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Oblast techniky

Vynélez popisuje upravené cytokiny vhodné pro pouZiti pri
1é8b& zhoubného bujeni. Zvladt& se popisuji derivaty cytokint,

jejichZ cilem jsou cévy nadort a bufiky prezentujici antigen.

Dosavadni stav techniky

Protinaddorovd aktivita n&kterych cytokini je dobfe znama a
v literatufe popséna. N&které cytokiny se uZ v minulosti
pouzily p#i 1éZb& 1lidi (popisuje se v publikaci Fiers, W.
Biologic therapy with TNF: 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
napriklad interleukin-2 (IL-2) a interferon o (IFNa) vykazuji
pozitivni protinddorovou aktivitu u pacientd s rlznymi typy
néddort, Jjako jsou metastdzujici karcinom ledviny, leukémie
vlasovych buné&k, Kaposiho sarkom, melanom, vicendsobny mielom

a podobn&. Jiné cytokiny jako je IFNB, faktor nekrézy nédoru

(TNF)o, TNEB, IL-1, 4, 6, 12, 15 a faktory stimulujici kolonie
(CFS) wvykazuji jistou protinadorovou aktivitu u né&kterych typl

nadortl a proto jsou predmétem dalSich studii.

V obecném pripadé terapeutické pouZiti cytokint je silné
omezeno jejich systémovou toxicitou. Napfiklad TNF se pouziva
v diasledku jeho kapacity vyvolat hemoragickou nekrdzu
né&kterych nadort (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 u¢inek u ruznych néddorovych 1linii (popisuje



se v publikaci Helson, L., et al., Effect of tumor necrosis
factor on cultured human melanoma cells. Nature 1975. 258:
731-732) . Nasledné se potvrdilo, Ze vykazuije silnou
protizanétlivou aktivitu, coZ miZe v pripadé podminek nadmérné
produkce, nebezpedné& ovlivnit 1lidské télo (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 systémovad toxicita je zakladni problém
pri pouziti farmakologicky aktivniho mnoZstvi cytokint u 1lidi,
vyvijeji se nové derivaty a lécebné strategie, kdy se redukuji
toxické ucinky uvedené tridy biologickYCh efektoru, zatimco si

zachovavaji lélebnou ucinnost.

Nékteré nové pristupy jsou nésledujici:

a) vyvoj fuznich proteint, které mohou zavést TNF do nadoru a
tak zvysit lokalni koncentraci. Tak se napfiklad produkuji
fuzni proteiny obsahujici TNF a néadoroveé specifické
protildtky (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 mutantl TNF, které udrZuji protinadorovou aktivitu a
redukuji systémovou toxicitu. Pfipravily se mutanti, ktefl
jsou schopni selektivn& rozeznat pouze Jeden receptor (pb55
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).

c) pouZiti protilatek proti TNF schopnych redukovat nékteré
toxické u&inky TINF, aniZ sniZuji svou protinadorovou
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 derivatu TNF s vyS8im poloCasem rozpadu

TNF konjugovany s polyetylenglykolem).

Popisuje se priprava derivdtd TNF schopnych selektivné
cilit mista néadora. Popisuje se napfiklad fazni protein
ziskany fuzi genu tézkého Fetézce monoklondlnich protilétek
proti receptoru transferinu 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 protein TNF s kloubni oblasti
monoklonalni  protilatky  proti antigenu  TAG72 spojenému
s naddorem (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) nebo fuzni protein Fv-TNF (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 1écebného ¢inidla, které zahrnuje
protilatku konjugovanou s avidinem  nebo streptavidinem,
¢inidlo schopné tvorit komlexy konjugovanych protilatek a
sloudeniny obsahujici diagnostické nebo terapeutické <&inidlo
konjugované s biotinem, které se aplikuje postupné a s
odpovidajicim zpozdénim tak, aby umoznilo lokalizaci
terapeutického nebo diagnostickeho ginidla prostfednictvim
interakce biotin-streptavidin na cilové buice rozeznané
protilatkou. Popsand lécebna nebo diagnosticka ¢inidla
obsahuji chelaty kovl, v urcitych cheldtech jsou obsazZeny
radionukleotidy a nizkomolekulova protinddorova <¢inidla, jako

je cis-platina, doxorubicin, atd..




Dokument EP 496 074 popisuje zpusob, ktery zahrnuje
postupnou aplikaci biotinylovanych protilatek, avidin nebo
streptavidin a biotinem znalené diagnostické nebo terapeutické
éinidlo. ASkoli se zminuji cytotoxickad <&inidla podobna ricinu,
vétSinou se popisuje aplikace radiocaktivné znacenych

sloucenin.

Dokument 95/15979 popisuje zplsob lokalizace vysoce
toxickych &inidel na buné&lnych cilech zaloZenych na aplikaci
prvniho konjugatu, ktery obsahuje specificky cilenou molekulu
konjugovanou s ligandem nebo anti-ligandem, pak nésleduje
aplikace druhého konjugatu, ktery obsahuje toxické <&inidlo

vadzané na anti-ligand nebo ligand.

Dokument WO 99/13 329 popisuje zpusob cileni molekuly do
nadorovych angiogennich cév, zaloZeny na konjugovani uvedené
molekuly s ligandy receptorl NGR. Rada molekul se navrhla jako
mo#ny kandidat, ale specificky se popisuje pouze doxorubicin.
Nebylo v3ak popsano 2z&dné pouZitil ligandl receptort NGR jako

cytokin@ za Uelem vyvolédni imunitni odezvy.

prekvapivé se zjistilo, Ze terapeuticky index Jjistych
cytokinli se miZe znateln& wvylepsit a jejich imunoterapeuticke
vlastnosti se mohou zesilit spojenim s ligandem receptoru
aminopeptidéazy-N (CD13). CD13 Je trans-membrénovy glykoprotein
o molekulové hmotnosti 150 000, ktery je vysoce konzervativni
v ruznych Zivo&isdnych druzich. Exprimuje se na normalnich
buikach stejné& jako v liniich myeloidnich nédoru v angiogennim
endoteliu a v né&kterém epitelu. Receptor CD13 se obvykle
identifikoval jako receptor ,NGR", kde Jeho peptidové ligandy

sdili aminokyselinovy motiv ,NGR™.

Vynédlez popisuje konjuga&ni produkt cytokinud vybrany z TNF
a IFNy a ligandu receptoru CcD13. Uvedeny ligand mtZe byt

protilatka nebo jeji fragment, jako je Fab, Fv, jediny retézec




FV, peptid nebo molekula napodobujici peptid, Jmenovite
molekula podobnd peptidu schopnd vazat se na receptor CD13,
kterd mtZe obsahovat upravené nebo pF¥irozené& se vyskytujici
aminokyseliny. Ligandem 3je pfednostné p¥imy nebo cyklicky
peptid obsahujici motiv NGR, jako Jje CNGRCVSGCAGRC, NGRAHA,
GNGRC, cycloCVLNGRMEC nebo cycloCNGRC nebo vyhodny je peptid
CNGRC. Peptid miZe byt spojen s cytokinem p¥imo nebo nepfimo
prostfednictvim mezerniku, kterym mize byt jediné
aminokyselina, aminokyselinova sekvence nebo organicky zbytek,
jako je 6-aminokapryl-N-hydroxysukcinimid. Postupy spojovani
jsou dobfe znadmy v oboru a zahrnuji metody rekombinace molekul

nebo chemickou syntézu.

Peptidovy ligand je pfednostné spojen s N-koncem cytokinu,
tak se minimalizuji libovolné interference p¥i navazani
upraveného cytokinu na jeho receptor. V jiném pfipadé se muie
peptid spojit s aminokyselinovymi zbytky, které jsou akceptory
amidové nebo karboxylové vazby pFrirozené se vyskytujici na
molekule nebo Jjsou umé&le zaClen&ny postupy rekombinace.
Upraveny cytokin se pfednostné pripravil pouZitim  cDNA
obsahujici sekvenci sousedici s 5"-koncem, kterd obsahuje

peptid.

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje konjugacni produkt mezi TNF a sekvencil
CNGRC. Vyhodn&j3i je, kdyZz je N-konec TNF spojeny s peptidem

CNGRC prost¥ednictvim mezerniku G (glycin).

Prokadzalo se na zvifecich modelech lymfomu RMA-T, ze
vysledny produkt (NGR-TNF) je aktivn&jsi neZ TNF. D&le zvirata
ofettfend NGR-TNF jsou schopny potlac¢it dalsi tumorogenni davky
pbunék RMA-T nebo RMA. Rust protiniddorové aktivity ve srovnani
s normalnim TNF Jje moZné pozorovat u imunokompetentnich

zvitat, ale nikoli u imunodeficientnich zvi¥at. To naznaluje,




Ze rGst protinadorové aktivity TNF konjugované s peptidy
+NGR™ Jje zplsoben zesilenim imunitni odezvy spiSe neZ pfimé

cytotoxické aktivity konjugéatu.

Uk&zalo se, Ze imunitni G&inky in vivo vyvolané NGR-TNF
jsou primo vztaZeny vG&LI receptoru CD13. Pozorovalo se
naptriklad, Ze protildtky proti receptoru CD13 stejné Jjako
ligand GNGRC soutézi in vivo s NGR-TNF, coz naznacuje

mechanizmus cileni receptoru pomoci NGR-TNF.

Terapeuticky index konjugatd ligandd TNF/CD13 se miZe déle
zlepdit pouZitim mutantni formy TINF schopné se selektivné
vidzat na Jjeden ze dvou receptord TNF, p75TNFR a p55TNFR.
Uvedeny mutant TNF se miZe 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: 26 350-7, Van Ostade, X., et al., Human TNF
mutans with selective activity on the receptor p55. Nature

1993. 361: 266-9).

Farmakokinetika upravenych cytokinu podle vynadlezu se miZe
zlepsit ptipravou polyetylenglykolovych derivatu, které
umoZfiuji prodlouZit plazmaticky polodas rozpadu samotnych

cytokina.

Vyndlez dale popisuje bifunk&éni derivaty, kde cytokiny
upravené ligandem CD13 se konjuguji s protilatkami nebo
z jejich fragmenty urdenymi protinddorovym antigenum nebo
jinym nadorovym angiogennim markerim, jako Jjsou av integriny,
metaloprotedzy nebo vaskuldrni rastovy faktor nebo protilatky
nebo jejich fragmenty Frizené proti komponentim extracelulédrni
matrice, Jjako Jjsou protilatky proti tenaskinu nebo oblast
uréenad proti fibronektinu EDB. Popisuje se pfiprava fuzniho

produktu mezi TNF a kloubni oblasti monoklonalnich protilétek




proti antigenu TAG72 spojenému s nadorem, které se exprimujil
v adenokarcinomu Zaludku a vajeénikd (Zang, J., et al.,- A
genetically engineered single-chain FV/TNF molecule possess
the .anti-tumor immunoreactivity of FV as well as the cytotoxic
activity of tumor necrosis factor. Mol. Immunol. 1995. 32:

873-81) .

Vynadlez dale popisuje pre-cileni nddoru pouZitim systému
biotin/avidin. Podle tohoto Systému se ziskd v ruznych
stiddiich ternadrni komplex na antigennim misté& néadoru, ktery je
tvoren 1) biotinem znaenou monoklondlni protilatkou, 2)
avidinem (nebo streptavidinem) a 3) Dbivalentnim cytokinen
upravenym ligandem CD13 a biotinem. Rada &lanku prokézalo, Ze
predchozi cileni ve srovnani s bé&Znym cilenim
s imunologickymi konjugdty miZe ihned =zvy$it pomér aktivni
molekuly smérované k cili ku volné aktivni molekule, <cimZ se
snizuje toxicita 1lé&by (popisuje se v publikacich Colombo, P.,
et al., Immunoscintigraphy with anti—chroﬁogranin A antibodies
in patients with endocrine/neuroendocrine tumors. J. Endocr.
Invest. 1993. 16: 841-3, Modorati, G., 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-step monoclonal antibody
tumor targeting in carcinoembryonic antigenpositive patients.
Cancer Res. 1991. 51: 5960-6). Tento pfistup davd nejlepsi
vysledky s TNF znadenym biotinem, ktery byl schopen vyvolat
cytotoxicitu in vitro a potlag¢it rGst nadorovych bunék za
podminek, pfi kterych normdlni 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 Dbotinylated tumor necrosis factor-alpha and the
comparison with other cytokines: Induction of tumor-specific
immunity. J. Immunol. 1987. 138: 4023-32) . Pristup pre-cileni
se miZe provést postupem ve dvou fazich pouzZitim bispecifické
protildtky, kterd se ve stejny okamZiik vaZe na nadorovy
antigen a upraveny cytokin. Popisuje se pouzZiti bispecifické
protiladtky urcené proti karcinoembryonalnimu antigenu a TNF
jako zplUsoby predchoziho cileni TNF do n&doru (popisuje se
v publikaci Robert, b., et al., 1996. Cytokine targeting in
tumors using a bispecific antibody directed against
carcinoembryohic antigen and tumor necrosis factor alpha.

cancer Res. 56: 4758).

Vynadlez dile popisuje molekulu TNF konjugovanou s ligandem
CD13 a protiladtkou nebo jeho fragmentem (pfimo nebo nepfimo
prostfednictvim mistku biotin-avidin) na rdznych podjednotkach
TNEF, kde protilétka nebo jeji fragmenty Jsou Ffizeny primo
proti antigenu exprimovaném na nddorovych butikdch nebo jinych
komponentech nadorového stromatu, napfriklad tenaskin a oblast
EDB fibronektinu. To vede k dal$imu zlep3eni vlastnosti cileni
upraveného cytokinu do nadoru a k pozdé&jSimu pomalému
uvolfiovani v mikroprostfedi nédoru pomoci transice trimer-
monomer-trimer. Jak Jje uvedeno v predchdzejicich pracich ve
skute&nosti upravené podjednotky konjugdtd TNF se mohou
disociovat z cilovych komplexll a =znovu spojovat =za vzniku
neupravenych trimerovych molekul TNF, které pak difazuji
v mikroprostredi nadoru. Ukazuje se, Ze k uvolnéni
biocaktivniho TNF doché&zi 24 aZ 48 hodin po cileni (popisuje se
v publikaci Corti, A., et al., Tumor targeting with
biotinylated tumor necrosis factor alpha: Structure activity
relationships and mechanism of action on avidin pretargeted

tumor cells. Cancer Res. 1998. 58: 3866-3872).




Pri 1é&b& se upravené cytokiny podle vynadlezu vhodné&
zavedly do farmaceutickych pfipravkd, které jsou vhodné pro
ordlni nebo parenterdlni aplikaci. Vyhodné jsou prostfedky pro
parenteridlni aplikaci a obsahuji roztoky nebo suspenze, které
je mozZné zavést injekci, a tekutiny vhodné pro infazi. PZi
ptipravé parenterdlnich forem ucinné mnoZstvi aktivni sloZky
se rozpusti nebo suspenduje ve sterilnim nosic¢i, Jje mozné
pridat pomocné létky} jako je napfiklad rozpoustédla,
izotonické ¢inidla, konzervadéni ¢inidla, stabilizatory,
emulzifikadni d&inidla nebo dispergadéni éinidla a néasledné se

rozdéli do zatavenych zkumavek nebo ampuli.-

Pfiprava cytokinl ve formé& lipozoml mizZe zlep3it jejich
biologickou aktivitu. Ve skutecCnosti se pozorovalo, Ze acylace
aminoskupin TNF vyvoldvd rtst hydrofobicity aniZ dojde ke
ztrdt& biologické aktivity in vitro. Dale se popisuje, Ze TNF
vidzané na lipidy vykazuje nedotéenou cytotoxicitu in vitro,
imunomoduladéni uinky 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., Immunomodulatory and toxic effects of

free and liposome-encapsulated tumor necrosis factor alpha in

rats. Cancer Res. 1990. 50: 375-80).

Maximdlni tolerovanid 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: 4758), coZ je pribliZné
desetkrat niZ$i ve srovnani s u&innou déavkou u zvirat. Na
zdkladé dat ziskanych z my3ich modeld je nutnd desetkrat vyS3si
davka, aby se dosdhlo protinddorovych G&inkd u 1lidi (popisuje
se v publikaci Schraffordt Koops, et al., Hyperthermic

isolated limb perfusion with tumor necrosis factor and
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melphalan as treatment of locally advanced or recurrent soft
tissue sarcomas of the extremities. Radiothepray and Oncology
1998. 48: 1-4). Pfi prvni klinické studii se ziskaly vysoké
odezvy p¥i pouziti Jjediné dévky 4 mg TNF v kombinaci
s melfalanem a interferonem y (popisuje se v publikaci Lienard,
D., et al., In transit metastasis of malignant melanoma
treated Dby 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 y mlZe byt vynechdn a Ze dokonce niZ8i davky TNF
mohou dostate&né vyvolat  1lécebnou odezvu (popisuje  se
v publikaci Hill, S. et al., Low-dose tumor necrosis factor
alpha and melphalan in hyperthermic isolated limb perfusion.
Br. J. Sugr. 1993. 80: 995-7, Eggermont, A. M., et al.,
Isolated limb perfusion with tumor necrosis factoe and
melphalan for 1limb salvage 1in 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 dU&inky na
endotelidlni buiky, jejich kombinované selektivni cileni
podobné vede k silnéjsi proti nadorové aktivité, coZ umoZnuje
pfekonat problémy spojené se systémovou toxicitou, s kterou je
obvykle spojena lécba zhoubného bujeni, kdyZ se pouZije
kombinace stejnych cytokint. DAle je zndmo, Ze TNF mGZe sniZit
bariérovou funkci endotelidlia cév, <&imZ se zvysSi Jjejich
prostupnost makromolekul. Vzhledem k niZ3i toxicité 1lécby
upravenymi molekulami TNF podle vyndlezu a jejich schopnosti
cilit cévy nadoru, Jje moZné je dale pouZit za uUCelem =zvySeni
prostupnosti dal3ich 1l&tek do nadorovych cév at wuZ pro
terapeutické tak diagnostické uc&ely. Upravené TNF se mohou
pouzit napriklad pf¥i zvySeni pohlceni radiocaktivné znacenych
protildtek nebo hormontd nddorem (latky slouzZici k zobrazeni
nddoru) p¥i radioimunoscintigrafii nebo radioimunoterapii

nadort. V jiném ptipadé mohou také zesilit pohlceni
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chemoterapeutickych 1léku, imunotoxind, lipozom nesoucich 1éky
nebo gent nebo jinych 1ékl proti zhoubnému bujeni tak, Ze se

zesili jejich protinddorovy ucinek.

Cytokiny podle vyndlezu se mohou pouZit v kombinovanych,
oddélenych nebo po sobé jdoucich prostfedcich a také s jinymi
diagnostickymi nebo 1lécebnymi prostredky pri 1éZ&b& nebo

diagnostice zhoubného bujeni.

Vynélez dale popisuje cDNA kédujici zde popsané
konjugované cytokiny, které se mohou pfipravit z cDNA cytokint
adici sekvence DNA sousedici s 3°- koncem nebo 57 -koncem,
kterd kdéduje ligand CD13, s vyhodou pro cileni peptidy popsané
shora v textu. Kombinovand cDNA se miZe pouzit Jjako takova
nebo se mtZe zallenit do vektord a pouZit pFi genbvé terapii.
Pfiprava a terapeutické aplikace vhodnych vektord se popisuji
v publikaci Mizuguchi, H. et al., Tumor necrosis factor alpha-
mediated tumor regression by the in vivo transfer of genes
into the artery that leads to tumor. Cancer Res. 1998. 58:
5725-30) .

Popis obrazkd na vykrese

Obrézek &. 1: U&inek TNF a NGR-TNF na rust lymfoml-RMA-T (a a

b) a na télesnou hmotnost zvifete (¢ a d)

5 zviFat ve skupiné se oSetfilo jedinou davkou TNF nebo
NGR-TNF (i.p.) deset dni po implantaci nddoru. Hodnoty oblasti
niddoru 14. den jako funkce davky (b) a ztradty télesné
hmotnosti po 1é¢bé (prumér hodnot ziskanych 11. a 12. den) (d)
se ziskaly z logaritmickych kfivek. Protinddorové ucinky
vyvolané 1 png nebo 9 ug NG-TNF 14. den byly véts3i nez ty
vyvolané srovnatelnym mnozstvim TNF (P=0,024 a P=0,032),

zatimco ztrata télesné hmotnosti po této 1é&bé& byla podobna.
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8ipky oznaduji extrapolované davky TNF a NGR-TNF, které

vyvolavaji srovnatelné ucCinky.

Obrézek &. 2: U&inek monoklondlnich protildtek R3-63 a CNGRC
na protinddorovou aktivitu NGR-TNF (a) a TNF (b)

Monoklonalni protildtky R3-63 nebo CNGRC se smichal s NGR-
TNF nebo TNF a aplikovaly se zvifeti nesouci nador RMA-T 12
dni po implantaci nadoru (n=> zvitat ve skuping). V dal3im
experimentu (c) se TNF a NGR-TNF se spolecné& aplikovaly
s CNGRC nebo CARAC (kontrolni peptid) =zvitatdm, které nesou
naddory staré 11 dni (n=3). Proti nadorovy u&inek 1 pg NGR-TNF
byl siln&jsi neZ Ulinek 9 ug TNF (P=0,009, t-test v den 20) a
podstatné se inhiboval pomoci CNGRC (P=0,035) a monoklondlnimi

protilatkami R3-63 (P=0,011).

Obrazek 3: U&inek omezeného triptického Stépeni NGR-TNF a TNF
na jejich hmotnost (a) a proti néddorovou aktivitu

(b) .

Agaréza obsahujici trypsin se pripravila pfidanim 1 mg
trypsinu do 1 ml aktivované sefarb6zy CH (od firmy Pharmacia-
Upjohn) podle instrukci vyrobce. NGR-TNF a TNF (170 upg kaZdé
latky se pfidalo do 300 w1l 0,15 M chloridu sodného, 0,05 M

fosforednan sodny, ©pH7,3) se smichaly s 15 pl suspenze
pryskyfrice (1:4) nebo samotného pufru a nechaly se rotovat pri
teplot& 37 °C po urcenou dobu. Ctyfi produkty se filtrovaly
pomoci zatizeni Spin-X s velikosti péra 0,22 pm (od firmy
Costar, Cambridge, MA) a uchovavaly se pfi teploté -20 °C az
do okamZiku pouZiti.
(a) Elektrosprejova hmotnostni spektrometricka analyza.
Hodnoty molekulové hmotnosti a odpovidajici produkty (N-
terminalni sekvence) jsou uvedeny na kardém piku. Sipky

na sekvencich vykazuji misto Stépeni. (Db) U¢inek 1 nebo
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3 pg NGR-TNF a TNF inkubovanych bez (horni panel) nebo s
(niz&i panel) trypsinem na rist néddort RMA-T a télesnou
hmotnost zvifete (primé&r +/- stfedni odchylka ve skupiné
ofettené davkou 1 a 3 pg). Zvirata se oSetfila 13 dni po

implantaci nadoru (n=5 zvifat ve skupiné).

Obrizek &. 4: SDS-PAGE a protinaddorova aktivita lidského NGR-

TNF pfed a po denaturaci/opétném sbaleni

SDS-PAGE za nereduk&nich podminek (A) lidského TNF (a),
NGR-TNF pfed (b) a po (c) denaturaci a op&tném sbaleni se

popisuje v ptikladu 5.

O&inek TNF a nesbaleného NGR-TNF na rast lymfomd RMA-T (B)

a télesnou hmotnost (C). U&inek lidského TNE (D) a opétné
sbaleného  NGR-TNF (obsahujici vice Jjak 95 % trimerl
s disulfidy uvnit¥ Fret&zce) (E) na riast naddoru. Zvirata (15

nebo 5 my3i ve skupin&, Jjak se uvaddi v kaZdém panelu) se
ofet¥ilo jednou davkou TNF nebo NGR-TNF aplikovanou 1i.p. deset

dni po implantaci néadoru.

pP¥iklady provedeni vynédlezu

pP¥iklad 1: Priprava my3iho TNF a NGR-TNF

My3i rekombinant TNE a Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-TNF (NGR-
TNE') se produkoval cytoplazmatickou expresi cDNA
v mikroorganizmu E. coli. CDNA kédujici mysi Met-TNFi-1s6
(popisuje se vV publikaci Pennica, D., et al., Cloning and
expression in Escherichia coli of the c¢DNA for murine tumor
necrosis factor. Proc. Natl. Sci. USA 1985, 82: 6060-4) se
pfipravil polymeréazovou fetdzcovou reakci za pouziti reverzni
transkriptazy (RT-PCR) mRNA izolované z myd$ich bunék monocyt-

makrofadg RAW-2647 stimulovanych lipopolysacharidem za pouziti
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5’ ~CTGGATCCTCACAGAGCAATGACTCCAAAG-3 " a
5 -TGCCTCACATATGCTCAGATCATCTTCTC-3" jako 37a 5 primeru.

" Amplifikovany fragment se 8Stépil restrikCnimi enzymy NdeI
a BamHI (New England Biolabs, Beverley, MA) a klonoval se do
vektoru pET-11b (Novagen, Madison, WI), ktery se predem Stépil
stejnymi enzymy (pTNE).

cDNA kédujici Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-TNFi-1s6 se
amplifikoval pomoci PCR  na PINF za pouZiti 57—
GCAGATCATATGTGCAACGGCCGTTGCGGCCTCAGATCATCTTCTC-3" jako primeru
5° a primeru 37, 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

buné&k E. coli BL21(DE3) (od firmy Novagen). Exprese TNEF a NGR-
TNF se vyvolala isopropyl-p-D-thiogalaktosidem podle instrukci
vyrobce pET1lb. Rozpustny TNF a NGR-TNF se ziskal ze dvou
litra kultury sonikaci bakterii v 2 mM kyseliné
etylendiamintetraoctové, 20 mM Tris-HC1, pH8, 0. Pak
nasledovala centrifugace pf¥i 15 000xg po dobu 20 minut pfi
teploté& 4 °C. Oba extrakty se smichaly siranem amonnym (25 %
saturace), nechaly se stat po dobu jedné hodiny pfi teploté 4
°c 5 dale se centrifugovaly, jak se popisuje shora v textu.
Siran amonny obsaZeny v supernatantech se pak z 65 % saturoval
a nechal se stat pfi teplot& 4 °C po dobu 24 hodin a pak
probéhla dalsi centrifugace. KaZdy pelet se rozpustil v 200 ml
1M siranu amonného, 50 mM Tris-HCl, pH8,0 a &istil se
chromatografii s hydrofébnimi interakcemi na koloné Phenyl-
Sepharose 6 Fast Flow (od firmy Pharmacia-Upjohn) (pouZila se
eluce gradientem pufru A: 50 mM fosfore&nan sodny, pHS,0
obsahujici 1M siran amonny, pufr B: 20% glycerol, 5% metanol,
50 mM fosforecnan sodny, pHS8,0) . Frakce obsahujici
imunoreaktivni material TNF (westernovym prenosem) se spojily,

dialyzovaly se proti 2 mM kyseliné etylendiamintetraoctove, 20

mM Tris-HCl, pH8,0 a dale se &istily chromatografiil s vymeénou
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iontlt na kolon& DEAE-Sepharose Fast Flow (firma Pharmacia-
Upjohn) (pouZila ée eluce gradientem pufru A: 20 mM Tris-HCI,
pH8(O, pufr B: 1M chlorid sodny, 20 mM Tris-HCl, pH8,0).
Frakce vykazujici TNF-imunorekativitu se spojily a ¢istily se
gelovou filtra&ni chromatografii na koloné Sephacryl-5-300 HR
(od firmy Pharmacia-Upjohn), kter4d se predem uvedla do
rovnovazného stavu a eluovala se 150 mM chloridem sodnym, 50
mM pufrem fosforelnanu sodného s hddnotou pH 7,3 (PBS). Frakce
odpovidajici produktum o molekulové hmotnosti 40 000 aZ 50 000
se spojily a rozd&lily se do alikvotl a uchovavaly se prti
teplot& -20 °C. Vsechny roztoky pouzZivané v chromatografickém
kroku se pripravily pouZitim sterilni vody, kterd neobsahuje
toxiny (Salf, Bergamo, Italie). Kone&ny vyté&Zek byl 45 mg TNE
a 34,5 mg NGR-TNF.

Molekulovd hmotnost <&i&téného TNF a NGR-TNEF se mérila
elektrosprejovou hmotnostni spektrometrii. Obsah proteinu se
m&¥il za pouZiti bé&iné& dostupnych sad pro testovéni proteint
(Pierce, Rockford, IL). Obsah endotoxinu NGR-TNF a TNF byl
0,75 jednotek na jeden mikrogram a 1,38 Jjednotek na jeden
mikrogram, jak se stanovilo kvantitativnim chromogennim testem

"lyzatu amoebocytu lymulu (LAL) (firma BioWhittaker).

Polyakrylamidovd gelova elektroforéza s dodecylsulféatem
sodnym (SDS-PAGE) a analyza westernovym prenosem se provedly
pouzitim 12,5 nebo 15% polyakrylamidovych geld a standardnich

postupt.

Malé mno¥stvi TNF a NGR-TNF se dale <cistilo afinitni
chromatografii na rozpustném receptoru p55-TNF  (sTNF-R1)-
Sepharose néasledujicim zplisobem. 5 mg rekombinantu sTNE-R1 se
pripravilo zpusobem popsanym v publikaci Corti, A., et al.,
Up-regulation of p75 Tumor necrosisi factor alpha receptor in
Mycobacterium avium-infected mice. Infect. Immun. 1999, 67:

5762-5767) a nanesl se na kolonu Activated-CH-Sepharose O
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objemu 2 ml (firma Pharmacia) podle instrukci vyrobce. Dvé
oddé&lené kolony (kazdd méla objem 1 ml) se extenzivné promyly
sterilnim roztokem, ktery neobsahuje toxiny, a nanesly se
spoiu s &idt&nym 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-HCl). Frakce
obsahujici TNF-antigen se neutralizovaly a dialyzovaly proti
sterilnimu fyziologickému roztoku. Aby se zabranilo adsorbci
proteint na membrany pfidal se pred dialyzou lidsky serovy
albumin (0,5 mg/ml), ktery neobsahuje toxin. Obsah TNF v kazdé
frakci se mé¥il testem ELISA a cytolytickym testem.

Neredukujici SDS-PAGE TNF zobrazila jediny pruh
odpovidajici velikosti 17 000 az 18 000, Jjak se o&ekava
v ptipad® monomerniho TNF (neni zobrazeno). Neredukujici SDS-
PAGE a analyza westernovym pfenosem NGR-TNF ukazala, Ze ruzné
imunoreaktivni formy s molekulovou hmotnosti 18 000, 36 000 a
50 000 pravdé&podobn& odpovidaji monomerhm, dimertm a trimertm.
Za redukujicich podminek vé&tSina pruht odpovidajici molekulové
hmotnosti 50 000 a 36 000 se pfrevedly na formu odpovidajici
molekulové hmotnosti 18 000, coZ naznaluje pfitomnost molekul
NGR-TNF obsahujici disulfidové mistky uvnitf¥ Fetézce. Pruh s
molekulovou hmotnosti 18 000 odpovidal p¥ibliZné& 2/3 celkového
materidlu, zatimco pruh s molekulovou hmotnosti 36 000
odpovidal v&tZin& ze zbyvajicich &asti. Tyto elektroforetické
paterny naznacuji, Ze NGR-TNF je smé&s trimerd vytvorenych ze
t¥i monomernich podjednotek se spravnymi disufidy uvnit®
fetdzce (alesponn 50 %) a zbyvajici cast tvori vétdinou trimery
obsahujici jeden nebo vice disulfidd uvnitfr feté&zce. Pri SDS-
PAGE =za reduk&nich podminek je moZné stéle vidét pruh
s molekulovou hmotnosti 36 000, coZ naznacuje, Ze NGR-TNF
obsahuje také nevratné denaturovany dimér (tvofi priblizZné 10

% celkového mnoZstvi).

o
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Molekulovd hmotnost monomerl TNF a NGR-TNF stanovena
elektrosprejovou hmotnostni spektrometrii byla 17 386,1 +/-
2,0 a 17 843,7 +/- 2,5. Tyto hodnoty odpovidaji velmi dobfe
hmotnosti Qéekévané pro Met-TNFi-156 (17 386,7 Da) a v pripadé

CNGRCG-TNFi-15¢ (17 844,2 Da).
P¥iklad 2: Cytotoxickd aktivita in vitro mySiho TNF a NGR-TNF

Bioaktivta TNF a NGR-TNF se odhadla na zdkladé
standardniho cytologického testu zaloZeného na L-M mySich
fibroblastech (ATCC CCL1.2) jak se popisuje v publikaci Corti,
A., et al., Tumor necrosis factor (INF) alpha 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 v0a&i bufikdm RMA-T se testovala v pritomnosti 30
ng/ml aktinomycinu D. KaZdy vzorek se analyzoval ve dvou
provedenich ve tfech raznych fedénich. Vyéledky se exprimuji
jako prém&r +/- stfedni odchylka dvou az t¥i nezavislych

testn.

Cytotoxicka aktivita TNF a NGR-TNF in vitro byla 1,2 +/-
0,14 x 10° jednotek na jeden miligram a 1,8 +/- 0,7 x 108
jednotek na Jjeden miligram, co? se stanovilo standardnim
cytolytickym testem s pbufikami L-M. Tyto vysledky ukazuji, Ze
S4sti CNGRCG v molekule NGR-TNF nebrani baleni, oligomerizaci

a navazani na receptor TNEF.

V pfedchozi studii se ukazalo, ZzZe buitky RMA-T mohou byt
usmrceny TNF v pritomnosti 30 ng/ml aktinomycinu D, =zatimco
v nepfitomnosti inhibitora transkripce jsou tyto bunky
rezistentni va&i TNF, dokonce po nékolika dnech inkubace.
Cytotoxickd aktivita NGR-TNF in vitro va&i bunkam RMA-T
v pritomnosti aktinomycinu D byla 1,4 +/- 0,8 x 10%® jednotek na

jeden miligram, coZ se stanovilo pouZitim TNF Jjako standardu




18 Pl 8
(1,2 +/- 0,14 x 108 jednotek na Jjeden miligram). Pak
cytotoxické aktivity NGR-TNF a TNF byly podobné v pfipadé

bunék L-M a RMA-T.

P¥iklad 3: Charakterizace 1lécCebné a toxické aktivity mysSiho

TNEF a NGR-TNF

RMA lymfom pochézeji z my3i C57BL/6 vyvolany Rauscherovym
virem se udrZoval in vitro v kultivaénim médiu obsahujicim
RPMI 1640, 5¢ fetdlni bovinni sérum (FBS), 100 U/ml

penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 0,25 pg/ml amfotericinu B,

2 mM glutaminu a 50 pM 2-merkaptoetanolu. RMA-T se ziskal
z buné&éné linie RMA transfekci s konstrukci kodujici alelu Thy
1.1 a kultivoval se zpusobem popsanym 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).

Bufiky melanomu B16F1 se kultivovaly v kultivacnim médiu
obsahujicim RPMI 1640, 5% FBS, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml
streptomycinu, 0,25 pg/ml amfotericinu B, 2 mM glutaminu, 1%
MEM neesencidlni aminokyselinu (BioWhittaker Europe, Verviers,

Belgie) .

In vivo studie provedené na zvifecich modelech Dbyly
schvéleny etickou komisi instituce San Raffaele H Scientific
Institute a provedly se podle popisu. C57BL/6 (Charles River
Laboratories, Calco, 1Itéalie) (16 az 18 g) se imunizovaly
jivymi bufikami RMA-T nebo BL6Fl v po&tu 5x10* podkoZné do
levého boku. Deset a? dvanact dni po implantaci nddoru se mySi
ofet¥ily injekci i.p. 250 pl roztokd TNF nebo NGR-TNF Eedénych
0,9% chloridem sodnym, ktery neobsahuje toxiny. P¥edchozi
experimenty ukéazaly, Ze proti nadorova aktivita se pridénim

1idského sérového albuminu k TNF a NGR-TNF nezménila. Lidsky
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sérovy albumin slouzi jako nosié¢. KazZdy experiment se provedl
ve skupiné, kterd obséhuje pét mysi. RAst nadoru se
monitoroval denné mérenim velikosti nédoru posuvnym méridlem.
Oblast nadoru se odhadla vypocltem rlxr2, zatimco objem néadoru
se odhadl vypoltem rlxr2xr3x4/3, kde rl a r2 Jsou délka a
§irka a r3 Je tloudtka nadord vystupujici z normdlni klZe.
Zvirata byla usmrcena drive neZ nador dosdhl primé&ru 1 az 1,3
cm. Velikosti nadoru jsou zobrazeny jako primér +/- stfedni
odchylka (5 az 10 zvifat v jedné skupin&, Jjak Jje oznacCeno

v popisu obrédzku) a porovnaly se pomoci t-testu.

Protinddorova aktivita a toxicita NGR-TNF se porovnavaly
s aktivitou a toxicitou lymfomu RMA-T a s modely melanomu
B16F1 u my3i C57BL6. ProtoZe model RMA-T se uZ drfive
charakterizoval a pouZival se ke studiu protinaddorové
aktivity TINF s rbznymi 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.

My3i TNF aplikované zvifatim nesoucim RMA-T nadory
zplisobuje o 24 hodin pozdé&ji redukci hmotnosti nadoru a
hemoragickou nekrézu v centrélni <&asti nadoru, pak nasleduje
podstatné zpomaleni rastu 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). Lé&ba s TNF nevyvoldvéd uplnou regresi tohoto nédoru,
dokonce ani p¥i davce blizké LD50, kolem nekrotické oblasti
zstavaji 2ivé buiky a nékolik dni po 1é&b& zacinajl opet

rast.
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P¥i prvni sadé experimentl se zkoumal U&inek ruznych davek

) TNF nebo NGR-TNF na pfeZiti zvifat. Aby se zabranilo

velkému utrpeni, zvifata se usmrtila, kdyZ prim@€r nadoru byl

vétsi

nez 1 a? 1,3 cm. Umrtnost pfi aplikaci TNF a NGR-TNF 3

dni po 1é&bé& byla podobna (LD50, 60 pg respektive 45 pug),

zatimco jejich protinddorovad aktivita byla znatelné& odlisna

(Tabu

Tabul

lka ¢. 1).

ka &. 1: PreZiti my3i s lymfomem RMA-T lécenych my3im TNF

nebo NGR-TNF

1écba |zvirata |davka |pfezivdi (%)'® po lé&bé
(n) (Hg)
den |den |den |den |den |den den den
3 7 14 21 30 |38 62 92
(2 (3
im.)® |im.)"
Zddna |18 0 100 |0
TNF 4 1 100 |20 0
9 3 100 |55 0
9 9 100 |55 22 11 0
14 27 100 |57 14 7 0
9 54 55 55 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
9 54 33 33 0
9 108 0
a) Zvifata s nadorem o3etfend TNEF nebo NGR-TNF (i.p.) 10 dni

po implantaci nédoru. Zvirata se usmrtila, kdyZz primér

naddoru presdhl 1 aZ 1,3 cm.
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b) Prezividi zvitrata se Vv uvedeném Case opétné imunizovala
bunikami RMA-T v mnoZstvi 50 000 (druhd imunizace) nebo RMA
v mnozstvi 50 000 (t¥eti imunizace). Tumorogenicita bunék
zavedenych injekci se sledovala v kazZdém urleném case u 5-
ti normédlnich zvi¥at. U vSech kontrolnich zvifat se vyvinul

nador b&hem 10-ti dni (data nejsou uvedena).

Napriklad 1 nebo 3 pg NGR-TNF zpomali rtst nddoru ulinnéji
ne? 27 ug TNF, coZ ukazuje, Ze NGR-TNF je alespofl o jeden rad
aktivnéjsi. Je zajimavé, Ze nékterd zvirata se 1lécila davkami
NGR-TNF niz&imi neZ je LD50, =zatimco Za&dnd zvifata se nelécila
TNF. Lé&end zvitata potladila daldi imunizaci tumorogenni
davkou bunék RMA-T nebo bunék RMA divokého typu, cozZ
naznaduje, Ze Jjedind aplikace NGR-TINF byla schopna vyvolat
ochrannou imunitu. Za zminku stoji, Ze zvySeni davky TNF nebo
NGR-TNF nad 9 a? 27 pg znatelné zvySuje toxicitu a velmi malo

nebo vibec terapeutickou aktivitu.

7tradta td&lesné hmotnosti po aplikaci TNF je dobfe znamym
signdlem 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.
Tmmunol. 1987. 138: 4023-32). Za uc¢elem daldiho porovnani TNF
a TGR-TNF se sledoval rtst nadoru a t&lesnd hmotnost zvirat po

1é8b&. U&inek 1 ug NGR-TNF na rust nadoru byl podobny nebo

vy33i ve srovndni s 9 ug TNF (zobrazeno na obrazku ¢. 1la),
zatimco ztrata té&lesné hmotnosti jeden aZ dva dni po 1écbé se

porovnédvala s davkou 1 pg TNF (zobrazeno na obrdzku ¢&. 1lc).

KdyZ se interpolovaly data s logaritmickou k¥ivkou v grafu
zavislosti na davce, zjistilo se, Ze terapeuticky ucinek 9 ug
TNF po 14 dnech je stejn€& maly jako se ziskal s davkou 0,6 ug

NGR-TNF (zobrazeno na obrazku ¢&. 1lb). Naopak davka 8,5 pg byla
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nezbytnd, aby se vyvolal porovnatelny toxicky ucinek
(zobrazeno na obrazku ¢. 1d). Timto zplsobem vypolteny pomér
U&innost/toxicita NGR-TNF za danych podminek Jje 14 krat vysSsi

nez .pomér v ptipadé TNF.

Podobné vysledky se ziskaly v modelu melanomu B16Fl. Lécba
jednim mikrogramem NGR-TNF v den 11 a 17 vyvolala v den 19
protinddorovou odezvu vy$3i neZ se ziskala pouZitim 4 pg TINF a
podobnou odezvé vyvolanou 12 pg TNF (data nejsou uvedena).
Naopak =ztrata té&lesné hmotnosti zplsobend 1 pg NGR-TNF byla
znatelnd niZdi ne? ztrata zpasobend 4 a 12 ug TNF. Lécba 12 ug
NGR-TNF zptisobila dokonce silné&j8i protinaddorovy ucinek,
zatimco toxicky U&inek byl podobny u&inku ziskanému aplikaci

12 pg TNEF.

Kdyz se v den 19 aplikovala tretli imunizace ve v&ech
skupindch se zaznamenalo o 1 aZ 2 dni pozdé&ji Gmrti né&kterych
zvitrat (2 zvirata mimo skupinu  5-ti zvirat oSetfené
fyziologickym roztokem a 12 pg NGR-TNF a 1 zvife mimo 5 zvitat
ve zbyvajicich skupinach). Jedno zvife oSetfené 12 nug NGR-TNF
zcela potla&ilo vznik néadoru. KdyZ se toto zvife imunizovalo
druhou tumorogenni davkou bunék Bl6F1 po 18-ti dnech se
vyvinul hmatatelny nador, zatimco u kontrolnich zvitat se

nador vyvinul béhem 6 az 7 dni.

Tyto vysledky dohromady naznacuji, Ze ucinnost NGR-TNF pZfi
inhibici r@stu nadoru je 10 az 15 vy33i nez v pripadé TNF,
zatimco toxicita je podobnd. NGR-TINF mohou vyvolat ucinnéjsi

ochranou imunitni odezvu ve srovnani s TNF.
P¥iklad 4: Mechanizmus pusobeni NGR-TNF

Monoklonadlni protilatky proti my3imu CD13 R3-63 se

izolovaly =z ascitickych tekutin chromatografii za pouziti
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sefarézy s proteinem G (firma Pharmacia-Upjohn, Uppsala,

&védsko) a dialyzovaly se proti 0,9 % chloridu sodnému.

' Krali¢i polyklondlni antisérum se ziskalo z Primm srl
(Milan, Italie) a ¢&istilo se afinitni chromatografii na
sefarbze s proteinem A (firma Pharmacia-Upjohn, Uppsala,
Svédsko) . Peptidy CNGRC a CARAC se pfipravily zpusobem
popsanym d¥ive v textu (popisuje se Vv publikaci Arap, W., et
al., Cancer treatment by targeted drug delivary to tumor

vasculature in a mouse model. Science 1998. 279: 377-80).

Aby se ziskaly dukazy, Ze lep$i aktivita NGR-TNF Je
s4visld na cileni nadoru prostfednictvim &asti NGR, zkoumalo
se zda in vivo aktivita NGR-TNF miZe <castecné konkurovat
s CNGRC. My3im nesoucim nador RMAT-T se aplikovalo NGR-TNE (1
ug) s molérnim nadbytkem CNGRC nebo bez moliarniho nadbytku.

Paralelng& se 7jind zvifata oSetfila pomoci TNF (3 nebo 9 ug)
opét, kde CNGRC miZe nebo nemusi byt v nadbytku. Jak se
odekdvalo CNGRC podstatn& 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 sniZeni aktivity NGR-TNF (zobrazeno
na obrazku &. 2c). Tyto vysledky naznacuji, Ze CNGRC souté&zi o
navazani NGR-TNF na receptor CNGRC a podporuje hypotézu, zZe
mechanizmus cileni zlep3uje aktivitu. Je nutné poznamenat, zZe
CNGRC neni schopen sniZit cytotoxickou aktivitu NGR-TNF in

vitro (data nejsou uvedena).

Protofe se publikovalo, Ze aminopeptidaza N (CD13) Je
receptor peptidd CNGRC, zkoumalé se Uloha tohoto receptoru
v mechanizmu cileni NGR-TNF. Studoval se ulinek monokloné&lnich
protilatek proti CD-13 (R3-63) na proti nadorovou aktivitu
NGR-TNF a TNF. Monoklonadlni protilatky R3-63 podstatneé
inhibovaly protinaddorovou aktivitu NGR-TNF  (zobrazeno na

obrazku &. 2a), ale nikoli aktivitu TNF (zobrazeno na obréazku
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ukazuje, Ze CD13 se kritickym zplsobem podili na protinadorove
aktivité& NGR-TNF. Za pouZiti analyzy FACS se nepozorovala
z&4dnd4 exprese CD13 na povrchu bunék RMA-T, které se
kultivovaly s monoklondlnimi protilatkami R3-63 (neni
zobrazeno), coZ naznacuje, Ze protildtky rozeznavaji Jiné

buiky in wvivo.

Ackoli tyto data ukazuji, Ze CD13 je duleZity receptor
v pfipad& NGR-TNF, nem(Zeme zcela vylou¢it, Ze na mechanizmu
cileni se také podili navadzani na jiné jesté neidentifikované

receptory, i kdyZ v menSi mife.

Pfedchozi experimenty Céastelné proteolyzy ukdzaly, Ze Arg-
Ser. vazany na N-termindlni segment TNF (zbytky 2-3) Je velmi
citlivy na trypsin, zatimco zbytek molekuly Je daleko vice
rezistentni. Aby se ziskal dalsi duakaz, Ze zlepSend aktivita
NGR-TNF je spojena s jeho <&asti NGR, z N—terminélni oblasti
muteinu se odstépila doména NGR Cadstelnym Stépenim
s imobilizovanym trypsinem. Tato lé&ba prevedla NGR-TNEF a TNF
na molekulu odpovidajici fragmentu  TNF3-156 (oCekéavana
hmotnost je 16 986,2, na obrazku ¢. 3a je zobrazend hmotnost a

ocekdvané sekvence).

vatimco &tépeni nesniZilo cytolytickou aktivitu NGR-TNF in
vitro u buné&k L-M ((2,3 +/- 1,4) x 10° u/mg)), Jeho
protinddorova 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 Stépeni, Jjak se usuzovalo
ze ztraty té&lesné hmotnosti zvifat Jjeden den po aplikaci
(zobrazeno na obrazku ¢&. 3b, na pravém panelu), cozZ naznacuje,

Ye mechanizmus cileni z&visly na NGR neméni toxicitu.

P¥iklad 5: Ptiprava a charakterizace lidského TNF a NGR-TNF
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Lidsky rekombinantni TNF a NGR-TNF (obsahujici 1lidsky
TNF1-157 fuzoval s C-koncem CNGRCG) se ptripravily technologii
rekombinace DNA a podstatné se <&istily, Jjak se popisuje
v pripad® my$iho TNF a NGR-TNF. cDNA kédujici lidsky NGR-TNF
se pripravila PCR pouZitim plazmidu pET11b/hTNF, ktery
obsahuje kédujici sekvenci hTNF (popisuje se v publikaci
Pennica, D. et al., 1984. Human tumor necrosis factor:
precursor, structure, expression and hoﬁology to lymphotoxin.
Nature, 321, 724-729) pouZitim nédsledujicich primeru:

- NGR-hTNF/1 (sense): 5°A TAT CAT ATG TGC AAC GGC CGT TGC
GGC GTC AGA TCATCAT TCT CG 3.
- NGR-hTNF/2 (antisense): 5° TCA GGA TCC TCA CAG GGC AAT GAT

CCC AAA GTAGAC 3.

Amplifikovany fragment se 3Stépil a klonoval do pET-11b
(NdeI/BamHI) a pouzil se k transformaci bunék mikroorganizmu

E. coli BL21 (firma Novagen). Exprese NGR-hTNF se vyvolala

isopropyl-p-D-thiogalaktosidem podle instrukci vyrobce pET11b.
Rozpustny NGR-TNF se =ziskal =z kultur o objemu 2 1 sonikaci
bakterii v 2 mM kyselin& ethylendiamintetraoctové, 20 mM Tris-
HCl, pH8,0, pak nasledovala centrifugace (15 000 x g, doba 20
minut, teplota 4 °C). |

Fxtrakt se smichal se siranem amonnym (35 % saturece),
nechal se stat po dobu 1 hodiny pfi teploté& 4 °C a dale se
centrifugoval, jak se wuvadi shora v textu. Siran amonny
v supernatantech se pak saturoval ze 65 % a nechal se stat pfi
teplot& 4 °C po dobu 24 hodin a dale se centrifugoval. KaZdy
pelet se rozpustil v 1 M siranu amonném, 50 mM Tris-HCl, pHS8,0
a &istil se hydrofébni interakéni chromatografii na koloné
,Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow"™ (od firmy Pharmacia-Upjohn)
eluce prob&hla gradientem, Pufr A: 100 mM fosforednan sodny,
pH8,0 obsahujici 1 M siran amonny, pufr B: 70 % ethylenglykol,
5 % metanol, 100 mM fosforeénan sodny, PpH 8,0). Frakce

obsahujici hTINF imunoreaktivni materidl (stanoveno testem
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didle se &istil chromatografii s vyménou iontd na koloné ,DEAE-
Sepharose Fast Flow (firma Pharmacia-Upjohn) (eluce probéhla
gradientem, pufr A: 20 mM Tris—HCl,A pH 8,0, pufr B: 1 M
chlorid sodny, 20 mM Tris-HCl, pH 8,0). V3echny roztoky
pouZivané v kroku chromatografie se pripravily se sterilni

vodou, kterd neobsahuje endotoxin (Salf, Bergamo, Italie).

V tomto pfipadé se =z kultur o objemu 2 litry ziskalo
pFiblizné 30 mg TNF a 32 mg NGR-TNF. Neredukujici SDS-PAGE
zobrazily pruhy odpovidajici monomertm, dimérim a trimérum,
které naznaduji, Ze také lidské NGR-TNF Jje smé&s trimerd se
spravnymi disulfidy uvnitf¥f fetézce a trimery s jednim nebo
vice disulfidovymi mustky uvnitf Fetézce (zobrazeno a aobrazku

&. 4A, draha b), jak se pozorovalo u my3iho NGR-TNF.

Triméry se spravnymi disulfidovymi mistky uvnitf fetézce
se izolovaly z této smé&si Ctyfstupfiovym denaturacnim balicim
postupem, JjehoZ popis nasleduje. ¢istény 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), ktera
se predem uvedla do rovnovahy 7 M mo&ovinou, 100 mM Tris-HCI1,
pH 8,0. Frakce odpovidajici monomerickému TNF se spojily,
prob&hla ultrafiltrace pfes membranu YM MWCO 10 kDa (Amicon) a
opétné& se sbalily dialyzou proti 33 objemim 2,33 M mocoviny,
100 mM Tris-HCl, pH8 p¥i teplot& 4 °C (po dobu 140 minut), pak
nadsleduje 1,55 M mocCovina, 100 mM Tris-HCl, pH 8,0 (po dobu
140 minut) a 1 M mocovina, 100 mM Tris-HCl, pH 8,00 (po dobu
140 minut). Nakonec se produkt dialyzoval proti 80-ti objemim
100 mM Tris-HCl (po dobu 16 hodin) a pak probéhla centrifugace

p¥i 13 000 x g (po dobu 30 minut) a filtrace pfes membranu
SFCA s velikosti pért 0,45 um (firma Nalgene) a dadle filtrace
na kolon& HR Sephacryl S-300 (o objemu 1 020 ml), kterd se
uvedla do rovnovadhy 0,15 M chloridem sodnym, 0,05 M
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fosfore¢nanem sodnym (PBS). Ziskalo se pribliZné& 23 mg opétné

sbaleného proteinu.

Kone¢ny produkt byl ve vét$iné piripadl po neredukujici
SDS-PAGE monomer (zobrazeno na obrazku &. 4A, drédha c), ktery
meél hydrodynamicky objem podobny objemu trimerového lidského
TNEF, coZ se stanovilo analytickou gelovou filtraci na HPLC na
koloné Superdex 75 HR (data nejsou zobrazena), a jeho
molekulovd hmotnost byla 17 937,8 + 1,8 (oekdvand molekulova
hmotnost v pfipadé CNGRCG-TNF1-157 Je 17 939,4), <coZ se
stanovilo elektrosprejovou hmotnostni spektroskopii.
Cytolytické aktivity in vitro nesbaleného a sbaleného NGR-TNF
v my3ich bufikdch L-M byly (6,11 x 107)+4,9 respektive (5,09 x
10’) + 0,3 jednotky na miligram, zatimco cytolyticka aktivita
in vitro 1lidského TNF byla 5,45 x 107 + 3,1 Jjednotky na
miligram. Tyto vysledky naznaduji, Ze proces denaturace-opétné
sbaleni neovliviiuje interakci  lidského  NGR-TNF s mySim

receptorem p55.

Protinddorova aktivita in vivo lidského NGR-TNF v mnoZstvi
1 pug (nesbaleny) byla v&t3i neZ TNF v mnoZstvi 10 pg (zobrazeno
na obrazku ¢&. 4B), =zatimco toxicita, Jjak se odhaduje na
zdklad& ztraty hmotnosti  zvifat, Dbyla podstatné niZsi
(zobrazeno na obrazku ¢. 4C). Po opétném sbaleni 0,3 pg NGR-TNF
bylo podstatné vyvolat protinddorovy ucinek, ktery bude
siln&j3i neZ se dosahne pouzitim 10 ug TNF (zobrazeno na

obrazku ¢&. 4D, 4E).

Tyto vysledky ukazuji, Ze protinddorovd aktivita lidského

NGR-TNF je vé&t&i neZ se dosdhlo pouzZitim TNF.

Dile se pozorovalo, Ze opé&tné& sbaleny lidsky a mySi NGR-
TNF mZe vyvolat podstatné protinddorové u¢inky v piipadé mySi
nesoucich RMA-T dokonce ve velmi nizkych davkdch (1 az 10

ng/my$), ani? se prokdZou toxické ulinky, zatimco TNF nebyl
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schopen vyvolat podstatné u&inky p#i téchto davkach (neni

zobrazeno) .
P¥iklad 6: Pfiprava a charakterizace my3iho NGR-IFNy

Rekombinantni my3i interferon (IFN)y fazovany s CNGRCG

(NGR-IFNy) se pripravil technologii rekombinace DNA v podstaté
stejnym zptisobem, jak se popisuje v piipadé NGR-TNF. Oblast
CNGRC se fuzovala s C-koncem IFNy. Cystein v poloze 134 se
nahradil serinem. Methionin se zavedl do polohy -1 za uCelem
exprese v bunkdch E. coli. Primery PCR pouzivané p¥i produkci
cDNA NGR-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 I/BamH I) a pouzivala se k transformovéni bunék E.
coli BL21(DE3) (Novagen) . Exprese proteinu se vyvolala
isopropyl-p-D-thiogalaktosidem podle instrukci vyrobce plazmidu
pET11b. Produkt se izoloval z extraktl mikroorganizmu E. coli
imunocafinitni chromatografii za pouziti monoklonédlnich
protilatek proti my$im IFNy (AN1S) imobilizovanych na agardze
za pouZiti standardnich metod. Reduk&ni a neredukéni SDS-PAGE
findlniho produktu ukdzala jediny pruh o molekulové hmotnosti
16 000. Elektrosprejova hmotnostni spektrometrie ukazala
molekulovou hmotnost 16 223 + 3,6 (oCekavana molekulové

hmotnost je 1 625,5), co? odpovidd my3imu  Met-IFNy-

134 (C134S)CNGRC (NGR-IFNY) .

Schopnost  NGR-IFNy a  NGR-TNF souté&Zit o navézani
protiladtek proti CD13 na cévy spojené s nadorem se zkoumaly

pouzitim imunohistochemického pfistupu.

Serstvé chirurgické prepardty karcinomu buné&k lidské

ledviny se ziskaly z katedry histopatologie vé&deckého dustavu
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~San Raffaele H Scientific Institute™. Sekce (5 aZ 6 um 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 pouZitil
komplexu avidin-biotin nésledujicim zplsobem: sekce tkani se
opé&tn& hydratovaly =za pouZiti xylend a série zesilujicich
alkohol® za pouziti standardnich postupt. Sekce tkani se
umistily do nadoby obsahujici 1 mM EDTA a vafily se po dobu 7
minut v mikrovlnné troub& (1 000 W). Nadoba se znovu naplnila
1 mM EDTA a op&t se vafila po dobu 5 minut. Sekce tkani se
nechaly leZet aZ se ochladily a inkubovaly se v PBS, ktery
obsahuje 0,3 % peroxidu vodiku po dobu 15 minut. Reakce se
zastavila endogenni peroxiddzou. Vzorky se pak promyly PBS a
inkubovaly se s 100 aZ 200 pl PBS-BSA (po dobu jedné hodiny pfi
téploté mistnosti) a pak se nanesly monoklondlni protilatky
WM15 (anti-hCD13) samotné nebo smiZené s rtznymi kompetencnimi
&inidly (uvedeno v tabulce ¢. 2) obsaZenymi v PBS-BSA (nechalo
se stat pres noc pfi teploté 4 °C). Sklicka se pak promyla 3
krat (promyti kaZdého sklic¢ka 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 pg/ml biotinem znacCeného
koniského anti-my$iho IgG (H+L) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) v PBS-BSA-NHS a dale se inkuboval po dobu 1
hodiny p¥i teploté mistnosti. Sklicka se opét promyla a
inkubovala se po dobu 30 minut s Cinidlem ,Vectastain Elite
Reagent“ (Vector Laboratories, Burlingame, CA) tedéném 1:100
v PBS. Tableta 3,3 -diamino-benzidintetrahydrochloridu (Merck,
Darmstadt, Némecko) se pak rozpustila v 10 ml deionizované
vody, kterad obsahuje 0,03 % peroxidu vodiku. Roztok se
filtroval pPes membradnu s velikosti pérd 0,2 um a prelila se
pfes sekce tkané po dobu 5 az 10 minut. Sklidka se promyla
postupem popsanym shora v textu a k obarveni za ucCelem

po&itani se pouzil Harrisdv hematoxylin. Cévy spojené s
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nddorem se identifikovaly obarvenim sériovych sekci tkane
s monoklondlnimi protildtkami proti CD31 /monoklondlni
protildtky JC/70RA, proti 1lidskému CD31, IgGl, od firmy DAKO,

Kodan, Dansko).

Vysledky se sumarizovaly do tabulky 2. Jak je zobrazeno,
navazani WM15 na cévy spojené s naddorem se inhibovalo
nadbytkem NGR-TNF, NGR-IFNy a CNGRC, ale nikoli dalSimi
kontrolnimi &inidly, které neobsahuji motiv NGR. To naznacuje,
e vazebné misto NGR na CD13 prostorové pfesahuje epitop WMLS.
Naopak NGR-TNF nebyl schopen soutéZit v navazani 13C03 na
epitelidlni bunky.

Ukazuje se, Ze Cast NGR NGR-IFNy a NGR-TNF miZe reagovat
s formou CD13 rozezndvanou monoklondlnimi protilatkami WMIS na
cévach spojenych s nadorem. Tyto vysledky ukazuji, Ze motiv
CNGRC je funkéni at uZz je spojen s N-koncem nebo C-koncem

cytokinu.

Tabulka ¢&. 2: Navazani WM15 bunééné sekce karcinomu ledviny

v pfitomnosti riznych kompetitoru

kompetitor navazani WM15 na cévy spojené

s nadorem

7adny +
NGR-TNF (25 pg/ml) -
NGR-IFNy (50 pg/ml)
CNGRC (100 pg/ml)

TNF (25 pg/ml) *
lidsky sérovy albumin (25 N
pg/ml)

synteticky CgA(60-68) (100

pg/ml) .

3 do kroku blokace se pridal kompetitor v PBS obsahujici 2% BSA

a smichal se s primarni protiléatkou.

L]
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® monoklonidlni protildtka WM15 (urdens proti lidskému CD13,

IgGl) se ziskala u firmy Pharmingen (San Diego, CA),
synteticky peptid CgA (60-638) odpovida fragmentu 60-68

chromograninu A

Priklad 7: Cilené =zavedeni biotinem znaCeného NGR-TNF do
nadort za pouZiti protinddorovych protildtek a

avidinu (pre-cileni)

Nasledujici p#iklad zobrazuje moZnost ,dvojiho“ cileni TNF
zaloZzeného na kombinaci protiléatek urcenych protinddoru a

peptidu CNGRC.

Konjugat biotin-NGR-TNF se p¥ipravil smichénim NGR-TNF
s N-hydroxysukcinimidesterem D-biotinyl-6-aminokapronové kyse-
liny (Societd Prodotti Antibiotici S.p.A, Milén, Itdlie) v 1M
pufru uhli¢itanu sodném s hodnotou pH 6,8 (po dobu 3 hodiny,
pti teploté& mistnosti) (popisuje se v publikaci Corti, A., et
al., Tumor targeting with biotinylated tumor necrosis factor
alpha: Structure activity relationships and mechanism of
action on avidin pretargeted tumor cells. Cancer Res. 1998,
58: 3866-3872). Reakce se blokovala 1M Tris-HCl s hodnotou pPH
7,5.

Konjugdt se charakterizoval hmotnostni spektrometrii a
zjistilo se, Ze obsahuje Jjednu molekulu biotinu na jeden
trimer (v priméru). MySi C57BL/6 (Charles River Laboratories,
Calco, 1Itéalie se imunizovaiy pomoci Zivych buné&k RMA-T
v mnoZstvi 5 x 10% které se aplikovaly podkoZn& do levého
boku. KdyZz oblast nadoru dosdhla velikosti 40 mm?, my3i se
oSetfily postupné aplikovanymi injekcemi biotinem znacenych
protiléatek, avidiny a komplexem biotin-TNF podle tfidenniho
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
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and the comparison with other cytokines: Induction of tumor-

specific immunity. J. Immunol. 1987. 138: 4023-32). Injekci se
zavedlo 40 upg monoklondlni protilatky 19E12 znac¢ené biotinem

(i.p., krok I), 60 pg avidinu a 60 pg streptavidinu po 18
respektive 19 hodindch (i.p., krok II) a o 24 hodin pozdéji 3

ng NGR-TNF znaceného biotinem. KaZdd slouCenina se Ffedila

sterilnim roztokem 0,9% chloridu sodného. V kontrolnim
experimentu se vynechal avidin a streptavidin. Kazdy

experiment se provedl na skupindch my3i, kdy kaZda skupina
obsahovala 5 my3i. Ruast nadoru se zaznamendval denné méfenim

velikosti nadoru mé&fitkem. Oblast nadoru ve skupiné&, které se

aplikovalo 19E12-biotin/avidin/streptavidin/biotin-NGR-TNF,
pfed lé&bou a deset dni po 1é¢&beé byla 39 +/- 4 mm® respektive 8
+/- 5 mm? (5 =zvitat, prlmér +/_~ standardni odchylka).
V kontrolni skupiné (oSetfené samotnymi monoklondlnimi

protilatkami 19El12-biotin/biotin-NGR-TNF) oblasti nadoru pred
odetf¥enim a 10 dni po oSetfeni byly 40 +/- 4 mm® respektive 20
+/- 6 mm?, co? ukazuje, Ze pre-cileni s protilatkami mificimi

k nddoru spolu s avidinem zvySilo aktivitu NGR-TNF.




33 : e

L ]
L]
s08®
.
(A X XX 24

Seznam sekvenci

(2) - Informace o SEQ ID NO: 1:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 paru bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznémka="umé&ld sekvence"/
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

ctggatcctc acagagcaat gactccaaag

(2) Informace o SEQ ID NO: Z2:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A) DELKA: 29 péru bazi
B) TYP: nukleotidovéa sekvence
C) DRUH RETEZCE:
D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznémka="“um&la sekvence: primer PCR"“/

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

tgcctcacat atgctcagat catcttcte

(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 46 parl bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence

(C) DRUH RETEZCE:

30

28
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(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="um&la sekvence"“/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

gcagatcata tgtgcaacgg ccgttgegge ctcagatcat cttetce

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 45 parl bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="uméla sekvence: primer PCR“/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:
atatcatatg tgcaacggcc gttgcggegt cagatcatct tcteg
(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 parld bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(11) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="um&la sekvence: primer PCR"/
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

46

45
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‘tcaggatcct cécagggcaa tgatcccaaa gtagac

(2) Informace o SEQ ID NO: 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 parl bazi
(B) TYP: nukleotidovd sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(id) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="um&la sekvence: primer PCR™/

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

atatctacat atgcacggca cagtcattga aagcc

(2) Informace o SEQ ID NO: 7:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 58 paru bazi
(B) TYP: nukleotidova sekvence
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="um&léd sekvence: primer PCR™“/

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

36

35

tcggatccte agcaacggec gttgcageeg gagegactece tttteegett

cttgaggce

58




36 '

.
L) se o000

PV w0149}

P’ATENTOVE NAROKY g((%

. Konjuga&ni produkt vy znacujici s e tim, Z e
vznikl mezi cytokinem vybranym z TNF nebo IFNy a ligandem

receptoru CD13.

. Konjugaéni produkt podle nédroku 1, vy znacu jici

s e t im, % e uvedeny cytokin je TNFo nebo TNEB.

. Konjugacni produkt podle naroka 1 az 2,
vyznadcuijicit s e tim, 7z e ligand receptoru
CD13 se vybral ze skupiny obsahujici protildtky nebo jejich
aktivni fragmenty, peptidy nebo napodobeniny peptidl.

. Konjugaéni produkt podle naroku 3, vy zna cgujici
s e tim, ¥ e uvedeny ligand je peptid obsahujici motiv

NGR.

. Konjugaéni produkt podle naroku 4, vy zna gujici
s e tim, ¥ e uvedeny peptid se vybral ze skupiny
zahrnujici CNGRCVSGCAGRC, NGRAHA, GNGRG, cycloCVLNGRMEC,
linedrni nebo cyklicky CNGRC.

. Konjuga&ni produkt podle libovolného 2z ndrokad 1 az b5,
vyznadc¢uijicit s e tim, 7 e cytokin se

derivatizoval polyetylenglykolem nebo acylovym zbytkem.

. Konjuga&ni produkt podle libovolného =z naroka 1 az 6,
vyznadcujicil s e tim, 5 e cytokin se dale
spojuje s protildtkou fizenou na naddorovy antigen nebo
s jejim fragmentem, S naddorovym angiogennim markerem nebo

komponentem extrabun&fné matrice nebo s biotinem.

. Konjuga&ni produkt podle ndroku 7, vyznacduijici

se tim, % e cytokin je TNF a je konjugovany s ligandem
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CD13 a v jiném p#ipad& s protildtkou, jejim fragmentem nebo

biotinem na ruznych podjednotkéch.

9. cDNA kédujici cytokin vybrany z TNF a IFN nesouci sekvenci

prilehlou k 5°a 3° konci a kédujici ligand CD13.

10. cDNA podle ndroku 9, vy znacdcuijici se tim,

? e uvedeny ligand CD13 je peptid podle naroku 5.

11. Vektor vhodny pro genovou terapii obsahujici cDNA podle

narokua 9 az 10.

12. Farmaceuticky prostredek, vyznadc¢ujici
s e t im, ¥ e obsahuje efektivni mnoZstvi konjugacéniho
produktu podle né&rokd 1 az 8 spolu s farmaceuticky

prijatelnymi nosii a pomocnymi latkami.

13. Prostredek podle naroku 12, vyznadcuijici
s e tim, % e je ve formé roztoku nebo suspenze, které je
mo¥né aplikovat injekci, nebo tekutiny, kterad Je vhodna pro

infuze.

14. Prostfedek podle naroku 12 aZ 13, vy znacuijic i

se tim % e je ve formé& lipozoml.

15. Pouziti konjugadniho produktu podle nérokld 1 aZ 8 nebo
cDNA podle narokd 9 aZ 10 pii pEiprave lé&ebnych nebo
diagnostickych prostfedkd vhodnych pro terapii zhoubného

bujeni.

16. PouZiti konjuga&niho produktu podle naroku 15 v kombinaci
s jinymi protinddorovymi ¢inidly nebo diagnostickymi

latkami, které umoZfiuji zobrazeni nadoru.
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Obréiek g 2
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Obrazek ¢.
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