PL 244382 B1

(19)

‘ g/'\szé\NDTOWY (10) PL 244382 B1
' RZECZYPOSPOLITE)J
POLSKIEJ

(12) Opis patentowy
(21) Numer zgloszenia: 438583 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2021.08.26 CO7K 14/50 (2006.01)
(43) Data publikaciji o zgtoszeniu: 2023.02.27 BUP 09/2023 A61K 47/68 (2017.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2024.01.22 WUP 04/2024 A61P 35/00 (2006.07)
(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET WROCLAWSKI, Wroctaw, PL
(72) Tworca(-y) wynalazku:
ANNA SZLACHCIC, Wroctaw, PL
KAROLINA JENDRYCZKO, Wroclaw, PL
JAKUB RZESZOTKO, Bielawa, PL
JACEK OTLEWSKI, Wroctaw, PL
(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Rozkowicz, Warszawa, PL
(54) Tytuk:

Biatko fuzyjne z domeng Fc z IgG1 zawierajace fragment sekwencji ludzkiego
fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF4 oraz jego zastosowanie



2 PL 244382 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem zgtoszenia jest biatko fuzyjne zawierajace C-koncowy fragment Fc pochodzacy
z immunoglobuliny G1 oraz fragment sekwencji ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF4
i jego zastosowanie lecznicze jako czasteczki wiazacej receptory FGF na powierzchni komorek nowo-
tworowych i przenoszace do ich wnetrza substancje cytotoksyczna.

Biatka bedace fuzja peptydu kierujacego i fragmentu Fc, zwane peptibody, wykazuja polepszona
stabilnos¢ i farmakokinetyke i moga by¢ stosowane w celach diagnostycznych i terapeutycznych.

Komarki nowotworowe czesto posiadaja na swojej powierzchni zwiekszong liczbe receptoréw re-
agujacych na réznego rodzaju czynniki wzrostowe. Doniesienia naukowe z ostatnich lat wyraZnie wska-
zuja, ze jednym z receptorow czynnikow wzrostowych bedacych markerami proceséw nowotworzenia
sa receptory z grupy FGFR (ang. fibroblast growth factor receptors). Receptory te w zwiekszone;j ilosci
wykryto na komorkach m.in. z nowotwordw ptuc, zotadka, sutka. Czasteczki wigzace sie do FGFR maja
znaczenie zardowno diagnostyczne, jak i terapeutyczne — po potaczeniu z tadunkiem o dziataniu tera-
peutycznym.

Obecnie zaakceptowane do klinicznego uzycia sa dwa leki o formacie peptibodies, a kilkanascie
kolejnych badanych jest w testach klinicznych, jednak zadne z nich nie sg skierowane wobec FGFR.
W chwili obecnej na rynku dostepny jest jeden lek, ktérego dziatanie ukierunkowane jest na blokowanie
oddziatywania FGF z jego receptorem — Erdafitynib. Jest to jednak lek niskoczasteczkowy, o catkiem
innym mechanizmie wigzania do FGFR.

W przedstawionym wczesniej zgtoszeniu patentowym nr P.433329 opisana zostata czasteczka
oparta o peptyd kierujacy i domene Fc, jednak zawierajaca inng sekwencje kierujaca, i zidentyfikowana
w inny sposob (,Koniugat biatka fuzyjnego zawierajacego fragment Fc z IgG1 z fragmentem sekwencji
ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF2 oraz jego zastosowanie”).

Przedmiotem wynalazku jest biatko fuzyjne zawierajace domene Fc pochodzaca z immunoglo-
buliny G1 oraz sekwencje IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL stanowiaca fragment sekwencji
(179—-206) ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF4.

Korzystnie, biatko fuzyjne posiada przytaczony za pomoca hydrolizowalnego linkera niskocza-
steczkowy, organiczny zwigzek cytotoksyczny.

Korzystnie, zwigzkiem cytotoksycznym jest monometyloaurystatyna E.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez biatko fuzyjne okreslone powyzej do zastosowania jako lek.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest biatko fuzyjne okreslone powyzej do zastosowania w ha-
mowaniu proliferacji oraz zmniejszania zywnosci komorek nowotworowych charakteryzujacych sie wy-
soka ekspresja receptora fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR1).

Aby unikna¢ niejednoznacznosci biatko fuzyjne zawierajace fragment Fc zimmunoglobuliny IgG1
z peptydem IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL oznaczono w tekscie jako peptibodyF4_1, zas na
rysunkach symbolem pepF4 1.

Peptyd kierujacy zawarty w peptibodyF4 1 zostat zidentyfikowany na podstawie analizy sekwen-
cji biatek FGF, naturalnych ligandow receptorow FGF. PeptibodyF4 1 wiaze sie specyficznie do recep-
torow FGF na komarkach, réwniez nowotworowych, i moze zosta¢ wykorzystane w celach diagnostycz-
nych. Po koniugacji z lekiem cytotoksycznym moze by¢ réwniez zastosowane terapeutycznie wzgledem
nowotworow wykazujacych zwiekszona ekspresje receptorow FGF.

Aby zidentyfikowac sekwencje peptydowe wykazujace wigzanie do FGFR1 dokonano przegladu
dostepnych w formie rekombinowanej ligandéw tego receptora — biatek FGF. Rozne biatka z rodziny
FGF zostaty rozwiniete i zimmobilizowane na membranie, a nastepnie sprawdzone pod katem wigzania
zewnatrzkomoérkowej czesci receptora FGFR1 wyznakowanej fluorescencyjnie. Sygnat wskazujacy na
wiazanie zaobserwowano dla kilku biatek FGF, miedzy innymi dla FGF4. Dokonano rownolegtej analizy
jego sekwencji za pomoca fragmentacji, wiazania do FGFR1 i identyfikacji peptydéw za pomoca spek-
trometrii mas.

Peptyd 179-206 (o sekwencji IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL) zostat zidentyfikowany
jako wiazacy FGFR1 niezaleznie za pomoca obu metod.

Wynalazek ujawnia takze selektywna cytotoksycznos¢ powyzszego koniugatu wobec komérek
o wysokiej ekspresji receptorow fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR) in vitro, przy ograniczonym
efekcie cytotoksycznym wobec komorek charakteryzujacych sie niskim poziomem receptoréw FGFR.
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Zalety wynalazku, cenne z uwagi na potencjalne zastosowanie medyczne, potwierdza analiza
internalizacji peptibodyF4_1 do komorek U20S FGFR1 (komérek U20S stabilnie transfekowanych ge-
nem FGFR1) za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Jako kontrola negatywna zastosowana zostata
linia komérkowa U20S, wykazujaca sie bardzo niskim poziomem FGFR na swojej powierzchni. Doda-
wane biatka wybarwione zostaty po internalizacji odczynnikiem wykrywajacym domene Fc (Zenon
AF488). Biatko endosomalne Rab5a zostato zwizualizowane za pomoca zestawu CellLight-Early endo-
somes (Thermo Fisher Scientific), zas jadra wybarwione zostaty odczynnikiem DAPI.

Wazna jest réwniez analiza odpowiedzi proliferacyjnej wywotywanej przez peptibodyF4 1 w my-
sich komérkach fibroblastycznych (NIH 3T3). Komarki traktowane byly przez 48 godzin peptibodyF4_1,
domena Fc (kontrola negatywna) oraz biatkiem FGF1 (kontrola pozytywna). Po tym czasie ich zywot-
nos$¢ oznaczana byta za pomocag odczynnika AlamarBlue (Invitrogen), pozwalajac stwierdzi¢, ze pepti-
bodyF4 1 nawet w wysokich stezeniach nie powoduje wzrostu zywotnosci komorek i ich proliferacii,
ktore zaobserwowa¢ mozemy w przypadku czynnikdw wzrostu fibroblastow (FGF).

PeptibodyF4 1-MMAE wykazuje cytotoksyczno$¢ specyficzng wzgledem komérek nowotwordw
ptuc ekspresjonujacych FGFR1. Wynik badania zywotnosci komorek linii nowotwordw ptucnych roznia-
cych sie poziomem ekspresji FGFR1 (NCI-H520 — z ekspresja FGFR1, oraz HCC-95, bez wykrywalne;
ekspresji FGFR1), poddanych dziataniu koniugatéw peptibody4_1-MMAE. Zywotno$¢ sprawdzana byta
po 96 h od dodania koniugatéw i oznaczana testem Alamar Blue.

Niniejszy opis zostat uzupetniony o przyktady realizacji wynalazku, ktére stuza jedynie zobrazo-
waniu przedmiotowego rozwigzania i nie powinny by¢ uznane za ograniczajace zakres ochrony paten-
towej.

Opis figur:

Fig. 1. Schemat metody wykrycia peptydu wiazacego FGFR1 z sekwencji biatka FGF4.

Schemat metody wykrycia peptydu wiazacego FGFR1 z sekwencji biatka FGF4. (a) wstepne
potwierdzenie, iz w obrebie sekwencji FGF4 znajduje sie liniowy fragment, do ktérego wiaze sie FGFR1.
(b) identyfikacja konkretnej sekwencji aminokwasowej z FGF4.

Fig. 2. Ekspresja peptibodyF4 w komorkach ssaczych (CHO) oraz oczyszczanie za pomoca chro-
matografii powinowactwa na ztozu z immobilizowanym biatkiem A.

Ekspresja peptibodyF4 w komorkach ssaczych (CHO) oraz oczyszczanie za pomoca chromato-
grafii powinowactwa na ztozu z immobilizowanym biatkiem A. Detekcja Western blot przeprowadzana
byta przeciwciatem anty-Fc. B. Analiza SEC z wykorzystaniem kolumny Superdex200 10/300.

Fig. 3. Potwierdzenie wigzania pepF4_1 do immobilizowanej zewnatrzkomorkowej domeny
FGFR1.

Potwierdzenie wigzania pepF4_1 do immobilizowanej zewnatrzkomaorkowej domeny FGFR1. Po-
miar oddziatywania wykonano technika powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. sur-
face plasmon resonance) przy uzyciu aparatury Biacore 3000 (GE Healthcare), kolejno dla réznych
stezen pepF4 1.

Fig. 4. Analiza internalizacji peptibodyF4_1 do komorek U20S FGFR1 (komoérek U20S stabilnie
transfekowanych genem FGFR1) za pomoca mikroskopii fluorescencyjne;.

Analiza internalizacji peptibodyF4_1 do komérek U20S FGFR1 (komérek U20S stabilnie trans-
fekowanych genem FGFR1) za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Jako kontrola negatywna zasto-
sowana zostata linia komorkowa U20S, wykazujaca sie bardzo niskim poziomem FGFR na swoje] po-
wierzchni. Dodawane biatka wybarwione zostaty po internalizacji odczynnikiem wykrywajacym domene
Fc (Zenon AF488). Biatko endosomalne Rab5a zostato zwizualizowane za pomoca zestawu CellLight-
Early endosomes (Thermo Fisher Scientific), zas jadra wybarwione zostaty odczynnikiem DAPI.

Fig. 5. Analiza odpowiedzi proliferacyjnej wywotywanej przez peptibodyF4_1 w mysich komor-
kach fibroblastycznych (NIH 3T3).

Analiza odpowiedzi proliferacyjnej wywotywanej przez peptibodyF4 1 w mysich komérkach fibro-
blastycznych (NIH 3T3]. Komorki traktowane byty przez 48 godzin peptibodyF4_1, domena Fc (kontrola
negatywna) oraz biatkiem FGF1 (kontrola pozytywna). Po tym czasie ich zywotno$¢ oznaczana byta za
pomocg odczynnika AlamarBlue (Invitrogen), pozwalajac stwierdzi¢, ze peptibodyF4 1 nawet w wyso-
kich stezeniach nie powoduje wzrostu zywotnosci komérek i ich proliferacji, ktére zaobserwowa¢ mo-
zemy w przypadku czynnikow wzrostu fibroblastow (FGF).

Fig. 6. Rozdziat elektroforetyczny potwierdzajacy koniugacje biatka peptibodyF4_1 z MMAE —
silnym cytotoksykiem.
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Rozdziat elektroforetyczny potwierdzajacy koniugacje biatka peptibodyF4 1 z MMAE - silnym
cytotoksykiem.

Fig. 7. PeptibodyF4 1-MMAE wykazuje cytotoksycznos$¢ specyficzng wzgledem komorek nowo-
tworéw ptuc ekspresjonujacych FGFR1.

PeptibodyF4 1-MMAE wykazuje cytotoksyczno$¢ specyficzng wzgledem komérek nowotwordw
ptuc ekspresjonujacych FGFR1. Wynik badania zywotnosci komorek linii nowotworow ptucnych roznia-
cych sie poziomem ekspresji FGFR1 (NCI-H520 — z ekspresja FGFR1, oraz HCC-95, bez wykrywalne;
ekspresji FGFR1), poddanych dziataniu koniugatéw peptibody4_1-MMAE. Zywotno$¢ sprawdzana byta
po 96 h od dodania koniugatéw i oznaczana testem Alamar Blue.

Przyktad 1

Identyfikacja sekwencji peptydowych wiazacych FGFR1 pochodzacych z sekwencji biatka FGF4
i otrzymanie ich w formacie typu ,peptibody”.

Zastosowana strategia identyfikacji nowych peptydéw wiazacych FGFR1 opierata sie na spraw-
dzeniu, czy w obrebie naturalnych ligandow FGFR - biatek z rodziny FGF, nie znajduja sie liniowe
fragmenty sekwencji, ktére nawet po rozwinieciu biatka wykazuja wiazanie do FGFR1 (Fig. 1a). Rozwi-
niecie biatka bylo konieczne, aby wykluczy¢ te epitopy wiazace FGFR1, ktére sktadaja sie z reszt ami-
nokwasowych rozproszonych w sekwencji biatka, i znajdujacych sie w swoim sasiedztwie jedynie po
zwinieciu biatka. Dla biatka FGF4 pokazano, ze nawet po rozwinieciu i immobilizacji w stanie zdenatu-
rowanym na membranie PVDF obserwujemy wiazanie fluorescencyjnie wyznakowanego rekombinowa-
nego FGFR1.

Aby stwierdzi¢ jaki rejon sekwencji FGF4 jest odpowiedzialny za wigzanie FGFR1, FGF4 pod-
dano trawieniu chymotrypsyna, a uzyskane peptydy inkubowano z fuzjg zewnatrzkomérkowej domeny
FGFR1 z fragmentem Fc z IgG1 (FGFR1-Fc], lub kontrolnie z samym fragmentem Fc. Biatka te wraz ze
zwigzanymi peptydami inkubowano ze ztozem z biatkiem A (wiazacym fragment Fc), a po odptukaniu
peptydow zwiazanych niespecyficznie eluowano pozostate peptydy. Analiza za pomocg spektrometrii
mas pozwolita na zidentyfikowanie dwoch peptydow pochodzacych z FGF4 obecnych w prébkach inku-
bowanych z FGFR1-Fc, zas nieobecnych w probkach kontrolnych (samo Fc) (Fig. 1b).

Rownolegle przeprowadzono analize wiazania FGFR1 do membrany PepSpot, na ktorej immo-
bilizowane byly peptydy kolejno pokrywajace cata sekwencje FGF4. Zauwazono specyficzne wiazanie
do FGFR1 rejonow sekwencji FGF4 analogicznych do tych wytypowanych przez MS — jednym z nich
byt rejon 179-206 odpowiadajacy sekwencji peptydowej IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL.

Sekwencja DNA kodujgca sekwencje aminokwasowa

F4_1 (IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL) zostata wklonowana do wektora pLEV113 me-
toda inverse PCR. Wektor pLEV113 zawiera sekwencje kodujaca fragment Fc z immunoglobuliny IgG1,
tak wiec otrzymany konstrukt koduje biatko fuzyjne zawierajace fragment Fc i sekwencje F4_1 na jego
koncu C (peptibodyF4_1).

Otrzymany konstrukt zostat zsekwencjonowany oraz poddany analizie restrykcyjnej i elektrofore-
tycznej. Szczep bakteryjny Escherichia coli DH10 zostat stransformowany konstruktem zawierajacym
sekwencje z biatkiem fuzyjnym. Powstate kolonie namnozono oraz zsekwencjonowano oczyszczone
plazmidy. Konstrukty o prawidtowej sekwencji wykorzystano w transfekgiji linii komorkowej z jajnika cho-
mika chinskiego (CHO, ang. Chineese Hamster Ovary), ktora jest wykorzystywana w nadprodukcji bia-
tek fuzyjnych. Transfekcja byta prowadzona w medium do transfekcji komorek CHO (ProCHO, Lonza)
z dodatkiem polietyloiminy (PEI), roztworu 150 mM NaCl oraz plazmidow z zakodowang sekwencja
biatka fuzyjnego przez 4 h, w warunkach: 37°C, 8% CO2, 110 rpm. Nastepnie dodano medium do ho-
dowli komorek (PowerCHO, Lonza) w stosunku 1:1 i prowadzono hodowle w temperaturze 32°C, 8%
C02,110 rpm. Po 24 h dodano 8 mM L-glutaminy.

Po 9 dniach ekspresji zwirowano hodowle komoérkowa (15 000 g, 4°C, 45 minut] i dodano EDTA
do stezenia koncowego 2 mM. Supernatant, w ktérym znajdowato sie biatko rekombinowane wydzielane
przez komorki do pozywki przefiltrowano i naniesiono go na ztoze Protein A — Sepharose, zrownowa-
zone wczesniej roztworem PBS (100 mM NaCl, 33 mM Na:HPOs, 18 mM NaH2PQO4). Nastepnie zioze
byto przemywane schtodzonym buforem A zawierajacym: 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,1% Tween 20,
a nastepnie buforem B o sktadzie: 550 mM NaCl, 2 mM EDTA. Elucje biatka przeprowadzono 0,1M
roztworem cytrynianu sodu o pH 3,5. W celu zrownowazenia niskiego pH do probdwek zbiorczych do-
dano roztworu 1M Tris o pH 9,0. Proces oczyszczania biatka byt przeprowadzony z wykorzystaniem
systemu AKTA Start w temperaturze 4°C. Zebrane frakcje byty dializowane w roztworze PBS przez noc
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w 4°C. Stezenie biatka byto oznaczane spektofotometrycznie przy absorbancji A280 nm. Czystos¢
otrzymanego preparatu zostata potwierdzona przez SDS-PAGE, za$ brak agregacji potwierdzony za
pomoca analityczne;j filtracji zelowej na kolumnie Superdex200 (GE Healthcare) (Fig. 2).

Przyktad 2

PeptibodyF4_1 wiaze zewnatrzkomorkowa domene FGFR1 in vitro

Wiazanie pepF4_1 do immobilizowanej zewnatrzkomorkowej domeny FGFR1 zostato potwier-
dzone przy pomocy pomiarow powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. urface plasmon
resonance) przy uzyciu aparatury Biacore 3000 (GE Healthcare) (Fig. 3). Roztwér pepF4_1 (w buforze
fosforanowym PBS pH 7,4, 0,05% Tween, 0,02% NaNs) w zakresie stezeh od 75 nM do 2,4 uM nastrzy-
kiwano na sensor CM5 z zimmoblilizowanym na jego powierzchni biatkiem FGFR1-Fc (zewnatrzkomor-
kowa domena FGFR1 jako fuzja z biatkiem Fc, biatko rekombinowane) (8800 RU) z przeptywem
30 pl/min, w temperaturze 25°C. Mierzono asocjacje przez 120 sekund, a nastepnie dysocjacje przez
kolejne 120 sekund. Powierzchnie sensora regenerowano przy uzyciu 2,5 M roztwory NaCl. Otrzymane
wyniki analizowano przy uzyciu programu BlAevaluation 4.1 (GE Healthcare). Na podstawie analizy
sygnatu dla wzrastajacych stezen pepF4_1 wyznaczono stata dysocjacji na poziomie 6,7 x 107 M.

Jako probka referencyjna uzyty byt roztwor biatka Fc w tym samym stezeniu. Nie zaobserwowano
dla niego wigzania do immobilizowanego na sensorze biatka FGFR1-Fc.

Przyktad 3

PeptibodyF4_1 jest specyficznie internalizowane do komorek ekspresjonujacych FGFR1, zas$ in-
ternalizacji takiej nie obserwujemy dla domeny Fc pozbawionej peptydu kierujacego (Fig. 4).

Internalizacje peptibodyF4_1 zalezng od FGFR1 przeprowadzono na liniach komorkowych U20S
oraz U20S stabilnie transferowanych FGFR1. Komorki inkubowano w medium gtodowym przez 16 h
w 37°C z 5% CO.. Nastepnego dnia, po schtodzeniu ptytki wymieniono medium z dodatkiem 1% BSA,
dodano 2 pg peptibodyF4_1 oraz 2 pg Fc (kontrola) i inkubowano w 4°C przez 15 min, a nastepnie
w 37°C przez 30 min. Nastepnie komorki utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu i wyznakowano
biatka odczynnikiem fluorescencyjnym majacym powinowactwo do domeny Fc (Zenon AF488 Human
IgG Labeling Kit, Thermo Scientific). Jadra komorkowe wyznakowano NucBlue Live (Thermo Fisher
Scientific), natomiast endosomy z wykorzystaniem odczynnika CellLight™ Early Endosomes-RFP,
BacMam 2.0 (Thermo Fisher Scientific), ktory wiaze sie z biatkiem Rab5a. Analize przeprowadzono na
mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Axio Observer Z1 z obiektywem LD-Plan-Neofluar 40/0.6 oraz ka-
merg Axiocam 503 (Zeiss). Otrzymane zdjecia analizowano i obrabiano przy uzyciu oprogramowania
Zeiss ZEN 2.3 software (Zeiss) and Adobe Photoshop CS6 (Adobe).

Sygnat pochodzacy odpeptibodyF4_1 obserwowano w komorkach U20S-FGFR1 jako zielone
punkty, ktére w wiekszosci kolokalizowaty sie ze wczesnym markerem endosomalnym — biatkiem
Rab5a. Nie zaobserwowano fluorescencji peptibodyF4_1 w komoérkach pozbawionych receptora 1 FGF.
Na Zzadnej z linii komérkowej nie zaobserwowano sygnatu pochodzacego od domeny Fc.

Przykiad 4

PeptibodyF4 1 nie powoduje efektu proliferacyjnego w komorkach posiadajacych naturalny
poziom FGFR1.

Gtodzone komorki mysich fibroblastéw (NIH 3T3) — wykazujace naturalng ekspresje FGFR1 —
inkubowano z peptibodyF4_1 w zakresie stezen 0,1-20 pg/ml przez 48 h w 37°C z 5% CO.. Jako kon-
trole pozytywna stanowity komorki traktowane FGF1 w stezeniach 1, 10 i 100 ng/ml, natomiast kontrole
negatywna — komorki inkubowane z domeng Fc (0,1-20 pg/ml). Efekt proliferacyjny mierzono poprzez
okreslenie zywotnosci za pomoca odczynnika AlamarBlue (Invitrogen). Wykazano, ze peptibodyF4 1
nawet w wysokich stezeniach nie powoduje efektu mitogennego, w przeciwienstwie do FGF1, a wiec
przy ewentualnym zastosowaniu nie grozi niepozadana stymulacjg komérek do podziatéw.

Przyktad 5

Koniugacja peptibodyF4 1 z cytostatykiem, monometyloaurystatyng E (MMAE).

Do roztworu peptibodyF4_1 o stezeniu 1 mg/ml w buforze PBS pH 7,2 (100 mM NaCl, 33 mM
NazHPO4, 18 mM NaH2POQa4) z dodatkiem 1M mocznika oraz 5% glicerolu dodano 10 molowy nadmiar
0,5M TCEP (pH 7,0) nad biatkiem. Mieszanine redukcyjna inkubowano przez 1 h w temperaturze poko-
jowej. Nastepnie do nowej probéwki dodano monometyloaurystatyne E potaczona z dipeptydowym wa-
linowo-cytrulinowym tacznikiem zakonczonym ugrupowaniem maleimidowym (veMMAE). Lek rozcien-
czono buforem PBS z dodatkiem 1M mocznika oraz 5% glicerolu. W ostatnim etapie dodano biatko,



6 PL 244382 B1

ktorego stezenie w reakcji koniugacji wynosito 0,5 mg/ml. Mieszanine reakcyjng inkubowano 3 h w 15°C.
Podczas reakcji uzyto 15-krotnego nadmiaru leku cytotoksycznego w stosunku do ilosci biatka. Wydaj-
nosc¢ koniugacji sprawdzana byfa za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (Fig. 6).

W celu pozbycia sie nadmiaru monometyloaurystatyny E, koniugat zostat oczyszczony na kolum-
nie ze ztozem Sepharose z immobilizowanym biatkiem A (GE Healthcare). Przed natozeniem skoniu-
gowanego biatka, kolumna zostata zrownowazona buforem PBS pH 7,2. Koniugat zwiazany na kolum-
nie eluowany byt 0,1 M cytrynianem sodu o pH 3,5 uzywajac funkcji reverse backflow, ktéra pozwolita
na znaczne zageszczenie biatka. Niskie pH zwolnionego koniugatu neutralizowane byto za pomoca 1M
Tris o pH rownym 9,0, a nastepnie koniugat byt dializowany do PBS przez 16 godzin w temperaturze
4°C. Zdolnos¢ do zwiazania sie na kolumnie z immobilizowanym biatkiem A potwierdza rowniez wia-
Sciwe zwiniecie domeny Fc w koniugacie.

Przyktad 6

PeptibodyF4 1-MMAE wykazuje cytotoksyczno$¢ specyficzng wzgledem komérek nowotwordw
ptuc ekspresjonujacych FGFR1.

Wiasciwosci koniugatéw peptibodyF4 1-MMAE badano na przyktadzie linii ptaskonabtonkowego
nowotworu ptuc wykazujacego wysoka nadekspresje FGFR1 (NCI-H520] oraz ptucne; linii nowotworo-
wej o niskiej ekspresji receptora (HCC-95). Komorki wysiano na ptytke 96-dotkowa (10* kom./dotek]
w petnym medium. Po 24 h komorki traktowano koniugatem peptibodyF4 1-MMAE w stezeniach
5x10""" M — 1x10® M) i inkubowano komérki 96 h w temperaturze 37°C, przy stezeniu 5% CO.. Zywot-
nos$¢ badano poprzez dodanie do komoérek AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z protokotem
producenta.

Wykazano, ze zywotnos¢ komorek o wysokim poziomie ekspresji FGFR1 (NCI-H520) spada po-
nizej 20% wyjsciowej wartosci przy stezeniach peptibodyF4_1-MMAE 50 nM i wyzszych. Stezenia takie
nie powoduja znaczacego spadku zywotnosci dla komérek HCC-95, pozbawionych zwiekszonej ilosci
FGFR1 na powierzchni (Fig. 7). Traktowanie komérek nowotworowych peptibodyF4_1 nieskoniugowa-
nym z lekiem cytotoksycznym nie wptywato istotnie na ich zywotnosc¢.

Zastrzezenia patentowe

1. Biatko fuzyjne zawierajace domene Fc pochodzaca z immunoglobuliny G1 oraz sekwencje
IALSKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL stanowiaca fragment sekwencji (179-206) ludz-
kiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF4.

2. Biatko fuzyjne wedtug zastrz. 1 znamienne tym, ze posiada przytaczony za pomoca hydroli-
zowalnego linkera niskoczasteczkowy, organiczny zwiazek cytotoksyczny.

3. Biatko fuzyjne wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze zwigzkiem cytotoksycznym jest mono-
metyloaurystatyna E.

4. Biatko fuzyjne okreslone w zastrz. 2 albo 3 do zastosowania jako lek.

5. Biatko fuzyjne okreslone w zastrz. 2 albo 3 do zastosowania w hamowaniu proliferacji oraz
zmniejszania zywnosci komaorek nowotworowych charakteryzujacych sie wysoka ekspresja
receptora fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR1).



SDS
—_

PL 244382 B1

Rysunki

immobilizacja
_—" namembranie PYDF

\

y inkubacja 7 . ‘
. zdenaturowane
biatko FGF4 - i, ;E;g‘;‘“""a“ym wykrycie wiazania FGFR1
ligand FGFRI1 do FGF4 w formie liniowej
¢ ( \(‘ { t tl ( { \1(
b kS ‘ﬁ\’”"’):‘gql '“W‘”"’:“(_E)L
) ~) ) N~
b N~ ) Y , '
11.‘&( at«ﬂy iaﬁ?}iﬂ’\" | PRGE 1
3 y ; % \ ) e e *
 SRPATAG
FGF4 trawiony przez biatko A
proteaze {chymotrypsyne)

peptydy z MS

peptydy inkubowane immobilizacja na ziozu z biatkiem A
zFGFR1-Fc

£

)

i odmycie niezwiagzanych peptydow

przesacz
elyat

peptydy wigzace
FGFR1 poddane
identyfikacji przez
spektrometrie mas

Fig. 1



AZ80 (mAU]

60

40

20

PL 244382 B1

peptibodyF4_1

ekspresja oczyszczanie

N
S & » &K

—— pepFd T

6.0 8.0 100 12.0 14.0 16.¢ 18.0 20.0

Reteation volume

Fig. 2



PL 244382 B1

FGFR1: pep4.1

A —— 2400 nM
— 1200 nM

600 nM
i ST RIICIINRNE e 300 M

Anrarrnagiitng = 150 nM

~ —~e  —— 75niA
o i A ST s
. e O 1M

C2as [s]

Fig. 3

peptibodyF4_1

ZenonAF-488 Rab5a-RFP Merge+DAPI

U20S

U20S-FGFR1

Fig. 4



10

PL 244382 B1

450 1 o= GF1
400 < T anffwe peptibody 4.1.
150 L und 19
T
E 300
»
2
R 250
i
2
>
150
100
50
0 R L L 4 Rl RJ
1 10 100 1 10 100
stezenie [ng/mi} stezenie [ug/mi]
Fig. 5

Fig. 6




PL 244382 B1

stezenie pepF4_1-MMAE [nM]

100

1000

140
120
100 N
el L |
E, I
s 80 T
PelE LT Iy
2 ——HCCI5
E 60
g ~&—NCI-H520
&
40
20
0 Ll T ¥ T T
0,01 0,1 1 10

Fig. 7

11



