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Tra. 11 PATENTEIYY
EVE 370 FASENACIONALI

Acl 411 PRESENTACION Folor: 386

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Caplitulo . [ Capitulo II.

Nombre: ELAN PHARMACEUTICALS,
INC. y WYETH
sociedades constituidas y existentes bajo
SOLICITANTE Ias leyes del estado de Delaware, Estados
(71) Unidos de América

Direccion: 800 Gateway Boulevard
South San Francisco
California 84080
Estados Unidos de América

IDENTIFICACION

y
Five Giralda Farms C.C. O NIT O
Madison C.E. O oo [
New Jersey 07840
‘Estados Unidos de América Cual

Numero

Domicilio: South San Francisco
California 84080
Estados Unidos de América

Madison,
New Jersey 07840
Estados Unidos de América

respectivamente

@ Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 C.C. NIT |:|

Teléfono: 34736 11 .
REPRESENTANTE 211 86 50 C.E. O Otro O

Fax:
O APODERADO E-mail: Cual

Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31.929

102 Barton Lane 105 Worsham Drive

Chapel Hill Chapel Hill

INVENTOR (E Carolina del Norte 27516 Carolina del Norte 27518
(72) (ES) Estados Unidos de América Estados Unidos de América

O 1. illlppl G. ARUMUGHAM ) 2. Krieshna PRASAD A.

PCT (86)
@ Solicitud Internacional No. PCT/US2004/044083 Facha: 17 de diciembre de 2004
Publicacién Internacional No. WO 2005/058841 A2 Fecha: 30 de junio de 2005

TITULO (54)
o C_NJUGAD S DE PEPTIDO INMUNOGENIC AB-VEHICULO Y MET DOS
| PARA SU PRODUCCI N

@ Clasificacién Internacional (§1) CO7K ¢/,
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Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud

124 No[ us 17 de diciembre de 2003 60/530,481

®

Comprobante de pago No.: 06-44,162 Fecha: 12 de Junio de 2006

©

¢

& O

OEDO OO00 REOOR

Anexos:

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

Documento que acredita la existencia y representacién 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 intemacional. (Resumen, descripcion, 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 la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Internacional WO 2005/058941 A2
2. XExtracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES
EN FASE INTERNACIONAL
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EDIFICIO BIBKI
CARRERA du_N° 7238
BOGOTA, & ~COLOMIA

REPREBENTACION Y PODER

Yo (nasotros), abajo firmado (s)/1 (ve), the undamigred
ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

Yete

Repressntacién, Ratifienclén y Fodar con auteaticacién
notarinl y Apostils paras patsntes, modeios de wiilidad,

disefios industriales,
comercinles,
comeroiales,

mareas de fibries, oDombres

ensafiag, nombres ds dominio, lemss
Hcoencinas.

catation, Son and PowsiiobAbioriay W
notarinl authenticntion and Apostille for patants, utility

models, indwstrinl designs, trademaris, names,
trads emblems, domatn rmmes, slogans, liconses :
REPRESENTATION AND POWER OF
ATTORNEY
AU
6634

domicillado (s) sn/of  BOO Gateway Boulevard, South San Francleco,

Callfornia 84080, United States of America.

pov ol presceie nombramos s EMILIO FERRERO, o J1505;
OONZALO PERDOMO, pa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tps.
23355 y OBRMAN CAVELISR, 1pa. 832, domicllisdos en ls Carrern
4a N* 72-35. Bogoid, Colombin. en obodocimisno & lo dispuesio en of
purigafo 1o del Asticolo 543 del Cédigo de Comerwio, ol primere

X prinoipal y los demis come suplentes, 0 W ordon, vome mh

- W-u-ﬂn-ﬂ-m-kwﬂd—hﬂﬂ—l

con fcultsd pam rosibir notificaciones y nombrar epodersdos judiclales
o cxunjudiclales. £ primer mprefentante Riplents resmpleosand ol
principal en cosp de sumncia o impadimento tempoal ¢ dafinkive de
oquél. La misms rogle s aplicanl cuando el sogundo repressninnie
suplenty hoya da rasmplatar ol primraro, © #] ercaro ol sspunde. En
tales cusos, ol reprommiagle princpel, o o prioe o, o sugundo mplente.
H_nun.onh.dulmhmlnﬂuﬂubﬂndﬂull
represenineldn medkais dochosctén aumnticads por Notarlo Poblico en
Cuolambla, o par Nowmrio u oo Funclonmrie Piblice. v Cinsul da
Colomble, en o] extranjert: y si sr (misrw do impedimonts, con of
sorlifiesdo reapusiive. Si alguno de lon sombmeios faftwre
dnﬂnhuh.ddqﬂmumﬂmhw.“mhmﬁs
¢ impodimento dal reproseorants principal, o da s primero o Rgundo
suplmios, oo & Caso, podnin g)ercer In represanthcidn, en su erdan, uno
u otros scgim ¢l cmse, amuniéndols por ol solo hecho dv oucols,
comndn =n ags momwnto ol ajercisio dx In reprosentscidn par of
primaro, szgundo o lercér suplunin on su caso.
Ademis, oonficr {canfcrimos) poder a los abogados arriba nombrados.
pars pbucner In pretecelén de mi (nusaim) propledsd Indusidal y conba
In compotencio degleal, & cuyn ofexo oulorieo (amos) a los dichor
par que mo (a0s) nprescalen et cunlcaquic celdaies o
personns, ojorzan o uo Jurisdiccldn, sxpecisimams anis lod del orden

sdminisrativo. contcoxiose- wdminimrative ¥ Judiclal, ssl.como Tos -

tribuoales de whhmmanip, en odo Yo conesrnieute i Jus sigulcoce
anmmow: u) Ohbenactén do pewsnics de Invencién, modsics ds urllided y
dissfios indiriples o roguue de mmeos de fibeicn) colsvtivia.
datesivad, dec  serviolo, lumas  comarclales,  nombeas

comirclisles.  omuslins, nombrex do dominla, varladadey Vvagetiles y

denominaciones de origtn; m renovclén, traspasn, camblo ds noinbre
o domtitllle, cancclucién voluniarin; y al raglawo da llomcias do uwse de
wios dorcehox b) Lay wcolanes de competansia desiaal, protscakin dal

© CAVELIER ABOCADOS
WrPODE01-181 Q4INUTA N®12.1.12.8 UBA)

In dua compliancn with tha torms of pwagraph Ist of article 343 of tha
Comemtisl Coda, do hercby appoint EMILIO FERRERO, tpe 31925;
GONZALO FERDOMO, tpa. E3]; LUZ CLEMENCIA DR PARZ, tpa
23353 and QERMAN CAVHELIER, tpa 32, domlolicd a1 Corrern 48
N" T2 35, Bogows, Colombia, the firm sa principsl snd the athars as
allermniacy, In the order of Lhelr appointawnt, &s oUW represanarives for

to sppofnt smameys in and out of Court. The first almmute shall roplsce
tha principal In case of his abssnas or of wmporsl or definidve
impediment. The same rule will opply whoen the -sstond alamnatn
represeniative In o roplars the Srst aoe, or when the thind i 1o roplace
e first or sccond sltematos in el turn, or both of them, scoond. In
such cases, the principnl repmsensesive, or the first or sscond altermpdes
in thelr wum, or both of tham. sholl mute thefr intanilon woT © mat a8
repregantstives through n declomtion given belbrw a Notary Publle n
Colombia, or bofore & Noiary ar ssothar Fublle Offloisd or & Colemblan
Consal ahmad; and Ln case of impediment, the approprinta cenificute
shall guffice. 1T any of b appointess wera 1o be definllaly shemnl, o

thelr sequonca, by ™a principal, 1 ona
oa case, and the mers it or I sxigoleg

atmal) cud at such trme. In sddigR R dat 3 Power of A5 f
favor of the sbove_namad ail oy f{,ﬁ.\. bt 2
the prowecdon of my (our) nd _."“.:'.",‘:.. ’T‘*’:ﬁut"r\.i”\w 5 ,.: _
competiden. for which perpose Ii(vill) sgiie MeND Rfbdbnips :
Jetadictde, apocially thass scmielsgRivE. séminidaiive Conianclovs
mnd jodiclal, m will a8 batbre AsiRgEs Court, to all matters

 patcnix, wilhy
deftnsiva md scrvice marks, alojap pecinl namas, Trada
omblcma, domain nomes, vegatal varisties and denominnians of arigls;
iw ronewml, sssignment, chungs of nama or domiclls, vohluntary
exnooliction: mnd the roglamramion of licansas of use of tha shave righte
b) . Actions of unfalr competition. proicton to the censmmer,

>

« —xil-Industrisl- propety-mancrs-with - Geulty- (s ywcsive-notifications.and . ——
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" consumidor, opasicioncs o observacionss, cancvlasiin adminlatretive y
Judicial, milidad, medides crulcisres, concoalén de Heenclss, Lo umela,
Ia proteceilo dc soocios indugrisics, y en ganaral los Julcios civiles,
pennles, sdministratives o oontancisse. odmiskmilvos relacionados
eu:__uumlmlamquuapmqmo:m

pucthn suthulr aite mandsto, yansigh, concilir, admitic loy hechos
del procesy, disinr, onpoelar, reoiblr, renunclar, y mtdficar las scton ds
apantes oficloms.

opposhtfons or obsrvations, adminisiogtive or Courr cancalintisn,
nolky. Whkingeeuml, puating of liccuscs, the actan for wi
mepdemus, tho proiaciso of twis seciets. and In ponee] the civil,
pensl, and seiminisoarive sufis rdming to hoso rights; actions snd sl
Inpinad.-by. me () or sgakst s (W) And tme In 1l the shove
mazern they may substitule his Power of Amnmey, compromisa,
conelliole, admil (ho facts of the casc, desiax, cancal, receive, resign, ood
milly acts done by represeriatives without o power ol altomay.

Dado y firmado bay/Given md signed s SgpTenle 2, 2005
onfla BMSmhuuhn.GAmug

Chief Intellectual Property Counsel

© CAVELIER ABOGADOS
WFPODEOI-181 (MINUTA N°I2.1.12.4 USA)




CERTIFICACION NOTARIAL (BOCIEDAD)
Alos diss del mes do
de 200 _ comparecié(eron) ante mi,
Carl W. Bgl; ;lg » Senior Vice President,

Chiaf InteIlecl: pig Frnpi!r 37 Cuunsel
ouhn(u)mpnmhmmyquﬂmnmmmu
de 1 Socisdad/compaliis, denominada
ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

Ceritflco:
1. Qua he visto los siguientes documantos:*

2.Qua dichos documentos prusban lo sigulenta:

2.1.Que ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

o8 una Sociedad/Compaliia legaiments constituida y existente de
acuerdo con lns Jeyes del _Estedo de Delaware, .
Estados Unldos de América

2.2.Qus el domicilio de dicha Socledad/Compuliis o5 :
800 GIEE! Boulsvard, South San Francisco,
Califormia 84080, Eatados Unidos de América.
2.3. Que ¢l objomn u chjetos para loy cuales sa olorge &l presente

poder estin comprondidos deniio del objeto soolal do la
mencionada 9

pcladad/Compaflis.
‘.A.Qunal(lﬂ)sﬁh) Carl W. Battle, Sanior
ic

esti(n) sutorizado(s) pars otorgar e presemis PodeCounsel
Cludad
Estado

Hoy do 200

NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO — NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL

= Las documentos quo cerlifican la exhnuncls de Ia compaliie deben

e—President;—Chie HﬁteIEectunI—Eoperby——_—-

SEE ATYACHED Nom?cqf
" CERTAT\CANE

DTARIAL CERTTFICATION (CORPORATION)

* The documsnts that cartliy the existance of tha company rouxt b

identificnesa con focha y origen idemificd with date sxd origin
APOSTILLE
{Convention de La Hays du 5 octobre 1961)
1. Country:
This publlc dosument
2. hay been signad by:
3. acting in the capacity of:
4. boary ths ssal/stamp oft
Certifled
5. st 6. the
7. by
3. No.
9. Seal/stamp 10. Sigoature

© CAVELIER ABOGADOS
WPTODEDI-131 (MINUTA N*11.1.1.26 UEA)



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by PETER SURLA
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of PETER SURLA, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 3rd day of October 2005
by Deputy Secretary of State, State of Califomnia
No. 257972
Seal/Stamp:

© o N O O

10. Signature



T S e O U SN S P A

State of Caliomia
Countyof _ SN MAXEO } -

On S¥eTemMQe R A, 2.005 petoreme, YETER S URLA , NoTARY RuBuC,

Duin Namm e Thin of O (g, “Jurw Cow, Noliry Public’)

personally appeared CARL  W. RaYTLE

Namute] of Sigmarta)
3 poersonally known to me

O proved to me on the basis of satisiactory
evidence

to be the person(s) whose name(s) (@/are
subscribed to the within instrument and
acknowiedged o me thai(ig/shefhey executed
the same In (hiherthelr _authorized
capacily(les), and that by igherfhelr
signature(s) on the instrument the person(g), or
the antity upon behalf of which the person(s)
acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

OPTIONAL

Though the information below i nof required by inw, X may prove vaiuable o persaquereiiR D
frauchdant ramove and reatiachment of this lomn b &k

Description of Attached Document

Document Date: _» (A

Signer(s) Other Than Named Above; W {p

Capaclty(les) Claimed by Signer
c AN w,

STMon
O Indlvidual .
18 Corporate Officer — Titie(s): CAET \WNTELLECTLAL RRotEM
O Partnar — [J Limited O Generaf
O Attomey-in-Fact
O Trustee
O Guardian or Conservator
O Other:

Signer Is Representing:; CLAN  RWARMACEUTICALS  INC.

Signer's Name:

1999 Nulionml Notery Assaciston - 0350 De Bolo Are., P.O. Box 2402 « Cheteworth, CA §1312-402 - wew.ralominotary o Pmad. No. 507 uﬂ“ﬂ.ﬂim

e
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Country : Unlted States Of America

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

This public document has been signed by LORRAINE F STRUNK

acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

bears the seal/stamp LORRAINE F STRUNK, NOTARY PUBLIC, MONTGOMERY COUNTY, COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA
Certified
6. The 3rd day of October, 2005

at Harrisburg, Pennsylvania

by Pedro A. Cortés, Secretary of the Commonweaith of Pennsyivania

No : 200538342
Seal/Stamp




CERTIFICATION OF AUTHORITY
Richard Collier Executive Vice President, General Counsel &
1.1, (nanu» (title) Secretary
of ELAN PHARMACEUTICALS, INC, do he PHARNMACEUTICALS, INC, do hereby oertlfy that:
Carl W. Battle Senior Vice President, Chief Intellectual
. is the Property Counsel
of ELAN PHARMACEUTICALS, INC. and that he/she is the authorized by ELAN
CELUTICA to exacute this Power of Attomey on Its behalf.
1.2 That ELAN_PHARMACEUTICALS, INC. is a corporation/company legally
constituted and in existence [n accordance with the laws of the State of Delaware,
Uni Ametica

13. That the domicile of saki corporation/company is BDO Gateway Boulevard,
S San Franci Califomia 94080, United

1.4. That the purpose or purposes for which the present Power of Attorney is

-granted-are -comprised-within-the-corporetion-purposes~sat-forth-in- the-charter-of —-—————

the mentioned corporation/company.

2, For issuing this certification that | have seen the following documents:

2.1. The Articles of Incorporation of ELAN PHARMACEUTICALS. INC,,
dated March 19, 2004

- m i Jj.ﬂ
AE- k. §

2.2. The Resolution of the Board of Directors and/or the By:
PHARMACEUTICALS, ING., dated

Signed this ¢ ¢ of JePTendce Of the \2 ):
(name)
(Title)

Richard Collier
Executive Vice President, General Counsel & Secretary
Elan Pharmaceuticals, Inc.

TH OF PENNSYLVANIA

W ?/M p-645"



TRADUCCION OFICIAL 243/2005 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPANOL, 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 ELAN PHARMACEUTICALS, INC., EMPRESA DOMICILIADA
EN 800 GATEWAY BOULEVARD, SOUTH SAN FRANCISCO, CALIFORNIA 94080,
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 HOY 2 DE
SEPTIEMBRE DE 2005 EN SOUTH SAN FRANCISCO CA 94080, ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA. FIRMADO: CARL W. BATTLE, VICEPRESIDENTE
PRINCIPAL, JEFE DE ASUNTOS JURIDICOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL.

CERTIFICADO NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPANOL POR EL CUAL SE
CERTIFICA LA COMPARECENCIA DE CARL W. BATTLE, VICEPRESIDENTE
PRINCIPAL, JEFE DE ASUNTOS JURIDICOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL
PARA FIRMAR EL PODER ARRIBA CITADO A NOMBRE DE ELAN

PHARMACEUTICALS INC. Y PARA CERTIFICAR LA EXISTENCIA LEGAL, EL

b SRR T TV T
DOMICILIO DE DICHA EMPRESA Y LA CAPACIDAD DE é YRR _,.“,

Y
COMPROMETER A DICHA FIRMA. ..1;. ;

RECONOCTMIENTO MULTIPROPOSITO DE CALIFORNIA
ESTADO DE CALIFORNIA, CONDADO DE SAN MATEO ‘ _

T e it
A, notario
pGblico, comparecié personalmente CARL W. BATILE, conocido
personalmente por mi como la persona cuyc nombre estd escrito en
el documento adjunto y reconocié6 ante mi que ella firmé el mismo
en su calidad autorizada y que mediante su firma en el documento
la persona o entidad a cuyo nombre actuaba, firmé el documento.

Atestiquo mediante mi firma y sello oficial

Peter Surla




Sello: PETER SURLA, Cargo 1538923, notario pGblico, Califormia.
Condado de San Mateo. Mi cargo vence el 26 de diciembre de 2008.
Descripcién del documento adjunto: Poder y representacidn.
Calidad reclamada por el firmante
Nombre del firmante: Carl W. Battle, vice-presidente principal,
Jefe de asuntos juridicos de propiedad intelectual
El firmante representa a ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

CERTIFICACION DE AUTORIZACION
1. Yo, Richard Collier, vicepresidente ejecutivo, abogado general
y secretario de ELAN PHARMACEUTICALS INC., por 1a; presente
certifico que: .
1.1. Carl W. Battle es el vicepresidente principal, abogado
principal de propiedad intelectual, de ELAN PHARMACEUTICALS INC,
. y que se encuentra autorizado por ELAN PHARMACEUTICALS, INC para
firmar este poder a su nombre.
1.2. Que ELAN PHARMACEUTICALS INC, es una sociedad/compafiia

legalmente constituida y existente de conformidad con las leyes

bl

de América.
1.4. Que el objeto u objetos del present

gociedad, de

comprendidos dentro de los objetos sociales de S

acuerdo con lo que se expone en el documento de constitucibn de
dicha sociedad/entidad.

2. Con el fin de emitir easta certificacién he visto 1los
siquientes documentos:

2.1. El1 documento de constitucién de ELAN PHARMACEUTICALS INC, de
fecha 19 de marzo de 2004.

2.2. La Resolucién de la Junta directiva y o los estatutos de
ELAN PHARMACEUTICALS, INC de fecha ( dato en blanco)

Firmado hoy 6 de septiembre de 2005.

2



Firmado: Richard Collier

Vicepresidente ejecutivo, abogado y secretario de
Pharmaceuticals Inc.

SELLO: ESTADO DE PENSILVANIA

SELLO NOTARIAL, Lorraine F. Strunk, notario piblico

Upper Merion Twp. Condado de Montgomery

Mi cargo vence el 4 de abril de 2009

Miembro de la asociacién de notarios de Pensilvania.

FIRMADO: LORRAINE F. STRUNK, 9-6-05

ESTADO DE CALIFORNIA

APOSTILLA:

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

2. ha sido firmado por PETER SURLA

Elan

3. quien acta en su calidad de NOTARIO pﬁBL:Ei:o ESTABQ DE

RS 1'.‘.1,‘

CALZ}'FORNIA
4._l1é;a el sello de PETER SURLA NOT‘QZLM-
*CALIFORNIA k2

CERTIF';I:CADO
5. en SACRAMENTO, CALIFORNIA

6. el 3 de octubre de 2005

8. Nimero 257972

9. Sello:
Eduorde Calehe Negusrs
GRAN SELLO DEL ESTADO DE CALIFORNIA m-.ml-r:“mll llmlﬂﬂ
Ree. 502 Folvwre do 1%

10.Firma: (ILEGIBLE) secretario de estado de Ohio.
APOSTILLA:
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Estados Unidos de América
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WO 1003058941 PCT/US2004 /044093

AS IMMUNOGENIC PEPTIDE CARRIER CONJUGATES
AND METHODS OF PRODUCING SAME

CROSS-REFERENCES TO RELATED APPLICATIONS

[0001] This application claims the benefit under 35 U.S.C. § 119(¢) of U.S. Provisional
Patent Application Serial No. 60/530,481, filed December 17, 2003, which is incorporated
herein by reference in its entirety for all purposes

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0002) The essence of adaptive immmumity is the ability of an organiam to react to the
pmmcenf[o:eignlublhmumdpmduca@nmmmﬁ(ﬂﬁbodiﬂﬂdoaﬂ:}ﬂpabhof
specifically interacting with and protecting the host from their invasion. An *. or
“immunogen” is & substance that is éblemaudtmi-typeofinmmmmddmis
capabloofinmcﬁngwiﬂnhemniﬁzedee]llmdanﬁbodiuthntmmmfachmdngaimtit.

10003] Antigens or immunogens are usually macromolecules thet contain distinct antigenic
sites or “epitopes™ that are recognized and inmteract with the various compenents of the
immune system. They can exist as individual molecules composed of synthetic organic
chemicals, proteins, lipoproteins, glycoproteins, RNA, DNA, or polysaccharides, or they mey
be parts of cellular structures (bacteria or fungi) or viruses (Harlow and Lane 1988ab; c;
Male et al, 1987).

(0004] Small molecules like short peptides, although normally able to interact with the
productlofmimmlmerupome,oﬁmmotctuleampomeonthuirm Thoss peptide
immomor“hapm"uﬂmyuedmuﬂed,mwtmﬂyhmmplehmﬁmmd. )
although not able by themaeives to canse immunogeniity or to elicit entibody groduction,
can be made immunogenic by coupling them to & suiteble carrier. Carriers typically are
protninmtigensofhighumolecuhrwaightthatuaubletocummimmmologiulmpme
when administered #: vivo.

[0005] Inmimmmmponu,mﬁbodiumpmducedmdmrebdbyﬂw&lmhocm
in conjunction with the T-helper (T}) cella, In the majority of hapten-carrier systems, the B
oallspmdmmﬁbodiuthntmspeuiﬂcfmboththehaphnmdtbocnﬁm In these cases,
thelemphocyte:wi]lhmlpeciﬁcbindingdomnimonthecuﬁu‘,butwiﬂmtmgnize
the hapten alone. Innldndofsynagim.ﬂ:eﬂdecelheoopmminducuhlptm-
mmwmmlmm-m.qm
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specific antibody rosponse. After such an immuns response has taken place, if the host is
subsequently challenged with only the hapten, usnally it will respond by producing hapten-
epecific antibodies from memory cells formed after the initisl immimization.

[0006]  Synthetic heptens mimicking soms critical epitopic structures on larger
macromolecules are often conjugated to carriers to create an immune response to the larger
“parent” molecule. For instance, short peptide sogments can be synthesized from the known
sequence of a protein and coupled to a catrier to induce immunogenicity toward the native
protein. Thistypeofnynthoﬁcnppmnuhtoﬂmimmmngmpmdmﬁmhubewmeﬂubmis
of much of the current research into the creation of vaccines. However, in many instances,
mmlyumﬁngaB—cdlreapmubyuﬁngsmtheﬁcpepﬁdocnﬁucuqiugﬂu,hwwuwaﬂ
dedgned,wﬂ]nmdwnylgumtuwmpletepmhcﬁwhnmmitywwmdm_inhdmﬁm
Ihehnmunempmsegmnnhdbyuhmtpepﬁdoepimpoﬁomnlngéﬂimlpuﬁeleor

.blminleellmyomlybesufﬁcimttosmmbammyatﬁnneelllﬂval. In theso cases it

is genernlly now accepted that a cytotoxic T-cell response is 8 more important indicator of
protective immunity. Designing peptide immunogens with the proper epitopic binding sites
for both B-cell de-cellmogniﬁonisoneofthomostnhlﬂmgingmambmin
immunology today.

[0007) 'The approach o increasing immunogenicity of small or poarty immunogenic
molecules by conjugating these molecules to large “carrier” molecules has been utilized
mccessfully for decades (sce, e.g., Goebel ef al. (1939) J. Exp. Med. 69: 53). For exanple,
many immunogenic campositions have been described in which purified capsular polymers
have been conjugsted 1o carrier proteins to create more effective immonogenic compositions
by exploiting this “carrier effect.” Schneerson ef al. (1984) Infect. Immun. 45: 582-591),
Couﬁugnﬁmhauhobmnbowntobypmthnpmnﬁbodyrmumﬂlyobmwdin
infants when immunized with a fres polysaccharide (Anderson ef al. (1985) J. Pediatr, 107:
346; Insel ef al. (1986) J. Exp. Med. 158: 294).

[0008] Hapten-carrier conjugates have been succesyfully generated using various cross-
HnﬁndwﬁngmgmhsunhuhmnnbiﬁmcﬁmLhmhiﬂmnﬁmlLormlmgﬂam
linkers. Meny such methods mcmrmﬂynvaihbleﬁ:rcouplingofucubnidﬂs.pmteim.md
peptides to peptide carriers. Mostmethodacreuteamin:,midn,muthmn,isothiomor
disulfide bonds, or in some cases thioethers, Adindvmtngntnthouuofeouplingmgenh,
whichinuuducemcﬁvesituinmtheddachﬁmofrucﬁvamﬁmacidmoleﬂﬂum
cuﬂﬂ-mdlorhlptmmnleculm,isihntﬂmmcﬁvelituifnotneuhﬂin?dmﬁuetomut

!—nmmnmzm.m-mm
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with any unrwanted molecule either in vitro (thms adversely affecting the functionality or
mbﬂityoflhneunjug:u(s))orhm(ﬂmspodngupotmﬁﬂﬁ:kofndvmemin
Ppersons or animals immunized with the preparations). Such excess reactivo sites can be
mntndor“cappod".sontoh:mﬁvmthmaitu,uﬁﬁzingvﬁoulmownchmicd
mcﬁons,bmﬂimmﬁommybeoﬁm&m:pﬁwintheﬁmcﬁonﬂityoﬂhe
conjugates. Thilmaybupuﬁculniypmblamﬁcwhﬂnmumpﬁngtomuuqiuymby
introducing the reactive sites into the carrier molecule, as its larger size and more complax
structure (relative to the hapten) may render it more vulnersble to the disruptive effects of
chemical treatment. Infwt,nomumplesmknownofmﬂﬂmdawhembyamqimismﬂe
byﬁ:nacﬁwﬁngthnmﬁu,thmnwﬁngﬁthﬂnhmﬁumnjuglﬁmmﬁmmd
finally “cepping” the remaining reactive sites, while preserving the ability of the resulting
mjugahbfmsﬁonumimmmoguﬁceompodﬁonhnvingthedeﬁndpmpﬂﬁuoﬂhn
“carrier effect”.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION
[0009] Thoptuentinm:tionisdirectedtnmethndlofpmdw:ingmimmunopﬂc
mjugﬂeofupepﬁdehnmmogmcompﬁsingMpepﬁdoorﬁlgmmhofMarnﬂom
thmofwiﬁapmtdnlpobmopﬁdeurﬁu,whudntheMpepﬁdnwhglnmofAﬁm
mﬂognthmfhmjuptedmthncmﬁu-vhdmivnﬁzedfumﬁwﬂmupuofmimwid
redduuofﬁewﬂumnhulyﬁnemiduu.mﬂwhﬂuinmymonjngﬂed.dﬂiwﬁzod
ﬁmcﬁonﬂg:u:puoﬂhenﬁmwidnﬁﬁ:umimcﬁuudﬁluppingwblmkﬂmmﬁum
mnﬁngwithothnmoleaﬂegindudingprotdndpolypepﬁduthuabyprumhgtha
ﬁmnﬁonalityofﬂlecuﬁcr,mhthatitmhimitubilityhelicitﬂledeaimdimmme
mponmlgﬁnnhpq)ﬁdeimmgmthuwmdothmmomﬁﬂmm:mﬁm
Fhﬂhﬁmnrqlheinvmﬁondmmhtsmmjumpmdumdbythclbowmnﬂmds,mdm
immmogenic compogitions containing such conjugates.
[0010} In one embodiment, the invention ildirectedtonﬁlumethodforoonjuga&nga
papﬁdaimmmogmmpriﬁngMpepﬁdeorﬁugmmhowamﬂosﬂhﬂwfvinn
mcﬁvusmupofmamimwidrnidueofthopapﬁdoimmmmtonpmmlpo' lypeptide
carrier having one or moro functional srmqn.themethodeompﬁlingﬂleswpaoﬁ(a)
derivatizing uneormoreofthe'ﬁmctionﬂsmuplofthopmtunlp' olypeptide carrier to
gmmadﬂiwﬁzodmolmlewithmcﬁva:itu;(b)mﬁnglheduinﬁm
pmheinlpolypupﬁdecalﬂm'oflbp(a)wiﬂumﬂivemofmunimlr.idruidnoofthe
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peptide immunogen under reaction canditions such that the poptide immunogen is conjugated
to the derivatized protein/polypeptide carrier via the finctional groups; and (c) further
reacting the conjugate with a capping reagent to inactivate froe, reactive fimctional groups on
the activated protein/polypeptide carrier, thereby preserving tho fimctionality of the carrier
such that itretaina its abilityto elicit the desired immmne responses against the peptids
immumogen that would otherwise not occur without g carrier,

[0011] Inone embodiment, the protein/polypeptide ﬂ_u:rier is solected from the group
congisting of human serum albumin, keyhole limpet hemocyanin, immmoglobulin
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PAN-DR binding peptide
(PADRE polypeptide), malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitia B surface antigen
(HB,Ag:s25, Heat Shock Protein (HSP) 65, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), cholera toxin,
cholera toxin mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM,; protein that is cross-
reactive with diphtheria toxin, recombinant Streptococcal CSa peptidase, Streprococcus
Pyogenes ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF 2452,
Streptococcus pneumoniae pneumolysin, punecumolysin mutanis with reduced toxicdty,
Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pnevmoniae ORF T858, Tetanus toxeid, HIV
Ep120 T1, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS), growth factar / hormene, cytokines and chemokiries,

[0012] n another embodiment, the protein/polypeptide carrier contains & T-cell epitope.

[0013]) In yet another embodiment, the protain/polypeptide carrier is a bacterial toxoid such
a5 a tetanus foxoid, cholera toxin or cholera toxin mutant as described sbove. In a preferred
embodiment, the protein/polypeptide carrier is CRM;g;.

10014)  In still yet another embodiment, the protein/polypeptids carrier may be an infiuenza
hemagglutinin, a PADRE polypeptide, a malaria CS protein, a Hepatitis B surface antigen
(FISBAgis.n), & heat shock protein 65 (HSP 65), or a polypeptide from Mycobacterium
tuberculasis (BCG). S

[0015] Ina preferred embodiment, the protein/polypeptide carrier ia selected from
Streptococeal rCSe peptidase, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus pyogenes
ORF1664 or Streptococcus pyogenes ORF2452, Streptococcus pneumoniae posumnolygin,
poeumolysin mutants with reduced toxicity, Chlamydia pneumoniae ORF T367, and
Chlamydia pneumoniae ORF T858.

mmwmwmm-m
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[0016] Inoneunboﬁmmt,pmt:infpolypqrﬁdecnﬂq-inngmwthfwhrorhormom,
whinhlﬁmuhhwmhmuimmmempmmdhulecmdﬁmthegmupmﬁsﬁngof
IL-1, IL-2, -interferon, IL-10, GM-CSF, MIP-1c, MIP-15, and RANTES.

[oo17] Inmmed.thehvmﬁmptwidulpepﬁdnimmmeompdsingmmpﬁda
mhmmbofﬂmmnhyﬁmfeﬁdﬁngmimmgnnicmwm
epitopes within AP. Immunogenic peptides of the invention include immnogenic
heterologous peptides. hmimmmicpepﬁdu,mABﬁlsmuniuﬁnhdmnwﬁu
hﬁnmmhmmguﬁchﬂobmpq)ﬁdqmdihmthiahmlompq)ﬁdsillinbdm
ncmiuuninglmelhodofﬂ:cptminvmﬁuntnﬁxmacoqiusﬂe.

[0018] ._li!nothaupwtofthoinvunﬁon.thcpq:ﬁdcimumminpolypq:ﬁde
comprising an N-terminal segment of at least residues 15 of AB, the first residue of AR being
the N-terminal residue of the polypeptide, wherein the polypeptide is free of a C-terminal
segment of AP. hyatmothﬂ-upectofﬂminvmﬁon.ﬂupepﬁdeimmummiu
polypeptide comprising an N-terminal scgment of AP, the segment beginning at residue 1-3
of AP and ending at residuss 7-11 of AB. In some aspects of the invention, the peptide
immmnganismagmthltindueumimmogmicruponuaglimtmN-tumimmt
of AB, the segment beginning at residuc 1-3 of AP and ending at residues 7-11 of AP without
indmingmimmogmicmpumupinutmepiwpewithinmaiduulwofma. In
another aspect of the invention, the peptide immunogen is 2 heterologous polypeptide
wmpﬁdngaugnmtofAﬂﬁnbdmnhetmlomusmﬁmacidmcethntinducu:
helpurT—eellrupmleagnimtﬂmhetuologuusmﬂmucid sequence and thereby a B-cell
respanso ageinst the N-terminal segment,

[0019] InlomapepﬁdeimmmomtheN—te:minnlugmernofAﬂillinbdniuC-
mﬁnutoahstuolompolypapﬁde. In some peptide immumogens, the N-terminal
uynmtofAﬂislinhdstihN—hminuatouhetmlompobrpepﬁde. In some peptide,
immumgenl.ﬂieN-tmnimlaegmentofAﬁianhdltitstdCterminihﬂntmd
second heterologous polypeptides. In some peptide immunogens, the N-terminal scgment of
Aﬂis!inkedntithlmninustolhet:mlogouapolypq:ﬁde,mdltitsc-buminmtnutlﬂst
one additional copy of the N-termins] segment. In some peptide imnmmogens, the
polypeptide comprises from N-terminus to C-terminns, the N-terminal sogment of AB, a
plurality of additional copies of the N-termina] segment, and the heterclogous amino acid
sogment,

mmumpm-mm




[0020] Insomsofthe nbuvopepﬁdaimmmmthnpolypepﬁde further comprises at
lnstonenddiﬁmﬂeopyofﬁeN—tuminnllm. In some of the above peptide
immmomthnﬁapnmthﬁeeufutlennﬂnsc-tmmimlmimwidsinw.

[0022] Inmothmspeet.theimmﬁonmﬁduapepﬁdeimmmmcomisingm
peptide or fragments ofAﬂurmnloglﬂlm'eofdiciﬁnganinmumgmicmngainn
mﬁnepibpuwithhAﬂmybainamﬁgnﬁonmfmmdhuamulﬁphmﬁgmic
peptide (MAP) configuration.

[0023]  In some of the above aspects of the invention, the poptide immunogen from the N.
tetminal half of AS. In some aspects of the invention, thnpq)ﬁdeinnnunomilmM
fragmeat selected from the group consisting of AB1-3, 14, 1.5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-
16, 3-6, and 3-7. hmeofthnnbmupechofthninmﬁon,thepepﬁdei:m:mgmia
from the internal region of AS. hmeaupmoflhoinmﬁm,thnpepﬁdeimmmogmiu
o Af frgment selocted from the group consisting of AS13-28, 15-24, 17-28, and 25-35. In
lomnofthnlbovaupecuofthoinvmﬁon.thepﬂpﬁdeimmmgm from the C-termrinal end
of AS. In some aspects of the invention, thepq:ﬁdeimmmogminmAﬂﬁlmlelected
from the group consisting of AB33-42, 35-40, and 35-42. In some aspects of the invention,
the peptids immnogen is an AP fragment selected from the group consisting of AS1-3, 14,
1-5, 1-6, 1-7, 1-10, I-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 17-28, 25-35, 3342, 35-40,
end 35-42, In somo aspects of the invention, the peptide immumogen is an Af fragment
salocted from the group congisting of AS1-5, AS1-7, AP1-9, and AS1-12. In some aspects of
the invention, thapepﬁdeimmogmiamAﬂﬁagmentnleﬂedﬁnm the group consisting
of AB1-5-L, AB1-7-L, AS1-9-L, and ApB1-12-L, where L is a linker, In soms aspects of the
hvmﬁon,thepepﬁdeﬁmmmismwﬁlgnmtulwhd&umthc group consisting of
AB1-5-L-C, AB1-7-L-C, AB1-9-1L-C, and AP1-12-1-C, where Cis a cysteine emino acid
residue.

[0024] hmmofmmmﬁommmﬁdsimmmmhm'mmmm
from the group consisting of AS16-22, AS16-23, AB] 7-23, AB17-24, AS18-24, and AB18.-25,
In same aspects of the invention, the peptide immunogen is n A fragment selected from the
group consisting of AS16-22-C, AS1 6-23-C, AB17-23-C, A1 7-24-C, AS18-24-C, and Api18-
25-C, where C is 2 cysteine amino acid residus, In other aspects of the invention, the peptide

Mlmiﬂhwmgqm-mmm
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imumnogen is an AS fragment selected from the group consisting of C-A816-22, C-AB16-23,
C-Af17-23, C-AB17-24, C-AB18-24, and C-Ap18-25, where Cis a c_vlhnn amino acid
residue.

[0025] Inmaofﬂnlbovepopﬁdaimmunogmn,ﬂmhﬁuulogumpolypqﬁdbil selected
ﬁmntheg:uupeuminﬁngofpepﬁdﬂhnving;T—cdlepitnpe, a B-cell epitope and
combinations thereof.

[0026] Inmmbodhnmﬂlaﬂmcﬁmﬂmofomornmlnﬁnolm’dmnleaﬂuof
hwutdn@olypq:ﬁdeenﬁ:uoftheopﬁond]ylﬁlnhdmlmﬁdeﬁnh’hduﬁnﬁm
using a cross-linking reagent. In another embodiment, tho dectvatizing reagent is a zerg-
length cross-linking reagent. hllnothﬂ-unbod:immt.thoduivﬁzingmgmtila
bomobifinctionsl cross-linking reagent. In yet another embodiment, the derivetizing reagent
is a heterobifunctional cross-linking reagent.

foo27) Inapmfm-redupbodﬁnunt,thnhmbifnmﬁonﬂmsmtisammﬁntm
with » primary or u e-amine finctions] group of one or more &mine cid molecules of the
pmtdnfpolypepﬁdccaniumdapmdmﬂﬂolgmupofmmmmmﬁnomidmohnﬂuof
the peptide immunogen. Inunembodimmt,tbehetuobifmcﬁmﬂmsmtil N-succinimidyi
bromosacetate.

[0028] In another embodiment, themim:ryore-minaﬂmcﬁmlgmpislwine. In yet
mthumhodimﬂﬂudnivnﬁnﬁonofﬂmpﬁmnyoremineﬁmcﬁmﬂmoﬂha
lyﬁneofthemtdnlpomﬁdecuﬂuﬁthNﬂudnhnidylhmmemlumtho
brummoetylnﬁonoﬂhepﬁmn-yotc-mﬂnsmaidmonlyxinemolwnlumthe

[0029] In another embodiment, the pendant thiol group is generated by a thiolating reagent
such as N-acetyl homocysteinethio lactons, Traut's reagent (2-iminothilane) SATA (N-
Succinimidyl S-acetylthioncetate), SMPT (4—Suecinimidylo:rycnbonyl-m=thy12-pyridyldithio
toluene), Sulfo LC SPDP (Sulfo Succinimidyl pyridyl dithio Ppropionamido hexanoate), SPDP
(Succinimidyl pyridy] dithio propionste). In a preferred embodiment, the capping reagent
that is used to inactivate free reactive, functional groups on the activated protein/polypeptide

r—-pmu-nm-’m.m-m—mm
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mhwﬁmmmwmﬁmdmmmﬂmm
othanolamine,

[0D30] Inapuﬁcu]niypmfundanbodhnmﬂnuppingmthtiwndmimcﬁvm
ﬁumﬁuﬁmﬂﬁmﬂgmuplonthnmﬁntedpmtdnlpolypepﬁdnemiuiudegtudﬁum
thonagaﬂm:pmﬁsﬁngofwdimhydrmﬁdu,ndiumcubmmmmimﬁwbm
and ammonia.

[0031] Inmmbodimm;ﬂmmcﬁvesmupoftbeamhmmidruidmofthepepﬁda
immogenila&eandﬁydrylgrm.

[0032] Innnothermbodhneut,mormmofﬂnﬁ:mﬁonﬂwmonnlinm,which
inopﬁonn]lynthnhsdtoihepmm'nlpolypepﬁdocmier. In & preferred embodiment, the
linhrilnpqrﬁdeﬁnku.lnammpmfmedmbodhnmthepq:ﬁdolinkuispolylwine.
[0033] In another embodiment, the invention is directed to @ second method for conjugating
npepﬁdoinmmngmcumpﬁdngMpepﬁdeorﬁmmbofAﬂmmﬂopthmfAﬁur
mlnguﬂmreofwiﬂumtdnlpolypupﬁdecmiq-hnvingthomm:

X

whaorein,

[0034] C is a protein/polypeptide carrier and X is a derivatizable finctional group of an
minolnidraﬁduemmapmtdnlpolypepﬁdneuﬁuoropﬁmanyofmmﬁmmidmddm
ofapqrﬁdelhkumvdmﬂymmhedmﬂmptmdnlpolypepﬁdocuﬁmmdwhudnmism
Memsrenterthmﬂ.butluaﬂlmmequaltoss.thnmeﬂmdwmpﬁﬁngthomoﬁ

(®) derivatizing one or mare of the functional groups of the protein/polypeptide carrier or of
the optionally attached thmlwuhmsmmndﬁvﬁmdmolmhwiﬂ:mcﬁwﬁm;
(b)mcﬁngtheduinﬁudprutuinfpolypepﬁdecm-iu-ofstq: () with a reactive group of an
mﬁnoanidmnidusofthepepﬁdeﬁnmmgmtoﬁurmueovnlmﬂyeonpledpq:ﬁda
immmogm-pmuinlpolypupﬁdauniu-mqjugne; and (c) further reacting the said conjugate
ﬁmammmmmm&umﬁwﬂmﬁmﬂmmﬂmm
protein/polypeptide carrier, such that the capped groups are not free to resct with other
molecules, mnludmgpmﬁunnlpolypqmdu thereby preserving the functionality of the carrier,

mmpwwm!nm-mm
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uuchﬁlltitmhinsihlbiﬁtytooﬁdttheddmdimmmrupmayinnﬂwmﬁdo
hnmmogmﬂutwmﬂdoihuwiwmtomﬁﬂmutucuﬂusoutogmmaupped
peptide immmnogen-protein/polypeptide carrier conjugate having the formuila:

(X—P)

(X‘L—R)p

wherein,

[0035) Cin the protein/polypeptids carrier and X*is a derivatized funstional group of an
lminoacidmi&:eofthemoﬁdpolypq:ﬁdemﬂnwopﬁmﬂlypfmmimﬁdmof
np@ﬁdeﬁnkuwvﬂmﬂyathchedmthepmﬁnfpolypepﬁdemﬁu.md,whm

[0036] Pisthopeptideimmumgmmoleaﬂemvalmﬂymhedtothedniwﬁzed
ﬁmcﬁmllmnpmtheamimuidmiduomﬂwpmtdncuﬁeoropﬁomﬂymm.mino
lcidmﬁdueonnpcpﬁdeﬁnkuwmmylﬂmhedmnpomh@olypepﬁdocuﬁmkisa
cappingmolcculewvnlenﬂylﬂmhedwtheduivﬁmdﬁmc&mﬂgmuponmminoaﬁd
mﬁdmmtheprotdnlpolypepﬁdoﬂrﬁu-mopﬁomuymmminowidmﬁdmunapq:ﬁde
ﬁnkumﬂmﬂyﬁanhdhnmﬁn@olmﬁdacuﬂu,nhmﬁmmﬂﬂ:mo,bm
lulthmorequﬂhss.mdpismhtogumthmo,bmluthmss.

[0037] The detailed embodiments for the first method described above are also applicable
to the conjugates just described prepared by the second method.

{0038] hmembodimmgtheinvmﬁmhdheﬂedbpepﬁdeinmm@n—miﬁngm
pq:ﬁdeorﬁlgmmfoABmumlogsﬂmmﬂpolypepﬁdewﬁumjumwaeinﬂm
protein/polypeptide carrier has the formmla:

wherein,

[0039] Ciupmtu'nlpolypepﬁdecmierdeiudeﬁvuﬁznbloﬂmﬁonnlmofm

:minoncidnaidueonﬂlepmtdnlpolypepﬁdecnﬁm‘aropﬁmﬂlyofmamﬁmmidrsidue

of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and, wherein, m is
mmwmrm-mm-m
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an integer greater than 0, but lesa than or equal to 85, and wherein the capped peoptide
immunogen-protein/polypeptide carrier conjugate has the formula:

(X4—P),

PA—R)
p

Whezein,
[0040] Chthopruteinlpolypepﬁdecarﬁu-mdx‘indedvnﬁudﬂmﬁomlgloupofm
eminG acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid residue of
lpepﬁdclhkwwvdmtlymchedtothepmldnlpolypq:ﬁdecuﬂu,lnd,whem'n,]’ilthe
Peptide immmogen molecale covalently attached 1o tho derivatized fnctional group of the
minolcidmli:h:oofﬂwproteinclrriuoroptiomllyoflumuimnqidruid:mof:pepﬁde
ﬁnknwvﬂmﬂyutmchndmlpmmhlpolypqlﬁdacmﬁmkhacappingmoleculamﬂmﬂy
lﬂnhedtothaduiwﬁzedﬂmcﬁomlmofmlmhowidredduoofh
protein/polypeptide cu‘niuroroptionnllyofmlminomidmlidueofapq:ﬁdelinku
covalently attached to a protein/polypeptide carrier, thereby preserving the functionality of
thnnl:ﬁﬂ-.suchthntitretlimitubilitytoulicitlhedesiredimmumnmlponmlsﬁnltthe
pupﬁdeﬁnmmogmthﬂwouldothuﬁumtmuﬁthoﬁnmﬂ&.,nhminhgum
thnno,butles:thlnorequllmss.lndpilmintegumthmo,butlﬂsthmss.

[0041] ThedehiledunbodimmtsfurtheﬁMmdsmdmﬂhodsdum'bedlbovemdm
applicable to the conjugates just described.

[0042] In ancther embodiment, the invention is directed to peptide immunogen- compriging
Aﬂpq)ﬁdewﬂngmmuofAﬂormdog-thmﬂpolypq:ﬁdncnﬂuconjugamgmm
mrdingtothemondmeﬂmdofthoinvmﬁonmdhwingﬂmfomﬂn:

(X—P),

OL—R),

wherein,
[0043) Chthepmﬁnlpolypepﬁdnclniumd)(‘isldﬂiwﬁmdﬁmcﬁmllmofm
amino acid residus of the protein/polypeptide carrier or opticnally of an amino acid residue of

Plhllpmlllilquhmnm PFLLC - hitrdwww.sughrue com
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lpepﬁdeﬁnkuwvdmﬂyumchedm&mpmﬁnfpolmﬁdewﬁu,md.whudn,ﬁlﬂm
peptide immunogen molecule covalently attached to the derjvatized functional group of the
minoaddredduaofﬂupmtdnmﬁeoropﬁwﬂlyofmamimnddruidmoflpq:ﬁde
ﬁnkwmvﬂmﬂyaﬂlchodmnmﬂdnlpolypepﬁdecuﬁe,khamppingmolwulnwdenﬂy
sttached to the derivatized finctional group of an emino acid residue of the
pmtuinlpolypq:ﬁdecmieroropﬁonﬂlyofmmhnlddnddne_oflpq:ﬁdelinh
mvﬂmﬂymnhdbapmtddpolmﬁdecuﬁcthuebymingthcﬁmcﬁmaﬁtyofﬂm
nuﬂer,suuhthﬂitmﬂimiﬂabﬂityheﬁcitthedc&adhnmumwamﬂm
pq:ﬁdohmmogmﬂ:ﬂwmﬂdothuwiunotmwﬁtboutuuﬁm,nisminhpm
thmO.butleuthmureqnalmBs,mdpinminbgumﬁmo.butleuthmss.

. [0044) Thedehﬂedunbodimunhﬁ:rthemondmﬂhoddeem’hednbcnmllm

lpplimbletnthecmjugatugmm':tedbytheseemdmothod, as just described.

[0045] In another embodiment, the invention is directed to immmogenic compositions
comprising a conjugate of a peptide immunogen with a protein/polypeptide carrier generated
by the second méthod of the invention, together with onn or more pharmaceutically
ecceptable excipients, diluents, and adjuvants.

[0046] Thedmiledembodimmfnrthemondmethodandﬂmconjugm:mted
thereby dmm'bedabovelreﬂaoapplicabletnimmmmic compositions containing those
conjugates as just described,

[004'7) Inmolhnrmbodimmt,ﬂ:einvmﬁonisdimctedtonmﬁhndforinducingm
inmmerupmuhamammnﬁmlubjecgwhicheompﬁuadmininqingmoﬂhﬁw
amount of an immmogenic composition ofﬂ:oprumtinvmtiontothuubject.

[0048] The dotailed embodiments applicable to the immunogenic composition conteining
thseonjupbsofthepmaﬂiwmﬁmmﬂmuppﬁmblahﬂuembodﬁmﬂoﬂhainvmﬁon
dhwwdhmnmﬂhdofmofmuehmmpgmiccompoﬁﬁm'

! BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0049] Figure 1: Flow chart depicting the process chemistry used for conjugation of A
peptide fragments to protein/polypeptide carrier CRM;s7 to form the AS / CRM,¢; conjugate,

[0050] Figure2: Flow chart depicting acid hydrolyais chemistry used for quentitative
determination of S-camtboxymethylcysteine and S-carboxymethylcysteamine as evaluation of

Mpmnmrrgm-wmm
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the degree of canjugation of peptide immmosm—pmteinlpolypepﬁde conjugetes such as the
AB/CRM;5; conjugate,

[0051] Figure 3: I‘hisﬁguwdq:ichﬂiepﬂ-depmdmofthewpq:ﬁdm
conjugation reaction. . '

[0052] Figore4:  This figure depiots the dependence of AB-poptide/CRM conjugstion an
peptide: CRM matio,

[0053] Figure5: Verification of capping process for A1-7/CRM conjugation. The pH
of the reaction was 9.15. Reaction time with peptide was 16 hrs, capping with N-
acctylcysteamine was 8 hrs.

[0054] Figure 6: Co:g'ng_nﬁon and capping with various peptide: CRM ratios with
Peptide. The pH of the reaction was 9.0, Reaction time with peptide was 16 hrs, capping
with Neacetylcysteamnine was 8 hrs,

[0055] Figure 7: Day 36 titers ofpﬁmnumfol]owingﬁmmminﬁm of primates with
AP peptide conjugates with verious adjuvants.

[0056] Figure 8: Day 64 titers of primate gera following immunizgtion of primates with
Ap-peptide conjugates with various adjuvants.

[0057] Figure 9: Pli:nmﬁmbydnyandtruhnmtsmup. Primates were immunized
with AS 1-7 or Af 1-§ CRMg; conjugates with alum or RC529 a3 adjuvants and titers of
anti-Af antibodies were measured et day 29, 36, 57 and 54,

[0058] Figure10:  Peptide-protein conjugates were characterized using SDS-PAGE
Western blot analysis with g tris-tricine precast gol. The lanes are: marker (lamo 1); 1.-28375
24/01 (lane 2); L-28375 24/02 (lane 3); L-28375 24/03 (lane 4); 1-28375 24/04 (tane 5); L-
28375 24/05 (lane 6); L-28375 24/06 (lans 7) 1L-28375 24/07 (lame 8); L-28375 24/08 (lane
9); L-28375 24/09 (Mock) (lane 10); and, BrAcCRMy; (fane 11).

BRIEF DESCRIPTION OF SEQUENCES
SEQ Sequence Description
NO:
"1 | DAEFR-C AB1-5.C
2 DAEFRHD-C AB1-1C
3 | DAEFRHDSG-C AB1-9-C

muwnwulhm-mm
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SEQ Sequence " Deseription
1D
NO:
4 | DARFRHDSGYEV-C AB1-12-C
5 | DAEFR-GAGA-C Af1-5-L-C
6 | DAEFRHD-GAGA-C AB1-7-LC
7 DAEFRHDSG-GAGA-C AB1-9-1L-C
8 DAEFRHDSGYBV-GAGA-C AB1-12-LC
9 | VEYGSDHRFEAD-C Af12-1-C
10 [GAGA . Linker peptide
11 | PKYVKQNTLKLAT Influenza Hemeagglutinin: HAger.31s
12 | AKXVAAWTIEKAAA PAN-DR Peptide (PADRE poptide)
13 | EKRXIAKMEKASSVFNV Malsria CS: T3 epitope
14 | FELLTRILTI Hopatitia B surface antigen:
HB,Agi9.23
15 DQSIGDLIARAMDKVGNEG Hesat Shock Protein 65: hap6515.1,
16 | QVHFQPLPPAVVKL Bacillus Calmette-Guerin ®BCH
17 | QYIKANSKFIGITEL Tetanus toxoid: TTasp e
18 | FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE Tetamus toxoid: TTosr.c0
19 | KQOINMWQEVGKAMY HIV gpl20 T1
20 | DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C- APy ofTT, ¥
TRy P17/ TTy0-844/C/TToa1.96 AP .7
DAEFRHD
21 | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN ABia
KGATIGLMVGGVVIA :
22 | DARFRHDQYIKANSKFIGITEL  AN90549: AB;.7/TTesg 304
(used in a MAP4 configuration)
23 | DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE ANS0550: APy 9/TToq0m
(used in a MAP4 configuration)
24 | DAEFRHD- ANDS0542: AP1 2/TTuyo.e04 + TToqr.
QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPK ’:7
VSASHLE (used in a linear configuration)
25 | EFRHDSG-QYIXANSKFIGITHL AN90576: APso/TTuz0 g0
(used in a MAP4 configuration)

mmwmm.m-mm
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SEQ Sequence Description
1))
NO:
26 | AKKVAAWTLKAAA -DARFRHD _ AN90562: AP;.2/PADRE
27 | DAEFRHD-DAEFRHDD- AN90543: AB,7 x 3/PADRE
AFFRHDARKXVAAWTLEAAA
28 | AKXVAAWTLEAAA-DAEFRHD- PADRE/AB;.7x 3
DAEFRHD-DAEFRHD
29 | DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA APy x 3/PADRE
30 | DARFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR APy 2/albumin fragment
31 | FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR . - ABs-1o/ albumin fragment
32 | EFRADSG-ISQAVHAAHAEINEAGR AP/ albumin fragment
33 | PKYVEQNTLKLAT-DAEFRHD- HAap519/ABL7x 3
DAEFRHD-DAEFRAD
34 BAEERHD-PKYVKQNTLKLAT- AP13/HAp.310/AB1o
35 | DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD- AP17x 3/ HAzqra19
PKYVEQNTLEKLAT _
36 DAEFRHD—DAEFR;ID— APy x 2 HAzp a9
PKYVKQNTLKLA
37 DAEFRHD-PKY\;KQN’I‘LKLAT— APr12/HA3q7.919/Malaria CS/
EKKIAKMEKASSVFNV- TT, .
Q 830344/ TTogr 562/ APy .7
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-
DARFRHD
38 DAEme.DA(fFRHD.DAEme- APr7 X 3/TTa30844/C/TTs47.07
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
3% | DAEFRHD-QYIK ANSKFIGITEL-C- S/TT
AP/ TTa0844/C/TTou7.067
40 | GADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGY CRMB;o;
VDSI GTQGNYDDDWEKEFY
STDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVV
KVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLS
L GTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSS:
AMYEYMAQACAGNRVR
RSVGSSLSCINLDWDVIRDKTK TKIESLK
EHGPIRNKMSESPNKTVSEEK AKQYLEE
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SEQ Sequence Description
D
NO:
FHQTALFHPELSELKTVTGINPVFAGAN
YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAAL
SILPGIGSVMGIADGA VEHNTEEIVAQSI
ALSSIMVAQAIPLVGELVDIGFAAYNEFV
BS]INLFQVVHNSYNRPAYSPGIKTQPFL
HDGYAVSWNTVEDSIIR
mmmemmen.nvuxsx
THISVNGRKIRMRCRAIDGDVTFCRPKSP
VYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKTHSNEI
SSDSIGVLGYQRTVDHTKVNSKLSLFFEI
KS
41 |ISQAVHAAHAEINEAGR Alburtin fragment
42 | DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKG Murine A{1-42
ANGLMVGGVVIA
43 | VFFAEDVG-C A(18-25 C
44 | LVFFAEDV-C A(17-24 C
45 | KLVFFAED-C A(16-23-C
46 | C-VFFAEDVG C-A(18-25
47 | CLVFFAEDV C-A(17-24
48 | C-KLVFFAED C-A(1623
49 | VFFAEDV-C A(18-24 C
50 |LVFFAED-C A(17-3.C
51 | KLVFFAE-C AQ16-22-C
52 | C-VFFAEDV C-ABisas
53 | CLVFFAED C-AB1rn
54 | CKLVFFAE C-ABisnn

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0059] The present invention is di:ectedmmothodsofgmmﬁngpepﬁdoimmgm-
cmiwemjumwhntdnﬂ:emuctedmﬁveﬁmcﬁmﬂmnpamthncmiuwhichm
gmmteddmingwﬁvnﬁonueimcﬁvutadbymingcappingmmmhum
Acatylcyltemﬁneinordﬂrtoprwmtthemﬁommlnﬁngﬁu'ﬂm. The present invention is
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ﬂmdhubdhcnppodwﬁa—popﬁdoimmgmemjugammwmm
[0060] Thelppmlﬂhofinmasingimmmngminityofmﬂlorpoorlyimmumgmic

mleuﬂu,mchnmhnﬁdegthungheunjugnﬁonhubemuﬁﬁzedmlﬁﬂlyh
decades (see, a.g., Gocbel et al, (1939) J. Exp. Med. 69; 53), and many immunogenic

to carrier proteins to create mors effective immunogenic compositions by exploiting this
"carriez effect”. For exampls, Schneerson ef al. (. Exp. Med. 152: 361-376, 1980), describe
Haemophilus influsnzae b polysaccharide protein conjugates that confer Immunity to invasive
discases caused by thet microorganism, Conjugates of PRP (polyribosylribitol phosphate, a
capsular polymer of H. influsnzae b) have been shown to be more effectivo than
immunogenic compositions based on the polysaccharide alone (Chu ef of., (1983) Infect.
Irvmun. 40: 245; Schneerson et al. (1984), Infect, Immun. 45; 582-591). Conjugation has also
been shown to bypass the poor unﬁbodyreuponseun:llyoblﬂvet_l.hinﬁnuwhm
immmumnized with & free polysaccharide (Anderson ef al. (1985) J. Pediatr. 107: 346; Insel o
al (1986) J. Exp. Med. 158; 294).

[0061] Afmfhmndmhg:ofuninguthepmtaincuﬂaahwteﬁﬂhxinnrtoxnidlgﬁmt
whinhmuﬁnnimmmiznﬁmofhmm(e.g..tuhnulm-dipbthaia)inmndndmuﬁeeis
thuaduimdhmnmitymtheminmbxoidilinduoddongwith-immunitywme
pathogens asgociated with the capsular polymer,
[0062] Antigenic detenninmtlhnptm-cmieroonjugatenlnmbdnguaedtopmduce
highlyspmiﬂcmonocbnﬂmﬁbodiuﬂmmmosuizetﬁmuchmicdqﬁmmthe
coupled hapten. Theruuulﬁngmmoclomlsoﬁmmundtoinmﬁptetheopilnpic
stmntu:emdinttncﬁmbutwemmﬁvapmtdm. In many cases, the antigenic
ummmmmdmmmmmummnmm
mpwmﬁngwdﬂmﬁgmieﬁhm&emofhgmpmﬁm. The criteria for a
suomnﬁﬂcuﬁahbeundhgmnnﬁngmmﬁgmﬁchuminm%amjugﬂe
are the potential for immmogenicity, the presence of suitable fanctional groups for
conjugation with an antigenic determinant/hapten, reasonable solubility propertics even after
dexivatization and lack of toxicity in viva,
[0063] Ihnacﬁhi:mmethythemnjumgmmtedbythomcthodsofﬂwinmm
invention. The conjugates may be any stable peptide immmogm-curia-eonjum
mﬁuﬁng&nmjupﬁmpmm%bdhﬂlhmjummmwng
Prtant provided by Sughrus fion, PLLC - Hiwwe. suglirue.com
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& process oftheinlhminvenﬁon_whu'dn a protein/polypeptide carrier having the following
Btructare:

ilwvﬂmﬂylﬂluhdlnlmlﬂhlpulypqﬁdeﬂniur,

wherein, )

[0064) Chamhhlpolmﬁdemitmd!hndminﬁnbhﬁmoﬁmﬂmmm
minoanidmﬁﬁ:emihnprohhfpolypq:ﬁdacuﬂtm@ﬁmﬂyonmlmimaddrddun
on & peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and wherein m s an
inhsorsmatwtbmo,butlmthmorequnltols.huovulumlyaﬂnhndmapapﬁde
immumgmmdwhueinthepapﬁdehnmmogm-pmﬁnlpolypq)ﬁdgwﬁamjumhu
the following formula, is ropresented by the following formula;

(X'—P),

—R)

p
wherein,
[0065] Cisthepuhhlpo]ypq:ﬁdoenﬂumdx‘isldmivnﬁzedﬁmcﬁmalmnponm
amino mid!uiduonthepmhdn/polypopﬁdemﬂuorwﬁmﬂlymmnmholddrddue
unlpqrﬁdeﬁnkuruovﬂmﬂylthchedmﬂ:epmﬁnfpolypupﬁdennﬂe.Piuapepﬁde
immgmeovﬂmﬂymnhedmtheduiuﬁmdfmnﬁunﬂsmupmﬁnmimaddnﬁdue
mthnp!otnhlpolmﬁdecuﬂumopﬁmauymmnminonidruiduemnpepﬁdnlinh
' covalently attached to & protein/polypeptide carrier, R is & capping molecule covaleatly
aﬂnchndtothedaivaﬁudﬂmcﬁomlmonmumimaddruiduemtbn
pmteinlpolypapﬁdecnﬁﬂ'oropﬁomﬂymmlminoacidreaidmonnpepﬁdelinkc
covalently attached to a protein/polypeptide carrier thereby preserving the functionality of the
cmiu,suchﬂmitmnimihlbﬂityheﬁttheduhedhnmmerupmulgainnﬂu
peptide immunogen that would otherwise not occur without a carrier., n is an integer greater
thmo.butlmthmm'eq\nltoSs.mdpilmintegu-sruterﬂlmo,bmlmthmss.

mmnmmm-mm
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Selection Of Cai
[0066] Soms peptids inmunogens contain the appropriate epitope for inducing an immune
response, but are too emall to be immunogenic. In this situation, the peptide immmnogens are
linked o a suitable carrier to help elicit an immunse rasponse. In the above schematic
mmhﬁonof&epopﬁdeimmmom—crﬂawnjumgmaﬁedby;pmemoﬂhe
preseat invention, C,is a protein/polypeptide camier to which peptide immunogens are
conjugated directly via derivatized finctional groups on amino acid residues on the carrier
themselves or indirectly via derivatized fanctional groups on peptide linkers covalently
attached to the carriers. Suitsble protein/polypeptide carriers include, but are not limited to,
albumin (including homanserum albumin), keyhole limpet bemocyanin, immmnoglobulin
molwulu,ﬂ:ymglobﬂin,ovﬂbmnh,MSCRAMMS.hhnuhmid,mnhmid&omolh«
pathogenic bacteria having reduced toxicity, including mutants, such s diphtheria, E, coli,
cholera, or H. pylori, or an attenuated toxin derivative. One such carrier is the CRM; gy
protein (SEQ ID NO.:40) that is cross-reactive with diphtheria toxin.

[0067] Other carriers include T-cell epitopes that bind to multiple MHC alleles, eg., at
least 75% of all humnan MHC alleles. Such camriers are sometimes known in the art ag
“universal T-cell epitopes.” Exemplary carriers with universal T-cell epitopes include:

Influenza Homagglutinin: HAsgr.319 PKYVKQNTLKLAT

(SEQ. DNO. 11)

PAN-DR Peptide (PADRE peptide) ~ AKXVAAWTLKAAA
(SEQ. IDNO. 12)

Malaria CS: T3 epitope EKKIAKMEKASSVFNV
(SEQ. IDNO. 13)

Hepatitis B surface antigen: FB,Agisss  FELLTRILTI
(SEQ. ID NO. 14)

Heat Shock Protein 65: hap6Sinmn =~ QSIGDLIARAMDKVGNEG
(SEQ. ID NO. 15)

Bacillus Calmette-Guerin (BCG) QVHFQPLPPAVVKL
(SEQ. ID NO. 16)

Tetanus toxoid: TTao s QYIKANSKFIGITEL
(SEQ. IDNO. 17)

Tetanus toxoid: TTorsse NNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQ. ID NO. 18)

HIV gp120 T1: KQINMWQEVGEAMY
(SEQ. IDNO. 19)

mwummm.m-wm"uﬁm
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CRM;y; Ses the Brief Description of the
Sequences (SEQ ID NO.:40)
. ISQAVHAAHAEINEAGR
Albumin fragment (SEQ ID NO: 41)

[0068] Oﬂm-curimﬁ:uﬁmulaﬁngormhmcingmimmnmmsponnandtowhicha
pepﬁdoimmogmouhlptmcmbeemjugltedhdudncytokinumrhunrl,ﬂflumd
ﬂPGPﬁﬂH.HrZ.leF.]IrIO,GM-CSF,dehmanu,mchumlalndpmd
RANTES. hnmmogmicpepﬁdnsmn]lobelinkedhpmmimlpepﬁdemﬁmﬂmm
transport acToss tissues, as described in O*Mahony, WO 97/17163 end WO 97/17614, which
mhetnbyhcmpmatedbyrefumoeintheirmﬁmtyﬁnﬂpmpm.

[0069] Still forther carriers include recombinant Streptococcal C3a peptidase,
Streptococcus pyogenes ORFs 1224, 1664 and 2452, Chlamydia pneumoniae ORFs T367
and T858, Streptococeus pnexmonia pneumolysin, poneumolyain mutants with reduced
toxicity, growth factors, and hormones.

[0070] In one preferred embodiment of the preseitt invention, the carrier protein is CRM gy,
anon-tuxicmu!mtofdiphtheliatoxinwithoneaminolcidchmgeiniupﬁmuyuqum.
Theglycinepresmtltthemninoacidpo:itionﬂofthemolaculeineplwedﬁthagluhnﬁc
middnehuninglanucleicwideodonchmge. Due to this change, the protein lacks ADP-
ribosyl transferase activity and becomes non-toxic. 1t has a molecular weight of 58,408 Da.
CRMmispmducedinlngequmﬁﬁﬂbymombinma:preuimhmrdmmwithU.S.
Patent 5,614,382, which is hereby incorporated by reference. Conjugations of saccharides ag
wallalpepﬁdeatoCRMmarecuriedoutbyﬁnkingﬂnoughthos-minosmupsoflyahlg
residnes. Ithubeenweﬂuhb_]inhndﬂnm;ghswuﬂwmuuidpmduchthnmmism
excellent and safe carrier for B-cell epitopes.

[0071] As used herein, the term " peptide immunogen” or “hapten" is any protein or
subonit structure/fragment/analog derived therefrom that can elicit, facilitate, or be induced to
pmdlmemhnmunempomoonadmhﬁmaﬁontnammﬂ.hpuﬁculu.ﬂwtmmiluud
mnfumapolypepﬁd:mﬁgmicddmmimtﬁommyme(bwtuii.vimurwkuyote),
which may be coupled to & carrier using a method disclosed herein. Such polypeptide
Hmmunogen/antipenic determinants may be of viral, bacterial or eukaryotic cell origin,

mupmnmmmm-m.m
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[0072] Pepﬁdaimmgmmbuwnjugnhdhumﬂurﬁrmnmimmthmpmﬁc
hh;nwmﬁon,hm;uuphﬁnﬁaormHm:ﬁonoﬁuimhmmdim. Such
pepﬁdni:mumnmimlndﬂhouduiwdﬁmnAﬂapqﬁdeoﬂMSmimmidl.
pnfmblyﬂmhnuddn,wtﬁchisﬂmprimipdwmpmmtofmwisﬁcphquﬁof
Alzhﬁmm’ldim(AD)(:nUStﬁﬁ,&me&Wong(IM)Bimkm Biophys.
Res. Commun, 120: 1131, Hardy (1984) TINS 20: 1131; Hardy (1977) TINS 20: 154), thoge
duivedf;ummyhidpepﬁdﬂofmyﬁn,up{)lypepﬁdematuidmoﬁmedbypmﬂuﬁciﬂd
oeﬂsﬂnthubemimpﬁcﬂedintypoﬂdinbetu,pq:ﬁdudaivedﬁumlowdmlity
hmo@mmmmmmcmdmmmm
pqﬁdudﬂivadﬁmhﬂmnmthﬁnmmdmmm“mlmhnﬁ(ﬂf
Q,tmmnemusﬂcﬁnra(’l‘ﬂF-u)deDF—B Snnhu:hryouspepudemmmommy
mnludnmﬂmrT—oeﬂ(ClL)orB—oeﬂep:tnpo.a]mknoWnuﬂ-myhmmtamorM
peptide,

[0073] Aﬂ.alsohownuﬂ-mylnidpepﬁda,urMpepﬁde(ugUSﬂGSﬁ,m;Glmnr&
Wong, Biochem. Biophys. Res. Commun., 120, 1131 (1984)), is a peptide of 39-43 amino
md;whmhmthep:mpdmmpmofnhmctmsunphquuofAlzhﬁmu‘ldnm Ap
lngmmlhdbyprmmgofalngupmtmnAPPbytwomzymmtmmedbmdym
(.ruHudy,'INSZO,lﬂ(lW?)) menmuhhonsmAPPmmtodw:thAlzhmmm‘s
d:umocmmmmthemofporysMormthmAp For example, position
717upmmmn1etothndeof1—semehsecleavngoofAPPm1tnpmwumgtoAﬁ.

positions 670/671 mpmmnteinﬂmmteofﬂmecleavup. It is belicved that the
muhﬁmcmuADbyintuwﬁngwiﬂ:thedmmﬁmbywhichApiafmmedmu
toinmthnnmomtofﬂm42/43minomidﬁ!rmofAﬂmhd.

[0074) Aﬂhntheunumﬂpmpmythntitcanﬁxmdmmbothchmcdmddhmte
complement cascades. In particular, ltbmdsmCIqmdthmatelytoCSb: This associstion

flmhtutnsbmdmgtomurophnguludmgw activation of B calls. In addition, C3bi bresks
downﬂnthnrmdﬂnnbmdntoCRZonBcelhmaTwlldepuﬂmmludmgton

10,000-fold increase in activation of these colls, This mechanizm causes AP to generate an
mmrupmemmofﬂ:dofothumngmn

[0075] Aphnmuﬂnmocmﬂngﬁnm. ThehmmﬁﬁmxofAﬂmmfmedtnu
AP39, AB40, AB41, AP42 and AP43. The sequances of theae peptides and their relationship

mmuwm-mﬂmﬂn
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hthaAPPmmmﬂhmntedbyFimneloandyetnL,'ﬂsto, 155-158 (1997).
For example, AB42 has the sequence:

HaN-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-

Hiu-Gln—Lyu-Lm—Vul—Phe—Phe—Ah—Gh-Asp—an—Gly—Su—Am—

Lys-Gly-Als-Tio-Tle-Gly-Len-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-Tlo-

Als-OH (SEQ ID NO. 21).
AP41, AB40 and AB39 differ from AP42 by the omission of Als, Ala-Ile, and Als-Tle-Val
respectively from the C-terminal end. AP43 differs from Ap42 by the presence of a
threonine residue at the C-terminus,
[0076) Peplideimmmogmswhi_ch uro fragments of AP are advantageons relative to the
intact moloculs for use in the present methods for several reasons. First, beoause only certain
epitopes within AP induce a useful immunogenic reaponse for trestment of Alzheimer’s
dimmequﬂdougoofmofaﬁnmminingnchopimpumwiduam
molar concentration of the useful immunogenic epitopes than a doaage of intact AP. Secand,
certain peptide immunogens of AR generate an immunoganic response against amyloid
deposits without genarating a significant immumogenic response against APP protein from
which AP derives, 'I'l:i:d,pq:ﬁdeimmmosumofAB are simpler to manufacture than intact
AP due to their shorter gize, Fourth, peptids immumnogens of AB do not aggregste in the same
manner a8 intact A, simplifying preparation of conjugates with carriers.
[0077] Some peptide immumogens of AB have n sequence of at least 2, 3, 5,6,10,0r 20
contiguous aming acids from a natural peptide. Some peptide immnogens have no more
than 10, 9, 8, 7, 5 or 3 contiguous residues from AP. In a preferred embodiment, peptide
immunogens from the N-terminal half of AP are used for preparing conjugnates. Preforred
peptide immumogens includo AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 3-7, 1-3, and 1-4. The designation
AP1-3 for example, indicates an N-terminal fragment including residues 1-5 of AP. AP
fmgments beginning at the N-terminms and ending at & residus within regidues 7-11 of AP are
particularly preferred. The fragment AB1-12 can algo be used but is less preferred, In some
methods, the fragment is an N-terminal fragment other than AB1-10. Other prefixred
fmgments include AB13-28, 15-24, 1-28, 25-35, 35-40, 3542 and other interns] fragments
and C-terminus fragments.

[0078] - Some A peptides of the invention arc immunogenic peptidea that on administration
to 8 human patient or animal generste antibodies that specifically bind to ono or more
Putant provided bquhnnmru.c- hitp:Hiwerw sughrua.com
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opitopes between residucs 16 and 25 of AB. Preferred fragments include AP16-22, 16-23,
17-23, 17-24, 18-24, and 18-25. Antibodies specifioally binding to epitopes botween regidues
16 and 25 specifioally bind to soluble AS without binding to plaques of A8, These types of
mﬁbodyemspeaiﬁuﬂybhdtolohbloAﬂinﬂmc&whﬁmofnpnﬁauormhnﬂmodel
wiﬁoﬁlpadﬁcaﬂybixﬂinghphquuof”dﬂpoaiuhthhﬁnoﬂhﬂpaﬁmtormodnl
'IbclpeciﬁcbindiugofmﬁbodieablohtbleAﬁinh‘bihtheAﬂﬁ'umbdnghoorpomedinto
Phq“ﬂthusdﬂxuinﬁbiﬁnsdwdopmmofthebhqwinnplﬁmtminhﬁﬁnguﬁmhu
inuuoinﬂmdzemﬁaqumcyofplaqumifsmhphquuhweﬂrudydwebpedbofom
treatment is administered.

[0079]  Preferably, the fregment of A edministered lacks an cpitope that would generate a
T-call responsc to the fragment. Generally, T-call epitopes arc gyeater than 10 contignous
amino acids. Therefore, preferred fragments of AS are of size 5-10 or preferably 7-10
cmiisuouamholcidlm'moutpmfunbly‘? contignous amino acids; i.e., sufficient length to
mtemnnﬁbodymwiﬂmﬂsﬂlﬂlthngﬂﬂm Absence of T-cell
q:itopmispmﬁnr&ibmuuihmopihpumnmw&immomuﬁﬁtyof
ﬁlgmm,mdm-ymommduindinﬂmnnmrymninasubutofpnﬁm
(Andereon et L, (2002) J. mmunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) Lancet Newrol, 1,3).

[0080] PFragment AB15-25 and subfragments of 7.8 contiguous amino acids thereof are
pmfuredbmuthuapepﬁdaeonﬁmnﬂymahighimmmogminrupmmM
peptide. These fragments include AP16-22, AB16-23, AP16-24, AB17-23, AB17-24, AB15-
24, and AB18-25. Particularly preferred AB15-25 subfragments are 7 contiguous emino acids
in length. The designation AB15-21 ﬁn-mplu,indieatuaﬁagmmtimludingrdduuls-
21 of AP and lacking other residnes of AB. and prefersbly 7-10 contignous amino acids.
Thmﬁlmmbcmmmmmﬁbodympmethltimludu end-specific antibodies.
j0081) PaptidsimnmogmsofAburequimlu‘mng’ fm'lnﬁvityinchuingorprwmnng'
myioiddmodu(suwoomsso.wﬁchiuimmpomadhueininihmﬁmyforﬂl
purposes). AthninistnﬁnnofN-tﬂminllﬁ'lgmmhofAﬂinducuﬂmmducﬁonof
anh'bodiuth.trwoguiuABdapoaihiuvimmﬂinmm. Fragments lacking at least one,
mdmdhnunlunSwlowunﬁndmﬁnowidsMinmtunnymmingfomsof
A are used in some methods. Formle,nfngmmthnkingSminomidsﬁumtheC-
tﬂminﬂﬂdof%induduﬂ:eﬁmulmimdlﬁomtheN—taminﬂmdﬁAB.
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[0082) Unless otherwise indicated, reference to A includes the natural humen gmino acid
sequences indicated above as well as analogs including allelic, specios and induced veriants,
AndoytypicnﬂydiﬁeﬁnmnﬁmlﬂyowuningpepﬁduummDmnfewpodﬁm
often by virtue of conservative substitutions. Analogs typically exhibit et least 80 or 50%
sequence identity with natural peptides. Some analogs also incinde unnatural amino acids or
motﬁ:ﬁuﬁonsofN—urC—tntminnlmimnnidutmo,two.ornfewpmiﬁma. For example,
thon:hrdupuﬁcmidrniduutpodﬁmlmdlm?ofﬂcmber@hmdwiﬂ:imﬂpuﬁc
acid

[0083] Exmpluofmnﬂmﬂminomidsmb,nlpha,llphn—dinhsﬁhmdmimdn,
N-alkyl amino acids, lactic acid, 4-hydroxyproline, gamma-carboxXyglutamats, spailon-
N.N,N-trimethyllysine, epsilon-N-acetyilysine, ?-Phﬂipmﬂ. N-acetylserine, N-
formyimethionine, 3-methylhistidine, 5-hydroxytysine, omega-N-methylarginine, B-alanine,
omithine, norlcucine, narvaline, hydroxprolins, thyraxine, gamma-amino butyric acid,
homoserine, citrulline, and isoaspartic acid. Immynogenic peptides also include analogs of
Af and fragments thereof. Some therapeutic sgents of the inveution aro all-D peptides, a.g.,
all-D A, all-D A fragment, or analogs of all-D Af or all-D Ag fragment. Fragmexis and
analogs can be screened for prophylactic or therapeutic efficacy in transgenic animal models
in comperison with untreated or placebo controls as described in WO 00/72880.

[0084] Peptide immunogens also include longer polypeptides that include, for exampls, an
immunogenic of AP peptide, together with other amino acids. For example, preferred
immunogenic peptides include ﬁuionpmteinnm;:ﬁnin;ueamuﬂofAﬂ linked to a
heterologous emino acid sequence thet induces 8 helper T-cell response against the
hetuobmunﬁmncidseqummdﬂﬁubya&eeumpomuyinnthewlesmm
Silnhpolypq:ﬁducmbamedfurpmphyhcﬁe or therapeutic efficacy in animal models
inmpnimnwiﬂ:lm&uudorphoeboeonhohudm‘bedinwomzsso.

[0085] The AP peptide, analog, immunogenic fragment or other polypeptide can be
administered in disaggregated or aggregated form. Disaggregated A8 or fragments thereof
means monormeric poptide units. DinggmgntedMorﬁ'nsmmﬂueofmgmﬂly
soluble, and are capable of self-sggrogating to form soluble oligomers, protofibrils and
ADDLs. Oligomers of A8 and frapments thercof are nmlllylolublemdﬂliltprednmi:nmﬂy
a8 alpha-helices or random coils, Aggregated AS or fragments thereof means oligomers of
Ap or fregments thereof that have associate into insoluble beta-sheet assemblics, Aggregated

AP or frmgments thereof also means fibrillar polymers. Fibrils are ususlly insoluble, Some
mmmwm-mm-wm.-qm
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antibodica bind either soluble AS or fragments thereof or aggregated AS or fragments thereof,
Somnmﬁbodiubindbothwhthor&agmeﬂaﬂmeofndqgmptedeﬁngmmﬁ
thereof

[0086] Immunogenic poptides also inclnde multimers of monomerio irmumogenic
peptides. Immumogenic peptides other than AP peptides should induce an immunoganic
response against one or more of the preferred fragments of Ap listed sbove (e.g., AP1-3, 1-7,
1-10, and 3-7).

[0087) Fwnmmogenic peptides of the present invention are linked to a carrier using &
mothod of the present invention to form a conjugate. The immnunogenic peptide can be linked
atihlmimtumimu,ihwboxylunﬂmu.mbuthbaouﬂumﬁmucmjm.
Mmﬂy.mﬁphwpeahofﬂnimmmgmicpepﬁdecmbep:utintbnwnjugate.
[0088] AnN—tuminaIﬂngmmtofAﬁmbeﬁnkndutitaC—tmimntouuni:popﬁdnb
form a conjugsate, In such conjugates, the N-tarminal residus of the fragment of AP
constitutes the N-tarmina] residue of the conjugate. Accordingly, such conjugates are
effective in inducing antibodies that bind to an cpitope that requires tho N-ternrinal residue of
AP to be in free form. Smhnmmoguﬁcpq)ﬁdnoftheinvuﬁonwmpﬂnnphnﬂityof
repeltsome—turminalsngmentoprlinkndatﬂ:ec-tnmimutoomormmoopyofa
carrier peptide to form a conjugate. The N-torminal fragment of AP incorporeied into such
conjugates sometimos beging at ABI-3 and ends at AB7-11. AB1-7, 1-3, 14, 1-5, and 3-7 are
preferred N-terminal fragment of AB. Some corjugates comprise different N-terminal
segments of AP in tandem. For example, a conjugate can comprise AP1-7 followed by Ap1-
3 linked to a carrier.

[o089] In some conjugates, an N-terminal segment of AP is linked st its N-terminal end to
2 carrier peptide. The same variety of N-terminal scgments of AB can be used s with C-
terminal Yinkags. Some conjugates comprise & carrier peptide linkod to the N-terminns of an
NmumofAﬂ,whirhisinhnnﬂnkedtomormud:ﬁﬁmllN-hmhﬂ
segments of AP in tandem. Prefowably, such immunogenic AP fragments, ance conjugsted to
mlppropﬂmcnﬁn,indmamimmogmiemlpmnihuiupwiﬁmuydhwhdbﬁem
fragment without being directed to other fragments of AB.

[0090] Immmnogemic peptides of the invention include immunogenic heterologous
peptides. Inmei:nmumogmﬁcpepﬁdu,mAﬂﬁnmmtiu]inhdhucmi:tofomm
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immunogenic heterologous peptide. This heterologous peptide is inked to a carrier using a
method of the present invention to form e conjugate. Soms of these immmunogenic
hmhmpwﬁduwmpﬁummofAbﬁnhdhmmidqﬁbpumchu
described in US 5,196,512, EP 378,881 and EP 427,347, Optionally, an immunogenic
poptide can be linked to one or multiple copies of a carrier, for example, at both the N and C
tetminiofthncmiertoﬁu:mnnimmmogmichemlompepﬁda. Other of these
immgmﬂchﬁmhgnmpq:ﬁdumyiu&sgnmhofw linked to carrier peptides
described in US 5,736,142. For examplo, an inununogenic heterologous peptide can
comprise AP1-7 followed by AB1-3 followed by a carrier. Examples of such immunogenic
heterologous peptides include:

AB 1-7/Tetamms toxoid 830-844 + 947-967 in & linear configuration

DAEFRHD-QYIK ANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQID NO.24)

[0051] Peptides described in US 5,736,142 (all in linsar configurstions):
PADRE/AB 1-7:
AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD (SEQ ID NO.26)

AB1-7 x 3/PADRE:
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO.:27)

PADRE/AP1-7 x 3:
AKXVAAWTLEAAA-DAEFRHD-DARFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO.:28)

AP1-7/PADRE:
DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO,29)

AB1-7/albumin fragment:
DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.:30)

AP4-10/albumin fragment:
FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO.:31)

AP3-9/albumin fragment;
EFRHDSG-ISQAVHAAHAERINEAGR (SEQIDNO.:32)

HAs07.319/AP17 x 3:

P&mpmhdn&ﬂruﬂ-nm-wm
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PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRAD-DAEFRHD (SEQ ID NO.:33)

APr1a/HAspr.019/AB17:
DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD (SEQ ID NO.:34)

APyax 3/HA3g7.319
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD—PKYVKQNTLKLAT (SEQID NO.:35)

AP17x 2/HA307.315:
DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO.:36)

AP13/HAs07319/Maleris CS/TTo-set/TToer.06/ APy
DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT—MKASSW—QWGHEL
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAKFRHD (SEQID NO.:37)

AP X 3/TTr30844/C/TToe7967
DAEFRHD—DABFRHD-DAEFRHD-QYIKANSIGIGW
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO.:38)

(SEQ ID NO.:39)

AB 19/ TTioo.344/C/T 7067/ AB12
DAEER]D—QY]KANSKFIGITEIrC-FNNFTVSFWIRVPKVSASHEE-DAEFRIm
(SEQ ID NO.20)

[0092Z] Some immunogenic heterologous peptides comprise a nultimer of immunogenic
pcpﬁdumprumtedbythefmmulaz'.hwhinhxismintegqrﬁmnl-s. Proferably x ia 1, 2
or 3, with 2 being most preferred. Whmxiltwo,luchamulﬁmuhumimnnmgmic
poptides linked in a preferred conﬁgmaﬁourefwredlnuMAPd-(anS 5,229,490). Such
inmmgmicpq:ﬁdumthmﬁnkedhaurﬁauingnmetbodoftbnmimmﬁmm
form a conjugate.
[o093] ThoMAP4oonﬁsmaﬁnniuhownbalow,whnbnmhedmmmdmed
byiniﬁnﬁngpeptiduynthduthoththeN—tenninﬂmdsidechninminu of lysine,
Dq)mdingupmﬂwnumbaofﬁmulnineilimmpomedintotheﬂeqummdaﬂowedto
bmch.thomultingmmnewillprumtmﬂﬁploN-Mmini. In this example, four identical
mmmumwm-wumm
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N-tcuninihmbemproduoedmthobrmnhndlyﬁne—eonﬂiningm. Such multiplicity
.gmuﬂy enhances the responsiveness of cognate B cells.

Peptide
KGG
Peptide
s
Peptide
>KGG
Peptide

[0094] Examples of such immmmogenic heterologous peptides include:;

AP 1-7/Tetamus toxoid 830-844 in a MAP4 configuration:

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO.:22)
A§ 1-7/Tetanns toxoid 947-967 in 8 MAP4 configuration:

DAEFRED-FNNFTVSFWLRVPEVSASHLE (SBQID NO.23)
AR 3-9/Tetanus toxoid 830-844 in a MAP4 configuration:

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

$ >Ly=~c+1y-Cy-

[0095] TheAqu:ﬁdn,mﬂog.wﬁvaﬁ:gmnnorothﬂ-polypepﬁdnmbeldmwin
agsociated or multimeric form or in dissociated form. Therapeutic agents also include
mnlﬁmmofmmmuicimmopnicngmb.Aguﬂsothuﬂ:mAﬂpqﬁdunhouldinﬂuu
mhmmguﬁewlphummmofﬁpmmﬁﬂwm
(e.g., 1-10, 1-7, 1-3, and 3-7), and can also be conjugated to a carrier using & method of the
present invention, memb!y.mhmmmdumdtommﬁmmﬁminmm
mhmmogmicmpmloihuiupedﬁunydimuhmofthneﬁngmmﬁthnutbdng
directed to othar fragments of AB. Toﬁnilitntathncmﬁupﬁmofmpopﬁdsimmumgm
withacuﬁa,addiﬁmﬂaminolcidncmbeaddedbthemﬁniofthemﬁpﬁn
dmmlhelddrhondmdnucmahobouudfnrmodlfymgthephymdmchmwd
properties of the peptide imumnogen. Amino acids such as tyrosine, cysteins, lysins,
gluhmicmmpnﬁcmﬁmﬂmﬁh.mbeinuodmeduﬂmc-mN-tunﬁmoﬂhepepﬁdc
mmunogen. Addiﬁonﬂly,pq:ﬁdelinkencmuining:mimuidlmnhnglydnomdalmine

mmuqm—ﬂnm-mqm
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cam also be introduced. In addition, the sntigenic determinants can differ from the natursl
sequence by being modified by terminal NHygroup acylation, e.g., by slkenoyl (C1-C20) or
mmlﬁumwmmag,mmmm
some instances these modifications may provide sites for linking to & support or other
moleculo.

[0096]) Thapepﬁdeimnumgmuudlngmm:ecmjugﬂuoﬂhemiwmﬂmuﬁng
lproeudischsedhautncmbecumbinedﬁnﬁnhgemﬁnmpolymm(mulﬁmm),mm
be formulated in a composition without linkage, as an admixture. Where a peptide is linked
o an identical peptide, thereby forming a homopolymer, a phurality of repeating epitopic
units are presented. For example, multiple antigen peptide {MAF) technology is used to
construct polymers-containing both CTL and/or antibody poptides end pepides. A "CTL
epimpe"i:omdmiwdﬁomnlecmdepﬁopicmgionsofpotmﬁdtargetmﬁm. When the
peptides differ, e.g., a cocktail representing different viral subtypes, different epitopes within
uubtypqdiﬂ'crmt!ﬂ.Amﬁicﬁonapeuiﬁciﬁu.orpepﬁdnwhichwnhinT- er
q:ihpea,hﬂnopolymmwithmputin;mﬁhmmvided. In eddition to covalent linkages,
nmowlmﬁnhguenpnbleofﬂ)mingﬁﬂmlwu]nmdmmbond:mmo
contemplated,

[0097] Such peptide immunogans and their analogs arc synthesized by solid phase peptide
synthesis or recombinant expression, or are obtained from natural sources. Automatic
Peptide synthesizers are commercially available from mumerous suppliers, such as Applied
Biosystems, Foster City, California. '

[0098] Recombinant expression can be in bacteria (such as £, coli), yeast, insect cells or
mammalign cells. Procedures for recombinant expression are described by Sembrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, NY, 2nd ed., 1989),
Somo immunogenic peptides are also availablo commercislly (e.g., American Peptides
Company, Inc., Sunnyvale, CA, and California Peptide Research, Inc., Napa, CA).

[0099) Random Libraries of peptides or other compounds can also be screened for
suitability as a peptide immunogen, Combinnmri.-llibmielcbeprodueedﬁrmmytypu
ofoumpounduthatembelynﬂmdzedinntep-by-stq)fnhim. Such compounds include
polypeptides, beta-turn mimetics, hormanes, oligomeric N-substituted glycincs, and
oligocarbamates and the like. Llrgecomhhmriallihmiuoftheoampoundsmba
constructed by the encoded synthetic Libraries (ESL) method described in WO 95/12608, WO
93/06121, WO 94/08051, WO 95/35503 and WO 95/30642 (each of which is lncm'pomedby
Patent provides by Sughvue fen, PLLG - Witp=bww: uphrus.com
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reference for all purposes). Peptide libraries can also be generated by phage display methods
(ses, e.g., Devlin, WO 91/18980).

Derivatization and Conjugstion of g fmmung penic Peptide to 5 BTT}E

[0100] The site of aitachment of a peptide immunogen to 8 protein/polypeptide carrier, and
ﬂmmhnaofthemlinkhgngﬂthntisuudbﬂhnhapq:ﬁdaimmmgmmﬁemﬁu
mboﬂlinporuntmﬂnupe:iﬂdtyoﬂhemu]hntmﬁbodymﬂuednsaimtit For proper
mogﬁﬁon,hpqﬁdnimmmgmmmbomldbthecuﬁuwiththnlppmpﬁm
orientation. For an mntibody to recognize subsequently the free peptide immunogens without
uﬂn.ﬁopopﬁdehmmosm—muﬁnfpolypepﬁdeamiﬁcmjummunp:umnho
peptide immmmnogens in an exposed and accessible form. Optimael crientation is often
achicved by directing th cross-linking reaction to specific sitcs an the poptide immumogens.
Omwnymanhimthhwﬂhapopﬁdeimnmmhbynﬂmﬁngltﬂminﬂcylﬁmreﬁdue
during peptide synthesia. 'Ihismvidesamlﬂ:ydrylyuupononemdofthopepﬁdefor
conjugation to the carrier. Cross-linking through this group providés attachment of the
peptide immunogen only at ane end, thercby ensuring consistent orjentation,

[0101] In poptide immunogen-carrier conjugation, the goal is not to maintain the native
mtaurltnbilityofﬂwclrrin-,bmtoprumﬂ:ehaptminﬂmbutpom‘blewaytoihe
immmune system. hmnhhgﬂﬁlmmechoiuofmjupﬁonchmﬁmymymmmlthe
resultant titer, affinity, and specificity of the antibodies generated against the hapten. It may
behnpodmtinmoeuutochoouamﬂnﬁngwcmﬁngupmmlmg
enough to present the entipen in an unrestricted fashion. It also may be important to control
the density of the peptide immunogen on the surface of the carrier. Too little peptide
immmogen substitution may result in little or no responsc. A peptide immunogen density
toohighwmdlymyuuuimmmhgica]luppmlimmddmﬂhnmpm. In
lddiﬁm,memlinhiuelfmygmmomlmd-ﬁedinmmmo. These issues
needhbohkminbomﬁdnnﬁoninldwﬁngmtmlythelppmpﬁnemﬁnﬁng
mgad:,butlhothnlppropﬁmrlﬁonofwominlpolypqﬁdncaﬁcmdpopﬁde
immuonogen.

[0102) A variety of means of sttaching the protein/peptido canriers to the peptide
immunogens are possible. Yonic interactions are possible through the termini or through the
€-amino group of lysine, Hydrogen bonding between the side groups of the residues and the
pq:ﬁdoimnnommnlqo possible. Finally, conformation interactions between the
protem/peptide carriers and the immunogenic peptide may give rise to a stable attachment.

mwwmwm-mpmmm-.m
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[0103] Peptide immunogens-carrier conjugates have been succeasfully generated using
various cross-linking reagents such as zero-length, homobifinctional or heterobifunctional
mlinkm.mmmwdhblemmhmlﬁrbioconjugnﬁmmﬂmlo-nned
zaro-Jength cross-linkers. These compounds mediate the conjugation of two molecules by
forming a bond containing no additional atoms. Thus, one atom of 8 molecnle is spacer. In
many conjugation schemes, the final complex is bound mgdhurby_vimm of chemical
components that add foreign structures to the substances being croas-linked. In some
lppﬁﬂﬁmgﬂ:eprumuofﬂmeintmmingﬁnkmmybedwhnmmmﬂninbndndm
Forinshnsqinﬂwpmpu:ﬁonofpepﬁdeimmogm—cmiuemﬁugﬂuthewmplnis
fomedwiththnintmﬁmofgmﬂlﬁngmimmeruponutoﬂmnﬂmhedhmm.
Occasionally, s portion of the antibodies produced by this respanso will have spetificity for
dimhnomepotenﬁﬂforthistypeofmmﬁﬁtybymdhﬁngldimtlinhgebdwem
two subastances.

[0104) Homobiﬁmnﬁomlmgmb,whiahwmtheﬂntmu—ﬁnﬁngmgmhuudfor
modification and conjugation of macromolecules, consisted of bireactive compounds
conninhgthnsmeﬂmcﬁmﬂgroup:tbothmdl(ﬂnhnmmd\vold. 1966). These
mgmumﬂdmommhmﬂmbycowlmﬂymhngmtbﬂmmmmm
groupa on both molecules. Thu.thelylmoa-mnuorN-mummlmnaofmeprotun
Wuldbeuon—lmhdhthemﬁmchmﬂsmupsonnmndpmtunnmplybymmngthe
twobgeﬂ;winthepmmmofﬂwhomobiﬁmcﬁmﬂmm

[0105]) Hetuobiﬂmcﬁgnﬂmnjnpﬁonmgmﬂeonhintwodiﬂ'qmrucﬁngmmthn
cmeoq:letotvmdiﬁ‘umtﬁmcﬁumltugehunpmteimmdoﬂnmmnhm]u. For
enmple.oneputof:crou—ﬁnkcmyoontninmmim—nw&wgwup,whﬂemothm-
porﬁonmaywn:iatofamlﬂwdryl—mﬁvegmup. The resmlt is the ability to direct the
mﬁnkhgmcﬁmb.dwﬂdpuﬁofhgﬁmolwﬂuﬂ:umningbeﬂnmﬁolm
the conjugstion process.

[0106] Hel:mbiﬂmﬁomlmgmhmuudtomn—ﬁnkpmtuiumdoﬂmmolwuluina
two-or three-step process that limits the degres of polymerization often obtained using
homobifinctional cross-linkers.

[0107 Mmymsthodsmumﬂyavaﬂnbleforcouplingoqu:ﬁdeimmmogmﬂo
protein/polypeptide carriers using zoro-length, homobifunctions! or heterobifimetionaj
crosalinkers, Mostmamodlmmim,mide.mﬂ:miaothiomor disulfide bonds,

P.npwlﬂb'&w-;ohl.m-wm
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urinmemuﬂ:ioﬂthm:.lhemmgmnalmethodofeoupﬁngpmtﬁmapepﬁdutn
active groups at sach end. Thsapmmolwﬂumhmidmﬁcﬂmdiﬂumtncﬁwm
at cach end. The most common active fmctionatities, coupling groups, and bonds formed
are:

1. Aldehyde - amino — secondary amine

2. Maleimido - sulfhydryl ( thioether

3. Succintmido - amino ( amide

4. Imidats esters - amino (- amide

5. Phanyl azides - smino ( pheuy! emine

6. Acyl halide - sulthydryl ( thioether

7. Pyridyldisulfides - sulfhydry] { disulfide

B. Isothiocyanate - amino ( isothiourea.
[0108]  The reactivity of a given carier protein, in terms of ite-ability to be modified by a
crogs-linking agent such that it can be conjugated to an peptide immmogen, is determined by
ﬂsminoanidoonmou’ﬁmmdtheseqmmhcnﬁmofﬂnhdiviﬂuﬂmﬁmlddainﬂu
three dimensional ll:'ucturaofthnmnlmﬂo,uwellnbyﬂleminodwmpmiﬁmoﬂhe
[0109] In the case of linkers (“L") between protein/peptide carriers and other peptides (e.g.,
nmtdﬂpepﬁdecmﬁmmdmpepﬁdeimmmogm),themmmtypicaﬂymoﬂedﬁom
M;Gly.orothnrnm:hﬂnpwmofnmlumimwidsorneu&ﬂpolzmﬁmnids. In
cartain embodiments the neutral specer is Ala. It will be understood that the optionally
mmmadnotbewmyﬁudoﬂhemoruidwndthmmnyhnhﬁuo—m
homo-oligomer. Exmpluyspaminnh:dehmo—oﬁmmofﬂu. 'When present, the
apaomwiﬂuuaﬂybeatluutommtwomidm.mmmmﬂyﬂmohdxnﬁdum. In other
umbodimmhthnpmtcﬁ:lpolypepﬁdnemiuiawnjumedtompepﬁdehmnmogm.
prafenblywithﬂmpmtm‘nlpepﬁdecuriupoliﬁmedatlhomimtuminuu. The peptide may
bejoinedbynMﬁnh,mhuAl&AbAhaﬂmﬁkgmdpmﬁmblyﬂnﬂmmﬂdna
lipid residue sach palmitio acid or the like which is attached to alpha and epailon amino
gmnplofaLysresidne((PAmLyn).whichillﬂauhedtnﬂmamimtemﬁmofthepepﬁde
conjugate, typically via Ser-Ser linkage or fhe like,

mmqw-wm-mn.m
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[0121] In some aspects of the invention, the peptide immunogen is an A# fragment selected
from the group consisting of Ag1-5-L, AB1-7-L, AS1-9-L, and AS1-12-L. In some aspects of
the invention the Linker is GAGA (SEQ ID NO:10).

[0122] To facilitate the conjugation of a peptide immunogen with a carrier, additional emino
acids can be added to the termini of the antigenic determinsnts. The additional residnes can
ﬂmbouuedﬁr;nodifyingthnphyﬁcdmchmiedpmpuﬁuoﬂhopupﬁdehmnmgm.
Amino acids such as tyrosine, cysteins, lysine, glutamic or aspartic'ecid, or the like, csn be
introduced at the C- or N- terminus of the peptide immunogen. Additionelly, peptide linkers
containing amino acids such as glycine and slanine can also be introduced. In addition, the
mﬁgmicddumﬁnmhemdiﬁarﬁmthomhnﬂaqumubybdngmodiﬁodhyhminﬂ
NH;-group scylation, &.., by alkanoyl (C1-C20) or thioglycolyl acetylstion, terminsl-
carboxy amidation, e.g., ammonia, methylamine, efc. In some instances these modifications
may provide sites for linking to a support or other molecule.

[0110] In some aspects of the invantion, the peptide immunogen is an A fragment selocted. -

from the group consisting of AS1-5-C, A81-7-C, AS1-9-C, end AS1-12-C, where Cis a
cysteine amino acid residue, In some aspects of the invention, the peptide immunogen is an
Ap fragment selected from the group consisting of AS1-5-L-C, AB1-7-L-C, Af1-9-L-C, and
AB1-12-L-C.

[o111] Thupupﬁdeimnmogmhﬁnkedhthnpruﬁﬂpq:ﬁdscuﬁueithurdinﬁlyorvh
ulinku-theratthnminomﬂrboxytuminulofthepapﬁdoimmmogm The amino
tuminusofdﬂmthnpepﬁdeimmgmorthnpmhinlpq:ﬁdecnﬁamybeacykud. In
addiﬁm,ﬂmpepﬁdnimnunogm-motddpqaﬁdewﬂumnjumm:ybaﬁ:hdbm
alkanyol (C;-Cazg) lipid:viaonemmmlinkingruidnumhuﬁly, Gly-Gly, Ser, Ser-Ser
as described below. Other useful lipid moieties include cholesterol, futty acids, and the like,

[0112] Peptide immunogens cam be linked to a carrier by chemical crosslinking,
Techniquuforlinﬁngmhnmmgmmacuﬁuhehdethnﬁwmaﬁmofdimlﬁdnhhgm
using N-succinimidyl-3(2-pyridyl-thio) propicnste (SPDP) (Carlsson, J et al. (1975)
Biochem J, 173: 723,) and succinimidy] 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC)(iﬂhupepﬁdehnh;mﬂﬂ:ydrylmthinmbemﬁdedbyadﬂiﬁmoﬁ
cysteine regidue to the hapten). Theso reagents create & disulfide linkage between themselves
mdpepﬁdecylteinemﬁduononepmtdnmdmlmidelhhgethmughﬂm&mimona
lylinn.orotherﬂeeminogroupinothﬂrlmimacidl. A varioty of such disulfide/amide-
forming agents are described in Immmuno, Rev. 62: 85 (1982). Other bifimotional coupling
Potant arovided by Sughrue Mipe. PLLC - e stghrun com
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agents form a thioether rather than & disulfide linkage. The thioether forming agents include
reactive estar of 6-maleimidocaproic acid, 2-bromoacetic acid, and 2-iodoscetic acid, 4-(N-
maleimido-methyl) cyclohexane-1-carboxylic acid. The carboxy} groups can be activated by
combining them with succinimide or 1-hydroxyl-2-nitro-4-gulfonic arid, sodium salt

[0113}) Most frequently, lysine residues are the most sbundant amino scid regidues found
mcnﬂurpmtdm,mdthmruidnummodiﬁeduﬁngmlinkingmhbm
neucleophilic sites that are then coupled to 2 hapten, Thia coupling is achieved via any of the
hydmphﬂicnidnchnimonﬂwhptmmnlwulnthtmuhmicnﬂyncﬁve. Theso include the
pmidylmofurginim,ﬁo(—mboxylmofgluhmﬂemﬂupuﬁcmﬂw
lﬂlﬂudryimofcyntuin:,mdthes—mﬁnogmupoﬂyﬁne,mmeafw. Modification
ofpmtuimmchthatﬂmycmmwbemupledmoﬂmmoieﬁuhmhiwdmin;muﬂnﬁng
mgmtl.whiuhructwithmyofthelideahlinsonﬂwpmtaincmia'orhaptmmolecules.

[0114] Inoneupectofthcprumtinvmﬁan,thecnﬁurpmhinﬁﬁorwiﬂwuuﬁnkn
mlwﬂehﬁm&omﬁzgd(dﬁvaﬁmd)uﬁﬁamtﬁnmrmﬁwdminbthn
cuﬂerprotdnmoleuﬂethﬂmmmnblemfmhamodiﬁclﬁonbinuodmmhophiﬁe
groupa. hommbodimmgtbewﬁwhmhdwimnhﬂomndaﬁngMWhich
prd'u’mﬁallymulswithanumbwofﬂmcﬁomlgroupsonamimmidruiduesofpmtcins
lur.hulhesulﬂxydryigroupofcylteine,thoprimn:ye—aminomoflynimmidne,thna
Mminﬂofa-mﬁnm,thethiodhaofmethionhemdbominﬂdmylddechnhmuumof
histidine (Gurd, 1967). In & preferred embodiment, the primary e-amine groups on lysine
residues of the carrier protein aro derivatized with b N-hydroxyseccinimidyl bromoacetate to
generate a bromoacetylated carrier. Conjugation of peptide immunogen and the activated
motdncnﬂnrwncuﬁedoﬂbysbwlyaddinglhemﬁvﬂedmﬁumthesoluﬁm

tnining the peptide i
[0115] By using the process of this invention, the peptide immunogens digcussed in section
B,nbova.mybewnjugmdwunyoftheﬂrﬂmdimuedinmﬁm&lbow. The
eunjugatnsruulﬁngﬁomthopmemofﬂ:i;hwmﬁmmueduimmgnﬁ:rthn
gmunﬁonofmﬁbodiungﬁnﬂAﬂfmueinpnuﬁvdwﬁvoimmunthclpy. Furthermore,
AP or n AB fragment linked to a carrier can be admiistered to s labaratory nimal in the
production of monoclonal antibodies to Ap.

[0116] In one aspect of the invention, the conjugate is a conjugate selected from the Eroup
conaisting of AB1-7-CRM,y;, (AB1-7x 3)-CRM;gy, and (AB1-7 x 5)-CRM,g;. In one aspect

mmnmmm-mnmm
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of the invention, the conjugate is a conjugate selected from the group comsisting of CRM, -
AB1-3, CRM57-AS1-7, CRMigr-AB1-9, end CRM;57-AB1-12. In another aspect of the
invention, the conjugats is a conjugate selected from the group consisting of AB1-5-C-
CRM,y;, AB1-7-C-CRMg;, AB1-9-C-CRM)g;, and ApP1-12-C-CRM)y7, AB16-23-C-CRM, g,
AB17-24-C-CRM ¢, AP18-25-C-CRMy;, CRM0;-C-Af16-23, CRM;5;-C-AB17-24,
CRM97-C-AB18-25, AB16-22-C-CRM37, AB17-23-C-CRMs7, AS18-24-C-CRMg7,
CRMig7-C-AB16-22, CRM57-C-AB17-23, and CRM57-C-AS18-24. AB1-9-C-CRM, 7, and
AB1-12-C-CRMjg;. In yet enother aspect of the invention, the conjugate is a conjugate
selected from the group consisting of selectod from the group consisting of A81-5-L-C-
CRMg7, AS1-7-L-C-CRMg7, AB1-9-L-C-CRMg7, and AS1-12-L-C-CRM,;.

m. .

[0117] A disedvantage to the use of coupling reagents, which introduce reactive sites into
the side chains of reactive amino acid molecules on carrier and /or hapten molecules, is that
the reactive sites if not noutralized are free to react with any unwanted molecule cither in
vitro or in vivo. In the process of the present invention, capping of the unreacted functional
groups is accomplished by reaction of the conjugates with pendant reactive groups with
reagents which inactivate/cap the reactive groups. Exemplary inactivating/capping reagents
for use with the conjugation process of the present invention include cystearmine, N-
acctylcysteamine, and othanolamine. Altematively, capping is accomplished by reaction with
emmonia or ammeonium bicarbonete, aither of which converts the haloacetyl groups to
aminoacetyl groups. Capping is algo accomplished at alkaline pH (9.0-9.8) using sodium
hydroxide or sodium carbonate, which converts the haloacety] groups to hydroxyacetyl
groups. One potential advantage of converting the haloacetyl groups to aminoacetyl or
hydroxyacetyl groups, as opposed to the reaction with cystoamine derivatives, ethanolamine
oic., is the introduction of relatively amaller sizo chemical fimctionalities, by reaction with
ammonia or hydroxide/carbonate. Tho resulting capped functional groups, ¢.g. aminoacety]
or hydroxyacetyl, provide ralatively less perturbance in the carrier protein portion of the
conjugate. Thﬂclppedpq:ﬁdeimmunogm-cuﬁerpmtuinispuriﬁedu neceisary using
Imown methods, such as chromatography {gel filtration, ion exchange, hydrophobic
interaction or affinity), dialysis, ultrafiliration-diafiltration, selective precipitation using
smmonjum sulfate or alcohol, end the like.
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[0118] The oapped peptide immunogen-carriar protein conjugntes ere administered in an
immmogenic composition to mammals, particularly mmans, for prophylactic and/or
thﬂ'apa:ticpulpom'lhocunjugmofthoprumtinmﬁm are used to elicit and/or
enhanco inwmune responses agamst immunogens, For instance, CTL~carrier conjugntes are
used to treat and/or prevent viral infection, amyloidogenic diseases, cancer etc, Alternatively,
polypeptide immunogen-carrier conjugates, which induce antibody responses, are also used.

{0119] In therapeutic applications, a conjugate of the present invertion is administered to
an individual nhaudyluﬂ'edngﬁ'ommmyloidogmiedimeluchumgimﬂ'ldiumo.
Thnuinthnincubuﬁmphuemthouuhphlnofﬂwdinuumlybemﬁlhﬂm
ugiijugﬂaofthnprumlinvmﬁmupnftdyarinmjmcﬁwiﬂmthnmmu
appropriate.

[0120] In thempeutic applications, mimmngmieemnpoaiﬁonofthepruminvmﬁm is
Idmiﬁstuudmapaﬁmtinmmmtmﬂidmtmeﬁdtmcﬂ'wﬁwCTmemw
hmmﬂmpmhﬁemyloidphqnqmdbmor!tlustpﬁaﬂymm
progmﬁon,lympmmgmdloremnpﬁuﬁm.Anmomudaqumtomnmpﬁnhthisin
dnﬁndu"&mmﬁdlyeﬁecﬁvedme."mheﬁecﬁwfortﬁnmﬁﬂdmmdhpm
mthepq:ﬁdacompoﬁﬁon,themmofldminishﬁmthemgemdsevmityoﬂhe
dimobcinghmhd,thnwdghtmﬂgmuﬂMofhulthofthepnﬁmt,nndthejud;mmt
of the prescribing physician, '
[0121] Therapeutically effoctive amounts of the immunogenic compositions of the present
invmﬁongmuaﬂympfoﬂhehﬁﬁﬂimmuninﬁonfmﬂmupmﬁcmpmphylwﬁc
administration, from about 0.1 ug to about 10,000 k8 of peptide for & 70 kg patient, usually
from about 0.1 to about 8000 ug, pmb‘mblybetwemabouto.lbnbm:tsooo;lgmdmost
wdmblybﬂwmo.lbnwml.mmnmdmmfoﬂowedbyboolﬁngdomof
ﬁmnnbouto.l#nglOOO#goqusﬁdepmmhlboolﬁngregimmquehm
mmthsdepmdingupmthapaﬁum'lrupommdmdiﬁmbymuﬁngspeuiﬁcinmm
Tesponses.

[0122] Purther, the pregent invention is used prophylactically to prevent and/or ameliorate
amyloidogenic discase. Effective amounts are as described abgve. Additiomally, one of
ordinu-ylkil]inthau'twunldlhoknowhowtotdjustormodifyprophyhcﬁctreamﬂnh,u
vaﬂlw.fwmhbyboaﬁnzmdldjmﬁnsdmmddoﬁnsmsimu-
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[0123] Illﬂnpwﬁcldminiltmﬁonmnybesinltﬂ:eﬁntlipoﬂhndim Thiz is
bﬂovmdbyboonﬁngdmumﬁlihodiampmgmnionishﬂtedormmadmﬂm
symptoms are substantially abated and for a period thereafter,

[0124] Imm:mogaﬁcomposﬂinmoftheminvmﬁcnfmthmﬁcmpmphyhcﬁc
mmmummwmmnmmm.m
artorial, intre-crapial, intra-peritoneal, intra-nesal or intra-muscular mesns for prophylactic
and/or therapoutic treatmant, Omtypimlmuteofldminimﬁonofmimmogmiclgumis
subcutaneous, although other routes can be oqually effoctive. Another common route is irtra-
mmscular injection, Thistypeofinjeulionismolttypicallypa'formndinthemorleg
muscles. In some methods, ageats are injected directly into a particular tissue where deposits
have accumnlated, for exampls infra-cranial injection, Intra-rmscular injection or
intravenous infusion is prefesred for administration of antibody. In some methods, particular
ﬁmuﬁcmﬁbodiminjwbddirecﬂyinhthoamim. Becanse of the ease of
administration, the immunogenic compositions of the invention are particularly suitable for
orel administration. Theinvantionﬁmherpmvidnimmumguﬁcemnpoliﬁomfurpmtuﬂ
ldminisunﬁm,whichoompﬁuawluﬁonofthepepﬁdeaorwqiugnh,dimhedor
suspended in an acceptable carrier, preferably an aqueons carrier.

[0125] A veriety of diluents, exoipicnts and buffiers may be nsed, o.g., water, buffered
water, phosphate buffered saline, 0.3% glycine, hyaluronic acid and the ke, These
compositions may be sterilized by conventional, well-known sterilization techkmiques, or may
be sterile filtered, The reaulting aqueous solutions may be packaged for use as is, or
lyophilized, the lyophilized preperstion being combined with a sterile solution prior to
edministration. The compositions may contain pharmaceutically scceptable auxiliary
substances as required to lppmximltephyniologienlconditiom.mchlsbuﬂningm
tonicity adjusting agents, weiting agents and the like, for example, sodium acetate, sodium
lactate, sodium chloride, potassium chloride, calcium chloride, sorbitan monolsurate,
tristhanolamine oleate, etc.

[0126] For solid compositions, conventional nomtoxic solid carriers may be used. These
may include, for example, pharmaceutical grades of mannitol, lactose, starch, megnesium
lhnmwdimunchaﬁn,hlmuauuhco,ghmu,mcmmumwbonmmm
like. For oral administration, aphmmouﬁmﬂylmephblonumﬁccompoaiﬁonilﬂ)rmed
by incorporeting eny of the normally employed excipients, such as those carriers proviously
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listed, and generally 10-95% of active ingredient, that is, ons or more conjugstes of the
invention, and more preferably at a concentration of 25-75%.

[0127] Ths concentration of immunogenic cempositions of the present invention in the
pharmaceutical formmlations can vary widely, i.c., from less then about 0. 1%, usually &t or at
least about 2% to s much as 20% to 50% ar more by weight, and will be selected primarily
by fluid volumes, viscoaities, etc. , in accordance with the particular mode of administration
solected.

[0128] Thnoonjugnteaofthcpruominvmﬁnnmynllobndmilﬁltuadvinﬁpowmu.
whichmobtngdtbeemjuguubnpuﬁwlnﬁmnchulymphoidﬁmqmtumd
ldecﬁvnlyminfechdcdl;uwoﬂuinmﬂnhdf-ﬁboﬂlppepﬁdempoaiﬁm
Liposomes include emulxions, foams, micelles, insoluble monolayers, liquid crystals,
phospholipid dispersions, lamellar layers and the like. In these preparations the comiposition
to be delivered is incorporated ag part of a liposome, alone or in conjunction with a molecule,
whiuhbindsb.formnnple.amepbrpmﬂmimnngl)mphoidceﬂ:. These moleculos
wouldinnhdemnmclmdlﬂodies,wﬁchbhdbthemsmﬁgm,orwiﬂmthu
therapeutic or immonogenic compositions. Thus, liposomes filled with & desired composition
ofthopmmtinvmﬁmunbedheutedbﬂmdtcoﬂympboidcdh,whuetbeﬁpom
thmdeﬁvcrﬂxenlectedlhﬂlpenﬁdixmmogmﬁcpepﬁdomposiﬁom. Liposomes for use
iniheinvmﬁmmbmedﬁmnlundndvuiclo-ﬁiminsﬁpidn.whichgmmnyimhde
neutral and negatively charged phospholipids and a sterol, such as cholesterol. The selection
of lipids is geaerally guided by consideration of liposome size, acid lability and stability of
the liposomes in the blood stream, A variety of methods are available for preparing
liposomes, as described in, .g., Szoka, ot al., Ann. Rev. Biophys. Bloeng . 9:467 (1980), U.S.
Pat. Nos. 4,235,871, 4,501,728, 4,837,028, and 5,019,369, incorporated herein by reference.

[0129] For acrosol administration, the compositions of the prosent invention are preferably
luppﬁedinﬁnnlydividedlhmalongwiﬂlumﬂchntmdmpalhnt. Typical percontages
of the composition are 0.01-20% by weight, preferably 1-10%. The surfactant must, of
come,bennmdc.mdpmfamblysohblainﬂmpmpollmt Representative of such agents
ueihnutmorpuﬁalesbmofﬁﬂymidlmhhﬁngﬁumﬁbﬂcMMluchu
caproic, octanoic, lauric, palmitic, stoaric, Linolaic, linolenic, olesteric and oleic acids with an
aliphatic polyhydric aloohol or its cyclic anhydride, Mixed csters, such as mixed or natural
glycerides may be employed. The surfactant may constitute 0.1- 20% by weight of the

Patanl provided leql\n-ﬂn. PLLG - hitp:wwrer sughres.com
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composition, preferably 0.25-5%. 'Ihbalmaofthneumpo:iﬁonisordhnﬂypmpeﬂm A
carrier can also be included, if degired, as with lecithin for intranasal delivery.

[0130] Conjuptuofthapmminvmﬁmcanopﬁomuybe!dmiﬁMedinmmbimﬁon
ﬁﬁo&ulmmﬂmnlmﬂpnﬂyo&:ﬁveinmwmmdimuﬁmohm
amyloid disease end/or its symptoms. InihcmofAlzhdmu'lmdDown'uyndmme,in
wlﬁnhmyloiddq:onihoecurhthebnin,theeo:ﬁugatuoftheinvmﬁonmbe
adminhhradineonjmcﬁmwﬁﬂ:oﬂmngmuﬂutinﬂauepmmoﬂbemofﬂm
invention across the blood-brain barrier. '

[0131) The immunoganic composition typically containg an adfuvant An adjuvant isa
mblhmﬂmenhmtheimmmmpomewhmndmhﬂmdhgdhwﬁﬁ:m
immmnogen or antigen. A mumber of cytokines or lymphokines have been shown to have
immmwmodullﬁngacﬁvity.mdthmmybeusedulc!iumh,hnluding.butmtlimitedto,
tho interlpukins 1-a, 1-B, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 (see, e.g, U.S. Patent No. 5,723,127), 13, 14,
15, 16, ITlnllB(mdiumuhntﬁnma),thehﬁrfuma,Bmdy,mﬂwyh-mmmphnge
colony stimulating factor (see, e.g., U.S. Patent No. 3,078,996) macrophage colony
stimulating ﬁetor.muloeytoeolonynﬁmuhﬁngﬂnmr, GSF, end the tumor necrosis factar
aand p. Sﬁllothandjuvmbmaﬁdinﬁisinvmﬁmimludeuchmoﬁm,hmhdhgudthom
limitation, MCP-1, MIP-1a, MIP-18, and RANTES, Adhesion molecules, such as a selectin,
e.g..lrulocﬁn,P-selectinnndE-ulecﬁnmyllsobemﬁduldjm. Still other useful
adjuvants include, without limitation, a mucin-like molecule, e.g., CD34, GlyCAM-1 and
MadCAM-1, a member of the intsgrin family such 88 LFA-1, VLA-1, Mac-1 and p150.95, a
member of the immmoglobu]inmﬁmﬂymd:uPBCAMICAMl,n.g., ICAM-1,
ICAM-2 and ICAM-3, CD2 and LFA-3, mﬁmﬂ:ﬂmymhcﬂmnahummm
smwﬂ:ﬁcmincludingmcuhrgmwﬂ:ﬁctor,meyowthfwwr, fitmoblast growth
m.wmmm,nm.mcr.nm,mwmmmm.
Teceptor molecules inchiding Fas, TNF receptor, Fit, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP,
Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DRS5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, and DR6. Still
enother adjuvant molecule includes Caspase (ICE). See, also Intemational Patent Publication
Nos. WO98/17799 de099/43839,whiehmincorpmwadhuainbyrufumeeinﬂ:eh-
entirety for all purposes.

[0132] Suitable adjuvants used to enhance an imnume response include, without limitation,

MPL™ (3-O-deacylated monophoaphoryl lipid A; Corixs, Hamilton, MT), which is

described in UL.S. Patent No. 4,912,094, which is hercby inoorporated by reference for all
Putantt previded by muﬂm. PLLE - hitp:fwerwr.sughnm com
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puIpOSses. AlnomihblefarmnudjwmummﬁpidAmﬂoyormﬁmdkﬁ
glumminephocphshaeompmmdn(AGP).mdninﬁmurmﬂoguﬂlmﬂwlﬁnhm
evaileble from Corixa (Flamilton, MT), and which are described in UJ.S. Patemt No.
6,113,918, which is hereby incorporated by reference. Ono such AGP is 2-[(R)-3-
Tetradecanoyloxytetradecancylamino] ethyl 2-Deoxy-4-O-phosphono-3-O-{(8)-3-
whdmoywmndmnﬁ]-Z{(R}B-bmdmoyloxy-wmdmoyl-unho]-b-D-
ﬂycopy:moaide,whiehilknnwnusm(ﬂmhownnRCﬂB;Cuﬂn). ‘This 529 adjuvent
is formmlsted as m aquecns form (529 AF) or as  stable exmulsion (529 SE),

[6133] Still other adjuvants include mineral oil and water emulsions, calcium salts snch as
calcium phosphate, alurnimm salts (ahm), such as atuminum hydroxide, alrminm
Phosphate, ctc., Amphigen, Avridine, 1.121/squalens, D-lactide-polylactide/glycoside,
phuronic acids, polyols, muremyl dipeptide, killed Bordefella, sapomins, such as Stinmlon™
QS-21 (Antigenics, Framingham, MA), described in U.S. Patent No, 5,057,540, which is
hmhmwwmd.mdpnﬁchmﬂ:ﬂt&mmnhumm
(imnmmostimmlating complexes), Mycobacterium tuberculasis, bacterial lipopolysaccharides,
synthetic polynucleotides such as oligomicleotides contrining 8 CpG motif (U.S. Patent No.
mm.m,wﬁchhhmbyincmpmmdbyrefumeq, & pertussis toxin (PT), ar an E. coli
heat-labile toxin (LT), particularly LT-K63, LT-R72, PT-K9/G129; see, e.g., Intarnational
Patent Publicgtion Nos. WO 93/13302 and WO 92/19265, which are/ incorporated herein by
reference for all purposes.

[0134) Alsouuﬁ:lundiuvmlsmnholenmﬁmmdmmthmﬂimhdhgthm
described in published International Patent Application No.WO 00/18434 (wherein the
gluhmicmidﬂminomidpoﬁﬁ”iqu:hcedbymothﬂmﬁmwid(oﬂuﬂ:mupﬂﬁc
ecid, prefarably a histidine). Sinﬁllrcrttn:inlurmntlnnmdeauibodinpubﬁlhod
International Patent Application nnmber WO 02/098368 (wherein the iscleucins at emino
nnidpouiﬁmlﬁhrq:hudbymﬂmmimnﬁd.dﬁqﬂmuinmbhaﬁmﬂﬂ:ﬂm
rephommtofiheminnatminoacidpodﬁmﬂbymthernnimwid;mdlmwhm
Mvnﬁno:tmﬁnoucidposiﬁanﬂiumheedbymﬂlmmwid). Other CT toxins are
dmibedinpubﬁnhndhtumﬁmdeAppliuﬁmmmbuwomﬁw(Mnﬁe
ughh:eltmimmidpodﬁmzsisnplaeedbymmhﬂmimwid;mdlormmﬁmwidi:
innutedntmhomidpodﬁmﬂ;mdlurtwonnimwidumimmeddmimdpodﬁm
35 and 36).
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[0135] Itilmbemdu:toodthatmfumuﬂnoughmtﬂiupeciﬁaﬁmhmyﬂmmyb
m:plninthomulhduuibedhﬂbﬁmitthompoofﬂmﬁwmﬁmhdapmdmtoﬂho
methodbywhinhthcinmﬁmﬁmeﬁongthemﬂhmdadmﬂmdﬂm’hedhndnmlybe
achiwedbyrefumcetoﬂlefoﬂowingmluofthehvuﬁm

[0136] Itwi]]beappmtoonoofordinlrylkillinﬂmntthatmmychmgumd
modifications can be made thereto without departing from the spirit or scope of the sppended
claims. All publications, patents and patent applications mentioned in this specification are
incorporated by reference in their entirety for all purposes to the same axtent 28 if each
individual publication, patent or patent application was specifically and individually indicated
to be incorporated by reference.
EXAMPLE |

. To AR Peptid

[0137) . Conjugntion of hapteans/antigenic peptides was carried out by reacting activated
carrior CRM g7, which has thirty-nine lysine residues, to & hepten/antigenic peptide having a
pendant thiol-group using the method described below (Figure 1). All the AB peptides
contained a cysteine residue at the carboxy terminus to facilitate the conjugation of these
peptides through the cysteinyl sulthydryl group to the carrier protein. These peptides were
produced by solid phase synthesis.

8 Activation

[0138] Free amino groups of CRM, g7 Wwero bromoectoylated by reaction with an excesy of
bromoacstic acid N-hydroxysuccinimide ester (Sigme Chemical Cq., St. Louis, MO)
(Beraatowicz and Matsueda, 1986). To an ice-cold solution of CRM g7 (~15 mg), 10% (viv)
1.0 M NaHCO; (pH 8.4) was added. Bromoacetic acid N-hrydroxysuccinimide ester, equal in
weight to that of CRM:s; used, was dissolved in 200 AL dimethylformamide (DMF), added
slowlyto_theCRMm.lndgmﬂymixedltmomtﬁnpminthnduk for 1 hour. The
resulting bromoacetylated (activated) protein was purified by passage through a desalting
(P6-DG) column using PBS / 1 mM EDTA (pH 7.0) as the eluent. Following purificetion,
the fractions corresponding to activated CRM; g, were pooled and the protein concentration
was estimated by BCA protein assay. Tho protein amino groups, both before and after
treatment with bromoacetic acid N-hydroxysuccinimide ester, were reacted with 24,6
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBSA), which served as an indicator of bromoacetylation
(Monns o al., 1972).
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IL  Copiugation

[0135] Prior to conjugation, the peptides were reacted with 5,5"-dithio-bis(2-mitrobenzoic
aﬁd)[ﬂhm’smgmt]hvuiﬁﬂ:emhmtofﬁw-ﬂ{w(bﬂwmm:educed)
For the first four AS peptides (amino acids 1-7 without linker, amino scids 1-12 with GAGA
(SEQ ID NO.:10) linker, amino acids 1-9 with GAGA (SEQ ID NO.: 10) linker, and amino
ecids 1-7 with GAGA (SEQ ID NO.: 10) linker), approximately 8.0 — 10.0 mg of peptide was
dilnlvedinltuiladilﬁﬂedwmtomlppmximueommmﬁonofmmyml. The peptide
was slowly added to cold activated CRM,y; in a 1:1 ratio (w/w) and the pH was adjusted to
approximately 7.0-7.2 with the addition of 20-36 #lof I NNaOH. The resuiting material was
mﬂymixedovumight:thinthadnkfoﬂowedbydiﬂyﬁuinthsdutasuimtwolL
chinges of PBS, pH 7.2. For the next four AS poptides (amino acids 1-5 without linker,
minolnidll-9wi1hnutlinhm-,lmhoanidnl-lZwithomlinhm-.mdminoaddal-Swiﬂi
ﬁnku).mﬁnnwiihﬂllmm‘snlgmtmuudwvuifytheﬁw-mm CRM;yy was
bmmomtyhtad,pmiﬁed.mdrmtedwitthBSAupmviouﬂydmm’bed The pH of each
psphdemadmtedto?Omﬂ:thnddmunofOIuNaP&(pHBS)atZ?xthevolmnoof
the dissolved peptide. 'I'hepepudewulluwlyaddadtouoldachvutedCRMmmnl :1 matio
and allowed to react overnight at 4°C in the dark. The resulting materisl was dialyzed. A
final control peptide (1- lZmarinmoﬂmmﬁon)meonjugaledmCRMmudelmbed
above with the following modification. RnthuthnnadjumngthepHofthepq:hdntoTO
thspHofthonctwntedCRmeuadjulhdtoIppmxtmntely?Smthﬂ:elddmmonO%
(v/v) 0.5 M NaPO, (pH 8.0). Each conjugate, after dialysis, was transferred into a stejle
15mL polypropylene tube, wrapped in sluminum foil, end stored at 4°C. Activation of the
mnhveumnomdnesonﬂwcmcwﬂ:mmbseqnmﬂyvmﬁedumm
spectromeiry.

Conjugate Immunogenic Peptide
AOIS-CCRMyy - - DAEFR-C (SEQ. ID. NO.:1)
AO1-7-C-CRMy, DAEFRHD-C (SEQ. ID NO.22)
AB1-9-C-CRM;5; DAEFRHDSG-C (SEQ ID NO:3)

¥ AB1-12-C-CRMg; DAEFRHDSGYEV-C (SEQ ID NO:4)
AB1-5-L-C-CRM5 DAEFR-GAGA-C (SBQ ID NO.:5)
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AB81-7-L-C-CRM,5, DAEFRHD-GAGA-C (SEQ ID NO.:6)
AB1-9-L-C-CRM,4, DAEFRHDSG-GAGA-C (SEQ ID NO.:7)
AB1-12-L-C-CRM DAEFRHDSGYEV-GAGA-C (SEQ ID

NO.:8)

A$12-1-C-CRM¢7 (-VE CONTROL) VEYGSDHRFEAD-C (SEQ ID NO.: 9)
L~ linker (GAGA) (SEQ ID NO.:10)

[0140] CRM,5 (100 mg) in 0.01 M sodium phosphate buffer, 0.9% NaCl, pH 7.0, was
reacted with bromoacetic acithydmxﬂuninimideesta(diuolvedtoZOmg/mLinDMSO)
nll:lwdghtnﬁoundurmmlhnouphm The reaction was titrated as needed to
maintain the pH at 7.0. Thamixturawnslﬁnedindmtforl.Shounltmomtunpm
Thamﬁonmixhnwl.meﬂtnadhbthnmhnhhmvoirof:UFlDFuwtm
Mlliporelablcﬂe'lTF,Billuica,MA). Purification was done using s 10K or 30K UF
membrane by diafiltration (30-fold) against 0.01 Mmdimphomhmbuﬁ'n-lo.%NaCLpH
7.0. The bromoacetylated CRM;¢; wuﬂh:adbypmingﬂnoughaozpm filter. The
dnsraeofh'omoleetyhﬁmwudetmnimdbymc&ngthoncﬁmgd CRM g7 with cystaine,
followed by amino acid analysis and quantitation of the resulting carboxymethylcysteine
(CMC). .

[0141] Bromoacetylated CRMigr (S0 mg) was transfrred to a roaction vessel, To fhe
stirrod solution, maintined at 2-8°C, wan added 1 M sodium carbanate/bicarbonsts. Titration
mpaformedtouchimatnmpﬂoﬁ.o.mdﬂmlmaphm Seplmnly,SOmgof
Aﬂpepﬁdemvdghedoﬁmddimlvedhwmﬁrinjocﬁm(wmmmmm To this
nhﬁonwulddedlulodimnurbmahlbimmﬁlpH9.0waltlimd. The peptide
lolnﬁonmaddedbthabmmowotylltedmmloh:ﬁm.andthemixtm'awmlﬁmdntz-
8°C for 14-18 hours. Themi:ﬁngbrumomdylmupawmc!ppedﬁthlzo-ﬁﬂdmolnr
excess of N-acetylcysteamine for 3-6 hours at 2-8°C.

mmmum‘?m-mmm
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10142] * The reaction mixtare was filtered through 1.2jum filter into the reteatats reservoir of
& UF/DF system (Millipore XL.), and the conjugato was prified &t room temperaturs by 30-
fold diafiltrtion on a 10K or 30K MWCO membrans (Millipore) by diafiltering against 0.01
M sodium phosphato buffer / 0.9% NaCi, pH 7.0, The retentste was collected and 0.2um
filtored and analyzed for protein content (Lowry or Micro-BCA colorimetric assay), by SDS-
PAGE, by amino acid analysis, and for immunogenicity in mice.

[0143] Bromoacetylated CRM ;g7 (50 mg), Frepared as deseribed above in Examplo 2, was
transferred to a reaction vessel. Tothelﬁ:mdloluﬁon_.mlinhinedutz-s'c,waddedlu
sodium carbonate/bicarbonate. 'I'ih'ntionmpﬂfoumedtnlchieveatargetpﬂofD.O,mdsr
argon atmosphere, Sepn'daly,SOmgofAﬂpopﬁdewuwdshadoutmddimlvedinWFI
to 20 mg/mL.. TothinmluﬁmmaddedluwdimWharbonﬂemﬁlpHQ.ﬂwu
attained. ThapepﬁdenoluﬁmuddedtothebmmoleetyhtulCRMmuohﬁon.mdthe
muixture was stired ot 2-8°C fir 14-18 hous. The remaining bromoacety! groups were
prpedudngs%mmonimnbicubmm»hﬁmfm4hmﬁ2-8°C.

[0144]  Ths reaction mixture was 1.2pm filtered into the retentate resexvoir of a UF/DF
System (Millipore X1), and the conjugate was purified at room temperature by 30-fold
diafiltration on a 10K or 30K MWCO membrane by diafiltering wy 0.01 M sodium phosphate
buffer / 0.9% NaCl, pH 7.0. The retentate was collected and 0.2um filtered and analyzed for
protein content (Lowry or Micro-BCA colorimetric assay), by SDS-PAGE, by amino acid

analysis, and for immunogenicity in mice.

[0145]  Acid hydrolysis of protoin-peptide conjugates gemerated using bromoacetyl
activation Gheuﬁsh-yrmhodinthéﬁ:rmnﬁmof &cid stable S-carboxymethylcysteine (CMC)
ﬁmﬁemﬁnﬂuthownjumedﬁtumdthefom:ﬁmofnidihbhs-
wboxymﬁhyhylwmhe(CMCA)ﬁomthocynmmeutheuppuddm(EWaZ)AHof
ﬂ:ew:ﬁumdmdcappedlylhuwmeWbuktohﬁmmdthedumh. All
oﬂmrmimlcidlwmh}ﬂmlymdbmkto&aeaminolﬂidsmoeptﬁnhypbphmmd
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cy:tdng.whichwmduuoyedbyﬂlehydmlysin conditions. Asparagine and glutamine were

converted to aspartic acid end glutamic acid respectively.

PCT/US2004/044093

[0146] ijugdumplumdiluhdwithdeiodudwmmabmmtnin
concentration of less then 1 mg/mlL. Two 10 microgram aliquots of each conjugate were

dried and resuspended in 100 uL of 6N HCI [Pierce], 5 pL of melted phanol [Sigma-Aldrich],

and 1 ul, of 2-mercaptoethanol [Sigma-Aldrich]. The samples were then incubsted under

vacuum (100 mT) at 110°C for 22 hours. The rosulting hydrolysates were dried, resuspended

in 250 uL. of Beckman Na-S sodium citrate sample dilution buffer (pH 2.2) [Beckman

Instruments, Inc., Fullerton, CA), and filtered using Whatman 0.2 pm nylon syringe tip fliers

and 1mL syringes.

[0147] Bach sample was then loaded into a Beckman 6300 amino acid analyzer ll.l:l;ple
loop and placed in the analyzer. The amino acids of each hydrolyzed semple end control
wuelqmuodusingionamhm;ochmm:bgnphyfolhwedbymn&mwithﬂenkmm

Ninhydrin NinRX solution at 135 °C., The dexivatized amino acids were then detected in the

vin'blemgentS‘IOnmmdMnm(auTnblo l).Altlndnﬂlaofnmimanids[Pieme
AnﬁmAnidStmdudH]mhiﬁngSOOpimoluofmhminowidwunmﬂmgwith

the samples and controls for each set of analygis. S-carboxymethyicysteine [Sigma-Aldrich]

was added to the standard.
Table 1
Retention Times for Amino Acids
Using Gradient Program 1 on the Beckman 6300 Amino Acid Ansalyzer
Retention Time Amino Acld w:::.fl::ﬂl
(min.) Detection
83 Carboxymethylcysteine CMC 570
9.6 Aspartic Acid & Asparagine Asx 570
113 Threanine Thr 570
122 Serine Ser 570
15.8 Glutamic Acid & Glutemine Gix 570 & 440
18.5 Proline Pro 440
218 Glycine Gly 570
233 Alanine Ale 570

mwnmwm-mm
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Retentlon Time Amino Acid wmm

(min.) Detection
29.0 Valine Val 570
328 Mathionino Met 570
355 Isoleucine e 570
368 Leucine Leu 570
40.5 Tyrosine Tyr 570
42.3 Phenylalamine Phe 570
454 Carboxymethylcysteamine CMCA .~ 570
488 Histidine His 570
53.6 Lyrine Lys 570
70.8 Argining Arg 570

[0148] 'I'hnmofelnhltmdndpeakmuaaduaqmﬁhﬁwequivﬂmeﬁr
propurﬁonnlwnluaﬁonofemhmnple. Prolinnwudmunined&ommnmmdm
oonmtedtomequivalmeinS?OnmusingGllﬂmﬁcmid,ihnchuutlmimuid.

[0149] Bmhoﬂhmepicumolevnlnesmmvutudmamohrnﬁoofimimmidmiduu
nﬁngncompnismofpieomnlwoﬂyﬁnntoﬂmthmﬁcallyuimvﬂueminthn
protein. Ly:inewnnhonmﬁnﬂ:iuvﬂulﬁonbuedonitseovﬂmlﬂnhmutto@lbdne
deys&minomdﬂmﬂ:paﬂedﬁnﬂlnhydmlyﬁ;!hmul&ngmmbmofmlsof
mimucidsmﬂlmeompuedmthomﬁmlddmponiﬁonofthnpmteinmdwported
along with the values for CMC end CMCA. 'IhoCMCvnlunmuaeddirwﬂyﬁ:ﬂvduaﬁon
ofthcdegruofeonjuglﬁmmdﬂmCMCAﬂhmmuuddimoﬂyfmwdmﬁmoﬂhe
degres of capping.

T .Aulll' b lo

L Baraciarizat D1 '._ml_- Alml'l;_l_-_:

{0150] ' To verify conjugation, all peptide-CRMs; conjugates were malyzod by smino acid
analyeis and matrix-assisted leser desorption ionization-time of light (MALDI-TOF)mass
spectrometry, Fm'encheoqinglte,themuluofpepﬁdocuﬁumedbeachmleCRMmm
determined by amino acid analyzis (mumber of S-carboxymethylcysteine residues) and
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MALDI-TOF mass spectrometry. The valuea determined by each method were generally in

i e usion chromatogrenhy:
[0151] B concenirate samplos wero removed from storege and allowed to warm to
room temperature. The A peptide conjugate sample was gently mixed to insare a
homogeneous preparation. The AS pegtide conjugate sample was spun in an Eppendorf
micro-centrifuge fo remove any particulates. The supernatant was withdrawn for TosoHaas
TSK-Gel G3000SW chromatography (TosoHass, Stuttgart, Germany). A TosoHans TSK-
GolGBOOOSWcolmmwncunnwtedbuHPLCmtmundthnprmalinﬁtwmh1.4
MPa. IheeohnnnwuoqﬁﬁbmtedwithltMSDmLofPBS(IOliodiumphosphm,
150 mM NaCl, pH 7.2 £ 0.1) at & flow rete of 0.75 mL/min. The AP peptide conjugate
nnq:lewuhndedmtotheTosoHauTSK—GeleOOSWcohmnmingﬂmfoﬂowing
parameters:

Concentration of AS peptide conjugate sample: 1.5:I£i.0mgme

Flow rate: 0.75 mL/min

Sample Volume: 0.1 ml,

R Time: 30 minutes
[0152] 'I‘helblmbmcewmmitlnedltbothzsmmmdzwnm. For long term storage,
the TosoHsas TSK-Gel G3000SW colarm was equilibrated with at least 50 mL of 20%
ethano] et a flow rate of 0.5 — 1.0 mL/min.

O PAGE (Polyaorylamide Gel Eloctrophoregis);

[0153] The activated (bromoacetylated) CRM)g7 and the AS peptide-CRMs; conjugates
wuenminedbySDS-GehuﬁngaNnPAGEBia—hinElecmphmmh(Nm.Frmkfmg
Gmmy)wiﬂ:nnﬂmﬂp}Lpr&uatpolynmdmidemiﬂ-gdmtﬂnmdNuPAGBMﬂs
SDSRmﬁngBuﬂ’mAnsuglﬁquotofmhncﬁvuedCRMurcmjugthwmhedwith
reducing sample buffer and heated at 100°C for 5 minutes. The conjugates end mojeculsr
weight (MW) standards (fnvitrogen, Cerlsbad, CA) were loaded on a 10% (why, acrylamide)
NuPagegelmwm)buaduponnBiu-ms-HClbuﬂ'wedmtunmdmonMﬂsSDS
Running Buffer-PAGE (Laemmli). Following SDS-PAGE, the gel was stained with Pierce
Gel Code Blus (Pime,Rock&ud,IL).Aﬁpqlﬁde-CRMmWﬂj“B!hmrqnumtedbyl
majorbmdmdeGan.lbovethebmdofmﬁveCRMmdadimurbmdmmdlzo
an,ulongwithminormultimn'bmds(datanotahown).

mmnmwnw-mm
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[0154] Mnulpwhumﬁywumedﬁ:rmm-ppmmhmoﬂhndeguof
conjugstion. Suitable aliquots of activated CRM,g; and conjugate samples were analyzed by
MALDI-TOF mass spectrometry using 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-cimmamic acid (sinapimic
acid) ag the matrix. The molecular weight of activated CRM,5; dstermined by MALDL-TOF
mmmmmeATwmmsmm.mmm
found to be cantared eround 60.5kDa and fior conjugates varied from 65kDa to 74kDa
depending on the dogree of conjugation (data not shown). Up to 22 of the lysines (~50%) in
CRM,97 were found to be modified at 1:1 ratio.

V.  Optimization Bxperimegta;
[0155) Ihedegeeofmﬁvnﬁunandwqiuglﬁunmnfumﬁonofmgm:pmhinmﬁo.
temperature of the reaction and pH of the reaction buffer, Some examples are given below to
iﬂumﬂlecpﬁmﬂemjnpﬁmmdiﬁmmﬂedommidmﬁfytheopﬁmﬂpﬂmndmm
mordahhmmohm'bloprooeuemuolpmmforcunjuganmmmkuulu
('.Flgurea)Mhtﬁom;uphmmchontoAﬂSma(DAﬂFRC)(SBQmNO 11) as
mlluM?mu-(DAEFRHDC)(SEQIDNO2)upqu:uudmtmdymldanhlghu'desme
ofmodiﬁcaﬁonlwnjusnﬁmwhmthepHoftherewﬁmmdiﬁmi:inmdUaingthe
'I'FAuItomeermd?merpWﬁdﬂl.ﬂwdesreoofeonjuyﬁonwaviluntedltpHS).Owith
vuyingmomhofpepﬁdeloud(ﬁgmﬁ.kiuwidmtﬁomthmmﬂhﬂ:ﬂpepﬁde
jngltswithadoﬁnadnumbuofpepﬁdeeupiupﬂ'CRMmoleuuluclnbemuodby
varying the peptids /activated CRM ratio during the conjugation process. Similer experiments
mdonnuﬁngmhtnultofAB'lmpq:ﬁde.

[0156] For the AS1-7/CRM conjugation, the capping process was ovaluated by comparing
tlmmnlaofCMCApuCRMtoﬂwmoluofCMCp:CRM Since the total of the CMC
deMCAmwnmforelchpepﬁds:CRMnﬁotmed.thauppingprmwu
presumed to be complete (Figure 5), 'I'hetuhlmodiﬁuﬁminthemjugnhmyedbutween
19md21,eompmblebthemmbﬂoflyuinsbmmometylnhd@im5).1‘hue
atpuimmhmdmewithITAnﬂ:emuionfuﬁhepepﬁds_ThOMl-WCRM
eunjugnﬁmwuroputeduﬁngﬂmmmtoﬂhnpq:ﬁdnrm&mthoﬂAuh,md
ﬁmedlhm:hminFi;umSde.Thﬂppingmnppmedbphwmpleﬁon.
wmmw&mmcmmm&mmmmmzomum
oondiﬁomforlhnAﬂ-mMconjuglﬁonmcﬁmhmbmopﬁmizedatpH9.0,withﬂ:e

mmummm-mm.qm
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degree of comjugation controlled by the peptide to CRM ratio in the reaction. By verying the
ratio from 0.1 to 1.5, the degree of conjugation can be varied (Figure 6).

[0157] mdmofacﬁvﬁmmdeonjumﬁmmafmcﬁmofmgmtmﬁnnﬁo,
tamperature of the reaction and pH of the reaction buffer. The degree of modification
(mjupﬁm)fwuqhwnjuphwwculmdbymbmﬁngthemvﬂmnﬁcﬁnud
CRMmﬁ'nmthamn_uvdueofunheonjuglbmddividingbythemofthnpepﬁdﬂuud
to prepare the conjugate. 'Ihedogreoofmodiﬁcuion(cmjnguﬁm)fotallofthncmjumis
described in the Table 2.

{0158] The degroe of conjugation wes also compared to the values determined by the
estimated amomnt of S-carboxymethylcysteine residues formed per mole of CRM,g; (also
shown in Table 2).

Table 2
Degree of Modl{lcation: Comparison of MALDI-TOF and AAA Data

Sample Da Degree of Degree of eonjugation
conjugation (From CMC-Amino
(From Mass (From Mas Acid
Spectromefry) Spectrometry) Analysis)
CRM; gy 58,408 — —
BrAc-CRM 60,752 19 —
1-7/CRM 74,463 14 15
1-7/CRM 72,375 12 14
1-5/CRM 75,425 20 21
AB1-5/CRM 71,690 15 18

wdthoutthelhkn:lqumceGAGAC)mdapqrﬁdeeanupondinghﬂmN-tumhmoth
mnqumﬁomnnimaddmﬂvemminomidom(l-ﬂmcinmmnqme).
each conjugated to CRMm,wmusedmimmmizemimalongwithmunconjugatedAﬁ 1-
12 mer peptide in & formulation with STIMULON™ QS-21. Bach group of mice was
imnunimdlubmuneou;lywithndoseofeilhuﬂo;lgorSpgofoneofﬂmmplu
formulated with 20 ug of the adjuvant STIMULON™ QS-21, st the beginning of the study
(week 0) and subsequently at weeks 3 and 6. The study protocol is illustrated in Tabls 3.
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[0160] " As shown in Table 3, peptides spanming N-terminal residucs 1.5, 17, 1-9, and 1-12
of A8 (with and without the linker sequence GAGAC) and a peptide corresponding to the N-
termrinus of AS in reverse sequence from amino acid twelve to amino acid ane (1-12mer in
m)mjnmdbCRMmmuudmhnmuniumimdmwﬁthmcmjumAﬁl-
12 mer peptido in a formulation with QS-21. Each group of mice wis vaccinated
subcutaneously with a dose of either 30 g or 5 ug of one of the samples formuleted with 20
#g of the adjuvant QS-21, at the begimming of the study (week 0) and subsequently st woaks 3
and 6. Swi-Webslu-nﬁcemusedﬁ:rﬂ:emﬁrestudywithSmiceinemhmp.
Injection volume = 100 ul; B = Bleed; V =vaccinate; E = exsanguinete,

[0161] Anti-Ap ﬁtEsmmumbyEuSA!gnimtAﬂdeRMmudﬂmibed
bolow.Bﬂoﬂy,CmﬁQﬁwnﬂplﬂu(ﬂ”l)mooatodwunigmnmomtﬂnpm
with 2 udmmemamﬂecumeclrbonmbuﬂ'u,pHEG. Plates were emptied
mdblonkulﬁartwohomdmomhmpmwithzoomMﬂof0.0s%BSAinlx
PBS/0.05% Tween 20. Blocbdplnteawmmptiedmdwuheduﬁthaplabmﬂm
containing TBS, 0.1% Brij-35 (without azide) wash buffer. All primary antisera were serially
diluted with 0.05% BSA in 1X PBS containing 0.05% Tween 26/0,02% Azide and 100 gL of
eanhdih:ﬁonwuthmmnlfmadtothuppmpﬁatephtewdhmdinmbuedatmmn
temperatare for 2 hours, Plates were then emptied/washed as described above, Alkaline
phosphahneoqiugatedmm-mouaeIgGswmduymﬁbody&omSoutmeiobnh
(city, statc) was dituted 1:1000 with 0.05% BSA in PBS containing 0.05% Tween 20/0.02%
Azidemdlﬂﬂuquaddndhunhwaﬂmdimubltedatmommmfmlhmr.
Pl:teswuethanmipﬁedlwuhedndnuﬂbodabowmdﬁmﬂyincubnhdutmom
tanpmnﬂurlhomwithloopllwnuofulmgmemluﬁmofp-ﬁuuphmylphmphm
subﬂntemupnadindiﬁhmlnmineMgG,,pH&B.Themlmdmlomthlbpped
with the addition of 50 uL/well of 3 N NaOE. Plates were read at 405 oM with a 690 oM
reference. Endpoint titers were calcnlated st an O D. of 0.1 AU,

mwummm-m.m
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Table 3
Mouse Immunization Study Protocol
Group Description Dose WkO | Wk3 { Wké6 | Wk8 | Wk13 Wk 16
Code
AB438 | CRM/A Twiolinker| 30 BV BV | BV B B E
ABA489 CRM/1 12 with 30 BV | BV | BV B B B
Imker
AE490 CRM/1-9 with 30 BV | BV | BV B B E
i anr
AR491 CRM/1 7 with 30 BV BY BV B B E
linker
} AB492 CRM/1-5 wlo 30 BV [ BV | BV B B E
g Inker
4 AB493 CRM/1 9 wlo 30 BV | BV | BV B B E
H Imker
F AR494 CRM/1 12 wlo 30 BV | BV]| BV B B B
hinker
§ ARA95 CRM/1 § with 30 BV ([ BV | BV B B E
Linker
g ABA96 CRM/1 7 wlo 5 BV [ BBV ]| BV B B B
hinker
.; AB497 CRM/1-12 with 5 BV | BV BV B B B
Imker
§ AEA498 CRM/1 9 with 5 BV | BV ]| BV B B E
hinker
AE499 CRM/1 7 with 5 BV | BV| BV B B B
tinker
AES500 CRM/1-5 wio 5 BY | BV | BV B B E
linker
ABS501 CRM/1 9 wilo 5 BV | BV | BV B B B
Imker
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Table 3
Mouse Immunization Study Protocol - Continued
Group Description Dose WkO | Wk3 | Wk6 | Wk8 | Wk13 Wk 16
Code g

AB502 CRM/1 12wlo 5 BV BV BY B B B

linkar
ARB503 CRM/1-5 with 5 B,V BV BV B B E

Imler
AB504 CRM;s,; C1-6151 30 BV B,V B,V B B B
AES0S CRM;s; C1-6151 5 B,V BV B,V B B E
ABS506 CRM/12-1mer 30 BV BV BV B B E
AES07 CRM/12-1mer 5 BV BV BV B B B
AB508 1 12mer peptide 30 BV BV B,V B B E
AB509 1 12mer peptide 5 BV BV B,V B B E
AE510 Ab 30 BV BV BV B B B
AB511 Ab 5 BV B,V BV B B B
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CRM» ELISA

[0162) Greiner 96 well plates (#650011) were coated at 37°C for 90 mitmtes with 5.0
Fg/mlL (100 pliwell) of CRM;s7 in storile carbonate/bicarbonats buffer, pH 9.6, Platos were
cruptied amd washed with a plate washer containing 1X TBS, 0.1% Brij-35 wash buffer, All
pﬁmnymﬂmwmminﬂydﬂﬂadwﬂthPBSWﬂ;O&%TwmmAmd
IOOuLofennhdiluﬁmmﬂ:mtmdundmﬂmlppmpﬁmphtemmmimubmdﬂ
37°C for 1 hour. The plates wero then emptied/washed as described sbove, Alkating
phmphmsucuqiumdgnnnﬁ-moquEGmondnymﬂmdyﬁmSonﬂmmBiohchm
dilutadl:lDOOwitthl’BSwmining&OS%'I‘ween2W0.%AgidemleOprus
added to each well and incubated at 37°C for 1 hour. Platos waro then emptied/washed as
dum‘bednbuvemdﬁnﬂlyhcubﬂedltmmtunpultqh"ﬂn_lhonrwithIOOuTJWellofal _
mgImehlﬁmofp-ﬁtophmylphuphmmthmedhdieﬂ:mlmindMgCth
9.8. The development was stopped with the addition of 50 uL/wall of 3 NNeOH. Platcs

were read at 405 nM with a 690 nM referencs. Endpoint titers were calculated at en O.D, of
0.1 AU.

[0163] ThblMiHWMGndpoiutﬂllﬂAﬁmnglimtAﬂ.Foﬂowingm‘imlry
immminﬁon,dldsbtwrdum(mhdingthamgnﬁwmmol)indwedmn:mablemﬁ-
AP IgG immune responses. Hmvu.the30ugdone,bﬂnotthe$p¢dme,ofABgavea
poaiﬁwmpmnntweakBﬁ:llowingprimnyimminﬁm Among all the conjugntes, it
lpinmﬂ:ﬂAﬂl-?pqrﬂdumﬁﬂgﬂedﬁﬂmuﬂinkuaﬁdhdugoodnmbe&arupmn
than other conjugutes studied. A:Sngdouc,Aﬁl-SCdidbmuwuehs-lﬁ.ABI-TCwu
best at 30ug dose, Anﬂylilofmh‘bodyﬁmmumondmdthirdimmlminﬁonwitheitha
5ur30pgdouindicmthntﬂ1emuimﬂimmmgmpomemwformonofthecmjum
was soen after the second inmmumization. Atleutinmice.thuthirdimmu:ﬁzltimdidnm
@ppear to enhance the immune response, Aﬂpepﬁdohowwm-,neededﬂuuimmuniuﬁm
vrithﬂmBOpgdoutoruchmnimﬂinmmememnﬂmpupﬁde(hbles). In
tamuofmh'bodydnuyovumuﬂmdadpuiodofﬁmqﬂnmﬁbodylwﬂ&umthagmupa
immmﬁmdwiﬂem;iugﬂumndmedbthoSﬁﬂducompuedtohhishmtlwnl
within that group, IndividmlnmplelﬁumwuknGEndsmmﬂyudbﬂlmﬂmGMTs
agliuﬂAﬁﬁ:ruchofﬂmgmup(TaHthueifmymjugﬁegmupmNbsﬁnﬁnﬂy
better than the others. Shﬁnﬁnnlmnlyli:ofweekﬁﬁmﬁomm-SC,Aﬂl-TCmdMl-
meuﬁumhﬁcmmmeMI-Teudummw:ﬁmﬁﬁcmﬂylﬁm&tm Itis
ﬂloovidqnﬂomttﬁsmthnmtﬂmﬂnlinh:sequmuGAGACdidnmum'bumto
enhancing the immune responss to the peptide, ]
mmwmﬂnm-m—.wm
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Table 4
B Week 3 Week 6 Week 8 Week 13 Week 16
f 15C <100 14,960 687651 882012 625,208 771828
17C <100 51,253 1,280,181 860.463 520,060 571043
i 19C <100 18615 1,008 872 622,325 348,967 380,755
i 112C <100 615 132,009 390,624 166 162 184,170
15LC <100 4,999 458,075 454,631 237,573 220091
‘? 17.C <100 17693 849170 842,402 446,089 400,536
19L.C <100 18,544 1465115 1180,347 571127 579477
g 112LC <100 12,664 908,360 598.867 368 101 316,075
CRMgy <100 <100 <100 <100 <100 <100
g 142 <100 <100 <100 <100 <100 <100
112 <100 <100 <100 <100 <100 <100
12-1C <100 <100 <100 <100 <100 <100

Tabled4 Weeks0 3 6,8 13 mleELISAmdmmmwAﬂmmgmﬁmSpgdmofpepﬂdemumm
lmgthnofﬁeN!ummulot‘Amylmdeqmdn.Raf Elmbypmmmunepolydonll#sﬂ-SMJ,Sm Endpomntat OD 01 AU

Webster mice were mmumized SC-N with 5 #g of above antigens formulated with 20 ug STIMULON™ QS-21 gt weeks (, 3 and 6.

Swiss
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Table §

Group Week 0 Week 3 Week 6 Week 8 Week 13 Week 16
15C <100 18150 590 355 332,832 204 645 176,159
17C <100 100672 1840741 647,470 592,638 779 072
19C <100 18.520 1184,696 713,494 363 459 327065
112C <100 7837 1,325725 1126,389 681,268 577,604

15LC <100 16,347 469 191 184.077 177,358 164,680

17.C <100 47,866 971229 462,200 463,466 529 726

191C <100 59.002 921 544 7872713 405 023 500,468

112LC <100 27,348 697 150 483 320 284,800 397816

CRMgy <100 <100 <100 <100 <100 <100
142 <100 160 3327 109718 48646 27,901
112 <100 <100 <100 <100 <100 <100
12-1C <100 <100 <100 <100 <100 <100
Table5. Weeks 0 3 6,8 13 and 16 ELISA andpomt trters agmnst A using sntiserum from 30 ug dose of peptide conjugates spanmng

vmglmgthnofﬂuNtmmofAmylmdeq:ﬁde. Ref Elan hypenmmmune polyclonal #592 = 3 073,307 Endpomnt at 0D 01AU
SwusWebm:nxeewuemmudSC-anthSOugoflbovemhmﬁnmulmdmﬂ:zo;agS‘rMnoNﬂQs21ntwadrlo,s and 6.

E60FFI/FO0TSN/LOT
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Table 6

Group Week 6 Week 8 ,

1-5C 237,668" | 161,671"
1-7C 1,866,702* | 881,146"
1-9C 963,323" | 595414°
1-12C 940,260 955,470
1-5LC 395,553 141,084
1-7LC 516,921 394,521
1-9LC 826,773 562,458
1-12LC 544,768 376,952
142 365 4,565

Table 6. WeeksSlndSEL]SAondpohﬂ(iM‘l‘upiutAﬂmingmﬂn
ﬁomSOugdonofpepﬁdeeonjumlpmﬂngvuﬁnglmgthlofﬂmN-tumimsuf
Amyloid-AS. Ref: Elan Hyperimmune Polyclonal #592 = 3,073,307, Endpoint at O.D. 0.1
AU. Swiss Webster mice ware immunized SC-N with 30 jtg of above antigens formuilated
with 20 pg STIMULON™ QS-21 ot weekn 0, 3, and 6

a. Statistical mﬂylilofweakﬁﬁmﬁoml-sc,l-TC,mdl&Cuaingmhy-me
show a statistical difference between 1-5C vs 1-7C only, whereas, gualysis using Student’s T-
test shows a statistical difference between 1-5C va 1-7C and 1-5C vs 1-9C.

b. Statistical analysis of week 8 titers from 1-5C, 1-7C, and 1-9C does not show &
mucaldlﬁumwmmgthethraagmnpa Howovu-.thmappmtobeatrmdthltmy
indicate a differemce between 1-5C vs 1-7C,

PDAPP Mouso Brsin Tigme Stain
[0164] ThePDAPaninﬁuuest:iningmaypmvidumindimﬁonoftheﬁmﬁmﬁtyof
the Af peptide conjugates and/or AS 1-42 antiserum. Scrum samples from individual mouss
gmnpawuesq:mhlylm]yzedfwtheinbﬂitytomognimPDAPPmpthﬁum
plaques containing amyloid peptide, The results aro shown in Table 7A and 7B. With the

-uupﬁmofthoAﬁSmuoonjummﬁmihmwuadmmmdmpmehmogniﬁng

the plaques. Independent of the linker, 30ug conjugate-induced antisers had better reactivity
paitems aa compared to thet of Sug conjugate antisera. However, with the AS Smer
oonjugdemﬁmthmnmbedmﬂnorbethme&vitymﬂhemgm. Comparing
dlthueruultl,itilwncludedthntoonjummndeﬁmnﬁnﬂl-smerthmugbAﬁlamu-
mmﬁciantindiniﬁngphquumogﬂzingimmmrupmwinmieemdthopmof
linker is not egsential. Thefollowingconclusiomcanbodnwnﬁmhthiutudy: (a) All of

Pﬁupmkﬂb,luqmgn. PLLE - htipciwarw. sugivua.com
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the peptide conjugstes induced high titered antiserum against the carrier protein CRM; ¢y to
oqual or slightly higher levels as compared to the unconjugated CRM;gy control (not shown).
(b)Themnjugmﬁﬂ:theGAGACIinkudidmtmhmeimmgmidtymﬁmeﬁmaﬁty
campared to conjugates without the linker. (c) The immunogeniity data and PDAPP brain
ﬁmstﬁnhg(miniﬁﬂindiuﬁonofﬁmcﬁonn.!mﬁbody)lhowﬂmﬂmAﬂl-SmumdM
I-Tmuconjumwtobetheprafumdhnmqmgmn for further development.

Table 7A. PDAPP mouse brain tissue staining,

5 pg Dose
Whhout Linkery ‘Whth Linker
PFDAPP PDAPP
Vaccine | Animal# Staining | Vaccine | Animal# Staining |

1 oo diffuse) I .

2 HEH 2 -

CrRM/ Af 15 3 HiHH CrRM/ Af1 1-8 3 &
4 + 4 &

5 H 5 e

1 + 1 +
2 + 2 +
CRW/ A1y 3 + CrRM/ Af 1.7 3 +H
4 +H 4 +
3 + 5 ++
1 + 1 L
2 i+ 2 -

CrRM/ AB 19 3 ® CrRM/ Af 1.9 3 +
4 &* 4 +

5 % 5 +

i . 1 +

2 ? 2 +

caMr A 112 3 * CRM/ Af 1412 3 +

4 - 4 -

5 & s %

1 - 1 .

2 - 2 .

CRW/ Aff 12- 3 - * Apa2 3 -

Imer
4 - 4 .
5 & 5 .

All antiserum diluted 1:1000 for staining procedure.

Patentt provided by luﬂmggp. PLAC - Illmﬂww'.lqhmm
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Tsble 7B. PDAPP mouse brain tiwuestaintng,
30 pg Dose
Without Linker Withi Linker
PDAPP PDAPP
Vaccine | Animal# | Stainin Vaccine | Animal # Staining |

1 - 4 +

2 HH 2 -
v AB 15 3 - CRM AB1-5 3 -

4 + 4 *

5 = 5 -

1 i 1 +

2 - 2 e
M/ AR 17 3 H CRW AP 17 .3 i+

4 + 4 aH

5 i 5 +HH

1 A 1 i

a +H 2 +~
i Aft 19 3 H oM/ AB 19 3 H

4 + 4 &

[] + 5 -

1 - 1 i+

2 HH 2 +
caM/ A 1-12 3 HH CRM/ A 1- 3 -

12

4 e -4 i+

5 & 5 +

I - 1 +

2 - 2 -
CRM/ A 12- 3 - ‘AP 42 3 -

Imer
4 - 4 -
[] 5 -

Aﬂmﬁsmdihnedl:lomfurminingmoedm

[0165] Chunpsofﬁmmkeyumuivedmugoﬂmeonjum(tuhl conjugate) adjuvanted
with either STIMULON™ Q8-21, uhmorRCSZgSBfmmulnﬁmatd-yl 0, 29 and 58.
Additional groupe included were 30 ug Smer conjugate with either alum (A{OH);) or RC529
SE, 75 and 300pg of AB with STIMULON™ QS-21 es positive controls. Positive conirols
were immumized overy two weeks. At day 36 and 64 the anti-Af antibody titers were
dotermined (Figures 7 - 9). On day 36, 7mwlCRMcmjugatswithS'1NULON'ﬂlQS-21,

H_mwldﬂhy&-lm#.m-mm.um
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Ahmn and RC529 SE elicited GMT titors of 10110, 13330 and 17090 respectively (Figure 7).
In contrast, A8 1-42 plus STIMULON™ QS-21 elicited GMTS3 of 223 and 1734 a1 75 and
300ug dose lovels, respectively. The AS Smer conjugate elicited a titar of 2134 with alum
end 15980 with RC529 SE. On day 64, i.c. after 3 dosea of conjugates with either
STIMULON™ QS21 or RC-529 SE induced substantially higher titers than post second dose
(GMI‘l69910for7mﬂ1R0-529SE;Z]M-O;EorABSmufRC—SESBmd30310fnrAﬂ
Tmer/STIMULON™ QS-21) (Figure §). Conjugates with alum elicited reduced titers at poat
third immunization compared to post second immonization, It appears thst the AS 7mer
cmjugutaelicitednbettm-mponseuwmpmdtotheABSmurconjum. In monkeys,
adjuvmﬁngAﬂ?mereunj'uglbwiﬂ'l RC-529 SE or STIMULON™ (QS-21 elicited the
higbngt‘mﬂne(Fing. The response to tho A 7mer conjugate with alum was moderate
and similar to that of 3000g AB 1-42 with STIMULON™ QS-21,

[0166] Several conclusions can be drawn from the current example. First, both conjugates
are very immumogenic in primate species. Second, the presence of adjuvants in the
immunization formulation significantly influences the immune response. Third, except for
the aluminum adjuvant, RC-529 SE and STIMULON™ Q8-21 enhance the immune response
nﬂﬂowhdonoofimmmizntionatlﬂltuptothrwdmu@iglmﬂ. Overall, Af Tmer
conjugate induced higher antibody response in the presence of 529, followed by
STIMULON™: S-2] (see Figure 9),

[0167] Sevualmethodsmawihbhﬁrmmﬁngmu]ﬁph antigenic sites on the caniers.
Inthnpmvinusmmnplu.eachmﬁgmicﬁteiuepnmlyconjugﬂndbthecuﬂaby
defined conjugation and capping chemistries. In this example, multiple antigenic sites are
eomtmchdbysolidphuolynthe:i.ofhndmnpemofwlﬁmar. Alternatively these
nndmwmbempledume«uepimﬁmorwiwﬁnungﬂmugmmm.
coro a8 described elsewhers, These multiple antigenic peptides weare synthesized with an
lddiﬁonnlcyateinylmidunﬁlrwnjuslﬁontoﬂncmiﬂ-pmtein. Peptides containing one
Tepoat unit (1-7), three repeat units (1-7); and five repeat units (1-7)s with an additional
cyuﬁnylrusiduelttheclrboxylmdmsynthaized. These poptides wero covalently
amhedtobmmoacuyhtedCRMovmightthoughthm'rC-mﬁndcyndnemidm The
reaction was carried out at pH 9.0-9.2 with Peptide:CRM ratios added as outlined in Table 8,

mmwmwm-m.mm
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muylmwﬁchdidmtmawiﬁpqﬁdqwmcmdwithmwﬁyhymm
Thmehhmw:ﬁummhiﬁngmdnﬂeem,ﬂuuhnﬂmmpi-,mﬂﬁw
tandem copies of the AB1-7 peptide conjugated to CRM, respectively. Table 8 briefly
outlines the properties of the samples.

Table 8
Muitiple Antigenic Peptide (MAP) Conjugate Samples

Conjupate Peptide: CRM (w/w) PH of reaction

Ab(1-T)/CRM 0.37 8.99
AI-TWCRM - 1.0 895
Ab(1-7)5/CRM 1.67 9.17

[0168] Peptide load (the average number of AS 1-7 peptides per carrier) and capping
mmnbers (Table 9) are the mmbers of uniqus amino acids (CMC or CMCA) per carrier as
detarminod by emino acid analysis, 'IheCMCdeMCAquumrafumeedmlylino.

Table 9
Degree of Conjugation and Capping of Each Conjugate

CONJUGATE  Peptide Load (CMC) Capping (CMCA)

AK(1-T)/CRM 12.5 1.7
AB(1-T)/CRM 10.4 152

AB(1-7)s/CRM 9.8 159

[0169] Swiss-Webster mice (10 per group) were immmized subcutaneously with 1 or 0.1
#g AB/CRM conjugated peptide, Half of the mice were immunized with the composition
formﬂmdwﬁmloougoﬂhudjwmmomg,mdhﬂfmimmunimdwiﬂmut adjovent,
Immunizations wero scheduled at woeks 0 and 3. Bleeds were scheduled for weeks 0, 3, and

6. Serum samples were analyzed for antibody response against AB1-42 mer peptids. The
results aro shown in Table 10.

Putant provided by &wmyl. PLLC - htp:Awww.sughnee com
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Table 10

Anti-Ap Endpoint Titers for Multiple Antigenic Peptide (MAF) Conjugntes

((}:r:::l Sample Description Adjuvant 1::: ghk l':l" gbki':
AG332  1pgAB(I-W/CRM  AKOH); <100 1809 100279
AG333  1pgAP(1-7/CRM  ANOH); - <100 44911 420235
AG334  1pgAB(1-7YCRM  AIOH); <100 27032 394,488
AG335  01pgAB(L-7W/CRM  AKOH); <100 19350  66.834 .
AG336  0.1pbgAP(-TCRM  AKOH);  <100-~ 13307 208272
AG337  0.1ugAB(I-TCRM  AlOH); <100 1,19 22,665
AG338 | g AB(1-7)/CRM None <100 5273 370980
AG3  1ugAp (1-T)/CRM Nons <100 9299 541,093
AG340 1 ug AP (1-7)/CRM None <100 3,100 185272
AG341 0.1 pg AB (1-7)/CRM None <100 340 25,839
AG342 0.1 g AP (1-T)/CRM Nooe <100 128 5,553
AGM3 0.1 ug AP (1-)/CRM Nono <100 668 2,098

[0170] All conjugates induced anti-AS 1-42 antibody titer after primary innmnization and
melmhmmbsmﬁmymmmaboomdonhﬂmlblmeeofdminum
ldjumtﬂwdiﬂnmmhdmmpommwidmtbothnMBmdMGbleeds.

The higher dose elicited high-titered sntibody response. Aluminum u'ijuvu:t elicited

mbmﬁﬂlyhighe:mﬁhodyrupmutweekButbothdnulweh(o.lmdlng)n
emnpuedbthemdjumhdgroupu.mseoondnyimmnﬂuﬁquimjmatl

Ag dose elicited 5 to 10 fold increage in antibody levels. At this dose level peptide conjugates

uitthdSrepmindueadhighm-mEbodympqmethmndnglompntcmhi:ﬁng
eonjumneﬁmthRMmﬁumahodﬁwmimd,mdﬂlmmﬁstedin

Table 11.

mmumgomm-mm.qm
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Table 11
Ant-CRM Eundpolut Titers for Multiple Antigenic Peptide (MAP) Conjugates

Groap Sample Description Adjovant Wko Wk3 Wk 6
Code Pool GMT eMT

AG332 1 pg AB(1-7),/CRM Al(OH), <50 10,531 114,602
AG333 1 pg AB(1-7)/CRM AL(OH), <50 4274 83,065
AG334 1 ug AB(1-7)s/CRM Al(CH), <50 1,680 49,320
AG335 0.1 ug AB(1-7W/CRM  AI(OH) <50 L114 13231
AG336 0.1 ug AB(1-7)/CRM  AI(OH)s <50 197 1,484

AG337  01pgAB(l-7)/CRM  ALOH), <50 65 22
AG338 1 pg AB(1-7)/CRM None <50 35 309
AG339 1 pg AB(1-7)s/CRM None <50 29 1,085
AG340 1 ug AB(1-7)s/CRM None <50 29 542
AG341 0.1 pg AP(1-7)/CRM None <50 25 55
AG3M2 (.1 ug AP(1-7)J/CRM None <50 25 34

AG343 0.1pg Aﬂl-!l@ None <50 29 ND
Animals wore immunized at weeks 0 and 3 end bled at weeks 0, 3, and 6. Adjuvant: 100 ug
A}(OH); or none. ND=Not Determined.

[o171} DahinTablcllhdimthnthemnqimnudgmupsindueedvaybwlewhof
mﬁ-CRMmﬁbodymponuatbothluguwaﬂuO.lngdoselevehevmnﬁutwo
immunizations. Howevuconjugdswithalumhmnhydmxidaldjuvmtinduud substantial
lmhofmﬁ-CRMlnﬁbodympomutlngdonemdmunhlowumpunuuo.lngdmo.
In the presence of the adjuvant, CRMtitmwerehishmtforﬂnahglemputmjme,
iuhumaﬁmfortheuiplerq:euemjuglto.mdlowut for the quintuple repeat conjugate,
Thiaisuexpectnd,inmtheCRMdoupupcpﬁdedouisbwmﬁwAﬂ(lﬂ)JCRM,md
highest for AS(1-7),/CRM. The differences were only statistically significant st week 6 for
the 0.1x ug dose.

[0172] The objective of the current invention is to elicit high titered immunogenic Tesponse
-gahstﬂmanﬁgetﬁch:ptmmdnotnecumﬂylsﬁnltthnmﬁerpmuh Undex certain

m—-uuusumﬁm.m-m.m
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uimmshmuitisdeﬁnbleheﬁdtopﬁmﬂhnmerupmuugﬁnﬂﬁmhlptmmﬁgmic
detutminmnwithluuormimmmrupmwlgﬁnnﬂ:ewﬁumhin. For such
spplications, conjugates with tandem repeats of multiplo antigemic determinants with
unadjuvanted formulation will serve the need.

10173 m@nemmmmofmwmmmmm
proteins. The acotate salt of AS1-7 was added to bromoacetylated catriers in a 1:1 ratio by
weight et pH 9. All conjugates excopt Af1-71C5ap were capped with N-gcetylcystoamine.
All of the alternative carriers mmmlbinmtbadetialpmtdm,imludingCRM(diphtbnﬁn
toxaid), recombinant C5a peptidase (rCSap; cloned from Streptococeus agalactige, includes
D130A and $512A mutations), ORFs 1224, 1664, 2452 (all cloned from Streptococcur
Pyogenes), and T367, TBS8 (each cloned from Chlamydia pneumoniae). A summary of the
carriers used is found in Table 12. 'IhedegmeofcunjugaﬁonmdappingofmhMIJ
conjugate to these carriers are presented in Table 13.

[0174) This study showed that the recombinant C5a peptidase conjugate induced higher
hhngmnstABthanmostofﬂmoﬂmcﬂmmtuted,mhmmgGRM. This difference was
mﬁsﬁcdlyﬁgniﬁmtforwe&GEtm:ofmthmrecdvedﬂmnimmhydmxidm In
addition, the AS1-7/T858 conjugate was ligni;ﬁcmtlymmimunosmicthmmostoiher
conjugatguinthelbimceofadjumt. 'Iheonlyconjugnhthltpnfmmedpomiyrohﬁveb
thoCRMemholWﬂi“SltequﬂlJHEW.aeonjugutethntdndidmtmetwiﬂ:mAﬂ
spad:ﬁcmomelomlmﬁbodybywmu-nblot. This study confirms that numerons other
mimcmbesuccu:ﬁ:uyuledmimmmizelslimtlheAﬂpqﬁdn.

P—nmwwm&;m-mm;qm
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Table 12
List of Carriers aud Conjugnte Properties

CARRIERFROTEIN MW ofcarrler (Dn) . # of lysies

CRM 58, 408 39
1CSap 108, 560 85
ORF1224 30, 950 18
ORF1664 31,270 38
ORF2452 31, 790 29
T367 49, 700 29
T8s8 37,190 23
Table 13
Degree Of Conjugation and Capping of Each Conjugate
CONJUGATE Peptide load (CMC)  Capping
(CMCA)
AB1-ThC5ap 259 -
AB1-7/0RF1224 12.8 87
AB1-7/0RF1664 134 10.8
AB1-7/0RF2452 12.03 10.5
ABL-7/T367 132 8.2
AB1-7/T858 52 1.7

Conjugation results: Peptide load (the avmgenmbcrofAﬂl-?pepﬁdeapurcuﬂm')md
cappingmngbq-mﬂnnmbmofmﬁqueanﬁmacida(mCormCA)pccmieru
determined by emino acid analysis, The CMC and CMCA values were referenced to lysine,
5 ization Regult

[0175] Ihegmmeﬁcmmﬁhrﬁreuhgwpinthi:mdyinﬁlwdhhblemmm
3, regardless ofthemumceofudjuvmgAﬂl-?hCSnpindumdliglﬁ.ﬁcmﬂyhishu‘mﬁ-Aﬂ
ﬁmﬁnthﬁWMﬁﬂ:WmmOﬁllm,
lmwz,mabmydhpnmoniaeousnﬂmdnss. At week 3 in the absence of

mwnmmwm-mm
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adjuvant, AB1-7/CSap was also more imrmmogenic than all other conjugates excopt AS1-
7/T858. The T858 comjugate without A(OH)s induced tigher titers than the ORF1224,
ORF1664, ORF2452, and CRM conjugates without adjuvamt. The only conjugate that was
significantly less immunogenic than AS1-7/CRM was A81-7/T367 (p< 0.00002). The T367
carrier performed poorly with or without adjuvant st both weeks 3 and 6. At week 6, the
rCSap conjugate with aluminum hydroxide was more munomc {p<0.04) than all the
other conjugates except AS 1-7/ORF2452. In the absence of adjuvant, both AS1-7AC5ap and
AB1-7/T858 induced significantly higher titers than the ORF1224, ORF1664, or T367
conjugates. A81-7/CRM without alumimem hydroxide induced higher titers than cither AS1-
7/ORF1664 or AS1-7/T367.

TABLE 14
Anti-AP1-42 Endpoint Titers.

GROUP SAMPLE ADJUVANT WKO0 WK3 WK 6
CODE DESCRIPTION POOL GMT GMT
AG344 5 ug AB1-7T/CRM Al(OH); <100 21,404 54,157
AG345 5 ug AB1-THCSap Al(CH) <100 61,967 402,972
AG346 5 ug AB1-7/ORF1224 Al(CH); <100 10,711 30,084
AG347 5 ug AB1-7T/ORF1664 AY(OH), <100. 7,188 43,226
AG348 5 ug AS1-7/ORF2452 ALOH); <100 11,437 109,081
AG349 5 pg AB1-7/T367 AKOH) <100 321 5,139
AG350 5 ug AB1-7/T858 Al(OH) <100 16,656 33,328
AG351 5 ug AB1-7/CRM None <100 2,615 119,488
AG352 5 ug AB1-7hCSap Nomne <100 11,858 279,113
AG353 5 ug AB1-7/ORF1224 None <100 1,674 18,719
AG354 5 pg AS1-T/ORF1664 None <100 119 9,832
AG355 5 pg AS1-7/ORF2452 Nono <100 2,493 76,038
AG356 5 ug AB1-7/T367 None <100 50 620
AG357 5 ug AB1-7/T858 None <100 28,820 275202

Arnimals were imrmmized at weeks 0 and'3 and bled at weeks 0, 3, and 6. Dose is based on
the total amount of conjugate. Adjuvant: 100 ug Al{OH); or none.

[0176} Thawed CRM)gy (8 mL, 59.84 mg, at 7.48mg/ml) was dissolved in 0.1 M borate
buffer (pH 9, 3.968 mL) to bring the concentration to 5 mg/mL.. 'I'haloluumwneoolndm
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&n ice bath to 0-5°C. Bromoacetic acid N-hydroxysuccinimide (59.9mg) (Aldrich-Sigma)
was dissolved in DMF (100 uL) (Aldrich-Sigms) and added dropwise, to the solution of
CRMjg7. Upon addition of the bromoacetic acid N-hydroxysuccinimide, @ precipitate was
observed. When the pH was checked, it decreasod to pH 6. Tho pH of the reaction mixtare
was brought back to pH 9 by adding more 0.1 M borate buffer. Reaction mixture wag then
stirred at 4°C for 1 hr, with gentle swirling. Thnmn:hmwupmﬁedmdmintedumg
YM—lOemhiprepcmhifuglleommmﬁmmdrupmiﬂedonSq)hnde-ZSudngIOmM
borate ag the eluent. Fractions positive to Bradford Reagent were pooled and concentrated
using centriprep YM-10. 'I'hedegraoofbmmomtyhﬁonwd:tﬂrmimdbmedfnrdmy
(lincar). Theoonnunlnﬁmwfmmdtobei.%mgme(Yielded}Omg). The final
cancantration was then adjusted to be 5 mg/mL and was stored in the freezer in 5% sucross
wtil fiotheruse.

IL  Cogjugstion

{0177] For each conjugation, thawed bromoacetylated CRM, sy was used. Poptides were
dissolved in borate buffer (2.5mg in 125 m! of 0.1 M borate buffer). Slight insolubility was
observed 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 gy (Smg/mL) was treated with the peptide solutions/suspensions. The
ratio of the peptide and protein in the mixture was 1:2. Turbidity wes observed in the
conjugate mixtures with peptides KI.VFFAEDC (SEQ ID NO:45), CLVFFAEDV (SEQ ID
NO:47), CKLVFFAED (SEQDNO:48),deLVFFAEDC(SBQ]])NO:45). The
mixhnuwmtheheckedﬁ:rpﬂ(pﬂﬂmdhcubﬂedquovmﬁghtuﬁthslowtwhﬁng
Fimlcommtnﬁomofﬂmmimmwamadobsmymedmeinmbnﬁm The turbidity
of the conjugato mixtures with peptides CLVFFAEDY (SEQ ID NO:47) and LVFFAEDC
(SEQ ID NO:50) disappeared after incubation. However, KLVFFAEDC (SEQID NO:45)
md CKLVFFARD (SEQ ID NO:48) were still slightly turbid. Soluble mock protein
cnmngltemlhopmpnredwithcysﬁumﬁmntamﬁooﬂ:l(wlw). Synthesized peptides
were obtzined from BIOSOURCE with sbout 95% purity.

Octamers:

LVFFAEDVC (SEQ ID NO:44)

KLYFFAEDC (SEQ ID NO:45)

VFFAEDVGC (SBQ ID NO:43)

CLVFFAEDYV (SEQ ID NO:47)

CKLVFFAED (SEQ ID NO:48)

mmnmmm-mm
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CVFFAEDVG (SEQ ID NO:46)
Heptamers:

VFFABDVC (SEQ ID NO:49)
LVFFAEDC (SEQ D No:so)

[0178] mmumdlymumuppedwnh N-aeetylcyltemmc (CMCA; Aldrich-Sigmu)
8t a ratio of 1/1 (w/w) for 4 br at 4°C whils swirling in the dark. The unreasted peptides and
Capping reagents were removed from the conjugates by dialysis using Slide-A-Lyzer cassette
(M, cut off 10,000) (Pierce) againat PBS buffer (2 L) overnight (13 hr). Buffer exchange and
dialysis was done twice (2 x 14 br). Sl:'ghtinsolubilitywubsmedinthaeonjugahwith
peptides KLVFFAEDC (SEQ ID NO:45) and CKLVFFAED (SEQ ID NO:48), All
conjumswmthmm:nthnmmlt4°0mapnmnhw.

[0179] MALDI-TOF MS was used to determine the mass of bromoacetylated CRM)g; and
the mass of the mock conjugate N-acetylcysteamine-CRM;g;.
Based on the masses of the CRMmlndhumoloetylathRMm, 11 lygine residues were
modified

(59941.46- 58590.29)/122=11
‘Where; Mw of CRM,¢7is 58624.29

Mw of bromoacetylated CRMy; is 59941.46

Mw of bromoacetate is 122
[03180] The degree of bromoacetylation was more than 28%. (Thoe total rumber of lysines in
CRM,57 wae 39). From these 11 modified lysine residues, 10 were coupled with cysteamine.
The coupling efficiency was 90%.

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

(10ﬂl) x100=90

[0181] The protein-peptide conjugates were analyzed by Western blot. The lanes are; merker
(lane 1); L-28375 24/01 (me 2); L-28375 24/02 (lane 3); L-28375 24/03 (lane 4); L-28375
24/04 (lane 5); L-28375 24/05 (lane 6); L-28375 24/06 (lanc 7) L-28375 24/07 (lane 8); L-

mmnmmm-m—m




C

WO 2003/058941 PCT/US2004044093

28375 24/08 (lano 9); L-28375 24/09 (Mock) (lme 10); snd, BrAcCRM;g, (lane 11). A
pepﬁdamwiﬁcmmdonﬂmﬁbodyﬁumnﬁee%—&!ﬂ—&%&ﬂl?-ﬂ)mmedaathc
primary antibody (entisera) (1:3000 dilution was found to be the best). Goet-Anti mouse 1gG
(H+L)-HPR was the secondary antibody (1:1000 dilution). ¥ was observed that all the
co:ﬁuguhammosnizdbythomﬁmrymﬁhdy.meptfwtbnmkemjugﬂmdthe
activated CRMigy. (Ses Figure 10.)

Protein C .

[0182] Protein concentrations of the conjugate samples wero detarmined by the Pierce BCA
assay. (See Table 15.)

Amino Acid Analvai

[MB]Aminoanidmnlylilwnwﬂdoutto.m_' ine the degree of conjugstion. T degree
of conjugation was caloulated based an the CMCA. (carboxymethylcycteamine) residues
found in the conjugates. CMCA was used to cap the unreacted activated sites after
conjugation with the peptides. (Ses Table 15.)

Table 15
Degree of Conjugation of Peptides with BrAcCRM,y,
Conjugate Code Peptide Sequence Final Degree of
(SEQ ID NO:) Concentration Conjugation
L-28375 24/01 LVFFAEDV-C Eﬂ%"——%&‘ﬁ‘i"—
(SEQ ID NO:44)
L-28375 24/02 KLVFFAED-C 0.82 5710
(SEQ ID NO:45)
L-28375 24/03 VFFAEDVG-C 143 810
(SEQ ID NO:43)
128375 24704 C-LVFFAEDV 1.04 9/10
(SEQ ID NO:47)
L28375 24703 C-KLVFFAED 0.78 710
(SEQ ID NO:48)
1.-28375 24/06 C-VFFAEDVG 0.97 9710
(SEQ ID NO:46)
L-28375 24/07 VFFAEDV-C 1.00 710
(SEQ ID NO:49)
L-28375 24/08 LVFFAED-C 0.99 8/10

mqum—wm-mmmm
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te Code Peptide Sequence Flonl - Degree of
Connga (BEQ. 1D Nng:l) Concentration Conjugation
) (mg/ml) {(Based on CMCA)
(SBQ ID NO:50) :
L-28375 24/09 1.89 ) 10711
(Mock)

[0184] All eolorimuuismyswcepuﬁnmedulingmimphhlpectmphohmﬂrmd
SOFTmax Pro.

[0185] OutbrudSmeeb:&m:cemmmmudw:thVFFAEDVG—C(SEQﬂ)NOﬁ).
LVFFAEDV-C (SEQ ID NO:44), KLVFFAED-C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ
ID NO:46), C-LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFAEDV-
C (SEQ ID NO:49), LVFFAED-C (SBQ ID NO:50) each conjugsted to CRM;y;, or with
AB1-7CRM,y, all fornmilated with the adjuvant RC 529 SE. Nine groupa of 10 animals per
mmhmnmimdmbcuhmouﬂywithmofﬂmupepﬁdnomjuglmntbn
beginning of the study (week 0) and subsequently at week 4. Soram was collected prior to,
but on the same days as immunization. .

[0186] InbndBa]bIcmcewmmmmuedumthep:wedmgpmmh,medso
boosted with conjugate and adjuvant et week 12.
Results

[0187) Smﬁumboﬂutudiumbu’hgeoﬂectedformﬂyuil of AB13.28 peptide-specific IgG
antibody titer. SmﬁomBachﬁoemdmwﬂentadfurmﬂyﬁsmdaypriurtotbc
woek 12 boost, and one week thoreafter. Splemcelllﬁummimn]lundinﬂvmplell are
wﬂnﬂhdﬁrﬂ:eipotmﬂﬂhﬂlpmdhvﬂ#ohsﬁmﬂaﬁonﬂiﬂ:mﬂﬂimpoo]of
poptides spanning AB1.q, full length AB;.42, CRMigy, or polyclonal sctivators, Analyyis is
compnudofﬂhlpotmdomformtulmhm4and5 and interferon-gamma. Upon

mld:muﬂnAﬁpepﬁdnmuguﬂmbeenlutedndm‘bedabmndudmﬁbad
in Example 6,

mmhmmm-wm
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{0188] PSAFP mice are immmized with VFFAEDVG-C (SEQ ID NO:43), LVFFAEDV-C
(SEQ ID NO:44), KLVFFAED-C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C-
LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VFFAEDV-C (SEQID
NO:49), LVFFAED-C (SEQ ID NO:50). The PSAPP mouse, a doubly transgenic mounse
(PSAPP) overexpressing mutant APP and PS] transgenes, is described in Holcomb, ef al.
(1998) Nature Medicine 4:97-11.

(SEQID NO:44), KLVFFAED-C (SEQ ID NO:45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO:46), C-
LVFFAEDV (SEQ ID NO:47), C-KLVFFAED (SEQ ID NO:48), VEFAEDV-C (SEQ ID
NO:49), LVFFAED-C (SEQ ID NO:50) The PDAPP mouse expresses & mutant form of
bumm APP (APPY"'") and develops Alzheimer’s disease st 8 young age (Bard, ef al. (2000)
Nature Medicine 6:916-919; Masliah E, et al. (1996) J Newrasci. 15;16(18):5795-811).
Rosults

[0190] Sera from both studics are collestod for analysis of A3z peptide-specific IgG
antibody titer. Upon completion, the A peptide conjugates will be evaluated as described
lbovemdudmribodinﬂnmplasmdIl.uwelluintheommdfurcondiﬁoning
(CFC) assay.

[0191] Cuni:xhnlfmmdiﬁmingiummnni:moﬂenningﬂmiluupﬁm:uy
mlinblemdrlpidlywqtﬁredinmostmimnh,fwuumple,mmﬂu. Tost animals leam fo
fear a proviously neutral stimulus and/or environment because of its association with an
evemive experience. (ses, e.g., Fanselow, Anim. Learn. Bekay. 18:264-270 (1990); Welmer
ot al, Nature Genet. 17:331-334. (1997); Caldarone ez al, Nature Genet. 17:335-337 (1997)).
[0192] Cmmnlfencondiﬁmingilupeddlyuuﬁﬂforddmininguogﬁﬁwﬁmc&mor
dyuﬂmcﬁm,c.g.,uamultofdimeoruﬁmdu.mnhnanmodegmn:ﬂvodimw
disorder, an AB-related disease or disorder, an emyloidogenic disesse or disorder, the
presence of an unfavorable genetic nltmﬁoneﬂ'ecﬁngwyﬁﬁveﬁmﬁon(c.g.,gmﬂic
mutation, gene disruption, or undesired gmotype),mdlmthacﬁueyofmlgmt,c.gz.mm
conjngate agent, on cognitive ability. Accordingly, the CFC assay provides a method for
indepmdmlyhsﬁngmdlmwﬁdlﬁngﬂmﬂwmpwﬁcefwtofmmrpnvmﬁngm
uuﬁngamgniﬁvediluumdinmdu,mdinpnﬁcuh,adi:meurdimrdulﬂ'uﬁngm
ar more regions of the brains, e.g., the hippocempus, subiculum, cingulated cortex, prefronts}
corbm,puﬁ:himlcurh:,mwrycnrtu,mdmedidtunpmﬂlobe.

mmwmhmwm-m
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[0293] Typically, the CFC assay is parformed using standard animal chambers and the
employment of conditioning training comprising a mild shock (e.g., 0.35mA foot shock)
paired with an suditory (e.g., & period of 85 dbwhitenniu),olﬁﬂ.ory(c.g.,lhnmdm'lﬂmm
extract), touch (e.g., floor cage texture), and/or visual cue (light flash), The response to the
avenive experience (shock) is typically one of freezing (absence of movement except for
rnupinﬁm)bulmlydmimluduyabﬁnk,mchmpinthenicﬁhﬁngmemhmmﬂm,
depending on the test animal selocted. The aversivo response is usualty characterized on the
ﬁrudtyofhdningmduhuminubudinefurmmdiﬁmodfur.withwmuupmu
runlhonsuboequanttutdlyu,c.g.,ﬁwzinginpmofthewntmandlormbutinﬂm
lblmceofthnwuﬂwexpuime,bdngchmctuiudueontutmdmmdiﬁmndfuﬂ,
respectively. For improved re.linl:i]ity.teutmimnlamtypiullytuﬁed separately by
independent technicians and scored over time, Additional experimental design details can be
found in the art, for example, in Crawioy, JN, What 'y Wrong with my Mouse; Behavioral
Phenotyping of Transgenic and Knockout Mice, Wiley-Liss, NY (2000).

[0194] Bxemplary test animals (e.g., model animals) include mammals (e.g. rodents or non-
hmmprhnml)ﬂmm‘bitmominmt!ympm:mpaﬁoloyﬂmilehulcuﬂ:ﬁcofm
amyloidogenic disorder such as Alzheimer's. Model animals may be created by selective
hbmdingfonddmdmthcymygmeﬁcﬂlymginmeduningtgmugmictmhniquuthn
are well-kmown in the at, suchthﬂatnsﬂodsuneﬁcﬂtunﬁm(&g.nmeﬁcmuhﬁm.sme
dinupﬁon)hsm!hﬂisumniﬂedwiththedmmﬁndimde,leadingtoabmm
expression or function of the targeted gens. For example, severul tranagenic mouse strains
aro available that overexpress APP and develop amyloid plagque pathology and/ar develop
COgnitive deficite that are characteristic of Alzheimer's discase (goe for example, Gemes ef
al., supra, Johnson-Wood et al., Proc. Notl, Acad, Sci. USA 54:1550 (1997); Maslish E and
Rockenstein E. (2000) J Neural Transm Suppl.;59:175-83).

[0195] Mm:ﬁvdy,thomoddmhnﬂmbemhdudngnhmicﬂmom(q.g.
neurotoxing, ancsthetics) or surgical techniques (e.g: stereotuctic ablation, axotomization,
tmecﬁon,uspinﬁm)thnablatooroﬂmwiuinmfmwiﬂ:thnmmnlfmcﬁmofm
mmmiedhrﬂnmﬁm(cc-hivampunmvsdm.pﬁrﬁnﬂmmﬂnlww
mwleul,loculoomﬂm,mmmnlurybodiu)onpeciﬁcnm(cg. serotonergic,
cholinergic, ordopnmhm-gicnuuronl)ﬂm-remouiatedwithchmcterinﬁc symptoms or
pathology of the amyloidogenic disorder. In certain preferred embodimonts, the amimal
moddﬂrhibihlpmminmtmgniﬁvedoﬁdtmiuedwithleuﬁngmmummyinlddiﬁm

n-nmwwm-%lan.m-mm
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mthnnemodegmanﬁvaplﬂmlogyth:tlmcilhdvﬁthamyloidogmicdismdﬂ. More
ptufenbly,thnwgniﬁwduﬁdtpmMdewomwithmenhﬂntﬂn
dismapmgruﬁonin&emodslnﬁmﬂpmﬂehﬂmdimpmsrwaiminambjwt
suffering from the amyloidogenic disonder,

[0196] Contumalfeueondiﬁmhgmdothq-bwiwuuylmtutﬂuﬂmcﬁmﬂityoﬂhn
cmﬁngltudelmibdhmeinmlybepufmmedudngwﬂd-typonﬁuwmiuhnhgacﬂﬁn
gmuﬁcﬂhﬂimladhgbimpximdmmmyormouumndahofnuudegmnnﬁw
Mag.,ﬂzhdmfuﬁmhcluﬁngmmmoddlwﬁchdisphydwwdlwdsof
nolubleAﬂinthneembmnpinnlﬂuid(CSF)urpluma. For example, animai models for
Mzhuhnn’uﬁmhchdommmiumomh"wlh"muhﬁmof
humsn amyloid precursor protein (kAPPswe; Tg2576) whinhnhmapdepmdmtmﬂnmy
deficits and plaques (Hsiao ef o/, (1996) Sciancs 274:99-102). The in vivo functionality of
thecu:ﬁmdum‘bedhuuinmﬂubetaudushgthsm-lmhntmdum'bedin
Dufl, &t al. (1996) Nature 383, 710-713. Other genetically altered transgenic modls of
Alzheimer's diseasc are described in Maslish E and Rockenstein E. (2000) J Newral Transm
Suppl. 59:175-83, .

[0197] Invniomalpech,ﬂumothodlofﬂlehwmﬁoncompﬁutholdmwmnme
canjugate that is capable of imptoﬁngeogniﬁminnsubjectwhetuin the Af conjugnte hag
bemidmﬁﬁedinusﬁlgmmywhiehii mitablypmdicﬁveofimmthempmﬁceﬁmy
in tho subject. hexmpluyunbodimmﬁ,themyi:nmodduﬁmﬂmthatiahued,n
leautinmmcmnpnﬁngeogniﬁon.udetumimdﬁomamtmmﬂﬁncmdiﬁming
mdy.ofmnﬂmﬂnﬂaldmhﬁsmﬁmofntenhmmmo]ogimlmgmttoihamALn
compared to a suitable control. mmmnyemmchmhmpﬂﬁmofanmﬁnﬂ
(typicaﬂynmmorut)upuntuﬂnmtﬁthnpotmﬁdthﬂnpwﬁcwmpomd. In certrin
anbodimmh,ﬂwchmgeinwgniﬁonovﬂuaudismimpmmmtinmﬂnmyimpﬁmmt
lhm:orurevmglof_mmmydeﬁcit Aocmdhgly,theCFCmypmv'iduadh'ectmethod
mmmwmmmﬁeuﬂmtofmfnrmvmﬁngwhuﬁngwgﬁﬁwdim
mdinpuﬁouhr.adinmnmdisordnlﬂ'eeﬁngmewmmmgimoﬂhnbnim,o.g,tha
hippocmq:u;mbiculmn.eingﬂmdmrtu;mﬁomnmpuirhinnommuy
cortex, and medial temporal lobe. SuchCFCmuylmdilmmedineopmdingU.S.Pm
Application Serial No. 60/500¢,X0X entitled “Contextual Fear Conditioning for Predicting
Immunotherspeutic Efficacy” (bearing Attomey Docket No. ELN-058-1), filed on December
15, 2004, and U.S. Patent Application Serial No. 60/XXX XXX emtitled “Contextual Fear

Mmuwlhdlqllm-ﬂm.m-m—m-.m
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Conditioning for Predicting Immunotherapeutic Efficacy” (bearing Attomey Docket No.
EIN-OSB—Z)thamﬁneontmt:ofwhichmhcrebyimorpontedbyt:ferme.

mwumﬁnm-wwm




WO 2005/058941

BIBLIOGRAPHY

&

PCT/US2004/044093

Bematowicz, M.S., and Matzueda, G.R. (1986) Analytical Biochemistry 155; 95-102,
Kniskem, P.J., and Marburg, S. (1994) Development and Clinical Uses of

Haemophilus b Conjugate Vaccines: Conjugation: Design, Chemistry, and Analysis Ellis,
R.W., and Granoff, D.M., Eds; Marce] Dekker, Inc: New York, NY, 37-70

Arrizon, V., Biochler, R., Cummings, J,, and Barbaugh, J. (1991) High-Performance

Liguid Chromatography of . Peptide and Proteins- Separation, Analysis, and Conformation
Mant, C.T. end Hodges, RS., Eds; CRC Press: Boca Raton, F1, 859-863,

Coarlsson, J. ef aj. (1978) Biochem J,173: 723.

Means, G.E., Cangdon, W.L, and Bender, M. (1972) Biochemisiry 11: 3564-3574,
Glemmer & Wong (1984) Biockem. Biophys. Res. Comman. 120: 1131

Hardy (1984) Trends in Neurosciences 20; 1131,

Hardy (1977) Trends in Neurosciences 20; 154,

" Stoute e al. (1997) A, Engl J. Med. 336: 86.9],

Goobel er al, (1939) Exp. Med. 69: 5 3.

Schnearson ef al, (1980) J. Exp. Med. 152: 361-376,

Chu et o, (1983) Snfoct. Inmun. 40- 245.

Schneerson af al (1984) Infact. Immun. 45: 582-591.

Anderson et al. (1985) J. Pediazr. 107: 346.

Insel et al. (1986) J. Rxp. Med 158: 294,

U.S. Patent No. 4,673,574 Jun, 1987 Anderson

ULS. Patent No. 4,902,506 Feb., 1990 Anderson et al

U.S. Patent No. 5,192,540 Mar., 1993 Ruo et al.,

U.S. Patent No. 5,306,492 Apr., 1994 Porro

U.S. Patent No. 3,360,897 Nov., 1994 Andersan ctal

U.S. Patent No. 5,785,973 Jul., 1998 Bixler ot al

U.S. Patent No. 6,361,777 Mar., 2002 Hoogerhout . .o
Sambrook et al., Molecylar Cloning: A Laboratory Mamua] (C.SH. P. Pres, NY 24

od., 1989)

Bematowicz, M. S., and Matsueda, G. R. (1986) Anabytical Biochemistry 155, 95.1 02.

Kaiskern, P.J., end Marburg, S, (1994) Development and Chinicat Uses of

Haemophilus b Conjugate Vaceines: Conjugation; Design, Chemistry, and Analysis Elis,
R.W., and Granoff, DM., Eds; Marcel Dekker, Inc; New York, NY, 37-70

Mmpmnwm-mmwnnm

A —— T ———————
T e ——

96



WO 2005/038%41 PCT/US2004/0440%3
Asrizon, V., Biechler, R., Conmmings, J., and Harbaugh, J, (1991) High-Performance Liguid

Clromatography of Peptide and Prozeins: Separation, Analysis, and Conformation Mant,
C.T. and Hodges, R.S., Eds; CRC Press: Boca Raton, FL, 859-863.

Mumww.m-m;m

. m—— e e — — — Ll LR T



WO 2005/058941 PCT/US2004/044093

WHATIS CLAIMED IS:

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

(a) derivatizing one or more of the functional 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 immunogen comprising AS peptide or
fragments of AS or analogs thereof under reaction conditions such that the peptide
immunogen is conjugated to the derivatized protein/polypeptide carrier via at least one of the
reactive sites, thereby forming a conjugate; and

(c)  further reacting the conjugate with a capping reagent to inactive free,
reactive unreacted reactive sites on the derivatized protein/polypeptide carrier, whereby the
conjugate elicits a desired immune against the A8 peptide.

2, The method of claim 1, wherein the carrier is selected from the group
consisting of human serum aibumin, keyhole limpet hemocyanin (RLH), immunoglobulin
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagghitinin, PADRE polypoptide, malaria
circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAg19-28), Heat Shock Protein
(HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin mutants with reduced
toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein that is cross-reactive with diphtheria toxin,
recombinant Streptococcel C5a peptidase, Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococous
pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Streptococcus pneumoniae
preumolysin, pneumolysin mutants with reduced toxicity, Chlamydia pneumoniae ORF
T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, Tetanus toxeid, HIV gp120 T1, components
recognizing microbial surface adhesive matrix molecules (MSCRAMMS), growth factors,
hormones, cytokines end chemokines.

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

75
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4, The method accarding to claim 3, wherein the carrier is e bacterial

5. The method according to claim 3, wherein the carrier is influenza
i futini

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 antigen (FIBSAg19-28).

9. The method according to claim 3, wherein the carrier is heat 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 eccornding 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 Streptococcus
pyogenes ORF 1664,

16.  The method according to claim 3, wherein the carrier is Streptococous
pyogenes ORF 2452,
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17.  The method according to cleim 3, wharein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF.T367.

18.  The method according to claim 3, wherein the carrier is Chlamydia
pneumonias ORF T858,

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

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

21. The method according to claim 1, wherein the peptide immunogen is
an Af fragment.

22. Themethod according to claim 21, wherein the AS fragment is from
the N-terminal half of AS.

23.  The method according to claim 22, wherein the A8 fragment is
selected from the group consisting of A81-3, 1-4, 1-§, 1-6, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, and 3-7.

24, The method according to claim 23, wherein the A fragment is
selected from the group consisting of AS1-5, 1-7, 1-9, and 1-12.

25. The method according to claim 21, wherein the AS fragment is from
the C-terminal half of AS.

26. The method according to claim 25, wherein the AS fragment is from
the group consisting of A§33-42, 35-40, and 35-42.

27.  The method according to claim 21, wherein the AS fragment is from
the internal portion of AS.

28.  The method according to claim 27, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of A813-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-
25, 17-28, and 25-35.

11
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29.  The method according to claim 21, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AS1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28

- 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 35-40,

and 35-42.

30. Themethod according to claim 21, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the AS fragment.

31.  The method according to claim 22, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the N-tarminal fragment of AS.

32.  The method according to claim 31, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminus to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-terminal
fragment of AS. ’

33.  The method according to claim 32, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)3.

34.  The method according to claim 32, wherein the peptide immunogen is
(AB1-T)S.

35.  The method according to claim 21, wherein the peptide immmmogen
further comprises at least one additional copy of a different AS fragment.

36.  The method according to claim 30, wherein the AS peptide
immunogen is a fragment of AS selected from the group consisting of A§ 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 35-40 and 35-42.

37.  The method according to claim 21, 22, 29, or 30, wherein the peptide
immunogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to form a
heterologous peptide.

38,  The method according to claim 21, 22, 29, or 30, wherein the peptide
immunogen is linked at its N-terminus to the C-terminus of a carrier molecule to form a
beterologous peptide.

12
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39.  The method according to claim 21, 22, 29, or 30, wherein the peptide
immunogen comprises from N-terminus to C-terminus, a first carrier molecule linked at its C-
terminus to the N-terminus of the AS fragment linked at its C-terminus to the N-terminus of a
second carrier molecule to form a heterologous peptide.

40.  The method of claim 37, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

41.  The method of claim 37, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

42,  The method of claim 37, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule. .

43.  The method of claim 38, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

44.  The method of claim 38, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

45.  The method of claim 39, wherein the first carrier and the second carrier
are the same carrier molecule.

46.  The method of claim 39, wherein the first carrier and the second carrier
are different carrier molecules.

47.  The method according to claim 37, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B~cell epitope and combinations
thereof.

48.  The method according to claim 38, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a Tcell epitops, a B-cell epitope and combinations
thereof.

49.  The method according to claim 38, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.
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50. The method according to claim 39, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

51.  Themethod according to claim 21, wherein the peptide immunogen is
further comprised of one or more molecules of the AS fragment are linked togetherina
multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

52.  The method according to claim 51, wherein the one or more AS
fragments are sclected from the group consisting of Ag1-3, 14, 1-§, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 33-42, 35-40, end 35-42.

53.  The method according to claim 51, wherein the peptide immunogen is
ApB1-7 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration.

54.  The method according to claim 51, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)3 and the MAP configuration is a MAP4 configuration

55.  Themethod according to claim 51, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

56.  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.

57.  The method of claim 56, wherein the derivatizing reagent is a zero-
length cross-linking reagent.

58.  The method of claim 56, wherein the derivatizing reagent is a
homobifunctional cross-linking reagent.

59.  The method of claim 56, wherein the derivatizing reagent is a
heterobifunctional cross-linking reagent.

60.  The method of claim 56, wherein the protein/polypeptide carrier is
reacted with a haloacetylating agent.
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61.  The method of claim 59, wherein the heterobifunctional reagent is a
reagent which reacts with a primary or an e-amine fimctional group of one or more amino
acid residues of the protein/polypeptide carrier and a pendant thiol group of one or mare
amino acid residues of the peptide immunogen.

62. Thomethod of claim 61, wherein the heterobifunctional reagent is N-
succinimdyl bromoacetate, N-succinimidyl-3-(2-pyridyl-thio) propionate (SPDP) and
succinimidyl 4-(N-meloitmidomehyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC).

63. The method of claim 62, wherein the primary or €-aemine functionsl
group is lysine.

64.  The method according to claim 61, wherein the pendant thiol group is
a cysteine residue of the peptide immunogen.

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

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

67. The method according to claim 64, wherein the cysteine residue is
localized internally in the peptide immunogen.

68.  The method according to claim 64, wherein the pendant thiol group is
generated by a thiolating reagent.

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

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 proup consisting of cysteamine, N-acetylcysteamine, and
ethenolamine.

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

72,  The method of claim 1, wherein the reactive group of the amino acid
residue of the peptide immunogen is a free sulthydryl group.

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

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

76. A method for conjugating a peptide immunogen comprising AS
peptide or fragments of A or analogs thereof to a protein/polypeptide carrier having the
structure:

wherein,

C is & protein/polypeptide carrier and X is a derivatizable fimctional
group of an emino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino _
acid residue of a peptide linker covelently attached to the protein/polypeptide carrier, and
wherein m is an integer greater than 0, but less than or equal to 85, the method comprising the
steps of:

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

(b).  reacting the derivatized protein/polypeptide carrier of step (a) with a
mcﬁwgroupofmmimaddruidueofﬂnepepﬁdeimmmogmeompﬁsingABpepﬁdom
fragments of Af or analogs thereof to form a covalently conpled peptide immunogen-
protein/polypeptide carrier conjugate; and

(c).  further reacting the said conjugate with a capping reagent to inactivate
the free reactive functional groups on the activated protein/polypeptide carrier, such that the
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capped groups are not free to react with other molecules, 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, 5o as to generate &

capped peptide immunogen-protein/polypeptide carrier conjugate having the formula:
(xi—FP),

—R)p

wherein,

C is the protein/polypeptide carrier and Xd is a derivatized fimctional
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,

Pisapeptideimmunogenmoleculef:ompﬂsingAﬂpeptideor
fragments of AS or analogs thereof covalently attached to the derivatized fimctional 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 regidue of a peptide linker covalently attached to a protein/polypeptide catrier,

n is an integer greater than 0, but leas than or equsl to 85, and

p is an integer greater than 0, but less than 85.

77.  The method of claim 76, wherein the carrier is selected from a group
consisting of serum albumin, keyhole limpet hemocyenin (KLH), immunoglobulin
molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE polypeptide, malaria
circumsporozite (CS) protein, hepetitis B surface antigen (HBSAg19-28) Heat Shock Protein
(HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin mutants with reduced
toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein that is cross-reactive with diphtheria toxin,

‘recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococcus
pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452, Streptococcus pneumoniae
poeumolysin, pneumolysin mutents with reduced toxicity, Chlamydia pneumonise ORF
T367, Chlamydia pneumonise ORF T858, Tetanus toxoid, HTV gp120 T1, components



WO 2005/058941 PCT/US2004/044093 Lomr
recognizing microbial surfiwe adhesive matrix molecules (MSCRAMMS), growth factors,
78.  The method according to claim 77, wherein the carrier containsa T
cell epitope.

79.  The method according to claim 78, wherein the carrer is a bacterial

80. The method according to claim 79, wherein the carrier is influenza
i futini

81. The method according to claim 78, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.

82. The method according to claim 78, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

83. The method according to claim 78, wherein the carrier is Hepatitis B
surface antigen (HSBAg19-28).

84. The method according to claim 78, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).

85. The method according to claim 78, wherein the carrier is a polypeptide
from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

86. The method according to claim 78, wherein the carrier is tetanns

87.  The method according to claim 78, wherein the bacterial toxoid is
CRM 197.

88.  The method according to claim 78, wherein the carrier is Streptococcal
rC5e peptidase.

89.  The method according to claim 78, wherein the carxier is Streptococous
pyogenes ORF1224.
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90.  The method according to claim 78, wherein the carrier i Streptococcus
pyogenes ORF1664.

91.  The method according to claim 78, wherein the carrier is Streptococcus
pyogenes ORF2452,

92.  The method according to claim 78, wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T367.

93.  The method according to claim 78, wherein the carrier is Chlamydia
pneumonias ORF T858.

94.  The method according to claim 76, wherein the carrier is a growth
factor or hormons, which stimulates or enhances immune response.

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

96. The method according to claim 76, wherein the peptide immumogen is
an A8 fragment.

97.  The method according to claim 96, wherein the A8 fragment is from
the N-terminal half of AS.

98.  The method according to claim 97, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AS1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, and 3-7.

99.  The method according to claim 98, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AS1-5, 1-7, 1-9, and 1-12.

100. The method according to claim 96, wherein the AS fregment is from
the C-terminal half of AS. ’

101. The method accarding to claim 100, wherein the A8 fragment is from
the group consisting of A$33-42, 35-40, and 35-42.

Lo?
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102. The method according to claim 96, wherein the A fragment is from
the internal portion of Af.

103. The method according to claim 102, wherein the AS fragment is
selected from the group comsisting of A813-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-
25, 17-28, and 25-35. '

104. The method according to claim 96, wherein the AS fragment ig
selected from the group consisting of AS1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28,
3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 35-40,
and 3542,

105. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the A8 fragment.

106. The method according to claim 97, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the N-terminal fragment of AS.

107. The method according to claim 106, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminus to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-terminal
fragment of AS.

108. The method according to claim 107, wherein the peptide immunogen
is (AB1-7)3.

109. The method according to claim 107, wherein the peptide immunogen
is (AB81-7)5.

110. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of a different A8 fragment.

111. The method according to claim 105, wherein the AS peptide
immunogen is a fragment of Af selected from the group consisting of A8 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 35-40 and 35-42.
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112. The method according to claim 96, 97, 104, or 105, wherein the
peptide immunogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to
form a beterologous peptide,

113, - The method according to claim 96, 97, 104, or 105, wherein the
peptide immunogen is linked at its N-terminus to the C-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

114. The method according to claim 96, 97, 104, or 105, wherein the
peptide immunogen comprises from N-terminus to C-terminus, a first carrier molecule linked

at its C-terminus to the N-terminus of the A fragment linked at its C-terminus to the N-
terminus of a second carrier molecule to form a heterologous peptide.

115. 'The method of claitn 112, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

116. The method of claim 112, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

117. ‘The method of claim 112, further comprising at least one copy of
different carrier molecule.

118. The method of ¢laim 113, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

115. The method of claim 113, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

120. The method of claim 114, wherein the first carrier and the second
carrier are the same carrier molecule.

121. The method of claim 114, wherein the first carrier and the sscond
carrier are different carrier molecules.
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122. The method according to claim 112, wherein the carrier molecule ia
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinstions
theareof.

123. The method according to claim 113, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

124. The method according to claim 113, wherein the carrier molecule 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 the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

126. The method according to claim 96, wherein the peptide immunogen is
further comprised of one or more molecules of the AS fragment are linked together in a
multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

127. The method according to claim 126, wherein the one or more A8
fragments are selected from the group consisting of AB1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 33-42, 35-115, and 35-42.

128. The method according to claim 126, wherein the peptide immunogen is
AB1-7 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

129. The method according to claim 126, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)3 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration

130. The method according to claim 126, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration.

131. The method according to claim 76, wherein the functional group of one
or more amino acid molecules of the protein/polypeptids carrier or of the optionally attached
polypeptide linker is derivatized uaing a cross-linking reagent.

(\\
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132. The method of claim 131, wherein the derivatizing reagent is a zero-
length cross-linking reagent.

133. The method of claim 131, wherein the derivatizing reagent is &
homobifunctional cross-linking reagent.

134. The method of claim 131, wherein the derivatizing reagent is a

135. The method of claim 131, wherein the protein/polypeptide carrier is
reacted with a haloacetylating agent.

136. The method of claim 135, wherein the heterobifimctional reagent is a
reagent which reacts with a primary or an e-amine fumctional group of one or more amino
acid residues of the protein/polypeptide carrier and e pendant thiol group of one or more
amino acid residues of the peptide immunogen.

137. The method of claim 136, wherein the heterobifimctional reagent is M-
N-succinimdyl bromoacetate.

-138. The method of claim 136, wherein the primary or e-amine finctional
group is lysine.

139. The method according to claim 138, wherein derivatization of the
primary or é-amine functional group of the amino acid residue lysine of the
protein/polypeptide carrier with N-succinimidyl bromo acetate results in the
bromoacetylation of the primary or e-amine regidues on lysine residues on the
protein/polypeptide carrier.

140. The method according to claim 136, wherein the pendant thiol group is
a cysteino residuse of the peptide immunogen.

141. The method according to claim 140, wherein the cysteine residuse is
localized at the amino-terminus of the peptide immunogen.

142. The method according to claim 140, wherein the cysteine residne is
localized at carboxy-terminus of the peptide immunogen.
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143. The method according to claim 140, wherein the cysteine residueis /2
localized internally in the'peptide immunogen.

144. The method according to claim 76, wherein the pendant thiol group is
generated by a thiolating reagent.

145. The method according to claim 144, wherein the thiolating reagent is
N-acetyl homocysteinethio lactone.

146. The method according to claim 76, 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.

147. The method according to claim 76, 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 bicarbonate and ammonia.  °

148. The method of claim 76, wherein the reactive group of the amino acid
residue of the peptide immunogen is a free sulfhydryl group.

149, The method of claim 76, wherein one or more of the functional groups
are on a linker optionally attached to the protein/polypeptide carrier.

150. The method of claim 149, wherein the linker is a peptide linker.
151. The method of claim 150, wherein the peptide linker is polylysine.

152. A composition comprising a peptide immunogen-protein/polypeptide
carrier conjugate wherain the protein/polypeptide carrier has the formula:

(
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wherein,

C is a protein/polypeptide carrier and X is a derivatizable functional group of
an amino acid residue on the protein/polypeptide carxier or optionally of an amino acid
residue 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:

(Xi—P)_

X—R),

wherein,

C is the protein/polypeptide carrier and Xd is a derivatized functional group of
an amino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid
regidue of a peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and,
wherein, P is a peptide immunogen comprising A peptide or fragments of AS or analogs
thereof covalently attached to the derivatized fimctional 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, thereby preserving the functionality of the carrier such that it
rotains its ability to elicit the desired immune responses against the peptide immunogen
comprising the Af peptide or fragments of AS or analogs thereof 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.

153. The conjugate according to claim 150, wherein the carrier is selected
from a group consisting of serum albumin, keyhole Limpet hamocyanin (KLH),
immyumoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptide, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAg19-
28), eat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes
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ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452,
Streptococcus pneumonige pneumolyzin, pneumolysin mutents with reduced toxicity,
Chlamydia pnenmoniae ORF T367, Chlamydia pneumonise ORF T858, Tetemus toxoid, HIV
gp120 T1, components recognizing microbial surface adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS), growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

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

155. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is a bacterial
toxoid.

156. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is infloenza
hemagglutinin,

157. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.

158. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

159. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is Hepatitis
B surface antigen (HBSAg19-28).

160. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (ISP 65).

161. The conjugate according to claim 154, wherein the carrieris a
polypeptide from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

162. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is tetanus
toxoid.

163. The conjugate according to claim 154, wherein the bacterial toxoid is
CRM 197.

164. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Streptococcal rC5a peptidase.
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165. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224,

166. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

167. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF2452.

168. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniae ORF T367.

169. The conjugate according to claim 154, wherein the carrier is
Chlamydia pneumonias ORF T858.

170. The conjugate according to claim 150, wherein the carrier is a growth
factor or hormone, which stimulates or enhances immune response.

171. The conjugate according o claim 170, wherein the growth factor or
hormone is selected from a group consisting of IL-1, IL-2, 4-interferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1a, MIP-16, and RANTES.

172. The conjugate according to claim 152, wherein the peptide immunogen
is an A fragment.

173.. The conjugate according to claim 172, wherein the AS fragment is
from the N-terminal half of AS.

174. The conjugate nocordmg to claim 173, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of Af1-3, 14, 1-5, 1-§, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, and 3-7.

175. The conjugate according to claim 174, wherein the Af fragment is
salected from the group consisting of AS1-5, 1-7, 1-9, and 1-12.

176. The conjugate according to claim 172, wherein the AS fragment is
from the C-terminal half of AS.
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177. The conjugate according to claim 176, wherein the AS fragment is
from the group consisting of AS33-42, 35-40, and 35-42.

178. The conjugate according to claim lnwhadnhMWh
from the internal portion of AB.

179. The conjugate according to claim 178, wherein the A8 fragment is
selected from the group consisting of AS13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24,
18-25, 17-28, and 25-35.

180. The conjugate according to claim 172, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of A1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28
3-6,3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 35-40,
and 35-42.

181. The conjugate according to claim 172, wherein the peptide
immunogen further comprises at least one additional copy of the AS fragment.

182. The conjugate according to claim 173, wherein the peptide
immumogen further comprises at least one additional copy of the N-terminal fragment of AS.

183. The conjugate according to claim 182, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminus to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-terminal
fragment of AS.

184. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide
immunogen is (AS1-7)3.

185. The conjugate according to claim 183, wherein the peptide immunogen
is (AB1-7)5.

186. The conjugats according to claim 172, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of a different AS fragment.

187. The conjugate according to claim 181, wherein the AS peptide
immunogen is a fragment of Af sclected from the group consisting of A8 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 35-40 and 35-42.
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188. The conjugate according to claim 172, 173, 180, or 181, wherein the
peptide immunogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

189. The conjugate accarding to claim 172, 173, 180, or 181, wherein the
peptide immunogen is linked at its N-termimus to the C-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

190. The conjugste according to cleim 172, 173, 180, or 181, wherein the
peptide immunogen comprises from N-terminus to C-tarminus, a first carrier molecule linked
at its C-terminus to the N-terminus of the AS fragment linked at its C-terminus to the N-
terminus of a second carrier molecule to form a heterologous peptide.

191. The conjugate of claim 188, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

192. The conjugate of claim 188, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

193. The conjugate of claim 188, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

194. The conjugate of claim 189, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule,

195. The conjugate of claim 189, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

196. The conjugate of claim 190, wherein the first carrier and the second
carrier are the same carrier molecule.

197. The conjugate of claim 190, wherein the first carrier and the second
carrier are different carrier molecules.

198. The conjugate according to claim 188, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.
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199. The canjugate according to claim 189, wherein the carrier molecule 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 the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

201. The conjugate according to claim 190, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof

202. The conjugate according to claim 172, wherein the peptide immunogen
is further comprised of one or more molecules of the A fragment are linked together in a
multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

203. The conjugate according to claim 202, wherein the one or more A8

fragments are selected from the group consisting of A81-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 33-42, 35-40, and 35-42,

204. The conjugate according to claim 202, wherein the peptide immunogen
is AB1-7 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

205. The conjugate according to claim 202, wherein the peptide immunogen
is (Af1-7)3 and the MAP configuration is a MAP4 configuration

206. The conjugate according to claim 202, wherein the peptide immunogen
is (AB1-7)5 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration.

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

(X0—FP),

L R),
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wherein,

C is the protein/polypeptide carrier and Xd is & derivatized functionsl group of
an amino acid residue of the protein/polypeptide carrier or optionally of an amino acid
residue of & peptide linker covalently attached to the protein/polypeptide carrier, and,
wherein, P is a peptide immunogen molecule comprising A8 peptide or fragments of AS or
analogs thereof covaiently attached to the derivatized functional group of the emino acid
residue of the protein carrier or optionally of an amino ecid 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 residuc 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 immmunogen 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 O, but less than 85.

208. The conjugate acconding to claim 207 wherein the carrier is selected
from the group consisting of humean serum afbumin, keyhole limpet hemocyanin (KL),
immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptide, malaria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAg19-
28), Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tubarculosis, cholera toxin, cholera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452,
Streptococcus pneumonias pneumolysin, pneumolysin mutants with reduced toxicity,
Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydis pneumoniac ORF T858, Tetarus toxoid, HIV
gp120 T1, components recognizing microbial surface adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS), growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

209. The conjugate according to claim 207 wherein the carrier containg a T-
cell epitope.

210. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is a bacterial
toxoid.
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211. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is influenza
1 Tuting

212. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is PADRE
polypeptide.
. 213. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is malaria
circumspaorozite (CS) protein.
214. The conjugate according to claim 220, wherein the cerrier is Hepatitis
B surface antigen (ISBAg19-28).

215. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HISP 65).

216. The conjugate according to claim 209, wherein the carrieris a
polypeptide from Mycobacterium tuberculosis (BCG).

217. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is tetanus
toxoid.
218. The conjugate according to claim 209, wherein the bacterial toxoid is
CRM 197. '

219. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is
Streptococcal rC5a peptidase.

220. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224.

221. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

222. The conjugate eccording to claim 209, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF2452.

223. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniaes ORF T367.
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224. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is
Chlamydia pneumoniae ORF T858.

225. The conjugate according to claim 209, wherein the carrier is & growth
factor or hormone, which stimulates or enhances immune response.

226. The conjugate according to claim 225, wherein the growth factor or
hormone is selected from a group consisting of IL-1, I1~2, 4-interferon, IL-10, GM-CSF,
MIP-1a, MIP-18, and RANTES.

227. The comjugate according to 207, wherein the peptide immunogen is an
AP fragment,

228. The conjugate according to claim 227, wherein the AS fragment is
from the N-terminal half of AS.

229. The conjugate according to claim 228, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AB1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, and 3-7,

230. The conjugate according to claim 229, wherein the A8 fragment is
sclected from the group consisting of AS81-5, 1:7, 1-9, and 1-12,

231. The conjugate according to claim 227, wherein the AS fragment is
from the C-terminal half of AS.

232. The conjugate according to claim 231, wherein the AS fragment is
from the group consisting of A833-42, 35-40, and 35-42,

233, The conjugate according to claim 227, wherein the AS fragment is
from the internal portion of AS.

234. The conjugate according to claim 233, wherein the A fragment is
selected from the group consisting of AB13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-
25, 17-28, and 25-35.

235. The conjugate according to claim 227, wherein the A fragment is
selected from the group consisting of A81-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28
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3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 35-40,
and 35-42.

. 236. The conjugate according to cleim 227, wherein the peptide
immunogen further comprises at lcast one additional copy of the AS fragment.

237. The conjugate according to claim 228, wherein the peptide
immunogen further comprises at least one additional copy of the N-terminal fragment of A8.

238. The conjugate according to claim 237, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminus to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-terminal
fragment of AS.

239. The conjugate according to claim 238, wherein the peptide
immunogen is (A81-7)3.

240. The conjugnate according to claim 238, wherein the peptide
immumogen is (AS1-7)5.

241. The conjugate according to claim 227, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of a different AS fragment.

242. 'The conjugate according to claim 236, wherein the AS peptide
immunogen is a fragment of AS selected from the group consisting of AS 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 3540 and 35-42,

243, The conjugate according to claim 227, 228, 235, or 236, wherein the
peptide immumogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to
form & heterologous peptide.

244, The conjugate according to claim 227, 228, 235, or 236, wherein the
peptide immunogen is linked at its N-terminus to the C-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptids.

245. The conjugate according to claim 227, 228, 235, or 236, wherein the
peptide immunogen comprises from N-terminus to C-terminus, a first carrier molecule linksd
at its C-terminus to the N-texmimus of the A8 fragment linked at its C-terminus to the N-
terminus of a second carrier molecule to form a heterologous peptide.
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246. The conjugate of claim 243, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

247. The conjugate of claim 243, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

248. The conjugate of claim 243, further comprising at least one copy of &
different carrier molecule.

249. The conjugate of claim 244, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

250. The conjugate of claim 244, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

251. The conjugate of claim 245, wherein the first carrier and the second

carrier are the same carrier molecule.

252. The conjugete of claim 245, wherein the first carrier and the second

carrier are different carrier molecules.

253. The conjugate according to claim 243, wherein the carrier molecule is
gelected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

254. The conjugate according to claim 244, wherein the carrier molecule is
solected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

255. The conjugate according to claim 244, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a2 B-cell epitope and combinations
thercof

256. The conjugate according to claim 245, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof,

101



WO 2005/058941 PCT/US2004/044093

257. 'The conjugate according to claim 227, wherein the peptide immunogen
ig further comprised of one or more molecules of the Af fragment are linked together in a
multiple entigenic peptide (MAP) configuration,

258. The conjugate according to claim 257, wherein the one or more A
fragments are selected from the group consisting of AS1-3, 14, -5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 33-42, 35-40, and 35-42.

259. The conjugate according to claim 257, wherein the peptide immunogen
is AB1-7 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

260. The conjugate according to claim 257, wherein the peptide immunogen
is (AB1-7)3 and the MAP configuration is a MAP4 configuration

261. The conjugate according to claim 257, wherein the peptide immmogen
is (A81-7)5 and tho MAP configuration is a MAP4 configuration.

262. An immumogenic composition, comprising a conjugate of a peptide
immunogen with a protein/polypeptide carrier generated by the method of claim 79, together
with one or more pharmaceutically acceptable excipients, diluents, and /or adjuvents.

263. The immunogenic composition according to claim 262, 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 (HBSAg19-28), Heat Shock Protein (HSF) 65, Mycobacterium tuberculosis,
cholera toxin, cholera toxin mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein
that is cross-reactive with diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase,
Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus
pyogenes ORF2452, Streptococous pneumonise pneumolysin, poeumolysin mutants with
reduced toxicity, Chlamydia pneumoniac 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,

264. The immunogenic composition according to claim 262, wherein the
catrier contains & T-cell epitope.
102
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265. The immunogenic conjugate according to claim 264 wherein the
carrier is a bacterial toxoid.

266. The immunogenic composition sccording to claim 264, wherein the
carrier is influenza hemagglutinin,

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 (HSBAg19-28).

270. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is heat shock protein 65 (HSP 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 264, wherein the
bacterial toxoid is tetanus toxoid.

273, The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
bacterial toxoid is CRM 197.

274. The immunogenic composition according to claim 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
carrier is Streptococcus pyogenes ORF1664.

277. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carrier is Streptococcus pyogenes ORF2452.
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278. Ths immunogenic compogition eccording to claim 264, wherein the
carrier is Chlamydia pneumoniae ORF T367.

279. The immunogenic composition according to claim 264, wherein the
carriex is Chlamydia preumoniac ORF T858.

280. Thmmmmogumc compogition according to claim 262, wherein the
carrier is & growth factor or a hormone, which stimulates or enhances immune response.

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

282. The method according to claim 1, wherein the peptide immunogen is
an Af? fragment.

283. The method according to claim 282, wherein the AS fragment is from
the N-terminal half of AS.

284. The method according to claim 283, wherein the A8 fragment is
selected from the group consisting of AB1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, end 3-7.

285. The method according to claim 284, wherein the A8 fragment is
selected from the group consisting of AS1-5, 1-7, 1-9, and 1-12.

286. The method according to claim 282, wherein the AS fragment is from
the C-terminal half of AS.

287. The method according to cleim 286, wherein the AS fragment is from
the group consisting of A§33-42, 35-40, and 35-42.

288. The method according to claim 282, wherein the A8 fragment is from
the internal portion of AS.

289. The method according to claim 288, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AS13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-
25, 17-28, and 25-35.
14
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290. ‘The method according to claim 282, wherein the A8 fragment is
selected from the group consisting of A1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28
3-6,3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 3540,
and 35-42.

291. The method according to claim 282, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the AS fragment.

292. The method according to claim 283, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the N-ferminal fragment of AS.

293. The method according to claim 292, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminus to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-tarminal
fragment of AS.

294. The method according to claim 293, wherein the peptide immunogen is
(AB1-T)3.

295. The method according to claima 293, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5.

296. The method according to claim 282, wherein the peptide immunogen
firther comprises at least one additional copy of a different AS fragment.

297. The method according to claim 291, wherein the A8 peptide
immunogen is a fragment of AS selected from the group consisting of AS 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 35-40 and 35-42.

298. The method according to claim 282, 283, 290, or 291, wherein the
peptide immunogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

299. The method according to claim 282, 283, 290, or 291, wherein the
peptide immunogen is linked at its N-terminus to the C-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

300. The method according to claim 282, 283, 290, or 291, wherein the
peptide immunogen comprises from N-terminus to C-terminus, a first carrier molecule linked
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at its C-terminus to the N-terminus of the AS fragment linked at its C-terminus to the N-
termims of a second carrier molecule to form a heterologous peptide.

301. Themethod of claim 298, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule,

302. The method of claim 298, further compriging at least one additional
copy of the carrier molecule,

303. The method of claim 298, further comprising at least one copy of &
different carrier molecule.

304. The method of claim 299, further comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

305. The method of claim 299, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

306. The method of claim 300, wherein the first carrier and the second
carrier are the same carrier molecule.

307. The method of claim 300, wherein the first carrier and the sscond
carrier are different carrier molecules.

308. The method according to claim 298, wherein the carrier molecule is
gelected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

309. The method according to claim 299, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof,

310. The method according to claim 299, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.
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311. The method according to claim 300, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, a B-cell epitope and combinations
thereof.

312. The method according to claim 282, wherein the peptide itnmunogen is
ﬁnth&compnsedofommmnmmoleculeaoftheAﬂﬁagm&ntuehnhdtogeﬂm'ma
multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

313. The method according to claim 312, wherein the one or more A
fragments are selected from the group consisting of AS1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 3342, 35-40, and 35-42,

314. The method according to claim 312, wherein the peptide immunogen is
AB1-7 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

315. The method according to claim 312, wherein the peptide immunogen
is (AB81-7)3 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration

316. Themethod according to claim 312, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5 and the MAP configuration is 8 MAP4 configuration.

317. The immmogenic composition according to ¢laim 262, wherein one or
more adjuvants are selected from the group consisting of GM-CSF, 529 SE, IL-12, alumirum
phosphate, aluminum hydroxide, Mycobacterium tuberculosis, Bordetolla pertussis, bacterial
lipopolysaccharides, aminoalkyl glucosamine phosphate compounds, MPL™ (3-O-.
deacylated monophosphoryl lipid A), & polypeptide, Quil A, STIMULON™ QS-21, a
pertussis toxin (PT), sn E.coli heat-labile toxin (LT), IL-1 a, IL-1 §, IL-2, IL4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL~13, IL~14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interferon- o, interferon- 6,
interferon-y, G-CSF, TNF- a and TNF- 8.

318. The immunogenic composition of claim 317, wherein the peptide
immunogen is Af, the carrier is CRM197, and the adjuvant is 529 SE.

319. A method for inducing an immune respanse in & mammalian subject,
which comprises administering an effective amount of the immunogenic composition of
claim 262 to the subject.
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320. The method according to claim 319, wherein the carrier is selected
from the group consisting of human serum albumin, keyhole limpet hemocyanin (RLH),
immunoglobulin molecules, thyroglobulin, ovalbumin, influenza hemagglutinin, PADRE
polypeptide, maleria circumsporozite (CS) protein, hepatitis B surface antigen (HBSAg19-
28), Heat Shock Protein (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, cholera toxin, cholera toxin
mutants with reduced toxicity, diphtheria toxin, CRM197 protein that is cross-reactive with
diphtheria toxin, recombinant Streptococcal C5a peptidase, Streptococcus pyogenes
ORF1224, Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF2452,
Streptococcus pnewmoniae pneumolysin, pneumolysin mutants with reduced toxicity,

Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumonise ORF T858, Tetanus toxoid, I-IIVl

gp120 T1, components recognizing microbial surface adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS), growth factors, hormones, cytokines and chemokines.

321. The method according to claim 319, wherein the carrier contains a T-
cell epitope.

322. The method according to claim 321, wherein the carrier is a bacterial

323, The method according to claim 321, wherein the bacterial toxoid is
tetanus toxoid.

324. The method according to claim 321, wherein the carmrier is influenza
hemagglutinin.

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

326. The method according to claim 321, wherein the carrier is malaria
circumsporozite (CS) protein.

327. The method according to claim 321, wherein the carrier is Hepatitis B
surface antigen.

328. The method according to claim 321, wherein the carrier is heat shock
protein 65 (HSP 65).
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329. The method according to claim 321, wherein the carrierisa
polypeptide from Mycobacterium tuberculogis (BCG).

330. The method according to claim 321, wherein the bacterial toxoid is
tetanns toxoid.

331. The method according to claim 321, wherein the bacterial toxoid is
CRM 197.

332. The method according to claim 321, wherein the carrier is
Streptococcal rCS5a peptidase,

333. The method according to claim 321, wherein the cerrier is
Streptococcus pyogenes ORF1224.

334. The method according to claim 321, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF1664.

335. The method according to claim 321, wherein the carrier is
Streptococcus pyogenes ORF2452.

336. The method according to claim 321, wherein the carrier is Chlamydia
poncumoniae ORF T367.

337. The method according to claim 32], wherein the carrier is Chlamydia
pneumoniae ORF T858.

338. The method according to claim 319, wherein the cerrier is a growth
factor or hormone, which stimulates or enhances immune response.

339. The method according to claim 338, 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.

340. The method according to claim 262, wherein one or more adjuvants are
selected from the group consisting of GM-CSF, 529SE, IL-12, aluminum phosphate,
aluminum hydroxide, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, bacterial
lipopolysaccharides, aminoalkyl glucosamine phosphate compounds, MPL™ (3-O-
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deacylated monophosphoryl Lipid A), a polypeptide, Quil A, STIMULON™ QS-21, a
pertussis toxin (PT), an E. coli heat-labile toxin (LT), IL-1 e, IL-1 B, IL-2, T1-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interferon- o, intarferon- 8,
interferon- , G-CSF, TNF- o and TNF- 6.

341. Themethod accarding to claim 340, wherein the peptide immmogen is
AB, the carrier is CRM197, and the adjuvant is 529 SE.

342. The method according to claim 1, wherein the peptide immunogen is
an AS fragment.

343. The method according to claim 342, wherein the AS fragment is from
the N-termina] half of AS.

344. The method according to claim 343, wherein the Af fragment is
selected from the group consisting of Af1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-
6, and 3-7.

345. The method according to claim 344, wherein the AS fragment is
selected from the group consisting of AB1-5, 1-7, 1-9, and 1-12.

346. The method accarding to claim 342, wherein the AS fragment is from
the C-terminal half of AS.

347. The method acconding to claim 346, wherein the A fragment is from
the group consisting of AF33-42, 3540, and 35-42.

348. The method according to claim 342, wherein the AS fragment is from
the internal portion of A.

349. The method according to claim 348, wherein the AS fragment in
selected from the group consisting of AB13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-
25, 17-28, and 25-35.

350. The method according to claim 342, wherein the AS fragment is
selested from the group consisting of AB1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28
3-6,3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 1623, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 33-42, 3540,
and 35-42,
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351. The method according to claim 342, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the AS fragment.

352. The method according to claim 343, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of the N-terminal fragment of AS.

353. The method according to claim 352, wherein the peptide immunogen
comprises from N-terminua to C-terminus, a plurality of additional copies of the N-terminal
fragment of AB.

354. The method according to claim 353, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)3.

355. 'Themethod according to claim 353, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5.

356. The method according to claim 342, wherein the peptide immunogen
further comprises at least one additional copy of a different A8 fragment.

357. Themethod according to claim 351, wherein the AS peptide
immunogen is a fragment of A8 selected from the group consisting of A8 7-11, 17-28, 1-28,
25-35, 35-40 and 35-42.

358. The method according to claim 342, 343, 350, or 351, wherein the
peptide immunogen is linked at its C-terminus to the N-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

359. The method according to claim 342, 343, 350, or 351, wharein the
peptide immunogen is linked at its N-terminus to the C-terminus of a carrier molecule to
form a heterologous peptide.

360. The method according to claim 342, 343, 350, or 351, wherein the
peptide immumogen comprises from N-terminus to C-terminus, a first carrier molecule linked
at its C-termirms to the N-terminus of the AS fragment linked at its C-terminuas to the N-
terminus of a second carrier molecule to form a heterologous peptide.

1



WO 2005/058941 PCT/US2004/044093

361. The method of claim 358, firther comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

362. The method of claim 358, further comprising at least ane additional
copy of the carrier molecule.

363. The method of claim 358, further comprising at least ano copy of a
different carrier molecule.

364. The method of claim 359, firther comprising at least one additional
copy of the carrier molecule.

365. The method of claim 359, further comprising at least one copy of a
different carrier molecule.

366. The method of claim 360, wherein the first carrier and the second
carrier are the same carrier molecule.

367. The method of claim 360, wherein the first carrier and the second
carrier are different carrier molecules.

368. Themethod according to claim 358, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, 2 B-cell epitope and combinations
thereof.

369. The method according to claim 359, wherein the carrier molecule is
selected from the group consisting of a T-cell epitope, 2 B-cell epitope and combinations
thereof.

370. The method according to claim 359, wherein the carrier molecule is
selected from the group congisting of a T-oell epitope, & B-cell epitope and combinations
thereof.

371. The method according to claim 360, wherein the carrier molecule is
gelected from the group consisting of a T-cell epitope, & B-call epitope and combinations
thereof.
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372. 'The method according to claim 342, wherein the peptide immunogen is
further comprised of one or more molecules of the AS fragment are linked together in a
multiple antigenic peptide (MAP) configuration.

373. 'The method according to claim 372, wherein the one or more AS
fragments are selected from the group consisting of AS1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-
12, 1-16, 1-28 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-
35, 3342, 3540, and 35-42.

374. The method according to claim 372, wherein the peptide immunogen is
Ag1-7 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

375. Themethod according to claim 372, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)3 and the MAP configuration is a MAP4 configuration.

376. The method according to claim 372, wherein the peptide immunogen is
(AB1-7)5 and the MAP configuretion is a MAP4 configuration.

377. 'The use of the conjugate of any one of claims 152 or 207 in the
marmfacture of a medicament for use in the treatment, prophylaxis, or amelioration of an
amyloidogenic disease.

378. The use of claim 377, where the disease is Alzheimer's dissase.

379. The use of claim 377, wherein the disease is Down's syndrome.
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Gly Tyr GIn Lys Thr val ABp His Thr Lys Val Asn Ger Lys Leu Ser
515 53¢ S5as

Leu Phe Phe Glu Ila Lya Sex
s30 535

«210> 41
<21l> 17
<313> PRT
<3213> Homo mapiens

<400> 41

Ile Ber Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Qlu Ile Agn Glu Ala Gly
1 5 10 15
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<210> 42

<21l1l> 432

<312> PRT

<:.:|.3:- Mue musculus

<400> 42
Asp Ala Glu Fhe Gly His Asp Ber @ly- Phe Glu Val Arg His @in Lys

1l 5 © 10 15

Leu Val Yhe FPha Ala @lu ASp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ila Ilas
a0 25 30

Gly Leu Met val Gly Gly Val val Ile Ala
35 40

<210> 43

«311> 9

<2132> PRT

«213> Artificial

<220
<223> A-beta 18-325 + C

<400> 43
Val Phe Phe Ala Glu Asp Val @ly Cys

1 5

<d10> 44
<all> 9
<212> PRT
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WO 2005058941 PCT/US2004/044053
«213> Artificial

<32320>
<223> A-beta 17-24 + C

<£00> 44
Leu val Phs Phe Alam Qlu Asp Val cys

1 5

<210> 45

211> 9

<213> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> A-beta 16-23 + ¢

<400> 45
Lys Leu Val Phe Phe Ala Qlu Agp Cyw

1 5

<210> 4§

<211> 9

«212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> A-beta 18-25 + C

<400> 46

Cys Val Phe Pha Ala Glu Asp Val Gly
1 5

<210> 47
<211> §
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<212» PRT
<213> Artificial

<220>
«223> C + A-beta 18-25

<400> 47
Cyuuuﬁlmmnlaaluuphl

1 5

<210> 48

«211> 9

<212> PRT

<313> Artificial

<220>
«323> C + A-beta 15-23

<400> 48
CYBIIylheuVllPhePheAllGluMp

1 5

<210> 49

<3d1l1> 8

<212> PRT

«<213> Artificial

<220>
<323> A-bata 18-24 + C

<400> 439

Val Phe Phe Ala GQlu Rsp Val Cys
1 5

<210> 50
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<211>
<3d12>
<313>

<220>
<d231>

<400>»

8
PRT
Artificial

A-beta 17-23 + ¢

Irru Val Phe Phe Ala Glu Asp Cys

1

«210>
211>
<312
<213>

. <220>

<2323

<220>
<321>
<222>
223>

<400>

L]
51
a
FRT
Artificial

A-beta 16-22 + ¢

miac_ feature
{8)..(8)
CRM 1597 added via terminal cyetaines

51

Lys Leu Val Fhe Phe Ala Glu Cys

1

<210>
<311>»
<212>
<313>

220>
<323>

5
53
a
PRT
Artificial

C + A-bata 1B-34

mmwm-’-‘EM-wwm

=

=— Lo L TR T nt- -



WO 2005058941

<230>
<231>
<3322>»
<323 >

<400>

migc_featurs
{1)..{1)
CBM 197 added via ¥-terminal cysteine

Cys Val Phe Phe Ala Glu Asp Val

1

<310>»
<31l>»
<213>
<213>»

<220>
<223

<4 00>

5
53
[ ]
PRT
Artificial

C + A-beta 17-33

Cys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp

1

<210>
<211>»
<212>
<213>»

«<220>
<223>

<3220>
<221>
<212>»
<223

<400>

5
54
]
PRT
Artificial

€ + A-beta 16-22 + C

misc feature
{1)..(1)
CEM 197 added via N-terminal cysteine

54
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Cys Lys Leu Val Pha Phe Ala Glu
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CONJUGADOS DE PEPTIDO INMUNOGENICO AP-VEHICULO Y METODOS PARA
N 8U PRODUCCION
REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio bajo U.S.C.
35 119{e) de la Solicitud Provisional de Patente Serie No.
60/530,481, presentada en Diciembre 17 de 2003 gque se
incorpora en la presente mediante la referencia en su
totalidad para todo propésito.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esencia de la inmunidad de adaptacién es 1la
capacidad de un organismo para reaccionar a la presencia de
sustancias externas y para producir componentes (anticuerpos
y células) capaces de interactuar especificamente con, ¥y
proteger al huésped de sBu invasibn. Un *“antigeno” o
"inmunégeno” es una sustancia capaz de producir este tipo de
respuesta inmune y también capaz de interactuar con las
células y anticuerpos sensibilizados que se elaboran contra
el mismo.

Los antigenos o inmundégencs son comGnmente
macromoléculas que contienen distintos sitios antigénicos o
“epitopes” que se reconocen e interactlian con los diversos
componentes del sistema inmune. Estos pueden existir como
moléculas individuales compuestas de quimicos sintéticos
orgdnicos, proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, ARN,
ADN, o polisacéridos, o pueden ser parte de estructuras
celulares (bacterias u hongos) o virus (Harlow y Lane 1988 a,
b, ¢; Male et al., 1987).

Las moléculas pequefias como los péptidos cortos,
aunque normalmente son capaces de interactuar con los
productos de una respuesta inmune, frecuentemente no pueden

ocasionar una respuesta por sl mismas. Estos inmunégenos

(7L
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péptido o "haptenos” como también se denominan, son realmente
antigenos incompletos, y, aunque no son capaces por si miamos
de ocasionar inmunogenicidad o de producir produccién de
anticuerpos, pueden hacerse inmunogénicos acopléndolos en un
vehiculo adecuado. Los vehiculos son tipicamente antigenos
de proteina de peso molecular mids alto que son capaces de
ocasionar una respuesta inmunogénica al administrarse in
vivo.

En una respuesta inmune, los anticuerpos se
producen y se secretan por los linfocitos B en conjuncién con
lae células auxiliares T (Tg). En la mayoria de los sistemas
de hapteno-vehiculo, 1las células B producen anticuerpos
especificos tanto para el hapteno como para el vehiculo. En
estos casos, los linfocitos T tendrdn dominios de enlace
especificos en el vehiculo, pero no reconocer&n al hapteno
solo. En un tipo de sinergismo, las células B y T cooperan
para inducir una respuesta del anticuerpo especifica al
hapteno. Después de presentarse tal respuesta inmune, si el
huésped se prueba subsecuentemente solo con el hapteno,
comiinmente responderi produciendo anticuerpcos especificos al
hapteno de células de memoria formadas después de la
inmunizacién inicial.

Los haptenos sintéticos que imitan algunas
estructuras epitépicas criticas en macromoléculas més
grandes, frecuentemente se encuentran conjugados a vehiculos
para crear una respuesta inmune a la molécula “original® mas
grande. Por ejemplo, los segmentos de péptido corto pueden
sintetizarse de la secuencia conocida de una proteina y
acoplarse a un vehiculo para inducir inmunogeﬁicidad hacia la
proteina de origen. Egte tipo de procedimiento sintético

para la produccién de inmunégenos se ha convertido en la base
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de gran parte de la investigaci6m actual en la creacién de
vacunas. Sin embargo, en muchas instancias, la sola creacién
de una respuesta de la célula B utilizando conjugados de
péptido sintético-vehiculo, aunque bien disefiada, no siempre
garantizard wuna inmunidad protectora completa hacia un
antigenc intacto. La respuesta inmune generada por un
epitope de péptido corto a partir de una célula mis grande de
particula viral o bacterial, puede ser suficiente solo para
generar memoria al nivel de la célula B. En estos casos,
actualmente se acepta en general que una respuesta citotéxica
de célula T es un indicador mas importante de la inmunidad
protectora. El disefio de inmunégenos de péptido con 1los
gitios de enlace epitépico apropiados para el reconocimiento
tanto de la célula B como de la c¢élula T, es actualmente una
de las &reas de investigaciém de mayor reto en la
inmunologia.

El procedimiento para incrementar la
inmunogenicidad de moléculas pequeilas o de baja
inmunogenicidad conjugando estas moléculas a moléculas
“vehiculo” mis grandes se ha utilizado exitosamente durante
décadas {(ver, e.g., Goebel et al., (1939), J. Exp. Med.
69:53). Por ejemplo, se han descrito muchas composiciones
inmunogénicas en las cuales se han conjugado polimeros
capsulares purificados a protelinas +vehiculo para crear
composiciones inmunogénicas mis efectivas explotando este
"efecto de vehiculo”. Schneerson et al., (1984) Infect.
Immun. 45:582-591). La conjugacién también ha mostrado
desviar la baja respuesta del anticuerpo comiinmente observada
en infantes al inmunizarse c¢con un polisaclrido libre
(Anderson et al., (1985) J. Pediatr. 107: 346; Insel et al.,

(1986) J. Exp. Med. 158:294.
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Se han generado con éxito conjugados de hapteno-
vehiculo utilizando diversos reactivos de
reticulacién/acoplamiento tales como reticuladores
homobifuncionales, heterobifuncionales o de longitud cero.
Muchos de tales métodos se encuentran actualmente disponibles
para el acoplamiento de sacdridos, proteinas y péptidos a
vehiculos de péptido. La mayoria de 1los métodos crean
enlaces amina, amida, isotiourea o disulfuro o en algunos
casos tioéteres. Una desventaja en el uso de reactivos de
acoplamiento, que introducen sitios reactivos a las cadenas
laterales de moléculas reactivas de aminodcido t',en moléculas
vehiculo y/o hapteno, es que los sitios reactivos si no se
neutralizan se encuentran libres para reaccionar con
cualquier molécula no deseada ya sea in vitro (afectando por
tanto adversamente la funcionalidad o estabilidad de el (los)
conjugado(s)) o in vivo (estableciendo por tanto un riesgo
potencial de sucesos adversos en pergonas o animales
inmunizados con las preparaciones). Tales sitios reactivos
excesivos pueden reactivarse o “taparse”, a fin de inactivar
egstos sgitios, utilizando diversas reacciones quimicas
conocidas, pero estas reacciones de otra manera pueden romper
la funcionalidad de 1los conjugados. Esto puede ser
particularmente problemitico cuando se pretende crear un
conjugado introduciendo los sitios reactivos en la molécula
vehiculo, dado que su mayor tamafio y mis compleja estructura
(en relaci6n al hapteno} puede hacerla mis vulnerable a los
efectos de rompimiento del tratamiento quimico. En realidad,
no se conocen ejemplos de métodos en los cuales se prepare un
conjugado activando primero el vehiculo, después reactivando
con el hapteno en una reaccién de conjugacién, y finalmente

“tapando” los Bitios reactivos restantes, mientras se
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preserva la capacidad del conjugado resultante para funcionar
como una composicifén inmunogénica que tenga las propiedades
deseadas del “efecto de vehiculo”.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se dirige a wmétodos para
producir un conjugado inmunogénico de un péptido inmunégeno
que comprende el péptido AB o fragmentos de AP o andlogos de
los mismos con un vehiculo de proteina/polipéptido, en donde
el péptido AP o fragmentos de AP o andlogos de los mismos se
conjugan al vehiculo a través de grupos funcionales derivados
de residuos aminodcido del vehiculo tales como residuos
ligina, y en donde cualquier grupo funcional no conjugado,
derivado de los residuos aminodcido se inactiva tapando para
bloquearlo de la reaccién con otras molé&culas, incluyendo
proteinas/polipéptidos preservando asi la funcionalidad del
vehiculo, de manera que retenga la capacidad de producir las
regspuestas inmunes deseadas contra el inminégeno de péptido
que de otra manera no ocurrirfan sin un vehiculo. Ademis, la
invencién se refiere también a conjugados producidos mediante
los métodos anteriores, y a composiciones inmunogénicas gque
contienen tales conjugados.

En una modalidad, la invencién se dirige a un
primer método para conjugar un inmunSgeno de péptido que
comprende el péptido AR o fragmentos de AP o andlogos de los
mismos mediante un grupo reactivo de un residuo de aminodcido
del inmunégeno de péptido a un vehiculo de
proteina/polipéptido que tiene uno o mfs grupos funcionales,
comprendiendo el método las etapas de: (a) derivar uno o més
de los grupos funcionales del vehiculo de
proteina/polipéptido para generar una molécula derivada con

sitios reactivos; (b) hacer reaccionar el vehiculo
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proteina/polipéptido derivado de la etapa (a) con un grupo
reactivo de un residuo de aminofcido del inmunégeno de
péptido bajo condiciones de reaccién tales que el inmunégeno
de péptido se conjuga al vehiculo proteina/polipéptido
derivado mediante 1los grupos funcionales; y (c) hacer
reaccionar adicionalmente el conjugadoc con un reactivo de
tapa para inactivar los grupos funcionales reactivos libres
en el vehiculo de proteina/polipéptido activado, preservando
asf la funcionalidad del vehiculo de manera que retenga sus
capacidades para producir las respuestas inmunes deseadas
contra el inmunSgeno de péptido que de otra manera no
ocurrirfan sin un vehiculo.

En una modalidad, el vehiculo de
proteina/polipéptido se selecciona del grupo que consiste de
albimina de suero humano, hemocianina de lapa californiana,
moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, hemaglutinina de
influenza, péptido de enlace PAN-DR (polipéptido PADRE),
proteina de malaria circumsporozita (CS), antigeno de
superficie de hepatitis B (HB4AQis-zs, Proteina de Chogque
Térmico (HSP) 65, Bacile Calmette-Guerin (BCG), toxina de
cblera, mutantes de toxina de cblera con toxicidad reducida,
toxina de difteria, proteina CRM,y; que es de reacciédn cruzada
con la toxina de difteria, peptidasa Streptococal C5a
recombinante, Streptococcus pyogenes ORF1224, Streptococcus
pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF 2452,
pneumolisina de Streptococcus pneumoniae, mutantes de
pneumolisina con toxicidad reducida, Chlamydia pneumoniae ORF
T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, toxoide de tétanos, VIH
gp 120 T1, componentes gque reconocen moléculas de matriz
adhesiva de superficie microbial (MSCRAMMS), hormonas del

factor de crecimiento, citocinas y quimiocinas.

P
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En otra modalidad, el vehiculo de
proteina/polipéptido contiene un epitope de célula T.

AGn en otra modalidad, el vehiculo de
proteina/polipéptido es un toxoide bacterial tal como un
toxoide de tétanos, toxina de cbdlera o mutante de toxina de
cblera como se describié anteriormente. En una modalidad
preferida, el vehiculo de proteina/polipéptido es CRMy7.

Aln en otra modalidad, el vehiculo de
proteina/polipéptido puede ser una hemaglutinina de
influenza, un polipéptido PADRE, una proteina de malaria CS,
un antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAgis-zs), una
proteina de choque térmico 65 (HSP 65). O un polipéptido de
Mycobacterium tuberculosis (BCG).

En una modalidad preferida, el <vehiculo de
proteina/polipéptido Be selecciona de peptidasa de
estreptococo rC5a, Streptococcus pyogenes ORF1224,
Streptococcus pyogenes ORF1664, Streptococcus pyogenes ORF
2452, pneumolisina Streptococcus pneumoniae, mutantes de
pneumolisina con toxicidad reducida, Chlamydia pneumoniae ORF
T367, Chlamydia pneumoniae ORF T858.

En una modalidad, el vehiculo de
proteina/polipéptido es un factor de crecimiento u hormona
que estimula o aumenta la respuesta inmune y se selecciona
del grupo que consiste de IL-1, IL-2, y-interferon, IL-10,
GM-CSF, MIP-la, MIP-1f, y RANTES.

En un aspecto, la invencién proporciona un
inmunégeno de péptido que comprende el péptido AP o
fragmentos de Af o anflogos de los mismos que produce una
respuesta inmunogénica contra ciertos epitopes dentro de AB.
Los péptidos inmunogénicos de la invencién incluyen pé&ptidos

inmunogénicos heterSlogos. En algunos péptidos
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inmunogénicos, un fragmento AP se encuentra enlazado a un
vehiculo para formar un péptido inmunogénico heterblogo, y
después este péptido heterflogo se enlaza a un vehiculo
utilizando un método de la presente invencién para formar un
conjugado.

En otro aspecto de la invencién, el inmundgenoc de
péptido es un polipéptido que comprende un segmento de
terminacién N de al menos los residuos 1.5 de AP, siendo el
primer residuo de AP el residuo de terminacién N del
polipéptido, en donde el polipéptido se encuentra libre de un
segmento de terminacién C de AP. Afin en otro aspecto de la
invencién el inmunégeno de péptido es un polipéptido que
comprende un segmento de terminacién N de AR, comenzando el
segmento en el residuo 1-3 de A8 y finalizando en los
regiduos 7-11 de AR. En algunos aspectos de la invencién, el
inmunégeno de péptido es un agente que induce una respuesta
inmunogénica contra un segmento de terminacién N de AB,
comenzando el segmento en el residuo 1-3 de AP y finalizando
en loa residuos 7-11 de Ap sin inducir una respuesta
inminogénica contra un epitope dentro de los residuos 12-43
de AB43. En otro aspecto de la invencifén, el inmunSgeno de
péptido es un polipéptido heterdlogo gque comprende un
segmento de AB enlazado a wuna secuencia heterdloga de
aminodcidos que induce una respuesta de la célula auxiliar T
contra la secuencia heterdloga de aminodcidos y por tanto una
respuesta de la célula B contra el segmento de terminacién N.

En algunos inmunégenos de péptido, el segmento de
terminacién N de AP se encuentra enlazado en su terminacién C
a un polipéptido heterdlogo. En algunoe inmunégenos de
péptido, el segmento de terminacién N de AP se encuentra

enlazado en su terminacién N a un polipéptido heterélogo. En
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algunos inmunégenos de péptido, el segmento de terminacidén N
de AP se encuentra enlazado en sus terminaciones N y C a los
primero y segundo polipéptidos heterélogos. En algunos
inmunégenos de péptido, el segmento de terminacién N de AP se
encuentra enlazado en s8su terminacién N a un polipéptido
heterSlogo, y en su terminacién C a al menos una copia
adicional del esegmento de terminacién N. En algunos
inmunégenos de péptido, el polipéptido comprende de la
terminacién N a la terminacién C, el segmento de terminacién
N de AR, una pluralidad de copias adicionales del segmento de
terminacién N, y el segmento heterSlogo de amincécido.

En algunos de 1los inmun6genos de péptido
anteriores, el polipéptido comprende ademis al menos una
copia adicional del segmento de terminacién N. En algunos de
los inmunégenos de péptido anteriores, el fragmento se
encuentra libre de al menos los 5 aminodcidos de terminacién
C en APR43.

En algqunos aspectos de los inmunSgenos de péptido

" anteriores, el fragmento comprende hasta 10 aminoicidos

contiguos de AB.

En otro aspecto, 1la invencién proporciona un
inmunégeno de péptido que comprende el péptido AR o
fragmentos de AP o sus andlogos que emiten una respuesta
inmunogénica contra ciertos epitopes dentro de AP que puede
encontrarse en una configuracién referida como configuracién
mGltiple de péptido antigénico (MAP).

En algunos de los aspectos anteriores de la
invencién, el inmunSgeno de péptido es la mitad de
terminacién N de AB. En algunos aspectos de la invencién, el
inmunégeno de péptido es un fragmento de AP seleccicnado del

grupo que consiste de Ap 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11,
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1-12, 1-16, 3.6, y 3-7. En alguno de los aspectos anteriores
de la invencién, el inmunSgenc de péptido es de la regién
inte;na de AP. En algunos aspectos de la invencidn, el
inmunégenc de péptido es un fragmento de AR seleccionado del
grupo que consiste de AP 13-28, 15-24, 17-28 y 25-35. En
alguno de los aspectos anteriores de 1la invencién, el
inmunégenoc de péptido_es el extremo de terminacién C de AB.
En algunos aspectos de la invencién, el inmunégeno de péptido
es un fragmento de AP seleccionado del grupo que consiste de
AR 33-42, 35-40 y 35-42. En alguno de los aspectos de la
invencién, el inmunégeno de péptido es un fragmento de Af
seleccionado del grupo que consiste de Ap 1-3, 1-4, 1-5, 1-6,
1-7, 1-1i0, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24,
17-28, 25-35, 33-42, 235-40, y 235-42. En alguno de los
aspectos de la invencién, el }nmunégeno de péptido es un
fragmento de AP seleccionado del grupo que consiste de AB 1-
5, AP 1-7, AR 1-9, y Ap 1l-12. En algunos aspectos de la
invencién, el inmunSgeno de péptido es un fragmento de AR
seleccionado del grupo que consiste de Ap 1-5L, AP 1-7L, AR
1-9L, y AP 1-12L en donde L es un enlazador. En algunos
agpectos de la invencién, el inmunSgeno de péptido es un
fragmento de AP seleccionado del grupo que consiste de AP 1-
5L-C, AP 1-7L-C, Af 1-9L-C, y AP 1-12L-C en donde C es un
residuo cisteina de aminodcido.

En algunos aspectos de la invencifn el inmunégeno
de péptido es un fragmento de AR seleccionado del grupo que
consiste de AR 16-22, AP 16-23, Ap 17-23, AP17-24, ARl18-24 y
Af 18-25. En alqunos aspectos de la invencién el inmunégenc
de péptido es un fragmento de Afi seleccionado del grupo que
consiste de AP 16-22C, AP 16-23C, Af 17-23C, ABl7-24C, Apl8-

24C y AP 18-25C en donde C es un residuo cisteina de
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aminofcido. En otros aspectoe de la invencién el inmunégeno
de péptido ea.un fragmento de AP seleccionado del grupo que
consiste de C-ApPp 16-22, C-Ap 16-23, C-Ap 17-23, C-Apl7-24, C-
Apl8-24 y C-AP 18-25 en donde C es un residuo cisteina de
amino&cido.

En algunos de los inmunégenos de péptido
anteriores, el polipéptido heterSlogo se selecciona del grupo
que consiste de péptidos que tienen un epitope de célula T,
un epitope de célula B y sus combinaciones.

En una modalidad, el grupo funcional de una o més
moléculas de aminodcido del vehiculo de proteina/polipéptido
© del enlazador de polipéptido opcionalmente unido se deriva
utilizando un reactivo de reticulacién. En otra modalidad,

el reactivo de derivatizacién es un reactivo de reticulacién

de longitud cero. En otra modalidad, el reactivo de
derivatizacién es un reactivo de reticulacién
homobifuncional. AlGn en otra modalidad, el reactivo de
derivatizacién es un reactivo de reticulacién
heterobifuncional.

En una modalidad preferida, el reactivo

heterobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo
funcional primario © e-amina de una o mis moléculas de
aminodcide del vehiculo de proteina/pol_ipéptido Y un grupo
tiol pendiente de una o mids moléculas de aminodcido del
inmunégeno de péptido. En una modalidad, el reactivo
heterobifuncional es N-succinimidil bromoacetato.

En otra modalidad, el grupo funcional primario o E-
amina es lisina. AlGn en otra modalidad, la derivatizacién
del grupo funcional primario o e-amina de la lisina del
vehiculo de proteina/polipéptido con N-succinimidil

bromoacetato da come resultado los residuos primario o e-
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amina en moléculas de lisina en el +vehiculo de
proteina/polipéptido. En una modalidad mis preferida, el
grupo tiol pendiente es un residuo cisteina del inmunégeno de
péptido, que puede localizarse en la terminacién amino del
inmunégeno de péptido, en 1la terminacién carboxi del
inmunégenc de péptido o internamente en el inmunégeno de
péptido.

En otra modalidad, el grupo tiol pendiente se
genera por un reactivo de tiolacién tal come N-acetil
homocisteinatio lactona, reactivo de Traut (2-iminotilano)
SATA (N-succinimidil S-acetiltioacetato), SMPT {4-
succinimidiloxicarbonil-metil-2-piridilditio tolueno), sulfo
LC SPDP (Sulfo succinimidil piridil ditio propionamido
hexanoato), SPDP (Succinimidil piridil ditio propionato). En
una modalidad preferida, el reactivo de tapa que se utiliza
para inactivar los grupos funcionales reactivos libres del
vehiculo activado de proteina/polipéptido se selecciona del
grupo de reactivos que consiste de <cisteamina, N-
acetilcisteamina, y etanolamina.

En una modalidad particularmente preferida, el
reactivo de tapa que se utiliza para inactivar los grupos
funcionales reactivos 1libres del vehfIculo activado de
proteina/polipéptido se selecciona del grupo de reactivos que
consiste de hidréxido de sodio, carbonato de sodio,
bicarbonato de amonio y amoniaco.

En una modalidad, el grupo reactivo del residuo de
aminodcido del inmunégeno de péptido es un grupo sulfhidrilo
libre.

En otra meodalidad, uno o mis de los grupos
funcionales se encuentra en un enlazador, que se une

opcionalmente al vehiculo de proteina/polipéptido. En una
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modalidad preferida, el enlazador es un enlazador de péptido.
En una modalidad més preferida, el enlazador de péptido es
polilisina.

En otra modalidad, la invencién se dirige a un
segundo método para conjugar un inmundgeno de péptido que
comprende el péptido AP o fragmentos de AP o sus andlogos con

un vehiculo de proteina/polipéptido que tiene la estructura:

en donde,

C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X es un
grupo funcional derivable de un residuo de aminodcido en el
vehficulo de protefina/polipéptido u opcionalmente de un
residuo de aminodcidc de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y
en donde m es un entero mayor que (¢, pero menor o igual a 85,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) derivar uno o mis de los grupos funcionales del vehiculo
de proteina/polipéptido o de la molécula enlazadora unida
opcionalmente para generar una molécula derivada con sitios
reactivos;

{b) hacer reaccionar el vehiculo proteina/polipéptido
derivado de la etapa (a) con un grupo reactivo de un residuo.
de aminodcido del inmunSgeno de péptido para formar un
conjugado de inmunégeno de péptido-vehiculo de
proteina/polipéptido; y

{c) hacer reacciocnar adicionalmente dicho conjugado con un
reactivo de tapa para inactivar los grupos funcionales

reactivos 1libres en el vehiculo de proteina/polipéptido
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activado, de manera que los grupos funcionales no son librea
de reaccionar con otras moléculas, incluyendo
proteinas/polipéptidos preservando asi la funcionalidad del
vehiculo, de manera que retenga su capacidad para producir
las respuestas inmunes deseadas contra el inmunégeno de
péptido que de otra manera no ocurririan sin un vehiculo a
fin de generar un conjugado tapado de inmunSgeno de péptido-

vehiculo de proteina/polipéptido que tiene la f6rmula:

(X{—P),
(XR)

en donde,

C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X% es un
grupo funcional derivado de un residuo de aminodcido del
vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de un
repiduo de aminodcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y
en donde,

P es la molécula de inmunégenc de péptido
covalentemente unida ai grupo funcional derivado en el
residuo de aminodcido en el vehiculo de proteina u
opcionalmente de un residuo de aminodcido de un enlazador de
péptido covalentemente unido a un vehiculo de
proteina/polipéptido, R es una molécula de tapa
covalentemente unida al grupo funcicnal derivado en un
residuo de aminodcido en el vehiculo de proteina/polipéptido
u opcionalmente de un residuo de aminc&cido de un enlazador
de péptido <covalentemente unido a un vehiculo de
proteina/polipéptido, n es un entero mayor que 0, pero menor

© igual a 85, y p es un entero mayor que 0, pero menor gque
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85.

Las modalidades detalladas para el primer método
antes descrito también son aplicables a los conjugados
recientemente deacritos preparados mediante el segundo
método.

En una modalidad, 1la invencién se dirige a un
inmunégeno de péptido que comprende conjugados de inmundgeno
de péptido que comprende el péptido AP o fragmentos de AR o
gus anflogos/polipéptido vehiculo en donde el vehiculo de

proteina/polipéptido tiene la férmula:

X

en donde,

C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X es un
grupo funcional derivable de un residuo de aminofcido en el
vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de un
regiduo de aminodcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y
en donde m es un entero mayor que 0, pero menor o igual a B85,
Yy en donde el conjugado tapado de inmundgeno de péptido-

vehiculo de protefna/polipéptido tiene la férmula:

(X—P),

en donde,
C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X? es un
grupo funcional derivado de un residuc de aminolcido del

vehiculo de proteina/polipéptido u opcicnalmente de wun
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residuo de aminodcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, en
donde, P es la molécula de inmunégeno de péptido
covalentemente unida al grupo funcional derivado del residuo
de amino&cido del vehiculo de proteina u opcionalmente de un
residuo de aminofcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido a un vehiculo de proteina/polipéptido, R
es una molécula de tapa covalentemente unida al grupo
funcional derivado de un residuo de aminodcido del vehiculo
de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo de
aminodcido de un enlazador de péptido covalentemente unido a
un vehiculo de proteina/polipéptido, preservando asi 1la
funcionalidad del vehiculo, de manera gque retenga la
capacidad de producir las respuestas inmunes deseadas contra
el inmunégeno de péptido que de otra manera no ocurririan sin
un vehiculo, n es un enteroc mayor que 0, pero menor o igual a
85, vy p es un entero mayor que 0, pero menor que 85.

Laa modalidades detalladas para el primero vy
segundo métodos antes descritos también son aplicables a los
conjugados recientemente descritos.

En otra modalidad, la invencién se dirige a un
inmunégeno de péptido que comprende conjugados de inmunégeno
de péptido que comprende el péptido AR o fragmentos de AP o
gus anilogos/polipéptido vehiculo generados de acuerdo con el

segundo método de la invencidén y que tienen la férmula:

(X——P),

Od—R)

en donde,

C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X! es un
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grupo funcional derivado de un residuo de aminodcido del
vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de un
residuo de aminodcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, en
donde, P es la molécula de inmunSgeno de péptido
covalentemente unida al grupo funcional derivado del residuo
de aminodcido del vehiculo de proteina u opcionalmente de un
residuo de aminodcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido a un vehiculo de proteina/polipéptido, R
es una molécula de tapa covalentemente wunida al grupo
funcional derivado de un residuo de aminodcido del wvehiculo
de proteina/polipéptido u opcionalmente de un residuo de
aminodcido de un enlazador de péptido covalentemente unido a
un vehiculo de proteina/polipéptido, preservando asi la
funcionalidad del vehiculo, de manera que retenga la
capacidad de producir las respuestas inmunes deseadas contra
el inmunégeno de péptido que de otra manera no ocurrirfan sin
un vehiculo, n es un entero mayor que 0, perc menor o igual a
85, y p es un entero mayor que 0, pero menor que 85.

Las modalidades detalladas para el segundo método
antes descrito también son aplicables a 1los conjugados
generados por el segundo método, como recién se describié.

En otra modalidad, 1la invencién se dirige a
composiciones inmunogénicas que comprenden un conjugado de un
inmunégeno de péptido con un vehiculo de proteina/polipéptido
generado mediante el segundo método de la invenciébn,
conjuntamente con uno o mids excipientes, diluyentes vy
adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

Las modalidades detalladas para el segundo método y
para los conjugados generados por el mismo antes descrito

también son aplicables a composiciones inmunogénicas que
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contienen esos conjugados, como recién se describiéd.

En otra modalidad, la invencién se dirige a un
métode para inducir una respuesta inmune en un sujeto
mamifero, que comprende administrar una cantidad efectiva de
una composicién inmunogénica de la presente invencién al
sujeto.

Las modalidades detalladas aplicables a 1la
composicién inmunogénica que contiene los conjugados de la
presente invencién también son aplicables a la modalidad de
la invencién dirigida al método de uso de estas composiciones
inmunogénicas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Esquema de flujo que ilustra la quimica
del proceso utilizada para la conjugacién de fragmentos de
péptido AP a vehiculo de proteina/polipéptido CRM;y; para
formar el conjugado AP/CRM;e7.

Figura 2: Esquema de flujo que ilustra la quimica
de hidré6lisis utilizada para la determinacién cuantitativa de
S-carboximetilcisteina y S-carboximetilcisteamina como una
evaluacién del grado de conjugacifn de los conjugados de
inmunégeno de péptido-vehiculo de proteina/polipéptido tales
como el conjugado AB/CRM;e;.

Figura 3: Esta figura ilustra la dependencia al pH
de la reaccién de conjugacién del pé&ptido AR/CRM.

Figura 4: Esta figura iluatrq la dependencia de la
conjugacién del péptido AB/CRM al péptido: relacién de CRM.

Figura 5: Verificacién del proceso de tapa para la
conjugacién de AB-7/CRM. El pH de la reaccién fue de 9.15.
El tiempo de reaccién con el péptido fue de 16 horas, el tapa
con N-acetilcisteamina fue de 8 horas.

Figura 6: Conjugacién y tapa con diversos péptidos:
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relaciones de CRM con el péptido. El1 pH de la reaccién fue
de 9.0. El tiempo de reaccién con el péptido fue de 16
horas, el tapa con N-acetilcisteamina e de 8 horas.

Figura 7: Titulaciones del dia 36 del suero de
primate después de la inmunizacién de primates con conjugados
de péptido AR con diversos adyuvantes.

Figura B: Titulaciones del dia 64 del suero de
primate después de la inmunizacién de primates con conjugados
de péptido AP con diversos adyuvantes.

Figura 9: Titulaciones de primates por dia y grupo
de tratamiento. Se inmunizaron primates con conjugados de AP
1-7 o AR 1-5 CRM;y; con alum o RC529 como adyuvantes y Bse
midieron titulaciones de anticuerpos anti AP en el dia 29,
36, 57 y 54.

Figura 10: Se caracterizaron conjugados de
péptido-proteina utilizando inmunoandlisis Western SDS-PAGE
con un gel premoldeado de tris-tricina. Las rutas son:
marcador {ruta 1); L-28375 24/01 {(ruta 2); L-28375 24/02
(ruta 3); L-28375 24/03 (ruta 4); L-28375 24/04 (ruta 5); L-
28375 24/05 (ruta 6); L-28375 24/06 (ruta 7); L-28375 24/07
{(ruta 8); L-28375 24/08 (ruta 9); L-28375 24/09 (Mock) (ruta

10); y. BrAcCRM;y; (ruta 11).

BREVE DESCRIPCION DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: |S8ecuencia Descripcién
1l DAEFR-C Ap 1-5-C

2 DAEFRHD-C Ap 1-7-C

3 DAEFRHDSG-C Af 1-9-C

4 DAEFRHDSGYEV-C _ Ag 1-12-C

5 DAEFR-GAGA-C Af 1-5-L-C

6 DAEFRHD-GAGA-C ABp 1-7-L-C

7 DAEFRHDSG-GAGA-C AP 1-9-L-C

B DAEFRHDSGYEV-GAGA-C AP 1-12-L-C
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9 VEYGSDHRFEAD-C Ap 12-1-C
10 GAGA Péptido
enlazador
11 PKYVKONTLKLAT Hemaglutinina
de influenza:
HRAse7-219
12 AKXVAAWTLKAAA Péptido PAN-DR
(péptido PADRE)
13 EKKIAKMEKASSVFNV C5 de malaria:
epitope T3
14 FELLTRILTI Antigeno de
superficie de
hepatitis B:
HBghAQ1s-21
15 DQSIGDLIAEAMDKVGNEG Proteina de
choque térmico
€5: hep651s3-1m
16 QVHFQPLPPAVVKL Bacilo
Calmette-Guerin
(BCG)
17 QYIKANSKFIGITEL Toxoide de
tétanos: TTez0-
(11}
1l8 FNNFTVSKWLRVPKVSASHLE Toxocide de
tétanos: TTy;-
967
19 KQIINMWQEVGKAMY VIH gp 120 T1
20 DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C- ABy-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE- SAEFRHD "/ TTus.u/ C/TToer
-ss7:/ AP
21 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVG |APi-4a
GVVIA
22 DAEFRHDQYIKANSKFIGITEL AN90549: ABy-
7/ TTa30-s44
(utilizado en
una
confiquracién
MAAP4)
23 DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE AN3S0550: Rp;-
2/ TTsaz-367
(utilizado en
una
configuracidén
MAP4)
24 DAEFRHD- AN90542: ARy
1/ TTaaz-961

QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

{utilizado en

una
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configuracién
lineal)
25 EFRHDSG-QYIKANSKFIGITEL AN90576: AP,
o/ TTur0-s44
{utilizado an
una
configuracidn
MAP4)
26 AKXVAAWTLKAAA - DAEFRHD ANS0562:  AP,.
2/ PADRE
27 DAEFRHD-DAEFRHDD-AEFRHDAKXVAAWTLKAAA |AN90543: AP, x
3/PADRE
28 AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD - DAEFRHD -DAEFRHD | PADRE/ AB;; x 3
29 DAEFRHD - AKXVAAWTLKAAA AP1, X 3/PADRE
30 DAEFRHD- I SQAVEAAAAAHAEINEAGR AP, -/ Exagmento
de albGmina
31 FRHDSGY - L SQAVHAAAHAEINEAGR P4 20/ LTagmento
.de albimina
32 EFRHDSG- I SQAVHAAAHAE INEAGR APa.»/ Eragmento
de albimina
33 PKYVKQNTLKLAT - DAEFRHD - DAEFRHD -DAEFRHD | HAser.31s/ ABiy X
3
34 DAEFRHD - PKYVKQONTLKLAT - DAEFRHD YR w——
ABy.7
35 DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD- PKYVKQNTLKLAT |RPi.v x 3/HRuen.
19
36 DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT ABry X 2/HAu.
319
37 DAEFRHD- PKYVKQNTLKLAT - AP1.7/Hhger.
Malari
EKKIAKMEKASSVFNV-QYIKANSFIGITEL- ns/Malaria
CS/TTs30-044/TTpar-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD v/ ABon
38 DEAFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD- APr7 X 3/TTuxn.
C/TToys.
QYIKANSKFIGITEL-C- 84/C/ TToar.96/
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
39 DARFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C- AP/ TTaro-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE 244/ C/TTaar-gar/
40 GADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQLGIQK | CRMP1-s7

PKSGTQGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGYSVDNEPLSG
KAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTE
PLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY
INNWEQAKALSVELEINFETRGLRGQDAMYEYMAQAC
AGNRVRRSVGSSLSCINLDWDVIRDKTKTKIESLKEH
GPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPEL
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SELKTVIGTNPVFAGANYAAWAVNVAQVIDSETADNL
EKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIA
LSSLMVAQAIPLVGELVDIGFAAYNFVESIINLFQVV
HNSYNRPAYSPGKTQPFLHDGYAVSWNTVEDSIIRTG
| FQGESGHDIKITAENTPLPIAGVLLPTI PGKLDVNKS
KTHISVNGRKIRMRCRAIDDGVTFCRPKSFVYVGNGV
HANLHVAFHRSSSEKIHSNEISSDSIGVLGYQKTDHT
KVNSKLSLFFEIKS
41 ISQAVHAAARHAEINEAGR Fragmento de
albGmina
42 DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVG |A(1-42) murino
GVVIA
43 VFFAEDVG-C A(18-25-C
44 LVFFAEDV-C A(17-24-C
45 KLVFFAED-C A(16-23-C
46 C-VFFAEDVG C-A(18-25
47 C-LVFFAEDV C-A(17-24
48 C-KLVFFAED C-A(16-23
49 VFFAEDV-C A(18-24-C
50 LVFFAED-C A(17-23-C
51 KLVFFAE-C A(l6-22-C
52 C-VFFAEDV C- ABis-24
53 C-LVFFAED C- APyy.ma
54 C-KLVFFAE C- APis.n2

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se dirige a métodos para generar
conjugados de inmunégeno de péptido-vehiculo en donde 1los
grupos funcionales activos sin reaccionar en el vehiculo que
ge generan durante la activacién se desactivan utilizando
reactivos de tapa tales como N-acetilcisteamina a fin de
evitar que s8e reactiven adicionalmente. la presente
invencién se dirige también a conjugados tapados de vehiculo-
inmunégeno de péptido generados por esos métodoe y a
composicifén inmunogénicas que comprenden dichos conjugados.

El procedimiento para incrementar la
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inmunogenicidad de moléculas pequefias o de baja
inmunogenicidad, tales como saciridos, a través de 1la
conjugacién, se ha utilizado con éxito durante décadas (ver,
e.g., Goebel et al., (1939) J. Exp. Med. 69:53), y muchas
composiciones inmunogénicas se han descrito en las cuales los
polimeros capsulares purificados se han conjugado a proteinas
vehiculo para crear composiciones inmunogénicas mis efectivas
explotando este “efecto de +vehiculo”. Por ejemplo,
Schneerson et al., (J. Exp. Med. 152:361-376, 1980), describe
conjugados de Haemophilus inflenzae b polisacirido proteina
que confieren inmunidad a enfermedades ocaeionados por ese
microorganismo. Los conjugados de PRP (poliriboseilribitol
fosfato, un polimero capsular de H. influenzae b) han
mostrado ser mis efectivos que las composiciones
inmunogénicas en base al polisaclrido solo (Chu et al.,
(1983) Infect. Immun. 40:245; Schneerson et al., (1984),
Infect. Immun. 45:582-591). También la conjugacién ha
mostrado desviar la baja respuesta del anticuerpo cominmente
obgervada en infantes al inmunizarse con un polisacérido
libre (Anderson et al., (1985) J. Pediatr. 107:346; Insel et
al., (1986) J. Exp. Med. 158:294).

Una ventaja adicional del uso como vehiculo de
proteina de una toxina bacterial o toxoide contra el cual 1la
inmunizacién de rutina de humanos (e.g., tétanos o difteria)
eB una préactica esténdar, es que se induce una inmunidad
deseada a la toxina o toxoide conjuntamente con inmunidad
contra los patégenoe asociadoe con el polimero capsular.

También se utilizan los conjugados antigénicos de
determinante/haptenoc-vehiculo para producir anticuerpos
monoclonales altamente especificos que reconocen epitopes

quimicos discretos en el hapteno acoplado. Los monoclonales
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resultantes se utilizan frecuentemente para investigar la
estructura epitfpica entre proteinas nativas. En muchos
casos, los determinantes/haptenos antigénicos utilizados para
generar estos monoclonales son segmentos de péptido pequefio
gue representan sitios antigénicos cruciales en la superficie
de proteinas mis grandes. Los criterios para utilizar un
vehiculo exitoso en la generacién de un conjugado antigénico
de determinante/hapteno-vehiculo son el potencial para 1la
inmunogenicidad, la presencia de grupos funcionales adecuados
para la conjugacién con un determinante/hapteno antigénico,
las propiedades de solubilidad razonables incluso después de
la derivatizacién y la carencia de toxicidad in vivo.

Estos criterios Bse cumplen por los conjugados
generados mediante los métodos de la presente invencién. Los
conjugados pueden ser cualquier conjugado estable de
inmunégeno de péptido-vehiculo generado utilizando el proceso
de conjugacién descrito en la presente. Los conjugados se
generan utilizando un proceso de la presente invencién en
donde un vehiculo de proteina/polipéptido que tiene 1la

giguiente estructura:

se encuentra unido covalentemente a un vehiculo de
proteina/polipéptido,
en donde,

C es un vehiculo de protefina/polipéptido y X es un
grupo funcional derivable de un residuo de aminodcido en el
vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de un

residuo de aminodcido de un enlazador de péptido
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covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, y
en donde m es un entero mayor que 0, pero menor ¢ igual a 85,
se encuentra covalentemente unido a un inmunSgeno de péptido
y en donde el conjugado de inmunégeno de péptido-vehiculo de
proteina/polipéptido que tiene 1la siguiente £f&rmula, se

representa por la siguiente f6rmula:

(X—P),

(X1—R)

en donde,

C es un vehiculo de protefna/polipéptido y X es un
grupo funcional derivado de un residuo de aminodcido del
vehiculo de proteina/polipéptido u opcionalmente de wun
residuo de aminocdcido de un enlazador de péptido
covalentemente unido al vehiculo de proteina/polipéptido, P
es un inmunégeno de péptido covalentemente unido al grupo
funcional derivado del residuo de aminodcido del vehiculo de
proteina u opcionalmente de un residuo de aminodcido de un
enlazador de péptido covalentemente unido a un vehiculo de
proteina/polipéptido, R es una molécula de tapa
covalentemente unida al grupo funcional derivado de un
residuo de amino&cido del vehiculo de proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo de aminodcido de un enlazador de
péptido covalentemente unido a un vehiculo de
proteina/polipéptido, preservando asi la funcionalidad del
vehiculo, de manera que retenga la capacidad de producir las
respuestas inmunes deseadas contra el inmunégeno de péptido
que de otra manera no ocurrirfan sin un vehiculo, n es un
entero mayor que 0, perc menor o igual a B85, y p €8 un entero

mayor que 0, pero menor gque 85,
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Seleccidén de vehiculos

Algunos inmunégenos de péptido contienen el epitope
apropiado para inducir una respuesta inmune, pero son
demasiado pequeflos para ser inmunogénicos. En esta
situacién, los inmunégenos de péptido se encuentran enlazados
a un vehiculo adecuado para ayudar a producir una respuesta
inmune. En la representacién esqﬁem&tica anterior del
conjugado de inmunégenos de péptido-vehiculo generados
mediante un proceso de 1la presente invencién, C es un
vehiculo de proteina/polipéptido al cual los inmunégenos de
péptido se conjugan directamente a través de grupos
funcionales derivados en residuos aminofcido en el vehiculo
por Bi mismos o indirectamente a través de grupos funcionales
derivados en enlazadores de péptido covalentemente unidos a
los vehiculos. Logs vehiculos de proteina/polipéptido
adecuados incluyen, pero no Be limitan a, albGmina
(incluyendo alblimina de suero humano), hemocianina de lapa
californiana, moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina,
ovalblimina, MSCRAMMS, toxoide de tétanos, o© un toxoide de
otras bacterias patédgenas que tiene toxicidad reducida,
incluyendo mutantes, tales como difteria, E. coli célera, o
H. pylori, o un derivados de toxina atenuados. Un vehiculo
tal es la proteina CRM;sy (SEQ ID NO: 40) que es de reaccién
cruzada con la toxina de difteria.

Otros vehiculos incluyen epitopes de célula T que
se enlazan a miltiples alelos MHC, e.g., al menos 75% de
todos los alelos MHC humanos. Tales vehiculos se conocen
algunas veces en la técnica comoc “epitopes universales de
célula T*". Los vehiculos ejemplares con epitopes universales
de célula T incluyen:

Hemaglutinina de influenza: HAjzg7-119 PKYVKQNTLKLAT

19%
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(SEQ ID NO. 11)
Péptido PAN-DR (péptido PADRE AKXVAAWTLKAAA

(SEQ ID NO. 12)
¢S malaria: epitope T3 EKKIAKMEKASSVFNV

(SEQ ID NO. 13)

Antigeno de superficie de hepatitis B: FELLTRILTI

HBgAg19-20 (SEQ ID NO. 14)
Proteina de choque térmico 65: QSIGDLIAEAMDKVGNEG
HBp65153-171 (SEQ ID NO. 15)
Bacilo Calmette-Guerin (BCG) QVHFQPLPPAVVKL

(SEQ ID NO. 16)
Toxoide de tétanos: TTgip-sse QYIKANSKFIGITEL
(SEQ ID NO. 17)
Toxoide de tétanos: TTysq-967 NNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQ ID NO. 18)
VIH glpl20 T1: KQI INMWQEVGKAMY
(SEQ ID NO. 19)
CRM; g7 Ver Breve Descripcién
de las Secuencias
(SEQ ID NO. 40)
Pragmento de albimina ISQAVHAAHAEINEAGR
(SEQ ID NO. 41)

Otros vehiculos para estimular o© aumentar una
regpuesta inmune y a los cuales puede conjugarse un
inmunégeno de péptido o un hapteno incluyen citocinas tales
como IL-1, IL-la y péptidos B, IL-2, yINF, IL-10, GM-CSF, y
quimiocinas, tales como MIP la y B y RANTES. Los péptidos
inmunogénicos también pueden enlazarse a +vehiculos de
proteinas/péptido que aumentan el transporte a través de
tejidos, como se describe en O’Mahony, WO 97/17163 y WO

97/17614, que ee incorpora en la presente mediante referencia
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en su totalidad para todo propésito.

Vehiculos adicionales incluyen peptidasa de
estreptococo C5a, Streptococcus pyogenes ORF1224, 1664, Y
2452, Chlamydia pneumoniae ORFs T367 y T 858, pneumolisina de
Streptococcus pneumonia, mutantes de pneumclisina con
toxicidad reducida, factores de crecimiento y hormonas.

En una modalidad preferida de 1la presente
invencién, la proteina vehiculo es CRM;y;, un mutante no
téxico de la toxina de difteria con un cambio aminodcido en
Bu secuencia primaria. La glicina presente en la posicién de
aminofcido 52 de la molécula ese reemplaza con un 4&cido
glutémico debido a un solo cambio de coddén de &cido nucleico.
Debido a este cambio, la proteina carece de actividad de ADP-
ribosil transferasa y se convierte en no téxica. Tiene un
peso molecular de 58,408 Da. El CRMyy; se produce en grandes
cantidades mediante expresién recombinante de acuerdo con la
Patente de E.U. No. 5,614,382, que 8e incorpora en la
presente mediante la referencia. Las conjugaciones de
pacidridos asi como de péptidos a CRMyy7 e llevan a cabo
enlazando a través de grupos £-amino de residuos lisina. 8Se
ha establecido a través de diversos productos comerciales que
CRM;5; es un vehiculo excelente y seguro para epitopes de
célula B.

Péptidos Inmunogénicos

Como se utiliza en la presente, el término “péptido
inmunégeno” o “hapteno” es cualquier proteina o estructura de
subunidad/fragmento/anidlogo derivado del mismo que puede
emitir, facilitar o inducirse para producir una respuesta
inmune al administrarse a un mamifero. En particular, el
término se utiliza para referirse a un polipéptido antigénico

determinante de cualquier fuente {bacteria, virue o
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eucarioto), que pueda acoplarse a un vehiculo utilizando un
método descrito en la presente. Tales determinantes de
inmunégeno de polipéptido/antagSnico pueden ser de origen
celular viral, bacterial o eucaridtico.

Los inmunSgenos de péptido pueden conjugarse a un
vehiculo para s8u uso como un inmunoterapéutico en la
prevencién, tratamiento, profilaxis o mejora de diversas
enfermedades humanas. Tales inmun&égenos de péptido incluyen
aquellos derivados de un péptido AR de 39-43 aminodcidos,
preferentemente 42 aminodcidos, que es el componente
principal de placas caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer (AD) (ver U.S. 4,666,829; Glenner & Wong {(1984)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 120: 1131, Hardy (1984) TINS
20: 1131; Hardy (1977) TINS 20: 154), aquellos derivados de
péptidos amiloide de amilin, un material polipéptido
producido por células isleta pancre&ticas que se ha implicado
en diabetes tipo II, péptidoas derivados de productoe de gen
de lipoproteina de baja densidad, que se han implicado en
arteroesclerosis y ©péptidos antigénicos derivados de
citocinas inflamatorias y factores de crecimiento tales como
interleucina 6 {(IL-6), factor o de necrosis de tumor (TNFa) y
GDF-8. Tales inmunégenos de péptido eucariéticos pueden
incluir ya sea célula T (CTL) o epitope de cé&lula B, también
conocido como proteina B amiloide, o péptido A4.

El AP también conocido como péptido f# amiloide, o
péptido A4 (ver U.S. 4,666,829; Glenner & Wong Biochem.
Biophys. Res. Commun. 120: 1131, (1984)) es un péptido de 39-
43 aminodcidos, que es el componente principal de las placas
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer. El AR es
generado mediante el procesamiento de una proteina APP mis

grande por dos enzimas, llamadas secretasas f y vy (ver,
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Hardy, TINS 20, 154 (1997)). Las mutaciones conocidas en APP
asociada con la enfermedad de Alzheimer se presentan préximas
al sitio de secretada B o vy, o dentro de AB. Por ejemplo, la
poeicién 717 se encuentra préxima al sitio de separacidén de
v-secretasa de APP en su procesamiento a AR, y las posiciones
670/671 sBe encuentran préximas al sitio de separacién de B-
secretasa. Se cree que las mutaciones ocasionan AD
interactuande con las reacciones de divisién mediante las
cuales se forma el AR a fin de incrementar la cqntidad de la
forma de aminofcido 42/43 del AP generado.

El AR tiene la inusual propiedad de que puede
arreglar y activar cascadas de complemento tanto c¢lésicas
como alternas. En particular, se enlaza a Clg y finalmente a
C3bi. Esta asociacién facilita el enlace a macr6fagos
conduciendo a la activacién de células B. Ademis, el C3bi se
rompe posteriormente y después se enlaza a CR2 en células B
de manera dependiente de la célula T conduciendo a un
incremento de 10,000 veces en la activacién de estas células.
Fste mecanismo ocasiona que el AP genere una respuesta inmune
en exceso a la de otros antigenos.

El AR tiene diversas formas de origen natural. Las
formas humanas de AB se refieren como AP39, AR40, AR4l, Ap42
y Af43. Las secuencias de estos péptidos y su relacién con
el precursor de APP se ilustran por la Figura 1 de Hardy et
al., TINS 20, 155-158 (1997). Por ejemplo, el AR42 tiene la
secuencia:

HaN-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-

Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-

Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-

Val-Gly-Gly-Val-Ile-Ala-OH (SEQ ID NO. 21).

AP41, AP40 y AB39 difieren de Af42 por la omisién de Ala-Ala-
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Ile, Yy Ala-Ile-Val respectivamente, del extremo de
terminacién C. AP43 difiere de Af42 por la presencia de un
residuo treonina en la terminacién C.

Los inmunégenos de péptido que son fragmentos de AR
son ventajosos en relacién con la molécula intacta para uso
en los presentes métodos por diversas razones. Primero,
debido a que solo ciertos epitopes dentro de AP inducen una
respuesta inmunogénica Gtil para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, una dosis igual de masa de un
fragmento que contiene tales epitopes proporciona una mayor
concentracién molar de los epitopes inmunogénicos Gtiles que
una dosis de AP intacto. Segqundo, ciertos inmunSgenos de
péptido de AR generan una respuesta inmunogénica contra
depb6sitos amiloide 8Bin generar una respuesta inmunogénica
significativa contra la proteina APP de la cual se deriva el
AQ. tercero, los inmunégencs de péptido de AP son més
simples de fabricar que el AR intacto, debido a su menor
tamafio. Cuarto, los inmunégenos de péptido de AR no se
agregan de la misma manera que el AP intacto, simplificando
la preparacién de conjugados con vehiculos.

Algunos inmunégenos de péptido de AB tienen una
secuencia de al menos 2, 3, 5, 6, 10 o 20 aminoicidos
contiguos de un péptido natural. Algunos inmunégenos de
péptido no tienen mis de 10, 9, 8, 7, 5 o 3 residuos
contiguos de AB. En una modalidad preferida, los inmunégenos
de péptido de la mitad de terminacién N de AR se utilizan
para preparar conjugados. Los inmunégenos de péptido
preferidos incluyen A 1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 3-7, 1-3 y
1-4. La designacién de Ap 1-5, por ejemplo, indica un
fragmento de terminacién N que incluye residuos 1-5 de AB.

Se prefieren 1los fragmentos de AP que comienzan en la
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terminacién N y finalizan en un residuo dentro de los
residuos 7-11 de AP. el fragmento Af 1-12 puede utilizarse
también pero es menos preferido. En algunos métodos, el
fragmento es un fragmento de terminacién N diferente de AP 1-
10. Otros fragmentos preferidos incluyen AP 13-28, 15-24,
25-35, 35-40, 35-42 y otros fragmentos internos y fragmentos
de terminacién C.

Algunos péptidos AP de la invencién son péptidos
inmunogénicos que al administrarse a un paciente humano o
animal, generan anticuerpos que se enlazan especificamente a
uno o mis epitopes entre los residuos 16 y 25 de AB. Los
fragmentos preferidos incluyen AP 16-22, 16-23, 17-23, 17-24,
18-24, y 1l8-25. Los anticuerpos que Bse enlazan
especificamente a epitopes entre los residuos 16 y 25 se
enlazan a AP solubles sin enlazarse a placas de AB. Estos
tipos de anticuerpo pueden enlazarse especificamente a AP
soluble en la circulacién de un paciente o modelo animal sin
enlazarse especificamente a placas de depbsitos AR en el
cerebro del paciente o modelo. El enlace especifico de
anticuerpos a AP soluble inhibe el AP de incorporarse en
placas inhibiendo de este modo el desarrollo de las placas en
un paciente o inhibiendo un incremento adicional en el tamaiic
o frecuencia de las placas si tales placae ya 8se han
desarrollado antes de administrar el tratamiento.

Preferentemente, el fragmento de Af administrado
carece de un epitope que generarfia una respuesta de la célula
T al fragmento. Generalmente, los epitopes de célula T son
mids grandes que los 10 aminodcidos contiguos. En
consecuencia, los fragmentos de AP preferidos son del tamafio
de 5-10 o preferentemente de 7-10 aminodcidos contiguos o de

mayor preferencia 7 aminofcidos contiguos, i.e., de una
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longitud suficiente para generar una respuesta del anticuerpo
sin generar una respuesta de la célula T. Se prefiere la
ausencia de epitopes de célula T debido a que esatos epitopes
no son necesarios para la actividad inmunogénica de
fragmentos, y pueden ocasionar una respuesta inflamatoria no
deseada en un subconjunto de pacientes (Anderson et al.,
(2002) J. Immunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) Lancet
Neurol. 1,3).

Se prefiere el fragmento AP 15-25 y los
subfragmentos de sus 7-8 aminodcidoe contiguos debido a que
estos péptidos generan consistentemente una alta respuesta
inmunogénica al péptido Af. Estos fragmentos incluyen AP 16-
22, AR 16-23, AP 16-24, AP 17-23, Ap 17-24, AP 18-24, y AP
18-25. Los subfragmentos AP 15-25 particularmente preferidos
son de 7 aminofcidos contiguos de longitud. La designacién
Af 15-21, por ejemplo, indica un fragmento gque incluye los
::esiduos :_I.5—20 de AP y carece de otros residuos de AP, y
preferentemente 7-10 aminodcidos contiguos. Estos fragmentos
pueden generar una respuesta al anticuerpo dque incluye
anticuerpos especificos de extremo.

Los inmunégenocs de péptido de AP requieren de
exploracién para la actividad para despejar o prevenir los
depbsitos amiloide (ver WO 00/72880, que Be incorpora en la
presente en su totalidad para todo propésito). La
administracién de fragmentos de terminacién N de AR induce la
produccién de anticuerpos que reconocen depésitos AR in vivo
e in viro, En algunos métodos se utilizan fragmentos que
carecen de al menos uno y algunas veces Ae al menos 5 o 10
aminolcidoa de terminacién C presentes en formas de origen
natural de Af. por ejemplo, un fragmento que carece de 5

aminodcidos del extremo de terminacién C de AB43 incluye los
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primeros 38 aminoicidos del extremo de terminacién N de AP.

A menos gque 8e indique de otra manera, la
referencia a AP incluye 1las secuencias de aminoicidos
naturales humanas antes indicadas asi como andlogos
incluyendo alélicos, especies y variantes inducidas. Los
anfilogos tipicamente difieren de 1los péptidos de origen
natural en una, dos o algunas posiciones, frecuentemente en
virtud de 1las sustituciones conservadoras. Los andlogos
tipicamente exhiben al menos 80 o 90% de identidad de
secuencia con los péptidos naturales. Algunos anélogos
incluyen también aminodcidos naturales o modificaciones de
aminodcidos de terminacién N o C en una, dos o algunas
posiciones. Por ejemplo, el reeiduo natural de &cido
appirtico en la posicién 1 y/o 7 de AP puede reemplazarse con
dcido iso aspartico.

Ejemplos de aminoacidos no naturales son

amino8cidos D, alfa, alfa disustituidos, aminodcidos N-

alquilo, dcido lictico, 4-hidroxiprolina, gama-
carboxiglutamato, epeilon-N,N,N-trimetilisina, epsilon-N-
acetilisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-

formilmetionina, 3-metilhistidina, S-hidroxilisina, omega-N-
metilarginina, f-alanina, ornitina, norleucina, norvalina,
hidroxiprolina, tiroxina, dcido gama-amino butirico,
homoserina, c¢itrulina, y &cido iscaspértico. Loa péptidos
inmunogénicos incluyen andlogos de AB y sus fragmentos.
Algunos agentes terapéuticos de la invencién son péptidos
all-D, e.qg., AP all-D, fragmento AR all-D, o andlogos de AP
all-D o todo el fragmento AR all-D. Los fragmentos vy
anilogos pueden explorarse para eficacia profildctica o
terapéutica en modelos de animal transgénico en comparacién

con controles no tratados o placebos como se describe en la

J0sS
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WO 00/72880.

Los inmunégenos de péptido incluyen también
polipéptidos més largos que incluyen, por ejemplo, un
inmunogénico de péptido AB, conjuntamente con otros
aminodcidos. Por ejemplo, los péptidos inmunogénicos
preferidos incluyen proteinas de fusién gque comprenden un
segmento de AP enlazado a una secuencia heterSloga de
aminofcido que induce una respuesta de la célula T auxiliar
contra 1la secuencia heterSloga de aminodcidos y en
consecuencia una respuesta de la célula B contra el segmento
AB. tales polipéptidos pueden explorarse por eficacia
profiléctica o terapéutica en modelos animales en comparacién
con controles no tratados o placebos como se describe en la
WO 00/72880.

El péptido AR, andlogo, fragmento inmunogénico u
oro polipéptido puede administrarse en forma agregada o
desagregada. El AP desagregado o sus fragmentos significa
unidades monoméricas de péptido. El AP desagregado o Bus
fragmentos son generalmente solubles, y son capaces de auto-
agregarse para formar oligémeros solubles, protofibrilos y
ADDLs. Los oligSmeros de AP y sus fragmentos son cominmente
solubles y existen predominantemente como hélices alfa o
rizos aleatorios. El1 ABf agregado o sus fragmentos significa
oligémeros de Afl o sus fragmentos que se han asociado en
disposiciones insolubles de hoja beta. El1 AP agregado o sus
fragmentos también significa polimeros fibrilares. Los
fibrilos son cominmente insolubles. Algunos anticuerpos se
enlazan ya sea a AP soluble o sus fragmentos o a AP agregado
o sus fragmentos. Algunos anticuerpos se enlazan tanto a AB
scluble o sus fragmentos como a Af agregado o sus fragmentos.

Los péptidos inmunogénicos incluyen también
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multimeros de pépidos:- monoméricos inmunogénicos. Los
péptidos inmunogénicos diferentes a los péptidos AR deben
inducir una respuesta inmunogénica contra uno o mfis de los
fragmentos preferidos de AP antes listados (e.g., AP 1-3, 1-
7, 1-10 y 3-17).

Los péptidos inmunogénicos de la presente invencién
ge encuentran enlazados a un vehiculo utilizando un método de
la presente invencién para formar un conjugado. El péptido
inmunogénico puede enlazarse en su terminacién amino, su
terminacién carboxilo, o en ambas a un vehiculo para formar
un conjugado. Opcionalmente, pueden estar presentes
miltiples repeticiones del péptido inmunogénico en el
conjugado.

Un fragmento de terminacién N de AP puede
encontrarse enlazado en s8su terminacién C a un péptido
vehiculo para formar un conjugado. En tales conjugados, el
residuo de terminacién N del fragmento de AP constituye el
residuo de terminacién N del conjugado. En consecuencia,
talee conjugados son efectivos para inducir anticuerpos gque
se enlazan a un epitope que requiere que el residuo de
terminacién N de AP se encuentre en forma libre. Algunos
péptidos inmunogénicos de 1la invencién comprenden una
pluralidad de repeticiones del segmento de terminacién N de
AB enlazado en la terminacién C a una o mis copias de un
péptido vehiculo para formar un conjugado. El fragmento de
terminacién N de AP incorporado en tales conjugados comienza
algunas veces en AP 1-3 y finaliza en AP 7-11. El1 aAp 1-7, 1-
3, 1-4, 1-5 y 3-7 son fragmentos de terminaci6n N preferidos
de Af. Algunos conjugados comprenden diferentes segmentos de
terminacién N de AP en serie. Por ejemplo, un conjugado

puede comprender Af 1-7 sequido por AP 1-3 enlazados a un
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vehiculo.

En algunoe conjugadoe, un segmento de terminacién N
de AP se encuentra enlazado en su extremo de terminacién N a
un péptido wvehiculo. La misma variedad de segmentos de
terminacién N de Af puede utilizarse como con el enlace de
terminacién C. Algunos conjugados comprenden un péptido
vehicule enlazado a la terminacién N de un segmento de
terminacién N de A8, que a su vez se encuentra enlazado a uno
o mis segmentos adicionales de terminacién N de AR en serie.
Preferentemente, tales fragmentos inmunogénicoe de Ap, una
vez conjugados a un vehiculo apropiado, inducen una respuesta
inmunogénica que se dirige especificamente al fragmento de AP
sin dirigirse a otros fragmentos de Ap.

Los péptidos inmunogénicos de la invencién incluyen
péptidos inmunogénicos heterélogos. En algunos péptidos
inmunogénicos, un fragmento Af se encuentra enlazado a un
vehiculo para formar un péptido inmunogénico heterdlogo.
Este péptido heterflogo se encuentra enlazado a un vehiculo
utilizando un método de la presente il.:lvencién para formar un
conjugado. Algunos de &estos ©péptidos inmunogénicos
heterdlogos comprenden fragmentos de AP enlazados a epitopes
de toxoide de tétanos tales como loa descritos en la US
5,196,512, EP 378,881 y EP 427,347. Opcionalmente un péptido
inmunogénico puede enlazarse a una o miltiples copias de un
vehiculo, por ejemplo, en las terminacién tanto N como C del
vehiculo para formar un péptido inmunogénico heterélogo.
Otros de estos péptidos inmunogénicos heterflogos comprenden
fragmentos de AR enlazados a los péptidos vehiculo descritos
en la US 5,736,142. Por ejemplo, un péptido inmunogénico
heterdlogo puede comprender AR 1-7 seguido por AR 1-3 seguido

por un vehiculo. Ejemplos de tales péptidos inmunogénicos
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heterdlogos incluyen:
AR 1-7/toxoide de té&tanos 830-844 + 947-967 en una
configuracién lineal
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 24)

Péptidos descritos en la US 5,736,142 (todos en
configuracién lineal) :
PADRE/AP 1-7:

AKXVAAWTLKAA-DAEFRHD (SEQ ID NO: 26)
AR 1-7 x 3/PADRE:

DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-AKXVAAWTLKAA (SEQ ID NO:
27)
PADRE/AR 1-7 x 3:

AKXVAAWTLKAA-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO:
28)
AP 1-7/PADRE:

DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 29)
AB 1-7/fragmento de alblmina:

DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 30)
AR 4-10/fragmento de albiimina:

FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 31)
AP 3-9/fragmento de albimina:

EFRHDSG-SQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 32)
HA107-319/AB1-7 X 3:

PKYVKQONTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO:
33)
AB;.7/HR307-319/AB1-7:

DAEFRHD-PKYVKONTLKLAT-DAEFRHD (SEQ ID NO: 34)
ABi-7 X 3/HR3p7-219:

DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRED-PKYVKONTLKLAT- (SEQ ID NO:
35)

ABi.7 x 2/HAjz07-319:
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DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKONTLKLAT- (SEQ ID NO: 36)
Af1-7/HAsg7-119/malaria CS/TTy30-a44/TTsa7-967/AB1-2

DAEFRHD-PKYVKONTLKLAT -EKKTAKMEKASSVFNV -
QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (SEQ ID NO: 37)
ABi.7 X 3/TTe30-844/C/TTs47-967

DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE- (SEQ ID NO: 38)

AB1.7/TTe30-044/C/TTo47-967

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE- (SEQ
ID NO: 39)

AP1-7/TTe30-044/C/ TTs47-967/AP1-7

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL-C-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-
DAEFRHD (SEQ ID NO: 20)

Algunos péptidos inmunogénicos heterslogos
comprenden un multimero de péptidos inmunogénicos
representados por la fé6rmula 2* en la cual x es un entero de
1-5. Preferentemente X es 1, 2 o 3, siendo 2 el més
preferido. Cuando x es dos, tal multimero tiene cuatro
péptidoa inmunogénicos enlazados en una configuracién
preferida referida como MAP4 (ver US 5,229,490). Tales
péptidos inmunogénicos s8Be enlazan entonces a un vehiculo
utilizando un método de la presente invenciédn para formar un
conjugado.

Se muestra abajo la configuracién MAP4, en donde se
producen estructuras ramificadas iniciando la sintesis de
péptido en las aminas tanto de terminacién N como de cadena
lateral de lisina. Dependiendo del nimero de veces que se
incorpora lieina en la secuencia y 8se 1le permite 1la
ramificacién, la estructura resultante se encontrar& presente
el terminaciones N miltiples. En este ejemplo, cuatro

terminaciones N idénticas se han producido en el nGecleo

210
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ramificado que contiene lisina. Tal multiplicidad mejora

grandemente la respuesta de células B cognado.
Péptido
:>>KGG
Péptido
Péptido
> o
Péptido

Ejemplos de tales péptidos inmunogénicos

heterSlogos incluyen:

AR 1-7/Toxoide de tétanos 830-844 en una configuracién MAP4:
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL {(SEQ ID NO: 22)

AR 1-7/Toxoide de tétanos 947-967 en una configuracién MAP4:
DEAFRHD-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 23)

AR 3-9/Toxoide de tétanos 830-844 en una configuraci6n MAP4:
EFRHDSG-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 25)

DAEFRHD-QYIANSKFIGITEL en una resina de 2 ramificaciones

Péptido
et >L79-Glr0rs
El péptido AP, andlege, fragmento activo u otro
polipéptido puede administrarse en una forma asociada o
multimérica o en forma disociada. ILos agentes terapéuticos
incluyen también multimeros de agentes monoméricos
inmunogénicos. Los agentes diferentes a los péptidos AB
deben inducir una respuesta inmunogénica contra uno o miAs de
los fragmentos preferidos de AR antes listados (e.g., 1-10,
1-7, 1-3 y 3-7) y también pueden conjugarse a un vehiculc;
utilizando un método de la presente invencién.
Preferentemente, tales agentes wuna vez conjugados a un
vehiculo apropiado, inducen una respuesta inmunogénica

especificamente dirigida a uno de estos fragmentos sin
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dirigirse a otros fragmentos de AB. Para facilitar la
conjugacién de un inmunégeno de péptido con un vehiculo,
pueden agregarse aminodcidos adicionales a las terminaciones
de las determinantes antigénicas. También pueden utilizarse
residuos adicionales para modificar las propiedades fisicas o
quimicas del inmunégeno de péptido. Pueden introducirse
aminodcidos tales como tirosina, cistefna, 1lisina, &cido
glutdmico o aspirtico o lo similar, en la terminacién C o N
del inmunégeno de péptido. Adicionalmente, pueden
introducirse también enlazadores de péptido que contienen
aminoécidos tales como glicina y alanina. Ademds, 1las
determinantes antigénicas pueden diferir de 1la secuencia
natural siendo modificadas por acilaciém terminal del grupo
NH;, e.g., mediante alcanoilo (Cl1-C20) o acetilacién de
tioglicolilo, amidacién de terminacién carboxi, e.g.,
amoniaco, metilamina etc. En algunas instancias, estas
modificaciones pueden proporcionar sitios para enlazarse a un
soporte u otra molécula.

Los inmunégenos de péptido utilizados para generar
los conjugados de la presente invencidén utilizando un proceso
descrito en la presente, pueden combinarse a través de enlace
para formar polimeros (multimeros), © pueden formularse en
una composicién sin enlace, come una mezcla. Cuando un
péptido se enlaza a un péptido idéntico, formando por tanto
un homopolimero, se presenta una pluralidad de unidades
epitSpicas de repeticién. Por ejemplo, se utiliza tecnologia
miltiple de péptido antigeno (MAP) para construir polimeros
que contienen péptidos CTL y/o de anticuerpo y péptidoa. Un
“epitope CTL* es uno derivado de regiones epitépicas
seleccionadas de antigenos objetivo potenciales. Cuando los

péptidos difieren, e.g., un cé6ctel que representa diferentes
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subtipos virales, diferentes epitopes dentro de un subtipo,
diferentes especificidades de restriccién de HLA, o péptidos
que contienen epitopes T auxiliares, se proporcionan
heteropolimeros con unidades de repeticifén. Ademis de los
enlaces covalente, también se contemplan enlaces no covalente
capaces de formar enlaces intermoleculares e
intraestructurales.

Tales inmunégencs de péptido y sus andlogos se
sintetizan mediante sintesis de péptido de fase 86lida o
expresién recombinante, o se obtienen de fuentes naturales.
Los esintetizadores de péptido automiticos se encuentran
comercialmente disponibles de numerosos proveedores, tales
como Applied Biosystems, Foster City, California.

La expresién recombinante puede encontrarse en
bacterias (tales como E. coli), levadura, células de insecto
o células de mamifero. Los procedimientos para expresién
recombinante se describen por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, NY,
2" edicién, 1989). Algunos péptidos inmunogénicoe también se
encuentran disponibles comercialmente (e.g., American
Peptides Company, Inc., Sunnyvale, CA, y California Peptide
Research, Inc., Napa, CA).

También pueden explorarse bibliotecas aleatorias de
péptidos u otros compuestos para adecuabilidad como
inmunégeno de péptido. Pueden producirse bibliotecas
combinatorias para muchos tipos de compuestos que pueden
Bintetizarse de una manera por etapas. Tales compuestos
incluyen polipéptidos, miméticos de giro beta, hormonas,
glicinas oligoméricas N sustituidas, y oligocarbamatos y 1lo
similar. Pueden construirse grandes bibliotecas

combinatorias mediante el método de bibliotecas sintéticas
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codificadas (ESL) descrito en la WO 95/12608, WO 93/06121, WO
94/08051, WO 95/35503 y WO 95/30642 {(cada una de las cuales
se incorpora en la presente mediante la referencia para todo
prop6sito). También pueden generarse bibliotecas de péptido
mediante métodos de imagen fago (ver, e.g., Devlin, WO
91/18980) .

Derivatizacién y Conjugacién de un Péptido Inmunogénico a un

Vehiculo de Proteina

El sitio de unién de un inmunégeno de péptido a un
vehiculo de proteina/polipéptido, y la naturaleza del agente
de reticulacién utilizado para unir un inmunégeno de péptido
al vehiculo son importantes para 1la especificidad del
anticuerpo resultante generado contra el mismo. Para un
reconocimiento apropiado, el inmunSgeno de péptido debe
acoplarse al vehiculo con la orientacifn apropiada. Para que
el anticuerpoc reconozca subsecuentemente los inmunSgenos de
péptido libres sin un vehiculo, el conjugado de inmunégeno de
péptido-vehiculo de proteina/polipéptido debe presentar los
inmunégenos de péptido de una forma expuesta y accesible. La
orientacién 6ptima se logra frecuentemente dirigiendo 1la
reaccién de reticulacién a sitios especificos en los
inmunégenos de péptido. Puede lograrse esto con un
inmunégenc de péptido uniendo un residuo de terminacifn
cisteina durante la sintesis del péptido. Esto proporciona
un grupo sulfhidrilo en un extremo del péptido para
conjugacién al wvehiculo. La reticulacién a través de este
grupo proporciona la unién del inmunégeno de péptido solo en
un extremo, asegurando asi una orientacién consistente.

En una conjugacién de inmunSgenoc de péptido-
vehiculo, la meta es no mantener el estado original o 1la

estabilidad del vehiculo, sino presentar el hapteno de la
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mejor manera posible para el sistema inmune. Al alcanzar
esta meta, la seleccién de la quimica de conjugacidén puede
controlar la titulacién, afinidad y especificidad resultante
de los anticuerpos generados contra el hapteno. Puede ser
importante en algunos casos 8seleccionar un agente de
reticulacién que contiene un brazo separador suficientemente
largo para presentar el antigeno de una manera irrestricta.
También puede ser importante controlar 1la densidad del
inmunégeno de péptido en la superficie del wvehiculo. Una
sustitucién del .inmunégenc de péptido demasiado baja puede
dar como resultado poca o ninguna respuesta. Una densidad
demasiado alta del inmunSgeno de péptido puede ocasionar la
supresién inmunolégica y la disminucién de 1la respuesta.
Ademis, el reticulador en 8i puede generar una respuesta
inmune no deseada. Estos problemas necesitan tomarse en
consideracién para seleccionar no 8solo los reactivos de
reticulacién apropiados, sino las relaciones apropiadas de
vehiculo de proteina/polipéptido e inmunégeno de péptido.

Son posibles una variedad de métodos para unir los
vehiculos de proteina/péptidc a los inmunégenos de péptido.
Son posibles las interacciones iénicas a través de las
terminaciones o a través del grupo e-amino de lieina.
También es posible el enlace de hidrdgeno entre los grupos
laterales de los residuos y el inmunégeno de péptido.
Finalmente, 1las interacciones de conformacién entre 1los
vehfculose de proteina/péptido y el péptido inmunogénico
pueden dar lugar a una unién estable. .

Se han generado con éxito conjugados de inmunégeqoa
de péptido-vehiculo utilizando diversos reactivos de
reticulacién tales como enlazadores de 1longitud cero,

homobifuncionales o© heterobifuncionales. Los sistemas de
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reactivo mis pequefios disponibles para bioconjugacién son los
llamados reticuladores de longitud cero. Estos compuestos
median la conjugacién de dos moléculas formando un enlace que
contiene Atomos no adicionales. De este modo, un &tomo de
una molécula es un separador. En muchos esquemas de
conjugacién, el complejo final sé enlaza conjuntamente en
virtud de los componentes quimicos que agregan estructuras
externas a las sustancias reticuladas. En algunas
aplicaciones, la presencia de estos enlazadores de
intervencién puede ser dafiina para el uso pretendido. Por
ejemplo, en la preparacién de conjugados de inmundgenc de
péptido-vehiculo el complejo se forma con la intencién de
generar una respuesta inmune al hapteno unido.
Ocasionalmente, una porcién de los anticuerpos producideos
mediante esta respuesta tendrid especificidad para el agente
de reticulacién utilizado en el procedimiento de conjugacién.
Loe agentes de reticulacién de longitud cero eliminan el
potencial para este tipo de reactividad cruzada mediando un
enlace directo entre dos sustancias.

Los reactivos homobifincionales, que fueron los
primeros reactivos de reticulacién utilizados para
modificacidén y conjugacién de macromoléculas, consistieron de
compuestos birreactivos conteniendo el mismo grupo funcional
en ambos extremos (Hartman y Wold, 1966). Estos reactivos
podrian enlazar una proteina a otra reactivandose
covalentemente con los mismos grupos comunes en ambas
moléculas. De este modo, las e-aminas de lisina o las aminas
de terminacién N de una proteina podrian reticularse a los
mismos grupos funcionales en una segunda proteina simplemente
mezclando las dos entre B8i en presencia del reactivo

homobifuncional.
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lLos reactivos de c¢onjugacién heterobifuncionales
contienen dos grupos reactivos diferentes que pueden
acoplarse a dos diferentes objetivos funcionales en proteinas
y otras macromoléculas. Por ejemplo, una parte de un
reticulador puede contener un grupo reactivo a amina,
mientras que otra porcién puede consistir de un grupo
reactivo a sulfhidrilo. El resultado es la capacidad de
dirigir la reaccién de reticulacién a partes seleccionadas de
moléculas objetivo, almacenando por tanto un mejor control
sobre el proceso de conjugacién.

Los reactivos heterobifuncionales se utilizan para
reticular proteinas y otras moléculas en un proceso de dos o

tres etapas que limita el grado de polimerizacién

frecuentemente obtenido al utilizar reticuladores
homobifuncicnales.
Muchos métodos se encuentran disponibles

actualmente para acoplar inmunégenos de péptido a wvehiculos
de proteina/polipéptido utilizando reticuladores de longitud
cero, homobifuncionales o heterobifuncionales. La mayoria de
los métodos crean enlaces amina, amida, uretano, isotiourea o
disulfuro, o© en algunos casos tioéteres. El método més
general para acoplar proteinas o péptidos a péptidos utiliza
reactivos bifuncionales de reticulacién. Estos son pequefias
moléculas separadoras gque tienen grupos activos en cada
extremo. Las moléculas separadoras tienen grupos activos
idénticos o diferentes en cada extremo. Las funcionalidades
activas mids comunes, grupos de acoplamientoc y enlaces
formados son:

1- Aldehido - amino amina secundaria

2- Maleimido - sulfhidrilo (tioéter

3. Succinimido - amino (amida
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4. Imidato ésteres - amino (- amida

5 Fenil azidas - amino (fenil amina

6. Acil haluro - sulfhidrilo (tioéter

7 Piridildisulfuros - sulfhidrilo (disulfuro

8 Isotiocianato -amino (isotiourea

La reactividad de una proteina vehiculo dada, en
términos de Bu capacidad para modificarse mediante un agente
de reticulacién de manera que pueda conjugarse a un
inmunégeno de péptido, se determina por su composicién de
aminofcido y la ubicacién de secuencia de los aminoécidos
individuales en la estructura tridimensional de la molécula,
asf{ como por la composicién de aminodcido del inmunSgeno de
péptido.

En el caso de los enlazadores (*L”) entre los
vehiculoe de proteina/péptido y otros péptidos (e.qg.,
vehiculos de proteina/péptido y el inmunSgeno de péptido),
los separadores se seleccionan tipicamente de Ala, Gly, u
otros separadores neutrales de aminodcidos no polares o
aminodcidos neutrales polares. En ciertas modalidades el
geparador neutral es Ala. Se entenderi que el separador
opcionalmente presente no necesita encontrarse comprendido de
los mismos residuos y por los mismos residuos y de este modo
puede ser un hetero- u homo-oligémero. Los separadores
ejemplares incluyen homo-oligémeros de Ala. Cuando Be
encuentra presente, el separador sera cominmente de uno o dos
regiduos, mis cominmente de tres a seis residuos. En oras
modalidades el vehiculo de proteina/polipéptido se conjuga a
un inmunégeno de péptido, preferentemente con el vehiculo de
proteina/polipéptido colocado en la terminacién amino. El
péptido puede unirse por un enlazador neutral, tal como Ala-

Ala-Ala o lo similar, y preferentemente contiene adem&s un
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residuo lipido tal como &cido palmitico o lo similar que se
encuentra unido a grupos amino alfa y epsilon de un residuo
Lys ((PAM)2Lys), que se encuentra unido a la terminacién
amino del conjugado de péptido, tipicamente a través de un
enlace Ser-Ser o lo similar.

En algunos aspectos de la invencibén, el péptido es
un fragmento AR seleccionado del grupo que consiste de AP 1-
5-L, AP 1-7-L, AP 1-9-L, y AP 1-12-L. En algunos aspectos de
la invencién el enlazador es GAGA (SEQ ID NO: 10).

Para facilitar la conjugacién de un inmunégeno de
péptido con un vehiculo, pueden agregarse aminodcidos
adicionales a 1las terminaciones de las determinantes
antigénicas. Los residuos adicionales también pueden
utilizarse para modificar las propiedades fisicas o quimicas
del inmunégeno de péptido. Pueden introducirse amino&cidos
tales como tirosina, cisteina, 1lisina, 4acido glutdmico o
agpirtico, o lo similar en 1la terminacién C o N del
inmunégeno de péptido. Adicionalmente, también pueden
utilizarse enlazadores de péptido que contienen amino&cidos
tales como glicina y alanina. Ademés, las determinantes
antigénicas pueden diferir de 1la secuencia natural siendo
modificadas por acilacién del grupo NHa, e.g., mediante
acetilacién de alcanoil (Cl1-C20) o tioglicolilo, amidacién de
terminacién carboxi, e.g., amonio, metilamina, etc. en
algunas instancias, estas modificaciones pueden proporcionar
sitios para enlazarse a un soporte u otra molécula.

En algunos aspectos de la invencién, el inmunégeno
de péptido es un fragmento AP seleccionado del grupo que
consiste de Ap 1-5-C, Ap 1-7-C, Ap 1-9-C, y AP 1-12-C, en
donde C es un residuo de aminodcido cisteina. En algunos

aspectos de la invencién, el inmunégeno de péptido es un
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fragmento A8 seleccionado del grupo que consiste de AP 1-5-L-
C, Ap 1-7-L-C, AP 1-9-L-C, y AR 1-12-L-C.

El inmunégeno de péptido se encuentra enlazado al
vehiculo de protefina/péptido ya sea directamente o a través
de un enlazador ya sea en la terminacién amino o carboxi del
inmunégeno de péptido. La terminacién amino ya sea del
inmunégenoc de péptido o del vehiculo de proteina/péptido
puede acilarse. Adicionalmente, el conjugado de inmunéSgeno
de péptido/vehiculo de proteina/péptido puede encontrarse
enlazado a ciertos lipidos de alcanoilo (Cl1-C20) a través de
uno o mids residuos de enlace tales como Gly, Gly-Gly, Ser,
Ser-Ser, como se describié anteriormente. Otros residuos de
lipido f(Gtiles incluyen colesterol, &cidos grasos y lo
similar.

Los inmunégenos de péptido pueden encontrarse
enlazados a un vehiculo mediante reticulacié4n quimica. Las
técnicas para el enlace de un inmunégeno a un vehiculo
incluyen la formacién de enlaces disulfuro utilizando N-
succinimidil-3- (2-piridil-tio)propionato (SPDP) (Carlsson, J.
et al., (1978) Biochem. J. 173:723), y succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) (si el
péptido carece de un grupo sulfihidrilo, éste puede proveerse
por la adicién de un residuo cistefina al hapteno). Estos
reactivos crean un enlace disulfuro entre ellos mismos y los
residuos de péptido cisteina en una protefna y un enlace
amida a través del e-amino en una lisina, u otro grupo amino
libre en otros aminodcidos. Una variedad de tales agentes
formadores de disulfuro/amida se describen en Immuno. Rev.
62-85 (1982). Otros agentes bifuncionales de acoplamiento
forman un enlace tioéter en lugar de uno disulfuro. Los

agentes formadores de tioéter incluyen &ster reactivo de
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dcideo 6-maleimidocaproico, &cido 2-bromoacético, y &cido 2-
yodoacético, acido 4- (N-maleimido-metil) ciclohexano-1-
carboxilico. Los grupos carboxilco pueden activarse
combinindolos con succinimida o &cido 1-hidroxil-2-nitro-4-
sulfénico, sal de sodio.

M&s frecuentemente, los residuos lisina son 1los
reaiduos aminodcido més abundantes encontrados en proteinas
vehiculo, y estos residuos se modifican utilizando reactivos
de reticulacién para generar sitios nucleofilicos que
entonces se acoplan a un hapteno. Este acoplamiento se logra
a través de cualquiera de las cadenas laterales hidré6filas en
las moléculas de hapteno que son quimicamente activas. Estas
incluyen el grupo guanidilo de arginina, 1loe grupos (-
carboxilo de glutamato y @&cido aspértico, el grupo
sulfhidrilo de cisteina, y el grupo e-amino de lisina, para
nombrar algunose. La modificacifn de proteinas a fin de que
puedan ahora acoplarse a otros residuos se logra utilizando
reactivos de reticulacién, que reaccionan con cualgquiera de
las cadenas laterales en el vehiculo de proteina o las
moléculas de hapteno.

En un aspecto de la presente invencidén, la proteina
vehiculo con o sin una molécula enlazadora se funcionaliza
(derivatiza) con un reactivo que introduce sitios reactivos
en la molécula de proteina vehiculo que son dbéciles para
modificacién posterior para introducir grupos nucleofilicos.
En una modalidad, el vehiculo se hace reaccionar con un
reactivo de haloacetilacién, que preferentemente reacciona
con una cantidad de grupos funcionales en residuos de
aminoécido de proteinas tales como el grupo sulfhidrilo de
cisteina, el grupo primario de e-amina del residuo lisina, la

terminacién o de «a-aminas, el tioéter de metionina y ambos
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nitrégenoa de imidazoilo de cadena lateral de histidina
(Gurd, 1967). En una modalidad preferida, 1loa grupos
primarios de e-amina en residuos lisina de 1la proteina
vehiculo se derivatizan con b N-hidroxisuccinimidil
bromoacetato para generar un vehiculo bromoacetilado. La
conjugacién del inmunégeno de péptido y el vehiculo de
proteina activado se llevé a cabo agregando lentamente el
vehiculo activado a la solucién que contiene el inmunégeno de
péptido.

Utilizando el proceso de esta invencibén, 1los
inmunégencs de péptido tratados en la seccién B anterior,
pueden conjugarse a cualquiera de los vehiculos tratados en
la seccién A anterior. Los conjugados que resultan del
proceso de esta invencién se utilizan como inmunégenos para
la generacién de anticuerpos contra Af para Ssu uso en
inmunoterapia pasiva/activa. Ademis, el AR o un fragmento AP
enlazado a un vehiculo puede administrarse a un animal de
laboratorio en la produccién de anticuerpos monoclonales para
AB.

En un aspecto de la invencién, el conjugado es un
conjugado seleccionado del grupo que consiste de AR 1-7-
CRM;g7{AB 1-7 x 3)-CRM;y7 ¥ (AR 1-7 x 5)-CRM;y7;. En un aspecto
de la invenci6n, el conjugado es un conjugado seleccionado
del grupc que consiste de CRM;s;-Af 1-5, CRMye-ARP 1-7, CRM;¢;-
AR 1-9, y CRMyy2-Ap 1-12. En otro aspecto de la invencibén, el
conjugado es un conjugado seleccionado del grupo que consiste
de AR 1-5-C-CRM;g;, AP 1-7-C-CRM;y7, AP 1-9-C-CRMyy;, y AP 1-12-
C-CRM;37, AP 16-23-C-CRMyge7, AP 17-24-C-CRM;s7, AP 18-25-C-
CRM;57, CRMi97-C-AB 18-25, CRM;97;-C-AP 16-23, CRMe-C-Ap 17-24,
CRM;9,-C-Af} 18-25, AP 16-22-C-CRMig7, AP 17-23-C-CRM97, AP 18-

24-C-CRM;¢7, CRM;5;-C-Af 16-22, CRM;5;-C-Ap 17-23, y CRM,s7-C-Ap
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18-24, Af 1-9-C-CRMyy7;, Yy Af 1-12-C-CRMs. Alln en oxto
aspecto de 1la invencién, el conjugado es un conjugado
seleccionado del grupo que consiste de AR 1-5-L-C-CRMye;, AP
1-7-L-C-CRM;y;, AB 1-9-L-C-CRM;9;, ¥ AR 1-12-L-C-CRMs7.
Tapado

Una desventaja del uso de reactivos de acoplamiento
que introducen sitios reactivos en las cadenas laterales de
moléculas de aminofcido reactivas en moléculas vehiculo y/o
de hapteno, es que los sitios reactivos Bi no se neutralizan
ge encuentran libres de reaccionar con cualquier molécula no
deseada ya sea in vitro o in vivo. En el proceso de la
presente invencién, el tapa de grupos funcionales sin
reaccionar se logra mediante la reaccién de los conjugados
con grupos reactivos pendientes con reactivos que
desactivan/tapan los grupos reactivos. Los reactivos de
desactivacién/tapa ejemplares para su uso con el proceso de
conjugacién de la presente invencién incluyen cisteamina, N-
acetilcisteamina y etanolamina. Alternativamente, el tapa se
logra mediante reaccifn con amoniaco o bicarbonato de amonio,
de los cuales cualquiera convierte loe grupos haloacetilo en
grupos aminoacetilo. El tapa Bse logra también a un pH
alcalino (9.0-9.8) utilizando hidr6xido de sodio o carbonato
de sodio, que convierte los grupos halocacetilo en grupos
hidroxiacetilo. Una ventaja potencial de convertir 1los
grupos haloacetilo en grupos hidroxiacetilo, opuesto a la
reaccién con derivados de cisteamina, etanolamina, etc., es
la introduccién de funcionalidades quimicas de un tamafio
relativamente mis pequefio, mediante la reaccién con amoniaco
o hidréxido/carbonato. Los grupos funcionales tapados
resaultantes, e.g., aminoacetilo o hidroxiacetilo,

proporcionan una perturbacifn relativamente menor en la
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porcién del vehiculo de proteina del conjugado. La proteina
de inmunégeno de péptido-vehiculo tapada se purifica segin
gsea necesario wutilizando métodos conocidos, taleam como
cromatograffia (filtracién de gel, intercambio de ion,
interaccién hidréfoba o afinidad), di&lisis, ultrafiltracién-
diafiltracién, precipitacién selectiva utilizando sulfato de
amonio o alcohol y lo similar.

Conjugados y Composiciones Inmunogénicas

Los conjugados tapados de inmunSgeno de péptido-
proteina vehiculo se administran en wuna composicién
inmunogénica a mamiferos, particularmente humanos, para
propbsitos profildcticos y/o terapéuticos. Los conjugados de
la presente invencién se utilizan para producir y/o aumentar
respuestas inmunes contra inmunégenos. Por ejemplo, los
conjugados de CTL-vehiculo se utilizan para tratar y/o
prevenir la infeccién viral, enfermedades amiloidogénicas,
cdncer etc. Alternativamente, también se utilizan los
conjugados de inmunégeno de polipéptido-vehiculo que inducen
respuestas de anticuerpo.

En aplicaciones terapéuticas, se administra un
conjugado de la presente invencién a un individuo que sufre
ya de una enfermedad amiloidogénica tal como la enfermedad de
Alzheimer. Aquellos en la fase de incubacién o en la fase
aguda de la enfermedad pueden tratarse con el conjugado de la
presente invencién por separado o en conjuncifn con otros
tratamientos, segin sea apropiado.

En aplicaciones terapéuticas, la composicién
inmunogénica de la presente invencién se administra a un
paciente en wuna cantidad suficiente para producir una
respuesta CTL efectiva o una respuesta humoral a la placa

amiloide, y para curar, o al menos detener parcialmente el
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progreso de la enfermedad, los sintomas y/o complicaciones.
Una cantidad adecuada para lograr esto se define como *“dosis
terapéuticamente efectiva”. Las cantidades efectivas para
este uso dependerén en parte de la composicién del péptido,
la manera de administracién, la etapa y severidad de la
enfermedad tratada, el peso y estado general de salud del
paciente, y el juicio del médico que prescribe.

Las cantidades terapéuticamente efectivas de las
composiciones inmunogénicas de la presente invencién fluctdan
generalmente para la inmunizacién inicial para administracién
terapéutica o profildctica, de aproximadamente 0.1 ug hasta
aproximadamente 10,000 pg de péptido para un paciente de 70
kg, cominmente de aproximadamente 0.1 hasta aproximadamente
800 pug, preferentemente entre aproximadamente 0.2 hasta
aproximadamente 5000 ug y de mayor preferencia entre 0.1
hasta aproximadamente 1,000 pg. Estas dosis son seguidas por
dosis de refuerzo de desde aproximadamente 0.1 upg hasta
aproximadamente 1000 pg de pé&ptido conforme a un régimen de
refuerzo durante semanas o meses dependiendo de la respuesta
del paciente y la condicién midiendo las respuestas inmunes
especificas.

Ademéas, la presente invencién se utiliza
profilicticamente para prevenir y/o aminorar una enfermedad
amiloidégena. Las cantidades efectivas 8e describieron
anteriormente. Adicionalmente, el de experiencia ordinaria
en la técnica también sabrdi cémo ajustar o modificar los
tratamientos profilécticos, seglin sea apropiado, por ejemplo
reforzando y ajustando las dosis y los regimenes de dosis.

La administracién terapéutica puede iniciar al
primer signo de la enfermedad. Esto es seguido por dosis de

refuerzo hasta detener o revertir el progreso de 1la
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enfermedad o hasta que los sintomas se abaten spustancialmente
durante un periodo posterior.

Las composiciones inmunogénicas de la presente
invencién para tratamiento terapéutico o profilictico pueden
administrarse por medios parenterales, t6picos, intravenosos,
orales, subcuténeos, intra-arteriales, intra-craniales,
intra-peritoneales, intra-nasales, o intra-musculares para
tratamiento profildctico y/o terapéutico. Una via de
administracién tépica de un agente inmunogénico es la
subcuténea, aunque pueden ser igualmente efectivas otras
vias. Otra via comin es la inyeccién intra-muscular. Este
tipo de inyeccién se lleva a cabo mis tipicamente en los
mGeculos del brazo o pierna. En algunos métodos, los agentes
ge inyectan directamente en un tejido particular en donde se
han acumulado los dep&sitos, por ejemplo inyeccién intra
craneal. Se prefiere la inyeccién intra muscular o 1la
infusién intravenosa para la administraci6m del anticuerpo.
En algunos métodos, 8Be inyectan anticuerpos terapéuticos
particulares directamente en el créneo. Debido a 1la
facilidad de administracién, las composiciones inmunogénicas
de la invencién son particularmente adecuadas para
administracién oral. La invencién proporciona ademis
composiciones inmunogénicas para administracién parenteral,
que comprenden una BsBolucién de los péptidos © conjugados,
disueltos o suspendidos en un vehiculo aceptable,
preferentemente un vehiculo acuoso.

Puede utilizarse wuna variedad de diluyentes,
excipientes y amortiguadores, e.g., agua, agua amortiguada,
salina de foasfato amortiguada, glicina al 0.3%, &cido
hialurénico, y 1lo similar. Estas composiciones pueden

esterilizarse mediante técnicas de eaterilizacidn
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convencionales muy conocidas, o pueden filtrarse estériles.
Las soluciones acuosas resultantes pueden empacarse para B8u
uso como tales o© liofilizarse, siendo combinada la
preparacién liofilizada con una solucién estéril previo a la
administracién. Las composiciones pueden contener sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptable segliin se requiera para
aproximar las condiciones fisiol6gicas, tales como agentes
amortiguadores, agentes de ajuste de tonicidad, agentes
humectantes y lo similar, por ejemplo, acetato de sodio,
lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, monolaurato de soxbitdn, oleato de
trietanolamina, etc.

Para composiciones s86lidas, pueden utilizarse
vehiculos s86lidos convencionales no téxicos. Estos pueden
incluir, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol,
lactosa, estearato de magnesio, sacarina de sodio, talco,
celulosa, glucosa, sucrosa, carbonato de magnesio, y 1lo
pimilar. Para administracién oral, una composicifn no tdxica
farmacéuticamente aceptable se forma incorporando cualquiera
de los excipientes normalmente empleados, tales como aquellos
vehiculos previamente 1listados, y deneralmente 10.95% del
ingrediente activo, es decir, uno o mis conjugados de 1la
invencifn y méis preferentemente a una concentracifén de 25-
75%.

La concentracién de las composiciones inmunogénicas
de la presente invencién en las formulaciones farmacéuticas
puede variar ampliamente, i.e., de menos de aproximadamente
0.1&, cominmente a o a al menos aproximadamente 2% hasta
tanto como 20% a 50% © mis por peso, y Be seleccionari
principalmente por volimenes de fluido, viscosidades, etc. de

acuerdo con el modo particular de administracién
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seleccionado.

Los conjugados de la presente invencién pueden
administrarse también a través de liposomas, que sirven para
dirigir los conjugados a un tejido particular, tal como el
tejido 1linfoide, o dirigir selectivamente a <células
infectadas, asi como para incrementar la vida media de 1la
compoeicién de péptido. Los liposomas incluyen emulsiones,
espumas, micelos, monocapas insolublee, cristales liquidos,
ﬁispersiones de fosfolipido, capas laminares, y lo similar.
En estas preparaciones, la composicién que va a suministrarse
ge incorpora como parte de un liposoma, solo o en conjuncidn
con una molécula, que se enlaza a, por ejemplo, un receptor
que prevalece entre células linfoide. Estas moléculas
incluirian anticuerpos monoclonales, que se enlazan al
antigeno (D45, o con otras composiciones terapéuticas o
inmunogénicas. De este modo, los liposomas llenos con 1la
composicién deseada de la presente invencién pueden dirigirse
al gitio de las células linfoide en donde los liposomas
suministran entonces las composiciones de péptido
terapéuticas/inmunogénicas seleccionadas. Los liposomas para
uso en la invencién se forman de lipidos est&ndar formadores
de vesicula, que generalmente incluyen fosfolipidos de carga
neutra o negativa y un esterol, tal como colesterol. La
Beleccién de lipidos se guia generalmente considerando el
tamafio del liposoma, la labilidad al &cido y la estabilidad
de los liposomas en la corriente sanguinea. Se encuentran
disponibles una variedad de métodos para preparar liposomas
como se describe en e.g., Szoka et al., Ann. Rev. Biophys.
Bioeng. 9:467 (1980}, Patentes de E.U. Nos. 4,235,871,
4,501,728, 4.837,028 y 5,019,369 incorporadas en la presente

por la referencia.
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Para administracién en aerosocl, las composiciones
de la presente invencién se suministran preferentemente en
forma finamente dividida conjuntamente con un surfactante y
propulscr. Los porcentajes tipicos de la composicifn son de
0.01-20% por peso, preferentemente de 1-10%. El surfactante,
por supuesto, debe ser no ifnico, y preferentemente soluble
en el propulsor. Representativos de tales agentes son los
éateres o ésteres parciales de acidos grasos que contienen de
6 a 22 &tomos de carbono, tales como los &cidos caproico,
octanoico, l&aurico, palmitico, esteérico, linoleico,
linolé&énico, olestérico y oleico con un alcohol alifético
polihidrico o su anhidrido ciclico. Pueden emplearse &steres
mezclados, tales como glicéridos mezclados o mnatural. El
surfactante puede constituir 0.1-20% por peso de la
composicién, preferentemente 0.25-5%. El balance de 1la
composicién es ordinariamente propulsor. También puede
incluirse un vehiculo, sBi se desea, como con lecitina para
suministro intranasal.

Log conjugados de 1la presente invencién pueden
administrarse opcionalmente en combinacifn con otros agentes
que son al menos parcialmente efectivos en el tratamiento y/o
disminucién de una enfermedad amiloide y/o sus sintomas. En
el caso del Alzheimer y el sindrome de Down, en los cuales
los depbésitos se presentan en el cerebro, los conjugados de
la invencién pueden administrarse en conjuncién con otros
agentes que incrementan el paso de los agentes de la
invencifn a través de la barrera sanguinea cerebral.

La composicidén inmunogénica comprende tiIpicamente
un adyuvante. Un adyuvante es una sustancia que aumenta la
regspuesta inmune al administrarse en conjuncién con un

inmunégeno o© antigeno. Una cantidad de citocinas o
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linfosinas han mostrado tener actividad de modulacién inmune,
Yy por tanto pueden utilizarse como adyuvantes, incluyendo
pero sin limitarse a las interleucinas 1-a«, 1-B, 2, 4, 5, 6,
7, 8, 10, 12 (ver, e.g., Patente de E.U. No. 5,723,127), 13,
14, 15, 16, 17 y 18 (y sus formas mutantes), los
interferones-a, B y vy, el factor de estimulacién de colonia
de granulocito-macréfago (ver, e.g., Patente de E.U. No.
5,078,996), factor de estimulacién de colonia de macréfago,
factor de estimulacién de colonia de granulocito, GSF, y el
factor de necrosis de tumor o y B. AGn otros adyuvantes
{itiles en esta invencién incluyen una quimiosina, incluyendo
gin limitacién, MCP-1, MIP-la, MIP-1B, y RANTES. También
pueden ser itiles como adyuvantes las moléculas de adhesién,
tales como selectina, e.g., L-selectina, P-selectina, y E-
gelectina. AGn otros adyuvantes {tiles incluyen sin
limitacién, una molécula similar a mucina, e.g., CD34,
GlyCAM-1 y MadCAM-1, un miembro de la familia integrina tal
como LFA-1, VLA-1l, Mac-1 y Ppl150.95, un miembro de 1la
superfamilia de inmunoglobulina tal como PECAM, ICAMs, e.q.,
ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, CCD2 y LFA-3, moléculas co-
estimuladoras tales como CD40 y CD40L, factorea de
crecimiento incluyendo el factor de crecimiento wvascular,
factor de crecimiento de nervios, factor de crecimiento de
fibroblasto, factor de crecimiento epidérmico, B7.2, PDGF,
BL-1, y factor de crecimiento endotelial wvascular, moléculas
receptoras incluyendo Fas, receptor TNF, Flt, Apo-1l, pSs,
WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER,
TRAIL-R2, TRICK2 y DR6. AlGn otra molécula adyuvante incluye
Caspase (ICE). Ver también las Publicaciones de Patente
Internacional Nos. WO9B/17799 y W099/43839 que Be incorporan

en la presente por la referencia en su totalidad para todo
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propbseito.

Los adyuvantes adecuados utilizados para mejorar la
respuesta inmune incluyen, sin limitacién, MPL™ (lfpido A de
monofosforilo 3-0O-deacilado; Corixa, Hamilton, MT), que se
describe en la Patente de E.U. NO. 4,912,094, que se
incorpora en la presente mediante la referencia para todo
prop6ésito. También son adecuados para su uso como adyuvantes
los andlogos A de 1lipido sintético o los compuestos de
aminocalquil glucosamina (AGP), o sus derivados o andlogos que
se encuentran disponibles de Corixa (Hamilton, MT) y que se
describen en la Patente de E.U. No. 6,113,918, gque se
incorpora en la presente mediante la referencia. Tal AGP es
2-[(R) -3-tetradecanoiloxitetradecancilamino] etil-2-deoxi-4-0-
fosfono-3-0-[(8) -3-tetradecanoioxitetradecanoil] -2-[(R) -3-
tetradecanoiloxi-tetradecanoil-amino] -b-D-glicopiranosida
conocida como 529 (también conocida como RCS529; Corixa).
Este adyuvante 529 se formula como una forma acuosa (529 AF)
o como una emulsién estable (529 SE).

Aln otros adyuvantes incluyen emulsiones de aceite
mineral y agua, sales de calcio tales como fosfato de calcio,

sales de aluminio {(alum), tales como hidréxido de aluminio,

foafato de aluminio, etc., Amphigen, Avridine,
L121/escualeno, dcidos D-lactida-polilactida/gilcosida
plurénicos, polioles, muramil dipéptido, Bordatella,
saponinas, tales como Stimulon™ QS-21 (Antigenics,

Framingham, MA), descrita en la Patente de E.U. No.
5,057,540, que s8e incorpora en la presente mediante la
referencia, y particulas generadas de la misma tales como
ISCOMS (complejos inmunoeetimuladores) , Mycobacterium
tuberculosis, lipopolisac&ridos bacteriales, polinucleétidos

sintéticos tales como oligonuclebétidos que contienen un
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motivo CpG (Patente de E.U. No. 6,207,646, que se incorpora
en la presente mediante la referencia), una toxina pertusis
(Pt), 0o una toxina termol&bil de E. coli (LT) ,
particularmente LT-K63, LT-R72, PT-K9/G129; ver, e.g.,
Publicaciones de Patente Internacional Nos. WO 93/13302 y WO
92/19265, que se incorporan en la presente por la referencia
para todo prop6sito.

También son fitiles como adyuvantes las toxinas de
c6lera y sus mutantes incluyendo aquellos descritos en la
Solicitud de Patente Internacional publicada No. WO 00/18434
(en donde el &cido glutémico en la posicién de aminodcido 29
se reemplaza por otro aminodcidos (diferente al &cido
aspirtico, preferentemente una histidina). Similares toxinas
CT o mutantes Be describen en 1la Solicitud de Patente
Internacional publicada No. WO 02/098368 (en donde la
isoleucina en la posicién de aminodcido 16 se reemplaza por
otro aminoclcido, ya 8ea 8oclo © en combinacién con el
reemplazo de la serina en la posicién de aminodcido 68 por
otro amino&cido; y/o en donde la valina en la posicién de
aminodcido 72 se reemplaza por otro aminodcido), otras
toxinas CT 8e describen en 1la Solicitud de Patente
Internacional publicada No. WO 02/098369 {(en donde 1la
arginina en la posicifn de aminodcido 25 se reemplaza por
otro aminodcido; y/o un aminodcido se inserta en la posicién
de amino&cido 49; y/o dos aminodcidos se insertan en la
posicibén de aminodcido 35 y 36).

Debe entenderse que la referencia a lo largo de
esta especificacién a cualquier teorfia para explicar los
resultados descritos no limita el alcance de la invencién.
Independiente del método mediante el cual funciona 1la

invencién, los resultados y ventajas descritos en la presente
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pueden lograrse por referencia a los siguientes ejemplos de
la invencién.

Ser4 aparente para el de experiencia ordinaria en
la técnica que pueden hacerse muchoe cambios y modificaciones
a la miema sin apartarse de la esencia o alcance de las
reivindicaciones anexas. Todas las publicaciones, patentes y
solicitudes de patente mencionadas en esta especificacién se
incorporan por 1la referencia en su totalidad para todo
propbésito de la misma manera que sBe indicarfia especifica e
individualmente que cada publicacién patente, o solicitud de
patente individual, se incorpora por la referencia.

EJEMPLO 1

Conjugacién de CRM;s7 al Péptido AR

La conjugacifn de haptenos/péptidos antigénicos se
llevé a cabo reactivando el wvehiculo CRM;s7; activado, que
tiene treinta y nueve residuos lisina, a un hapteno/péptido
antigénico que tiene un grupo tiol pendiente utilizando el
método descrito abajo (Figura 1). Todos los péptidos AP
contenian un residuo cisteina en la terminacién carboxi para
facilitar la conjugacién de estos péptidos a través del grupo
cisteinil sulfhidrilo a la proteina vehiculo. Estos péptidos
se produjeron mediante sintesis de fase sélida.

I. Activacién

Se bromoacetilaron grupos. amino libres de CRM;s9
mediante reaccifn con un exceso de &cido bromoacético de N-
hidroxisuccinimida éster (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO}
(Bernatowicz y Matsueda, 1986). A una solucidén helada de
CRM;y; (-15 mg), se agregd 10% (v/v) 1.0 M de NaHCO., (pH
8.4). Se disolvidé &cido bromoacético de N-succinimida
éster, igual en peso al CRM;y; utilizado en 200 pl de

dimetilformamida (DMF), agregado lentamente al CRM,s7; y Be
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mezclé suavemente a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 1 hora. La proteina bromoacetilada (activada)
resultante se purificé pas&ndola a través de una columna de
desalinizacién (P6-DG) utilizando PBS/1 mM EDTA (pH 7.0) como
eluyente. Después de 1la purificacién, 1las fracciones
correspondientes al CRM,y; activado se vaciaron y la
concentracién de proteina se estimd por anflisies de proteina
BCA. Los grupos amino de proteina, tanto antes como después
del tratamiento con &cido bromoacético de N-succinimida
éster, se reactivaron con Acido 2,4,6-
trinitrobencenocsulfédnico (TNBSA) que sirvié como indicador de
bromoacetilacién (Means et al., 1972).

IT. Conjugacidn

Previo a 1la conjugacién, loa péptidos se
reactivaron con 5,5’-ditio-bis(2-&cido nitrobenzoico)
(reactivo de Ellman) para verificar el contenido de grupos
libres de SH (entre 62-88% reducidos). Para los primeros
cuatro péptidos AR (aminodcidos 1-7 8in enlazador,
amino&cidos 1-12 con enlazador GAGA (SEQ ID NO: 19),
aminofcidos 1-9 con enlazador GAGA (SEQ ID NO: 10), Yy
aminodcidos 1-7 con enlazador GAGA (SEQ ID NO: 10),
aproximadamente 8.0-10.0 mg de péptido se disolvieron en agua
destilada estéril a una concentracién aproximada de 20 mg/ml.
El péptido se agregd lentamente a CRM;y; frio activado en una
relacién de 1:1 (peso/peso) vy el pH Be ajustd a
aproximadamente 7.0-7.2 con la adicién de 20.36 pl de 1N de
NaOH. El material resultante se mezcl® suavemente durante la
noche a 4°C en la oscuridad seguido por didlisis en 1la
osecuridad contra doe cambios IL de PBS, pH 7.2. Para los
siguientes cuatro péptidos AR (aminodcidos 1-5 sin enlazador,

aminofcidos 1-9 sin enlazador, aminodcidos 1-12 sin
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enlazador, y aminodcidos 1-5 con enlazador), se utilizé una
reaccifn con reactivo de Ellman para verificar los grupos
libres de SH. El CRM,y7; sBe bromoacetild, se purificéd, y se
reactivé con TNBSA como se describié previamente. El1 pH de
cada péptido ase ajustd a 7.0 con la adicién de 0.1 M de NaPO,
(pH 8.5) a 2.2x el volumen del péptido disuelto. El péptido
se agregd lentamente a CRM,y; frio activado en una relacién de
1:1 y se dejé hacer reaccionar durante la noche a 4°C en la
oscuridad. El material resultante se dializ6. Se conjugé un
péptido final de contreol (1-12 mer en orientacién inversa) a
CRM;y; como 8e describié anteriormente con 1la siguiente
modificacién. En lugar de ajustar el pH del péptido a 7.0,
el pH del CRM,y; activado se ajustd6 a aproximadamente 7.5 con
la adicién de 20% (v/v) 0.5 M de NaPO, (pH 8.0). Cada
conjugado después de la didlisis, se transfirié en un tubo
estéril de polipropileno de 15 ml, envuelto en hoja de
aluminio, y se almacend a 4°C. La activacién de los residuos
amino reactivos en el <vehiculo 8e verificé después

subsecuentemente utilizando espectrometria de masa.

Conjugado Péptido Inmunogénico
AP 1-5-C-CRMs, DEAFR-C (SEQ ID NO: 1)
AR 1-7-C-CRMs; DAEFRHD-C (SEQ ID NO: 2)
AB 1-9-C-CRMg, DAEFRHD-C (SEQ ID NO: 3)
AB 1-12-C-CRM:p, DAEFRHDSGYEV-C (SEQ ID NO: 4)
Af 1-5-C-CRMg, DAEFR-GAGA-C (SEQ ID NO: 5)
AB 1-7-C-CRM, DAEFRHD-GAGA-C (SEQ ID NO: 6)
~ Ap 1-9-C-CRMyy DAEFRHDSG-GAGA-C (SEQ ID NO: 7)
AP 1-12-C-CRMq; DAEFRHDSGYEV-GAGA-C (SEQ ID NO: 8)
AR 12-1-C-CRM;y, VEYGSDHRFEAD-C (SEQ ID NO: 9)

(-VE CONTROL)

L = enlazador (GAGA) (SEQ ID NO: 10)
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EJEMPLO 2

Preparacién de Conjugado de Péptido AP-CRM;y; y Purificacién

mediante Bromoacetilacifn por Ultrafiltracién de CRMies

Se reactivé el CRMy; (100 mg) en 0.01 M de
amortiguador de fosfato de sodio, NaCl al 0.9%, pH 7.0, con
4cido bromoacético de N-hidroxisuccinimida éster {disuelto a
20 mg/ml en DMSO) a una relaciém por peso de 1:1 bajo una
atmbafera de argbn. La reaccién se titulé seglin fue
necesario para mantener el pH a 7.0. La mezcla se agit6é en
la oscuridad durante 1.5 horas a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccién se filtrdé a 1.2 pm en el depbsito de
retencién de un sistema UF/DF (Millipore Labscale TFF,
Billerica, MA). La purificacién se realizé6 utilizando una
membrana de 10K o 30K UF mediante diafiltracién (30 veces)
contra 0.01 M de amortiguador de fosfato de sodio/NaCl al
0.9%, pH 7.0. El CRM;y; bromoacetilado se filtr6 pasdndolo
por un filtro de 0.2 yum. El grado de bromocacetilacién se
determin® reactivando el CRM;y; activado con cisteina, seguido
por un anflisis de aminocdcido y cuantificaciébm de 1la
carboximetilcisteina (CMC) resultante.

Conjugacidén del Péptido AP y el CRM,5; Bromoacetilado y Tapa

con N-acetilcisteamina

El CRM;y; bromoacetilado (50 mg) se transfirié a un
matraz de reaccién. A la solucibén agitada, mantenida a 2-8°C
ge agregd® 1M de carbonato/bicarbonato de sodio. Se llevd a
cabo la titulacién para lograr un pH objetivo de 9.0, bajo
atmésfera de argém. Por separado, se pesaron 50 mg del
péptido AP y se disolvieron en agua para inyeccién (WFI) a 20
mg/ml. A esta solucién se agregd 1M de carbonato/bicarbonato
de sBodioc hasta lograr un pH de 9.0. La solucién de péptido

ge agregd a la solucién de CRM;y; bromoacetilado y la mezcla
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ge agité a 2-8°C durante 14-18 horas. Los grupos
bromoacetilo restantes se taparon con un exceso molar de 20
veces de N-acetilcisteamina durante 3-6 horas a 2-8°C.

La mezcla de reacci6n se filtré6 a través de un
filtro de 1.2 pm en el depbsito de retencién de un sistema
UF/DF (Millipore XL), Yy el conjugado se purific6 a
temperatura ambiente mediante diafiltracién 30 wveces en una
membrana MWCO de 10K o 30K (Millipore) mediante diafiltracién
contra 0.01 M de amortiguador de fosfato de sodio/NaCl al
0.9%, pH 7.0. El retenido se colect6 y se filtr§ a 0.2 pym y
Be analizé para contenido de proteina (andlisis colorimétrico
Lowry © Micro-BCA), mediante SDS-PAGE, mediante andlisis de
aminoicido y para inmunogenicidad en ratones.

EJEMPLO 3

Conversién por Tapa de los Grupos Bromoacetilo Sin reaccionar

en Grupcs Aminoacetilo

El CRM;y; bromoacetilado (50 mg) preparado como Be
describidé anteriormente en el Ejemplo 2, se transfirifé a un
matraz de reaccién. A la solucién agitada, mantenida a 2-8°C
se agregS 1M de carbonato/bicarbonato de sodio. Se llevs a
cabo la titulacién para lograr un pH objetivo de 9.0, bajo
atmésfera de argén. Por separado, se pesaron 50 mg del
péptido AP y se disolvieron en WFI a 20 mg/ml. A esta
solucién se agregé 1M de carbonato/bicarbonato de sodio hasta
lograr un pH de 9.0. La solucién de péptido se agregd a la
solucidén de CRM;y97 bromoacetilado y la mezcla se agité a 2-8°C
durante 14-18 horas. Los grupos bromoacetilo restantes se
taparon utilizando solucién de bicarbonato de amonioc al 8%
durante 4 horas a 2-8°C.

La mezcla de reaccidn se filtré6 a 1.2 um en el

depbeito de retencién de un sistema UF/DF (Millipore XL), y
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el conjugado se purificé a temperatura ambiente mediante
diafiltracién 30 veces en una membrana MWCO de 10K o 30K
mediante diafiltracién contra 0.01 M de amortiguador de
fosfato de sodio/NaCl al 0.9%, pH 7.0. El retenido se
colect6 y se f£iltré a 0.2 pm y se analizd para contenido de
proteina (anilisie colorimétrico Lowry o Micro-BCA), mediante
SDS-PAGE, y para inmunogenicidad en ratones.

EJEMPLO 4

Determinacién Cuantitativa de S-Carboximetilcisteina y §S-

Carboximetilcisteamina como Evaluacién del Grado de

Conjugacién y Tapa 'de Conjugados de Inmunégeno de Péptido-

Proteina/Polipéptido

La hidrSlisis &cida de los conjugados de proteina-
péptido generado utilizando quimica de activacién de
bromoacetilo dio como resultado la formacién de S-
carboximetilcisteina estable al &cido (CMC) de las cisteinas
en los sitios conjugados Y la formacidn de S-
carboximetilcisteamina estable al d&dcido (CMCA) de 1la
cisteamina en los sitios tapados (Figura 2). Todas las
lisinas conjugadas y tapadas se convirtieron de nuevo a
lisina y B8e detectaron como tales. Todos 1loe otros
aminodcidos se hidrolizaron de nuevo en amino&cidos libres
excepto por triptofdn y cisteina que se destruyeron por las
condiciones de hidrélisis. Asparagina Yy glutamina Bse
convirtieron en Acido aspértico y &cido glutémico
respectivamente.

Las mueBstras conjugadas se diluyeron con agua
desionizada hasta una concentracién total de proteina de
menos que 1 mg/ml. Dos alicuotas de 10 microgramos de cada
conjugado se secaron y se resuspendieron en 100 pl de 6N de

HCl [Pierce], 5 pl de fenol fundido [Sigma-Aldrich], y 1 ul
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de 2-mercaptoetanol [Sigma-Aldrich]. Las muestras se
incubaron entonces bajo vacio (100 mT) a 110°C durante 22
horas. Los hidrolisatos resultantes se secaron, se
resuspendieron en 250 pl de amortiguador Beckman de muestra
de citrato de sodio Na-S (pH 2.2} [Beckman Instruments, Inc.,
Fullerton, CA], y se filtraron utilizando filtros Whatman de
punta de jeringa de nilén de 0.1 ym y jeringas de 1 ml.

Cada muestra se cargd entonces en un rizo de
muestra analizador de aminodcido Beckman 6300 y se colocé en
el analizador. Los aminodcidos de cada muestra hidrolizada y
de control se separaron utilizande cromatografia de
intercambio de ion seguida por reaccién con solucién Beckman
Ninhydrin NinRX a 135°C. Los aminodcidos derivados se
detectaron entonces en el rango visible a 570 nm y a 440 nm
(ver Tabla 1). Un conjunto est&ndar de aminofAcidos [Pierce
Amino Acid Standard H] conteniendo 500 picomoles de cada
aminofcido se corrié conjuntamente con las muestras vy
controles para cada conjunto de andlisis. Se agregd S-
carboximetilcisteina [Sigma-Aldrich] al est&ndar.

Tabla 1
Tiempos de Retencién para Aminoéicidos Utilizando Programa de
Gradiente 1 en el Analizador de Aminoficidos Beckman 6300

Tiempo de retsncisn Aminofcido Longitud de onda
utilisada para
dataceciéa

8.3 Carboximetilcisteina cmC 570

9.6 Acido aspdrtico & |ABx 570

asparagina

11.3 Treonina Thr 570

12.2 Serina Ser 570

15.8 Acido glutdmico & glutamina |Glx 570 & 440

18.5 Prolina Pro 4490

1359
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21.8 Glicina Gly 570
23.3 Alanina Ala 570
29.0 valina Val 570
32.8 Metionina Met 570
35.5 Isoleucina Ile 570
36.8 Leucina Leu 570
40.5 Tirosina Tyr 570
42.3 Fenllalanina Phe 570
45.4 Carboximetilcisteamina CMCA 570
48.8 Histidina His 570
53.6 Lisina Lys 570
70.8 Arginina Arg 570

Las 4reas de cada pico estindar se utilizaron como
equivalencia cuantitativa para evaluacién proporcional de
cada muestra. La prolina se determind de 440 nm y B8e
convirti®é en una equivalencia en 570 nm utilizando &cido
glut&mico, el aminodcido mis cercano.

Cada uno de estos valores de picomol se convirtié
en una relacién molar de los residuos aminodcido utilizando
una comparacién de picomoles de lisina para el valor tebrico
de lipina presente en la proteina. Se selecciondé lisina para
esta evaluacién en base a su unidén covalente a cisteina y
cisteamina y la hidr6lisis similar esperada. Los niimeros de
moles resultantes de los aminocdcidos se compararon entonces
con la composicién de aminodcido de 1la proteina y se
reportaron conjuntamente con los valores para CMC y CMCA. El
valor CMC se utilizé directamente para evaluacién del grado
de conjugacién y el valor de CMCA se utilizé directamente
para evaluacién del grado de tapado.

EJEMPIO 5

Caracterizacidén y Optimizacidén de Conjugados de Péptido Ap-
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CRM; 97

Para verificar la conjugacién, todos los conjugados
de péptido-CRM;y; B8e analizaron wmediante andlisis de
aminodcido y espectrometria de masa de ionizacién de
desorbcibn l4ser asistida por matriz- tiempo de vuelo (MALDI-
TOF) . Para cada conjugado, se determinaron los moles de
péptido conjugados a cada mol de CRM;g; mediante andlisis de
amino&cido (niGmero de residuos de S-carboximetilcisteina) vy
espectrometria de masa MALDI-TOF. Los valores determinados
por cada método fueron generalmente acordes.

I- Cromatografia de exclusibn de tamafio:

Las muestras concentradas de lote Be retiraron del
almacenamiento y se dejaron calentar a temperatura ambiente.
La muestra de conjugado de péptido AP se mezcld suavemente
para asegurar una preparacién homogénea. La muestra de
conjugado de péptido AR se gir6é en una micro-centrifuga
Eppendorf para retirar cualquier particulado. El
pobrenadante ge retiré para cromatografia TosoHaas TSK-Gel
G30008SW (TosoHaas, Stuttgart, Alemania). Se conecté una
columna TosoHaas TSK-Gel G3000SW a un sistema HPLC y el
limite de presién se estableci6 a 1.4 Mpa. La columna se
equilibré con al menos 30 ml de PBS (10 mM de fosfato de
sodio, 150 mM de NaCl, pH 7.2 + 0.1) a una relacién de flujo
de 0.75 ml/min. La muestra de conjugado de péptido AP se
cargé sobre la columna TosoHaas TSK-Gel G3000SW utilizando
los siguientes parametros:

Concentracién de muestra de conjugado de péptido
Af: 1.5 + 1.0 mg/ml

Relacién de flujo: 0.75 ml/min

Volumen de muestra: 0.1 ml

Tiempo de curso: 30 minutos
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La absorbencia se monitoreé a 280 nm y 210 nm.
Para almacenamiento a largo plazo, la columna TosoHaas TSK-
Gel G3000SW se equilibré con al menos 50 ml de etanol al 20%°
a una relacién de flujo de 0.5-1.0 ml/min.

II. PAGE (Electroforesis de Gel de Poliacrilamida) :

El CRM;y7 activado (bromoacetilado) y loe conjugados
de péptido AB-CRM;y; sSe examinaron mediante geles SDS
utilizando electroforesis NuPAGE Bis-Tris (Novex, Frankfurt,
Alemania) con un pH neutro, un sistema de pre-moldeado de
mini-gel de poliacrilamida y amortiguador de curso NuPAGE MES
SDS. Se mezcldé un alficuota de 8 ug de cada CRM activado o©
conjugado con amortiguador de reduccién de muestra y se
calenté a 100°C durante 5 minutos. Los conjugadoes y los
estindares de peso molecular (MW) (Invitrogen, Carlsbad, CA)
se cargaron en un gel NuPage al 10% (peso/v, acrilamida)
(Novex) en base a un sistema amortiguado de Bis-Tris-HCl y se
corrieron en MES SDS Running Buffer-PAGE (Laemmli). Después
de SDS-PAGE el gel se colore6 con Pierce Gel Code Blue
(Pierce, Rockford, IL). El conjugado de péptido AR-CRM;s; Bse
representd por una banda mayor de aproximadamente 66 kDa, por
arriba de la banda del CRM natural y una banda de dimero de
aproximadamente 120 kDa, conjuntamente con bandas de
miltimero menores (datos no mostrados).

III. Anflisis de Espectrometria de Masa MALDI-TOF de

Conjugados de Péptido-CRMie;

Se utilizé6 la espectrometria de masa para una
aproximacién inmediata del grado de conjugacién. Los
alicuotas adecuados de muestras de CRM;y; activado y conjugado
se analizaron mediante espectrometria de masa MALDI-TOF
utilizando dcido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamico (Acido

sinapinico) como matriz. Se encontré que el peso molecular



10

15

20

25

30

143

- 72 -

del CRM;4y7 activado determinado por la espectrometria de masa
MALDI-TOF (Finnigan MAT Lasermat 2000 Mass Spectometer,
Ringoes, NY) se encuentra centrado a alrededor de 60.5 kDa y
para conjugados varia de 65 kDa a 74 kDa dependiendo del
grado de conjugacién (datos no mostrados). Se encontrd que
hasta 22 de las lisinas (-50%) en CRM,y; se modificaron a una
relacién de 1:1.

IV. Experimentos de Optimizacién

El grado de activacién de la conjugacién es una
funcién de la relacién de reactivo-proteina, la temperatura
de reaccién y el pH de la reaccién del amortiguador de
reaccidn. Se dan abajo algunos ejemplos para ilustrar las
condiciones 6ptimas de conjugacitin 1llevadas a ecabo para
identificar las condiciones O6ptimas de pH a fin de tener
parmetros reproducibles del control del proveso para
reacciones de conjugacién. Los resultados (figura 3)
mostraron que la reaccién de conjugacién a Af8 5 mer (DAEFRC)
(SEQ ID NO: 1) asf como a AP 7 mer (DAEFRHDC) (SEQ ID NO: 2)
dependen del PH Yy producen un mayor grado de
modificacién/conjugacién cuando aumenta el pH de la condicién
de reaccidn. Utilizando la sal de TFA de péptidos de 5 mer y
7 mer, se evalub el grado de conjugacién a un pH de 9.0 con
cantidadee variables de carga de péptido (Figura 4). Es
evidente a partir de estos resultados que los conjugados de
péptido con un nimero definido de copias de péptido por
molécula de CRM pueden generarse variando la relacién de
péptido/CRM activado durante el proceso de conjugacién. Se
llevaron a cabo experimentos similares utilizando sal de
acetato del péptido AP de 7 mer.

Para la conjugacién de AR 1-7/CRM, el proceso de

tapa se evalué comparando los moles de CMCA por CRM con los
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moles de CMC por CRM. Dado que el total del CMC y CMCA fue
constante para cada péptido, relacién de CRM probada, se
presumi® que el proceso de tapa se encontraba completo
(Figura 5). La modificacién total en el conjugado permanecié
entre 19 y 21, en comparacién con el nGmero de lisinas
bromoacetiladas (Figura 5). Estos experimentos se efectuaron
con TFA como el contraiém para el péptido. La conjugacibén de
Af 1-7/CRM 8Be repiti6 utilizando la sal de acetato del
péptido en lugar de la sal de TFA, y estos datos se muestran
en la Figura 5 y 6. El proceso de tapa parecidé completarse,
permaneciendo el total del CMC y del CMCA para cada punto
entre 20 y 22. Las condiciones para la reaccién de
conjugacién de AP-CRM se han optimizado a un pH de 9.0 siendo
controlado el grado de conjugacién por el péptido a la
relacién de CRM en la reaccién. Al variar la relacién de 0.1
a 1.5, el grado de conjugacién puede variar (Figura 6}.

El grado de activacién y conjugacién es una funcién
de la relacién de reactivo-proteina, 1la témperatura. de 1la
reaccidén y el pH del amortiguador de reaccién. El grado de
modificacién (conjugacién) para cada conjugado Bse calculé
sustrayendo el valor de masa del CRMy; activado del valor de
masa de cada conjugado y dividiendo por la masa del péptido
utilizado para preparar el conjugado. El grado de
modificacién (Conjugacién) para todos los conjugados se
describe en la Tabla 2.

El grado de conjugacién también se comparé con los
valores determinados por la cantidad estimada de residuos de
S-carboximetilcisteina formados por mol de CRM,y; (mostrados
también en la Tabla 2).

Tabla 2

Grado de Modificacién: Comparacién de datos de MALDI-T F y
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Muestra Da Grado de Grado dea
(de conjugacién conjugacisn
Espeotrometria de (de (da Anklisis de
Masa) Espactrometria de CMC-Aminoficido
Masa)
CRM; g7 58,408 - _———
BrAc-CRM 60,752 19 -——
Ap 1-7/CRM 74,463 14 15
AR 1-7/CRM 72,375 12 14
AP 1-5/CRM 75,425 20 21
Af 1-5/CRM 71,690 15 18
EJEMPLO 6

Estudios de Inmunogenicidad de Conjugados de Pé&ptido AR

Se utilizaron péptidos que 8e extienden a los
residuos de terminacién N 1-5, 1-7, 1-9, y 1-12 de AP (con y
ein la secuencia de enlace GAGAC) y el péptido que
corresponde a la terminacién N de AP en la secuencia inversa
del aminofcido doce al aminodcido uno (1-12 mer en secuencia
inversa), cada uno c¢onjugado a CRM;y;, 8Se utilizaron para
inmunizar ratones conjuntamente con un péptido AP cie 1-12 mer
en una formulacién con STIMULON™ QS-21. Cada grupo de
ratones se inmunizé6 subcutédneamente con una dosis ya sea de
30 yg o 5 ug de una de las muestras formuladas con 20 pg del
adyuvante STIMULON™ QS-21, al inicio del estudio (semana 0) y
subsecuentemente en las Bemanas 3 y 6. El protocolo de
estudio se ilustra en la Tabla 3.

Como se muestra en la Tabla 3, los péptidos que se
extieﬁden en residuos de terminacién N 1-5, 1-7, 1-9 y 1-12
de AB (con y sin la secuencia de enlace GAGAC) y el péptido
que corresponde a la terminacién N de AR en la secuencia
inversa del aminodcidoc doce al aminofcido uno {(1-12 mer en

secuencia inversa), conjugados a CRM;yy, 8e utilizaron para
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inmunizar ratones conjuntamente con un péptido AR de 12 mer
en una formulacién con QS-21. Cada grupo de ratones se
vacundé subcuténeamente con una dosis ya Bea de 30 ug o 5 ug
de una de las muestras formuladas con 20 pg del adyuvante QS-
21, al inicio del estudio (semana 0) y subsecuentemente en

las semanas 3 y 6. Se utilizaron ratones Swiss Webster para

el estudio entero con 5 ratones en cada grupo. Volumen de
inyeccién = 100 ul; B = Sangrado; V = vacunado; E =
exsanguinado.

Se midieron las titulaciones anti Af mediante ELISA
contra AP y CRM;y; como se describe abajo. Brevemente, Bse
recubrieron placas Costar de 96 pozos (# 3591) durante la
noche a temperatura ambiente con 2 pg/ml de AP 1-42 en un
amortiguador estéril de carbonato/bicarbonato, pH 9.6. Las
placas se vaciaron y se bloquearon durante dos horas a
temperatura ambiente con 200 pl/pozo de BSA al 0.05% en 1X de
PBS/0.05% Tween 20. Las placas blogqueadas se vaciaron y se
lavaron con un lavador de placas conteniendo TBS,
amortiguador de lavado Brij al 0.1% (sin azida). Todo el
antisuero primario se diluyb serialmente con BSA al 0.05% en
1X PBS conteniendo Tween 20/0.02% azida y 100 ul de cada
dilucién se transfirieron entonces a los pozos de placa
apropiados y se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas. Las placas se vaciaron/lavaron entonces como se
describié anteriormente. Se diluy6 anticuerpo secundario de
cabra anti-ratén IgG conjugado con fosfatasa alcalina de
Southern Biotech (ciudad, estado) a 1:1000 con BSA al 0.05%
en PBS conteniendo Tween al 0.05% 20/0.02% azida y 100 ul se
agregaron a cada pozo y s8e incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las placas se vaciaron/lavaron entonces como

se describié anteriormente y finalmente 8e incubaron a
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temperatura ambiente durante 1 hora con 100 pl/pozo de una
solucién de 1 mg/ml de substrato de p-nitrofenil fosfato
preparado en dietanolamina/MgCl;, pH 9.8. El .revelado de
color se detuvo con la adicién de 50 pl/pozo de 3 N de NaOH.
Las placas se leyeron a 405 nM con una referencia de 650 nM.
Las titulaciones de punto final se calcularon a un 0.D. de

0.1 AU.
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Tabla 3
Protocolo de Estudio de Inmunizacifn de Ratén

Cédigo Descripcién Dosis Wk 0 Wk 3 wWké Wk Wk 13 | Wk 16

ze;o (ng)

AE488 CRM/1-7 w/o 30 BV B,V BV B B E
enlazador

AE489 CRM/1-12 con 30 BV BV BV B B E
enlazador

AE490 CRM/1-9 con 30 B,V BV B,V B B E
enlazador

AE491 CRM/1-7 con 30 B,V BV B,V B B E
enlazador

AE492 CRM/1-5 w/o 30 B,V BV B,V B B E
enlazador

AE493 CRM/1-9 w/o 30 BV B,V B,V B B E
enlazador

AE494 CRM/1-12 w/o 30 BV B,V B,V B B E
enlazador
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AEA495 CRM/1-5 con 30 BV B,V E
enlazador

AE496 CRM/1-7 w/o 5 BV BV E
enlazador

AE497 CRM/1-12 con 5 BV BV E
enlazador

AE498 CRM/1-9 con 5 BV B,V E
enlazador

AE499 CRM/1-7 con 5 BV B,V E
enlazador

AES500 CRM/1-5 w/o 5 BV BV E
enlazador

AES01 CRM/1-9 w/o 5 BV B,V E
enlazador
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Tabla 3
Protocolo de Estudio de Inmunizacién de Ratén-Continuacién
cédigo Descripcién Doeis Wk 0 Wk 3 Wk6 Wk8 Wk 13 | Wk 16
del Grupo (ug)
AES502 CRM/1-12 w/o 5 B,V BV BV B B E
enlazador
AE503 CRM/1-5 con 5 BV BV B,V B B E
enlazador
AE504 CRM337 C1-6151 30 BV B,V B,V B B E
AE505 CRM;y; C1-6151 5 BV BV B,V B B E
AE506 CRM/12-1mer 30 B,V B,V BV B B E
AE507 CRM/12-1mer 5 BV B,V BV B B E
AE508 péptido 1-12mer 30 B,V BV B,V B B E
AE509 péptido 1-12mer 5 BV BV B,V B B E
AE510 Ab 30 B,V B,V BV B B B
AE511 Ab 5 BYV BV BV B B E
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ELISA del CRMjs

Se recubrieron placas Greiner de 96 pozos (#
650011) a 37°C durante 90 minutos con 5.0 pg/ml (100 pl/pozo)
de CRM,y; en amortiguador estéril de carbonato/bicarbonato, pH
9.6. Las placas se vaciaron y se lavaron con un lavador de
placas conteniendo 1X TBS, amortiguador de lavado Brij al
0.1%. Todo el antisuero primario se diluyé§ serialmente con
1X PBS conteniendo Tween al 0.3% 20/EDTA y 100 nl 'de cada
dilucién se transfirieron entonces a los pozos de placa
apropiados y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las placas
se vaciaron/lavaron entonces como se describidé anteriormente.
Se diluyé anticuerpo secundario de cabra anti-ratén IgG
conjugado con fosfatasa alcalina de Southern Biotech a 1:1000
con 1X PBS conteniendo Tween al 0.05% 20/0.02% azida y 100 nul
se agregaron a cada pozo y se incubaron a 37°C durante 1
hora. Las placas se vaciaron/lavaron entonces como Be
describié anteriormente y finalmente s8e incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora con 100 pl/pozo de una
solucién de 1 mg/ml de substrato de p-nitrofenil fosfato
preparado en dietanolamina/MgCl,, pH 9.8. El revelado se
detuvo con la adicién de 50 pl/pozo de 3 N de NaOH. Las
placas se leyeron a 405 nM con una referencia de 690 nM. Las
titulaciones de punto final se calcularon a un O.D. de 0.1
AU.

Laa Tablas 4-6 ilustran las titulaciones ELSA de
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punto final contra AB. después de la inmunizacién primaria,
todos los ocho conjugados (excluyendo el control negativo)
indujeron respuestas inmunes anti Ap IgG. Sin embargo, la
dosis de 30 pg, pero no la dosis de 5 ug, de AP dio una
respuesta positiva en la semana 3 después de la inmunizacién
primaria. Entre todos los conjugados, parece que el péptido
AR 1-7 conjugado sin enlazador emiti6 una respuesta tan buena'l
o mejor que otros conjugados estudiados. A una dosis de 5
pg, el AR 1-5 C funcionb6 mejor en las semanas 8-16. El1 AB 1-
7 C fue mejor a una dosis de 30 pug. el anédlisis de 1las
titulaciones de anticuverpo después de la segunda y tercera
inmunizacién con una dosis ya sea de 5 o 30 ug, indican que
la méxima respuesta inmune a ABf para la mayoria de los
conjugados se observd después de la segunda inmunizacién. Al
menos en ratones, la tercera inmunizaci6n no parecié aumentar
la respuesta inmune. Sin embargo, el péptido AP necesité
tres inmunizaciones con la dosis de 30 upg para alcanzar la
mdxima respuesta contra el péptido (Tabla 5). En términos de
disminucién del anticuerpo durante un extenso periodo de
tiempo, el nivel de anticuerpo de los grupcos inmunizados con
conjugados se redujo por 2 a 3 veces en comparacién con el
mis alto nivel dentro de ese grupo. Se analizaron muestras
individuales de las semanas 6 y B8 para calcular los GMTs
contra AR para cada uno de los grupos (Tabla 6) para observar

si algln grupo de conjugados fue sustancialmente mejor que
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los otros. El andlisis estadistico de las titulaciones en la
semana 6 de los conjugados de AR 1.5 C, Ap 1-7 C y Ap 1-9 C,
indicé que el conjugado de AP 1-7 indujo wuna titulacién
significativamente mayor. también es evidente a partir de
este experimento que la secuencia de enlace GAGAC no

contribuyé a aumentar la respuesta inmune al péptido.

r
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Tabla 4
grupo Semana 3 Semana 6 Semana 8 Semana 13 Semana 16
1-5C <100 14 960 687 691 882 012 625,208 771,828
1-7C <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
1-12C <100 615 132,009 390 624 166 162 184,170
1-5LC <100 4,999 458,075 454 631 237 573 220,091
1-71.C <100 17,693 849,170 842 402 446 089 400,536
1-91LC <100 18,544 1,465,115 1 180 347 571 127 579,477
1-12LC <100 12,664 908,360 598 867 368 101 316,075
CRM;97 <100 <100 <100 <100 <100 <100
1-42 <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, 6 8 13 y 16 titulos de punto final ELISA contra AP que

utiliza antisuero desde 5 pg de dosis de la longitudes que varian de los intervalos de

los conjugadoa de péptido de la N-terminal del péptido Amiloide AR, Ref Elan
policlonal hiperinmune #592=3,073,307 Punto final en O D 0 1 de ratones AU Swiss

Webster inmunizados SC-N con 5 pg de los antigenos anteriores formulados con 20 pg de
STIMULON™ QS-21 en las semanas 0, 3 y 6
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Tabla 5
Grupo Semana 0 Semana 3 Semana 6 Semana 8 Semana 13 Semana 16
1-5C <100 18,150 590 355 332,832 204,645 176 159
1-7C <100 100,672 1l 840 741 647,470 592 638 779 072
1-9C <100 18,520 1l 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 16,347 469 191 184,077 177 358 164 680
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
1-12LC <100 27 348 697 150 483,320 284 800 397,816
CRM; g7 <100 <100 <100 <100 <100 <100
1-42 <100 160 3 327 109 718 48,646 27 901
1-12 <100 <100 <100 <100 <100 <100
12-1C <100 <100 <100 <100 <100 <100
Tabla 5 Semanas O, 6, 8 13 y 16 titulos de punto final ELISA contra AP que

utiliza antisuero desde 30 pg de dosis de la longitudes que varian de los intervalos

de los conjugados de péptido de la N-terminal del péptido Amiloide AP Ref Elan
policlonal hiperinmune #592=3,073,307 Punto final en O D 0 1 de ratones AU Swiss

Webster inmunizados SC-N con 30 pg de los antigenos anteriores formulados con 20 pg de
STIMULON™ (QS-21 en las semanas 0, 3 y 6
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Tabla 6
Grupo Semana 6 Semana 8
1-5C 237,668 161,671
1-7C 1,866,702% 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
1-9LC 826,773 562,458
1-12LC 544,768 376,952
1-42 365 4,565

Tabla 6. Semanas 6 y 8 punto final de ELISA GMTs
contra AP utilizando antisuero de 30 pg por dosis de
conjugados de péptido que se extienden a longitudes variables
de la terminacién N de amiloide-AB. Ref: Elan Hyperimmune
Polyclonal #592 = 3,073,307. Punto final a 0.D. 0.1 AU. Se
inmunizaron ratones Swiss Webster SC-N con 30 ug de los
antigenos anteriores formulados con 20 pg de STIMULON™ Qs-21
en las semanas 0, 3 y 6

a. El anilisis estadistico de las titulaciones de
la semana 6 de 1-5C, 1-7C, y 1-9C utilizando Tukek-Kramer
muestra una diferencia estadistica entre 1-5C ve 1-7C solo,

mientras que el andlisis utilizando prueba Student’s T

muestra una diferencia estadistica entre 1-5C vg 1-7C y 1-5C
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ve 1-9C.

b. El anilisis estadistico de las titulaciones de
la semana 8 de 1-5C, 1-7C, y 1-9C no muestra una diferencia
estadistica entre los tres grupos. Sin embargo, ahi parece
haber una tendencia que puede indicar una diferencia entre 1-
5C vs 1-7C.

Coloracién PDAPP de Tejido Cerebral de Ratdn

El anilisis de coloracién PDAPP de tejido cerebral
proporciona una indicacién de 1la funcionalidad de los
conjugados de péptido AR y/o antisuero AP 1-42. Las muestras
de suero de grupos de ratones individuales se analizaron por
separado para su capacidad de reconocer placas de tejido
cerebral de ratén PDAPP que contienen péptido amiloide. Los
resultados se muestran en la Tabla 7A y 7B. Con la excepcidén
del antisuero de conjugado de AP 5 mer, huboc una respuesta en
relacién a la dosis para reconocer las placas.
Independientemente del enlazador, 30 pg de antisuero inducido
por conjugado tuvieron mejores patrones de reactividad en
comparacién con la del antisuero de conjugado de AP 5 mer.
Sin embargo, con el antisuero de conjugado de AP 5 mer,
parece haber una reactividad similar o mejor para el grupo de
5 pg. Comparando todos estos resultados, se concluye que los
conjugados producidos de AP 1-5 mer a AP 1-9 mer son
gsuficientes para producir placas que reconocen la respuesta

inmune en ratones y la presencia de enlazador no es esencial.
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Las siguientes conclusiones pueden tomarse de este estudio:
(a) Todos los conjugados de péptido indujeron antisuerc de
alta titulacién contra la proteina vehiculo CRM;s; a niveles
iguales o ligeramente mas altos en comparacién con el control
CRM;s; no conjugado (no mostrado). (b) Los conjugados con el

enlazador GAGAC no aumentaron la inmunogenicidad o

funcionalidad en comparacién con conjugados 8in el enlazador.
(c) Los datos de inmunogenicidad y la coloracién PDAPP de
tejido cerebral (una indicacién inicial del anticuerpo
funcional) muestran que los conjugados de AP 1-5 mer y AP 1.7
mer parecieron ser los inmunSgenos preferidos para desarrollo
posterior.

Tabla 7A. Coloracién PDAPP de tejido cerebral de ratém

Dosis de 5 png
Bin enlaxador Con enlaxador
Vacuna Aninmal# Coloracién Vacuna Animal® Coloracién
PDAPP PDAPP
CRM/AB 1.5 1 +(no difuso) CRM/AP 1.5 1 -
2 ++ [+ 2 -
3 ++/ +++ 3 +
4 ++ 4 +
5 ++ 5 +
CRM/AB 1.7 1 ++ CRM/AB 1.7 i +
2 ++ 2 ++
3 ++ 3 ++
4 ++ 4 +
5 ++ 5 ++
CRM/AB 1.9 1 + CRM/AP 1.9 1 ++
2 +/++ a ++
3 + 3 +
4 * 4 +
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4 - 4 -

5 + 5 -

Todo el antisuero se diluyé 1:1000 para el procedimiento de
coloracién.

Tabla 7A. Coloraclién PDAPP de tejido cerebral de ratémn

Dosis de 3 ng
8in enlaxador Con enlazador
Vacuna Animal® Coloracisn Vacuna Animal# Coloracién
PDAPP PDAPP

CRM/AP 1.5 1 - CRM/AB 1.5 1 +

2 +/++ 2 -

3 - 3 -

4 * 4 +

5 ++ 5 -
CRM/Af 1.7 1 +/++ CRM/AP 1.7 1 +

2 ++ 2 +/+

3 ++ 3 +/++

4 ++ 4 +/+

5 ++/+4++ 5 +/++
CRM/AP 1.9 1 ++/+++ CRM/AR 1.9 1 +/++

2 ++ 2 ++

3 ++ 3 ++

4 + 4 +

5 + 5 +/++
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CRM/AB 1.12 1 - CRM/AB 1.12 1 +/++
+/++ 2 +
3 +/++ 3 -
4 + 4 +/++
5 + 5 +
CRM/AP 12-1 1 - Af 42 1 +
mer 2 - 2 -
3 - 3 -
4 - 4 -
5 - 5 -

Todo el antisuero se diluyé 1:1000 para el procedimiento de
coloracién.

EJEMPLO 7

Estudios de Inmunogenicidad en Monos

Grupos de 6 monos recibieron 30 pg de conjugado 7
mer (conjugado total) con adyuvante ya sea STIMULON™ QS-21,
alum o formulacién RC529 SE en los dias 0, 29, y 58. Los
grupos adicionales incluidos fueron 30 upg de conjugado 5 mer
Ya sea con alum (A1(OH;) o RC529 SE, y 75 y 300 pg de AP con
STIMULON™ QS-21 como controles positivos. Los controles
positivos fueron inmunizados cada dos semanas. En el dia 36
Yy 64 se determinaron las titulacionee de anticuerpo anti-Af
(Figuras 7-9). En el dia 36, los conjugados 7mer/CRM con
STIMULON™ QS-21, Alum y RC529 SE emitieron titulaciones GMT
de 10110, 13330 y 17090 respectivamente (Figura 7). En
contraste, el AP 1-42 m&s STIMULON™ QS-21, emitié GMTs de 223

y 1734 a niveles de dosis de 75 y 300 ug, respectivamente.
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El conjugado AP 5 mer emitid una titulacién de 2134 con alum
y 15980 con RC529 SE. En el dia 64, i.e., después de 3 dosis
de conjugados ya sea con STIMULON™ QS-21 o RC-529 SE
indujeron titulaciones sustancialmente mayores que posterior
a la segunda dosis (GMTs 69910 para 7mer/RC-529 SE; 21640
para AP 5mer/RC-529 SE y 30310 para AP 7mer/STIMULON™ QS-21)
(Figura 8). Los conjugados con alum emitieron titulaciones
reducidas posterior a la tercera inmunizacién en comparacién
con las posteriores a la segunda inmunizacién. Parece que el
conjugado AP 7mer emitié una mejor respuesta en comparacién
con el conjugado AR 5 mer. En monos, el conjugado AP 7 mer
con adyuvante RC-529 SE o STIMULON™ QS-21 emitié la respuesta
mis alta (Figura 9). La respuesta al conjugado Af 7 mer con
alum fue moderada y similar a la de 300 pg de AP 1-42 con
STIMULON™ QS-21.

Pueden tomarse diversas conclusiones del presente
ejemplo. Primero, ambos conjugados son muy inmunogénicos en
especies de primate. Segundo, la presencia de adyuvantes en
la formulacién de inmunizacién influye significativamente la
respuesta inmune. Tercero, excepto por el adyuvante de
aluminio, RC-529 SE y STIMULON™ QS-21 aumentan la respuesta
inmune después de cada dosis de inmunizacién al menos hasta
tres dosis (Figuras 9). El conjugado AP 7 mer total indujo
una mayor respuesta inmune en presencia de 529, seguido por

STIMULON™ QS-21 (ver Figura 9).
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EJEMPLO 8

Preparacién de Mdltiples Conjugados de Péptido Antigénico

(MAP) y sus Estudios de Inmunogenicidad

Se encuentran disponibles diversos métodos para
generar miltiples sBitios antigénicos en los vehiculos. En
los ejemplos previos, cada sitio antigénico se conjuga por
separado al vehiculo mediante conjugacién definida y quimicas
de tapado. En este ejemplo, se construyen miltiples sitios
antigénicos mediante sintesis de fase s6lida o repeticiones
en serie de AR 1-7 mer. Alternativamente, estas repeticiones
en serie pueden acoplarse con epitopes de célula T con o sin
enlace a través de un niicleo lisina como se describe en todas
partes. Estos miltiples péptidos antigénicos se sintetizaron
con un reesiduo cisteinil adicional para conjugacién a 1la
proteina vehiculo. SE sintetizaron los péptidos conteniendo
una unidad de repeticién (1-7), tres unidades de repeticidn
(1-7)3 y cinco unidades de repeticién (1-7)s con un residuo
cisteinil adicional en el extremo carboxilo. Estos péptidos
se unieron covalentemente a CRM bromoacetilado durante la
noche a través de sus residuos cisteina de terminacién C. La
reaccién se llevé a cabo a un pH 9.0-9.2 con relaciones de
péptido:CRM agregadas como sBe sefialé en la Tabla 8. Los
grupos bromoacetilo que no reaccionaron con el péptido, se
taparon con N-acetilcisteamina. Estos lotes representan

conjugados que contienen una sola copia, tres copias en serie

161
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y cinco copiae en serie del péptido AR 1-7 conjugado a CRM,
respectivamente. La Tabla 8 &sefiala brevemente las

propiedades de las muestras.

Tabla 8
Miltiples Muestras de Conjugado de Péptido Antigénico (MAP)
Conjugado Péptido:CRM pH de la reaccién
(peso/paso)
Ab(1-7)./CRM 0.37 8.99
Ab(1-7)3;/CRM 1.02 8.95
Ab(1-7)s/CRM 1.67 9.17

La carga del péptido (el nGmero promedio de
péptidos AR 1-7 por vehiculo) y los niGmeros de tapa (Tabla 9)
gon los nimeros de aminoAcidos fGnicoe (CMC u CMCA) por
vehiculo como sge determind por el anilisis de amino&cido.

Los valores CMC y CMCA se refirieron a lisina.

Tabla 9
Grado de Conjugacién Y tapa de Cada Conjugado
Conjugado Carga da péptido|Tapa (CMCA)
(CMC)
Ab(1-7)./CRM 12.5 11.7
Ab(1-7)3;/CRM 10.4 15.2
Ab(1-7)s/CRM 9.8 15.9

Se inmunizaron ratones Swiss Webster (10 por grupo)
subcutfneamente con 1 o 0.1 pg de péptido conjugado de

RP/CRM. La mitad de los ratones se inmunizaron con la
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composicién formulada con 100 pg del adyuvante Al(OH)i3, y la

mitad se inmunizaron sin adyuvante. Las inmunizaciones se
programaron en las semanas 0 y 3. Se programaron sangrados
para las semanas 0, 3 y 6. Las muestras de suero Bse

analizaron para su respuesta de anticuerpo contra el péptido

Af 1-42 mer. Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
Titulaciones de Punto final Anti-Ap para Miltiples Conjugados

de Péptido Antigénico (MAP)

Cédigo de |Descripcidén de | Adyuvante |Deplsito |GMT GMT
Grupo Muastra Sexmana 0 |Semana 3 |Semana 6
AG332 1 ug Ap{1-7),/CRM Al (OH), <100 18,096 |100,279
AG333 1 ug AP{1-7),/CRM Al(OH), <100 44,911 |420,235
AG334 1 pg AP(1-7):/CRM Al1{OH), <100 27,032 |394,488
AG335 0.1 pg AB{1-7},/CRM Al (OH), <100 19,350 |66,834
AG336 0.1 pg ApP(1-7}./CRM Al (CH), <100 13,307 208,272
AG337 0.1 pg AP{1-7}s/CRM [Al (OH), <100 1,196 22,665
AG338 1 ug Ap(1-7),/CRM Ninguno <100 5,273 370,980
AG339 1 ug AB(1-7),/CRM Ninguno <100 9,299 541.093
AG340 1 pg AB(1-7)s/CRM Ninguno <100 3,100 185,272
AG341 0.1 pg AB({1-7)./CRM Ninguno <100 340 25,839
AG342 0.1 ug AB(1-7),/CRM Ninguno <100 128 5,553
AG343 0.1 pg AR(1-7)s/CRM Ninguno <100 668 2,098

Todos los conjugados indujeron titulacién del
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anticuerpo anti-Ap 1-42 después de la inmunizacibdn primaria y
los niveles aumentaron sustancialmente después de la dosis de
las

refuerzo. En ausencia del adyuvante de aluminio,

diferencias en la respuesta a la dosis fueron evidentes en

los sangrados tanto de la semana 3 como de la semana 6. La
dosis mAs alta emitié alta titulacién de respuesta
anticuerpo. El adyuvante de aluminio emitié una respuesta de

anticuerpo sustancialmente mayor en la semana 3 en ambos
niveles de dosis (0.1 y 1 ug) en comparacién con los grupos

sin adyuvante. Después de la inmunizacién secundaria, los
conjugados dados a una dosis de 1 pg emitieron un incremento
de 5 a 10 veces en los niveles de anticuerpo. A este nivel
de dosis los conjugados de péptido con 3 y 5 repeticiones
indujeron mis alta respuesta de anticuerpo que un conjugado
conteniendo una sola repeticién. También se determinaron las

titulaciones del vehiculo CRM y estas se listan en la Tabla

11.
Tabla 11
Titulaciones de Punto final Anti-CRM para Miltiples
Conjugados de Péptido Antigénico (MAP)
Cédigo de | Desoripaidn da | Adyuvante |DepSsito |GMT GMT
Grupo Muestra SBemana 0 Senana 3 |Semana 6
AG332 1 pg AB(1-7),/CRM Al {OH), <50 10,531 |114,602
AG333 1 pg AB(1-7),/CRM Al (OH), <50 4,274 83,065
AG334 1 pg AP{1-7)./CRM Al (OH), <50 1,680 49,320
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AG335 0.1 ug Ap{1-7)./CRM Al (OH}, <50 1,114 13,231
AG336 0.1 ug AP{1-7),/CRM Al (OH), <50 197 1,484
AG337 0.1 pg AB{1-7)s/CRM Al (OH), <50 65 222
AG238 1 pug Ap(1-7),/CRM Ninguno <50 35 309
AG339 1 pg ApP(1-7),/CRM Ninguno <50 29 1,085
AG340 1 pg AB(1-7)s/CRM Ninguno <50 29 542
AG341 0.1 pg Ap{1-7)./CRM Ninguno <50 25 55
AG342 0.1 pg AB(1-7),/CRM Ninguno <50 25 34
AB343 0.1 pg AR(1-7)3/CRM |Ninguno <50 29 - |ND

Los animales se inmunizaron en las eemanas 0 y 3 Yy B8e
sangraron en las semanas 0, 3 y 6. Adyuvante: 100 pg Al(OH)j;
o ninguno. ND = no determinado.

Los datos en la Tabla 11 indican que los grupos sin
adyuvante indujeron niveles muy bajos de respuesta de
anticuerpo anti-CRM a niveles de dosis tanto de 1 pg como de
0.1 pg incluso después de dos inmunizaciones. Sin embargo,
los conjugados con adyuvante de hidréxido de aluminio
indujeron niveles sustanciales de respuesta de anticuerpo
anti-CRM a una dosis de 1 pg y una respuesta mucho mi&s baja a
una dosis de 0.1 pug. en presencia del adyuvante, 1las
titulaciones CRM fueron mis altas para el conjugado de una
sola repeticidén, intermedias para el conjugado de tres
repeticiones, y més bajas para el conjugados de cinco
repeticiones. Esto Be espera, dado que la dosis de CRM por

dosis de péptido es m&s baja para AP (1-7)s/CRM, y mis alta
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para AP (1-7)./CRM. Las diferencias fueron significativas
solo estadisticamente en la semana 6 para la dosis de 0.1 pg.
El objetivo de la presente invencién es producir
una alta titulacién de la respuesta inmunogénica contra el
hapteno antigénico y no necesariamente contra la proteina
vehiculo. Bajo ciertas circunstancias, es deseable producir
una 6ptima respuesta inmune contra la determinante antigénica
de hapteno con poca © ninguna respuesta inmune contra la
proteina vehiculo. Para tales aplicaciones, los conjugados
con repeticiones en serie de miltiples determinantes
antigénicas con formulacién sin adyuvante cubririn las
necesidades.
EJEMPLO S

Preparacién de Conjugados de Péptido AP con Diversas

Proteinas Vehiculo y sus Inmunogenicidades

Este ejemplo compara la inmunogenicidad de
conjugados utilizando ser diferentes proteinas vehicule. La
sal de acetato de Ap 1-7 se agregd a vehiculos
bromoacetilados en una relacién de 1:1 por peso a un pH 9.
Todos los conjugados excepto AP 1-7/rC5ap se taparon con N-
acetilcisteamina. Todos 1les vehiculos alternativos son
proteinas bacteriales recombinantes, incluyendo CRM /toxoide
de difteria), peptidasa C5a recombinante (rCSap; clonada de
Streptococcus galactiae, incluye mutaciones D130A y S512A),

ORFs 1224, 1664, 2452 (todos clconados de Streptococcus



10

15

20

- 97 - 168

pyogenes), Yy T367, T858 (cada uno clonado de Chlamydia
pneumoniae). En la Tabla 12 se encuentra un resumen de los
vehiculos utilizados. El grado de conjugacién y tapa de cada
conjugado AP 1-7 a estos vehiculos se presenta en la Tabla
13.

Este estudio mostrdé que el conjugado de peptidasa
C5a recombinante indujo mayores titulaciones contra AP que la
mayoria de los otros vehiculos analizados, incluyendo CRM.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa para las
titulaciones de la semana 6 de grupos que recibieron
hidréxido de aluminio. Ademis, el conjugado AP 1-7/1858 fue
pignificativamente mis inmunogénico que la mayoria de otros
conjugados en ausencia de adyuvante. El Gnico conjugado que
tuvo un bajo desempefio en relacifn al conjugado de control
CRM fue AP 1-7/T367, un conjugado que tamp.oco reaccioné con
anticuerpo monoclonal especifico para Ap mediante
inmunoandlisis Western. Este estudio confirma que otros
numerosos vehiculos pueden wutilizarse con éxito para
inmunizar contra el péptido AB.

Tabla 12

Lista de Propiedades de Vehiculos y Conjugado

PROTEINA vEHfCULO MW dal vehiculo|# de lisinas

(Da)

CRM 58,408 39

RC5ap 108,560 85
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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 Tapa de Cada Conjugado

CONJUGADO Carga de péptido|Tapa (CMCA)
(CMC)

AB 1-7/rCSap 25.9 -
AR 1-7/ORFl1l224 12.8 5.7
AP 1-7/ORF1664 13.4 10.8
AP 1-7/0ORF2452 12.03 10.5
AP 1-7/T367 13.2 8.2
AB 1-7/T858 5.2 1.7

Resultados de conjugacién: Carga de péptido (el nGmero
promedio de péptidos AP 1-7 por vehiculo) y niGmero de tapado,
son los n(Gmeros de amino&cidos Unicos (CMC o CMCA) por
vehiculo determinado por andlisis de aminolcido. Los valores
CMC y CMCA se refirieron a lisina.

Resultados de Inmunizacién

La titulacién media geométrica para cada grupo en
este estudio se lista en la Tabla 14. En la semana 3, 8in
importar la presencia de adyuvante, el AP 1-7/rC5ap indujo

titulaciones eignificativamente mi&e altas anti- AP que los
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conjugados correspondientes preparados con Streptococcus
pyogenes ORFs 1224, 1664, 2452, o Chlamydia pneumoniae ORFa
T367 y T858. En la semana 3 en ausencia de adyuvante, el AP
1-7/rCSap también fue mds inmunogénico que todos los otros
conjugados excepto AP 1-7/T858. Bl conjugado T858 ain
AL(OH); indujo mé&s altas titulaciones que los conjugados de
ORF1224, ORF1664, ORF2452 y CRM s8in adyuvante. El {nico
conjugado que fue significativamente menos inmunogénico que
Afp 1-7/CRM fue AP 1-7/T367 (p<0.00002}. el vehiculo T367
tuvo un bajo desempefioc con o sin adyuvante en ambas semanas 3
y 6. En la semana 6, el conjugado rCS5ap con hidréxido de
aluminio fue méis inmunogénico (p<0.04) que todos los otros
conjugados excepto AP 1-7/0RF2452. En ausencia de adyuvante,
tanto AP 1-7/eCS5ap como AR 1-7/T858 indujeron titulaciones
significativamente mis altas que los conjugados de ORF1224,
ORF1664 o T367. El AP 1-7/CRM Bin hidr6xido de aluminio

indujo titulaciones mis altas que ya sea AP 1-7/0RF1664 o AP

1-7/T367.
Tabla 14
Titulaciones de Punto final de Anti- AP 1-42

CODIGO DE | DEBCRIPCION DE | ADYUVANTE DEPGSITO |GMT GMT
GRUPO MUESTRA SEMANA 0 |SEMANA |SEMANA

' 3 6
AG344 5 pg AP (1-7) /CRM Al (OH) 5 <100 21,404 |54,157
AG345 5 pg AR(1-7)/rCSap |Al(OH), <100 61,967 [402,97

2

AG346 S ug AP (1-7)/ORF1224 |Al(OH), <100 10,711 [30,084
AG347 5 pg AR (1-7) /ORF1664 |Al (OH), <100 7,188 [43,226




Jil
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AG348 5 ug Ap{(1-7) /ORF2452 |Al (OH), <100 11,437 }109,08
1
AG349 5 ug AP (1-7) /T367 Al (OH), <100 321 5,139
AG350 5 ug RAp(1-7)/TAas8 Al (OH), <100 16,656 |33,328
AG351 5 ug AR (1-7)/CRM Ninguno <100 2,615 119,48
8
AG352 5 ng ApP(1-7)/rC5ap Ninguno <100 11,858 |279,11
3
AG353 5 ug AP (1l-7)/ORF1224 |Ninguno <100 1,674 [18,719
AG354 5 ug AP(1-7)/ORF1664 |Ninguno <100 119 9,832
AG355 5 ug AP(1-7) /ORF2452 |Ninguno <100 2,493 76,038
AG356 5 pg AB{1-7)/T367 Ninguno <100 50 620
AG357 5 pg AB(1-7)/TB58 Ninguno <100 28,820 |275,20
2

Los animales se inmunizaron en las semanas 0 y 3 y B8e
sangraron en las semanas 0, 3 y 6. La dosis se basa en la
cantidad total de conjugado. Adyuvante: 100 pg Al(OH)s o
ninguno.

EJEMPLO 10

Preparacién de Conjugados Adicionales de Péptido Ap-Proteina

I. Activacién

Se disolvié CRM;sy congelado (8 ml, 55.84 mg, a 7.48
mg/ml) en 0.1 M de amortiguador de borato (pH 9, 3.968 ml)
para conducir la concentracién a 5 mg/ml. La solucién se
enfri6 en un bafio de hielo a 0.5°C. Se disolvidé N-
hidroxisuccinimida (59.9 mg) (Aldrich-Sigma) en DMF (100 pl)
{Aldrich-Sigma) y se agregd por goteo a la solucién de CRMisy.
A la adicién de &cido bromoacético de N-hidroxisuccinimida,

se observé un precipitado. Cuando sge verificé el pH,
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disminuyé a un pH 6. El pH de la mezcla de reaccién se
regres a un pH 9 agregando mds 0.1 M amortiguador de borato.
La mezcla de reaccién se agit6 entonces a 4°C durante 1 hora
con agitacién suave. La mezcla se purificé y se concentrd
utilizando concentracién centrifuga centriprep YM-10 y se
repurific6é en Sephadex G-25 utilizando 10 mM de borato como
eluyente. Lag fracciones positivas al reactivo Bradford se
depositaron y se concentraron utilizando centriprep YM-10.
Se determiné el grado de bromoacetilacién mediante andlisis
Bradford (lineal). Se encontré6 que la concentracifn fue de
5.36 mg/ml (produjo 30 mg). La concentraciémn final se ajusté
entonces para ser 5 mg/ml y se almacend en el congelador en
sucrosa al 5% hasta su uso posterior.

II. Conjugacidn

Para cada conjugacién se utilizé CRM; 97
bromoacetilado congelado. Los péptidos Bse disolvieron en
amortiguador de borato (2.5 mg en 125 ml de 0.1 M de
amortiguador de borato). Se observé una ligera insolubilidad
con los péptidos A3 KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45), CLVFFAEDV (SEQ
ID NO: 47), CKLVFFAED (SEQ ID NO: 48), y LVFFAEDC (SEQ ID NO:
50). El CRMy;s57 bromoacetilado 8Be traté con las
soluciones/suspensiones de péptido. La relacién de péptido y
proteina en la mezcla fue de 1:2. Se observd turbiedad en
lae mezclas de conjugado con los péptidos KLVFFAEDC (SEQ ID

NO: 45), CLVFFAEDV (SEQ ID NO: 47), CKLVFFAED (SEQ ID NO:
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48), y péptidos KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45). Las mezclas se
verificaron entonces para el pH (pH 9) y se incubaron a 4°C
durante la noche con agitacién lenta. Las concentraciones
finales de las mezclas se prepararon a 3 mg/ml antes de la
incubacién. La turbiedad de las mezclas de conjugado con los
péptidos CLVFFAEDV (SEQ ID NO: 47), y LVFFAEDC (SEQ ID NO:
50) desaparecieron después de la incubacién. Sin embargo,
KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45), y CKLVFFAED (SEQ ID NO: 48) fuercn
atin ligeramente turbias. El conjugado de proteina falsa
soluble también se prepar$ con cisteamina a una relacidén de
1:1 (peso/peso). Se obtuvieron péptidos sintetizados de
BIOSOURCE con una pureza de aproximadamente 95%.

Octameros

LVFFAEDVC (SEQ ID NO: 44)

KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45)

VFAAFAEDVGC (SEQ ID NO: 43)

CLVFFAEDV (SEQ ID NO: 47)

CKLVFFAED (SEQ ID NO: 48)

CVFFAEDVG (SEQ ID NO: 46)

Heptémeros

VFFAEDVC (SEQ ID NO: 49)
LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50).

III. Tapa de Grupos Lisina sin reaccionar en Proteina:

Las lisinas no reactivadas 8Be taparon con N-

acetilcisteamina (CMCA: Aldrich-Sigma) a una relacifn de 1/1
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(peso/peso) durante 4 horas a 4°C mientras se reposS en la
oscuridad. Los péptidos sin reaccionar y los reactivos de
tapa se retiraron de 1los conjugados mediante didlisis
utilizando un casete Slide-A-Lyzer (M, corte 10,000) (Pierce)
contra amortiguador PBS (2 1) durante la noche (13 horas).
El intercambio de amortiguador y la didlisis se efectuaron
dos veces (2 x 14 Thoras). Se observd una ligera
insolubilidad en los conjugados con péptidos KLVFFAEDC (SEQ
ID NO: 45) y CKLVFFAED (SEQ ID NO: 48). Todos loe conjugados
se almacenaron en el refrigerador a 4°C en un preservativo.

IV. Caracterizacidén del Vehiculo Proteina:

Se utilizé MALDI-TOF MS para determinar la masa del
CRM;s; bromoacetilado y la masa del conjugado falso de N-
acetilcisteamina-CRM,g7.
En base a las masas de CRM;3; y CRM;y; bromoacetilado se
modificaron 11 reasiduos de lisina.
(59941.46-58590.29) /122 = 11
en donde, el Mw de CRM;y; e8 58624.29
el Mw de CRM;y; bromoacetilado es 55941.46
el Mw de bromoacetato es 122.
El grado de bromoacetilacién fue de mis de 28%.
(El ntmero total de lisinas en CRM,;y; fue de 39). De estos 11
residuos. de 1lisina modificados, 10 s8se acoplaron con
cisteamina. La eficiencia de acoplamiento fue de 90%.

(61143-59941) /119 = 10
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en donde el Mw del CRM,y; bromoacetilado es 59941.46
el Mw del conjugado falso es 61143
el Mw de N-acetilcisetamina es 119
(10/11) x 100 = 90

V. Caracterizacién de los Conjugados de Péptido-Proteina

mediante Inmunoandlisis Western SDS-PAGE con Gel de Pre

moldeado de Tris-Tricina:

Los conjugados de proteina-péptido se analizaron
mediante inmunocandlisis Western. Las rutas son: marcador
(ruta 1); L-28375 24/01 (ruta 2); L-28375 24/02 (ruta 3);
L.28375 24/03 (ruta 4); L-28375 24/04 (ruta 5); L-28375 24/05
(ruta 6); L-28375 24/06 (ruta 7); L.2B375 24/07 (ruta 8); L-
28375 24/08 (ruta 9); L-28375 24/09 (Falso) (Ruta-10); Yy
BrAcCRM;y; {(ruta 11). Se utilizé un anticuerpo monoclonal
especifico del péptido de ratones (248-6H9-806 Ap 17-28)
como el anticuerpo primario (antisuero) (se encontyS que una
dilucién de 1:3000 fue la mejor). El IgG de cabra anti-ratén
(H + L)-HPR fue el anticuerpo secundario (dilucién 1:1000).
Se observé que todos los conjugados fueron reconocidos por el
anticuerpo primario, excepto el conjugado falso y el CRMoy
activado. (Ver Figura 10).

Concentraciétn de Proteina

Las concentraciones de proteina de las muestras de
conjugado se determinaron mediante el anilisis Pierce BCA.

(Ver Tabla 15).
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Aniliseis de Aminoécido

El andlisis de aminodcido se llevé a cabo para
determinar el grado de conjugacién. El grado de conjugacién
se calculéd en base a los reaiduos CMCA
{carboximetilcisteamina) encontrados en los conjugados. Se
utilizé CMCA para tapar los sitios activados sin reaccionar

después de la conjugacién con los péptidos (Ver Tabla 15).

Tabla 15
Grado de Conjugacién de Péptidos con BrAcCRM;y,
Conjugado Secuencia de Péptido Concentracidn | Grado da
Crudo (SEQ ID RO) Final Conjugacién
(mg/ml) (en base a CMCA)

L-28375 24/01 |LVFFAEDVC (BEQ ID NO: 44) .67 8/10

1
L-28375 24/02 |KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45) 0.82 5/10
L-28375 24/03 |VFAAFAEDVGC (SEQ ID NO: 43) |1.43 8/10
L-28375 24/04 |C-LVFFAEDV (S8EQ ID NO: 47) (1.04 9/10
L-28375 24/05 |C-KLVFFAED (SEQ ID NO: 48) |0.78 1/10
L-28375 24/06 |C-VFFAEDVG (SEQ ID NO: 46) |0.97 8/10
L-28375 24/07 |CVFFAED VFFAEDVC (SEQ ID|1.00 7/10
NO: 49)
L-28375 24/08 |LVFFAERDC (SEQ ID NO: 50) 9.00 8/10
L-28375 24/09 1.89 10/11

Todos los andlisis colorimétricos se llevaron a
cabo utilizando espectrofotémetro de microplaca y SOGTmax
Pro.

EJEMPLO 11

Estudios Inmunogénicos de Conjugados de Péptido AR en Ratones

Swies Webster
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Se inmunizaron ratones Swiss Webster criados, con
VFAAFAEDVGC (SEQ ID NO: 43), LVFFAEDVC (SEQ ID NO: 44),
KLVFFAEDC (SEQ ID NO: 45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO: 46), C-
LVFFAEDV (SEQ ID NO: 47), C-XKLVFFAED (SEQ ID NO: 48),
VFFAEDVC (SEQ ID NO: 49), LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50) cada una
conjugada a CRM;p7 0 con AP 1-7 CRM;y; todas formuladas con el
adyuvante RC 529 SE. Nueve grupos de 10 animales por grupo
ge inmunizaron subcutineamente con uno de los conjugados de
péptido AP al inicio del estudio (semana 0} Y
subsecuentemente en la semana 4. El sBuero se colectd previo
a, pero en los mismos dias que la inmunizacién.

Estudios inmunogénicos de Conjugados de Péptido AR en Ratones

Balb/c criados

Se inmunizaron ratones criados Balb/c como en el
pirrafo precedente, pero también se reforzaron con conjugado
y adyuvante en la semana 12.

Resgultados

El suerc de ambos estudios se colecté para andlisis
de titulacién de anticuerpo IgG especifico del péptido APi3-ze-
El suero de ratones Balb/c también se colectf para andlisis
un dia antes del refuerzo de la semana 12, y una semana
después. Se evaluaron células de bazo de animales utilizados
en el Ejemple 11 por 8su potencial para responder a 1la
estimulacién in viro con un depésito sobrepuesto de péptidos

extendidos APBi-4«2, de longitud total AR;-«2, CRM;s; © activadores
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policlonales. El anilisis se comprende de lectura Ellispot
para interleucinas 4 y 5, e interferfn-gama. Al completarse,
los conjugados de péptido AP se evalGan como se describié
anteriormente y comc se describe en el Ejemplo 6.

EJEMPLO 12

Estudios Inmunogénicos de Conjugados de Péptido AP en Ratones

PSAPP

Se inmunizaron ratones PSAPP, con VFAAFAEDVGC (SEQ
ID NO: 43), LVFFAEDVC (SEQ ID NO: 44), KLVFFAEDC (SEQ ID NO:
45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO: 46), C-LVFFAEDV (SEQ ID NO: 47),
C-KLVFFAED (SEQ ID NO: 48), VFFAEDVC (SEQ ID NO: 49),
LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50). El ratém PSAPP, un ratén
doblemente transgénico (PSAPP) que sobreexpresa transgenes
APP y PSI, se describe en Holcomb et al., (1998) Nature
Medicine 4:97-11.

Estudios Inmunogénicos de Conjugados de Péptido AP_en Ratones

PDAPP

Se inmunizaron ratones PDAPP, con VFAAFAEDVGC (SEQ
ID NO: 43), LVFFAEDVC (SEQ ID NO: 44), KLVFFAEDC (SEQ ID NO:
45), C-VFFAEDVG (SEQ ID NO: 46), C-LVFFAEDV (SEQ ID NO: 47),
C-KLVFFAED (SEQ ID NO: 48), VFFAEDVC (SEQ ID NO: 489),
LVFFAEDC (SEQ ID NO: 50). El rat6n PDAPP, expresa una forma
mutante de APP humana (APP''f) y desarrolla la enfermedad de
Alzheimer a una temprana edad (Bard et al., (2000) Nature

Medicine 6:916-919; Masliah E. et al., (1996) J. Neurosci.

33 .
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15:16 (18) : 5795-811) .

Resultados

El suerc de ambos estudios se colectd para anédlisis
de titulacién de anticuerpo IgG especifico del péptido APia-ze-
Al completarse, los conjugados de péptido AP se evalGan como
se describié anteriormente y como se describe en los Ejemplos
6 y 11, asi como en el andlisis de condicionamiento de temor
contextual (Céc).

El condicionamiento de temor contextual es una
forma comin de aprendizaje que es excepcionalmente.confiable
y r&pidamente adquirido en la mayoria de los animales, por
ejemplo, mamiferos. Los animales de prueba aprenden a temer
un estimulo y/c ambiente neutral previamente debido a su
asociaciém con una experiencia de aversifn. (ver e.q.,
Fanselow, Anim, Learn. Behav. 18:264-270 (1990); Wehner et
al., Nature Genet. 17:331-334, (1997); Caldarone et al.,
Nature Genet. 17:335-337 (1997)).

El condicionamiento de temor contextual es
especialmente (Gtil para determinar la funcién cognitiva o
disfuncién, e.g., como resultado de enfermedad o trastorno,
tal como una enfermedad o trastorno neurodegenerativo, una
enfermedad o trastorno relacionado con AR, una enfermedad o
trastorno amiloidogénico, la presencia de wuna funcién
cognitiva que efectlia una alteracién genética desfavorable

{e.g., mutacién genética, rompimiento de gen, o genotipo no

IR
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deseado), y/o la eficacia de un agente, e.g., un agente de
conjugado AP, en la capacidad cognitiva. En consecuencia, el
anflisis CFC proporciona un método para probar y/o validar
independientemente el efecto terapéutico de agentes para
prevenir o tratar una enfermedad o trastorno cognitivo, y en
particular, una enfermedad o trastorno que afecta una o més
regiones del cerebro, e.g., el hipocampo, subiculum, corteza
cingulada, corteza prefrontal, corteza peririnal, corteza
sengorial y l6bulo temporal medio.

Tipicamente, el andlisis de CFC se lleva a cabo
utilizando cémaras estéindar para animal y el empleo de
entrenamiento que comprende un choque suave (e.g., 0.35 mA
choque en el pie) conjuntamente con una auditoria (e.g., un
periodo de 85 db de ruido blanco), clave olfatoria (e.qg.,
extracto de almendras y limén), de tacto {(e.g., textura del
piso de la jaula), y/o visual (rifaga de luz). La respuesta
a la experiencia de aversién (choque) es tipicamente de
congelamiento (ausencia de movimiento excepto por 1la
regpiracién) pero también puede incluir parpadeo, o cambio en
el reflejo de la membrana de nicitacién, dependiendo del
animal de prueba seleccionado. La respuesta de aversién se
caracteriza comfinmente en el primer dia de entrenamiento para
determinar una linea base para temor incondicional, con
resultados de avereién en los subsecuentes dias de prueba,

e.g., congelacién en presencia del contexto y/o clave peroc en
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ausencia de la experiencia de aversibén, caracterizados como
temor condicionado de contexto y clave, respectivamente.
Para confiabilidad mejorada, los animales de prueba se
prueban tipicamente por separado por técnicos independientes
y se marcan al paso del tiempo. Los detalles experimentales
adicionales pueden encontrarse en la técnica, por ejemplo, en
Crawley, JN, What’s Wrong with my Mouse; Behavioral
Phenotyping of Transgenic and Knockout Mice, Wiley-Liss, NY
(2000) .

Los animales de prueba ejemplares (e.g., animales
modelo) incluyen animales (e.g., roedores o© primates no
humanos) que exhiben sintomas prominentes o patologia
caracteristica de un trastorno amiloidogénico tal como de
Alzheimer. Los modelos animales pueden crearse criando
selectivamente o pueden fabricarse genéticamente utilizando
técnicas transgénicas muy conocidas en la técnica, de manera
que una alteracién genética objetivo (e.g., una mutacién
genética, rompimiento del gen) en un gen asociado con el
trastorno de demencia, conduce a la expresifn aberrante o
funcién del gen objetivo. Por ejemplo, &8e encuentran
disponibles diversas especies de ratén transgénico que
sobreexpresan APP y desarrollan patologia de placa amiloide
y/o desarrollan déficits cognitivos caracteristicos de 1la
enfermedad de Alzheimer (ver, por ejemplo, Games et al.,

supra, dJohneon-Wood et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
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94:1550 (1997); Masliah E. y Rockenstein E. (2000} J. Neural
Transm. Suppl. 59:175-83).

Alternativamente, el modelo animal puede crearse
utilizando compuestos quimicos (e.qg., neurotoxinas,
aneatésicos) o técnicas quirirgicas (e.g., ablacién
esterotécticas, axotomizacién, transeccién, aspiracién) que
abladen o de otra manera interfiere con la funcién normal de
una regién cerebral anatémica (e.g., hipocampo, amigdalas,
corteza perorinal, nGcleo septal medio, coeruleus locus,
cuerpos mamalarios) o neuronas especificas (e.g., neuronas
serotonérgicas, colinérgicas, o dopaminérgicas) asociadas con
sintomas caracteristicos o patologia del trastorno
amiloidogénico. En ciertas modalidades preferidas, el modelo
animal exhibe un prominente déficit cognitivo asociado con
aprendizaje o memoria ademés de la patologia
neurodegenerativa asociada con un trastorno amiloidogénico.
Mas preferentemente, el déficit cognitivo empeora
progresivamente con el aumento de la edad, de manera gque el
progreso de la enfermedad en el modelo animal se iguala al
progreso de la enfermedad en un sujeto que sufre del
trastorno amiloidogénico.

El acondicionamiento de temor contextual y otros
anilisis in vivo para probar 1la funcionalidad de los
conjugados descritos en la piesente pueden llevarse a cabo

utilizando ratones tipo silvestre o ratones que tienen cierta
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alteracién genética que conduce a dalio en la memoria o
modelos de ratén de enfermedad neurodegenerativa, e.g.,
enfermedad de Alzheimer, incluyendo modelos de ratén que
despliegan niveles elevados de AP soluble en el fluido
cerebroespinal (CSF) o plasma. Por ejemplo, los wmodelos
animales para la enfermedad de Alzheimer incluyen ratones
transgénico que sobreexpresan la mutacién “Swedish” de
proteina precursora amiloide humana (hAPPaswe; Tg2576) que
muestran déficits de memoria dependientes de la edad y placas
(Hsiao et al., (1996) Science 274:99-102). La funcionalidad
in vivo de los conjugados descritos en la presente también
puede probarse utilizando el ratfn mutante PS-1, descrito en
Duff et al., (1996) Nature 383, 710-713. Otros modelos
transgénicos genéticamente alterados de enfermedad de
Alzheimer se describen en Masliah E. y Rockenstein E. (2000)
J. Neural Transm. Suppl. 59: 175-83.

En varios aspectos, los métodos de la invencién
comprenden la administraciém de un conjugado AP capaz de
mejorar el conocimiento en un sujeto en donde el conjugado AR
ge ha identificado al utilizar un andlisis adecuadamente
predictivo de la eficacia inmunoterapéutica en el sujeto. En
modalidades ejemplares, el andlisis es un andlisis de modelo
animal basado, al menoe en parte, en la comparaciém del
conocimiento como B8e determina a partir del estudio de

condicionamiento de temor contextual de una animal después de
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la administracién de un reactivo de prueba inmunolégica al
animal, en comparacién con un control adecuado. El andlisis
CFC evalia los cambios en cognicién de un animal (tipicamente
un ratén o rata) al tratarse con un compuesto potencial
terapéutico. En ciertas modalidades, el cambio en cognicién
evaluado ee una mejora en el estado de dafio a la memoria o
reversién del déficit de memoria. En consecuencia, el
anilisis CFC proporciona un método directo para determinar el
efecto terapéutico de agentes para prevenir o tratar
enfermedad cognitiva, y en particular, una enfermedad o
trastorno que afecta una o mie regiones del cerebro, e.g., el
hipocampo, subiculum, corteza cingulada, corteza prefrontal,
corteza pririnal, corteza sensorial, y l6bulo temporal medio.
Tales andlisis CFC se tratan en 1la Solicitud de Patente
copendiente de E.U. Serie No. 60/XXX,XXX titulada "Contextual
Fear Conditioning for Predicting Immunotherapeutic Efficacy”
(conteniendo la minuta del abogado No. ELN-058-1), presentada
en Diciembre 15 de 2004, y la Solicitud de Patente Serie No.
60 /XXX, XXX titulﬁda “Contextual Fear Conditioning for
Predicting Immunotherapeutic Efficacy” {(conteniendo la minuta
del abogado No. ELN-058-2), cuyos contenidos se incorporan en
la presente por la referencia.
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REIVINDICACIONES:

1. Un método para conjugar un péptido inmundégeno que comprende el
péptido AB o fragmentos de AB o anélogos de este por via de un grupo
reactivo de un residuo de aminoécido del péptido inmunégeno para un
vehiculo de protelna/polipéptidc que tiene uno o mas grupos

funcionales, el método comprende las etapas de:

(a) Derivar uno o mas de los grupos funcionales del vehiculo de
protelna/polipéptido u opcionalmente a un ligador de polipéptido
adherido al vehiculo de protelna/polipéptido para generar un vehiculo

derivado que reactiva sitios;

(b) Hacer reaccionar el vehiculo de protelna/polipéptido derivado de la
etapa (a) con un grupo reactivo de un aminoacido del péptido
inmundgeno que comprende el péptido AR o fragmentos de AB o
analogos de estos bajo condiciones de reaccion tales que el péptido
inmundgeno de conjuga al vehiculo de protelna/polipéptido derivado por
via de al menos uno de lo sitios reactivos, formando por lo tanto un

conjugado;

(c) Hacer reaccionar adicionalmente el conjugado con un reactivo de
taponamiento para inactivar sin combinacién, sitios reactivos que no han
reaccionado en el vehiculo de proteina (polipéptido derivado, por lo cual

el conjugado elicita un inmune deseado contra el péptido AB.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el vehiculo se selecciona del
grupo que consiste de albamina de suero humano, hemocianina de lapa

de ojo de cerradura (KLH), moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina,
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ovalbumina, hemaglutinina influenza, polipéptido PADRE, protelna
circumsporozito malaria (CS), antigeno de superficie de hepatitis B
(HBSAg 19-28), Protelna de Choque de témico (HSP) 65,
Mycobacterium tuberculosis, toxina del célera, mutantes de toxina de
colera con toxicidad reducida, toxina de difteria, protelna CRM197 que
es reactiva cruzada con toxina difteria, peptidasa Streptococcal Cba
recombinante, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF2452, Streptococcus pneumoniae neumolisina, mutantes
de neumolisina con toxicidad reducida, Chlamydia pneumoniae
ORFT367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, toxoide de tétano, HIV gp
120 T1, componentes de reconocimiento de moléculas de matriz
adhesiva de superficie microbial (MSCRAMMS), factores de crecimiento,

hormonas, citoquinas y quimioquinas.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el vehiculo

contiene un epitopo de célula T.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 donde el vehiculo es un

toxoide bacterial.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehiculo es

hemaglutinina influenza.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehliculo es un

polipéptido PADRE.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

proteina malaria circumsporozito (CS).
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8. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de Hepatitis B (HBSAg 19-28).

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es una

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

proteina de choque de térmico 65 (HSP 65).

El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

El método de acuerdo con !a reivindicacion 4, en donde el vehiculo es

toxoide de tétano.

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el toxoide

bacterial es CRM197.

El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el vehiculo es

una peptidasa Streptococcal C5a recombinante.

El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF 1224.

El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF 1664.

El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF 2452,

El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo es

Chlamydia pneumoniae ORS T367.

EY
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18. E! método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el vehiculo

Chlamydia pneumoniae ORF T858.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 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 10, en donde el factor de
crecimiento u hormona se selecciona del grupo que consiste de IL-1, IL-

2, y-interferdn, IL-10, GM-CSF-MIP-1a, MIP-1B, y RANTES.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido

inmundégeno es un fragmento Ap.

22. El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el fragmento AR

es de la mitad N-terminal de Ap.

23. El método de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde el fragmento AB
se selecciona del grupo que consiste de AR 1-3,1-4,1-5,1-6,1-7,1-9,1-
10,1-11,1-12,1-16,1-36 y 3-7.

24 El método de acuerdo con la reivindicacién 23, en donde el fragmento de

AP se selecciona del grupo que consiste de AB 1-5,1-7,1-9, y 1-12.

25. El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el fragmento de

AB es de la mitad C-terminal de AB.
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26. El método de acuerdo con la reivindicacién 25, en donde el fragmento de

AP se selecciona del grupo que consiste de AB33-42,35-40 y 35-42.

27. El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el fragmento de

AP es de la porcion interna de AB.

28. El método de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde el fragmento de
AP se selecciona del grupo que consiste de AR 13-28,15-24,16-22,16-
23,17-23,17-24,18-24,18-25,17-28 y 25-35.

29. El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el fragmento de
AP se selecciona del grupo que consiste de AB1-3, 14, 1-5, 1-8, 1-7, 1-
10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23,
17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540 y 3542.

30. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento AB.

31. El método de acuerdo con la reivindicacidn 22, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal de AB.

32. El método de acuerdo con la reivindicacion 31, en donde el péptido
inmunégeno comprende desde el N-terminal al C-terminal, una

pluralidad de copias adicionales del fragmento N-terminal AB.

33. El método de acuerdo con la reivindicacién 32, en donde el péptido

inmunégeno es (AR1-7)3.
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35.

36.

37.

38.

39.

El método de acuerdo con la reivindicacion 32, en donde el péptido

inmundégeno es (AB1-7)5.

El método de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde el péptido
inmundgeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

de un fragmento AB diferente.

El método de acuerdo con la reivindicacion 30, en donde el péptido
inmunégeno AR es un fragmento de AP seleccionado del grupo que

consiste de AB 7-11, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacion 21,22, 29 o 30, en donde el
péptido inmunégeno se enlaza en su C-terminal al N-terminal de una

molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 21,22, 28 o 30, en donde el
péptido inmunégeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de una

molécula de vehiculo para formar un péptido heterélogo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 21,22, 29 o 30, en donde el
péptido inmundgeno se enlaza a su N-terminal a C-terminal, una primer
molécula de vehliculo ligada a su C-terminal al N-terminal del fragmento
AB ligado a su C-terminal al N-terminal de una segunda molécula de

vehiculo para formar péptido heterélogo.

40 El método de la reivindicaciéon 37, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

BESRE
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41

42

43

45

48.

47.

48,

49,

Ei método de la reivindicacién 37, que comprende adicionaimente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

El método de la reivindicacién 37, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo diferente.

El método de la reivindicacién 38, que comprende adicionaimente al

menos una copia adiciona! de la molécula de vehiculo.

El método de la reivindicaciéon 38, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo diferente.

El método de la reivindicacion 39, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehiculo son la misma molécula de vehiculo.

El método de la reivindicacién 39, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehiculo son moléculas de vehlculos diferentes.

El método de la reivindicacién 37, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula T, un epitopo

de célula B y combinaciones de estos.

El método de la reivindicacién 38, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula T, un epltopo

de célula B y combinaciones de estos.

E! método de la reivindicacién 38, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula T, un epitopo

de célula B y combinaciones de estos.

2145,
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50.

51

52.

53.

95.

El método de acuerdo con la reivindicacién 39, en donde {a molécula de
vehiculo se selecciona del grupo que consiste en un epitopo de célula T,

un epltopo de célula B y el método de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacibn 21, en donde el péptido
inmunégeno esta comprendido adicionaimente de una o mas moléculas
del fragmento AP y se ligan juntos en una configuracién de péptido

antigénico multiple (MAP).

El método de acuerdo con la reivindicacién 51, en donde uno o mas de
los fragmentos AP se seleccionan del grupo que consiste de Ap 1-3, 1-4,
1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540 y 3542

El método de acuerdo con la reivindicacion 51, en donde el péptido
inmunégeno es AP1-7 y la configuracibn MAP es una configuracién

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacidbn 51, en donde el péptido
inmunégeno es (AB1-7) 3 y la configuracién MAP es una configuracion

MAP4.

El método de acuerdo la reivindicacién 51, en donde el péptido
inmunégeno es (AB-7) 5 y la configuracién MAP es una configuracién

MAP4

194
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56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

El método de acuerdo con al reivindicacién 1, en donde el grupo funcional
de una o méas moléculas de aminoéacidos del vehiculo de
proteina/polipéptido o del ligador opcionalmente adherido se deriva

utilizando un reactivo de reticulacidn

El método de la reivindicacion 56, en donde el agente de derivacién es un

reactivo de reticulacioén de longitud O

El método de la reivindicacién 56, en donde el reactivo de derivacién es

un agente de reticulacién homobifuncional.

El método de la reivindicacién 56, en donde el reactivo de derivacidn es

un reactivo de reticulacién heterobifuncional.

El método de la reivindicacion 56, en donde el vehiculo de
protelna/polipéptido se hace reaccionar con un reactivo de

haloacatilacion.

El método de acuerdo con la reivindicacién 59, en donde el reactivo
heterobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo funcional e-
amina o primaria de uno o mas residuos de aminoécido del vehlculo de
proteina/polipéptido y un grupo tiol pendiente de uno 0 mas residuos de

aminoécidos de péptido inmunégeno.

El método de la reivindicacién 61, en donde el reactivo heterobifuncional
es bromoacetato de N-succinimidilo, propinado de N-succinimidilo-3-(2-
piridil-tio) (SPDP) y 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato de
succinimidilo (SMCC).

95
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63.

65.

67.

70,

71.

El método de la reivindicacién 62, en donde el grupo funcional s-amino es

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 61, en donde el grupo tiol

pendiente es un residuo cisteina del péptido inmunégeno.

El método de acuerdo con la reivindicacion 64, en donde residuo cisteina

se localiza en el terminal amino del péptido inmunégeno.

El método de acuerdo con la reivindicacion 64, en donde el residuo

cisteina se localiza en el terminal carboxi del péptido inmundgeno.

El método de acuerdo con la reivindicacion 64, en donde el residuo

cisteina se localiza intemamente en el péptido inmunégeno.

El método de acuerdo con la reivindicacion 64, en donde el grupo tiol

pendiente se genera por un reactivo de tiolatacién.

El método de acuerdo con la reivindicacion 68, en donde el reactivo de

tiolatacién es lactona homocisteinotio N-acetilo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el reactivo de
taponamiento que se utiliza para inactivar el reactivo sin combinacion, los
grupos funcionales en el vehiculo de protelnas/polipéptidos activados se
selecciona del grupo de reactivos que consiste en cisteamina, N-

cisteamina, y etanolamina.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el reactivo de

taponamiento que se utiliza para inactivar el reactivo sin combinacién, los

L96
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grupos funcionales en el vehiculo de proteina/polipéptido activado se
selecciona del grupo de reactivo que consiste de hidréxido de sodio,

carbonato de sodio, bicarbonato de amonio y amonio.

72. El método de la reivindicacién 1, en donde el grupo reactivo del residuo

aminoécido del péptido inmundgeno es un grupo sulfhidrilo.

73 El método de la reivindicacién 1, en donde uno o mas de los grupos
funcionales estan sobre un ligador, que se une opcionalmente al vehiculo

proteina/polipéptido.

74. El método de la reivindicacion 72, en donde el ligador es un ligador de

péptido.
75. El método de la reivindicacién 73, en donde péptido y ligador es polilisina.

76. Un método para conjugar un péptido inmundgeno que comprende el
péptido AP o los fragmentos de AP o analogos de estos para un vehiculo

de protelnas/polipéptidos que tiene la estructura.

En donde,

C es un vehiculo de protelnas/polipéptidos y X es un grupo funcional
derivable de un residuo aminoacido del wvehiculo de
protelnas/polipéptidos o opcionalmente de un residuo de aminoacido de

un ligador de péptido unido covalentemente al vehiculo de
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proteinas/polipéptido, y en donde M es un entero diferente de 0, pero

menor que o igual a 85, el método comprende las etapas de:

(a) derivar uno o mas de los grupos funcionales del vehiculo de
protelna/polipéptido o de la molécula de ligador opcionalmente unida para

generar una molécula derivaqa con sitios reactivos;

(b) hacer reaccionar el vehiculo de protelna/polipéptido derivado de la
etapa (a) con un grupo reactivo de un residuo de aminoécidos del péptido
inmundégeno que comprende el péptido AP o los fragmentos de AB o
analogos de estos para formar péptidos de inmunégeno acoplados

covalentemente de conjugado de vehiculo de protelnas/polipéptido;

(c) hacer reaccionar adicionalmente dicho conjugado con un reactivo de
taponamiento para inactivar los grupos funcionales reactivos sin
combinacién sobre el vehiculo de proteina/polipéptido activado, tal como
los grupos taponados no estan en combinacion para reaccionar con otras
moléculas, preservando por lo tanto la funcionalidad del vehiculo, de tal
forma que este retiene su capacidad para elicitar las respuestas inmunes
deseadas contra el péptido inmundgeno que pudiera de otra forma no
ocurrir sin un vehliculo, de tal forma que genera un péptido inmunégeno
taponado-vehiculo de proteina/polipéptidc conjugado que tiene Ila

formula:

(X—P),

(XR),

En donde



WO 2005/058941 13 PCT/US2004/044093

C es el vehlculo de proteina/polipéptido y Xd es un grupo funcional
derivado de un residuo de aminoacido el vehiculo de proteina/polipéptido
u opcionalmente de un residuo de aminoécido de un péptido ligador unido
covalentemente al vehiculo de proteinas/covalentemente al vehiculo de

proteina/polipéptido en donde,

P es una molécula de péptido inmunégeno que comprende el péptido A o
fragmentos de AB o analogos de estos unidos covalentemente al grupo
funcional derivado del residuo de aminoacido del vehiculo de proteina u
opcionalmente de un residuo de amino4cido de un ligador de péptido

unido covalentemente a un vehiculo de proteinas/polipéptido,

R es una molécula de taponamiento unida covalentemente al grupo
funcional del residuo de aminodcido del vehiculo de proteina/polipéptido
u opcionalmente de un residuo de aminoécido de un péptido ligador unido

covalentemente a un vehiculo de proteina/polipéptido,

n es un entero diferente de 0, pero menor que o igual a 85, y

p es un entero mayor que 0, pero menor que 85.

77. El método de la reivindicacion 76, en done el vehiculo se selecciona de
un grupo que consiste en albamina de suero. en donde el vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de albiimina de suero humano, lapa de
ojo de cerradura (KLH), moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina,
ovalbumina, hemaglutinina influenza, polipéptido PADRE, proteina
circumsporozito malaria (CS), antigeno de superficie de hepatitis B
(HBSAg 19-28), Protelna de Choque de témmico (HSP) 65,
Mycobacterium tuberculosis, toxina del célera, mutantes de toxina de

cblera con toxicidad reducida, toxina de difteria, protelna CRM197 que es
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78.

79,

80.

81.

82.

83.

reactiva cruzada con toxina difteria, peptidasa Streptococcal Cba
recombinante, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF2452, Streptococcus pneumoniae neumolisina, mutantes
de neumolisina con toxicidad reducida, Chlamydia pneumoniae
ORFT367, Chlamydia pneumoniae ORF T858, toxoide de tétano, HIV gp
120 T1, componentes de reconocimiento de moléculas de matriz
adhesiva de superficie microbial (MSCRAMMS), factores de crecimiento,

hormonas, citoquinas y quimioquinas.

El método de acuerdo con la reivindicacién 77, en donde el vehiculo

contiene un epltopo de célula T

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehlculo es

un toxoide bacterial.

El método de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde el vehiculo es

hemaglutinina influenza.

El método de acuerdo con la reivindicacion 78, en donde el vehiculo es

polipéptido PADRE.

El método de acuerdo con la reivindicacion 78, en donde el vehiculo es

proteina malaria circumsporozito (CS).

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAg19-28).

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

proteina de choque de térmico 85 (HSP 65).
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85.

87

89

90.

91.

92.

93.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

El método de acuerdo con la reivindicacion 78, en donde el vehlculo es

toxoide de tétano.

El método de acuerdo con la reivindicacidon 78, en donde el toxoide

bacterial s CRM 197.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehlculo es

peptidasa Streptococal rC5a.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

Streptococcus pyogenes ORF1224.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF1664.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF2452.

El método de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde el vehiculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T367.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 78, en donde el vehlculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T858.

JoL
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94 E| método de acuerdo con la reivindicacion 76, en donde el vehiculo es
una hormona o factor de crecimiento, que estimula o mejora la

respuesta inmune.

95 El método de acuerdo con la reivindicacién 84, en donde la hormona o
factor de crecimiento se selecciona del grupo que consiste de IL-1, IL-2,

v-interferdn, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1B y RANTES.

96. El método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde el péptido

inmundgeno es un fragmento AB.

97. El método de acuerdo con la reivindicacién 96, en donde el fragmento AR

es la mitad N-terminal de AB.

98. El método de acuerdo con la reivindicacién 97, en donde el fragmento AB
se selecciona del grupo que consiste de AB 1-3, 14, 1-5, 16, 1-7, 1-9,
1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-6 y 3-7.

99. El método de acuerdo con la reivindicacién 98, en donde el fragmento AR

se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-5, 1-7, 1-9 y 1-12.

100. El método de acuerdo con la reivindicacion 96, en donde el fragmento

AP es de la mitad C-terminal de Ap.

101. El método de acuerdo con la reivindicacién 100, en donde el fragmento

AP es del grupo que consiste de AR 3342, 3540 y 35-42.

102. El método de acuerdo con la reivindicacién 96, en donde el fragmento

AB es la porcion interna de AB.

fo 21
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103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

El método de acuerdo con ia reivindicacién 102, en donde el fragmento
AP se selecciona del grupo que consiste de AB 13-28, 15-24, 16-22, 16-
23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, y 25-35.

El método de acuerdo con la reivindicacion 96, en donde el fragmento
AP se selecciona del grupo que consiste de AB1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-
10, 1-11, 1-12, 1-16,1-28- 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23,
17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540, y 3542.

El método de acuerdo con la reivindicacion 96, en donde el péptido
inmundégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento AB.

El método de acuerdo con la reivindicacién 97, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 106, en donde el péptido
inmundégeno comprende desde el N-terminal al C-terminal, una

pluralidad de copias adicionales del fragmento N-terminal de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 107, en donde el péptido

inmunégeno es (AB1-7)3.

El método de acuerdo con la reivindicacién 107, en donde el péptido

inmunégeno es (AB1-7)5.
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110.

111.

112,

113.

114.

115

116.

El método de acuerdo con la reivindicacion 96, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionaimente al menos una copia adicional

de un fragmento AP diferente.

El método de acuerdo con la reivindicacién 105, en donde el péptido
inmunégeno AP es un fragmento de A seleccionado del grupo que

consiste de AB 7-11, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacién 96, 97,104 o 105, donde el
péptido inmunégeno se enlaza a su C-terminal al N-terminal de una

molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 98, 97, 104 o 105, en donde
el péptido inmunégeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de una

molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 96, 97, 104 o 105, en donde
el péptido inmunégeno comprende desde N-terminal al C-terminal, una
primer molécula de vehiculo ligada a su C-terminal al N-terminal del
fragmento AB ligado a su C-terminal al N-terminal de una segunda

molécula de vehlculo para formar un péptido heterélogo.

El método de la reivindicacion 112, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo.

El método de la reivindicaciéon 112, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.
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117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

El método de la reivindicacién 112, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo diferente.

El método de la reivindicacidn 113, que comprende adicionaimente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo.

El método de la reivindicacién 113, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo diferente.

El método de la reivindicacién 114, en donde el primer vehiculo y

segundo vehiculo son la misma molécula de vehiculo.

El método de la reivindicacién 114, en donde el primer vehiculo y

segundo vehiculo son moléculas de vehlculos diferentes.

El método de la reivindicacién 112, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, un epltopo

de célula B y combinaciones de estos.

El método de la reivindicacion 113, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epltopo de célula T, célula B y

combinaciones de estos.

El método de la reivindicacién 113, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, céiula B y

combinaciones de estos.
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125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

El método de la reivindicacién 114, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, célula B y

combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 96, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente una o mas moléculas del
fragmento Ap que se ligan juntos en una configuracion de péptido

antigénico mditiple (MAP).

El método de la reivindicacibn 126, en donde uno o mas de los
fragmentos AP se seleccionan del grupo que consiste de AB 1-3, 14, 1-
5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16,1-28- 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 35-115 y 3542,

El método de acuerdo con la reivindicacién 126, en donde el péptido
inmunégeno es AB1-7 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacién 126, en donde el péptido
inmundgeno es (AP1-7)3 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacién 126, en donde el péptido
inmundgeno es (AB1-7)5 y la configuracidn MAP es una configuracién

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde el grupo

funcional de una o mas moléculas de aminoacido del vehiculo
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132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

proteina/polipéptido o del ligador de polipéptido adherido se deriva

opcionaimente utilizando un reactivo de reticulacion.

El método de la reivindicacién 131, en donde el reactivo de derivacion es

una agente de reticulacién de longitud cero.

El método de la reivindicacién 131, en donde el reactivo de derivacion es

una reactivo de reticulacién homobifuncional.

El método de la reivindicacién 131, en donde el reactivo de derivacion es

una reactivo de reticulacion heterobifuncional.

El método de la reivindicacion 131, en donde el vehiculo
protelna/polipéptido se hace reaccionar con un agente de

haloacstilacion.

El método de la reivindicacion 135, en donde el reactivo
heterobifuncional es un reactivo que reacciona con un grupo primario o
un grupo e-amina funcional de uno o mas residuos de aminoacido del
vehiculo proteina/polipéptido y un grupo tiol pendiente de uno o mas de

aminoéacido del péptido inmunégeno.

El méiodo de la reivindicacibn 138, en donde el reactivo

heterobifuncional es bromoacetato de M-N-succinimidilo.

El método de la reivindicacidn 136, en donde el grupo prima primario o

un grupo =amino funcional es lisina.
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139.

140.

141,

142.

143.

144,

145.

146.

E! método de la reivindicacién 138, en donde la derivacién del grupo
primario o grupo e-amino funcional del residuo aminoécido lisina del
vehiculo proteina/polipéptido con bromoacetato de N-succinimidilo
resulta la bromoacstilaciéon de los residuos primarios o residuos e

amina o residuos lisina en el vehiculo protelna/polipéptido.

El método de la reivindicacion 136, en donde el grupo tiol pendiente es

un residuo cisteina del péptido inmunbdgeno.

El método de la reivindicacion 140, en donde el residuo cisteina se

localiza en el terminal amino del péptido inmunégeno.

El método de la reivindicacién 140, en donde el residuo cisteina se

localiza en el terminal carboxi del péptido inmunégeno.

E! método de acuerdo con la reivindicacién 140, en donde el residuo

cisteina se localiza intemamente en el péptido inmunégeno.

El método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde el grupo tiol

pendiente se genera por un reactivo de tiolatacion.

El método de acuerdo con la reivindicacion 144, en donde el reactivo de

tiolatacion es lactona homocisteinotio N-acetilo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde el reactivo de
taponamiento que se utiliza para inactivar el reactivo libre, los grupos
funcionales del vehiculo proteina/polipéptido activados se seleccionan
del grupo de reactivo que consiste de cisteamina, N-acetilcisteamina, y

etanolamina.
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147. El método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde el reactivo de
taponamiento que se utiliza para inactivar el reactivo sin combinacion los
grupos funcionales en el vehiculo de protelna/polipéptido activado se
seleccionan del grupo de reactivo que consiste de hidréxido de sodio,

carbonato de sodio, bicarbonato de amonio y amonio.

148. El método de la reivindicacién 76, en donde el grupo reactivo del residuo
aminodcido del péptido inmundgeno es un grupo sulfhidrilo sin

combinacion.

149. El método de la reivindicacién 76, en donde uno o méas de los grupos
funcionales estin sobre un ligador adherido opcionalmente al vehiculo

de proteina/polipéptido.

150 El método de la reivindicacion 149, en donde el ligador es un péptido

ligador.

151. El método de la reivindicacion 150, en donde el péptido ligador es

polilisina.

152. Una composicién que comprende un vehiculo de péptido inmunégeno-

proteina/polipéptido conjugado en donde el vehiculo proteina/polipéptido

tiene la fébrmula:

en donde,

XA
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C es un vehiculo de proteina/polipéptido y X es un grupo funcional derivable
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del residuo aminodcido en el vehiculo proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo aminoécido de un péptido ligador unido
covalentemente al vehiculo proteina/polipéptido, y en donde m es un
entero mayor que 0, pero menor que o igual a 85, y en donde el vehiculo

péptido inmunégeno-proteina/polipéptido conjugado tiene la férmula:

(X—P),

O—R),

en donde,

C es el vehiculo proteina/polipéptido y Xd es un grupo funcional derivado de
un residuo de aminodcido del vehiculo proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo aminoacido de un péptido ligador unido
covalentemente al vehiculo proteina/polipéptido y, en donde, P es un
péptido inmundgeno que comprende el péptido Ap o fragmentos de A o
andalogos de estos unidos covalentemente al grupo funcional derivado
del residuo de aminoacido del vehiculo de proteina u opcionalmente del
un residuo de aminoécido de un péptido ligador unido covalentemente a
un vehlculo de protelna/polipéptido, R es una molécula de taponamiento
unida covalentemente al grupo funcional derivado de un residuo de
aminoé&cido del vehiculo proteina/polipéptido u opcionaimente de un
residuo aminoécido de un péptido ligador unido covalentemente a un
vehiculo protelna/polipéptido, preservando por lo tanto la funcionalidad
del vehiculo de tal forma que este retiene su capacidad para elicitar las
respuestas inmunes deseadas contra el péptido inmundgeno que
comprende el poptido Ap o fragmentos de Ap o anélogos de estos que

pudieran de otra forma no ocurir sin un vehiculo, n es un entero mayor



WO 2005/058941 25 PCTAUS2004/044093 3)LL

que 0, pero menor que o igual a 85, y p es un entero mayor que 0, pero

menor que 85.

153. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el vehiculo
se selecciona del grupo que consiste de albimina de suero,
hemocianina de lapa de cerradura (KLH, moléculas de inmunoglobulina,
tiroglobulina, ovalbumina, hemaglutinina influenza, polipéptido PADRE,
proteina circumsporozito de malaria (CS), antigeno de superficie de
hepatitis B (HBSAg19-28), proteina de choque de comida (HSP) 65,
Mycobacterium tuberculosis, toxina de cdlera, mutantes de toxina de
cblera con toxicidad reducida, toxina difteria, proteina CMR 197 que es
reactiva cruzada con toxina difteria, peptidasa Streptococcal Cba
recombinante, Streptococcus Pyogenes, ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF 1664, Streptococcus Pyogenes ORF2452, Streptococcus
pneumoniae neumolisina, mutantes de neumolisina con toxicidad
reducida, Chlamydia pneumoniae ORFT367, Chlamydia pneumoniae
ORFT858, toxoide de Tétano, HIV gp120 T1, componentes que
reconocen las moléculas de matriz adhesiva de superficie microbial
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y

quimioquinas.

154. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el vehiculo

contiene un epltopo de célula T.

155. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 154, en donde el vehiculo

es un toxoide bacterial.

156. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es hemaglutinina influenza.
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157. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 154, en donde el vehiculo

es polipéptido PADRE.

158. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es protelna circumsporozito de mailaria (CS).

159. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehlculo

es antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg19-28).

180. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es protelna 65 de choque al calor (HSP 65).

161. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 154, en donde el vehiculo

es un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

162. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es toxoide de tétano.

163. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 154, en donde el toxoide

bacterial es CMR 197.

164. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 154, en donde el vehiculo

es peptidasa Streptococcal rC5a.

165. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es Streptococcus Pyogenes ORF1224.
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166. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es Streptococcus Pyogenes ORF1664.

167. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es Streptococcus Pyogenes ORF2452.

168. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es Chlamydia pneumoniae ORF T367.

169. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 154, en donde el vehiculo

es Chlamydia pneumoniae ORF t858.

170. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 150, en donde el vehfculo
es una hormona o factor de crecimiento, que estimula o mejora la

respuesta inmune.

171. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 170, en donde la hormona
o factor de crecimiento se selecciona de un grupo que consiste de IL-1,

IL-2, y-interferén, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1p, y RANTES.

172. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 152, en donde el péptido

inmunégeno es un fragmento Ap.

173. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 172, en donde el

fragmento Ap es de la mitad N-terminal de Ap.
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174.

175.

176.

177.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 173, en donde el
fragmento AP se selecciona del grupo que consiste de Ap1-3,1-4,1-5,1-

6,1-7,1-8,1-9,1-10,1-11,1-12,1-16,3-6, y 3-7.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 174, en donde el
fragmento AB se selecciona del grupo que consiste de Ap-5,1-7,1-9, y 1-

12.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 172, en donde el

fragmento de AP es de la mitad C-terminal de Ap.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 176, en donde el

fragmento Ap es del grupo que consiste de AB33-42,3540, y 35-42.

178. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 172, en donde en donde el

179.

180.

fragmento AP es de la porcion interna de Ap.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 178, en donde el
fragmento AP se selecciona del grupo que consiste de AB13-28,15-

24,16-22,16-23,17-23,17-24,18-24,18-25,17-28, y 25-35.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 172, en donde el
fragmento A se selecciona del grupo que consiste de Ag1-3,1-4,1-5,1-
6,1-7,1-10,1-11,1-12,1-16,1-28,3-6,3-7,13-28,15-24,16-22,16-23,17-
23,17-24,18-24,18-25,17-28,25-35,33-42,3540, y 3542,

M4
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181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

El conjugado de acuerdo con la relvindicacién 172, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento Ap.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 173, en donde el péaptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal de Ap.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 182, en donde péptido
inmunégeno comprende del N-terminal al C-terminal, una pluralidad de

copias adicionales del fragmento N-terminal de AB.

El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 183, en donde el péptido

inmunégeno es (Ap1-7)3.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 183, en donde el péptido

inmunégeno es (Ap1-7)5.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 172, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

de un fragmento Ap diferente.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 181, en donde el péptido
inmunégeno Ap es un fragmento de AP seleccionado del grupo que

consiste de Ap 7-11,17-28,1-28,25-35,3540 y 35-42.

AR
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188.

189.

190,

191.

192.

193.

194,

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 172, 173, 180, o 181, en
donde el péptido inmundgeno se enlaza a su C-terminal al N-terminal a

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 172, 173, 180, o 181, en
donde el péptido inmundgeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 172, 173, 180, o 181, en
donde el péptido inmundgeno comprende desde N-terminal al C-
terminal, una primer molécula de vehiculo ligada a su C-terminal al N-
terminal del fragmento Ap ligado a su C-terminal al N-terminal a una

segunda molécula de vehlculo para formar un péptido heterdlogo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 188, que comprende

adicionalmente al menos una copia adicional de la molécula de vehlculo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 188, que comprende

adicionalmente al menos una copia adicional de la molécula de vehliculo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 188, que comprende
adicionalmente al menos una copia de una molécula de vehiculo

diferente.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 189, que comprende

adicionalmente al menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

3k
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195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202,

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 189, que comprende
adicionaimente al menos una copia de una molécula de vehiculo

diferente.

El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 190, en donde el primer

vehiculo y el segundo vehliculo son la misma molécula de vehiculo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 190 en donde el primer

vehliculo y el segundo vehiculo son moléculas de vehiculo diferentes.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 188, en donde la
molécula de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un

epltopo de célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 189, en donde la
molécula de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un

epitopo de célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 189, en donde la
molécula de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un

epltopo de célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacibn 190, en donde la
molécula de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un

epltopo de célula T, un epltopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 172, en donde el péptido

inmunégeno comprende adicionalmente uno o méas moléculas del

I
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203.

204,

205.

206.

207.

fragmento AB que se ligan juntos en una configuracion de péptido

antihigiénico multiple (MAP).

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 202, en donde uno o més
de los fragmentos AP se seleccionan de los grupos que consisten de
Ap1-3, 14, 1-5, 1-8, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28,
15-24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 25-35, 3342, 3540, y
3542.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 202, en donde el péptido
inmunégeno es Ap1-7 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 202, en donde el péptido
inmunégeno es (Ap1-7)3 y la configuracion MAP es una configuracién

MAP4,

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 202, en donde el péptido
inmundégeno es (AB1-7)5 y la configuraciSn MAP es una configuracién

MAP4,

Un vehiculo de péptido inmundgeno-proteina/polipéptido conjugado
generado de acuerdo con el método de la reivindicacién 75 y que tiene

la férmula:

3%
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En donde

208.

C es el vehiculo de proteina/polipéptido y Xd es un grupo funcional
derivado de un residuo aminoacido del vehliculo proteina/polipéptido u
opcionalmente de un residuo aminoécido de un péptido ligador unido
covalentemente al vehiculo de proteinas/polipéptido, y, P es una
molécula de péptido inmundgeno que comprende el péptido AB, los
fragmentos AP o analogos de estos unidos covalentemente al grupo
funcional derivado del residuo aminoacido del vehiculo de proteina u

opcionalmente de un residuo aminoacido de un péptido ligador unido

covalentemente a un vehiculo de protelnas/polipéptido, R es una .

molécula de taponamiento unida covalentemente al grupo funcional
derivado un residuo aminoacido del vehiculo protelna/polipéptido u
opcionalmente de un residuo aminoédcido de un péptido ligador unido
covalentemente a un vehiculo de proteinas/polipéptido, que preserva la
funcionalidad del vehiculo, de tal forma que este retiene su capacidad
para elicitar la respuesta inmune deseada contra el péptido inmunégeno
que podria de otra forma no ocurrir sin un vehiculo, N es un entero
mayor que 0, pero menor o igual a 85 y, P es un entero mayor que 0

pero menor que 85.

E! conjugado de acuerdo can la reivindicacién 207 en donde el vehiculo
se selecciona de un grupo que consiste de albamina de suero humano,
hemocianina de lapa de ojo de cemadura (KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbumina, hemaglutinina influenza,
polipéptido PADRE, proteina circumsporozito malaria (CS), antigeno de
superficie de hepatitis B (HBSAg19-28), proteina de choque de térmico
(HSP)65, Mycobacterium tuberculosis, mutantes de toxina de cblera con

toxicidad reducida, toxina de difteria, protelna CMR 197 que es reactiva

4



WO 2005/058941 34 PCT/US2004/044093 3 '10 *

cruzada con toxina de difteria, peptidasa Streptococal Cb5a
recombinante, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF1664, Streptococcus Pyogenes ORF 2452, pneumolisina
Streptococcus neumonla, mutantes de pneumolisina con toxicidad
reducida, Chlamydia pneumoniae de ORF T367, Chlamydia pneumoniae
de ORF T858, toxoide de tétano, HIV gp120 T1, componentes de
reconocimiento de moléculas de matriz adhesiva de superficie microbial
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y

quimioquinas.

209. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 207, en donde el vehiculo

contiene un epltopo de célula T.

210. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 209, en donde el

vehiculo es un toxoide bacterial.

211. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 209, en donde el

vehiculo es hemaglutinina influenza.

212. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde el

vehiculo es un polipéptido PADRE.

213. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde el

vehiculo es proteina malaria circumsporozito (CS).

214.  El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 220, en donde el

vehiculo es antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAg19-28).
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215. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 209, en donde

vehiculo es proteina de choque al calor 65 (HSP 65).

216. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 208, en

vehiculo es un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

217. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién

vehiculo es toxoide de tétano.

218. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion

toxoide bacterial es CRM 197.

219. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién

vehiculo es peptidasa Streptococal rC5a.

220. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion

vehlculo es Streptococcus Pyogenes ORF1224.

221. El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon

vehlculo es Streptococcus Pyogenes ORF1664.

222. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion

vehiculo es Streptococcus Pyogenes ORF2452.

223. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién

vehiculo es Chlamydia pneumoniae ORF T367.

224, El conjugado de acuerdo con la reivindicacion

vehiculo es Chlamydia pneumoniae ORF T858.

209,

209,

209,

209,

209,

208,

208,

209,

en

en

en

en

en

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde



322

WO 2005/058941 36 PCT/US2004/044093

225, El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde el
vehiculo es un factor de crecimiento u hormona, que estimula o mejora la

respuesta inmune.

226. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 225, en donde el factor
de crecimiento u hormona se selecciona del grupo que consiste de IL- 1, IL

-2, y-interferén, IL -10, GM-CSF, MIP- 1c, MIP- 1B, y RANTES.

227. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 207, en donde el

péptido inmundgeno es un fragmento Ap.

228. E! conjugado de acuerdo con la reivindicacion 207, en donde

fragmento Ap es de ia mitad N-terminal de AB.

229, El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 228, en donde el
fragmento Ap se selecciona del grupo que consiste de AB1-3, 14, 1-5, 1-6,
1-7, 1-8, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 3-6 y 3-7.

230. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 229, en donde el
fragmento AP se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-5, 1-7, 1-9y 1-

12.

231. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, en donde el

fragmento A§ es de la mitad C-terminal de Ap.

232. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 231, en donde el

fragmento Ap es del grupo que consiste de Ap 33-42, 3540 y 35-42.
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233. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 227, donde el

fragmento AP es de la porcién intema AB.

234, El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 233, en donde el
fragmento AP se selecciona del grupo que consiste de Ap 13-28, 15-24,

16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28 y 25-35.

235. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, en donde el
fragmento AB se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-3, 1-4, 1-5, 1-
6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28 3-6,3-7,13-28,15-24,16-22,16-223,17-
23,17-24,18-24,18-25,17-28,25-35,33-42,3540, y 3542.

236. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, en donde el péptido
inmundgeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

de fragmento AB.

237. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 228, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalments al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal de AB.

238. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 2237, en donde el péptido
inmundégeno comprende desde el N-terminal al C-terminal, una

pluralidad de copias adicionales del fragmento N-terminal de AB.

238. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 238, en donde el péptido

inmunégeno es (AB1-7)3.
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240,

241,

242.

243,

244,

245,

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 238, en donde el péptido

inmundgeno es (Ap1-7)5.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 227, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

de un fragmento Ap diferente.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 236, en donde el péptido
inmunégeno AP es un fragmento de Af seleccionado del grupo que

consiste de Ap7-11,17-28,1-28,25-35,3540 y 35-42.

Ei conjugado de acuerdo con las reivindicaciones 227, 228, 235, o 236,
en donde el péptido inmundégeno se enlaza a su C-terminal al N-terminal

de una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 227, 228, 235, o 236, en
donde el péptido inmundgeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterélogo.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, 228, 235, o 236, en
donde el péptido inmunégeno comprende desde el N-terminal al C-
terminal una primer molécula de vehiculo ligada a su C-terminal al N-
terminal del fragmento AP ligado a su C-terminal al N-terminal de una

segunda molécula de vehiculo para formar un péptido heterélogo.

246. El conjugado de la reivindicacion 243, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.
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247.

248.

249,

250.

251.

252.

253.

254,

255,

El conjugado de la reivindicacién 243, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

El conjugado de la reivindicacién 243, que comprende adicionalmente al

menos una copia de una molécula de vehiculo diferente.

El conjugado de la reivindicacién 244, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

El conjugado de la reivindicacion 244, que comprende adicionalmente al

menos una copia de una molécula de vehlculo diferente.

El conjugado de la reivindicacion 245, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehlculo son la misma molécula de vehiculo.

El conjugado de la reivindicacion 245, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehiculo son moléculas de vehiculos diferentes.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 243, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epltopo de
célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 244, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 244, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

325,



WO 2005/058941 40 PCT/US2004/044093

256. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 245, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

257. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 227, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionaimente uno o mas moléculas del
fragmento AP que se unen juntas en una configuracién de péptido

antigénico multiple (MAP).

258. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 257, en donde uno o mas
fragmentos Ap se seleccionan del grupo que consiste de Ap1-3.1-4, 1-5,
1-8, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-8, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-
23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540, y 3542.

259. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 257, en donde el péptido
inmunégeno es Ap1-7, y la configuracién de MAP es una configuracién

MAP4.

260. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 257, en donde el péptido
inmundgeno es (AB1-7)3 y la configuracion MAP es una configuracién

MAP4,

261. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 257, en donde el péptido

inmundgeno es (AB1-7)5 y la configuracién MPA es una configuracion

MPA4.

262. Una composicién inmunogénica, que comprende un conjugado de un

péptido inmundgeno con un vehiculo de proteina/polipéptido generado

35 .
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por el método de la reivindicacién 79, junto uno o mas excipientes

farmacéuticamente aceptables, diluyentes, y/o adyuvantes.

263.La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 262, en

donde el vehiculo se selecciona del grupo que consiste de albimina de
suero humano, hemocianina de lapa de ojo de cemradura (KLH),
moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbumina, hemaglutinina
influenza, polipéptido PADRE, proteina circumsporozito de malaria (CS),
antigeno de superficie de hepatitis B (HBSAg19-28), proteina de choque
de térmico (HSP) 65, Mycobacterium tuberculosis, toxina del cdlera,
mutantes de toxina de célera con toxicidad reducida, toxina de difteria,
protelna CRM197 que es reactiva cruzada con toxina difteria, peptidasa
Streptococcal C5a, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF1664, Streptococcus Pyogenes ORF2452, pneumolisina
de Streptococcus pneumoniae, mutantes de pneumolisina con toxicidad
reducida, Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae
PRF T858, toxoide de Tétano, HIV gp120 T1, componentes de
reconocimiento de moléculas de matriz adhesiva de superficie microbial
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y

quimioquinas.

264. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 262, en

265.

donde el vehiculo contiene un epltopo de célula T.

El conjugado inmunogénico de acuerdo con la reivindicacidbn 264 en

donde el vehiculo es un toxoide bacterial.

266. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es hemaglutinina influenza.

2%
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267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es polipéptido PADRE.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es proteina circumsporozito de malaria (CS).

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en
donde el vehiculo es antigeno de superficie de hepatitis B (HSBAg19-
28).

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es una proteina de choque de térmico 65 (HSP 65).

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en
donde el vehiculo es un polipéptido de Mycobacterium Tuberculosis
(BCG).

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el toxoide bacterial es toxoide de Tétanos.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el toxoide bacterial es CRM 197.

La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es peptidasa Streptococcal rC5a.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es Streptococcus Pyogenes ORF1224.
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276,

277.

278.

279.

280.

281,

282,

283.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 264, en

donde el vehiculo es Streptococcus Pyogenes ORF1664.

La composicidon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es Streptococcus Pyogenes ORF2452.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es Chlamydia pneumoniae ORF T367.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 264, en

donde el vehiculo es Chlamydia pneumoniae ORF T858.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 262, en
donde el vehiculo es un factor de crecimiento o una hormmona, que

estimula o mejora la respuesta inmune.

La composicidon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 280, en
donde el factor de crecimiento u hormona se selecciona de un grupo
que consiste II-1, IL-2, y-interferén, IL-10, GM-CSF, MIP-1¢, MIP-1B, y
RANTES.

El método de acuerdo con la reivindicaciébn 1, en donde el péptido

inmunégeno es un fragmento Ap.

El método de acuerdo con la reivindicacién 282, en donde el fragmento

Ap es de la mitad N-terminal de Ap.

329
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284,

285,

286.

287.

288.

289,

290.

El método de acuerdo con la reivindicacién 283 en donde el fragmento
AP se selecciona a partir del grupo que consiste de AB1-3, 14, 1-5, 1-6,
1-7, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12, 1-186, 3-6, y 3-7.

El método de acuerdo con la reivindicacién 284, en donde el fragmento

AP se selecciona del grupo que consiste de Ap1-5,1-7,1-9, y 1-12.

El método de acuerdo con la reivindicacién 282, en donde el fragmento

ApB es de la mitad C-terminal de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 286, en donde el fragmento

AP es del grupo que consiste de Ap33-42, 3540, y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacion 282, en donde el fragmento

ApB es de la porcion intema de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacién 288, en donde el fragmento
Ap se selecciona del grupo que consiste de AB13-28, 15-24, 16-22, 18-
23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, y 25-35.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 282, en donde el fragmento
Ap se selecciona del grupo que consiste de Ap 1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7,
1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28- 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23,
17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540, y 3542.

350,
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291.

292

293.

294,

295.

296.

297.

298.

El método de acuerdo con la reivindicacion 282, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 283, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal AB.

El método de acuerdo con la reivindicaciébn 292, en donde el péptido
inmunégeno comprende desde el N-terminal al C-terminal, una

pluralidad de copias adicionales del fragmento N-terminal AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 293, en donde el péptido

inmunégeno es (AB1-7)3.

El método de acuerdo con la reivindicacién 293, en donde el péptido

inmunégeno es (AR1-7)5.

El método de acuerdo con la reivindicacion 282, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

de un fragmento AB diferente.

El método de acuerdo con la reivindicacién 291, en donde el péptido
inmunégeno AR es un fragmento de AP seleccionado del grupo que

consiste de AB 7-11, 17-28, 1-28, 25-35, 3540 y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacién 282, 283, 290 o 291 en
donde el péptido inmunégeno se enlaza a su C-terminal al N-terminal de

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

LLE
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299. El método de acuerdo con la reivindicacién 282, 283, 290 o 291 en
donde el péptido inmunégeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

300. El método de acuerdo con la reivindicacién 282, 283, 280 o 291 en
donde el péptido inmundgeno comprende desde el N-terminal al C-
terminal, una primer molécula de vehliculo ligada a su C-terminal para el
N-terminal del fragmento A ligado en su C-terminal al N-terminal de

una segunda molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo.

301. El método de acuerdo con la reivindicacion 298, que comprende
adicionalmente al menos una copia adicional de una molécula de

vehliculo.

302. E! método de acuerdo con la reivindicacion 298, que comprende
adicionalmente al menos una copia adicional de una molécula de

vehiculo.

303. El método de acuerdo con la reivindicacion 298, que comprende
adicionalmente al menos una copia adicional de una molécula de

vehlculo diferente.

304. El método de la reivindicacion 299, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo.

305. El método de la reivindicacibn 299, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo diferente.
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306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

El método de la reivindicacién 300, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehiculo son la misma molécula de vehliculo.

El método de la reivindicacién 300, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehiculo son moléculas de vehliculos diferentes.

E! método de acuerdo con la reivindicacion 298, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona de! grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epltopo de célula B y combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 299, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epltopo de

célula T, un epltopo de célula B y combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacion 298, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epltopo de

célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 300, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epltopo de célula B y combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 282, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente uno o mas moléculas del
fragmento AB y se ligan juntos en una configuracion de péptido

antigénico mialtiple (MAP).

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 312, en donde uno o mas

fragmentos AP se seleccionan del grupo que consiste de Ap 1-3, 14,

LYY
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314.

315.

316.

317.

1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 112, 1-16, 1-28- 3-6, 3-7, 13-28, 15-24,
16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 35-
40, y 3542.

El método de acuerdo con la reivindicacién 312, en donde el péptido
inmunégeno es AB1-7 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacién 312, en donde el péptido
inmunégeno es (AB1-7)3 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

El método de acuerdo con la reivindicacion 312, en donde el péptido
inmundgeno es (AB1-7)5 y la configuracion MAP es una configuracion

MAP4.

La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 262, en
donde uno o méas adyuvantes se seleccionan del grupo que consiste de
GM-CSF, 529 SE, IL-12, fosfato de aluminio, hidrdxido de aluminio,
Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, lipopolisacaridos
bacteriales, compuestos de fosfato glucosalina animoalquilo, MPL™
(lipido A monofosforii 3-O-desacilado), un polipéptido, Quil A,
STIMULON™ QS-21, una toxina pertussis (PT), una toxina |4bil al calor
E.coli (LT), IL-1¢, IL-18, IL-2, L4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13,
IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interfer6n -, interferon — B, interferon-

y. G-CSF, TNF-a y TNF-B.

5
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318. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 317, en donde el

péptido inmunégeno es AB el vehiculo es CRM197, y el adyuvante es
529 SE.

319. Un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto mamffero,

que comprende administrar una cantidad efectiva de la composicion

inmunogénica de la reivindicacién 262 al sujeto.

320 El método de acuerdo con la reivindicacidon 319, en donde el vehiculo se

321.

selecciona del grupo que consiste de albimina de suero humano,
hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH), moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbumina, hemaglutinina influenza,
polipéptido PADRE, proteina circumsporozito de malaria (CS), antigeno
de superficie de hepatitis B (HBSAg 19-28), Proteina de Choque (HSP)
65, Mycobacterium tuberculosis, toxina de célera, mutantes de toxina de
cdlera con toxicidad reducida, toxina de difteria, proteina CRM187 que
es reactiva cruzada con toxina difteria, peptidasa Streptococal Cba
recombinante, Streptococcus Pyogenes ORF1224, Streptococcus
Pyogenes ORF1664, Streptococcus Pyogenes ORF2452, Streptococcus
pneumoniae neumolisina, mutantes de neumolisina con toxicidad
reducida, Chlamydia pneumoniae ORF T367, Chlamydia pneumoniae
ORF T858, toxoide de tétano, HIV gp 120 T1, componentes que
reconocen moléculas de matriz adhesiva de superficie microbial
(MSCRAMMS), factores de crecimiento, hormonas, citoquinas Yy

quimioquinas.

El método de acuerdo con la reivindicacion 319, en donde e! vehiculo

contiene un eplitopo de célula T.

355
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322. El método de la reivindicacién 321, en donde el vehiculo es un toxoide

bacterial.

323. El método de acuerdo con la reivindicacion 321, en donde el toxoide

bacterial es toxoide de tétano.

324. El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde vehiculo es

hemaglutinina influenza.

325. El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el vehiculo es

polipéptido PADRE.

3286. El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el vehiculo es

proteina circumsporozito de malaria (CS).

327. El método de acuerdo con la reivindicacidon 321, en donde el vehiculo es

antigeno de superficie de hepatitis B.

328. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 321, en donde el vehliculo es

Protelna de choque de térmico 65 (HSP 65).

229, El método de acuerdo con la reivindicacidon 321, en donde el vehiculo es

un polipéptido de Mycobacterium tuberculosis (BCG).

330. El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el toxoide

bacterial es toxoide de tétano.

331. El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el toxoide

bacterial es CRM 197.
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332.

333.

334.

336.

336.

337.

338.

339.

340.

El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el vehlculo es

peptidasa Rcba estreptococo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF1224,

£l método de acuerdo con la reivindicacién 321, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF1664.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 321, en donde el vehiculo es

Streptococcus Pyogenes ORF2454.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 321, en donde el vehiculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T 367.

El método de acuerdo con la reivindicacion 321, en donde el vehliculo es

Chlamydia pneumoniae ORF T858.

E! método de acuerdo con la reivindicacién 319, en donde el vehiculo es
un factor de crecimiento u hormona que estimula o mejora la respuesta

inmune.

El método de acuerdo con la reivindicacién 338, en donde el factor de

cracimiento u hormona se selecciona de un grupo que consiste de IL-1,

IL-2, y-interfer6n, IL-10, GM CSF, MIP-1a, MIP-18 y RANTES.

El método de acuerdo con la reivindicacién 262, en donde uno o més

adyuvantes se seleccionan del grupo que consiste de GM-CSF, 529SE,

33t
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341.

342.

343.

345.

346.

IL-12, fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, Mycobacterium
tuberculosis, Bordetella pertussis, lipopolisacaridos bacteriales,
compuesto de fosfato de glucosaMina aminoalquilo, MPL™ (lipido A
monofosforilo 3-O desacilado), un polipéptido, Quil A, STIMULON™ QS-
21, una toxina pertussis (PT), una toxina labil el calor E.coli (LT), IL-1 a,
IL-1 B, IL-2, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-

17, IL-18, interferén-a, interferén-g, interferén-y, G-CSF, TNF-B.

El método de acuerdo con la reivindicacién 340, en donde el péptido

inmunégeno es Ap, el vehiculo es CRM197, y el ayudante es 529 SE.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el péptido

inmunégeno es un fragmento Af.

El método de acuerdo con la reivindicacién 342, en donde el fragmento

AP es de la mitad N-terminal de Ap.

. El método de acuerdo con la reivindicacién 343, en donde el fragmento

AP se selecciona del grupo que consiste de Ap1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-
9, 1-10, 1-11,1-12, 1-16, 3-6, y 3-7.

El método de acuerdo con la reivindicacién 344, en donde el fragmento

ApB se selecciona del grupo que consiste de Ap1-5, 1-7, 1-9, 1-12.

El método de acuerdo con la reivindicacién 342, en donde el fragmento

ApB es de la mitad C-terminal de AB.

Y
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347.

348.

349.

350.

351.

352.

353.

El método de acuerdo con la reivindicacién 346, en donde el fragmento

Ap es del grupo que consiste de AB33-42, 3540, y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacién 342, en donde el fragmento

Ap es de la porcién interna de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacién 348, en donde el fragmento
AP se selecciona del grupo que consiste de Ap13-28, 15-24, 16-24, 15-

24, 16-22, 16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, y 25-35.

El método de acuerdo con la reivindicacion 342, en donde el fragmento
Ap se selecciona del grupo que consiste de Ap1-3, 14, 1-5, 1-6, 1-7, 1-
10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22, 16-23, 17-23,
17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540, y 3542,

El método de acuerdo con la reivindicacion 342, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia adicional

del fragmento AB.

El método de acuerdo con la reivindicacion 343, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionaimente al menos una copia adicional

del fragmento N-terminal de AB.

El método de acuerdo con la reivindicacién 352, en donde el péptido
inmunégeno comprende desde el N-terminal al C-terminal, una

pluralidad de copias adicionales del fragmento N-terminal de Ap.

I
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354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

El método de acuerdo con la reivindicacién 353, en donde el péptido

inmundgeno es (Ap1-7)3.

El método de acuerdo con la reivindicacién 353, en donde el péptido

inmundgeno es (Ap1-7)5.

El método de acuerdo con la reivindicacién 342, en donde el péptido
inmunégeno comprende adicionalmente al menos una copia de un

fragmento Ap diferente.

El método de acuerdo con la reivindicacion 351, en donde el péptido
inmunégeno de AB es un fragmento seleccionado del grupo que

consiste de Ap7-11, 17-28, 1-28, 25-35, 3540, y 35-42.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 342, 343, 350, o 351, en
donde el péptido inmundgeno se enlaza a su C-terminal al N-terminal de

una molécula de vehiculo para formar un péptido heterdlogo

El método de acuerdo con la reivindicacion 342, 343, 350, o 351, en
donde el péptido inmunégeno se enlaza a su N-terminal al C-terminal de

una molécula de vehliculo para formar un péptido heterélogo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 342, 343, 350, o 351, en
donde el péptido inmunégeno que comprende desde el N-terminal al C-
terminal, una primer molécula de vehiculo ligada en su C-terminal al N-
terminal de fragmento AP ligado en su C-terminal al N-terminal de una

segunda molécula de vehiculo para formar u péptido heterélogo.

240
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361. El método de la reivindicacion 358, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

362. El método de la reivindicacion 358, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

363. El método de la reivindicacién 358, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de una molécula de vehiculo diferente.

364. El método de la reivindicaciéon 359, que comprende adicionalmente al

menos una copia adicional de la molécula de vehiculo.

365. El método de la reivindicacién 359, que comprende adicionalmente al

menos una copia de una molécula de vehiculo diferente.

366. El método de la reivindicacion 360, en donde el primer vehiculo y el

segundo vehlculo son la misma molécula de vehliculo.

367. El método de la reivindicacion 360, en donde el primer vehicufo. Y el

segundo vehiculo son moléculas de vehlculo diferentes.

368. El método de acuerdo con la reivindicacion 358, en donde la molécula
de vehiculo se selecciona del grupo que consiste de un epitopo de

célula T, un epitopo de célula B y combinaciones de estos.

369. El método de la reivindicacion 359, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, un epltopo

de célula B y combinaciones de estos.
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370. El método de la reivindicacién 359, en donde la molécula de vehlculo se

selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, un epltopo

de célula B y combinaciones de estos.

371. El método de la reivindicacién 360, en donde la molécula de vehiculo se
selecciona del grupo que consiste de un epitopo de célula T, un epltopo

de célula B y combinaciones de estos.

372. El método de acuerdo con la reivindicacién 342, en donde el péptido
inmundgeno comprende adicionaimente uno o mas moléculas del
fragmento Ap que se unen juntas en una configuracion de péptido

antigénico maltiple (MAP).

373. E! método de acuerdo con la reivindicacion 372, en donde uno o méas
fragmentos AP se seleccionan del grupo que consiste de Ap1-3, 14, 1-
5 1-6, 1-7, 1-10, 1-11, 1-12, 1-16, 1-28, 3-6, 3-7, 13-28, 15-24, 16-22,
16-23, 17-23, 17-24, 18-24, 18-25, 17-28, 25-35, 3342, 3540, y 3542.

374. El método de acuerdo con la reivindicacion 372, en donde el péptido
inmunégeno es AB1-7 y la configuracion MAP es una configuracién

MAP4.

375. El método de acuerdo con la reivindicacién 372, en donde el péptido
inmundgeno es (ApB1-7)3 y la configuracion MAP es una configuracién

MAP4.
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376. El método de acuerdo con la reivindicacién 372, en donde el péptido
inmunégeno es (AB1-7)5 y la configuracién MAP es una configuracién

MAP4,

377. El uso del conjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 152 o
207 en la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento,

profitaxis, 0 mejoramiento de una enfermedad amiloidogénica.

378. El uso de la reivindicacidon 377, en donde la enfermedad es la

enfermedad de Alzheimer.

379. El uso de la reivindicacién 377, en donde la enfermedad es el sindrome

de Down.

207
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«400> 13

@lu Lys Lys Ile.Ala Liys Met @lu Lys Ala Ser Ser Val Phe Asn Val
1 5 10 15

<210>
<211
<312>
«213>

14

1o

YRT

Homo saplens

<400> 14

Phe Qlu Leu Leu Thx Arg Yle Leu Thr Ile
1 5 10

<210»
<211»
<213>
<213>

15

19

PRT

Homo papiens

<£00> 15

Agp Gln Sexr Ile Gly Asp Leu Ile Ala Glu Ala Met Asp Lys Val Gly
1 5 10 15

Asn Glu Gly

<3a1l0> 16

<211l> 14

<3l2> PRT

<313> Homo sapiens

<400> 1¢
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Glr Val His Phe @ln Pro Leu Pro Prou Ala Val Val Lys Leu
1 5 10

210> 17

<31l1l> 15

<213> PRT
Romo

<3213> saplens

<400> 17

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile ¢ly Ils Thr Glu Lan
1 5 10 15

«210> 18

<211 21

<2132> PRT

«213> Homo sapiens

<400> 18
Phal-nhn?hal‘h:ﬁlﬂerl’he'rrpmnrg\hlProIqunlser

1 5 10 15

Ala Ber His Leu GQlu
20

<310>» 19

<321l1l> 15

<312> PRT

<213> Homo saplens

<400> 138

Lys Gln Ila Ile Asn Mat Trp Gln Glu val Gly Lys Ala Met Tyr
1 5 10 15

Pm:unnﬂhdhyl.hmaﬂémHus-thh-n.qmmunm
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«210>
<211>
<2132>»
<313>

<400>

20

51

PRT

Homo msapiens

MpuaaluPhaugﬂ:l.-nspaln'l‘yrzlnny-uaunanrnyuPhe

1

5 10 15

Ile @ly Ile Thr Glu Leu Cyn Phe Asn Asn Fhe Thr Val Hsr Phe Trp

Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Asp Ala Glu Phe

Arg His Asp

210>
<311
<3212
<213>

<400>

21
42

Homo sapiens

21

Asp Ala GQlu Phe Arg His Asp ger Gly Tyr Glu Val Ris Him Gln Ly»

5 10 15

Leu Val Phe Phe Ala dlu Asp Val Gly Ser Asn Lya Gly Ala Ile Ile

Gly Leu Met val Gly Gly Val Val Ile Ala

amy . s e YA - g B
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<210>
<dll>
<212>»
<213>

<400>

22

a2

PRT

Homo sapiens

22

npnlnelurhanrg!ﬁnupalnryrIlnlqunllhnscrl.y-Phe

1

Tle Gly Ile Thr Glu Leu

<210>
<211>
<212>
<2131>»

<400>»

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Fhe Asn Asn Phe Thr Val Sar Pha

1

Leu Arg Val Pro Lys Val Ber Ala Ser His Leu Glu

<310>
<211>
«112>
<213>

<400>

ASp Ala Glu Phe Arg His Agp Oln Tyr Ile Lya
1o

1

22

28

PRT

Homo sapiens

a4

43

PRT

Homo sapiens

LRI T e —

10

10

15

15

mmww‘ﬂ’-\.m-wjﬁmm

Trp
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Ile Gly Ile Thr Glu Leu Phe Asn Asn Phe Thr Val Ber Fhe Trp Leu

20 25 30

Arg Val Pro Lyw Val Ser Ala Ser Ris Leu Glu

<310>
«211>
<213>
<313>

<400>

35 40

a5

12

PRT

Homo sapiens

Glu Phe Arg His Asp Bar Gly GIn Tyr Ile Lys Ala Asn Ber Lys Phe

1

5 10 . 15

Ile Gly Ile Thr @lu Leu

<310>
«311>
<312>
<213>

<320>
<221>»
<2322>
<3223>

<400>

26

20

PRT

Homo sapiens

miac_feature
{3)..13)

Xaa can ba any naturally occurring amino acid

Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala Asp Ala Glu

1

5 10 15

HhmunwﬁuhyauhmﬂzanFus-ﬂudhnmuumn:un
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Fhe Arg His Asp
20

«<210> 37

<211> 34

<3212> PRT

<213> Homo sapieng

«220>

<3211> wisc_feature

«d22> (a4).. (24)

<3d23> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 37
AZp Ala Glu Phe Arg mis Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Rep Ala
'I' 1 5 10 15

Glu Phe Arg Hig ASp Ala Lys Xma Val Ala Ala Trp Thr Leu lys Ala
20 a5 30

Ala Ala

<216> ag

<211>» 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

«223> ZXaa can be any naturally oCcurzing amino acig

<400> 28

Patand provided by Seghnh IS, PLLC - hetpwa.sughrus.com
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Ala Lym Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Als Ala Ala Asp Ala Glu
1 5 10 15

Phe Arg His Asp Asp Als glu Phe Arg His Asp Asp Alm Glu Phe Arg
20 25 30

His Amp

«210> 29

<21ll> 20
<312> PRT
<113> Homo sapiens

<220>

<321> misc_featurs
<222> (10)..(10)

<d23> Xaa can be any naturally oceurring amine acid

«400> 29

AupllnGlul'hem:gnisAlpllnhyuxuvllnllnln'rrp'rhrheu
1 S 1o 15

Lys Ala Ala Als
20

<d10> 30

<3ll> 24

<212> PRT

<313> Homo sapiema

«<400> 3p
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ile Bor Gln Ala Val His Ala Ala His
1 5 10 15

Ala Glu Ils Asn Glu Ala Gly Arg
20

<310> 231

<31l> 24

<112> PRT

213> Homo saplens

<400> 231

Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Tle Ser Gln Ala Val Him Ala Ala His
1 5 10 15

Ala Glu Ila Asn @Qlu Ala Gly Arxrg
20

<310> 32
<211> 24

<312> PRT
<313> Homo wapians

<400> 32

Q@lu Phe Arg His Asp Ger Gly Ile Ber Gln Ala Val His Ala Ala His
1 5 10 15

Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly Arg
a0

<210> 33
<211> 34
<3112> PRT

mmnwmyﬁ.uw-wn-mm
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«3213)> Homo gaplens
<400> 233
Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr Asp Ala Glu

1 5 10 15

Phe Arg His Asp Asp Ala @lu Phe Arg Hie Asp Asp Ala @lu Phe Aryg
20 a5 ag

Ris asp

<310> 34

<211l> 27

<213> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134

Asp Alr @Glu Pha Arg His Asp Pro Lys Tyr Val Lys Gln Ren Thr Leu
1 5 10 1s

Lys Imu Ala Thr Asp Ala Glu Phe Arg His Asp
a0 a5

<d10> 35

<211> 34

<2132> PRT

<213> Homo sapiensg

<400> 35

Asp Alm Glu Phe Arg His Asp Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Asp Alm
1 5 1o 15

PmmnnudiuIylqﬂw&‘iaJlubHnuh-mmqhulum
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@lu Phe Arg His Amsp PmIIYITerIII:YIGInMnThrLauLy-m
a0 25 a0

Ala Thr

<210> 3§

<d11> a7

<311> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Asp Ala Glu Phe Arg His MpAspAlaGluPhel\rglulMp Pro Lyn
1 5 ‘10 15

Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
a0 25

<210> 37

<211> 79

<213> PRT

<113> Homo sapiens

<400> 37

n-puuﬂluPhnrgﬂilhphony-mvﬂnynalnun'rhrncu
1 5 10 15

Iiys Leu Ala Thr Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lya Ala Ber Ber
20 25 30

Val Phe Agn Val Gln Tyr Ile Lys Ala AsSn Ser Lys Phe Ile Gly Ile
35 40 45

Hnmlnumhdhyt.hmyuairun-humn-un-uhuma-n
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Thr Glu Leu Phe Asn Asn Phe Thr Val Ber Phe Trp Leu Arg Val Bro
50 55 60

Lys Val Sar Ala Bar His Leu Glu Asp Ala Glu DPhe Arg His Asp
65 70 75

<310> 3@

<211> 5p

<212» DPRT

<313> Homo sapiena

<400> 3B

Asp Ala Glu Phe Axg His Asp Asp Ala Glu Pha Arg His Asp Asp Ala
1 5 10 1s

@lu Fhe Arg His Asp @ln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly
40 25 30

Ila Thr Glu Leu Cy-PheunAanPhe'rhrval Eerl'hel‘rphnn:g
35 40 45

Val Pro Lys Val Ber Ala Ber Nis Leu Glu
50 55

<210> 39

<d11> 44

<312> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Gin TyT Ile Lys Ala Asn Ser Lys Pha
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WO 2003/058941 PCT.

Ile @ly Ile Thr Glu Leu Cya Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp
20 a5 30

Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu
35 40

«<210> 40

<311l 535

«212> PRT

<213> Homo sapiens

<408> 40

G@ly Ala Asp Amp Val val Asp HBer Ser Lys Ser Phe Val Mat Qlu Asn
1 5 10 15

Phe Ber Ser Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val Axp Bar Ile aln
20 a5 a0

Lys Gly Xle Gln Lym Pro Lys Ber Gly Thr Gln Gly Asn Tyr Asp Asp
as 40 45

Rsp Trp Lys Glu Phe Tyr Ser Thr Asp Asn Lys Tyr Asp Ala Ala Gly
50 55 60

Tyr Ser Val Asp Asn Olu Aen Pro Leu Ber Gly Lys Ala Gly aly val
65 70 75 a0

anhyuﬁlThrTerroGlchuTh.rDtunlLeuunheuhy-Val
85 920 95

anupmﬂqutqunnﬁgaiPus-Hh!I-m-qhuunm
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Asp

Pro

Rap

Bar
145

Val

Ala

Arg

Ile

Pro
235

Glu

Asn Ala Glu Thr Ile Lys Lys
100

Lau Met Glu @Gln val Gly Thr
115 120

Gly Ala Ber Arg Val Vval Lay
130 135

8er val agluy Tyr Ils Asn Asn
150

Glu Leu Glu Ile Asn Phe @lu
165

Mot Tyr Glu Tyr Met Ala @ln
180

Ser Val Gly Bar Ser Ieu gar
195 200

Arg Asp Lyw Thr Lys Thr Lys
210 215

Ile Lys Asn Lys Mat Ser glu
230

Ityuhlanynln'lyrhuelu
a4s

Qlu Leu
105

Glu @iy

Ber Lau

Trp Glu

Thr Arg
170

Ala Cys

185

Cys Ile

Ile Glu

S8er Pro

Glu Phe
250

PCT/US2004044093

Gly Leu Ber Yey Thy
110

PheIIehhArthe
1325

Pro Phe Ala Glu aly
140

@ln Ala Lys Ala Leu
155

Gly Lys Arg Qly Gln
175

Ala Gly Agn Arg Val
190

Asn Leu Asp Trp Asp
205

Ber Ieu Lys Glu Hiy
220

ASn Lys Thr val 8er
4315

Ris @ln Thr ala Leu
' 255

mmwm&ﬁmmmn—m
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Glu

aly

Har

ger

160

As=p

Arg

Val

Gly

Glu

240

Qlu



WO 2003058941

His Pro

FPhe Alas

Ile Asp
290

Ber IXle
305

val His

Ser Leu

Ile Qly

Gln val
370

Lys Thr
385

Val Glu

ABp Tle

" el g S - erp— -

Glu Lau
260

Qly Ala
a7s

Ser alu

Hie Amn

Met Val
Jao

355

Val Hip

Gln Pro

Asp Bar

Lys Ila

Ber Glu Lsu Lys Thr Val Thr Gly
265

Asn Tyr Ala Ala Txp Ala Val Aan
" 280

!I:rhllnzpnsnheualuhyn'l'hr
295 00

@ly Ile Gly Sex Val Met aly 1le
3lo 315

Thr Glu Qlu Ile Val Ala @ln ger
325 230

Ala Gln Ala Ile Pro Leu Val aly
345

Ala Tyr Asn Pha val @lu Ber Ile
360

Asn 8Ser Tyr Asn Arg Pro Ala Tyr
375 380

Phe Leu mHig Adp Gly Tyr Ala val
390 395

Ile Ile Arg Thr Gly Phe @ln Gly
405 410

Thr Ala Glu Asn Thr Pro Leu Pro

Thr Asn
7o

Val Ala
265

Thr Ala

Ala Agp

Ile Ala

Glu Leu
350

Ile Asn
365

Ser Prg

Ser Trp

@Glu ger

Ile Ala

PCT/US2004/044093

Pro val

Gln Val

Ala Leu

Gly Ala
3320

Leu Ber
a3s

Val Asp

Leu Phe

Gly Hin

400

Gly His
415

dly val
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420 425 430

I-euneu!lro'n:rnerroelynyluunpwlunw:Horny-'rhr

435 440 445

His Ils Ser Val Asn Gly Arg Lys Ile Arg Met Axg Cys Arg Ala Ile
450 455 460

Asp Gly Asp Val Thr Phe Cys Arg Pro Lys Sar Pro Val Tyr Val Gly

470 475 480

Asn Gly Val His Ala Asn Lreu His Val Ala Phe Hip Arg Ser Ser Ber

4185 490 495

Glu Lys Ile Hisx Ser Asn Qlu Ile Sler Bar A=p Ber Tle Gly Vval Leun

500 505 5lo

Gly Tyr Gln Lys Thr Val Asp Misg Thr Lys Val Asn Ser Lys Leu Ber

515 520 525

Leu Phe Phe Glu Ile Lys Ber

«210>
<d11>
«dl3>
«213>

<400>

41
17

Homo papiens

41

Ile Ser GIn Ala Val His Ala Aln Hie Ala Glu Ile Asn Glu Ala oly

1

5 10 15
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WO 2005/058941

<310> 42

<3ll> 42

<312» PRT

<:'13> Mus misculus

<400> 42

PCT/US2004M44093

Asp Ala @lu Phe Gly His Asp Ser Gly: Phe Glu Val Arg His Gln Lyn

1 5 to10

15

Leu Val Phe Phe Ala Glu AsSp Val Gly Ser Asn Lys aly Ala Ile Ile

@ly Len Met val Gly Gly Val val Ile Ala
35 40

<d10> 43

«211> 9

<212> PRT

313> Axtificial

<3230>
<123> A-beta 18-25 + ©

<400> 43
Val Phe Phe Ala @Glu Amp Val Gly Cys

1 5

«310> 44
<21t> 9
«212> PRT

30
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WO 2003058941

<213>

<220>
<d23>»

<400>

Artificial

A-beta 17-24 + C

Leu Val Phe Pha Ala Glu Asp Val éy:

1

<210>»
<211>
<2112>
<213>

«320>
<323>

<400>

5
45
9
PFRT
Artificiml

A-beta 16-23 + ¢

Lys Leu Val Phe Phe Ala Qlu Asp Cys

1

<310>
<dll>
<21d>
«313»

<320>
<223>»

<400>

5
46
9
PRT
Artificial

A-beta 18-25 + ¢

416

Cys Val Phe Phe Ala alu Adp Val aly

1

<210>
<3211>»

e e L T S . - o ——

47
9

PCT/US20M4 044093
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<212>
<213>

«220>
<233>

<400>»

PRT
Artificial

C + A-beta 18-25

47

mm::v-l!'haphauuulullphl

1

<210>
<31ll>
<212>
<213>»

<320>
<223>

<400»

5
40
9
PRT
Artificial

€ + A-beta 16-23

48

Cys Lys Leu Val Phe Phe Ala Qlu Asp

1

<210>
<ad1l>
<313>»
«213>»

<220>
<323>

<400>

5
49
a
PRT
Artificial

A-beta 18-24 + ¢

Val Phe Phe Ala @lu Asp Val cys

1

<210>

amma aaa -

PCT/US2MM 44093
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223»

<400>»

&

a8
PRT
Artificial

A-beta 27-23 + C

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Cyms

1

«210>
<311>
«212>
<dl3>

<220>
«a33>

«220>
<d31>
«222»
<123>

<400>

5
51
-]
PRT
Artificial

A-beta 16-22 + C

misc_feature
(8)..(8)
CRM 197 added via terminail cysteine

51

Lys Iau Val Phe Phe Ala Qlu Cys

1

<210>
<d1l>
<212>
<d13>

<320>
<223>

5
52
a
PRT
Artificial

C + A-bata 18-24
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220>
<321> misc_feature
«3223> {1)..(1)

<223> CRM 197 added via N-terminal cyateins

<400>» 52

Cys Val Phe Phe Ala Glu Asp Val

1 L

<310> 53

<3d1ll> 8

«212> PRT

<313> Artificial

<J30>

<223> C + A-beta 17-

<400> 53

Cys Leu Vgl Pha Phe Ala Glu Asp

1 - 5

<210> 54

211> B

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

333> C + A-beta 16-22 + C

<220>
<221> misc_feature
«222> (1).. (1}

<223> CRM 197 added via N-terminal cysteine

<400> 54

LEEL I oL BEE TT = e —

PCT/US2004/044093
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Cys Lys Lau Val Phe Phe Ala Glu
1 5
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