiculo es

un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

El método de acuerdo con la reivindicacién 319, en donde el toxoide

bacterial es toxoide de tétano.

El método de acuerdo con la reivindicacién 319, en donde el toxoide

bacterial es CRM'¥,

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el vehliculo es

peptidasa rC5a de Estreptococo.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehiculo es

Sireptococcus pyogenes ORF1224.

El método de acuerdo con la reivindicacion 318, en donde el vehlculo es

Streptococcus pyogenes ORF1664.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 318, en donde el vehiculo

es Straptococcus pyogenes ORF2452.
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332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el vehliculo es

Chiamydia pneumnoniae ORF T367.

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el vehiculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T 858.

El método de acuerdo con la reivindicacién 316, en donde el vehiculo es
un factor de crecimiento de hommona, que estimula o mejora la

respuesta inmune.

El método de acuerdo con la reivindicacién 334, en donde el factor o ia
hormona de crecimiento se selecciona del grupo que consiste de IL-1,

IL-2, y-interferén, IL—10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1B, Y RANTES.

El método de acuerdo con la reivindicacién 318, en donde el péptido de
inmunégenb se selecciona del grupo que consiste de protelna bacterial,

de una protelna bacterial, una protelna viral, y una proteina eucariotica,

El método de acuerdo s la reivindicacion 336, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna de una bacteria.

El método de acuerdo con la reivindicacién 337, en donde la bacteria se
selecciona de Streptococcus pneumoniae, Staphilococcus aureus,
Staphilococcus epidermidis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonomea
Hemofilus Influenza, Escherichia coli, Klebsiella enterobacter, Listeria
monocitogenes, Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, Clostridium

botulinum, Especies de Pseudomonas, Saimonera typhimurium, Borrelia
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338.

340.

341.

342,

343.

burgdorferi, Shigella flexneri, Shigella Boydii, Shigella disentriaem

Aloiococcus otitidis, y Streptococcus del Grupo B.

El método de acuerdo con la reivindicacién 336, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de un antigeno de proteina virus.

El método de acuerdo con la reivindicacién 339, en donde el virus se
selecciona del grupo que consiste de virus de la inmunodeficiencia
(VIH), un virus herpes simples (VHS), virus de papiloma humano (VPH),
virus de parainfluenza (VPI), virus de estomatitis vesicular (VSV), virus
sincitial respiratorio {(VSR), virus de Epstein-Barr (VEB), un coronavirus,
un virus de vaccinia, un rotavirus, un virus de rabia, un virus de Hepatitis

C (VHC) y un virus de Hepatitis B (VHB).

El método de acuerdo con la reivindicacion 336, en donde el péptido

inmundgeno se deriva de un antigeno de protsina de hongo.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 341, en donde el hongo se
selecciona del grupo que consiste de especies de Candida, una especie
de Criptococuus, unas especies de Coccidioides, unas especies de

Histoplsma, y unas especies de Aspergilus.

El método de acuerdo con la reivindicacién 336, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de proteina de un parésito.
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3456.

346.

347.

348.

349,

350.

El método de acuerdo con la reivindicacién 343, en donde el parésito se
selecciona del grupo que consiste de un Plasmodio, un Tripanosoma, un

Esquistosoma, y una Leishmania.

El método de acuerdo con la reivindicacién 336, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de un antigeno de protelna eucariota.

El método de acuerdo con ia reivindicacion 345, en donde eucariota es

un humano.

El método de acuerdo con la reivindicacion 347, en donde el péptido

inmunégenc de un humano se deriva de un tumor maligno.

El método de acuerdo con la reivindicacion 347, en donde el péptido
inmunégeno se deriva de un antigeno de carcinoma de célula renal, un
antigeno de carcinoma de mama, un antigeno carcinoembriénico, un
antigeno de melanoma (MAGE-1), y un antigeno especifico de cancer

de préstata.

El método de acuerdo con la reivindicacién 346, en donde el péptido

inmunégeno es de polipéptido AR de humano.

El meétodo de acuerdo con la reivindicacion 349, en donde el péptido
inmundgeno se deriva de la regidn N-terminal de polipéptido AB de

humano.
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351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 349, en donde el péptido
inmunoégeno se deriva de la regién C-terminal del polipéptido AB.

El método de acuerdo con la reivindicacién 349, en donde el péptido

inmunégeno se deriva de la regién intemna del polipéptido AB.

E! método de acuerdo con la reivindicacién 350, en donde el péptido
inmunégeno de AP se deriva de la regién N-terminal del polipéptido AB,
y es un fragmento de AP seleccionado del grupo que consiste de AB-5,1,

1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3,y 1-4.

El método de acuerdo con la reivindicacion 348, en donde el péptido
inmundgeno de AB es un fragmento de A, seleccionado del grupo que
consiste de AB 7-11, 3-28, 15-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-
28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacién 349, en donde una molécula
del péptido inmunégeno de AB se fusiona en su Terminal C al Terminal

N de otra molécula del mismo péptido inmunogeno de ARB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 349, en donde una molécula
del péptido inmunégeno de AB se fusiona en su Terminal C al Terminal

C de otra molécula del mismo péptido inmunégeno de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 349, en donde una molécula
del péptido inmundgeno de AP se fusiona en su Terminal C al Terminal

C de una molécula de un péptido inmunégeno de AP diferente.
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358.

359.

360.

361.

362.

363.

El método de acuerdo con la reivindicacion 349, en donde una molécula
del péptido inmunégeno de AB se fusiona en su Terminal N al Terminal

C de una molécula de un péptido inmundgenc de AB diferente.

El método de acuerdo con la reivindicacién 355, 356, 357, o 358, en
donde el péptido inmunégeno de AR se deriva de la regién N-terminal
del polipéptido AR, y se selecciona del grupo que consiste de Ag1-5, 1-6,
1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 13,y 14.

El método de acuerdo con la reivindicacion 355, 356, 357, o 358, en
donde el péptido inmundgeno de AB es un fragmento de AB
seleccionado del grupo que consiste de AB7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-
23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 3540, y 3542,

El método de acuerdo con la reivindicacidn 349, en donde una o méas
moléculas del péptido inmunogénico de B estan ligadas a una o mas

copias del péptido heterélogo.

El método de acuerdo con la reivindicacion 361, en donde el péptido
inmunégeno de AB se deriva de la region N-terminal del polipéptido AR,
y se selecciona del grupo que consiste de AB1-5, 1-8, 1-7, 1-10, 1-12, 3-
7,13,y 14.

El método de acuerdo con la reivindicacién 361, en donde el péptido

inmunégeno de AB se selecciona del grupo que consiste de Ap7-11, 3-
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364.

365.

366.

367.

28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35,
3540 y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacion 349, en donde una o0 mas
moléculas del péptido inmundgeno de AB estan ligados juntos en una

configuracién de péptido antigénico multiple (MAP).

El método de acuerdo con Ia reivindicacién 349, en donde una o mas
moléculas del péptido inmunégeno de AB estén ligados a una o més
moléculas de un péptido inmundgeno de AR diferente en una
configuraciéon de péptido antigénico muitiple (MAP).

El método de acuerdo con la reivindicacion 364 o 365, en donde el
péptido inmunégeno de AR se deriva de la regién N-terminal del
polipéptido AR, y en su fragmento de AB seleccionado del grupo que
consiste de AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-12, 3-7, 1-3, y 14.

El método de acuerdo con la reivindicaciébn 364, o 365, en donde el
péptido inmunégeno de AR es un fragmento de AR seleccionado del
grupo que consiste de AB7-11, 3-28, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24,
18-25, 17-28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 y 3542.

368. El método de acuerdo con la reivindicacién 262, en donde uno o
més adyuvantes se seleccionan del grupo que consiste de GM-CSF, 529
SE, IL-12, fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, Mycobacterium
tuberculosis, Bordetella pertussis, lipopolisacaridos bacteriales,

compuestos de aminoalquil glucosamina fosfato, MPL™ (monofosforil
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llpido A 3-O-desacilado), un polipéptido, un polipéptido , Quil A,
STIMULON™ QS-21, una toxina de pertusis (PT), una toxina Iabil al
calor de E. coli (LT), IL-1a, IL-IB, IL-2, IL4, IL-5, IL-8, IL-7, IL-8, IL-10.
1L-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, 1L-18, interferon-a, interferénf

interferén-y, G-CSF, TNF-a y TNFp-.

369. El método de acuerdo con la reivindicacion 368, en donde el péptido

inmundégeno es AB, el vehiculo es CRM197, y el adyuvante es 529 SE.
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WO 2005058940

<110>»

<120>
«130>

<140>
<l41l>

<150>
<151>

<16D0>
<170>
«<310>
211>
«<212>

<213>

<4 00>

SBQUENCE LISTING

Arumugham, Rasappa
A. Krislma

Prasad,

PCT/US2N4M42T0

Methods of Producing Immmogenic Peptide Carrier Conjugates

023721-00011008

UB 60/530,480
2003-12-17

PatentIn version 3.3

Asp Ala Glu Pha Arg Cys

1

<210>
<211>»
<212>»
«213>

<400>

Homo saplens

Asp Ala Glu Fhe Arg His Asp Cy»

1

rw grear—

Pulart provided by Sugheus Mion, PLLE - hitp:Sees. sughvs.com
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WO 2005038540

<210>
<211>
<d12>
<213>

<400>

Asp Alm Glu

«<310>
<211>
<A12>
<213>

<400>

Asp Ala Glu

<210>
<d1l>
<a12>
<213>

<400>

Agp Ala Glu

<210>
<211>
121?3
<213>

<400>

Asp Ala @Glu

Homo saplens

EEHQ
r

saplens

Homo saplens

12
PRT
Homo saplens

e P wenve

Phe Arg Ris Asp Ber Oly t'.yl

10

Pha Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu wal Cys

10

Phe Arg Gly Alz Gly Ala Cys

10

Fhe Arg His Asp Gly Ala Gly Ala Cyw

Putawt provided by Sugiwus Sllon, PLLE - hitp:wwe. sughve com

PCT/UIBM4A42T01
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WO 2005058940 PCT/NIR2MMA42T01

<310> 7

<321l1l> 14

<212> FRT

<213> Homo saplens

«<400>» 7

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Sar Gly Gly Ala Gly Ala Cy»
1 5 10

<310> B8

<311> 17

<312> PRT

<al3> Homo sepliens

<400> B8

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val Gly Ala Gly Ala
1 s 10 15

<310> 9

<211> 13

<313> PRT

<213> Homo ssplens

<400> 9

Val Glu Tyr Oly Ber Asp His Arg Pha GIu Ala Asp Cys
1 S 10

<110>» 10

Patert provided by Sughme Slan, PLLC - htin-fwwersughrtss.com
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WO 20030038940
<21l> 4
<213>

PRT

«213> Homo saplens

<400>

10

@ly Ala dly Ala

1

<d10>
<21i>
<212>»
<al3>

<400>

11

13

PRT

Homo saplens

11

Pro Liys Tyxr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr

1

<210>
<211>
<312>
<213>»

<230>
<211>
<232>
<223>

<400>

5 1o
12
13

Homo saplens

nisc_feature
(3)..(3)
Xaa can ba ary naturally occurring smino acid

13

Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lyw Ala Ala Ala

1

<210>
<311l>
<312>»

5 10

13
16
MY

Putant grevided by Sughves- Mo, ALLC - htpciwew sughns.oom

" R gy ¢

PCT/UIS2004/042701
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WO 2003058940 PCTAIS2004042701

<213> Homo sapiens

<£00> 13

Glun Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe Asn Val
1 5 10 15

<210> 14

«<111> 10

<«112> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Fhe Glu Leu Isu-Thr Arg Ila Leu Thr Ile

1l S 10

<210> 15

<2ll> 19

«212> PRT

<213> Homo sapiems

404> 15

ASp Gln Ser Ile Gly Asp Ieu Jle Ala Glu Ala Met Asp Lys Val aly
1 5 10 15

Asn @lu Gly

210> 186
<dll> 14
<dli2>» PRYT
<313> Howo saplens

<400> 16

Pulare provided iy Bujghnis Wi, PLLE - Migrfwenr.sughein.com
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W 2005050940 PCT/U82084/042701

Gln Val His Phe Gln Pro Leu Pro Pro Ala Val Val Lys Len
1 5 10

<210> 17

<211> 15

<113> PRT

<213> Homo paplens

<400> 17

Gln Tyr Ila Lys Ala Asn Ber Lys FPha Iles Gly Ila Thxr Glu Len
1 5 ) 10 15

<3210> 18

<311> 21

<313> PRT

<313> EHomo sapiens

<400> 18
mmmrha-rhrvuuum'r:pmngwimw-mg-:

1 5 10 15

Ala Bar Fis Lau @lu
20

<210> 19

<111> 1%

<d12> Plf

«213> Homo hlpian-

<400> 1%

Lys Gln Ile Ila Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr
1 . 5 10 15

hl

Pirtend prewided by Sugias Mion, PLLE - Mip:Susw.seghne.com
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WO 2005058940 PCT/UB2MMANI N
<210> 320
<211> 51

<21l2> JFART
«213> Homo paplenms

<400> 20

Asp Als Glu Fbe Arg His Asp Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ber Lys FPhe
1 5 1o 15

Ile Gly Ile Thr Glu Lea Cym FPhe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phea Trp
0 as a0

Leu Arg Val Pro Lys Val Ber Ala Ser His Leu Glu Asp Ala Glu Phs
35 40 45

Axg His Asp
50

<210>» 21

<21i> 42

<«212> PAT

<213> Homo saplenns

<400> 31

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ber Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Iea Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
a0 a5 b 30

dly Teu Met val Gly Gly Val Val Ile Alse
35 40

Putant prowided by Sagivos Wan, PLLG - hitfoww_sughrus.com
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W 2005038940 PCT/UB2004/042701

«210>
<211>
«213>
<213>

<400>

23
23
PRT
Homo

Asp Ala Glu

1

Ile @y Ile

<210>
<21l>
<213>
<313>

<400>

a3
a0
PRT
Homo

a3

Asp Als Glu

1

Leu Arg Val

<210>
«3211>
<313>
<213>

<4 00>

ad
43
PRT
Homo

Asp Ala Glu

1

sapiens

Fhe Axrg Fie Asp Gla Tyr Ils Lys Ala Asn Sexr Lys Phs
5 1o 15

Thr Glu Leu
a0

sapiens

Phe Arg His Asp Fha Asn Asn Phe Thxr Val Ser Phe Trp
5 10 15

Pro Lys Val Ser Ala Bar His Leu Glu
a0 1]

saplens

Phe Arg His Asp Gln Tyr Ils Lym Ala A.ln Ser Lys Phe
5 10 15

Putent provided by Sughrue iion, PLLE - hip¥www.soghee.con
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WO 2005038940 PCT/IS2004042701

Ile Gly Ile Thr Glu Leu Phe Asn Asn Fhe Thx Val Ber Fhe Trp Leu
20 as 30

Arg Val Pro Lys Val Ber Ala Ser His Leu Glu
k] 40

<310> 215

<311> 23

<a12> PRT

<213> Homo paplens

400> 25

_@Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lyws Phe
1 5 10 15

Ile Gly Yle Thr Glu Leu
a0

<210> 126

«<211> 20

<212> PRT

<213> Homo msaplens

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> Xsa can be any naturally occurring amino acid

<400> 3236

Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Alm Asp Ala Glu
1 5 10 15

Fatent grovided by Sughrue Mion; PLLE - hitpofwew.sughres.com
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WO 20050SR940 " PCT/DS2004042701

Phe Arg His Asp

«210>
<21l>
<31a>
<313>

<220>
<221>»
<232>

<223>

<400>

a0
a7
a4 '

Homo saplens

misg_feature
(24} .. (24)
Xaa can De any naturally occurring amino acid

27

Awp Ala Glu Phe Arg Eis Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala

1

5 10 15

Glu Phe Arg His Asp Ala Lys Xaa Val Ala Als Trp Thr Leu Lys Ala

20 a5 ao

Ala Ala

<210> -

<211>
<3213>
313>

<2320>
<231l>»
<222>
<233>

<400>

an
M

Homo sapiens

misc_feature
(3)..103)
Xma can ba any naturally occurring smino acid

Putant provided by Sughroe o, PLLE - Mipfwwe segivos.com
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WO 2000580 PCT/US2MN42T0N

Ala Lys Xsa Val Ala Ala Trp Thr Lesu Lys Ala Ala Ala Asp Ala Glu

1

[ 10 15

mmm-mmunalnmmm-mmnnélumng

20 a5 10

Ais Asp

<210>
<a1l1>
<3l3>
<213>

<220>
<221>
<232>
<223>»

<400>

Homo saplens

misc_feature
(10)..(10)
Xaa can ba any naturally occurring aminc acid

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu

1

5 1o 15

Lys Ala Alm Ala

<210>
<211>
<213>
<I13>

<400>

30

24 1
RT

Homo saplens

Putert srovided by Sughvue Man/PLLE - hitg:fwmw.sagivus.com
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WO 2008M8R040

Asp Ala Glu Fhe Aryg
1 L]

Ala Glu Ile Asn Glu
a0

,«210> 3l

<411> 34

«213> PRT

<d13> Homd sapiems

<400> 31

Phe Axg His Asp Ser
1 5

Ala Glu Ile Asn Glu
a0

«<d10> 3a

«<211> 34

«313> PRT

<i13> Homo saplens

<400> 32

Glu Phe Arg Ris Asp
1 L]

Ala Glu Ile Asm dlu
ao

<210> 33
<311> 34
<212> PRT

-r mT o N

26l

PCT/US2004M42701

His Asp Iles Ber Gln Ala Val His Ala Ala His
1o 15

Ala Gly Azyg

Gly Tyr Ile Ser Gla Ala Val His Ala Ala His
10 15

Alm Oly Arg

Ser Gly Ile Ber Gln Ala Val Ris Ala Ala His
10 15

Ala Qly Arg
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WO 2005058540 PCTNIS204/042701
«213> Eomo saplens
«<400> 33

Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr Asp Ala @lu
1 5 10 15

Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Axg His Asp Asp Ala Glu Phe Aryg
20 as 30

Ais Asp

<210> 34

«<211> 237

<212> PRT

<213> Howo sapiens

5400> a4

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thxr Lem
1 . 5 io 15

Lya Lau Ala Thr Asp Ala Glu Phe Arg His Asp
a0 a5

«210> 235

<211> 34

<313>» PRT

<313> Homo saplens

<400> 35

Asp Ala Glu Phe Arg Ris Asp Asp Ala Glu Phe Arg Eis Asp Asp Ala
1 5 1o 15

Pulart provided by Sughvus Mian, PLLE - hipNewe.sugiwie.oom
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WO 2003058940 PCTAISI004/041T01

@lu Phe Arg Eip Asp Pro Lys Tyr Val Lys Glo Asn Thr Leu Lys Leu
' 20 25 30

Ala Thr

«310> 36
<311> 27
«<212> PRT

<211> Homo saplens

«<400> 136

Asp Ala Glu Phe Arg Eis Asp Asp Ala Glu Phe Ary His Asp Pro Lys
1 5 - 10 15

Tyr Val Lya Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thx
20 25

<210> 37

<211> 79

<«312> PRT

<213> Homo saplens

<400> 37

Amp RAla Glu Phe Arg His Amp Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Isu
1 5 1o 15

Lys Leu Ala Thr Gln Lys Lys Ile Ala Lys Mat Glu Lyw Ala Ser Ber
20 25 30

Val Phe Asn Val Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Bar Lyw Phe Ile Gly Ile

s 40 45

Pulant provided by Sughvos Mot PLLE - htpcHieww sugives aom

- ey —

Ay



(48

WO 2003038540 PCT/US2004/042701

Thr Glu Leu Fhe Asn Asn Fhe Thr Val Ber Fhe Trp Leu Arg Val Pro
50 55 &0

ny-v-lnuu.aarn-molui-punalummniup
&5 70 75

<210> 38

<211> 5B

<112» PRT

«213> Homo sapleuns

<400> 38

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Fhe Arg His Asp Asp Ala
1 5 ' 10 15

Glu Phe Arg His Asp Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Pha Ile Gly
20 as 30

Ile Thr Glu Leu Cys Phe Apn Asn Fhe Thr Val Sar Fhe Trp Leu Ary
as 40 45

Val Pro Lys Val Ser Ala fer His Leu Glu
50 55

«<210> 239

<3ll> 44

<213> WRT

<213> Romo saplens
<400> 239

Asp Ala Glu FPhe Ary His Asp Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Dhe

hnnln-ntdh'lunuhii-‘Hus-hn:!n-n.'n-m-m

aymm  Ew pE—— ———— L]
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WO 2005058540 PCT/IS2004/042701

Ile Gly Ils Thr Glu Lsu Cys Phe Asn Asn Phe Thr Val Sar Phe Txp
20 25 . 3

Leu Avg Val Pro Lys Vel Baxr Ala Ser His Leu Qlu
as 40

<3alo>» 40

«<411> 9835

<3213> PRT

«213> Homo saplens

<400> 40

@ly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser Ser Lys Bar Pha Vil Met dlu Asn
1 5 10 ) 1s

Phe 8er Her Tyr Hia Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val Asp HBer Ila Gln
20 a5 30

Lys Gly Ils Gln Lys Pro Lys Ber Gly Thr Gln Gly Asn Tyr Asp Amp
35 40 45

Asp Trp Ly® Glu Fhe Tyr Ser Thr Asp Asn Lys Tyr Asp Ala Ala Gly
50 55 60 :

Tyr Sar Val Asp Asn Glu Asn Pro Dheu Ser Gly Lys Ala Gly Gly Val
65 70 75 80

Val Ly» Val Thr Tyr Pro Gly Leu Thr Lys Val Leu Ala Leu Lyms Val
85 S0 95

Painm provided by Syghrus Mier} PLLE - Wip-Sews.sughws com
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WO 2005038540

Ber
145

Ile

Asn Ala

Leu Mat

aly Ala

alu

Mat

Sar Val

100

115

Val Glu Tyr Ila Asn Asn

Leu Glu Ile Asn FPha Glu

165

Tyr Glu Tyr Met Ala Gln

180

195

150

1a5

Glu Thr Ile Lys Lywm

Glu Gln Val Gly Thr

120

Ser Arg Val Val Leun

Gly Ser HSar Leu Ber

Arg Asp Iys Thr Lys Thr lLys

a10

a1s

Ile Lys Asn Lys Mat Ser Glu

Lys Ala Lys Gln Tyr Lesu Glu

ol IR KT

PCT/USI004042701

Glu Leu Gly Isu Bar Leu Thr Glu
105 110

Glu Glu Phe Ile Lys Axy Fhe Qly
135

Ber L Pro Phe Ala Glu Gly Ser
140

Trp Glu Gln Ala Lys Ala Leu Bar
155 160

Thr Arg Gly Lys Arg Gly Gln Asp
170 17s

Ala Cya Ala Gly Asn Arg Val Arg
i85 190

Cys Ila Asn Leu Asp Trp Asp Val
405

Ile Olu Sar Leu Lys Glu His Gly
220

Ber Pro Asn Lys Thr Val Ber Glu
a3s 240

Glu Fhe His Gln Thr Ala Leu Glu
a5%50 a5%

H.Mpudﬂihyl.huﬂlurﬂlﬂ-Mhur-m-hmu-n
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WO 2003058240 PCTAIS2M4N42701

His Pro Glu Leu Ser Glu Leu Lys.Thr Val Thr Gly Thr Asn Pro Val
260 265 a70

mu.elyu-mmu-numunnlmnlunmwl
273 a80 285

Ila Asp Ser Glu Thr Ala Asp Asu Leu Glu Lys Thr Thr Als Ala Leu
2%0 a9s 300

Ber Ile Leu Pro Gly Ile Gly Her Val Mst Gly Ils Ala Asp Gly Ala
305 310 . 318 k {+]

Val Miyp His Asn Thr Glu Glu Ile Val Ala Gln Ber I'.i.a Ala Leu Bar
325 330 335

Ser Leu Mat Val Ala Gln Ala Ile Pro Leu Val @ly Glu Leu Val Asp
340 348 350

Ile 'Gly Phe Ala Ala Tyr Asn Pha Val élu Ber Ile Ila Asn Leu Phe
. ass 360 365

Gla Val Val Mis Asn Baxr Tyr Asn Arg Pro Alm Tyr Ser Pro Gly Hias
370 375 jao

Isys Thr Gln Pro Phs Leu Hie Asp dly Tyr Alw Val Ser Trp Asn Thr
385 aso 395 400

Val Glu Asp Ser Ile Ile Arg Thr Gly Phe Gln Gly Glu Ser Gly Him
405 410 415

ASp Ile Lys Ile Thr Ala Glu Asm Thr Pzo Leu Pro Ile Ala Gly Val

Pulant provided by Seyhwie Whit] BLLC - Mip-Furew.sugime.oom
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WO 2003058940 PCT/US2004M42701

Leu Leu Pro Thr Ile Pro Gly Lys Leu Asp Val Asn Lys Ser Lys Thr
435 440 445

His Ile Per Val Amn Gly Arg Lys Ile Arg Met Axg Cys Axg Ala Ile
450 455 460

Asp Gly Asp Val Thr Pha Cys Arg Pro Lys Ser Pro Val Tyr val Gly
468 470 475 480

Asn Gly Val His Ala Asn Leu His Vel Alas Fhe His Axrg Bexr Ser Ber
485 4%0 495

Glu Lys Xle His Ser Asn Glu Ile Ber Ser Asp fer Ila Gly Vel Iem
500 " 508 510

ely-ryrmnmmhlnpm-mmvnm_a-i:u-uus:r
515 530 525

f L
I=u Phe Phe Glu Ile Lys Ber
530 535

<210> 41

<211> 17

«<41a> PRT

<213> Xomo asplens

<400> 41

Ila fer Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Als Gly
1 5 10 . 15

Palant providad by Sugivus MSIOPLLE - hit:Sewwsoghne.com
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WO 200358940 PCT/OBD0/D42781

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

42

42

PRT

Fus mmsculus

ASp Ala Glu Pha Gly His Asp Ber dly Pha Glu val Arg His Gin Lys

1 .

5 10 15

Isu Val Pha Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ila Ile

Qly Ieu Mat Val Gly Gly Val Val Xle Ala

<410>
<3211>
<21ad>»
<313>

<220>
<233>

<400>

as 40

43

9

FRT
Artificial

A-bata 18-25 + C

41

Val Phe Pha Ala Glu Asp Val Gly Cys

1

<210>
<211»
<3212>»

- e E e Peees——

44

Palent provided by Sughvus Miel, FLLC - hitpcieww.sglres com
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<2131> Artificial

<3220>
<223> A-bets 17-24 + C

<400> 44
Leu Val Fha Phe Ala Glu Asp Val Cys

b 5

«21D0> 45

<211>» 9§

«3212>» PRT

«313> Artificial

<230>
«<233> A-beta 16-23 + C

<400> 45

Lys Leu Val Pha Phe Ala Glu Asp Cyw
1 - B

<210> 46

<211l> &

<312> PRT

«213> Artificial

«<130>
«123> A-bata 18-35 3 C

<400> 48

Cy» Val Phe Phs Ala Glu Asp Val Gly
1 5

«<310> 47
«<311> 9

Dl o e S - A ne

PCT/US2004042701
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WO 2005058940
<212> PRT
«3213> Artificial

«220>
<2323> C & A-bata 18-235
400> 47

Cyw Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val
1 5

<210> 48

21> 9

<3212» PRT

«213> Artificiml

<220>

<323> C + A-beta 1§-23

<400> 449
Cys Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp

1 5

<310> 49

<311> 8

<212> PRT

«<213> Artificial

<230>

<223> A-beta 18-24 + C

<400> 49

Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Cys
1 5

<3210> 50

Patant provided by Sughrue Mish, PLLE - hilpcFeww.aughrs.com
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WO 2003/A58540 - PCT/USMN42701

«311>
<2132>»
<3213>»

<220>
«233>»

<400>

Artificial

A-beta 17-23 + C

Leu Val Phe FPha Ala 3lu Asp Cys

1

<210>
«211>
<312>
<213>

<220>

«223>»

<220>
<221>»
<233>
<223>

<4400>

Lys Leu Val Pha Phe Ala Glu Cye

1

<210>»
<21l>
<213>
<d13>

220>
223>

5
51
a8
PRT .
Artificial

A~beta 16-32 4+ C

misc feature
(8}..(8)
CEM 197 sdded via terminal cystaine

51 -

5 .
52

]

FRT

Artificiel

C + A-betn 18-24

Putem provided by Sugheull Bz, PLLC - Mtsiwere anghres.eom
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<330>
<221>
<233>
<223>

<400>

misc_feature
{1)..(1)
CEM 197 added via HE-torminal cysteine

Cys Val Yhe Phs Ala G@lu Asp Val

1

<210>
<3all>
<312>
<213>

<230>
<223>

<400>

5
53
B
PRT
Artificial

C + A-bsta 17-23

Cys Lau Val vhe Pha Ala Glu Asp
1 '

<310>
<211>»
<213>
<213>

<220>
223>

<220
<221>
<2232>
<323>

<400>

s
54
a
¥RT
Artificial

C + A-beta 16-32 + C

misc_feature
f1y.. Q1)
CRM 197 added via N-terminal cysteine

Patevt provided by Sughruy Mln, PLLC - hii-Nowe. mughree som
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WO 2008158940 PCT/U5204R43701

Cys Iys Leu Val Phe Phe Ala Glu
1 3

Polent provided by Sughus illon, PLLE - hap:fwww.aughrus.com
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No. de solicitud PCT/US2004/042701
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(54) Thul:  CONJUGADOS DE PORTADOR DE PEPTIDO INMUNOGENICOS Y METODOS PARA PRODUCIR LOS MISMOS

REIVINDICACIONES:

1. Un método pars la conjugacién de un Inmundgeno de
péptido vla un grupo reactivo de un residuo de aminoécido del
Inmundgeno de péptido a un portador de proteina/polipéptido
gue tiens uno o mas grupos funcionalss, ef método esth
caracterizado porque comprende las elapas de:

(a) derivar uno o més de los grupos funcionales del poriador
de proteine/polipsptido o de opcionalmente a un enlazador de
polipéptido anexado al portador de proteina/polipéptido para
genarar un portador derivado con sifios reactivos;

(b) hacer reaccionar el portaxior de proteina/poiipéplido
derivado de la dtapa (a) con un grupo reactivo de un
aminoécido del Inmundgeno de péptido, bajo condiciones de
reaccién de tal manera que el inmundgeno de péplido es
conjugado al partador de proteina/polipéplido derivado via los
grupoe funclonales y

{¢) hacer reeccionar adiclonalmente el conjugado con un
reaciivo de coronacidn para inaciivar los grupos funcionales
sin reacclonar meectivos libres en el poriador de
proteina/pofipéptido derivado, conservando mediants esto la
funcionalidad del portador, de tal manera que retiens su
capacidad para producir les respuestas Inmune deseadas
conta ol inmunégeno de péptido que de oira manera no
ocurririan sin un portador.

2. El método de conformidad con la meivindicacién 1,
camcterizado porque el portador de protsina/polipdptido es
seieccionado del grupo que cansiste de albumina de susro
humano, hemocianina de lapa de bocallave (KLH), moléculas
de Inmunoglobuling, tirogiobuling, ovalbiimina, hemaghdinina
de influenza, polipptido PADRE, proteina de
circumesporocito de malaria {CS), antigeno superficlal de
hepatitis B (HBSAgea), proteina de choque tésmico (HSP)
65, Mycobacterium tuberculos’s, toxina de colera, mutantes de
imdna de cblera con toxicidad reducida, toxina de difteria,
proleina de CRMi» que 63 de reactividad cruzada con toxina
de difterla, peplidasa esireptococal ORF1664 recombinants,
Streptococcus pyrogenes ORF1224, Strepiococcus pyrogenes
ORF1684, Streptococcus pyrogenes ORF2452, Chiamydie

pneumonias ORF 367, Chlamyidia pneumoniae ORF T858,
toxoide de tétano, HIV gp120 T1, componentas que reconocen
moléculas de matilz adheslva supeificial microblana
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hormonas, citocinas y
quimiocinas.

3. El método de conformided con la relvindicacién 2,
caracierizado porque el portador de proteina/polipéptido es
CRMwr.

4. E método de conformidad con la relvindicacién 1,
caracterizado porque of inmundgeno de péptido es
seleccionado del grupo que consiste de una proteina
bacteriana, una proteina viral y una proteina aucariéntica.

5. El método de conformidad con la nrelvindicacidn 1,
caracierizado porque el grupo funcional de una o mas
moléculas de aminoécido del portador de proteina/polipéptido
o del enlazador de polipbptido anexado opcionalmente es
derivado usando un reactivo de reticulacian,

6. El méiodo de conformidad con la relvindicacidn 5,
ceracierizado porque el portador de proteina/polipéplido se
hace reacclonar con un reactivo de haloacetilacién.

7. El méiodo de conformided con la relvindicacion 1,
caracterizado porque ol reactivo do coronacidn que es usado
para desaclivar grupos funcionales reacfivos libres en el
portador de proteina/polipéptido activado ss salaccionado dal
gupo de reaclivos que consisis de clsisamine, N-
acetlicisteamina, etanclamina, hidréxido de sodio, carbonato
de sodio y amonlaco.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [,,]/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacidn de que se solicita la concesién de una patente i
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [,]/
€ Descripcion de la invencion . [
€ Dibujos de ser estos pertinentes [1]
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [a]/
COMPLETA [ ] ! INCOMPLETA [ |
DISENO INDUSTRIAL [ ]
& Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [1
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

' ¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el diseno

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacidn de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
¢ Representacion grafica del esquema trazado [
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [

COMPLETA [ 1] INCOMPLETA [
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