CZ 299486 B6

PATENTOVY SPIS
299 486

89) i (21) Cislo ptihlasky:  2002-3093
ES U ,
REPUBLIKA (22) Prihlaseno: 13.02.2001 {13) Druh dokumentu; B6
(30) Prévo prednosti: ~ 15,02,2000 IT 2000MI/249 Dt cl:
(40) Zvefejneno: 12.02.2003 CI2N 15/62 (2006.01)
(Véstnik ¢. 2/2003) CI2N 15/28 (2006.01)
(47) Udéleno: 02.07.2008 CI2N 15/23 (2006.01)

CO7K 14/525 (2006.01)
CO7K 14/57 (2006.01)
AG6IK 38/19 (2006.01)

(24) Oznémeni o udéleni ve Véstniku: 13.08.2008
(Véstnik & 33/2008)

(86) PCT ¢islo: PCT/EP2001/001543 A6IK 38721 (2006.01)

, (87) PCT tislo zvefeinéni: - WO 2001/061017 AG6IK 31/70 (2006.01)
URAD ) CO7K 16/28 (2006.01)
PRUMYSLOVEHO CO7K 5/08 (2006.01)
VLASTNICTVI CO7K 7/00 (2006.01)
CO7K 5/093 (2006.01)

(56) Relevantni dokumenty:

WO 98/10795; WO 99/13329.

Pasqualini R. et al.: ,, Aminopeptidase N is a receptor for tumor-homing peptides and a target for inhibiting angiogenesis*, CANCER RESEARCH,
60(3), 722-727, 2000; Yang J. et al.: ,A genetically engineered single-chain FV/TNF molecule possesses the anti-tumor immunoreactivity of FV as
well as the cytotoxic activity of tumor nectrosis factor, Mol. Immunol., 32(12):873-81, 1995: Corti A. et al.: »Tumor Targeting with Biotinylated
Tumor Necrosis Factor a: Structure-Activity Relationships and Mechanism of Action on Avidin Pretargeted Tumor Cells*, Cancer Research 58, 3866-

3872, 1998; Gasparri A. et al.:,, Tumor Pretargeting with Avidin Improves the Therapeutic Index of Biotinylated Tumor Necrosis Factor a in Mouse
Models®, Cancer Res. 59, 2917-2923, 1999.

(73) Majitel patentu:
FONDAZIONE CENTRO SAN RAFFAELE DEL
MONTE TABOR, Milano, IT
(72) Pivodce:
Corti Angelo, Milano, IT
(74) Zistupce:
KOREJZOVA & SPOL., v.0.s., JUDr. Zdeiika

Korejzova, advokatka, Korunni 810/104 E, Praha 10,
10100

(54) Nazev vyndlezu:
Konjuga¢ni produkt, jeho pouZiti, cDNA
koédujici cytokin a farmaceuticky prostfedek
(57) Anotace:
Podstatu fedeni tvoif konjugacni produkt, ktery vznik| mezi

cytokinem vybranym z TNF nebo IFNy a peptidem,
obsahujicim motiv NGR. Souéist fedeni tvoti rovnéz cDNA,
kddujici tento produkt a farmaceuticky prosttedek s obsahem
tohoto konjugaéniho produktu pro 1éZeni zhoubného bujeni.



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 299486 B6

Konjugaéni produkt, jeho pouZiti, cDNA kédujici cytokin a farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky

Vyndlez popisuje upravené cytokiny vhodné pro pouZiti pfi 16¢b& zhoubného bujeni. Zv1asté se
popisuje derivaty cytokind, jejichz cilem jsou cévy nédori a buiiky prezentujici antigen.

Dosavadni stav techniky

Protinddorova aktivita nékterych cytokini je dobfe znamd a v literatufe popsana. Nékteré cyto-
kiny se uz v minulosti pouzily pti 16¢b8& lidi (popisuje se v publikaci Fiers, W. Biologic therapy
with THF: preclinical studies. In V. De Vita, S. Hellman, and S. Rosenberg Eds.). Biologic
therapy of cancer: principles and practice. J.B. Lippincott Company, Philadelphia, 1995. P. 295-
327). Takové cytokiny, jako je naptiklad interleukin-2 (IL-2) a interferon a(IFNa) vykazuji
pozitivni protinddorovou aktivitu u pacienti s riznymi typy nadord, jako jsou metastazujici kar-
cinom ledviny, leukémie vlasovych bunék, Kaposiho sarkom, melanom, vicenasobny mielom a
podobné. Jiné cytokiny jako je IFNB, faktor nekrdzy nadoru (TNFa), TNFB, IL-1,4, 6,12, 15 a
faktory stimulujici kolonie (CFS) vykazuji jistou protinadorovou aktivitu u nékterych typii nado-
rii a proto jsou predmétem dalsich studii.

V obecném piipadé terapeutické pouziti cytokini je silné omezeno jejich systémovou toxicitou.
Napiiklad TNF se pouziva v disledku jeho kapacity vyvolat hemoragickou nektrozu nékterych
nadord (popisuje se v publikaci Carswell, E.A., et al., An endotoxin—induced serum factor that
causes necrosis of tumors. Proc. Natl., Acad. Sci. USA 1975, 72: 3666-70.) a in vitro cytotoxicky
uCinek u riiznych nadorovych linii (popisuje se v publikaci Helson, L, et al., Effect of tumor
necrosis factor on cultured human melanoma cells. Nature 1975. 258: 731-732). Nésledné se
potvrdilo, Ze vykazuje silnou protizanétlivou aktivitu, coz mize v ptipadé podminek nadmémé
produkce, nebezpedné ovlivnit lidské t&lo (popisuje se v publikaci Tracey, K.J., and A. Cerami.
Tumor necrosis factor, other cytokines and disease. Ann. Rev. Cell Biol., 1993, 9: 317-43).

Vzhledem k tomu, Ze systémovi toxicita je zakladni problém pfi pouziti farmakologicky aktivni-
ho mnoZstvi cytokini u lidi, vyvijejici se nové derivaty a lé¢ebné strategie, kdy se redukuji toxic-
ké u¢inky uvedené tfidy biologickych efektori, zatimco si zachovavaji lé¢ebnou Gi¢innost.

Nékteré nové pfistupy jsou nasledujici:

a) vyvoj fuznich proteind, které mohou zavést TNF do nadoru a tak zvysit lokalni koncentraci.
Tak se napfiklad produkuji fiizni proteiny obsahujici TNF a nadorové specifické protilatky
(popisuje se v publikaci Hoogenboom, H. R., et al., Construction and expression of antibody
tumor necrosis factor. Mol. Immunol. 1995. 32: 873-81.).

b) vyvoj mutantii TNF, které udrzuji protinddorovou aktivitu a redukuji systémovou toxicitu.
Pfipravily se mutanti, ktet{ jsou schopni selektivné rozeznat pouze jeden receptor (p55 nebo
p75 (popisuje se v publikaci Loetscher, H ., et al., Human tumor necrosis factor alpha (TNF
alpha) mutants with exclusive specifity for the 55-kDa or 75 kDA TNF receptors. J. Biol.
Chem. 1993, 268: 26 350-7).

¢) pouZiti protiltek proti TNF schopnych redukovat nékteré toxické a¢inky TNF, aniz snizuji
svou protinddorovou aktivitu. Takové protilatky se popisuji v publikaci Rathjen, D. A., et
al., 1992. Selective enhancement of the tumour necrotic activity TNF alpha with monoclonal
antibody. Brit. J. Cancer 65: 852.
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d) pouziti derivatd TNF s vy$im polocasem rozpadu (napriklad TNF konjugovany s poly-
etylenglykolem).

Popisuje se ptiprava derivati TNF schopnych selektivné cilit mista nadort. Popisuje se naptiklad
fuzni protein ziskany fzi genu t&zkého Fetézee monoklonalnich protilatek proti receptoru trans-
ferinu a genu TNF (popisuje se v publikaci Hoogenboom, H.R., et al., Construction and
expression of antibody tumor necrosis factor. Mol. Immunol. 1995 32: 873-81). nebo fuzni pro-
tein TNF s kloubni oblasti monoklonalni protilatky proti antigenu TAG72 spojenému s nadorem
(popisuje se v publikaci Zang, J., et al., A genetically engineered single—chain FV/tnf molecule
prossesses the anti~tumor immunoreactivity of FV as well as the cytotoxic activity of tumor
necrosis factor. Mol. Immunol. 1995, 32: 873-81).

Dokument EP 251 494 popisuje systém aplikace diagnostického nebo Ié&ebného ¢inidla, které
zahrnuje protilatku konjugovanou s avidinem nebo streptavidinem, ¢inidlo schopné tvofit kom-
plexy konjugovanych protilatek a slouCeniny obsahujici diagnostické nebo terapeutické ¢inidlo
konjugované s biotinem, které se aplikuje postupné a s odpovidajicim zpozdénim tak, aby umoz-
nilo lokalizaci terapeutického nebo diagnostického ¢inidla prostfednictvim interakce biotin-strep-
tavidin nebo cilové burice rozeznané protilatkou. Popsana léSebna nebo diagnosticka inidla
obsahuji chelaty kovdl, v urgitych cheltech jsou obsaZeny radionukleotidy a nizkomolekulova
protinadorova ¢inidla, jako je cis—platina, doxorubicin, atd.

Dokument EP 496 074 popisuje zpisob, ktery zahrnuje postupnou aplikaci biotinylovych proti-
latek, avidin nebo streptavidin a biotinem znadené diagnostické nebo terapeutické &inidlo. A¢koli
se zmifiuji cytotoxicka &inidla podobnd ricinu, vétiinou se popisuje aplikace radioaktivné znade-
nych slou¢enin.

Dokument 95/15979 popisuje zpisob lokalizace vysoce toxickych Cinidel na bun&énych cilech
zaloZenych na aplikaci prvniho konjugatu, ktery obsahuje specificky cilenou molekulu konjugo-
vanou s ligandem nebo anti-ligandem, pak nasleduje aplikace druhého konjugatu, ktery obsahuje
toxické Einidlo vazané na anti-ligand nebo ligand.

Dokument WO 99/13 329 popisuje zpiisob cileni molekuly do nadorovych angiogennich cgv,
zalozenych na konjugovani uvedené molekuly s ligandy receptori NGR. Rada molekul se navr-
hla jako mozny kandidat, ale specificky se popisuje pouze doxorubicin. Nebylo viak popsano
zadné pouziti ligandi receptorii NGR jako cytokint za uelem vyvolani imunitni odezvy.

Prekvapivé se zjistilo, ze terapeuticky index jistych cytokinti se mize znatelns vylepsit a jejich
imunoterapeutické vlastnosti se mohou zesilit spojenim s ligandem receptoru aminopeptidazy-N
(CD13). CDI3 je trans-membranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 150 000, ktery je
vysoce konzervativni v riznych Zivo&isnych druzich. Exprimuje se na normalnich buitkéch stejné
Jako v liniich myeloidnich nadord v angiogenim endoteliu a v nékterém epitelu. Receptor CD13
se obvykle identifikoval jako receptor ,NGR¥, kde Jeho peptidové ligandy sdili aminokyselinovy
motiv ,,NGR*.

Vynalez popisuje konjuga&ni produkt cytokint vybrany z TNF a IFNy a ligandu receptoru CD13,
Uvedeny ligand miiZe byt protilatka nebo Jeji fragment, jako je Fab, Fv, jediny tetézec FV, peptid
nebo molekula napodobujici peptid, jmenovité molekula podobna peptidu schopna vézat se na
receptor CD13, kterd mize obsahovat upravené nebo pfirozené se vyskytujici aminokyseliny.
Ligandem je pfednostné primy nebo cyklicky peptid obsahujici motiv NGR, Jjako je CNGRCV-
SGCAGRC, NGRAHA, GNGRC, cycloCVLNGRMEC nebo cycloCNGRC nebo vyhodny je
peptid CNGRC. Peptid mize byt spojen s cytokinem p#imo nebo neptimo prostrednictvim
mezerniku, kterym mizZe byt jedina aminokyselina, aminokyselinov4 sekvence nebo organicky
zbytek, jako je 6-aminokyselinova sekvence nebo organicky zbytek, jako je 6—-aminokapryl-N—
hydroxysukcinimid. Postupy spojovani Jsou dobe znamy v oboru a zahrnuji metody rekombina-
ce molekul nebo chemickou syntézu.
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Peptidovy ligand je pfednostné spojen s N—koncem cytokinu, tak se minimalizuji libovolné inter-
ference pti navazani upraveného cytokinu na jeho receptor. V jiném piipadé se mize peptid spo-
jit s aminokyselinovymi zbytky, které jsou akeeptory amidové nebo karboxylové vazby pfirozeng
se vyskytujici na molekule nebo jsou uméle za¢lenény postupy rekombinace. Upraveny cytokin
se pfednostné pripravil pouZitim cDNA obsahujici sekvenci sousedici s S'~koncem, ktera obsa-
huje peptid.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvoi konjugaéni produkt, ktery vznikl mezi cytokinem vybranym z TNF nebo
[FNy a peptidem, obsahujicim motiv NGR.

Prokézalo se na zvifecich modelech lymfomu RMA-T, 7e vysledny produkt (NGR-TNF) je
aktivni nez TNF. Dale zvifata o3etfena NGR-TNF jsou schopna potlatit dal3i tumorogenni davky
bunék RMA-T nebo RMA. Riist protinadorové aktivity ve srovnani s normalnim TNF je mozné
pozorovat u imunokompetentnich zvifat, ale nikoli u imunodeficientnich zvifat. To naznaduje, ze
rist protinadorové aktivity TNF konjugované s peptidy ,NGR*“ je zplsoben zesilenim imunitni
odezvy spiSe nez ptimé cytotoxické aktivity konjugatu.

Ukazalo se, Ze imunitni &inky in vivo vyvolané NGR-TNR Jsou piimo vztaZeny viiéi receptoru
CDI3. Pozorovalo se napiiklad, Ze protilatky proti receptoru CD13 stejné jako ligand GNGRC
souteZi in vivo s NGR-TNF, coz naznaduje mechanizmus cileni receptoru pomoci NGR-TNF.

Terapeuticky index konjugatd ligandd TNF/CDI13 se mtze déle zlepsit pouzitim mutantni formy
TNF schopné se selektivné vazat na jeden ze dvou receptori TNR, p7STNFR a p5SSTNFR. Uve-
deny mutant TNF se miize ziskat mistné fizenou mutagenezi (popisuje se v publikaci Loetscher,
H., et al., Human tumor necrosis factor alpha (TNF alpha) mutants with exclusive specifity for
the 55-kDa or 75 kDa TNF receptors. J. Biol. Chem. 1993. 268: 26 3507, Van Ostade, X, et al.,
Human THF mutans with selective activity on the receptor p55. Nature 1993. 361: 266-9).

Farmakokinetika upravenych cytokini podle vynilezu se miize zlepsit piipravou polyetylen-
glykolovych derivati, které umoziiuji prodlouzit plazmaticky polocas rozpadu samotnych cyto-
king.

Vynélez dale popisuje bifunkéni derivaty, kde cytokiny upravené ligandem CD13 se konjuguji
s protilatkami nebo s jejich fragmenty uréenymi k protinadorovym antigenim nebo jinym nado-
rovym angiogennim markerim, jako jsou av integriny, metaloprotedzy nebo vaskulazni ristovy
faktor, nebo protilatky nebo jejich fragmenty fizené proti komponentim extracelularni matrice,
Jako jsou protilatky proti tenaskinu nebo oblast uréen proti fibronektinu EDB. Popisuje se pii-
prava fuzniho produktu mezi TNF a kloubni oblasti monoklonalnich protilatek proti antigenu
TAGT2 spojenému s nidorem, které se exprimuji v adenokarcinomu Zaludku a vajecniki (Zang,
I, et al, A genetically engineered single—chain FV/TNF molekule possess the anti—tumor
immunoreactivity of FV as well as the cytotoxic activity of tumor necrosis factor. Mol. Immunol.
1995. 32:873-81).

Vynalez déle popisuje pre—cileni nddoru pouzitim systému biotin/avidin. Podle tohoto systému se
ziska v rliznych stadiich terndrni komplex na antigennim misté nadoru, ktery je tvofen 1) bioti-
nem znaCenou monoklondlni protilatkou, 2) avidinem (nebo streptavidinem) a 3) bivalentnim
cytokinem, upravenym ligandem CDI13 a biotinem. Rada &lankii prokazala, Ze predchozi cileni
ve srovnani s béznym cilenim s imunologickymi konjugaty muze ihned zvysit pomér aktivni
molekuly smérované k cili ku volné aktivni molekule, &imz se sniZuje toxicita 1é¢by (popisuje se
v publikacich Colombo, P., et al., Immunoscintigraphy with anti-chromogranin A antibodies in
patients with endocrine/neuroendocrine tumors. J. Endocr. Invest. 1993. 16: 841-3, Modorati, G.,
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et al., Immunoscintigraphy with three step monoclonal pretargeting technique in diagnosis of
uveal melanoma: preliminary results. Br. J. Ophtalm. 1994: 78: 19-23, Paganelli, G., et al.,
Clinical application of the avidin-biotin systém for tumor targeting. In D. Goldenberg (Ed.
Cancer Therapy with radiolabeled antibodies. CRC Press, Boca Raton, 1995. P.239-253,
Paganelli, G., et al., Three-strep monoclonal antibody tumor targeting in carcinoembryonic
antigenpositive patients. Cancer Res.1991. 51: 5960—6). Tento pristup davé nejlepsi vysledky
s TNF znacenym biotinem, ktery byl schopen vézat cytotoxicitu in vitro a potlagit riist nadoro-
vych bun¢k za podminek, pii kterych normalni TNF nebyl aktivni (popisuje se v publikaci Moro,
M. et al., Tumor cell targeting with antibody-avidin complexes and biotinylated tumor necrosis
factor alpha. cancer Res. 1997. 57: 1922-8, Gasparri, A. et al., Tumor pretargeting with avidin
improves the therapeutic index of botinylated tumor necrosis factor-alpha and the comparison
with other cytokines: Industion of tumor-specific immunity. J. Immunol. 1987. 138: 4023-32).
Pristup pre—cileni se miZe provést postupem ve dvou fazich pouZitim bispecifické pritilatky,
kterd se ve stejny okamZik véZe na nadorovy antigen a upraveny cytokin. Popisuje se pouziti
bispecifické protilatky uréené proti karcinoembryonalnimu antigenu a TNF jako zplisoby
predchoziho cileni TNF do nadoru (popisuje se v publikaci Robett, b., et al., 1996. Cytokine
targeting in tumors using a bispecific antibody directed against carcinoembryonic antigen and
tumor necrosis factor alpha. cancer Res. 56: 4758).

Vyaalez dale popisuje molekulu TNF konjugovanou s ligandem CDI13 a protilatkou nebo jeho
fragmentem (piimo nebo nepfimo prostiednictvim mistku biotin—avidin) na riznych podjed-
notkach TNF, kde protilatka nebo jeji fragmenty jsou tizeny pfimo proti antigenu exprimovaném
na nadorovych buitkéch nebo jinych komponentech nadorového stromatu, napfiklad tenaskin a
oblast EDB fibronektinu. To vede k dal$imu zlepseni vlastnosti cileni upraveného cytokinu do
nadoru a kpozdéjSimu pomalému uvoltiovani v mikroprostiedi nadoru pomoci transice
trimermonomer-trimer. Jak je uvedeno v ptredchazejicich pracich ve skutecnosti upravené pod-
Jednotky konjugati TNF se mohou disociovat z cilovych komplexi a znovu spojovat za vzniku
neupravenych trimerovych molekul TNF, které pak difuzuji v mikroprostéedi nadoru. Ukazuje se,
Ze k uvolnéni bioaktivniho TNF dochézi 24 az 48 hodin po cileni (popisuje se v publikaci Corti,
A., et al., Tumor targeting with biotinylated tumor necrosis factor alpha: Structure activity rela-
tionships and mechanism of action on avidin pretargeted tumor cells. Cancer Res. 1998. 58:
3866-3872).

Pfi 16¢bé se upravené cytokiny podle vynalezu vhodné zavedly do farmaceutickych ptipravki,
které jsou vhodné pro oralni nebo parenteralni aplikaci. Vyhodné jsou prosttedky pro parenteralni
aplikaci a obsahuji roztoky nebo suspenze, které je mozné zavést injekei, a tekutiny vhodné pro
infitzi. Pfi pfipravé parenteralnich forem G¢inné mnozstvi aktivni slozky se rozpusti nebo suspen-
duje ve sterilnim nosici, je mozné ptidat pomocné latky, jako je napiiklad rozpoustédla, izoto-
nicka Cinidla, konzervaéni ¢inidla, stabilizétory, emulzifikatni &nidla nebo dispergacni ¢inidla a
nasledné se rozdéli do zatavenych zkumavek nebo ampuli.

Priprava cytokini ve formé lipozom miiZe zlepit jejich biologickou aktivitu. Ve skute¢nosti se
pozorovalo, Ze acylace aminoskupin TNF vyvolava rist hydrofobicity aniz dojde ke ztraté biolo-
gické aktivity in vitro. Déle se popisuje, ze TNF vazané na lipidy vykazuje nedotéenou cytotoxi-
citu in vitro, imunomodulaéni G&inky a sniZenou toxicitu in vivo (Debs, R. J., et al., Liposome—
associated tumor necrosis factor retains bioactivity in the presence of neutralizing anti—tumor
necrosis factor antibodies. J. Immunol. 1989. 143: 1192-7, Debs, R. J., et al., Inmunomodulatory

and toxic effects of free and liposome—encapsulated tumor necrosis factor alpha in rats, Cancer
Res. 1990. 50: 375-80).

Maximalni tolerovana davka TNF u lidi je 218-410 pg/m’ (popisuje se v publikaci Fraker, D.L.,
Alexander, H.R. and Pass. H. I, 1995. Biologic therapy with TNF: systemic administration and
carcinoembryonic antigen and tumor necrosis factor alpha. Cancer Res. 56: 475 8), coz je pfibliz-
n¢ desetkrat nizsi ve srovnani s ¢innou davkou u zvifat. Na zikladé dat ziskanych z mysich
modelii je nutna desetkrét vy3&i davka, aby se dosahlo protinadorovych tcinkd u lidi (popisuje se
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v publikaci Schraffordt Koops, et al., Hyperthermic isolated limb perfusion with tumor necrosis
factor and melphalan as treatment fo locally advanced or recurrent soft tissue sarcomas of the
extremities. Radiothepray and Oncology 1998, 48: 1-4). Pfi prvni klinické studii se ziskaly vyso-
ké odezvy pfi pouziti jediné davky 4 mg TNF v kombinaci s melfalanem a inteferonem ¥ (popi-
suje se v publikaci Lienard, D., et al., In transit metastasis of malignant melanoma treated by high
dose rTNF alpha in combination with interferon-gamma and melphalan in isolation perfusion.
World Journal of Surgery 1992. 16: 234-40). Jiné prace ukazuji, Ze interferon ¥ mize byt vyne-
chan a 7e dokonce nizi davky TNF mohou dostate&né vyvolat lé&ebnou odezvu (popisuje se
v publikaci Hill, S. et al., Low—dose tumor necrosis factor alpha and melphalan in hyperthermic
issolated limb perfusion. Br. J. Sugr. 1993. 80: 995-7, Eggermont, A.M. et al., Isolated limb per-
fusion with tumor necrosis factor and melphalan for limb salvaga in 186 patients with locally
advanced soft tissue extremity sarcomas. The cumulative multicenter European experience. Ann.
Surg., 1996. 224: 756-65). Stejné jako dva cytokiny vykazuji synergické ¢inky na endotelidlni
buiiky, jejich kombinované selektivni cileni podobné vede k silngjsi proti nadorové aktivité, coz
umoziiuje prekonat problémy spojené se systémovou toxicitou, s kterou je obvykle spojena lé¢ba
zhoubného bujeni, kdyz se pouzije kombinace stejnych cytokint. Déle je zndmo, z¢ TNF mize
snizit bariérovou funkci endotelidlii cév, ¢imz se zvysi jejich prostupnost makromolekul. Vzhle-
dem k niZ3i toxicité 16¢by upravenymi molekulami TNF podle vynalezu a Jejich schopnosti cilit
cévy nadoru, je mozné je dale pouzit za uéelem zvySeni prostupnosti dalsich latek do nadorovych
cév at’ uz pro terapeutické, tak diagnostické acely. Upravené TNF se mohou pouzit napiiklad pfi
zvySeni pohlceni radioaktivng znaenych protilatek nebo hormond nadorem (latky slouzici
k zobrazeni nadoru) pfi radioimunoscientigrafii nebo radioimunoterapii nadordi. V jiném pfipadé
mohou také zesilit pohlceni chemoterapeutickych Iéké, imunotoxing, lipozomii nesoucich léky
nebo genti nebo jinych Iéki proti zhoubnému bujeni tak, Ze se zesili jejich protinddorovy G&inek.

Cytokiny podle vynalezu se mohou pouzit v kombinovanych, oddélenych nebo po sobé jdoucich
prostiedeich a také s jinymi diagnostickymi nebo I€¢ebnymi prostiedky pi 16¢b& nebo diagnosti-
ce zhoubného bujeni.

Vynalez dale popisuje cDNA kodujici zde popsané konjugované cytokiny, které se mohou pfi-
pravit zcDNA cytokint adici sekvence DNA sousedici s 3'~koncem nebo 5'—koncem, ktera
koduje ligand CD13, s vyhodou pro cileni peptidy popsané shora v textu. Kombinovana cDNA se
miiZe pouZit jako takové nebo se méZe zadlenit do vektort a pouZit pfi genové terapii. Ptiprava
a terapeutické aplikace vhodnych vektort se popisuji v publikaci Mizuguchi, H. et al., Tumor
necrosis factor alphamediated tumor regression by the in vivo transfer of genes into the artery
that leads to tumor, Cancer Res, 1988. 58: 5725-30).

Piehled obrazki na vvkresech

Obrézek ¢. 1: Uginek TNF a NGR-TNF na rist lymfom RMA-T (a a b) a na t&lesnou hmotnost
zvifete (c a d)

Pét zvifat ve skuping se oSettilo jedinou davkou TNF nebo NGR-TNF (i.p.) deset dni po
implantaci nadoru. Hodnoty oblasti nadoru 14. den Jako funkce davky (b) a ztraty t&lesné hmot-
nosti po 16&bé& (primér hodnot ziskanych 11. a 12. den) (d) se ziskaly z logaritmickych kivek.
Protinadorové uginky vyvolané 1 Hg nebo 9 pg NG-TNF 14, den byly v&tsi nez ty vyvolané
srovnatelnym mnoZstvim TNF (P=(,024 a P=0,032), zatimco ztrata t&lesné hmotnosti po této
1é¢bé byla podobna. Sipky oznauji extrapolované davky TNF a NGR-TNF, které vyvolavaji
srovnatelné (i¢inky.
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Obrézek ¢&. 2: Utinek monoklonalnich protildtek R3-63 a CNGRC na protindorovou aktivitou
NGR-TNF (a) a TNF (b)

Monoklonalni protilatky R3-63 nebo CNGRC se smichal s NGR—TNF nebo TNF a aplikovaly se
zviteti nesouci nador RMA-T 12 dni po implantaci nadoru (n=5 zvifat ve skuping). V dalsim
experimentu (c) se TNF a NGR-TNF se spole¢nd aplikovaly s CNGRC nebo CARAC (kontrolni
peptid) zvifatim, které nesou nadory staré 11 dni (n=5). Proti nadorovy ti¢inek 1 pg NGR-TNF
byl siln€jsi nez Gginek 9 pg TNF (P=0,009, t-test v den 20) a podstatng se inhiboval pomoci
CNGRC (P=0,035) a monoklonalnimi protilatkami R3-63 (P=0,011).

Obrazek €. 3: Uginek omezeného tryptického Stépeni NGR-TNF a TNF na jejich hmotnost (@)
a protinadorovou aktivitu (b).”

Agardza obsahujici trypsin se pripravila ptidanim 1 mg trypsinu do ! ml aktivované sefarozy CH
(od firmy PharmaciaUpjohn) podle instrukci vyrobce. NGR-TNF a TNF (170 pg kazdé latky se
pfidalo do 300 pl 0,15 M chioridu sodného, 0,05 M fosforenan sodny, pH 7,3) se smichaly
s 15 pl suspenze pryskyfice (1:4) nebo samotného pufru a nechaly se rotovat pfi teplots 37 °C po
uréenou dobu. Ctyfi produkty se filtrovaly pomoci zatfizeni Spin-X s velikosti port 0,22 um
(od firmy Costar, Cambridge, MA) a uchovavaly se pii teploté —20 °C az od okamziku pouziti.

(a) Elektrosprejova hmotnostni  spektrometricka analyza. Hodnoty molekulové hmotnosti
a odpovidajici produkty (N-terminalni sekvence) jsou uvedeny na kazdém piku. Sipky na
sekvencich vykazuji misto $t&peni. (b) Uginek 1 nebo 3 pg NGR-TNF a TNF inkubovanych
bez (horni panel) nebo s (nizsi panel) trypsinem na réist nadort RMA-T a télesnou hmotnost
zvifete (priimér +/- stiedni odchylka ve skupiné oSetfen¢ davkou 1 a 3 ug). Zvitata se oSet-
fila 13 dni po implantaci nadoru (n=5 zvitat ve skuping).

Obrézek €. 4: SDS-PAGE a protinadorov4 aktivita lidského NGR_TNF pred a po denatura-
ci/opérném sbaleni

SDS-PAGE za neredukénich podminek (A) lidského TNF (a), NGR-TNF pied (b) a po (c)
denaturaci a opétném sbaleni se popisuje v pfikladu 5.

Uginek TNF a nesbaleného NGR-TNF na rist lymfond RMA-T (B) a tlesnou hmotnost (C).
Utinek lidského TNF (D) a opétné sbaleného NGR-TNF (obsahujici vice Jjak 95 % trimerd s di-
sulfidy uvnitt fetézce) (E) na rist nadoru. Zvitata (15) nebo 5 my3i ve skuping, jak se uvadi
v kazdém panelu) se osettilo jednou dévkou TNF nebo NGR-TNF aplikovanou i.p. deset dni po
implantaci nadoru.

Piiklady provedeni vvnalezu

Pfiklad 1:  Pfiprava my$iho TNF a NGR-TNF

Mysi rekombinant TNF a Cys—Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-TNF (NGR-TNF) se produkoval cyto-
plazmatickou expresi cDNA v mikroorganizmu E.coli. cDNA kodujici my3i Met-TNF_s, (popi-
suje se v publikaci Pennica, D., et al., Cloning and expression in Escherichia coli of the cDNA
for murine tumor necrosis factor. Proc. Natl. Sci. USA 1985, 82: 6060—4) se pripravil polymera-
zovou fet€zcovou reakei za pouziti reverzni transkriptazy (RT-PCR) mRNA izolované z mysich
bunék monocytmakrofag RAW-2647 stimulovanych lipopolysacharidem za pouziti

5'-CTGGATCCTCACAGAGCAATGACTCCAAG-3' a
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S'-TGCCTCACATATGCTCAGATCATCTTCTC-3" Jako 3" a5’ primert.

Amplifikovany fragment se $tépil restrikénimi enzymy Ndel a BamHI (New England Biolabs,
Beverley, MA) a klonoval se do vektoru PET-11b (Novagen, Madison, WI), ktery se predem
Stépil stejnymi enzymy (pTNF).

cDNA kodujici CysAsn-Gly-Arg-Cys—Gly-TNF, ;s se amplifikoval pomoci PCR na pTNF za
pouZiti 5’—GCAGATCATATGTGCAACGGGCCGTTGCGGCCTCAGATCATCTTCTC—3’
jako primeru 5’ a primeru 3, ktery se popisuje shora v textu. Amplifikovany fragment se $tépil
a klonoval do vektoru pEt-11b, jak se popisuje shora v textu a pouZil se k transformaci bungk E.
coli BL21(DE3) (od firmy Novagen). Exprese TNF a NGR-TNF se vyvolala isopropyl-3-D-
thiogalaktosidem podle instrukci vyrobce pET11b. Rozpustny TNF a NGR-TNF se ziskal ze
dvou litrt kultury sonifikaci bakterii v 2 mM kyseliné etylendiamintetraoctové, 20 mM Tris—HCl,
PHB,0. Pak nasledovala centrifugace pfi 15 000xg po dobu 20 minut pii teploté 4 °C. Oba
extrakty se smichaly siranem amonnym (25 % saturace), nechaly se stat po dobu jedné hodiny pti
teploté 4 °C a dale se centrifugovaly, Jak se popisuje shora v textu. Siran amonny obsaZeny
v supernatantech se pak z 65 % saturoval a nechal se stat pit teploté 4 °C po dobu 24 hodin a pak
probéhla dalsi centrifugace. Kazdy pelet se rozpustil v200 ml 1M siranu amonného, 50 mM
Tris-HCI, pH8,0 a &istil se chromatografii s hydrofébnimi intrakcemi na koloné Phenyl-
Sepharose 6 Fast Flow (od firmy Pharmacia-Upjohn) (pouzila se eluce gradientem pufru A:
50 mM fosfore¢nan sodny, pH 8,0 obsahujici 1M siran amonny, pufr B: 20% glycerol, 5%
metanol, 50mM fosfore¢nan sodny, pH8,0). Frakce obsahujici imunoreaktivni material TNF
(westernovym prenosem) se spojily dialyzovaly se proti 2mM kyseling etylendiamintetraoctové,
20mM Tris-HCI, pH8,0 a dale se Cistily chromatografii s vyménou iontd na kolond
DEAE-Sepharose Fast Flow (firma Pharmacia-Upjohn) (pouzila se eluce gradientem pufru A:
20 mM Tris-HCI, pHS,0, pufru B: 1M chlorid sodny, 20 mM Tris-HC], pH8,0). Frakce vykazu-
jici TNF-imunoreaktivitu se spojily a Cistily se gelovou filtraéni chromatografii na koloné
Seiphacryl-2-300 HR (od firmy Pharmacia—Upjohn), kter4 se ptedem uvedla do rovnovazného
stavu a eluovala se 150 mM chloridem sodnym, 50 mM pufrem fosfore¢nanu sodného
s hodnotou pH 7,3 (PBS). Frakce odpovidajici produktim o molekulové hmotnosti 40 000 az
50 000 se spojily s rozdélily se do alikvotii a uchovévaly se pii teploté —20 °C. Vsechny roztoky
pouzivané v chromatografickém kroku se pripravily pouzitim sterilni vody, ktera neobsahuje
toxiny (Salf, Bergamo, ltilie). Konecny vytézek byl 45 mg TNF a 34,5 mg NGR-TNF.

Molekulova hmotnost &isténého TNF a NGR~TNF se méfila elektrosprejovou hmotnostni spek-
trometrii. Obsah proteinu se méfil za pouZiti béZné dostupnych sad pro testovani proteind (Pierce,
Rockford, IL). Obsah endotoxinu NGR-TNF a TNF byl 0,75 jednotek na jeden mikrogram a
1,38 jednotek na jeden mikrogram, Jak se stanovilo kvantitativnim chromogennim testem lyzatu
amoebocytu lymulu (LAL) (firma BioWhittaker).

Polyakrylamidovd gelova elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) a analyza
westernovym pfenosem se provedly pouZitim 12,5 nebo 15% polyakrylamidovych geli a stan-
dardnich postupd,

Malé mnoZstvi TNF a NGR—TNF se dale &istilo afinitni chromatografii na rozpustném receptoru
p55-TNF (sTNF-R1)-Sepharose nasledujicim zplisobem. 5 mg rekombinantu STNF-R] se pfi-
pravilo zplisobem popsanym v publikaci Corti, A., et al., Up-regulation of p75 Tumor necrosisi
factor alpha receptor in Mycobacterium avium—infecter mice. Infect. Immun. 1999, 67:5762—
5767) a nanesl se na kolonu Activated-CH-Sepharose o objemu 2 ml (firma Pharmacia) podle
instrukei vyrobee. Dv& oddélené kolony (kazda mé&la objem 1 ml) se extenzivné promyly steril-
nim roztokem, ktery neobsahuje toxiny, a nanesly se spolu s &isténym TNF nebo NGR—TNF
obsazenym v PBS a vymyly se gradientovou eluci (eluce trvala 1 hodinu a pouzil se pufr A: PBS,
pufr. B: 0,5 M chlorid sodny, 0,2 M glycin-HCI). Frakce obsahujici TNF-antigen se neutralizo-
valy a dialyzovaly proti sterilnimu fyziologickému roztoku. Aby se zabranilo adsorbei proteinii
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na membrany pfidal se pied dialyzou lidsky sérovy albumin (0,5 mg/ml), ktery neobsahuje toxin.
Obsah TNF v kazdé frakci se méfil testem ELISA a cytolytickym testem.

Neredukujici SDS-PAGE TNF zobrazila jediny pruh odpovidajici velikosti 17 000 a 18 000, jak
se o¢ekava v pipadé monomerniho TNF (nebo zobrazeno). Neredukujici SDS-PAGE a analyza
westernovym prenosem NGR-TNF ukézala, Ze rizné imunoreaktivni formy s molekulovou
hmotnosti 18 000, 36 000 a 50 000 pravdépodobng odpovidaji monomeriim, dimerim a trime-
rim. Za redukujicich podminek vétSina pruhti odpovidajici molekulové hmotnosti 50 000 a
36 000 se prevedly na formu odpovidajici molekulové hmotnosti 18 000, coz naznacuje pfi-
tomnost molekul NGR-TNF obsahujici disulfidové miistky uvnitf fetézce. Pruh s molekulovou
hmotnosti 18 000 odpovidal pfiblizné 2/3 celkového materialu, zatimco pruh s molekulovou
hmotnosti 36 000 odpovidal vét3ing ze zbyvajicich ¢asti. Tyto elektroforetické paterny naznaduji,
ze NGR-TINF je smés trimerdi vytvofenych ze tfi monomernich podjednotek se spravnymi
disulfidy uvnitf fetézce (alespoii 50 %) a zbyvajici &4st tvori vétiinou trimery obsahujici jeden
nebo vice disulfidd uvnitf fetézce. Pii SDS—PAGE za redukénich podminek je mozné stale vidét
pruh s molekulovou hmotnosti 36 000, coz naznaluje, 7¢ NGR—TNF obsahuje také nevratné
denaturovany dimér (tvo¥i piiblizng 10 % celkového mnozstvi).

Molekulova hmotnost monomerd TNF a NGR-TNF stanoveni elektrosprejovou hmotnostni
spektrometrii byla 17 386,1 +/— hmotnosti o&ekavané pro Met-TNF,_;5 (17 386,7 Da) a v ptipa-
d€ CNGRCG-TNF ;54 (17 844,2 Da).

Piiklad2:  Cytotoxické aktivita in vitro myiho TNF a NGR-TNF

Bioaktivita TNF a NGR-TNF se odhadla na zékladé standardniho cytologického testu zalozené-
ho na L-M mys3ich fiubrioblastech (ATCC CCL1.2) jak se popisuje v publikaci Corti, A., et al.,
Tumor necrosis factor (TNF) alhpha quantification by ELISA and Bioassay: effects of TNF
alpha-soluble TNF receptor (p55) complex dissociation during assay incubations. J. Immunol.
Meth. 1994. 177:191-198). Cytolyticka aktivita TNF a NGR-TNF vi¢i buitkdm RMA=T se tes-
tovala v pfitomnosti 30 ng/ml aktinomycinu D. Kazdy vzorek se analyzoval ve dvou provedenich
ve tfech riznych fedénich. Vysledky se exprimuji jako primér +/- stfedni odchylka dvou az tii
nezavislych testi.

Cytotoxicka aktivita TNF a NGR-TNF in vitro byla 1,2 +/- 0,14 x 10° Jjednotek na jeden mili-
gram a 1,8 +/- 0,7 x 10* jednotek na jeden miligram, coZ se stanovilo standardnim cytolytickym
testem s buikami L-M. Tyto vysledky ukazuji, Ze ¢4sti CNGRCG v molekule NGR-TNF nebra-
ni baleni, oligomerizaci a navazéani na receptor TNF.

V pfedchozi studii se ukdzalo, ze buitky RMA-T mohou byt usmrceny TNF v pfitomnosti
30 ng/ml aktinomycinu D, zatimco v piitomnosti inhibitord transkripce jsou tyto bufiky rezis-
tentni viii TNF, dokonce po nékolika dnech inkubace. Cytotoxicka aktivita NGR—TNF in vitro
vi¢i buitkim RMA-T v pfitomnosti aktinomycinu D byla 1,4 +/- 0,8 x 10° jednotek na jeden
miligram, coZ se stanovilo pouZitim TNF jako standardu (1,2 +/~ 0,14 x 10° jeden miligram). Pak
cytotoxické aktivity NGR-TNF a TNF byly podobné v p¥ipadé bunék L-M a RMA-T.

Priklad 3:  Charakterizace l6%ebné a toxické aktivity mysiho TNF a NGR-TNF

RMA lymfom pochézejici zmysi C57BL/6 vyvolany Rauscherovym virem se udr¥oval in vitro
v kultivaénim médiu obsahujicim RPMI 1640, 5% fetalni bovinni sérum (FBS), 100 U/ml peni-
cilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 0,25 ug/ml amfotericinu B, 2 mM glutaminu a 50 pM
2-merkaptoetanolu. RMA-T se ziskal z bunééné linie RMA transfekei s konstrukei kodujici alelu
Thy 1.1 a kultivoval se zptisob popsanym v publikaci Moro, M., et al., Tumor cell targeting with
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antibody—avidin complexes and biotinylated tumor necrosis factor alpha. Cancer Res. 1997. 57
1922-8).

Buiiky melanomu B16F1 se kultivovaly v kultivaénim médiu obsahujicim RPMI 1640, 5% FBS,
100 U/ml penicilinu, 100 pg/m! streptomycinu, 0,25 pg/ml amfotericinu B, 2 mM glutaminu, 1%
MEM neesencialni aminokyselinu (BioWhittaker Europe, Verviers, Belgie).

In vivo studie provedené na zvifecich modelech byly schvaleny etickou komisi instituce San
Raffacle H Scientific Institute a provedly se podle popisu. C57BL/6 (Charles River Laboratorles
Calco, Italie) (16 az 18 g) se imunizovaly Zivymi buitkami RMA-T nebo BI6F1 v poctu 5x10°
podkozné do levého boku. Deset az dvanéct dni po implantaci nadoru na mysi oSetfily injeked i.p.
250 pl roztokii TNF nebo NGR-TNF fedénych 0,9% chloridem sodnym, ktery neobsahuje toxi-
ny. Piedchozi experimenty ukazaly, Ze proti nadorova aktivita se pfidanim lidskeho sérového
albuminu v TNF a NGR-TNF nezménila. Lidsky sérovy albumin slouZil jako nosi¢. Kazdy expe-
riment se provedl ve skuping, ktera obsahuje pét mysi. Rist nidoru se monitoroval denn¢ méfe-
nim velikosti nddoru posuvnym méfidlem. Obsah nadoru se odhadla vypoctem rlxr2, zatimco
objem nadoru se odhadl vypoctem rlxr2xr3x4/3, kde rl a 12 jsou délka a Sitka a 13 je tloust'ka
nédord vystupujici z norméini kiize. Zvitata byla usmrcena dfive nez nador dosahl priméru 1 az
1,3 cm. Velikosti nadoru jsou zobrazeny jako primér +/— stiedni odchylka (5 az 10 zvifat v jedné
skuping, jak je ozna¢eno v popisu obrazku) a porovnaly se pomoci t-testu.

Protinidorova aktivita a toxicita NGR-TNF se porovnaly s aktivitou a toxicitou lymfomu
RMA-T a s modely melanomu B16F1 u my$i C57BL6. Protoze model RMA-T se uz dfive
charakterizoval a pouzival se ke studiu protinadorové aktivity TNF s riznymi cilovymi protokoly
(popisuje se v publikaci Gasparri, A., et al,, Tumor pretargeting with avidin improves the
therapeutic index of biotinylated tumor necrosis factor alpha in mouse models. cancer Res. 1999.
59: 2917-23), bylo rozhodnuto pouzit tento model také v této studii.

Mysi TNF aplikované zvitatim nesoucim RMA-T nadory zplisobuje o 24 hodin pozdéji redukci
hmotnosti nudoru a hemoragickou nekrézu v centralni &asti nadoru, pak nasleduje podstatné
zpomaleni riistu trvajici nékolik dni (popisuje se v publikaci Gasparri, A., et al., Tumor
pretargeting with avidin improves the therapeutic index of biotinylated tumor necrosis factor
alpha in mouse models. cancer Res. 1999. 59: 2917-23). Léba s TNF nevyvolava tplnou regresi
tohoto nadoru, dokonce ani pfi dévce blizké LD50, kolem nekrotické oblasti ziistavaji Zivé buiiky
a nékolik dni po 1é¢bé zadinaji opét riist.

Pii prvni sadé experimentd se zkoumal u&inek riznych dévek (i.p.) TNF nebo NGR-TNF na
pre7iti zvifat. Aby se zabranilo velkému utrpeni, zvifata se usmrtila, kdyz primér nadoru byl
vétsi nez 1 az 1,3 cm. Umrtnost pfi aplikaci TNF a NGR-TNF 3 dni po 1écbé byla podobna
(LD30, 60 ug respektive 45 ug), zatimeo jejich protinadorové aktivita byla znateln€ odlisna
(Tabulka €. 1).
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Tabulka &. 1: Pkeziti mysi s lymfomem RMA-T 1écenych my3im TNF nebo NGR-TNF

1é¢ba |zvirata |davka |prezivii (%) po 1écbé
(n) (ug)
den |den |den jden |den|den |den |den
3 7 14 21 30 {38 62 892
(2 {3
im.)® |im.)®
Z&dnd |18 0 100 {0
TNF 4 1 100 |20 |0
9 3 100 |55 |0
9 9 100 155 422 (11 |0
14 27 100 (37 (14 |7 0
9 54 §5 155 |0
9 108 0
NGR- 10 1 100 |70 (10 (10 |0
TNF
10 3 100 |80 |20 (20 |0
9 9 100 |88 |55 {22 |11 |11 11
13 27 100 (85 |30 {23 |15 |15 15 11
S 54 33 33 0
9 108 0

a) Zvifata s nadorem oSetfena TNF nebo NGR-TNF (i.p.) 10 dni po implantaci nadoru. Zvifata
se usmrtila, kdyZ primér nadoru pfesahl 1 az 1,3 cm.

b) Piezivii zvifata se v uvedeném &ase opét imunizovala buiikami RMA-T v mnoZstvi 50 000
(druh4 imunizace nebo RMA v mnoZstvi 50 000 (tfeti imunizace). Tumorogenicita bunék
zavedenych injekei se sledoval v kazdém urleném Case u 5-ti normalnich zvifat. U viech
kontrolnich zvifat se vyvinul nador béhem 10-ti dni (data nejsou uvedena).

Napiiklad 1 nebo 3 ug NGR-TNF zpomali rist nddoru G¢inn€ji nez 27 pg TNF, coz ukazuje, ze
NGR-TNF je alespoii o jeden fad aktivngjii. Je zajimavé, Ze néktera zvifata se IéCila ddvkami
NGR-TNF niz§imi nez je LD50, zatimco Z4dn4 zvifata se nelé¢ila TNF. LéCend zvitata potlaCila
dal3i imunizaci tumorogenni davkou bungk RMA-T nebo bunék RMA divokého typu, coz naz-
naduje, e jedin4 aplikace NGR-TNF byla schopna vyvolat ochrannou imunitu. Za zminku stoji,
7e zvyseni davky TNF nebo NGR-TNF nad 9 az 27 pg znatelné zvysuje toxicitu a velmi mélo
nebo viibec terapeutickou aktivitu.

Ztrata tSlesné hmotnosti po aplikaci TNF je dobfe zndmym signilem systémové toxicity
(Gasparri, A., et al, Tumor pretargeting with avidin improves the therapeutic index of
botinylated tumor necrosis factor-alpha and the comparison with other cytokines: Induction
of tumor—specific immunity. J. Immunol. 1987. 138: 4023-32). Za acelem daliho porovnani
TNF 2 NGR-TNF se sledoval riist nadoru a télesna hmotnost zvifat po 16¢bg. Uginek 1 pg NGR-
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TNF na rst nadoru byl podobny nebo vy ve srovnani s 9 ug TNF (zobrazeno na obrazku €.
1a), zatimco ztrata télesné hmotnosti jeden aZ dva dni po 1é¢bé se porovnavala s davkou 1 pg
TNF (zobrazeno na obrézku &. Ic). KdyZ se interpolovaly data s logaritmickou kivkou v grafu
zévislosti na davee, zjistilo se, Ze terapeuticky t¢inek 9 pug TNF po 14 dnech je stejné maly jako
se ziskal s davkou 0,6 pg NGR-TNF (zobrazeno na obrazku ¢. 1b). Naopak davka 8,5 ug byla
nezbytna, aby se vyvolal porovnatelny toxicky d¢inek (zobrazeno na obrazku &. 1d). Timto
zplisobem vypodteny pomér O&innost/toxicita NGR-TNF za danych podminek je 14 krat vy3si
nez pomér v piipadé TNF.

Podobné vysledky se ziskaly v modelu melanomu B16F1. Lécba jednim mikrogramem NGR-
TNF v den 11 a 17 vyvolala v den 19 protinadorovou odezvu vyssi neZ se ziskala pouZitim 4 ug
TNF a podobnou odezvé vyvolanou 12 pg TNF (data nejsou uvedena). Naopak ztrata télesné
hmotnosti zpisoben4 1 pg NGR-TNF byla znatelné nizsi neZ ztrata zpisobena 4 a 12 ug TNF.
Légba 12 g NGR-TNF zptsobila dokonce silngjsi protinidorovy Ucinek, zatimco toxicky aci-
nek byl podobny ¢inku ziskanému aplikaci 12 pg TNF.

Kdyz se v den 19 aplikovala tfeti imunizace ve viech skupinach se zaznamenalo o 1 az 2 dni
pozdgji umrti nékterych zviat (2 zvifata mimo skupinu 5-ti zvifat oSetfene fyziologickym rozto-
kem a 12 ug NGR-TNF a | zvife mimo 5 zvifat ve zbyvajicich skupinach). Jedno zvife o3etfené
12 ug NGR-TNF zcela potlagilo vznik nadoru. KdyzZ se toto zvife imunizovalo druhou tumoro-
genni davkou bungk B16F1 po 18-ti dnech se vyvinul hmatatelny nador, zatimco u kontrolnich
zvifat se nador vyvinul béhem 6 az 7 dni.

Tyto vysledky dohromady naznaduji, ze t&innost NGR-TNF pfi inhibici ristu nadort je 10 az 15
vy$si ne? v pripadé TNF, zatimco toxicita je podobnd. NGR-TNF mohou vyvolat u¢innéjsi
ochranou imunitni odezvu ve srovnani s TNF.

Priklad4:  Mechanizmus ptisobeni NGR-TNF

Monoklonéln{ protilatky proti mysimu CD13 R3-63 se izolovaly z ascitickych tekutin chroma-
tografii za pouziti saferézy sproteinem G (firma Pharmacia-Upjoh, Uppsala, Svédsko)
a dialyzovaly se proti 0,9 % chloridu sodnému.

Krali¢i polyklonalni antisérum se ziskalo z Primm sr1 (Milan, Italie) a Cistilo se afinitni chroma-
tografii na sefaréze sproteinem A (firma Pharmacia-Upjohm, Uppsala, Svédsko). Peptidy
CNGRC a CARAC se pripravily zplsobem popsanym dfive v textu (popisuje se v publikaci
Arap, W., et al, Cancer treatment by targated drug delivary to tumor vasculature in a mouse
model. Science 1998: 279: 377-80).

Aby se ziskaly ditkazy, Ze lepi aktivita NGR-TNF je zavisla na cileni nadoru prostrednictvim
asti NGR, zkoumalo se zda in vivo aktivita NGR-TNF miiZe ¢4stecné konkurovat s NCGRC.
Mysim nesoucim nador RMAT-T se aplikovalo NGR-TNF (1 ug) s molarnim nadbytkem
CNGRC nebo bez molarniho nadbytku. Paralelné se jini zvifata odetfila pomoci TNF (3 nebo
9 pg) opét, kde CNGRC miize nebo nemusi byt v nadbytku. Jak se oéekdvalo CNGRC podstatné
snizuje proti nadorovou aktivitu NGR-TNF (zobrazeno na obrazku ¢. 2a). ale nikoli aktivitu TNF
(zobrazeno na obrazku & 2b). Kontrolni peptid (CARAC) nebyl schopen zpisobit podstatné
snizen aktivity NGR-TNF (zobrazeno na obrazku &. 2¢). Tyto vysledky naznaluji, ze CNGRC
soutéi o navazani NGR-TNF na receptor CNGRC a podporuje hypotézu, Ze mechanizmus cileni
zlepsuje aktivitu. Je nutné poznamenat, z¢ CNGRC neni schopen snizit cytotoxickou aktivitu
NGR-TNF in vitro (data nejsou uvedena).

Protoze se publikovalo, 7e aminopeptiddza N (CD13) je receptor peptidd CNGRC, zkoumala se
dloha tohoto receptoru v mechanismu cileni NGR-TNF. Studoval se ucinek monoklonalnich
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protilatek proti CD-13 (R3-63) na proti nadorovou aktivitu NGR-TNF a TNF. Monoklonalni
protilatky R3-63 podstatné inhibovaly protinadorovou aktivitu NGR-TNF (zobrazeno na obraz-
ku &. 2a), ale nikoli aktivitu TNF (zobrazeno na obrazku) ukazuje, Ze CD13 se kritickym zpisob-
em podili na protinadorové aktivitd NGR-TNF. Za pouziti analyzy FACS se pozorovala zadna
exprese CD13 na povrchu bunék RMA-T, které se kultivovaly s monoklonalnimi protilatkami
R3-63 (neni zobrazeno), coz naznaluje, ze protilatky rozeznavaji jiné buiiky in vivo.

Atkoli tyto data ukazuji, Z¢ CD13 je dilezity receptor v piipadé NGR-TNF, muzeme zcela
vylougit, ze na mechanizmu cileni se také podili navézani na jiné jesté neidentifikované recep-
tory, 1 kdyZ v men3i mife.

Predchozi experimenty &astetné proteolyzy ukézaly, Ze Arg-Ser vazany na N-terminalni seg-
ment TNF (zbytky 2-3) je velmi citlivy na trypsin, zatimco zbytek molekuly je daleko vice
rezistentni. Aby se ziskal dal$i dikaz, 7e zlepSend aktivita NGR-TNF je spojena s jeho Casti
NGR, zN—termindlni oblasti muteinu se oditépila doména NGR ¢dsteCnym Stépenim
s imobilizovanym trypsinem. Tato lé¢ba prevedla NGR-TNF a NTF na molekulu odpovidajici
fragmentu TNF3-156 (o¢ekavana hmotnost je 16 986,2, na obrézku ¢. 3a je zobrazena hmotnost
a olekavané sekvence).

Zatimco §&peni nesnizilo cytolytickou aktivitu NGR-TNF in vitro u bung¢k L-M +/— 1.4) x
10% u/mg)), jeho protinadorova aktivita in vivo se sniZila na hodnotu dosazenou TNF (zobrazeno
na obrazku &. 3b). Je nutné zminit, Ze toxicita NGR-TNF a TNF byly podobné pfed a po $t€peni,
jak se usuzovalo ze ztraty télesné hmotnosti zvifat jeden den po aplikaci (zobrazeno na obrazku
&. 3b, na pravém panelu), coZ naznaduje, Ze mechanizmus cileni zavisly na NGR neméni toxicitu.

Piiklad 5:  Pfiprava a charakterizace lidsk¢ho TNF a NGR-TNF.

Lidsky rekombinantni TNF a NGR-TNF (obsahujici lidsky TNF1-157 fizoval s C-koncem
CNGRG) se piipravily technologii rekombinace DNA a podstatné se Eistily, jak se popisuje
v pfipadé my$iho TNF a NGR-TNF. ¢DNA kodujici lidsky NGR-TNF se pfipravila PCR pou-
zitim plazmidu pET11b/hTNF, ktery obsahuje kodujici sekvenci hTNF (popisuje se v publikaci
Pennica, D. et al., 1984. Human tumor necrosis factor: precursor, structure, expression and
homology to lymphotoxin. Nature, 321, 724-729) pouzitim nasledujicich primeri:

—  NGR-hTNF/I (sense): 5’A TAT CAT ATG TGC AAC GGC CGT TGC GGC GTC AGA
TCA TCDT TCT CG3'.

—  NGR-hTNF/2 (antisense): 5TGA GGA TCC TCA CAG GGC AAT GAT CCC AAA GTA
GAT 3"

Amplifikovany fragment se $t&pil a klonoval do pET-11B (Ndel/BamHI) a pouzil se
k transformaci bundk mikroorganizmu E. coli BL21 (firma Novagen). Exprese NGR-hTNF se
vyvolala isopropyl-B-D-thiogalaktosidem podle instrukei vyrobce pET11B. Rozpustny NGR~
TNF se ziskal z kultur o objemu 2 | sonikaci bakterii v 2 mM kyseliné ethylendiamintetraoctove,
20 mM Tris-HCI, pH8,0, pak nasledovala centrifugace (15 000 x g, doba 20 minut, teplota 4 °C).

Extrakt se smichal se siranem amonnym (35 % saturace), nechal se stat po dobu 1 hodiny pfi
teplotd 4 °C a dale se centrifugoval, jak se uvadi shora v textu. Siran amonny v supernatantech se
pak saturoval ze 65 % a nechal se stét pfi teploté 4 °C po dobu 24 hodin a dile se centrifugoval.
Kazdy pelet se rozpustil v 1 M siranu amonném, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 a &istil se hydrofébni
interakéni chromatografif na kolong ,Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow* (od firmy Pharmacia—
Upjohn), eluce probéhla gradientem, Pufr A: 100 mM fosfore¢nan sodny, pH8,0 obsahujici 1 M
siran amonny, pufr B: 70 % ethylenglykol, 5 % metanol, 100 mM fosfore¢nan sodny, pH 8,0).
Frakce obsahujici pTHF imunoreaktivni materidl (stanoveno testem ELISA) se spojil, dialyzoval
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se proti 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 a dile se Cistil chromatografii s vym¢nou iontd na koloné
_DEAE-Sepharose Fast Flow (firma Pharmacia—Upjohn) (eluce probéhla gradientem, pufr A:
20 mM Tris—HCI, pH 8,0). Viechny roztoky pouzivané v kroku chromatografie se pfipravily se
sterilni vodou, ktera neobsahuje endotoxin (Salf, Bergamo, Italie).

V tomto ptipadd se z kultur o objemu 2 litry ziskalo ptiblizné 30 mg TNF a 32 mg NGR-TNF.
Neredukujici SDS-PAGE zobrazily pruhy odpovidajici monomeriim, dimérim a triméram, které
naznaduji, 7e také lidské NGR-TNF je smés trimeri se spravnymi disulfidy uvnitf fetézce
a trimery s jednim nebo vice disulfidovymi mistky uvnitf fetézce (zobrazeno na obrazku ¢. 4A,
draha b), jak se pozorovalo u my$tho NGR-TNF.

Triméry se spravaymi disulfidovymi mistky uvniti fetézce se izolovaly z této smési Styfstuptio-
vym denaturaénim balicim postupem, jehoz popis ndsleduje. Cistény lidsky NGR-TNF se
denaturoval 7 M mo&ovinou a filtroval se pres kolonu HR Sephacryl S-300 (o objemu 1 025 ml)
(firma Pharmacia), které se pfedem uvedla do rovnovahy 7 M mo&ovinou, 100 mM Tris-HC], pH
8,0. Frakce se odpovidajici monomerickému TNF se spojily, probéhla ultrafiltrace pres
membranu YM MWCO 10 kDa (Amicon) se opétné se sbalily dialyzou proti 33 objemi 2,33 M
modoviny, 100 mM Tris—HCI, pH8 pfi teplot¢ 4 °C (po dobu 140 minut), pak nasleduje 1,55 M
mo&ovina, 100 mM Tris—HCI, pH 8,0 (po dobu 140 minut). Nakonec se produkt dialyzoval proti
80-ti objemiim 100 mM Tris—HCI (po dobu 16 hodin) a pak probéhla centrifugace pfi13000xg
(po dobu 30 minut) a filtrace pfes membranu SFCA s velikosti pori 0,45 pm (firma Nalgene) a
dale filtrace na kolon& HR Sephacryl $-300 (o objemu 1 020 ml), ktera se uvedla do rovnovahy
0,15M chloridem sodnym, 0,05 M fosforeénanem sodnym (PBS). Z9skalo se pfiblizn¢ 23 mg
opétné sbaleného proteinu.

Koneény produkt se ve véting piipadii po neredukujici SDS-PAGE monomer (zobrazeno na
obrazku &. 4A, draha ), ktery mé&l hydrodynamicky objem podobny objemu trimerového lidske-
ho TNF, coz se stanovilo analytickou gelovou filtraci na HPCL na koloné Superdex 75 HR (data
nejsou zobrazena), a jeho molekulova hmotnost byla 17937,8 + 1,8 (ofekavana molekulova
hmotnost v pfipadé CNGRCG.TNF1-157 je 17 939,4), coZ se stanovilo elekirosprejovou hmot-
nostni spektroskopii. Cytolytické aktivity in vitro nesbaleného a sbaleného NGR-TNF v mysich
buikach L-M byly (6,11 x 10’ + 3,1 jednotky na miligram. Tyto vysledky vyznauji, Ze proces
denaturace—opétné sbaleni neovliviiuje interakei lidského NGR-TNF s myS$im receptorem p35.

Protinadorova aktivita in vivo lidského NGR-TNF v mnoZstvi 1 ug (nesbaleny) byla vétsi nez
TNF v mno¥stvi 10 pg (zobrazeno na obrazku &. 4B), zatimco toxicita, tak se odhaduje na zakla-
dé& ztraty hmotnosti zvifat, byla podstatng nizsi (zobrazeno na obrézku &. 4C). Po opétném sbaleni
0,3 ug NGR-TNF bylo podstatné vyvolat protinadorovy tinek, ktery bude siln&jsi nez se dosah-

ne pouzitim 10 ug TNF (zobrazeno na obrazku ¢. 4D, 4E).

Tyto vysledky ukazuji, Ze protinadorova aktivita lidského NGR-TNF je vétsi nez se doséhlo
pouzitim TNF.

Dale se pozorovalo, ze opétné sbaleny lidsky a my$i NGR-TNF miZe vyvolat podstatné proti-
nadorové uginky v pfipadé mysi nesoucich RMA-T dokonce ve velmi nizkych davkach (1 az
10 ng/mys), aniz se prokazou toxické uéinky, zatimco TNF nebyl schopen vyvolat podstatné
0&inky pii téchto davkach (neni zobrazeno).

Priklad 6:  Pfiprava a charakterizace mySiho NGR-IFNy
Rekombinantni mysi interferon (IFN)y fiazovany s CNGRCG (NGR-IFNy) se pfipravil technolo-

gii rekombinace DNA v podstaté stejnym zpiisobem, jak se popisuje v piipadé NGR-TNF.
Oblast CNGRC se fuzovala s C-koncem IFNy. Cystein v poloze 134 se nahradil serinem.
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Methionin se zavedl do polohy —1 za a¢elem exprese v buiikach E. coli. Primery PCR pouZivané
pti produkei cDNA RGR-IFNy byly 5~A TAT CTA CAT ATG CAC GGC ACA GTC ATT
GAA AGC C (sense) a 5'-TC GGA TCC TCA GCA ACG GCC GTT GCA GCC GGA GCG
ACT CCT TTT CCG CTT CCT GAG GC. cDNA se klonovala do pET-11b (Nde /BamH I) a
pouzivala se k transformovani bunék E. coli BL21(DE3) (Novagen). Exprese proteinu se
vyvolala isopropyl-B-D-thiogalaktosidem podle instrukei vyrobee plazmidu pET]1 1b. Produkt se
izoloval zextraktd mikroorganizmu E. coli imunoafinitni chromatigrafii za pouZiti
monoklonalnich protilatek proti mysim IFNy (AN18) imobilizovanych na agaroze za pouZiti
standardnich metod. Redukéni a neredukéni SDS-PAGE findlniho produktu ukézala jediny pruh
o molekulové hmotnosti 16 000. Elektrosprejova hmotnostni spektrometrie ukazala molekulovou
hmotnost 16 223 + 3,6 (otekavana molekulova hmotnost je 1 625,5), coz odpovida mySimu Met—
[FNy-134(C134S)CNGRC(NGR-IFNy).

Schopnost NGR-IFNy a NGR-TNF soutéZit o navazani protilatek proti CD13 na cévy spojené
s nadorem se zkoumaly pouZitim imunohistochemického pfistupu.

Cerstvé chirurgické preparaty karcinomu bunék lidské ledviny se ziskaly z katedry histopatologie
védeckého ustavu ,,San Raffaele H scientific Institute®. Sekce (5 az 6 pg silné) fixované podle
postupem podle Bouin (po dobu 4 az 6 hodin) zalité parafinem se pfipravily a adsorbovaly na
sklickach potazenych polylyzinem. Antigeny CD13 se detekovaly za pouziti komplexu
avidin-biotin nasledujicim zpiisobem: sekce tkani se opétné hydratovaly za pouZiti xylend a série
zesilujicich alkoholti za pouziti standardnich postupd. Sekce tkani se umistily do nadoby obsahu-
jici 1 mM EDTA a vafily se po dobu 7 minut v mikrovinné troub€ (1 000 W). Nadoba se znovu
naplnila 1 mM EDTA a opét se vafila po dobu 5 minut. Sekce tkani se nechaly lezet aZ se ochla-
dily a inkubovaly se v PBS, ktery obsahuje 0,3 % peroxidu vodiku po dobu 15 minut. Reakce se
zastavila endogenni peroxidazou. Vzorky se pak promyly PBS a inkubovaly se s 100 az 200 ug
PGS-BSA (po dobu jedné hodiny pfi teploté mistnosti) a pak se nanesly monoklonlni protilatky
WMI5 (anti-hCD13) samotné nebo smiSené sriznymi kompetentnimi Cinidly (uvedeno
v tabulce €. 2) obsazenymi v PBS-BSA (nechalo se stat pfes noc pii teploté 4 °C). Sklicka se pak
promyla 3 krat (promyti kazdého sklitka trvalo 3 minuty) s PBS a inkubovala se s PBS-BSA
obsahujicim 2% normalni horské sérum (PBS-BSA.NHS) (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) po dobu 5 minut. Roztok se pak nahradil 3 pl/ml biotinem znageného kofiského anti-mysiho
IgG (H+L) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) v PBS-BSA-NHS a déle se inkuboval po
dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti. Skli¢ka se opét promyla a inkubovala se po dobu 30 minut
s &inidlem ,,Vectastain Elite Reagent® (Vector Laboratories, Burlingame, CA) fedéném1:100
v PBS. Tabulka 3,3'—-diamino-benzidintetrahydrochloridu (Merck, Darmstadt, Némecko) se pak
rozpustila v 10 ml deionizované vody, ktera obsahuje 0,03 % peroxidu vodiku. Roztok se filtro-
val pres membranu s velikosti pord 0,2 um a prelila se pies sekce tkané po dobu 5 az 10 minut.
Sklicka se promyla postupem popsanym shora v testu a k obarveni za G¢elem pocitani se pouzil
Harristv hematoxylin. Cévy spojené nadorem se identifikovaly obarvenim sériovych sekei tkané
s monoklonalnimi protilatkami proti CD31/monoklonalni protilatky JC/70A, proti lidskému
CD31, 1gG1, od firmy DAKO, Kodan, Dansko).

Vysledky se sumarizovaly do tabulky 2. Jak je zobrazeno, navazani WMI5 na cévy spojené
s nadorem re inhibovalo nadbytkem NGR-TNF, NGR-IFNy a CNGRC, ale nikoli dalsimi kont-
rolnimi Ginidly, které neobsahuji motiv NGR. To naznaluje, Ze vazebné misto NGR na CEI13
prostorové presahuje epitop WM15. Naopak NGR-TNF nebyl schopen soutéZit v navazani
13C03 na epitelialni buriky.

Ukazuje se, Ze éast NGR NGR-IFNy a NGR-TNF miize reagovat s formou CD13 rozeznavanou
monoklonalnimi protilatkami WM15 na cévéch spojenych s nadorem. Tyto vysledky ukazuji, Ze
motiv CNGRC je funkéni af’ uz je spojen s N-koncem nebo C-koncem cytokinu.
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Tabulka &. 2: Navazani WM15 bunééné sekce karcinomu ledviny v pfitomnosti riiznych kompe-
titort

kompetitor navdzani WM15 na cévy spojené
s nadorem
Zadny +

NGR-TNF (25 pg/ml) -

NGR-IFNy (50 pg/ml)
CNGRC (100 pg/ml)

TNF (25 pg/ml) '
lidsky sérovy albumin (25 '
ug/ml) ’
synteticky CgA(60-68) (100

pg/ml) +

do kroku blokace se pridal kompetitor v PBS obsahujici 2% BSA a smichal se s primarni
protilatkou.

monoklonalni protilitka WM15 (uréena proti lidskému CDI13, 1gG1) se ziskala u firmy
Pharmingen (San Diego, CA), synteticky peptid CgA (60-68) odpovida fragmentu 60-68
chromograninu A

Priklad 7:  Cilené zavedeni biotinem znadeného NGR-TNF do nadorti za pouZiti proti-
nadorovych protilatek a avidinu (pre—cilenf)

Naésledujici priklad zobrazuje moznost ,,dvojiho* cileni TNF zaloZeného na kombinaci protilatek
uréenych protinadoru a peptidu CNGRC.

Konjugat biotin-NGR-TNF se pfipravil smichinim NGR-TNF s N-hydroxysulcinimidesterem
D-biotinyl-6—aminokapronové kyseliny (Societé Prodotti Antibiotici S.p.A., Milan, ltalie) v IM
pufru uhli¢itanu sodném s hodnotou pH 6,8 (po dobu 3 hodiny, pfi teploté mistnosti) (popisuje se
v publikaci Corti, A., et al., Tumor targetin with biotinylated tumor necrosis factor alpha:
Structure activity relatlonshlps and mechanism of action on avidin pretargeted tumor cells.
Cancer Res. 1998. 58: 3866-3872). Reakce se blokovala 1M Tris—HCl s hodnotou pH 7.5.

Konjugét se charakterizoval hmotnostni spektrometrii a zjistilo se, Ze obsahuje jednu molekulu
biotinu na jeden trimer (v priméru). Mysi C57BL6 (Charles River Laboratories, Calco, Italie se
imunizovaly pomoci Zivych bunék RMA-T v mnoZstvi 5 X 10, které se aplikovaly podkozné do
levého boku. KdyZ oblast nadoru dosahla velikosti 40 mm’, mysi se osetfily postupné aplikova-
nymi injekcemi biotinem znadenych protilatek, avidiny a komplexem biotin—-TNF podle t¥idenni-
ho protokolu jak se popisuje shora v textu v publikaci Gasparri, A. et al., Tumor pretargeting
with avidin improves the therapeutic index of botinylated tumor necrosis factor—alpha and the
comparison with orthe cytokines: Industion of tumor—specific immunity. J. Immunol. 1987. 138:
4023-32). Injekei se zavedlo 40 pug monoklonalni protilatky 19E12 znacené biotinem (i.p., krok
1), 60 pg avidinu a 60 pg streptavicinu po 18 respektive 19 hodinach (i.p., krok I} a 0 24 hodin
pozdgji 3 pg NGR-TNF zna¢eného biotinem. Kazda slou¢enina se fedila sterilnim roztokem
0,9% chloridu sodného. V kontrolnim experimentu se vymezoval avidin a streptavidin. Kazdy
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experiment se provedl na skupinach my3i, kdy kazda skupina obsahovala 5 mysi. Rust nédoru se
zaznamenaval denné mé&fenim velikosti nadoru méfitkem. Oblast nadoru ve skuping, které se
aplikovalo 19E12-biotin/avidin/streptavidin/biotin-NGR-TNF, pfed lécbou a deset dni po 1écbé
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byla 39 +/— 4 mm’ respektive 8 +~ 5 mm’ (5 zvifat, primér +/- standardni odchylka).

V kontrolni skupiné (oetfené samotnymi monoklonalnimi protilatkami 19E12-biotin/biotin—

NGR-TNF) oblasti nadoru pred osetfenim a 10 dni po osetfeni byly 40 +/— 4 mm’ respektive
20 +/— 6 mm’, coz ukazuje, Z¢ pre—cileni s protilatkami mificimi k nadoru spolu s avidinem
zvysilo aktivitu NGR-TNF.

Seznam sekvenci

)

)

)

Informace o SEQ ID NO: 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 périi bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

(i) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka=,,uméla sekvence*/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

ctggatecte acagageaat gactccaaag

Informace o SEQ ID NO: 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 29 pérti bazi
(B) TYP: nukleotidové sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

(i) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznédmka= ,,umé&la sekvence: primer PCR*/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

tgcetcacat atgctcoagat catcttete

Informace o SEQ ID NO: 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 46 péri bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

3Q
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(i) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,,uméla sekvence™/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

gecagatcata tgtgcaacgg cegttgegge ctcagatcat cttcte

Informace o SEQ ID NO: 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 45 pért bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

(i) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jin¢ informace:
/poznamka= ,,uméla sekvence: primer PCR*/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

atatcatatg tgcaacgges gttgeggegt cagatcatct teteg

Informace o SEQ ID NO: 5:

() CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 pérti bazi
(B) TYP: nukleotidové sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

(i) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,,uméla sekvence: primer PCR*Y/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

tecaggatect cacagggcaa tgatceccaaa gtagac

Informace o SEQ ID NO: 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 part bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:

46
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(D) TOPOOGIE:
(i) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,,uméla sekvence: primer PCR®/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

atatctacat atgcacggca cagtcattga aagec 35

(2) Informace o SEQ ID NO: 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 58 par{ bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOOGIE:

(i) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:

/poznamka= ,,uméla sekvence: primer PCR*/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

toggatcctc ageaacggec gttgeageeg gagegactec ttttecgett
cttgaggc 58

PATENTOVE NAROKY

1. Konjugaéni produkt, vyznadujici se tim, Ze vznikl mezi cytokinem vybranym
7 TNF nebo IFNy a peptidem, obsahujicim motiv NGR.

2. Konjugadni produkt podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze uvedeny cytokin je
TNFa nebo TNFf3.

3. Konjugaéni produkt podle niroku I, vyzmadujici se tim, ze uvedeny peptid se
vybral ze skupiny zahrnujici CNGRCVSGCAGRC, NGRAHA, GNGRG, cycloCVLNGRMEC,
linearni nebo cyklicky CNGRC.

4. Konjugatni produkt podle kteréhokoliv z narokii | az 3, vyznadujici se tim, Ze
peptidem je linearni nebo cyklicky CNGRC a cytokinem je TNF, pfiemZz aminoterminalni konec
TNF je vazan na CNGRC pies mezernik G (glycin).

5. Konjugaéni produkt podle kteréhokoliv z narokii 1 az 4, vyznacéujici se tim, ze
cytokin je derivatizovan polyethylenglykolem nebo acylovym zbytkem.



15

20

25

30

33

40

CZ 299486 B6

6. Konjugaéni produkt podle libovolného z narokdi 1 az 5, vyznacuji ci se tim, ze
cytokin se derivatizoval polyetylenglykolem nebo acylovym zbytkem.

7. Konjugaéni produkt podle libovolného z naroki 1 az 6, vyznacuj ici se tim, ze
cytokin se dale spojuje s protilatkou Fizenou na nadorovy antigen nebo s jejim fragmentem,
s nddorovym angiogennim markerem nebo komponentem extrabunéné matrice nebo s biotinem.

8. Konjugaéni produkt podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze cytokin je TNF a je
konjugovany s peptidem, obsahujicim motiv NGR a v jiném pfipadé s protilatkou, jejim frag-
mentem nebo biotinem na riiznych podjednotkach.

9. cDNA kodujici cytokin vybrany z THF a IFNgamma nesouci sekvenci pfilehlou k 5’ a 3
konci a kddujici peptid, obsahujici motiv NGR.

10. cDNA podle naroku 9, vyznaéujici se tim, Ze uvedeny peptid, obsahujici motiv
NGR je peptid podle naroku 3.

11. cDNA podle naroku 10, vyzna&ujici se tim, Ze peptidem je linearni nebo cyk-
licky CNGRC a cytokinem je TNF, pficemz amino-zakon¢eni TNF je vazano na CNGRC pres
mezernik G (plycin).

12. Vektor vhodny pro genovou terapii obsahujici cDNA podle narokd 9 az 11.

13. Farmaceuticky prostfedek, vyzna&ujici se tim, ze obsahuje uCinné mnozstvi kon-
jugaéniho produktu podle narokii 1 aZ 8, cDNA podle kteréhokoliv z ndroki 9 az 1 1 nebo vektor

podle naroku 12 spolu s farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i a pomocnymi latkami.

14. Prostiedek podle naroku 13, vyzna&ujici se tim, Ze je ve formé roztoku nebo
suspenze, které je mozné aplikovat injekef, nebo tekutiny, kterd je vhodna pro infiize.

15. Prostredek podle naroki 13 az 14,vyznaujici se tim, Ze je ve formé lipozomu.
16. Pouziti konjuga¢niho produktu podle naroki 1 az 8 nebo cDNA podle narokii 9 az 11, vek-
toru podle naroku 12 nebo prostiedku podle kteréhokoliv z naroki 13 az 15 pii piiprave léceb-

nych nebo diagnostickych prostfedki vhodnych pro terapii zhoubného bujeni.

17. Pouziti konjugaéniho produktu podle néroku 16 v kombinaci s jinymi protinadorovymi €ini-
dly nebo diagnostickymi latkami, které umozfiuji zobrazeni nadoru.

9 vykresi
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Obréazek ¢&. 1
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Qbrazek ¢: 2
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Obréazek ¢. 2
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Obrazek &. 3
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Obrazek ¢. 4
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Obrdzek &. 4
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