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dessen di 3 und iini: e h rwecke.
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Lésliche cyclische Analaga

Beschreibung

Die vorliegende Brfindung betrifft Peptide mit der
biologischen Aktivitdt eines Modulators der Amyloi-—
dogenese, Verfahren =zum Anffinden amyloidogenex
Peptide oder deren BAggregate, pharmazeutische Zu-

sammensetzungen zur Prophylaxe und Therapie mit A-

myloidogenese einhergehender Krankheiten sowie dia-
gnostische Zusammensetzungen zum Nachweis derarti-
ger Krankheiten.

Amyloide Krankheiten oder Amyloidosen sind Krank-
heiten, die mit einer Amyloidogenese, Amyloidbil~
dung beziehungsweise Aggrégation amyloider Proteine
in bestimmten K&rpergeweben einhergehen, womit h#u-
fig cytotoxiséhe Effekte verbunden sind. So geht
die Alzheimersche Krankheit mit einer Amylo}dogene—
se des B-amyloiden Peptids (B~AP) einber.

Es wird angenommen, dass die Bildung der Amyloid-
ablagerung verschiedener Peptide verantwortlich ist
fir das Entstehen und die pathologische Komplikati-
onen amyloider Krankheiten (Lorenzo et al., Nature
368 (1994), 756-760, Lorenzo et al., Proc. Natl.:
Acad. Sci. USA 91 (1984), 12243-12247, Lansbury et
al., Proc. Natl. Acad. Sci.. USA 96 (1899}, 3342-
3344, Koo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96
{1999}, 9989—9990, Siﬁe et al., Critical Reviews in
Clinical Laboratory Sciences 31(4}) (189%4), 325-
354). Es yitd ferner angenommen, dass Inhibitoren
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der Amyloidbildung geeignete Pharmazeutika zur Pro-
phylaxe und Bekdmpfung der amyloiden Krankbeiten
darstellen.

Aus der DE-AL 197 25 619 sind lineare Peptide aus 3
bis 15 Aminosiuxen bekannt, die als Agonisten
und/oder Inhibitoren der Amyloidbildung wirken kén-

" nen. Diese Peptide zeichnen sich dadurch aus, dass

sie als wirksame Seguenz mindestens die Aminosduren
GA enthalten.

Aus dem US-Patent 5,854,204 sind Peptide bekannt,
die die P-Amyloidaggregation modulieren. Es bandelt
sich um linear aufgebaute Peptide unterschiedlicher
Linge, welche insbesondere von dem p~-Rmyloidvor-
lauferprotein 770 abgeleitet ist.

Die WO 96/3%834 beschreibt weitere lineare Peptide,
die in der Lage sind, Krankheiten mit abnormaler
Peptidzusammenlagerung zu heilen. Die beschriebenen
Peptide weisen 3 bis 15 Aminosduren, einen hydro-
phoben BAbschnitt von 3 Aminosiuren und in diesem
hydrophoben Abschnitt mindestens eine eine §-
Faltblattstruktur blockierende Aminosiure auf,

Die WC 926/07425 beschreibt neurotoxische EBEffekte
des Amyloid-B-Proteins durch inhibierende syntheti-
sche Peptide mit linearer Struktur. Die Diagnose
und Behandlung von Typ II Diabetes mellitus unter
Verwendung von Bmylin und Derivaten davon ist in
der EP 0 289 287 und der EF 0 303 100 A2 beschrie-
ben. -

Testverfahren zur Friohexkennung- der amyloiden
Krankheiten sind.zur Zeit noch nicht verfiligbar be-
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ziehungsweise exst im Entwicklungsstadium. Dies
liegt daran, dass die durch die Amyloidbildung ver-
ursachten proteinchemischen und technisch~
analytischen Probleme bisher keine 2analytik der
Amyloidbildung erlauben. Als Folge davon ist der

.Mechanismus der Amyloidbildung im Wesentlichen un-

aufgeklart. Als weitere Folge davon existieren ge-
genwdrtig keine pharmazeutischen Ansatze zur Be-
handlung der amyloiden Krankheiten auf der Basis
von Modulatoren, insbesondere Inhibitoren, der Amy-
loidogenese. Ebenso wenig existieren auf der Amy-
loidbildungsanalyse aufbanende diagnostische Ver-
fahren, zum Beispiel in vitro-Tests zur Bewertung
von Kinetik, Quantit&t und Qualit&t der Bildung a-
myloider Strukturen. Nach wie vor muss die Diagno-
se, bei;pielsweise der.Alzheimerschen Krankheit,
symptomatisch durchgefiuhrt werden.

Insbesondere besteht ein Bedarf an geeigneten Son-
den, die in der Lage sind, amyloidbildende Peptide
nachzuweisen, um so schon im Vorfeld modglicher

. Krankheiten abnormale Erhéhungen der Konzentration

amyloidogener Peptide festzustellen. Die Bereit-
stellung derartiger Sonden scheiterte bisher daran,
dass ~ Sonden selbst nicht aggregieren dirfen,

.gleichwohl aber spezifisch mit den amyloidogenen

Peptiden .interagieren, das heift binden, missen.
BAhnlich sind die Anfordéxungen, welche an einen In-
hibitor der Amyloidbildung gestellt wexden. Auch
ein solcher Stoff daxf selbstverstédndlich die 'Ag-
gregation nicht foérdern bezishungsweise selber ag--
gregieren, und zudem sollte er spezifisch die amy-
ioidogenen Peptide binden koénnen, um ihre weitere
Aggregation zu unterbinden. Eineé den vorgenannten
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Kriterien gerecht werdende Substanz konnte bisher
noch nicht erfolgreich in der medizinischen Dia-—
gnostik und Therapie eingesetzt werden. Es besteht
daher weiterhin ein groBer. Bedarf an der Bereit-~
stellung von Substapnzen, die sowohl als Sonden fiix
die Diagnose, insbesondexe Friherkennung, von mit
einer Amyloidbildung einhergehenden Krankheiten als
auch fixr die Therapie einschliefilich Prophylaxe
derselben dienen ko&nnen.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher das techni-
sche Problem zugrunde, Substanzen bereitzustellen,
die in der lage sind, als Sonden fiir die Diagnose
mit einer Amyloidbildung einhergehender Krankhei-
ten, insbesondere der Alzheimerschen Krankheit, so-
wie der Therapie dexselben dienen kdnnen.

Die vorliegende Erfindung 1lost das ihr zugrunde
liegende technische Problem durch die Bereitstel-
lung von Peptiden mit der biologischen Aktivitat
eines Modulators der Amyloidogenese, insbesondere
eines Inhibitors der Amyloidogenese, wobei dieses
Peptid B-AP beziehungsweise ein davon abgeleitetes
Peptid ist und mindestens eine intramolekulare Brii-
cke aufweist, insbesondere mindestens eine Bricke
zwischen Seitenketten zumindest zweier im Peptid
vorhandener Aminosiuxen. In einer besonders bevor-
zugten Ausfihrungsform der vorliegenden Exfindung
wird die mindestens eine Briicke durch eine kovalen-
te Bindung zwischen Seitenketten mindestens zweier
das Peptid bii‘denden Aminosduren odex in das Peptid
eingefithrter Aminosduren (als Substituenten oder
zusédtzlich in der S'equenz) gebildet. Dabei kann

vorgesehen sein, dass die Briicke durch direkte Bin-

PCT/EPO1/15181

JP 2004-526693 A 2004.9.2



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

WO 02/058552

10

15

20

25

30

(19)

dung zwischen funktionellen Gruppen, zum Beispiel
Amino- und Carboxygruppen, der Seitenketten er-
folgt. Es kann aber auch vorgesehen sein, dass die

. Seitenketten der an der Brickenbildung beteiligten

Aminosauren des Peptides Uber einen Spacer oder
Linker, das beilit ein Vexbindungsmolekil, pei—
spielsweise eine Aminocarboxy-, Diamino- oder Di-
carboxyverbindung, miteinander kovalent verbunden
sind.

Die Aggregation und Xkrankheitsverursachende Amy-
loidbildung findet durch eine intermolekulare Q-
Faltblatt-Bildung zwischen den amyloidogenen Pep-
tidseqguenzen statt, wofur die Ausbildung intermole-
kularer Wasserstoffbriicken und hydrophobe Wechsel-
wirkungen zwischen den Seitenketten bestimmter Amij
nos#urereste notwendig ist. Diese p-Faltblatt-
strukfur fiihrt zu einex nicht-kovalenten Bindung
zwischen zundchst ,zwei und anschlieBend mehreren
amyloidogenen Peptidketten, also P-AP-Molekilen, -
welche daraufhin unldsliche Aggregate beziehungs-
weise Amyloid-Strukturen bilden.

Die erfindungsgemdf . vorgesehene intramolekulare
Briicke in B-AP mit der biologischen Aktivitdt eines
Modulators -der Bmyloidogenese verhindert, ohne an
die Thecorie gebunden zu sein, den Ubergang zwischen
einer ungeordneten, «-helikalen Konformation oder
einem nicht amyloidogenen 2ustand in eine aggre-
gierte bzw. aggregationsfahige B;FaltblattstrukturA
ErfindungsgeméB wird durch das Einfihren der intra-
molekularen Brucke eine Konformationsrestriktion,
das heiBit Stabilisierung eines pestimmten nicht
amyloidogenen Konformationszustandes, zum Beispiel
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B-Turn oder a-Helix, erzielt. Die erfindungsgemdBen
cyclischen Peptide sind daher hinsichtlich ihrer
Primdrstruktur identisch oder sehr &hnlich zu den
wildtypmolekiillen, als Wildtyp-B-aP, wobei jedoch
starke Unterschiede in Bezug auf die Sekunddrstruk-
tur zwischen diesen Peptidén und den nativen Pepti-
den vorhanden sind. Die erfindungsgemdf erzielte
Konformationsrestriktion von B-AP in einer nicht
aggregationsféhigen Konformation stellt demgeméss
nicht amyloidogene Molekile zur Verfiigung, die als
Aggxeéationsinhibitoren oder Amylcidbildungsinhibi-
toren fungieren und demgemsss als lésliche Bgo-
nisten und Sonden von beziehungsweise.fﬁr amyloide
Peptide wirken kénnen. Die erfindungsgemafen cycli-
schen Peptide =zeichnen sich n&mlich dadurch aus,
dass sie einerseits spezifisch an die native, das
heift Wildtypform, des ihrer Struktux zugrunde lie~
genden amyloiden Peptids nicht kovalent binden cder
sich mit ihr assoziieren kdnoven und so in der Lage
sind, diese zu detektieren. Die exfindungsgemihen
Peptide zeichnen sich dariiber hinaus dadurch asus,
dass sie selber nicht amyloidogen sind und gleich-
zeitig bel Bindung an die native Form des Peptids
dessen Assoziation mit weiteren nativen Peptiden
inhibieren. Insbesondere findet eine Bindung der
erfindungsgemdfien cyclischen Peptide an noch nicht
aggregierte ldsliche Formen beziehungsweise an noch
1lssliche Mono- und Oligomere des nativen Peptides
statt.

Die erfindungsgemdfien cyclischen Peptide wirken al-~
so als Agonisten, Sonden und Amyloidbildungsinhibi-
toren, die fiir die Diagnostik und Therapie- von mit
Amyloidbildung einhergehenden Krankheiten einge-
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setzt werden konnen. Dariber hinaus kénnen sie als
molekulares Werkzeug zur &nalyse und Untersuchung
der Amyloidogenese sowie zur Erforschung, Entwick-
lung und Herstellung von auf 'die Alzheimersche
Krankheit bezogenen Diasgnostika und Therapeutika
sowie zum Schutz vor der Alzheimerschen Krankheit
anch als Impfstoffe eingesetzti werden. Durch die
erfindungsgenaB erzielte Inhibition der Amyloidoge-
nese der krankheitsverursachenden Peptide wird
gleiéhzeitiq die zytotoxische Wirkung der Amyloi-
daggregate auf Gewebszellen inhibiert und ein wei-~
terer wichtiger KrankheitsauslOser ausgeschaltet.
Die erfindungsgemiafBen cyclischen Peptide -lassen
sich durch eine Chemosynthese in hoher Reinheit
nach gangigen Methoden der Festphasenpeptidsynthese
herstellen. Sie weisen eine hobe bioclogische, ins-
besondere proteolytische, Stabilitat auf, welche
beispielsweise durch den Einbau von unnatiirlichen
Aminosduren und Ringstrukturen erreicht beziehungs~
weise weiter erhsht werden kann. Die exfindungsge-
mifen cyclischen Peptide sind einfach handhabbar,
was unter anderem auf ihrer hohen Ldslichkeit be-
ruht. Dies stebt im Gegensatz zu der 'problemati-
schen Handhabbarkeit der nativen Molekiile, also na-
tivem B-AP. Die erfindungsgemé@Ben cyclischen Pepti-
de weisen fernexr, wenn gberhaupt, nur geringe Ne-
benwirkungen und Antigenizitsét beim Einsatz als
Therapeutikum auf, da die erfindungsgemiben 'Amy-
loidbildungsinhibitoren eine sehr &hnliche Primar-
struktur wie die im Kérper vorkommenden -nativen
Peptide aufweisen. '

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Exfindung wird
unter einem Peptid.ein mindestens zwel Uber eine
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Amidbindung miteinander verknipfte Aminosiuren auf-
weisendes Molekil verstanden, zum Beispiel ein Oli-
gopeptid, ein Polypeptid odexr ein Protein. Das Pep-
tid kapn ein natdrlicherweise vorkommendes Peptid,
eine chemisch modifizierte Variante davon oder ein
denovo synthetisiertes Peptid sein. Das Peptid kann
Modifizierungen aufweisen, wie beispielsweise Gly-
cosylierungen oder andere Derivatisierungen wie A)l-
kylierungen, Hydroxylierungen, Aminierungen oder
ahnliches. Das Peptid kann gegeniber der natiixli-
cherweise workommenden Form, also der nativen Form,
abgewandelt sein, also beispielsweise ein struktu-
relles und/oder funktionelles Agquivalent darstellen
wie ein Peptidanalog oder ein Peptidomimetikum, wo-
bei diese BAbwandlungen in Aminosédureinsertionen,
Aminosdureaustauschen, Aminosdureinversionen, Ami-

.nosgureadditionen oder/und Amjinosduredeleticnen be-

stehen kdnnen. Das Peptid kann auch ungewdhnliche
vnd/oder unnatrliche Aminosiuren enthalten. Ebenso.
kénnen die Aminosduren des Peptids in D- oder L-

Konfiguration vorliegen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wixd

unter einem Peptid mit der biologischen Aktivitat

eines Modulators der Amyloidogenese ein Peptid vex-
standen, welches in der Lage ist, Amyloid- oder A-
myloidéhnliche  Strukturen bildende Peptide hin-
sichtlich ihrer Aggregationsfahigkeit zu Amyloiden
zu beeinflussen, insbesondere die Amyloidogenese zu
fordern, zu initiieren oder zu inhibieren, zum Bei-
spiel zu reduzieren oder zu blockieren. Eine Forde-
rung der Aggregationsfahigkeit kann fur Forschungs-
arbeiten oder fir die gezielte, gewebespezifische
Lokalisation von Amyloiden in“Géweben, in dénen sie
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nicht schddlich sind, erwinscht sein. Ein Peptid
mit der piologischen Aktivitdt eines Modnlators der
Amyloidogenese zeichnet sich insbesondere dadurch
aus, dass dieses Peptid in der Lage ist, mit amy-
loidogenen Peptiden derart zu interagieren, dass
deren qure§ationsféhigkeit, insbesondere hinsicht-
lich der Aggregationsrate, also der BAggregations-
geschwindigkeit, und der Grotbe bzw. Menge gebiidete
Aggregate, geidndert, insbesondere inhibiert wird.
Diese Anderung der Aggregationsfghigkeit amyloido-
gener Peptide findet vorzugsweise durch Assoziation
beziehungsweise Anheften, vorzugsweise durch nicht-
kovalente Bindung, an die vorzugsweise 1ldsliche

Form des amyloidogenen Peptids oder eines loslichen

- Oligomers des amyloidogenen Peptides statt. In be-

sonders bevorzugter Rusfihrungsform ist ein inhibi-
torischer Effekt der vorliegenden Erfindung ein Ef-
fekt, gemiss dem die lag-Phase der Aggregation. we-
nigstens 1,5; 1,8; 2; 2,5; 3; 4; 5; 8; 10; 20; 40;
50; oder 100-fach gegeniber der mit nur natirli~
cherweise vorkommenden amyloidogenen Peptiden vor-
liegenden lag-Phase verlingert ist. In einer weite-
ren Ausfilhrungsform der Erfindung liegt ein inhibi-~
torischer Effekt dann vor, wenn der Aggregati-
onsgrad gegeniiber dem-bei nur naturlicherweise vor-
kommenden amyloidogenen Peptiden beziehungsweise
daraus gebildeten Aggregaten vorhandenen Aggregati-
onsgrad uwm 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 oder
100 % vermindert ist. :

- Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wixd

unter dem Begriff B-AP ein Peptid mit der biologi~-
schen Aktivitit eines Modulators der Amyloidogenese
verstanden, wobei dieses eine intramolekulare Bri-
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-10-

cke aufweist und gegeniiber der Wildtypsequenz die
gleiche Primarstruktur oder eine abweichende Pri-
mirstruktur, das heiBt Amipniosiuresequenz aufweisen
xann. 2Zur Ermittlung der Modulation der Amyloidoge-
nese, der Aggregationsrate, dem Aggregationsgrad
(Gesamtmenge an Aggregation} und der Aggregations-
geschwindigkeit sowie -fahigkeit kénnen ublicher-
weise bekannte Testverfahren, wie sie beispielswei-
se in der US 5,854,204 beschrieben sind, eingesetzt
werden, die im Zusammenhang mit den dort beschrie-
benen Testverféhren in den Offenbarungsgehalt derx
vorliegenden Lehre mit einbezogen wexden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer-
den unter dem Begriff ,an der Brickenbildung betei-
ligte Aminosduren" diejenigen Aminosduren des Pep-
tides verstanden, deren Seitenketten die funktio-
nellen Gruppen aufweisen, die zu einer kovalenten,
zu der intramolekularen Briicke fiihrenden Bindung
direkt oder indirekt wmiteinander verknupft sind.
Die an der Briickenbildung beteiligten Aminoséuren
weisen also Seitenketten auf, die funktionelle
Gruppen umfassen, die entweder jeweils direkt mit
anderen funktionellen Gruppen einer anderen Seiten-
kette einer anderen Aminosdure des Peptides vex-
kniipft sind oder deren funktionelle Gruppe ﬁit min-
destens einem Spacermolekdl verknupft sind, welches
wiederum mit dex funktionellen Gruppe einer Seiten-
kette einer anderen an der Brickenbildung beteilig-
ten Aminosiure des Peptids verkniupft ist. Derartige
funktionelle- Gruppen kbnnen zum Beispiel Hydroxy-,
Amino~, Carboxyl-, und/oder Thiclgruppen sein. Die
an der Brilickenbildung beteiligten Aminosduren kon-
nen natlirlicherweise in der nativen Sequenz an die-
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ser Position vorbandene BAminos&uren sein. Erfin-
dungsgem&B ist es auch méglich, durch geeignete
Substitutionen der nativ vorkommenden B2Aminos&duren
durch an dieser Stelle natiirlicherweise nicht vor-
kommende oder unnatlUrliche odexr ungewdhnliche Ami-
nosauren substituierende Aminosiuren einzufihren,
die fur die Brickenbildung verwendet werden bezie-
hungsweise daran beteiligt sind. Selbstverstandlich
ist es erfindungsgem#B auch méglich, dass die an
der Bruckenbildung beteiligten Aminosduren zusdtz-
lich in die Aminosduresequenz des P-AP eingefiigt
wurden, ohne dass eine natirlicherweise vorkeommende
Aminosaure deletiert wird. Das Einfiihren natirli-
cherweise -an dieser Position nicht vorkommender A-
minosduren kann den Vorteil aufweisen, dass gezielt
an dieser E’ositioﬁ spezifische funktionelle Gruppen
eingeftihrt werden, die eine Briickenhildung ermbgli-
chen oder erleichtern. Brfindungsgemab ist es in
bevorzugter ARusfihrungsform vor‘gesehen, als an der
Briickenbildung beteiligte Amincsduren Dab (Dab ist
2,4-Diaminobuttexsdure), Dap (Dap ist 2,3 Diami-~
nopropionsaure), Ser, Asp, Glu, Cys, Lys und/oder
Orn in die Aminosduresequenz einzufihren, bei-
spielsweise als Substitution oder als Addition.

Die Erfindung sieht in einer vorteilbaften Ausges-
taltung vor, dass die an der Brickenbildung betei-
ligten Aminocsiuren des Peptides, vorzugsweise die
zwei an der Briickenbildung beteiligten Aminosduren
des Peptides im Abstand von i+3, 1i+4, i+5, 1i+6 oder
i+? zueinander in dem .Peptid angeordnet sind.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegen-
den Erfindung wird vorgesehen, die Seitenketten der
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an der Brilickenbildung beteiligten Aminosduren des
Peptides lber einen Spacer miteinander zu verkniip-
fen, wobei der Spacer ausgewghlt ist, aus der Grup-
pe bestehend aus X-({(CHzln,~Y mit n = 1 bis 6; und
X/Y¥: NBy/COOH oder COOH/NH, oder NHz/NH; oder
COCOH/CQOH oder OH/OH oder SH/SH; oder X ist eins
von NH; oder COOH oder OH odexr SH und Y ist eins
von COOH oder NH; oder SH oder OH. Selbstversténd-
lich ist es mdéglich, auch andere Spacer einzuset-
zen. Erfindungsgem&B von Bedeutung ist, dass die
Watur von X und ¥, also den endstédndigen funktio-
nellen Gruppen des Spacers oder Linkers an die
funktionellen Gruppen der zu verknipfenden Seiten-
ketten so angepasst ist, dass eine chemisch kova-
lente Bindung eingegangen werden kann, beispiels-

_weise durch Verkniipfung einer Aminogruppe mit einer

Carboxygruppe oder einer Carboxygruppe mit einer
Hydroxylgruppe oder zweier Hydroxylgruppen oder
zweier SH-Gruppen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfibhrungsform kén-
nen die cyclischen Peptide der vorliegenden Exfin-
dung weitere funktionelle Gruppen aufweisen, die
nicht im Zusammenhang wit, der Briickenbildung ste-
hen, sondern beispielsweise der Immobilisierung an
Trégérn, der Wechselwirkung mit anderen Molekiilen,
der Detektion odexr Ahnlichem dienen. Derartige
Gruppen k&nnen funktionalisierte Alkylgruppen, aro-
matische Gruppen, .Glykogruppen, Lipidgruppen, zyk-
lische-, heterozyklische- oder polyzyklische Grup-

. pen, bictinhaltige Gruppen, Avidin-haltige Gruppen,

Streptavidin-haltige Gruppen oder -3hnliches sein.
Selbstverstiandlich kann avch vorgesehen sein, das
Péptid der vorliegenden Erfindung mit anderen Pep-
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tiden, Polypeptiden oder Proteinen oder Fragmenten
davon zu fusionieren, zum Beispiel mit Wildtyp-f-
AP, Derivaten oder Fragmenten davon.

Die erfindungsgemdfien Peptide konnen Markierungen
aufweisen, zum Beispiel Enzyme, prosthetische Grup-
pen, fluoreszente Materialien, radioaktive Materia-
lien oder lumineszente Materialien.

Als Enzym kann beispielsweise die Meerrettichpero-
xidase, die alkalische Phbosphatase, die p-
Galaktosidase oder die Acetylcholinesterase einge-
setzt werden. Als prostethische Gruppen kdnnen bei-
spielsweise Streptavidin/Biotin, Avidin/Biotin und
als fluoreszente Materialien Umbelliferon, Fluores-—
cein, Fluorescein-Isothiocyanat, Rhodamin, Dichlo-
rotriazinylaminfluorescein, Dansylchlorid oder Phy-
coerythrin eingesetzt werden. Als radicaktive Mate-
rialien kénnen beisplelsweise Mc, l231, IZ“I, 1ZSI,
My Mg g oder PH eingesetzt werden.

Die in der vorliegenden Lehre verwendeten Aminosiu-
renummerierungen ungd Positionen beziehen sich auf
die Sequenz des nativen wildtyp—D—AP,' so wie es in
Tabelle 1 von- Hilbich et al. (J. Mol. Biol. 228
(1992), 460-~473) beschrieben ist. Der Offenbarungs-
gehalt dieser Druckschrift wird hinsichtlich der
Sequenz der Aminosduren von B-AP sowie dessen Be-
reitstellung vollinhaltlich in den Offenbarungsge-
halt der - vorliegenden Lehre mit einbezogen und
klargestellt, dass im erfindungsgeméﬂen Kontext da-
fiur Schutz beg_éhrt wird. Die Nummerierung geméf der
vorliegenden Lehre erfolgt immer vom N-Texminus.zum

C~Terminus.
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfith-
rungsform der vorliegenden Erfindung, gem3f der das
urspriingliche Peptid, also das Stammpeptid, pB-AP
ist, befinden sich die erfindungsgemd’ an der Brii-
ckenbildung beteiligten Aminosduren im Bereich der
Positionen 15 bis 24 des P-AP. Gemdh einer weiteren
bevorzugten Ausgestaltung dieser auf das B-AP
Stammpeptid zurﬁckzufﬁhrendén Ausfilhrungsform weist
das B-AP 1 bis 2B (P-AP 1-28 oder B-AP128), 1 bis
40 (B-AP 1-40 oder B-APL40), } bis 42 (P-AP 1-42
oder B-aP142) oder 1 bis 43 (B-AP 1-43 oder B-
AP143) Aminosduren auf. In einer weiteren bevorzug-
ten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung sind
die an der Brickenbildung beteiligten Aminosduren
des PB-AP die patiirlicherweise oder dort zum Bei-
spiel als Sub'stitution eingefuhrten Aminosduren,
zum Beispiel Lysin und Asparaginsdure, zum Beispiel
an den Positionen.17 und 21.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform der
vorliegenden Exfindung betrifft die Exfindung das
cyclische Peptid Cyclo'™® {Lys', Asp™) B-AP (1 bis
28) (abgekiirzt als: op-AP 128 oder cP-AP {1 bis
28)). Die Aminosduresequenz ist dargestellt in SEQ
ID No. 2. .

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist

das cyclische Peptid Cyclo'™® [Lys!’, asp®] B-ap (1
bis 40) (abgekiirzt als: _CB—AP 140). Die Amincosduvre-
sequenz ist dargestellt in SEQ ID No. 3.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo'™?' (Lys!’, Bsp®'} B-AP (1

PCT/EPOLASIS]
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bis 42) (abgektrzt als: cB-AP 142)., Die Aminossure-
sequenz ist dargestellt in SEQ ID No. 4.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform dex
vorliegenden Erfindung betrifft die Exfindung das
cyclische Peptid Cyclo' ' {asp'’, Lys?!) B-aP (1 bis
28) . Die Aminosduresequenz ist dargestellt in SEQ

"ID No. 5.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo'™?! [asp’’, Lys®'] B-ap (1
bis 40). Die BAminos#uresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 6.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo'™? {asp®?, Lys*] B-ap (1
bis 42). Die Aminosduresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 7.

In einer besonders bevorzugten Ausfibrungsform der
vorliegenden FErfindung betrifft die Erfindung das
cyclische Peptid Cyclo'™? (Asp®’, Orn®*'] B-aP (1 bis
28) (Orn: Ornithin) Die Aminosduresequenz ist darge-
stellt in SEQ ID No. 8.

In einer weiteren bevorzugten Auvsfihrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo'’? [Asp®’, Orn®] p-AP (1
bis 40). Die Aminosguresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 8.

- In einexr weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist

das cyclische Peptid Cyclo'”? (asp!’, orn™] B-aP (1

bis 42). Die Aminosduresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 10. .

2 PCT/EPOL/15181
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In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung betrifft die 'Erfindung das
cyclische Peptid Cyclo*”? [Asp’, Dab®) B-AP (1 bis
28) (Dab: 2,4-Diaminobuttersédure). Die Aminosdure-
sequenz ist dargestellt in SEQ ID No. 1l.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo™ 2! {[asp!’, Dab®*] B-AP (1
bis 40). Die Aminosiuresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 12.

In einer weiteren bevorzugten BAusfGhrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo™? (Asp’’, Dab®) B-AP (1
bis 42). Die Aminosauresequenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 13.

In einer -besonders bevorzugten Busfithrungsform der
vorliegenden Erfindung betrifft die Exfindung das
cyclische Peptid Cyclo’™?! [orn!’, Asp®] B-AP (1 bis
28). Die Anminosanresequenz ist dargestellt -in SEQ
ID No. 14.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist
das cyclische Peptid Cycio*”# [orn'’, Asp“] B-BP (1

bis 40). Die Aminos#duresequenz ist dargestellt in |

SEQ ID No. 15.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo'™?' [oxn'’, Asp®] B-AP (1

vbis 42). Die Aminos&ureseguenz ist dargestellt in

SEQ 1D No. 16.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung betrifft die Erfindung das
cyclische Peptid Cyclo™? [pab'’, "Asp®'] B-AP (1 bis

PCT/EPOL/15181
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28). Die Aminosiduresequenz ist dargestellt in SEQ
ID No. 17.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo’® [Dab'’, asp®] B-ap (1
bis 40). Die Aminos#ureseguenz ist dargestellt in
SEQ ID No. 18.

In einer weiteren bevorzugten 3Ausfilhrungsform ist
das cyclische Peptid Cyclo' ® [Dab!?, asp?'] B-aP (1
bis 42}). Die Aminosduresequenz jst dargestellt in
SEQ ID No. 19.

Die Erfindung betrifft auch Antikérper, insbesonde-
re monoclonale oder polyclonale BAntikdrper, die
spezifisch die cyclischen Peptide der Erfindung ex-
kennen und an diese binden konnen. Die Antik&rper
kénnen in iiblicher Weise modifiziert, zum Beispiel
markiert sein. Sie konnen auch in immobilisierter
Form auf einem Trdger oder an Kiigelchen fixiert
vorliegen. s

Die Erfindung sieht auch Verfahren vor, gem&h derer
die erfindungsgem&Ben Peptide als Antigene zur Im-
munisierung von menschlichen odex tierischen‘Orga—
nismen verwendet werden und die gebildeten Antikér-
per gewonnen. werden. Die Erfindung betrifft also
auch Verfahren zur Gewinnung von mono- und polyclo-
nalen Antikérpern, wobei die erfindungsgemdBen Pep-
tide als Antigene. verwendet werden, insbesondere
menschlichen oder tierischen Organismen zﬁgefuhrt
und die sich nach der Immunisierung bildenden Anti-
kérper gewonnen beziehungsweise Antikérper bildende
Zellen, zum Beispiel Milzzellen, zur Hexstellung
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von monoclonale Antikérper bildenden Bybridomzellen
erhalten werden. Die Erfindung betxrifft also auch
die Verwendung der erfindungsgemdfien Peptide zur
Gewinnung von monoclonalen oder polyclonalen Anti-
kérpern mittels an sich bekannter Verfahren, wobei
es sich hierbei auch um rekombinante Verfahren, al-
so zum Beispiel der Hexstellung von Antikdrpern in
E. coli, handeln kann. Die qewonnenén Antikdrper,
bei welchen es sich also auch um humanisierte oder
humane Antikérper bhandeln kann, konnen fiur For-
schungszwecke, zum Beispiel als Forschungswerkzeu-
ge, fiir therapeutische oder diagnostische 2Zwecke
eingesetzt wexrden, insbesondere bei der Diagnose
und Therapie der Alzheimerschen Krankheit. Die er-
findungsgemifien polyclonalen oder monoclonalen An-
tikdrper k&nnen Dbeispielsweise zur Analyse des
Krankheitsverlaufes von zum Beispiel mit exrfin-
dungsgeméfen Peptiden behandelten, Patienten oder
zur . Isolierung und Identifizierung von weiteren
therapeutisch wirksamen Peptiden dienen. Die erfin-
dungsgemiben Peptide erweisen sich im Rahmen ihres
Einsatzes als Immunogen fitr die Herstellung von An-

. tikdrpern fir diagnostische und therapeutische Zwe-

cke aufgrund ihrer erheblich verbesserten Handhab-
barkeit gegentber den nativ-vorkommenden schwerlds-
lichen Bnaloga als besonders vorteilhaft. Die so
hergestellten Antikorper ko&nnen in einer Ausfuh-
rungsform spezifisch die erfindungsgemdBen Peptide
und in einer anderen Ausfiihrungsform auch das nativ
vorhandene Wildtyp B-AP, gegebenenfalls in aggre-
gierter Form erkennen, so dass die erfindungsgem&-
Ben Abtikérpgr zum Beispiel zur Diagnose der Alz-

heimerschen Krankheit eingesetzt werden kdnnen. Die

Erfindung betrifft auch Verfahren zur Immunisierung

PCT/EPU1/25181
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von menschlichen oder tierischen Organismen, wobel
die erfindungsgemdfien Peptide menschlichen oderx
tierischen Organismen appliziert und eine Immuni-
sierung gegen (-AP beziehungsweise dessen Derivate
erreicht wird.

Die erfindungsgemédBen Peptide k&nnen in iblichexr
Weise chemisch synthetisiert und/oder modifiziert
werden. Sie k&nnen auch durch xrekombinante DNA-
Technik hergestellt oder aus natitirlichen Quellen
isoliert und modifiziert werden.

Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zusam-
mensetzungen, enthaltend ein vorgenanntes cycli-
sches Peptid in pharmazeutisch wirksamer Menge und
einen pharmazeutisch akzeptablen Triger. In einer
Ausfiihrungsform der vorliegenden Exfindung enth&lt
die pharmazeutische Zusémensetzung mindestens ein
cyclisches Peptid der vorliegenden Erfindung in ei-
ner prophylaktisch oder therapeutisch wirksamen
Menge, die ausreicht, die Aggregation, insbesondere
die Aggegationsrate und/oder die Menge gebildete
Aggregate, nativer amyloider Peptide 2zu andern,
insbesondere zu inhibieren. In einer weiteren Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist die
pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden
Erfindung mindestens ein cyclisches Peptid der vor-
liegenden Erfindung in einer  prophylaktisch oder
therapeutisch wirksamen Merge auf, die ausreicht,
die neurotoxische Wirkung natirlicherweise vorkom-
mender amyloider Peptide bzw. deren Aggregate zu
dndern, insbesondere zu inhibieren. Die pharmazeu-
tisch wirksame Menge hangt von verschiedenen Fakto-
rén ab, wie dém Krankheitszustand, _der Grofe des

RCT/EPOL/15181

JP 2004-526693 A 2004.9.2



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

‘WO 02/058552

10

15

20

25

30

(34)

-20-

Patienten, dem Gewicht des Patienten, der Menge an
endogen vorhandenem amyloiden Peptid usw.

Pharmazeutisch vertrdgliche Trager sind zum Bei-
spiel Ldsungsmittel, Dispersionsmittel, Beschich-
tungen, Fillstoffe, antibakterielle und antifungale
Agenzien, isotonische Agenzien usw. Gegebenenfalls
kénnen weitere Additive wie Farb- oder Geschmack-
steoffe, Emulgatoren, Bindemittel, Trennmittel etc.
hinzugefligt werden.

In einer weiteren Ausfithrungsform der vorliegenden
Erfindung kann vorgesehen sein, die pharmazeutische
Zusammensetzung intravends, oral, intraperitoneal,
intraspinél, intrazerebral oder intramuskulixr zu
verabreichen. Es kann vorgesehen 'sein, die Zusam-
mensetzung in Form einer sterilen wéssrigen Losung

oder Dispersion oder eines Pulvers zu verabreichen.

Gegebenenfalls kann auch vorgesehen sein, weitere
medizinisch wirksame Substanzen zusammen mit dem
cyclischen Peptid dep varliegenden Erfindung in der
pharmazeutischen Zusammensetzunyg 2u verwenden. Es
kann vorgesehen sein, weitere Subscanien in der
pharmazeutischen Zusammensetzung einzusetzen, die
zum Beispiel dem Transport im Zielorganismus, bei-

spielsweise durch die Blut-Rirn-Schranke, dienen.

In eilner weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform'der
vorliegenden Erfindung betrifft diese diagnostische
Zusammensetzungen, enthaltend mindestens ein cycli-
sches Peptid der vorliegenden Erfindung, welches
vorzugsweise mit eibem Detektionsmarker versehen
ist. Ein derartiger Detektionsmarker kann.eine ra-
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dioaktive Markierung wie zum Beispiel radicaktives
Jod oder Technetium sein. Der Detektionsmarker kann
jedoch auch ein Fluoreszenzmarker, Lumineszenz- o-
der Enzymmarker, oder ein Spin-Label sein.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform be-
trifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis,
insbesondere Screenen, Absuchen oder Detektieren,
amyloidogener Peptide, insbesondere B-AP oder Deri-
vaten davon, von Oligomeren aus amyloidogenen Pep-
tiden oder BAggregaten aus amyloidogenen Peptiden
sowie von Antikérpern gegen die sogenannten Materi-
lien in einer biologischen Probe oder einem tieri-
schen oder menschlichen Organismus, wobei mindes-
tens ein, vorzugsweise mit einem Detektionsmarker
versehenes, cyclisches Peptid der vorliegenden Ex-

findung oder ein mit einem Detektionsmarker verse-

hener Antikérper der vorliegenden Erfindung als
Sonde mit einer zu  untersuchenden . Pro-
be,vaorzugsweise in einer Fliussigkeit, in Kontakt
gebracht und eine Assoziierung des Eepti.des mit a-
myloidogenen Peptiden, Oligomeren davon, Aggregaten
davon oder AntikSrpern dagegen qualitativ oder/und
quantitativ nachgewiesen wird. In - einer Ausfih-
rungsform der vorliegenden Exfindung kann dieses
Verfahren in vitre und in einer anderen Ausfih-
rungsform in vivo durchgefithrt werden. Der Begriff
in-Kontakt-bringen erfasst daher die Inkubation des
cyclischen Peptides mit einer Probe in vitro oder
das Einbringen des cyclischen Peptides zu einem Ort
in vivo, wo zum Beispiel natiixliches amyloides Pep-
tid oder deren Aggregate vorhanden ist. Selbstver- .
stdndlich ist es auch vorgesehen, dieses Verfahren
in Gegenwart mindestens einer weiteren Testsub-
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stanz, zum Beispiel von nativem B-AP, anderer Pep-
tidvarianten, potentiellen Pharmazeutika, poten-
tiellen Diagnostika oder Markersubstanzen in Form
zum Beispiel kompetitiver Testverfahren durchzufith—
ren, wobei die Wirkung dieser weiteren Testsubstanz
auf das Aggregatioﬂsverhalten von nattlirlichen PB-AP
oder/und erfindungsgemdBien Peptiden nachgewiesen
wird.

Erfindungsgem#B kann vorgesehen sein, die cycli-
schen Peptide in immobilisierter Form zu verwenden.
So kann in bevorzudter Weise voxgesehen sein, das
cyclische Peptid mit weiteren funktionellen Gruppen
zu versehen, die eine Immobilisierung an festen
Trégern erm&élichen; Die Immobilisierung kann bei-
spielsweise bei der Anwendung der erfindungsgemdfien
Peptide in Antikdrper-basierten Test-, Screening-

Jund Bnalyseverfahren zum Beispiel zur Identifizie-

rung von B-AP oder B—AP-Derivat-spezifischen Anti-
kérpern vorgenommen werden. Die Immobilisierung
kann auch fixr pré#parative Verfahren in der For-
schung und Therapie eingesetzt wexden, wie fur Af-
finitatsmatrices zur -Bindung, Isolierung und Abrei-
cherung von Amyloiden aus verschiedenen Flissigkei-
ten.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung mindes-
tens eines cyclischeﬁ Peptids der vorliegenden Ex-
findung zur Herstellung eines Arzneimittels fir die
Behandlung von durch Amyloidbildung gekenﬁzeichnea
ten Krankheiten, das heiBt Amyloidosen, insbesonde-

re primdre, sekundire, vererbliche oder/und iso-

lierte Amyloidosen wie die Alzheimersche Krankheit,

PCT/EROL/15181

JP 2004-526693 A 2004.9.2



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

WO 02/055552

10

15

20

25

30

37

-23-

insbesondere sporadische oder familiengebundene
Alzheimersche Krankheit.

Die Erfindung betrifft also auch Verfahren zur Di-
agnose und/oder Therapie, zum Beispiel Prophylaxe
von BAmyloidosen, gem#f der mindestens ein cycli-
sches Peptid der vorliegenden Exfindung einem
menschlichen oder tierischen Korper oder einem iso-
lierten Bestandteil davon ip einer pbarmazeuntisch
oder diagnostisch wirksamen Menge appliziert und im
Falle des diagnostischen Einsatzes eine Bindung an
amyloide Strukturen nachgewiesen wird.

Die Exfindung betrifft auch Verfahren zur Vexande-
rung der Aggregation amylecidogener Peptide, Oligo-
meren oder Aggregaten davon oder =zuxr Inhibierxung
der Zytotoxizitat von amyloidogenen Peptiden, Oli-
gomeren oder Aggregaten davon, wobei Peptide der
vorliegenden Erfindung in vivo oder in vitro mit
den amyleoidogenen Peptiden, Oligpmeren oder Aggre-
gaten davon in Kontakt gebracht wexden und das Ag-
gregationsverhalten der amyloidogenen Peptide, 0li-
gomere ode; Rggregate davon geadndert wird, insbe-
sondere die Aggregation. reduziert oder inhibiert
wird. Eine Rmyloidose im Sinne der vorliegenden Er-
findung ist insbesondere die Alzheimersche Krank-
heit.

Insbesondere betrifft die Erfindung 'ein Verfabxen
zur Modifizierung, vorzugsweise Verhinderung, der
Aggregatbildung von in einer Fliissigkeit enthalte-
nem amyloidem B-AP, wobei ein Peptid der vorliegen-
den Erfindung mit der Fliissigkeit in Kontakt ‘ge-
bracht und inkubiert wird. Dieses .Verfahren kann
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auch zur Abreicherung beziehungsweise Entfernung
von Amyleid aus Flissigkeit, zum Beispiel Korper-
fliissigkeiten, dienen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Kits, um-
fassend die erfindungsgemélen c¢yclischen Peptide
und/oder dagegen gerichtete monoclonale oder polyc-—
lonale Antikdrper, wobeli diese Agenzien gegebenen-
falls markiert sein kdnnen.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung
ergeben sich aus den Unteransprichen.

Die Erfindung wird anhand der Beispiele, des Se-
quenzprotokolls und der dazugehbrigen Figuren ngher
erlautert.

Die Figuzren 1 und 2 zeigen elektroﬁenmikroskopische
Aufnahmen des Fibrillierungsverhaltens von cﬁ—A?lZB
{1a), PB-AP{1-28] 1B), I[Lys'’, Asp*] B-AP (1-28)
[lineares Kontrollpeptid) (1C) sowie PB-AP(1-28)
(28) und einer 1:1-Mischung von B-AP({1-28) und cf-
aP128 (2B}). ’

Figur 3 zeigt schematisch die Struktur eines erfin-
dungsgemdhen eine intramolekulare Briicke aufweisen-
den Peptids sowie der linearen Kontrollpeptide.

Das zu der vorliegenden Lehre gehdrige Sequenzpro-
tokoll zeigt:

SEQ ID Nr. .1l.die Wildtyp—Aminosauresequenz von B-AP
{1-43), .
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SEQ ID Nr. 2-19 die erfindungsgemifien Aminosiurese-
quenzen, wobel eine intramolekulare Briickenbildung
jeweils zwischen den Seitenketten der Aminosauren
17 und 21 vorliegt.

Beispiel 1

Herstellung, Reinigung und Charakterisiexung von
cB-AP128 und Control-B-AP{1-28)

Die Peptide wurden nach gléngigen Methoden der Fest-
phasenpeptidsynthese unter Verwendung der Boc/Bzl-
Synthesestrategie an PAM-Harz hergestellt (Barany,
G., Kneib-Cordonier, N. & Mullen, D. G. (1987) J.

Pept. Res. 30, 705-73%), mittels HF/Anisol (10:1)

vom Harz abgespalten und durch préparative HPLC U-
ber eine C18-S&ule gereinigt (Kapurniotu & Taylor,
(1995) J. Med. Chem. 38, 836-847). Fir die Synthese
von cB-AP128 wurden die Seitenketten von Lys! und

asp?

mittels der Fmoc~ beziehungsweise Fluorenyl-
methylester (OFm)-Schutzgruppen geschiitzt, welche
dann selektiv mittels 20% Pipefidin/DMF vor Bildung
der Laktambxriicke abgespalten wurden (Kapurniotu &
Taylox, J. Med. Chem. 38, 836-847 (1995)). Die Sei-
tenketten-zu-Seitenketten~Zyklisierung wurde mit
Benzotriazol-1l-yloxy-tris-(dimethylamino) phospho-
nium-hexafluorophosphat (BOP) durchgeffihrt und mit
dem Kaisertest auf Vollstdndigkeit dberprift (Ka-
purniotu & Taylox {1995) J. Med. Chem. 38, 836-
847)). Um eine vollstindige 2yklisierungsreaktion
zu erhalten, wurde die 2yklisierungsreaktion in Mi-
schungen aus DMF, NMP und DMSO 4-mal (die Dauer ei-
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ner Zyklisierung hetrug um die 20 h) durchgefihxt.
Die Massen der mittels HPLC gereinigten Produkte
wurden durch MALDI-MS bestimmt und ihre Reinheit
durch analytische HPLC verifiziert.

Beispiel 2

cPAP128: Aggregation, Testung der Fibrillenbildung,
Testung der inhibitorischen Wirkung auf die Aggre-
gation von B-AP(I-ZB).

Physikochemische Eigenschaften von cf-AP3128  und
Testung dexr Fibrillenbildung

Die physikochemischen Eigevnschaften von cf-AP wur-
den durch FT-IR (Fourier transformierte Infrarot-
Spektroskopie) ’ und <D {Circulardichroisnus-
Spektropolarimetrie) untersucht. EM (Elektronen-
mikroskopie) und AFM (Rasterxkraftmikroskopie} wur-
den verwendet, um die Fibrilleneigenschaften von
¢p-AP128 zu testen. Fir die EM-Studien wurden zuo-
nachst 450 pM Lésungen von cB-AP128 oder B-AP(1-28)
oder [Lys'’, Asp®]B-RP(1-28) inm 10 mM- Phosphatpuf-
fer, 150 mM NaCl und 30% Acetonitril, pH 5,5, meh-
rere Tage lang inkubiert und auf Fibrillenbildung
untersucht. Diese Studien zeigten, dass hochken-
zentrierte L&sungen vom cB-AP128 mehrere Tage lang
(mehr als 30) keine Fibri]:len bilden (Abb. 1A):;
dies .ist im Gegensatz zu den Kontrollpeptiden [~
AP{1-28}) [mativ vorkommende Sequenz} und [Lys'’,
nsp?')B-aP(1-28) (lineares Kontrollpeptid), welche
nach drei Tagen Inkubation vollstindig fibrilliert
sind {Abb. 1B, 1C).
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.27

FT-IR der obigen L&sungen/Suspensionen zeigte, dass
die eingefihrte Verbrickung in cB-AP128 die B~
Faltblatt Konformation, welche natives BAP upd das

_Kontrollpeptid [Lys'’, Asp?')B-AP(1-28) nach BAlte-

rung einnehmen, unterbindet und somit die Rggrega-
tion und Fibrillenbildung inhibiert.

Die Figur 3 zeigt in A) die native Aminosdurese-
quenz des B-AP-Fragmentes PB-AP(1-28). Die Positio-
nen 17 bis 20 sind hervorgehoben, um ihre wichtige
Rolle bei der Assoziation und Fibrillenbildung dar-
zustellen. Im oberen Teil ven Figur 3B wird schema-
tisch die Struktur des erfindungsgemafen [(-AP({1l-
28) -Derivats Cyclo!”?' [Lys'’, asp®] B-AP(1-28) ab~
gekiirzt als Cyclo-f-AP(1-28) oder bezeichnet als
cB-AP128 mit der intramclekularen Briicke zwischen

. den Seitenketten von Lys'’ und Asp?!, insbesondere

der g-Aminogruppe von Lys und der p-Carboxylgruppe
von Asp dargestellt. Es handelt sich bei diesem
Beispiel also um eine intramolekulare Briicke, wobei
ohne Zwischenschaltung eines Linkers oder Spacexs
die Seitenketten der Aminosduren an den Positionen
17 und 21° durch eine Lactambindung kovalent ver-
kntpft werden. Im unteren Teil von Figur 3B wird
das Kontrecllpeptid Kontroll-p-AP(1-28), also
[Lys!’, Asp®')P-AP(1-28), dargestellt. Die Figur
verdentliicht, dass durch den Austausch des Leucin
an Position 17 durch Lysin und von Alanin an Posi-
tion 21 durch Asparaginsiure Analoga erhalten wer-
den, die sich vom nativen B-AP{1-28)-Peptid unter-
scheiden und die durch -kovalente Bindung der Sei-
tenketten dieser Substituenten, also durch die ein-
gefibhrten Lactambricken zwischen der g-Aminogruppe
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und der P-Caxboxygruppe zur erfindungsgemaben
struktur fuhren.

Beispiel 3

.Inhibition_der Aggregation und Fibxillenbildung von

B-AP(1-28] oder [Lys‘’, Asp*’1f-AP(1-28) durch cp-
AP128

Der Einfluss von cP-AP128 auf die Aggregations- und
Fibrillenbildung von B-AP(1-28) wurde durch CD und
EM getestet. Eine L&sung von 450 pM P-AP(1-28) und
cf-AP128 in 10 mM Phosphatpuffer, 150 mM NaCl und
30 % Acetonitril, pH 5,5, wurde mehrere Tage lang
inkubiert wnd durch EM auf Fibrillierung getestet
{Abb. 2A und 2B). CD zeigte keine Ver&énderungen der
CD~Spektra fir mehr als 1 Monat in diesen Mischun-
gen, obwohl- f-AP allein oder ([Lys’, Asp®1p-AP(1-
28) allein in weniger als 10 Stunden B-Faltblitter
gebildet haben und anschliefend als unl&sliches A-
myloid ausprizipitierten.
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1. Peptid mit der biologischen Aktivit&t eines Mo-
dulators der BAmyloidogenese, dadurch gekennzeich-
net, dass das Peptid p-AP (B-Amyloid Peptid) ist
und mindestens eine intramolekulare Brilicke auf-

weist.

2. Peptid nach Anspruch 1, wobei der Modulator ein
Inhibitor ist.

3. Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobei die’BrucKe durch kovalente Bindung zwischen
Seitenketten der das Peptid bildenden Aminosduren
gebildet wixd.

4, Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobei die an der Briickenbildung beteiligten Amino-
sduren des Peptids im Abstand von i+3, i+d4, i+5
i+6 oder i+7 zueinander angeordnet sind.

5. Peptid nach einem dex vorhergehenden Anspriiche,
wobei die Seitenketten dexr an der Briickenbildung
beteiligten Aminosiuren des Peptids direkt oder ii-
ber einen Spacér kovalent miteinander verbunden

sind.

6. Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriche
wobei der Spacer eine Aminocarboxy-, eine Diamino-
oder Dicarboxyverbindung ist. .

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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7. Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobei die an der Brlckenbildung beteiligten Amino-
sduren die an dieser Position des Peptids natirli-
cherweise vorkommenden Aminosduren sind.

8. Peptid nach einem der Anspriche 1 bis 6, wobel
mindestens eine der an der Brickenbildung beteilig-
ten Aminosiduren in dem Peptid an dieser Position
natdrlicherweise nicht vorkommt.

9. Peptid pach Anspruch 8, wobei die mindestens ei-
ne an der Briickenbildung heteiligte Aminos&ure ein
Substituent dexr natirlicherweise dort vorkommenden
Aminosdure oder eine zus&tzlich hinzugefiigte Amino-

sdure ist.

10. Peptid nach Anspruch 8 oder 9, wobei die an der
Briickenbildung beteiligten Aminoséuren im Bereich
der Positionen 15 bis 24 des Wildtyp-B-AP angeord-
net sind. .

11. Peptid nach Anspruch 10, wobei P-AP aus den A-
minosduren 1 bis 28, 1 bis 40 oder 1 bis 42 oder 1
bis 43 besteht.

12. Peptid nach einem der Anspriiche 10 oder 11, wo-
bei die an der Brickenbildung beteiligten Aminos&u-
ren die Aminosduren an den Positionen 17 und 21

sind.

13. Peptid nach einem der Anspriche 10 bis-12, wo-
bei das Peptid mit der biologischen Aktivitat eines
Modulators ein Peptid ausgewdhlt ist aus der Gruppe

bestehend aus den Peptiden mit den Aminosdurese-

guenzen dargestellt in SEQ ID Nr. 2 bis 18.
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3.

14. Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobej das Peptid mit mindestens einer funktionellen
Gruppe derivatisiext ist, ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus Alkylgruppe, funktionalisierten AL-
kylgruppe, aromatische Gruppe, Oligopeptide, Poly-
peptide, Glycogruppe und Lipidgruppe.

15. Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobei das Peptid auf einem Tréger immobilisiert

ist.

16. Antikérper, der spezifisch ein Peptid nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 15 erkennt.

17. ‘Antikdrper nach Anspruch 16, der ein monoclona-
ler oder polyclonaler Antikdrper ist.

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend ein
Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 15 und- einen
pharmazeutisch vertridglichen Triger.

19. Diagnostische Zusammensetzung, enthaltend ein
mit einem Detektionsmarker versehenes Peptid nach
einem der Anspruche- 1l bis 15 oder einen Antikdrper
nach Anspruch 16 odex 17. '

20. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 19,
wobei der Detektionsmarker ein radiocaktiver Marker,
ein Fluoreszenzmarker, ein Enzymmarker, ein Lumi-
nenzenzmarker oder ein Spin-Lébel ist.

21. Verfahren zum gualitativen und/oder guantitati-
ven Nachweis von amyloidogenem P-AP oder dessen Ag-
gregaten, wobei ein mit einem Detektionsmarker vex-
sehenes Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 15
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oder ein mit einem Detektionsmarker versehender An~
tiksrper nach einem der anspriche 16 oder 17 als
Sonde mit einer zu untersuchenden Probe in Kontakt
gebracht und eine Bindung des Peptids mit gegebe-
nenfalls vorhandenen amyloidogenen P-AP-Peptiden
oder gessen Aggregaten nachgewiesen wird.

22. Verfahren zur Modifizierung, insbesondere Ver-
hinderung der Aggregatbildung von in einer Flissig-
keit enthaltendem amyloidogenem P-RP, wobei ein
Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 15 mit der
Flidssigkeit in Kontakt gebracht und inkubiert wird.

23. Verwendung eines Peptides nach einem der An;
spriche 1 bis 15 oder/und eines Antikdrpers nach
einem der BAnspriiche 16 oder 17 zur Herstellung ei-
nes Arzneimittels fiir die Prophylaxe und/oder Be-
handlung von durch Amyloidbilduny gekennzeichneten

‘Krankheiten, insbesondere der Alzheimerschen Krank-

heit.

24. Verwendung eines Peptides nach éinem dexr An-
spriiche 1 bis 15 als ein verbessert handhabbarés
Immunogen fiir die Herstellung von Antik&rpern fir
diagnostische, therapeutische und Forschungs-
Zwecke. ’ '

25. Verxfahxen nach Anspruch 22 zur préparativen Ab-
reicherung von Amyloid aus Fliissigkeiten, insbeson-
dere Kérperflussigkeiten.
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> Fraunhofer Ges. zur Férd. der anmgewandten...
<120> Losliche cyclische Analoga....
<130> 16069

<140>
<141>

<160> 18
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu Val Phe Phe Rla Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 30

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

<210> 2

<211> 2B

<212> PRT

<213> Bomo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE

<222> (17).. (21}

<223> Die ‘Seitenketten der Aminosduren an dem Positionen
17 und 21 sind Uber eine intramolekulare Bricke
miteinander verbunden.

<400> 2 .
_ Asp Rla Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Lys Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gl’y Ser Asn Lys
.20 25

<210 3

<211> 40

<212> PRT

<213> Komo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE

<222> {17)..(21)

<223> Die Seitenketten der Rminesduren an den Positionen
17 und 21 sind Uber eine intramolekulare Briicke
miteinander verbunden.
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—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(51) JP 2004-526693

WO 02/055552 PCT/EPGT/15181

218
<400> 3 .
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Lys Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Alas Ile Ile
20 25 . 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Yal Val
35 40

<210> 4

<211> 42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE

<222> (17}..421})

<223> Die Seitenketten dexr Aminosduren an den Positionen
17 und 21 sind Uber eine intramolekulare Bricke
miteinander verbunden.

<400> 4
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 . 10 15

Lys Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
. 20 - 25 30

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

<210>°5

<211> 28

<212> PRT

<213> Bomo sapiens

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (17)..(21) .
1 223> Die Seitenketten der Aminoséuren &n den Positionen
17 und 21 sind iber eine intrameleckulare Briicke
miteinandexr verbunden. -

<400> 5 .
‘Asp Bla Glu Pbe Brg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Phe Phe Lys Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
20 25

<210> 6
<211> 40
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

- <221> PEPTIDE

<222> (17).. (21} .

<223> Die Seitenketten der Amincsiuren an den Positionen
17 und 21 sind Uber eine intramolekulare Briicke
niteinandex verbunden. .
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<400> &
Asp Ala Glu Phe Arg Ris Asp Ser Gly Tyr Glu Val Ris His Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Phe Phe Lys Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Jle Ile
20 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly val val
35 40

<210> 7

<211> 42

<212> PRT

<213> Homc sapiens

<220>

<221l> PEPTIDE

<222> {17}..{21)

<223> Die Seitenketten dexr Aminosduren an den Positionen
17 und 21 sind Gber eine intxamclekulare Bricke
miteinander verbunden.-

<400> 7
Asp Ale Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 3 . 10 15

Asp Val Phe Phe Lys Glu BAsp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 = 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala
33 90

<210> B

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

220> .
<221> PEPTIDE
<2225 121)
<223> Xaa=0rn

<220>

<221> FEPTIDE

<222> {17)..(21)

<223> Die Seitenketten der Aminosiuren an den Positionen
17 und 21 sind tber eine intramoclekulare Briicke
miteinandexr verbunden.

<400> 8 .
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 1s

Asp Val Phe Phe Xas Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
: 20 25

-<210> 9

<211> 40

<212> PRT

<213> Bomo sapiens

2004-526693
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<220>

<221> PEPTIDE

<€222> (21)

<223> Xga=0Orn

<220>

<221> PEPTIDE

<222> (17)..(21) -

<223> Die Seitenketten der Aminosduren an den Positionen
17 und 21 sind uber eine intramolekvlare Bricke
miteinander verbunden..

<400> ¢
Asp Rla Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyxr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Fhe Fhe Xaa Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 30

Gly Leu Met Va2l Gly Gly val Val
as 40

<210> 10
<211> 42
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<222> (21)
<223> Xaa=0rn

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (17)..(21)
<223> Die Seitenketten der Amrinosduren an den Positionen
. 17 und 21 sind Gber eine intramolekulare -Briicke
miteinander verbunden.

<400> 10
aAsp Alz Glu Phe Arg His Asp Sexr Gly Tyr Gly Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Phe Phe Xaa Glu Asp Vel Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ille
20. 25 30 .

Gly Leuv Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala
3B - 40

<210> 11
<211> 28
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220> .
<221> PEFTIDE -
<222> (21)
<223> Xaa=0Dab

<220>

<221> PEPTIDE

<222>- (A7).. {24 .

<223> Die Seitenketten der Pminosduren an den Positionen
17 und 21 sind tber eine intramolekulare Brocke
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miteinander verbunden.

<400> 11
Asp Als Glu Phe Arg Ris Asp Ser Gly Tyr Glu Vsl His His Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Phe Phe Xaa Glu Asp Val Gly Ser Asn Llys
20 25

<210> 12 -

<21l1> 40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<2225 (21)
<223%> Xsa=Dab

<220>

<221> PEPTIDE

<222> (17)..(21)

<223> Die Seitenketten der Aminosiuren an den Positionen
17 und 21 sipd tber eine intramolekulare Briicke
miteinandex verbunden.

<400> 12
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His Bis Gln Lys
1 5 10 15

Asp Val Phe Phe Xaa Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 : 25 . 38

Gly Leu Met val Gly Gly Val val
3% . 40

<210> 13
<211> 42
<212> ERT
<213>» Romo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<222> (21)
<223> Xaa=Dab

<220>

<221> PEPTIDE

222> (17)..(21)

<223> Die Seitenketten dexr Aminosduren an den Fositionen
17 und 21 sind Uber eine intramolekulare Briicke
miteinandexr verbunden.

<400> 13
Asp Ala Glu Phe Arg Ris Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 © 15

hsp Val Phe Phe Xaa Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala
38 ) 40
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<210> 14
<211> 28
<212» PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<222> {17)
<223> Xaa=0rn

<220>

<221> PEPTIDE

<222> {171..(21)

<223> Die Seitenketten der Aminosduren an den Positionen
17 und 21 sind liber eine intramolekulare Briicke
niteinander verbunden.

<400> 14
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 .15

Xaa Val Phe Phe Bsp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
20 25

<210> 15

<Z11> 40

<212> PRT

<213> Rome sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<222> (17)
<223> Xaa=0Orn

<220>

<221> PEFTIDE

<222> {17)..(21)

<223> Die Seitenketten der Amincsiuren an den Positionen
17 und 21 sind iber eine intramolekulare Bricke
miteinandex verbunden.

<400> 15 .
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 io . 15

Xaa Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 T 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val
35 40

<210> 16

<211> 42

<212> BRT

<213> Romo sapiens

<220>

<221> FEPTIDE
<222>» (17)
<223> Xaa=Orn

<220>
<221> PERTIDE

A 2004.9.2
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(56) JP 2004-526693

WO 20055552 PCT/EPO1/15181
R
<222> (17)..(21]
<223> Die Seitenketten der Aminosduren an den Positionen
17 vnd 21 sind lber eine intramolekulare Bricke
riteinander verbunden.

<400> 16
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 1w 15

Xaa Val Phe Phe Asp Glu Bsp Va3l Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ille Ile
20 25 30

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

<210> 17

<211= 28

<212> PRT

<213» Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDE
<222> (1M
<223> Xaa=Dab

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (173 ..12)}
<223> Die Seitenketten dexr Aminosduren an den Positionen
17 und 21 sind Uber eine intxamolekulare Bricke
- miteinander verbunden.

<4005 17
Asp Rla Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Xaa Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
20 . 25

<210> 18
<211» 40
<212> PRT
<213> Homoc sapiens

<220>

<221> PEPTIODE
<222> (1)
<223> Xaa=Dab

<220>

<221> PEPTIDE

<222> {17)..(21)

<223> Die Seitenketten der Aminossuren an den Positionen
17 und 21 sind tber eine intramolekulare Bxilcke
miteinander verbunden.

<400> 18 ;
Asp Bla Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glv Val His His 6ln Lys
1 . 5 10 15

Xaa Val Phe Phe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 . 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val
3s 40

A 2004.9.2
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WO 12/055552
8/8
<210> 19
<211> 42
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDE
<222> {17)
<223> Xaa=Dab
<220>
<221> PEPTIDE
<222> (17)..(21) -
<223> Die Seitenketten der Aminosiuren an den Positionen

<400>

17 und 21 sind fiber eine intramolekulare Briicke
miteinander vexbunden.

19
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PCT/EPMASI81

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu 'Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Xaa Val Phe FPhe Asp Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile aAla
35 40
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{54) Title: SOT.UBLE CYCLIC ANAL.OGUES OF BETA AMYTL.OID PEPTIDE

(54) Bezeichnung: [ OSLICHL CYC)

SCHIE ANALOGA DES BIETA AMYLOIDEN PEPTIDES

(57) Abstract: The invention relates to a peptide thar has the biological activity of an amyloid production inhibitor, and to the

diagnostic and medical uses thereof.

(57) Zusammenfassung: Dic |
dessen diagnostische und medizinische Verwendungsrwecke.

findung betrifft ein Peptid mit der biologischen Aktivitit eines Inhibitors der Amyloidbildung sowie
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

In nal Application No
Fui/eP 01715181

L‘LASSIFICAT[OM OF SUBJECT MATTER

PC CO7K14/47 A61K38/17 C07K14/16

According to ional Patent Ci (IPC) or to both natlonai classification and IPG

B. FIELDS SEARCHED
Minimum documentation searched (diassiliation system followed by dassilication symbols)
A61K

IPC 7 CO7K

Docurnentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are Included In the fields searched

Electronic data base consulted during the inernational search (name of data base and, where practical, search terms used)

CHEM ABS Data, EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ® | Ctatlon of docament, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A FINDEIS, MARK A. ET AL: "Modified - 1-25

Peptide Inhibitors of

Amyloid.beta.-Peptide Polymerization”

BIOCHEMISTRY (1999), 38(21), 6791-6800
XP002143947

page 6792, last paragraph -page 6796,

right-hand column, paragraph 2; table 1

A HARKANY, TIBOR ET AL: "Neuroprotective 1-25
approaches in experimental models of
beta-amyloid neurotoxicity: relevance to
Alzheimer’s disease”

PROGRESS IN NEURO-PSYCHOPHARMACOLOGY &
BIOLOGICAL PSYCHIATRY (1999), 23(6),
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963-1008 ,
XP002210191

page 990, paragraph 3 -page 991,
3

paragraph

. Furiher documents are listed in the continualion of box C.

Patent family members are lisled in annex,

© Special categories of cited documents :

"A" document ciefining the general state of the art which is not
considerad to be of particular relevance

“E* e'arller document but published on or after the international

‘L* document wmch may throw doubts on P"”"‘V clalms) or
which is cited 1o establish the publicalion da{E of another
citation or other special reason (as spec]

*0* document refarring to an oral disclosure, use, a(mbmon or
other means.

*P* document published prior to the International fling date but
later than the priority date claimed

T ler document published after the Intemational fillng date
or priortty date and not in conflict with the application but

cited 10 Understand the principle or theery underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of pariicular relevance; the claimed invention
cannot be considered o fnvolve an Inventive step when the
document is combined with one or more other such docti—
ments, such combination being obvious to a person skilled
Inthe art

*&* document member of the same patent family

Dale of the actual completion of the international search

30 August 2002

Daie of mailing of the inlemational search raport

18/09/2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent Omce P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswi]
Tol (1312700 840 5040, T 31 651 cpon,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Griesinger, I

Fom POT/ISA/210 (second sheet) (July 1882)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(60)

| ional Application No
1vi EP 01/15181

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ©

‘Citation of Gocument, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

P,X

WO 01 34631 A (AXONYX INC)

17 May 2001 (2001-05-17)

page 15, line 18 -page 16, Tine 9; claims
1-7,17

1-2b

Form PCTASA/210 (continuation of sacend sheet) (July 1992)

page 2 of 2
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(61)

INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/EP01/15181
BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)
This I searchreporthas notbeen lished inrespect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

» [

Claims Nos.:
‘becanse they relate to subject matter not required ta be searched by this Authority, namely:

see supplemental sheet
ClaimsNos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful intemational search can be carried out, specifically:

ClaimsNos.:
because they are dependent claims and are not drafted in. with th d and third of Rule 6.4(a),

Box 1T

Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1.[:,
zAD
5.

4v|:|

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intematiopal search report covers all
searchable claims.

Asall ble clai [dt ithout effort justifying an additional fee, this Authority did notinvite payment
of any additional fee.

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search Fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT
Intemnational application No.

PCT/EP01/15181

Continuation of Box I.1

Although Claim 21 relates to a diagnostic method practiced on the human or
animal body and although Claim 22 relates to a method for treatment of the
human or animal body, the search was carried out on the basis of the alleged
effects of the compound or composition.

Form PCT/ISA/210

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(63)

=3
tional Application No

rvi/EP 01/15181

Patent document Publication Patent family | Publication
cited in search report date member(s) date
WO 0134631 A 17-05-2001 AU 1463501 A 06-06-2001
Wo 0134631 A2 17-05-2001

Form PCTASA/210 {patent family annex) (July 1962)

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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(64)

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT ot ales Aktenzeichen
PLi/eP 01/15181

KLASSIFIZIERUNGDE ANMELDUNGSGEGENSTANDES

PK CO7K14/47 AB1K38/17 C07K14/16

Nach der Internationalen Patentklassifikation (iPK) oder nach der nationalen Klasslfikation und det IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 7 CO7K A61K

und )

R ierte aber nicht zum Mi gehdrende soweit diese unter die recherchierten Gebiste fallen

Wahrend der i i Recherche Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendste Suchbegrifie)

CHEM ABS Data, EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN
Kategorie® der Verdfientl soweit unter Angabe der In Betracht kommernden Telle Betr. Anspruch Nr.
A FINDEIS, MARK A. ET AL: "Modified - 1-25

Peptide Inhibitors of

Amyloid.beta.-Peptide Polymerization”

BIOCHEMISTRY (1999), 38(21), 6791-6800
XP002143947

Seite 6792, letzter Absatz -Seite 6796,

rechte Spa]te Absatz 2 Tabelle 1

A HARKANY, TIBOR ET AL "Neuroprotective 1-25
approaches in experimental models of
beta-amyloid neurotoxicity: relevance to
Alzheimer’s disease"
PROGRESS IN NEURO-PSYCHOPHARMACOLOGY &
BIOLOGICAL PSYCHIATRY (1999), 23(6),
963-1008 ,

XP002210191
Seite 990, Absatz 3 -Seite 991, Absatz 3

- o

Weitere Verolranlllnrungen sind der Fortsetzung von Feld C zu Siehe Anhang Patentfamilie

entnehim

© Besendere Kategorien von angegebenen Verdfientlichungen Re Spalele Vemffan(llchung‘ dle nach dem Internationalen Anmalda\hmm
datum verdffenilicht worden ist un

*A* Verdffentichung, die den zligemeinen Stand der Technik definlert,
et Bl Sesonders bedeuteam anzusahon it Snmelounty niaht kliirt, somUGin U Zum Versiancs o der
Erincing zugrundolisgondsan Prinzips oder do Ihr zugrundeliegenden
*E* &teres Dokument, das jodoch erst am oder nach dem Internationalen  Jheorie angegeben &t
Anmeldedatum veréiienticht worden ist P besondsrer -Bedentung; die beanspruchte Erfindung
"L Vertifentichung, di geeignet s}, éhen Prioriaisanspruch zualfeat er- " alleln auigrund d wicht als nel oder aut
scheinen zu lassen, oder durch die kot beruhend belrachior warden

anderen im gonannten verd beiogl worden » w on besonderar die findun
soll odar di aus einem anderen besorderen Grund angegeben i twie kann nichi als auf erfingerischer Taligkelt beruhendt behagno, e
ausgefiihy werden, wenn die Verbffentiichung mit einer oder mehreren anderen

)
*0* Verdifentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, Verbffentiichungen dieser Kategarle in Vemmdung gebracht wird und
sine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fir einen Fachmann naheliege

g o e e vepalantlen waroen 3" Versfienilchung, de Migled dersaiben Patentomile

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche F

30. August 2002 18/09/2002

Bevollmachligter Bediensteter

Name und der
Europdisches Patentamt, P.| B 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswik
Tel. (431-70) 30~ 2040 Tx. 31 651 eponl,

Fax: (+31-70) 340-3016 Griesinger, I

Formblatt PCT/ISA210 (Blatt 2) (Juli 1882)
Seite 1 von 2

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(65)

It nales Aktanzelchen

PuiscP 01/15181

C.(Fortsetzung) ALSWESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® der sowell ich Unter Angabe der in Betracht kommenden Telle Betr, Anspruch Nr.

P,X WO 01 34631 A (AXONYX INC)

17. Mai 2001 (2001-05-17)

Seite 15, Zeile 18 -Seite 16, Zeile 9;
Anspriiche 1-7,17

1-25

Formblatt PGTASA/210 (Fortsetzung ven Blatt 2) (Juli 1862)

Seite 2 von 2
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(66)

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

ionales Aktenzeichen

PCT/EP 01/15181

Feld | Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich als nicht recherchierbar enwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blati 1

Geman Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden filr bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

Anspriiche Nr.
well sle sich auf Gegenstinde beziehen, zu dsren Recherche dle Behdrde nicht verpiliohtet ist, namlich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

2 [] amspccren

weil sle sich aui Teile der In i beziehen, die den s0 wenig
daB eine sinnvolle nicht durchgefihrt werden kann, namlich

3. D Anspriiche Nr.

weil es sich dabei um abh&ngige Anspriche handalt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die' hat deB diese i mehrere Erfindungen enthéit:

1. D Da der Anmalder alie erforderlichen zusdtzlichen Recherchengebiliven rechtzeitig entrichtet hat, erstrackt sich dleser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriichs.

2 D Da fiir alle ohne twerden konnte, cer elne
zusiétzliche Racherchengebuhr gerechnemgt hatte, hat die Benarde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhraufgemrden

3, Da der Anmelder nur einige der er i rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
icht nur auf die As p , ftir die Gebiihren entrichtet worcen sind, némlich auf die
Anspriiche Nr.
4. D Der Anmelder hat die ig entrichtet. Der Rech
chenb=nchl beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst arwahn&e Erflndung; diese ist In folgenden Anspriichen &r~

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs |:| Die zusétzlichen Gebairen wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezaht.

D Dle Zahlung zuséitzlicher Fiecherohengebihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/IBA/210 (Fortsetzung van Blatt 1 (1))(Jull 1958)

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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(67)

Intemationales Aktenzeichen PCTEP 01 45181

WEITERE ANGABEN PCTASA 210

Fortsetzung von Feld I.1

Obwoh1 der Anspruch 21 sich auf Diagnostizierverfahren, das am
menschlichen/tierischen Kérper vorgenommen wird, bezieht und obwohl der
Anspruch 22 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefiihrt
und griindete sich auf die angeflihrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(68)

F
In wales Aklenzeichen

FeiscP 01/15181

Im Recherchenbericht Datum der Mitglled(er) der ] Datum der
angefiihrtes P: ¢ lichung Patentfamilie Verottentlichung
WO 0134631 A 17-05~-2001 AU 1463501 A 06-06-2001
Wo 0134631 A2 17-05-2001

Formblatt FGTASA/210 {Anheng Palentiamilie)Juli 1982)

JP 2004-526693 A 2004.9.2
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