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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Substan-
zen und ihre therapeutische Verwendung sowie im
Besonderen die ldentifizierung von Regionen von
p21"WAF1 die an cyclinabhéngige Kinasen, besonders
Cdk4, und/oder Cyclin-D1 binden, sowie Substan-
zen, Fragmente und Mimetika, die auf dieser Region
basieren. Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls
pharmazeutische Zusammensetzungen, die diese
Molekule umfassen, sowie deren Verwendung in the-
rapeutischen Anwendungen zur Behandlung von Hy-
perproliferationsstérungen, wie z. B. Krebs und Pso-
riasis, und Zusammensetzungen, die diese Molekiile
umfassen, und deren Verwendung in Anwendungen,
die sich auf das Wachstum in eukaryotischen Zellen
beziehen. Die Erfindung betrifft ebenso Testverfah-
ren und Mittel zur Identifizierung von Substanzen, die
zur Stoérung der p21/Cdk4/Cyclin-Wechselwirkung
natzlich sind und vorzugsweise die Cdk4-Aktivitat
hemmen.

[0002] Die Tumorsuppressionsfunktion von p53
wird mit einem durch DNA-Schaden induzierbaren
Zellzyklus-Checkpoint-Stoffwechselweg in Verbin-
dung gebracht (Kastan et al. (1991)), in dem p53 in
den beschadigten Zellen entweder zu einem Still-
stand des Wachstums (Agarwal et al. (1995)) oder zu
Apoptose (Clarke et al. (1993); Lowe et al. (1993);
Merrit et al. (1994)) fuhren kann. Die biochemische
Aktivitat von p53, die am engsten mit Tumorsuppres-
sion und einem Stillstand des Wachstums assoziiert
wird, umfasst eine ionisierende, strahlungsabhangi-
ge Aktivierung von sequenzspezifischer transkriptio-
naler Aktivitat (Kastan et al. (1991); Lu & Lane
(1993); Pietenpol et al. (1994)). p53 induziert die
Transkription in einer Reihe von Genen, deren Pro-
dukte eine direkte Rolle bei der Vermittlung des
Wachstumsstillstands spielen. Diese p53-induzierba-
ren negativen Regulatoren der Zellproliferation um-
fassen: den cyclinabhangigen Kinase-Inhibitor (CKI),
p21WAFT (El-Deiry et al. (1993); Harper et al. (1993);
Xiong et al. (1993); Gu et al. (1993)); ein apoptosefor-
derndes Protein, Bax (Miyashita & Reed (1995)); das
Insulinwachstumsfaktor-Bindungsprotein  IGF-BP3
(Buckbinder et al. (1995)) und Gadd45 (Kastan et al.
(1992)), einen leistungsstarken Hemmer der Zellpro-
liferation mit einer zur Zeit noch unklaren biochemi-
schen Funktion (Kearsey et al. (1995)).

[0003] Ein haufiges Ereignis in der Entwicklung
menschlicher Neoplasie ist die Inaktivierung eines
durch  DNA-Schaden induzierbaren  Zellzyk-
lus-Checkpoint-Stoffwechselwegs, der durch p53 re-
guliert wird (Hollstein et al. (1991); Lane (1992);
Agrawal et al. (1995)). Eine Reihe an Mechanismen
koénnen zur funktionalen Inaktivierung des p53-Wegs
fuhren, unter anderem: Fehlsinnmutationen inner-
halb oder Deletionen des p53-Gens, Inaktivierung
der Funktion des Wildtyp-p53-Proteins durch Wech-

selwirkung mit dem onkogenen zelluldren Protein
mdm-2 (Momand et al. (1992)) oder die Unfahigkeit,
stromab liegende Effektormolekiile, wie z. B. p21"WAF!,
zu induzieren (Deng et al. (1995); Waldman et al.
(1995)).

[0004] Das wachsende Wissen der Erfinder tiber die
molekularen Mechanismen, die der Transformation
von Saugetierzellen zugrunde liegen, bietet die Mog-
lichkeit, um zweckmaRig geschaffene Inhibitoren
spezifischer biochemischer Prozesse zu kreieren, die
fur unkontrollierte Zellproliferation oder Krebs essen-
tiell sind. Jiingste Entwicklungen haben gezeigt, dass
die Reaktivierung des p53-Wegs in einigen mensch-
lichen Tumoren theoretisch folgendermalen herbei-
geflhrt werden kann: (i) Aktivierung der biochemi-
schen Funktion von mutiertem p53-Protein (Halazo-
netis & Kandil (1993); Hupp et al. (1993)), méglicher-
weise unter Verwendung kleiner Peptide, wie dies im
Wirkstoffdesign meist der Fall ist (Hupp et al. (1995));
(ii) Unterbrechen der Wechselwirkung des Onkogens
mdm-2 und des Wildtyp-p53 durch die Verwendung
von peptidmimetischen Inhibitoren komplexer For-
mationen (Picksley et al. (1994)); (iii) Wiederherstel-
len oder Imitieren der Funktion des stromab gelege-
nen Effektormolekils p21"A"", welches allein fahig
ist, eine Wachstumssuppression zu vermitteln
(El-Deiry et al. (1993); Eastham et al. (1995)).

[0005] p21"WAF'ist ein Inhibitor sowohl fir die G1-cy-
clinabhangigen Proteinkinasen (CDKs; die das Fort-
schreiten von G1- in die S-Phase steuern) (Harper et
al. (1995)) als auch fiir das Kernantigen-proliferieren-
de Zellenprotein (PCNA,; ein essentieller DNA-Repli-
kationsfaktor) (Florez-Rozas et al. (1994); Waga et
al. (1994)). Daher stellt eine Hemmung der Funktion
von entweder CDKs oder PCNA theoretisch zwei ver-
schiedene Wege fir die Entwicklung von Wirkstof-
fentdeckungsprogrammen, die auf der Aktivitat von
p21VA"" basieren, bereit. Die PCNA-bindende Funkti-
on von p21YAF" kann von einem 20-Aminosaurepep-
tid, das von der C-terminalen Domane von p21"VA¥!
abstammt, nachgeahmt werden, und dieses Peptid
ist ausreichend, um die SV40-Replikation in vitro par-
tiell zu inhibieren (Warbrick et al. (1995)).

[0006] Trotz seiner PCNA-bindenden Rolle scheint
die Hauptfunktion des p21"“A"'-Proteins als Wachs-
tumssuppressor die Hemmung des G1-Cyc-
lin-CDK-Komplexes zu sein (Chen et al. (1995); Har-
per et al. (1995); Luo et al. (1995); Nakanishi et al.
(1995b)). Luo et al. (1995) berichteten davon, dass
die N-terminale Domane von p21, bestehend aus den
Resten 1-75, in vitro als ein CDK-Inhibitor wirken und
Cyclin-E-Cdk2 inhibieren wiirde.

[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft (i) die Auf-
klarung des molekularen Mechanismus der Cyc-
lin-D1-Cdk4-Komplexinhibition durch p21"“A*" und (ii)
die Identifikation von  Peptidmimetika  mit
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p21"WAF_.hemmender Aktivitdt durch die Untersu-
chung der Bindungs- und Inhibitionseigenschaften ei-
ner Reihe von synthetischen Peptiden, die auf der
Aminosauresequenz von p21YAF" basieren. Die Stu-
dien der Erfinder haben ergeben, dass zwei Peptide,
die von der N-terminalen Domane von p21"A' ap-
stammen, biochemische Aktivitdt aufweisen; ein
Peptid 4 (Reste 46-65) bildet einen stabilen Komplex
mit Cdk4, hat jedoch keine hemmende Aktivitat, wah-
rend ein Peptid 2 (Reste 16-35) an Cyclin-D1 bindet
und die Cdk4-Aktivitdt mit einem 10,5 von 2 uM
hemmt.

[0008] Diese Daten definieren eine Cyclinbindungs-
stelle auf p21"YAF" und legen nahe, dass ein in die
CDK-hemmende Wirkung von p21"AF' involvierter
Mechanismus eine Bindung an die Cyclin-Unterein-
heit des CDK-Holoenzyms verwendet. Dies hat zu
dem Vorschlag der Erfinder gefiihrt, p21"A*! kénnte
die Cdk4-Aktivitat allosterisch durch Konformations-
oder (ii) Stérung der Cyclin-Cdk-Wechselwirkung
oder (iii) Stérung der Cyclin-Cdk-Substrat-Wechsel-
wirkungsveranderungen in der Struktur von Cyc-
lin-D1 hemmen. Weiters Wechselwirken die auf der
C-terminalen Sequenz von p21"A*" basierenden Pep-
tide sowohl mit Cyclin-D1 als auch mit Cdk4 und sind
leistungsstarke Inhibitoren der Cdk4-Aktivitat, wobei
ein Peptid (hierin Peptid 10) aus den Resten 141-160
zusammengesetzt ist und einen |, von 0,1 uM auf-
weist. Die Erfinder zeigen, dass beide der hemmen-
den Peptide an den physiologisch relevanten Stellen
auf Cyclin-D1 und/oder Cdk4 binden und dass sie
eine Spezifitat aufweisen, die jene von p21"A*! voller
Lange nachahmt. Es ist wichtig, anzumerken, dass
die Wirksamkeit des C-terminalen Peptids durch eine
einzige Aminosauresubstitution (D-A an Position
149) verbessert wird. Die Erfinder haben die hem-
mende Komponente dieses Peptids unter Verwen-
dung der Alaninmutations-Anlayse kartiert und zei-
gen, dass sie sich von der PCNA-Wechselwirkungs-
domane, die sich ebenso in der C-terminalen Region
des p21"A"'-Proteins befindet, unterscheidet.

[0009] Bemerkenswerterweise enthalt ein Abschnitt
von lediglich finf Aminosauren das Cdk4-hemmende
Motiv, und eine einzelne konservative Mutation an ei-
nem beliebigen der beiden hydrophoben Aminosau-
rereste hebt die hemmende Wirkung des Peptids
vollstandig auf. Diese Daten haben aufregende Imp-
likationen fir den Wirkungsmechanismus des
p21"WAF_Proteins und stellen einen Startpunkt fiir ein
Wirkstoffdesignprogramm dar, das darauf abzielt,
synthetische Molekile zu produzieren, die stromab
von p53 als Tumorsuppressoren funktionieren.

[0010] Demgemal stellt die Erfindung in einem As-
pekt wie in den Anspriichen definiert eine Substanz,
welche die Eigenschaft aufweist, Cdk4 zu hemmen,
zur Anwendung in einem Verfahren zur medizini-
schen Behandlung bereit.

[0011] In einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung
wie in den Anspruchen definiert die Verwendung ei-
ner Substanz, welche die Eigenschaft aufweist, Cdk4
zu hemmen, bei der Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung einer Hyperproliferationsstérung be-
reit.

[0012] In einer bevorzugten Ausfihrungsform wur-
de herausgefunden, dass der C-terminale Abschnitt
von p21YA*" der aus dem Peptidmotiv KRRLIFSK be-
stand, die Cyclin-Cdk4-Aktivitat vollstandig inhibierte
und die Phosphorylierung von pRb verhinderte (siehe

Fig. 6).

[0013] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegen-
de Erfindung wie in den Ansprichen definiert eine
Substanz, die die Eigenschaft aufweist, Cyclin-D zu
binden und/oder Cdk4 zu hemmen, zur Verwendung
in einem medizinischen Behandlungsverfahren be-
reit.

[0014] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegen-
de Erfindung wie in den Anspriichen definiert die Ver-
wendung einer Substanz, die die Eigenschaft auf-
weist, Cyclin-D zu binden und/oder Cdk4 zu hem-
men, bei der Herstellung eines Medikaments zur Be-
handlung einer Hyperproliferationsstérung bereit.

[0015] Basierend auf experimentellen Beweisen,
die unten stehend angefihrt sind und Reste zeigen,
die in die Bindung von Peptid 2 (Reste 16-35) invol-
viert sind, und der Kristallstruktur, die fur p27 (ver-
wandt mit p21) erhaltlich ist, wird folgende allgemeine
Formel fur Peptide, die im Einklang mit verschiede-
nen Aspekten der vorliegenden Erfindung nutzlich
sind, bereitgestellt:

KxxRRyFzP

worin x jede beliebige Aminosaure sein kann, y und z
hydrophob sein kénnen und jeder der unterstriche-
nen Reste fehlen oder unterschiedlich sein kann, d.
h. eine andere Aminosaure sein kann. Hydrophobe
Reste konnen Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin,
Phenylalanin, Tryptophan, Methionin sein. Jede oder
beide der Aminosauren R kénnen durch andere basi-
sche Reste, insbesondere Lysin (K) oder Histidin (H),
ersetzt werden.

[0016] In der vorliegenden Erfindung bedeutet "ein
aktiver Teil" ein Peptid, das kleiner als das Fragment
der p21"AF-Aminosauresequenz ist und trotzdem die
oben erwahnte relevante Eigenschaft beibehalt.

[0017] In der vorliegenden Erfindung bedeutet
"funktional nachahmend" eine Substanz, die unter
Umstéanden keinen aktiven Teil der p21"A"'-Amino-
sauresequenz enthalt und wahrscheinlich gar kein
Peptid ist, die jedoch trotzdem die oben erwahnte re-
levante Eigenschaft aufweist.

[0018] In der vorliegenden Erfindung bedeutet "ein
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Derivat" ein Peptid, das durch Variieren seiner Ami-
nosauresequenz modifiziert wurde, z. B. durch Mani-
pulation der fir das Peptid kodierenden Nucleinsaure
oder durch Verandern des Peptids selbst. Solche De-
rivate der natlrlichen Aminosauresequenz kdénnen
eine Insertion, eine Addition, eine Deletion oder eine
Substitution einer oder mehrerer Aminosauren um-
fassen, ohne die essentielle Aktivitat der Peptide we-
sentlich zu verandern. Ein Beispiel fir ein Derivat ist
der p21WAF1-Mutant, bei dem D an der Position 149
des Proteins voller Lange durch A ersetzt wurde, wo-
bei dieser Mutant eine erhdhte Cyclin-D1-Cdk4-hem-
mende Aktivitat aufweist.

[0019] Bevorzugte Substanzen gemaf bestimmten
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung bin-
den PCNA nicht und/oder stdren die p21-Wechsel-
wirkung oder das Binden mit PCNA nicht.

[0020] Zellzyklusstillstand kann durch verschiedene
Aspekte gemafR der vorliegenden Erfindung in
Rb-negativen und/oder Rb-positiven Zellen induziert
werden, wie in den unten angefuhrten Experimenten
dargestellt wird.

[0021] Die vorliegende Erfindung kann Verbindun-
gen verwenden, die eine beliebige der oben genann-
ten Substanzen umfassen, die an Tragermolekile
gekoppelt sind, was eine In-vivo-Zufuhr der Verbin-
dungen in Zellen ermoglicht. In einer Ausfuhrungs-
form ist das Tragermolekil eine 16-aa-Peptidse-
quenz, die von der Homodomane von Antennapedia
(z. B. wie unter dem Namen "Penetratin”" verkauft)
abstammt, die durch einen terminalen Cys-Rest an
eine der oben genannten Sequenzen gekoppelt sein
kann. Alternativ dazu kann, wie in den unten stehend
beschriebenen Beispielen, ein Tragerpeptid (mit der
Sequenz RQIKIWFQNRRMKWKK) synthetisiert wer-
den, sodass es direkt an Peptidfragmente gebunden
ist. Das "Penetratin"-Molekul und seine Eigenschaf-
ten werden in der WO 91/18981 beschrieben.

[0022] Daher sorgt die vorliegende Erfindung in ver-
schiedenen Aspekten fur eine Stérung oder ein Un-
terbrechen der Wechselwirkung zwischen p21 und
Cyclin-D1 und/oder Cdk4 unter Verwendung eines
geeigneten Agens.

[0023] Solch ein Agens kann fahig sein, eine Bin-
dung zwischen einer Stelle zu blockieren, die sich an
Aminosaureresten befindet, die hierin identifiziert
wurden, dass sie in die Bindung oder Wechselwir-
kung mit Cyclin-D1 und/oder Cdk4 involviert
und/oder dafiir von Bedeutung sind.

[0024] Die vollstandige Sequenz des Proteins p21
wurde erklart und wird in der WO 95/13375, WO
93/12251 und WO 95/06415, die hierin durch Verweis
aufgenommen sind, dargelegt.

[0025] Solche Agenzien kdénnen durch Screening-
verfahren identifiziert werden, die das Bestimmen
umfassen, ob ein getestetes Agens die Bindung des
Proteins p21 oder eines geeigneten Fragments, De-
rivats, Analogons oder einer funktionalen Mimeti-
kums davon mit Cyclin-D1 und/oder Cdk4 oder einem
relevanten Fragment, Derivat, Analogon oder einem
funktionalen Mimetikum davon inhibiert oder unter-
bricht.

[0026] Geeignete Fragmente von p21 umfassen je-
ne, die wie hierin identifizierte Reste umfassen. Klei-
nere Fragmente sowie Derivate, Analoga und funkti-
onale Mimetika dieses Fragments kdnnen auf ahnli-
che Weise verwendet werden, z. B. Peptide, die unter
Verwendung eines Verfahrens, wie z. B. Alaninscan-
nen, identifiziert wurden.

[0027] In einem weiteren Aspekt der Erfindung, wo-
bei Versuche, welche die hierin beschriebenen Pep-
tide verwenden, sowie die Verwendung der Peptide
im Kontext der Modulierung der Wechselwirkung von
p21 mit Cyclin-D1 und/oder Cdk4 beschrieben wer-
den, koénnen diese Peptide auch als p21-Mimetika
nitzlich sein, um die Wechselwirkung von p21 und
anderen Cyclin-Cdk-Wechselwirkungen, insbeson-
dere von G1-Komplexen wie etwa Cyclin-E-Cdk2, zu
hemmen. Die verschiedenen oben stehend und un-
ten stehend beschriebenen Ausfiihrungsformen der
Erfindung in Bezug auf Cyclin-D1 und/oder Cdk4 ist
mit den ndtigen Abanderungen auf diese anderen
Cycline bzw. Cdks anwendbar.

[0028] Screeningverfahren und -tests werden unten
stehend ausflhrlicher beschrieben.

[0029] Eine Klasse an Agenzien, die verwendet
werden kann, um die Bindung von p21 und Cyclin-D1
und/oder Cdk-4 zu zerstoren, sind auf Sequenzmoti-
ven von p21 basierende Peptide, die mit Cyclin-D1
und/oder Cdk4 wechselwirken. Solche Peptide ten-
dieren dazu, kleine Molekile zu sein, und kénnen
etwa 40 oder weniger Aminosauren lang sein, vor-
zugsweise sind sie etwa 35 oder weniger Aminosau-
ren lang, noch bevorzugter etwa 30 oder weniger
Aminosauren lang, noch bevorzugter etwa 25 oder
weniger Aminosauren lang, noch bevorzugter etwa
20 oder weniger Aminosauren lang, noch bevorzug-
ter etwa 15 oder weniger Aminosauren lang, noch be-
vorzugter etwa 10 oder weniger Aminosauren lang
oder 9, 8, 7, 6, 5 oder weniger Aminosauren lang. Die
vorliegende Erfindung umfasst auch Peptide, die Se-
quenzvarianten oder Derivate einer Wildtyp-p21-Se-
quenz sind.

[0030] Vorzugsweise weist die Aminosauresequenz
eine Homologie mit einem Fragment der relevanten
p21-Fragmentsequenz auf, die vorzugsweise mit zu-
mindest etwa 30% oder 40% oder 50% oder 60%
oder 70% oder 75% oder 80% oder 85% Homologie
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oder zumindest mit etwa 90% oder 95% Homologie
gezeigt wird. Ein Peptidfragment von p21 kann daher
1, 2, 3, 4, 5, mehr als 5 oder mehr als 10 Aminosau-
redanderungen, wie z. B. Substitutionen im Hinblick
auf die Wildtypsequenz, umfassen.

[0031] Ein Derivat eines Peptids, fiir das die spezifi-
sche Sequenz hierin offenbart wird, kann in bestimm-
ten Ausflhrungsformen die gleiche Lange wie das
spezifische Peptid haben oder kiirzer als dieses sein.
In anderen Ausfihrungsformen kann die Peptidse-
quenz oder eine Variante davon in einem gréf3eren
Peptid, wie oben beschrieben, inkludiert sein, das ei-
nen zusatzlichen Abschnitt von p21 umfassen kann
oder auch nicht. 1, 2, 3, 4 oder 5 oder mehr zusatzli-
che Aminosauren, neben dem relevanten spezifi-
schen Peptidfragment in p21, oder heterolog dazu
kdnnen an einem oder beiden Enden des Peptids in-
kludiert sein.

[0032] Wie allgemein bekannt ist, bewegt sich die
Homologie auf Aminos&ureniveau im Allgemeinen im
Bereich der Aminosaure-Ahnlichkeit oder -ldentitét.
Ahnlichkeit erméglicht eine "konservative Variation",
d. h. Substitution eines hydrophoben Rests, wie z. B.
Isoleucin, Valin, Leucin oder Methionin, fir einen an-
deren oder Substitution eines polaren Rests fiir einen
anderen, wie z. B. Arginin fur Lysin, Glutaminsaure
fur Asparaginsadure oder Glutamin fir Asparagin.
Ahnlichkeit kann wie vom TBLASTN-Programm von
Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-10 (1990), das in
Standardverwendung auf den Gebiet der Erfindung
ist, definiert und festgelegt werden. Die Homologie
kann sich Uber die volle Lange des relevanten Pep-
tids erstrecken oder Uber eine zusammenhangende
Sequenz von etwa 5, 10, 15, 20, 25, 30 oder 35 Ami-
nosauren im Vergleich zu der relevanten Wild-
typ-Aminosauresequenz.

[0033] Wie festgestellt, kbnnen verschiedene Pep-
tidsequenzen und Peptide und nichtpeptidartige Ana-
loga und Mimetika verwendet werden, wie weiter un-
ten beschrieben.

[0034] Verschiedene Aspekte der vorliegenden Er-
findung verwenden eine Substanz, die ein einzelnes
Molekul oder eine Zusammensetzung sein kann, die
zwei oder mehr Komponenten umfasst, das bzw. die
ein Peptidfragment von p21 umfasst, das eine wie
oben beschriebene und/oder anderwartig hierin of-
fenbarte Sequenz umfasst, ein Peptid, das im We-
sentlichen aus so einer Sequenz besteht, ein Peptid,
das eine Sequenzvariante, eine Derivat- oder analo-
ge Sequenz umfasst, oder ein nichtpeptidartiges
Analogon oder ein Mimetikum, welches die Fahigkeit
aufweist, Cyclin-D1 und/oder Cdk4 zu binden
und/oder die Wechselwirkung zwischen p21 und Cy-
clin-D1 und/oder Cdk4 zu unterbrechen oder zu st6-
ren.

[0035] Varianten umfassen Peptide, in denen ein-
zelne Aminosauren durch andere Aminosauren er-
setzt werden kénnen, die, wie auf dem Gebiet der Er-
findung bekannt und oben angegeben ist, eng mitein-
ander verwandt sind.

[0036] Nichtpeptidartige Mimetika werden unten
stehend weiter beschrieben.

[0037] Wie bekannt ist, kann ein Peptid geman der
vorlegenden Erfindung und zur Verwendung in ver-
schiedenen Aspekten der vorliegenden Erfindung ein
Fragment von p21 wie offenbart umfassen oder im
Wesentlichen daraus bestehen, wie z. B. ein Frag-
ment, dessen Sequenz oben stehend angefiihrt wird.
Wenn eine oder mehrere zusatzliche Aminosauren
umfasst sind, so kénnen diese Aminosauren von p21
sein oder heterolog zu p21 sein oder gegenuber p21
fremd sein. Ein Peptid kann auch in einem gréReren
Fusionsprotein inkludiert sein, insbesondere in Fal-
len, in denen das Peptid an eine Nicht-p21-Sequenz
(d. h. heterolog oder fremd), wie z. B. ein Polypeptid
oder eine Proteindomane, fusioniert ist.

[0038] Die Erfindung verwendet auch Derivate der
Peptide, unter anderem ein Peptid, das an einen Bin-
dungspartner gebunden ist, z. B. ein Effektormolekill,
eine Markierung, einen Wirkstoff, ein Toxin und/oder
ein Trager- oder Transportmolekil. Verfahren, um die
Peptide der Erfindung sowohl an Peptidyl- und Nicht-
peptidyl-Bindungspartner zu binden, sind auf dem
Gebiet der Erfindung gut bekannt. In einer Ausfih-
rungsform ist das Tragermolekil eine 16-aa-Peptid-
sequenz, die von der Homodomane von Antennape-
dia (z. B. wie unter dem Namen "Penetratin" verkauft)
abstammt, die durch einen terminalen Cys-Rest an
ein Peptid gekoppelt werden kann. Das "Penetra-
tin"-Molekil und seine Eigenschaften werden in der
WO 91/18981 beschrieben.

[0039] Peptide kdnnen ganz oder teilweise durch
chemische Synthese erzeugt werden. Die Verbindun-
gen der vorliegenden Erfindung kdnnen gemaf den
gut-etablierten, Standard-Flussig- oder, vorzugswei-
se, -Festphasen-Peptidsyntheseverfahren leicht her-
gestellt werden, wobei allgemeine Beschreibungen
davon grof¥flachig erhaltlich sind (siehe z. B. J. M.
Stewart & J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthe-
sis, 2. Auflage, Pierce Chemical Company, Rockford,
lllinois (1984); M. Bodanzsky & A. Bodanzsky, The
Practice of Peptide Synthesis, Springer Verlag, New
York (1984), und Applied Biosystems 430A User's
Manual, ABI Inc., Foster City, Kalifornien), oder durch
das Flussigphasenverfahren oder jede Kombination
von Festphasen-, Flissigphasen- und Lésungsche-
mie, z. B. durch zuerst Vervollstandigen des jeweili-
gen Peptidabschnitts und dann, falls gewlinscht und
geeignet, nach Entfernung jeglicher Schutzgruppen,
die vorhanden sein kdnnen, durch das Einfuhren des
Restes X durch Reaktion der jeweiligen Kohlenstoff-
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saure oder Sulfonsaure oder eines reaktiven Derivats
davon, in Ldsung hergestellt werden.

[0040] Eine weitere bequeme Art, ein Peptidylmole-
kil (Peptid oder Polypeptid) herzustellen, ist durch
Expression der dafir kodierenden Nucleinsaure
durch Verwendung von Nucleinsaure in einem Ex-
pressionssystem.

[0041] Im Allgemeinen wird Nucleinsdure als ein
Isolat bereit gestellt, in isolierter und/oder gereinigter
Form oder frei von oder im Wesentlichen frei von Ma-
terialien, mit denen es natirlich assoziiert ist, wie z.
B. frei von oder im Wesentlichen frei von Nucleinsau-
re, die das Gen im menschlichen Genom flankiert, mit
Ausnahme der Méglichkeit einer oder mehrerer regu-
latorischen Sequenz(en) zur Expression. Nuclein-
saure kann ganz oder teilweise synthetisch sein und
kann genomische DNA, cDNA oder RNA umfassen.
In Fallen, in denen Nucleinsaure RNA umfasst, sollte
der Verweis auf die gezeigte Sequenz als Verweis auf
das RNA-Aquivalent verstanden werden, mit T durch
U ersetzt.

[0042] Nucleinsauresequenzen, die flr ein Polypep-
tid oder Peptid kodieren, kbnnen vom Fachmann un-
ter Verwendung der hierin enthaltenen Informationen
und Literaturverweise sowie der auf dem Gebiet der
Erfindung bekannten Verfahren (siehe z. B. Sam-
brook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning, A La-
borstory Manual, Cold Spring Harbor Laborstory
Press (1989), und Ausubel et al., Short Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons (1992)) in An-
betracht der erhaltlichen Nucleinsduresequenz und
Klone leicht hergestellt werden. Diese Verfahren um-
fassen (i) die Verwendung der Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR), um Proben solcher Nucleinsauren, z.
B. aus genomischen Quellen, zu amplifizieren, (ii)
chemische Synthese oder (iii) Herstellung von cD-
NA-Sequenzen. Fir p21-Fragmente kodierende
DNA kann auf jede geeignete Art, die dem Fachmann
bekannt ist, hergestellt und verwendet werden, unter
anderem durch Aussuchen kodierender DNA, Identi-
fikation geeigneter Restriktionsenzym-Erkennungs-
stellen auf beiden Seiten des Abschnitts, der expri-
miert werden soll, und Ausschneiden des besagten
Abschnitts aus der DNA. Der Abschnitt kann dann
operabel an einen geeigneten Promotor in einem
kommerziell erhaltlichen Standard-Expressionssys-
tem gebunden sein. Ein weiterer Rekombinationsan-
satz ist die Amplifikation des relevanten Teils der
DNA mit geeigneten PCR-Primern. Modifizierungen
dieser p21-Sequenzen kénnen, z. B. mittels ortsge-
richteter Mutagenese, durchgefuhrt werden, um zur
Expression von modifiziertem p21-Peptid zu flhren
oder um die Codonpraferenz in den Wirtszellen, die
verwendet wurden, um die Nucleinsdure zu exprimie-
ren, in Betracht zu ziehen.

[0043] Um die Expression der Nucleinsauresequen-

zen zu erreichen, kdnnen die Sequenzen in einen
Vektor, der eine oder mehrere Kontrollsequenzen
aufweist, die an die Nucleinsdure operabel gebunden
sind, inkorporiert sein, um deren Expression zu steu-
ern. Die Vektoren kdnnen andere Sequenzen, wie z.
B. Promotoren oder Enhancer, umfassen, um die Ex-
pression der insertierten Nucleinsdure, Nucleinsau-
resequenzen voranzutreiben, sodass das Polypeptid
oder Peptid als eine Fusion und/oder Nucleinsaure,
die flr Sekretionssignale kodiert, produziert wird, so-
dass das in der Wirtszelle produzierte Polypeptid von
der Zelle sekretiert wird. Das Polypeptid kann dann
durch Transformieren der Vektoren in Wirtszellen, in
denen der Vektor funktional ist, Kultivieren der Wirts-
zellen, sodass das Polypeptid erzeugt wird, und Ge-
winnen des Polypeptids aus den Wirtszellen oder
dem umliegenden Medium erhalten werden. Zu die-
sem Zweck werden auf dem Gebiet der Erfindung
prokaryotische und eukaryotische Zeilen verwendet,
unter anderem Stamme von E. coli, Hefe und eukary-
otische Zellen wie etwa COS- oder CHO-Zellen.

[0044] Ein Verfahren zur Herstellung eines Polypep-
tids oder Peptids (wie offenbart) umfasst die Expres-
sion aus Nucleinsaure, die fir das Polypeptid oder
Peptid kodiert (im Allgemeinen Nucleinsaure gemaf
der Erfindung). Das kann leicht durch Ziichten einer
Wirtszelle in Kultur, die einen solchen Vektor enthalt,
unter geeigneten Bedingungen, die zur Expression
des Polypeptids fiihren oder diese ermdglichen, er-
reicht werden. Polypeptide und Peptide kénnen
ebenfalls in In-vitro-Systemen, wie z. B. Retikulozy-
tenlysat, exprimiert werden.

[0045] Systeme zur Klonierung und Expression ei-
nes Polypeptids in einer Reihe verschiedener Wirts-
zellen sind gut bekannt. Geeignete Wirtszellen um-
fassen Bakterien, eukaryotische Zellen, wie z. B.
Saugetier- oder Hefezellen, und Baculovirussyste-
me. Saugetierzelllinien, die auf dem Gebiet der Erfin-
dung zur Expression eines heterologen Polypeptids
erhaltlich sind, umfassen Chinahamster-Eierstock-
zellen, Hela-Zellen, Baby-Hamsternierenzellen,
COS-Zellen und viele andere. Ein haufiger, bevor-
zugter bakterieller Wirt ist E. coli.

[0046] Geeignete Vektoren kdnnen ausgewahlt
oder konstruiert werden, enthaltend die geeigneten
regulatorischen Sequenzen, einschlief3lich Promotor-
sequenzen, Terminatorfragmente, Polyadenylie-
rungssequenzen, Enhancersequenzen, Markergene
und andere Sequenzen je nach Eignung. Vektoren
kénnen Plasmide, viral, z. B. "Phagen" oder Phage-
mid, sein, je nach Eignung. Fur weitere Details siehe
z. B. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laborsto-
ry Manual, 2. Auflage, Cold Srping Harbor Laborstory
Press (1989). Viele bekannte Verfahren und Arbeits-
vorschriften zur Manipulation von Nucleinsaure, z. B.
zur Herstellung von Nucleinsaurekonstrukten, Muta-
genese, Sequenzierung, Einflhrung von DNA in Zel-
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len und Genexpression und Analyse von Proteinen,
werden in Ausubel et al. (Hrsg.), Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons (1992), genau
beschrieben.

[0047] Die Nucleinsdure kann in das Genom (z. B.
Chromosom) der Wirtszelle integriert werden. Die In-
tegration kann im Einklang mit Standardverfahren
durch Einschluss von Sequenzen, welche die Re-
kombination mit dem Genom férdern, vorangetrieben
werden. Die Nucleinsaure kann sich auf einem ex-
tra-chromosomalen Vektor in der Zelle befinden oder
auf andere Weise identifizierbar heterolog mit der
Zelle sein oder zu dieser fremd sein.

[0048] Die Einfihrung der Nucleinsdure in eine
Wirtszelle, die (insbesondere fiir eine In-vitro-Einfih-
rung) im Allgemeinen ohne Einschrankung als
"Transformation" bezeichnet werden kann, kann
durch jedes erhaltliche Verfahren erfolgen. Fur euka-
ryotische Zellen kénnen geeignete Verfahren Calci-
umphosphat-Transfektion, DEAE-Dextran, Elektro-
poration, liposomvermittelte Transfektion und Trans-
duktion unter Verwendung von Retroviren oder ande-
ren Viren, z. B. Vaccinia oder, fir Insektenzellen, Ba-
culovirus, umfassen. Fur Bakterienzellen kdnnen ge-
eignete Verfahren Calciumchlorid-Transformation,
Elektroporation und Transfektion mittels Bakteriopha-
gen umfassen. Als Alternative dazu kann direkte In-
jektion der Nucleinsaure verwendet werden.

[0049] Markergene, wie z. B. Antibiotika-Resistenz-
oder -Sensitivitdtsgene, kdnnen zur Identifizierung
von Klonen verwendet werden, welche die Nuclein-
saure von Interesse enthalten, wie auf dem Gebiet
der Erfindung gut bekannt ist.

[0050] Auf die Einfihrung kann das Verursachen
oder Erméglichen der Expression aus der Nuclein-
saure folgen, z. B. durch Kultivieren von Wirtszellen
(die Zellen umfassen kdnnen, die tatsachlich trans-
formiert wurden, obwohl es wahrscheinlicher ist,
dass die Zellen Nachkommen der transformierten
Zellen sind), unter den Bedingungen fir die Expres-
sion des Gens, sodass das kodierte Polypeptid (oder
Peptid) produziert wird. Wenn das Polypeptid an ein
geeignetes Signal-Leader-Peptid gekoppelt expri-
miert wird, so kann es von der Zelle in das Kulturme-
dium sekretiert werden. Nach der Produktion durch
Expression kann ein Polypeptid oder Peptid, je nach
der jeweiligen Situation, von der Wirtszelle und/oder
dem Kulturmedium isoliert und/oder gereinigt werden
und danach wie gewunscht verwendet werden, z. B.
in der Formulierung einer Zusammensetzung, die
eine oder mehrere zusatzliche Komponenten, wie z.
B. eine pharmazeutische Zusammensetzung, die ei-
nen oder mehrere pharmazeutisch akzeptable(n)
Arzneimitteltrager, Vehikel oder Trager (siehe z. B.
unten) umfasst, umfassen kann.

[0051] Die Einfihrung einer Nucleinsaure, die fur
ein Peptidylmolekil gemal der vorliegenden Erfin-
dung kodiert, kann mittels Gentherapie in vivo statt-
finden, um die Wechselwirkung zwischen p21 und
Cyclin-D1 und/oder ckd4 zu unterbrechen oder zu
storen.

[0052] Daher kann eine Wirtszelle, welche die Nuc-
leinsaure enthalt, z. B. als Ergebnis der Einflihrung
der Nucleinsaure in die Zelle oder in einen Vorfahren
der Zelle und/oder der genetischen Anderung der Se-
quenz, die zu der Zelle oder dem Vorfahren (wobei
die Einflihrung oder Anderung in vivo oder ex vivo
durchgefiihrt werden kann) endogen ist, in einem Or-
ganismus (z. B. im Soma) enthalten sein, der ein Tier
ist, im Speziellen ein Sdugetier, das menschlich oder
nicht-menschlich sein kann, wie z. B. ein Kaninchen,
ein Mehrschweinchen, eine Ratte, eine Maus oder
ein anderes Nagetier, eine Katze, ein Hund, ein
Schwein, ein Schaf, eine Ziege, ein Rind oder Pferd
oder ein Vogel, wie z. B. ein Huhn.

[0053] Dahinter kann ein therapeutisches Ziel ste-
hen. (Gentherapie wird unten stehend behandelt.)
Ebenso kann die Gegenwart einer Mutanten-, Allel-,
Derivatsequenz oder Sequenzvariante in den Zellen
eines Organismus, insbesondere wenn diese sich an
Stelle einer homologen endogenen Sequenz befin-
det, eine Verwendung des Organismus als ein Modell
zum Testen und/oder Studieren von Substanzen er-
moglichen, welche die Aktivitdt des kodierten Poly-
peptids in vitro modulieren oder anderwartig von the-
rapeutischem Potential sein kénnten. Angenehmer-
weise kénnen Tests fiir solche Substanzen jedoch in
vitro, in Wirtszellen oder in zellfreien Systemen
durchgefiihrt werden.

[0054] Geeignete Screeningverfahren werden auf
dem Gebiet der Erfindung herkdmmlicherweise ver-
wendet. Sie umfassen Verfahren wie z. B. Radioim-
muntests, Szintillations-Proximitats-Test und ELI-
SA-Verfahren. Geeigneterweise wird entweder das
p21-Protein oder -Fragment oder Cyclin-D1 und/oder
Cdk 4 oder Fragment oder ein analoges, Derivat-, Va-
rianten- oder funktionales Mimetikum davon immobi-
lisiert, wonach die andere in Gegenwart der zu tes-
tenden Agenzien aufgebracht wird. In einem Szintilla-
tions-Proximitats-Test ist ein biotinyliertes Protein-
fragment an Streptavidin-beschichtete, mit einer
Szintillationssubstanz impragnierte Perlen (produ-
ziert von Amersham) gebunden. Die Bindung von ra-
dioaktiv markiertem Peptid wird dann durch Bestim-
mung der durch Radioaktivitat induzierten Szintillati-
on gemessen, da das radioaktive Peptid an das im-
mobilisierte Fragment bindet. Agenzien, die diesen
Vorgang abfangen, sind daher Inhibitoren der Wech-
selwirkung.

[0055] In einem allgemeinen Aspekt stellt die vorlie-
gende Erfindung ein Testverfahren, wie in den An-
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spruchen definiert, fir eine Substanz mit der Fahig-
keit, die Wechselwirkung oder Bindung zwischen p21
und Cyclin-D1 und/oder Cdk4 zu unterbrechen, be-
reit.

[0056] Daher kann eine Testverbindung, welche die
Bindung oder Wechselwirkung zwischen besagten
Substanzen (z. B. umfassend ein p21-Fragment und
ein Cyclin-D1 und/oder Cdk-4-Fragment) unterbricht,
reduziert, stort oder ganz oder teilweise aufhebt und
welche die Cdk4-Aktivitdt modulieren kann, identifi-
ziert werden.

[0057] Ein weiterer allgemeiner Aspekt der vorlie-
genden Erfindung stellt ein Testverfahren wie in den
Ansprichen definiert fur eine Substanz bereit, die, je
nach Situation, fahig ist, die relevante Region von
p21 zu binden.

[0058] Eine Testverbindung, von der herausgefun-
den wurde, dass sie an den relevanten Abschnitt von
p21 bindet, kann auf ihre Fahigkeit getestet werden,
die p21-Wechselwirkung oder -Bindung mit Cyc-
lin-D1 und/oder Cdk 4 zu unterbrechen, und/oder auf
die Fahigkeit, die Cdk4-Aktivitat oder andere Aktivita-
ten, die von p21 vermittelt werden, wie oben bereits
beschrieben, zu beeinflussen.

[0059] Die Durchfihrung eines Testverfahrens ge-
manR der vorliegenden Erfindung kann von der Isolie-
rung und/oder Herstellung und/oder Verwendung ei-
ner Verbindung, Substanz oder eines Molekils ge-
folgt werden, welche(s) auf die Fahigkeit, die Wech-
selwirkung zwischen p21 und Cyclin-D1 und/oder
Cdk4 zu stéren und/oder die p21-vermittelte
Cdk4-Aktivitat zu inhibieren, positiv getestet wurde.

[0060] Das genaue Format eines Tests der Erfin-
dung kann vom Fachmann durch Routinefertigkeit
und -Wissen variiert werden. Die Wechselwirkung
zwischen Substanzen kann z. B. in vitro durch Mar-
kierung der einen mit einer nachweisbaren Markie-
rung und In-Kontakt-Bringen mit der anderen, die auf
einem Tragermaterial immobilisiert wurde, studiert
werden. Geeignete nachweisbare Markierungen, be-
sonders fUr Peptidyl-Substanzen, umfassen **S-Me-
thionin, das in rekombinant produzierte Peptide und
Polypeptide inkorporiert werden kann. Rekombinant
produzierte Peptide und Polypeptide kénnen ebenso
als ein Fusionsprotein exprimiert werden, das ein
Epitop enthalt, welches mit einem Antikdrper markiert
werden kann.

[0061] Das auf einem festen Trager immobilisierte
Protein kann unter Verwendung eines Antikérpers
gegen dieses Protein immobilisiert sein, welcher an
einen festen Trager gebunden ist, oder unter Anwen-
dung anderer Verfahren, die per se bekannt sind.
Eine bevorzugte In-vitro-Wechselwirkung kann ein
Fusionsprotein verwenden, das Glutathion-S-Trans-

ferase (GST) umfasst. Dieses kann auf Glutathi-
on-Agaroseperlen immobilisiert werden. In einem
In-vitro-Testformat des oben beschriebenen Typs
kann eine Testverbindung durch Bestimmen ihrer Fa-
higkeit, die Menge markierten Peptids oder Polypep-
tids, das an das immobilisierte GST-Fusions-Poly-
peptid bindet, zu minimieren, getestet werden. Das
kann durch Fraktionierung der Glutathion-Agarose-
perlen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
bestimmt werden. Alternativ dazu kénnen die Perlen
gespult werden, um umgebundene Proteine zu ent-
fernen, und die Proteinmenge, die gebunden wurde,
kann durch Zahlen der Menge an vorhandenen Mar-
kierungen, z. B. in einem geeigneten Szintillations-
zahler, ermittelt werden.

[0062] Ein Test gemaR der vorliegenden Erfindung
kann ebenfalls die Form eines In-vivo-Tests anneh-
men. Der In-vivo-Test kann in einer Zelllinie, wie z. B.
einem Hefestamm oder einer Saugetierzelllinie, in
der die relevanten Polypeptide oder Peptide von ei-
nem oder mehreren Vektoren, die in die Zelle einge-
fuhrt wurden, exprimiert werden, durchgefihrt wer-
den.

[0063] Die Fahigkeit einer Testverbindung, die
Wechselwirkung oder Bindung zwischen p21 und Cy-
clin-D1 und/oder Cdk4 zu unterbrechen, kann durch
Verwendung eines so genannten Zwei-Hybrid-Tests
bestimmt werden.

[0064] Ein Polypeptid oder Peptid, z. B., das, je
nach Situation, ein Fragment von p21 oder Cyc-
lin-D1/Cdk4 enthalt, oder ein Peptidyl-Analog oder
eine -variante davon, wie offenbart, kann an eine
DNA-bindende Doméane, wie z. B. der des Hefe-Tran-
skriptionsfaktors GAL 4, fusioniert sein. Der
GAL-4-Transkriptionsfaktor umfasst zwei funktionale
Domaéanen. Diese Doméanen sind die DNA-bindende
Domaéane (GAL4DBD) und die GAL4-Transkriptions-
aktivierungsdomane (GAL4TAD). Durch Fusionieren
eines Polypeptids oder Peptids an eine dieser Doma-
nen und eines anderen Polypeptids oder Peptids an
das jeweilige Gegenstick wird ein funktionaler
GAL-4-Transkriptionsfaktor nur dann wieder herge-
stellt, wenn zwei Polypeptide oder Peptide von Inter-
esse Wechselwirken. Daher kann die Wechselwir-
kung der Polypeptide oder Peptide durch die Verwen-
dung eines Reportergens, das wahrscheinlich an
eine GAL-4-DNA-Bindungsstelle gebunden ist, wel-
che fahig ist, die Transkription des Reportergens zu
aktivieren, gemessen werden. Dieses Testformat
wird von Fields & Song, Nature 340, 245-246 (1989),
beschrieben. Dieser Typ Testformat kann sowohl in
Saugetierzellen als auch in Hefe verwendet werden.
Andere Kombinationen von DNA-bindenden Doma-
nen und Transkiptionsaktivierungsdomanen sind auf
dem Gebiet der Erfindung erhaltlich und kénnen be-
vorzugt sein, wie z. B. die LexA-DNA-Bindungsdo-
mane und die VP60-Transkriptionsaktivierungsdo-
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mane.

[0065] Um z. B. zum Zweck der Veranschaulichung
einen Lex/VP60-Zwei-Hybrid-Screen durchzufiihren,
kénnen Hefe- oder Saugetierzellen mit einer Repor-
tergenkonstruktion, die ein selektives Markerprotein
(z. B. fur B-Galactosidase oder Luciferase kodierend)
exprimiert, transformiert werden. Der Promotor die-
ses Gens ist so geschaffen worden, dass er eine Bin-
dungsstelle fiur das LexA-DNA-Bindungsprotein ent-
halt. Die Genexpression aus diesem Plasmid ist nor-
malerweise sehr gering. Zwei weitere Expressions-
vektoren kdnnen in die Hefe transformiert werden,
die das selektierbare Marker-Expressionsplasmid
enthalt, wobei eines die kodierende Sequenz fir das
LexA-Gen voller Lange enthalt, das an eine multiple
Klonierungsstelle gebunden ist. Diese multiple Klo-
nierungsstelle wird verwendet, um ein Gen von Inter-
esse zu klonieren, d. h. flr ein p21- oder
CyclinD1/Cdk4-Polypeptid oder -Peptid gemal der
vorliegenden Erfindung kodierend, im Raster auf der
fur LexA-kodierenden Region. Der zweite Expressi-
onsvektor umfasst dann die Aktivierungsdomane des
Herpes-simplex-Transaktivators VP16, der an eine
Testpeptidsequenz oder noch bevorzugter eine Bibli-
othek an Sequenzen, die fur Peptide mit verschiede-
nen, z. B. zufélligen, Sequenzen kodieren, fusioniert
wurde. Die zwei Plasmide vereinfachen die Expressi-
on aus dem Reporterkonstrukt, das den selektierba-
ren Marker nur dann umfasst, wenn das LexA-Fusi-
onskonstrukt mit einer Polypeptid- oder Peptidse-
quenz, die aus der Peptidbibliothek stammt, wechsel-
wirkt.

[0066] Auf der Suche nach Peptiden oder anderen
Substanzen, welche die Wechselwirkung zwischen
einem p21-Polypeptid oder -Peptid und einem Cyc-
lin-D1/Cdk-4-Polypeptid oder -Peptid stéren, verwen-
det eine Modifikation davon das p21- oder Cyc-
lin-D1/Cdk4-Polypeptid oder -Peptid als eine Fusion
mit der LexA-DNA-Bindungsdomane und das Ge-
genstick Cyclin-D1/Cdk4- oder p21-Polypeptid oder
-Peptid als eine Fusion mit VP60 und umfasst eine
dritte Expressionskassette, die sich auf einem sepa-
raten Expressionsvektor befinden kann, aus dem ein
Peptid oder eine Peptidbibliothek verschiedener
und/oder zufalliger Sequenzen exprimiert werden
kann. Eine Reduktion der Reportergenexpression (z.
B. im Fall von 3-Galactosidase eine Schwachung der
blauen Farbe) ist auf die Gegenwart eines Peptids
zurlckzufihren, dass die p21/CyclinD1- und/oder
Cdk4-Wechselwirkung unterbricht, wobei diese
Wechselwirkung fir die Transkriptionsaktivierung
des B-Galactosidase-Gens erforderlich ist. Wenn
eine Testsubstanz nicht Peptidyl ist und nicht von der
kodierenden Nucleinsdure in einer dritten Expressi-
onskassette exprimiert werden kann, so kann ein
ahnliches System verwendet werden, in dem die
Testsubstanz exogen verabreicht wird.

[0067] Wie angeflhrt, kdnnen anstelle von LexA
und VP60 andere ahnliche Kombinationen von Prote-
inen verwendet werden, die zusammen einen funkti-
onalen Transkriptionsaktivator bilden, wie z. B. die
GAL4-DNA-Bindungsdoméne und die GAL4-Trans-
kriptionsaktivierungsdomane.

[0068] Wird ein Zwei-Hybrid-Test durchgefiihrt, um
Substanzen zu suchen, welche die Wechselwirkung
zwischen zwei Polypeptiden oder Peptiden stéren, so
kann die Verwendung von Sdugetierzellen anstelle
von Hefezellen bevorzugt werden. Es gelten die glei-
chen Prinzipien, und geeignete Verfahren sind dem
Fachmann gut bekannt.

[0069] Die Menge der Testsubstanz oder -verbin-
dung, die zu einem Test der Erfindung hinzugeflgt
werden kann, wird normalerweise, in Abhangigkeit
der Art der verwendeten Verbindung, mittels Tri-
al-and-Error-Versuche bestimmt. Typischerweise
kénnen Konzentrationen von mutmalflichen Inhibitor-
verbindungen von etwa von 0,01 bis 100 nM verwen-
det werden, z. B. von 0,1 bis 10 nM. GréRere Kon-
zentrationen kénnen verwendet werden, wenn ein
Peptid die Testsubstanz ist.

[0070] Verbindungen, die verwendet werden kon-
nen, kdnnen natirliche oder synthetische chemische
Verbindungen sein, die in Wirkstoffscreeningpro-
grammen verwendet werden. Pflanzenextrakte, die
mehrere charakterisierte oder uncharakterisierte
Komponenten enthalten, kbnnen ebenso verwendet
werden.

[0071] Antikdrper, die in beiden Proteinen auf die
Stelle der Wechselwirkung gerichtet sind, bilden eine
weitere Klasse an mutmallichen Inhibitorverbindun-
gen. Kandidaten-Inhibitorantikbrper kdnnen charak-
terisiert und ihre Bindungsregionen festgestellt wer-
den, um einkettige Antikdrper und Fragmente davon
bereitzustellen, die fur die Unterbrechung der Wech-
selwirkung verantwortlich sind.

[0072] Antikdrper kdénnen unter Anwendung von
nach dem Stand der Technik bekannten Standard-
verfahren erhalten werden. Verfahren zur Herstellung
von Antikdrpern umfassen die Immunisierung eines
Saugetiers (z. B. Maus, Ratte, Kaninchen, Pferd, Zie-
ge, Schaf oder Affe) mit dem Protein oder einem
Fragment davon. Antikdrper kdnnen aus immunisier-
ten Tieren unter Anwendung irgendeines einer Reihe
auf dem Gebiet der Erfindung bekannter Verfahren
erhalten werden und, vorzugsweise unter Verwen-
dung einer Bindung des Antikdrpers an das Antigen
von Interesse, gescreent werden. Es kénnen z. B.
Western-Blotting-Verfahren oder Immunfallung ver-
wendet werden (Armitage et al., Nature 357, 80-82
(1992)). Isolierung von Antikérpern und/oder antikor-
perproduzierenden Zellen aus einem Tier kann vom
Schritt der Tétung des Tiers begleitet sein.
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[0073] Als Alternative oder Erganzung zur Immuni-
sierung eines Saugetiers mit einem Peptid kann ein
fur ein Protein spezifischer Antikdrper aus einer re-
kombinant produzierten Bibliothek von exprimierten
variablen Immunglobulindomanen, z. B. unter Ver-
wendung von A-Bakteriophagen oder filamentése
Bakteriophagen, die auf ihren Oberflachen funktiona-
le Immunglobulin-Bindungsdomanen aufweisen, er-
halten werden; siehe, z. B. WO 92/01047. Die Biblio-
thek kann naiv sein, d. h. aus Sequenzen aufgebaut,
die von einem Organismus erhalten wurden, der nicht
mit einem beliebigen der Proteine (oder Fragmente)
immunisiert wurde, oder kann eine sein, die unter
Verwendung von Sequenzen von einem Organis-
mus, der dem Antigen von Interesse ausgesetzt wur-
de, konstruiert wurde.

[0074] Antikérper gemal der Erfindung kénnen auf
zahlreiche Wege modifiziert werden. Tatsachlich soll-
te der Begriff "Antikorper" jede bindende Substanz
mit einer Bindungsdomane mit der erforderlichen
Spezifitat abdecken und als solche verstanden wer-
den. Daher deckt die Erfindung Antikdrper-Fragmen-
te, -Derivate, funktionale Aquivalente und Homologe
von Antikdrpern ab, umfassend synthetische Moleku-
le und Molekiile, deren Form jene des Antikdrpers
nachahmt, was ihnen ermdglicht, ein Antigen oder
Epitop zu binden.

[0075] Beispiele fur Antikdrperfragmente, die fahig
sind, ein Antigen oder einen anderen Bindungspart-
ner zu binden, sind das Fab-Fragment, das aus den
VL-, VH-, Cl- und CH1-Domanen besteht; das
Fd-Fragment, das aus den VH- und CH1-Doméanen
besteht; das Fv-Fragment, das aus den VL- und
VH-Domanen eines einzelnen Arms eines Antikor-
pers besteht; das dAb-Fragment, das aus einer
VH-Doméane besteht; isolierte CDR-Regionen und
F(ab")2-Fragmente, ein zweiwertiges Fragment, das
zwei Fab-Fragmente inkludiert, die Uber eine Disul-
phidbriicke an die Gelenkregion gebunden sind. Ein-
ketten-Fv-Fragmente sind ebenso inkludiert.

[0076] Ein Hybridom, das einen monoklonalen Anti-
korper geman der vorliegenden Erfindung produziert,
kann einer genetischen Mutation oder anderen Ver-
anderungen unterzogen werden. Weiters ist dem
Fachmann klar, dass ein monoklonaler Antikérper
den Verfahren der DNA-Rekombinationstechnologie
unterzogen werden kann, um andere Antikérper oder
chiméare Molekile zu produzieren, welche die Spezi-
fitat des urspriinglichen Antikdrpers beibehalten. Sol-
che Verfahren konnen das Einfilhren von DNA, die
fur die variable Immunglobulin-Region kodiert, oder
den komplementariatsbestimmenden Regionen
(CDRs) eines Antikorpers in die konstanten Regio-
nen oder konstanten Regionen plus Geristregionen
eines anderen Immunglobulins umfassen. Siehe z. B.
EP 184187 A, GB 2188638 A oder EP-A-0239400.
Das Kilonieren und die Expression von chimaren An-

tikérpern wird in EP-A-0120694 und EP-A-0125023
beschrieben.

[0077] Hybridome, die fahig sind, Antikdrper mit den
gewinschten Bindungseigenschaften zu produzie-
ren, befinden sich im Umfang der vorliegenden Erfin-
dung, genauso wie Wirtszellen, eukaryotisch oder
prokaryotisch, die Nucleinsdure enthalten, welche fur
Antikorper (inkludierend Antikérperfragmente) ko-
diert, und zu deren Expression fahig sind. Die Erfin-
dung stellt auch Verfahren zur Produktion der Anti-
korper bereit, umfassend das Zichten einer Zelle, die
fahig ist, den Antikérper unter Bedingungen zu produ-
zieren, in denen der Antikérper produziert und vor-
zugsweise sekretiert wird.

[0078] Die Reaktivitdt von Antikdrpern in einem
Sample kann durch jedes geeignete Verfahren be-
stimmt werden. Markieren mit einzelnen Reportermo-
lekllen ist eine Moglichkeit. Die Reportermolekile
kénnen direkt oder indirekt nachweisbare und vor-
zugsweise messbare Signale generieren. Die Bin-
dung von Reportermolekiilen kann direkt oder indi-
rekt, kovalent, z. B. Uber eine Peptidbindung, oder
nicht kovalent sein. Eine Bindung Uber eine Peptid-
bindung kann das Resultat rekombinanter Expressi-
on einer Genfusion sein, die fir den Antikérper und
das Reportermolekil kodiert.

[0079] Eine bevorzugte Art ist durch kovalente Bin-
dung jedes Antikérpers mit einem einzelnen Fluores-
zenzfarbstoff, Phosphor- oder Laserfarbstoff mit
spektral isolierten Absorptions- oder Emissionsei-
genschaften. Geeignete Fluoreszenzfarbstoffe um-
fassen Fluorescein, Rhodamin, Phycoerythrin und
Texasrot. Geeignete chromogene Farbstoffe umfas-
sen Diaminobenzidin.

[0080] Andere Reporter inkludieren makromoleku-
lare kolloidale Partikel oder partikulares Material, wie
z. B. gefarbte Latexperlen, magnetisch oder parama-
gnetisch, sowie biologisch oder chemisch aktive
Agenzien, die, direkt oder indirekt, nachweisbare Si-
gnale hervorrufen kénnen, die sichtbar beobachtet,
elektronisch nachgewiesen oder auf andere Art und
Weise aufgenommen werden kénnen. Diese Molek-
le kdnnen Enzyme sein, die Reaktionen katalysieren,
welche Farben entwickeln oder verandern oder z. B.
Veranderungen in elektrischen Eigenschaften her-
vorrufen. Sie kénnen molekular anregbar sein, so-
dass elektronische Ubergénge zwischen Energiezu-
stdnden zu charakteristischen spektralen Absorptio-
nen oder Emissionen flihren. Sie kdnnen chemische
Einheiten umfassen, die in Verbindung mit Biosenso-
ren verwendet werden. Biotin/Avidin- oder Bio-
tin/Streptavidin- und Alkalische-Phosphatase-Nach-
weissysteme kdnnen dabei verwendet werden.

[0081] Der Modus des Nachweises der Bindung ist
kein Merkmal der vorliegenden Erfindung, und der
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Fachmann ist fahig, je nach seinen Praferenzen und
allgemeinem Wissen einen geeigneten Modus aus-
zuwahlen.

[0082] Antikdrper kdnnen auch verwendet werden,
um ein Polypeptid oder Peptid gemal der vorliegen-
den Erfindung zu reinigen und/oder zu isolieren, z. B.
nach der Produktion des Polypeptids oder Peptids
durch Expression aus daflir kodierender Nucleinsau-
re. Antikérper kdnnen in einem therapeutischen Kon-
text (der Prophylaxe inkludieren kann) nitzlich sein,
um die p21/Cyclin-D1/Cdk4-Wechselwirkung im Hin-
blick auf eine Hemmung der Cdk4-Aktivitat und damit
der Zellproliferation zu unterbrechen. Antikérper kon-
nen z. B. in Zellen mikroinjiziert werden, etwa an ei-
ner Tumorstelle.

[0083] Andere Kandidaten-Inhibitorverbindungen
kénnen auf Modellieren der 3-dimensionalen Struktur
eines Polypeptid- oder Peptidfragments basieren so-
wie auf der Verwendung von rationalem Wirkstoffde-
sign, um potentielle Inhibitorverbindungen mit beson-
deren Eigenschaften molekularer Form, Grée und
Ladung bereitzustellen.

[0084] Eine Verbindung, von der herausgefunden
wurde, dass sie die Fahigkeit hat, die Cdk4-Aktivitat
zu beeinflussen, hat in der Antitumorbehandlung the-
rapeutisches Potential und kann in Kombination mit
anderen Antitumorverbindungen verwendet werden.
In einem solchen Fall muss der Test der Erfindung,
wenn er in vivo durchgefuhrt wird, nicht den Hem-
mungsgrad der Bindung oder der Modulierung der
Cdk4-Aktivitat messen, die durch die getestete Ver-
bindung hervorgerufen wird. Stattdessen kann die
Wirkung auf die Tumorgenitat und/oder Zelllebensfa-
higkeit gemessen werden. Es kann sein, dass so ein
modifizierter Test parallel zu oder nach dem Haupt-
test der Erfindung durchgefiihrt wird, um zu bestati-
gen, dass jede Wirkung auf die Tumorgenitat oder
und/oder Zelllebensfahigkeit das Ergebnis der Hem-
mung der Bindung oder Wechselwirkung zwischen
p21 und Cyclin-D1/Cdk4, von der Inhibitorverbindung
hervorgerufen, ist und nicht lediglich eine allgemeine
toxische Wirkung ist.

[0085] Nach der Identifizierung einer Substanz oder
eines Agens, die/das die Cdk4-Aktivitdt moduliert
oder beeinflusst, kann die Substanz oder das Agens
weiter untersucht werden. Weiters kann sie/es herge-
stellt werden und/oder bei der Herstellung, d. h. bei
der Herstellung oder Formulierung, einer Zusam-
mensetzung wie beispielsweise eines Medikaments,
einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder ei-
nes Wirkstoffs verwendet werden. Diese kdnnen Indi-
viduen verabreicht werden.

[0086] Wie hervorgehoben wurde, kann das Agens
ein Peptidyl, z. B. ein Peptid, das eine wie oben an-
gegebene Sequenz enthalt, oder ein funktionales

Analogon eines solchen Peptids sein.

[0087] Wie hierin verwendet bezieht sich der Aus-
druck "funktionales Analogon" auf Peptidvarianten
oder organische Verbindungen, welche die gleiche
funktionale Aktivitat wie das besagte Peptid haben,
die die Bindung zwischen p21 und Cyclin-D1/Cdk4
stéren kann. Beispiele solcher Analoga umfassen
chemische Verbindungen, die so modelliert sind, um
der dreidimensionalen Struktur der p21- oder Cyc-
lin-D1/Cdk4-Domane im Kontaktbereich und im Be-
sonderen der Anordnung der Schliisselaminosau-
re-Reste, die oben stehend identifiziert sind, wie sie
in menschlichem p21 vorkommen, zu dhneln.

[0088] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegen-
de Erfindung, wie in den Ansprichen definiert, die
Verwendung der oben genannten Substanzen in Ver-
fahren zum Design oder Screenen auf Mimetika die-
ser Stoffe bereit.

[0089] Ein Verfahren zum Entwerfen von Mimetika
von p21"A*" mit der biologischen Aktivitat, Cdk4 zu
binden oder zu hemmen, der Aktivitat, Cdk4 alloste-
risch zu hemmen, und/oder der Aktivitat, Cyclin-D1
zu binden, kann Folgendes umfassen:
(i) Analyse einer Substanz mit der biologischen
Aktivitdt, um die Aminosaurereste zu bestimmen,
die fUr die Aktivitat, ein Pharmakophor zu bestim-
men, essentiell und wichtig sind, und
(ii) Modellierung des Pharmakophors, um Kandi-
daten-Mimetika mit der biologischen Aktivitat zu
kreieren und/oder zu screenen.

[0090] Geeignete Modellierungsverfahren sind auf
dem Gebiet der Erfindung bekannt. Das umfasst das
Design der sogenannten "Mimetika", welches das
Studium der funktionalen Wechselwirkungen zwi-
schen fluorogenen Oligonucleotiden und den Mole-
kilen und des Designs der Verbindungen, die funkti-
onale Gruppen enthalten, die auf solch eine Art und
Weise angeordnet sind, dass sie diese Wechselwir-
kungen reproduzieren kénnen, involviert.

[0091] Das Entwerfen von Mimetika einer bekann-
ten, pharmazeutisch aktiven Verbindung ist ein be-
kannter Ansatz der Entwicklung von pharmazeuti-
schen Produkten, die auf einer Leitverbindung basie-
ren. Das kann in Fallen erwiinscht sein, in denen die
aktive Verbindung schwierig oder teuer zu syntheti-
sieren ist oder in denen sie fiir eine bestimmte Verab-
reichungsart nicht geeignet ist, z. B. eignen sich Pep-
tide nicht gut als Wirkstoffe fiir orale Zusammenset-
zungen, da sie dazu tendieren, schnell von Protea-
sen im Verdauungstrakt abgebaut zu werden. Nach-
ahmendes Design, Synthese und Testen kdnnen ver-
wendet werden, um ein Zufallsscreening grof3er Mo-
lekilanzahlen auf eine Zieleigenschaft zu vermeiden.

[0092] Es gibt einige Schritte, die normalerweise im
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Design eines Mimetikums einer Verbindung mit einer
besagten Zieleigenschaft durchgefiihrt werden. Zu-
erst werden die bestimmten Teile der Verbindung, die
fur die Bestimmung der Targeteigenschaft kritisch
und/oder wichtig sind, ermittelt. Im Fall eines Peptids
kann dies durch systematisches Variieren der Amino-
saurereste im Peptid erfolgen, z. B. durch aufeinan-
der folgendes Substituieren eines jeden der Reste.
Diese Teile oder Reste, welche die aktive Region der
Verbindung darstellen, sind als ihr "Pharmakophor”
bekannt.

[0093] Ist das Pharmakophor einmal gefunden, wird
seine Struktur entsprechend seiner physischen Ei-
genschaften modelliert, z. B. Stereochemie, Bindung,
GroRe und/oder Ladung, unter Verwendung von Da-
ten aus einer Reihe von Quellen, z. B. Spektroskopie-
verfahren, Réntgenbeugungsdaten und NMR. Re-
chentechnische Analyse, Ahnlichkeitskartierung
(welche die Ladung und/oder das Volumen eines
Pharmakophors anstatt der Bindung zwischen den
Atomen modelliert) und andere Verfahren kénnen in
diesem Modellierungsprozess verwendet werden.

[0094] In einer Variante dieses Ansatzes wird die
dreidimensionale Struktur des Liganden und seines
Bindungspartners modelliert. Dies kann besonders
natzlich sein, wenn der Ligand und/oder Bindungs-
partner die Konformation der Bindung verandern, um
es dem Modell zu ermdglichen, dieses Design des
Mimetikums in Betracht zu ziehen.

[0095] Ein Matrizenmolekul wird dann ausgewahlt,
auf das chemische Gruppen, die das Pharmakophor
nachahmen, aufgepfropft werden kénnen. Das Matri-
zenmolekil und die darauf aufgepfropften chemi-
schen Gruppen kdénnen leicht ausgewahlt werden,
sodass das Mimetikum leicht zu synthetisieren ist,
wahrscheinlich pharmakologisch annehmbar ist und
nicht in vivo abgebaut wird und gleichzeitig die biolo-
gische Aktivitat der Leitverbindung beibehalt. Das Mi-
metikum oder die Mimetika, das/die durch diesen An-
satz gefunden wurde(n), kann/kénnen dann ge-
screent werden, um zu sehen, ob sie die Targeteigen-
schaft aufweisen oder in welchem Ausmal sie diese
aufweisen. Weitere Optimierung oder Modifizierung
kann dann durchgefiihrt werden, um eine oder meh-
rere finale Mimetika fur In-vivo- oder klinische Tests
zu erhalten.

[0096] Das Mimetikum oder die Mimetika, das/die
durch diesen Ansatz gefunden wurde(n), kann/kon-
nen dann gescreent werden, um zu sehen, ob sie die
Targeteigenschaft aufweisen oder in welchem Aus-
mal sie diese aufweisen. Weitere Optimierung oder
Modifizierung kann dann durchgefiihrt werden, um
eine oder mehrere finale Mimetika fur In-vivo- oder
klinische Tests zu erhalten.

[0097] Weiters stellt die vorliegende Erfindung, wie

in den Ansprichen definiert, die Verwendung eines
Peptids oder eines Derivats, eines aktiven Ab-
schnitts, Analogons oder einer Variante davon bereit,
der/die/das in der Lage ist, beim Screenen auf eine
Substanz, die in der Lage ist, Cdk4 zu binden
und/oder die Cdk4-Aktivitat zu hemmen, Cdk4 zu bin-
den und/oder die Cdk4-Aktivitat zu hemmen.

[0098] Normalerweise wird ein Inhibitor in einer iso-
lierten und/oder gereinigten Form, d. h. im Wesentli-
chen rein, bereitgestellt. Das kann das Vorhan-
densein in einer Zusammensetzung umfassen, in der
er zumindest etwa 90% des Wirkstoffs, noch bevor-
zugter zumindest etwa 95%, noch bevorzugter zu-
mindest etwa 98%, ausmacht. Solch eine Zusam-
mensetzung kann jedoch inerte Tragermaterialien
oder andere pharmazeutisch und physiologisch an-
nehmbare Arzneimitteltrager umfassen. Wie unten
stehend festgehalten, kann eine Zusammensetzung
zusatzlich zu einer Inhibitorverbindung, wie offenbart,
ein oder mehrere andere Molekile therapeutischer
Verwendung, wie z. B. ein Antitumoragens, umfas-
sen.

[0099] Eine Substanz, die, im Einklang mit den hier-
in enthaltenen Offenbarungen, als ein Modulator der
p21- und Cyclin-D1/Cdk4-Wechselwirkung und/oder
der Cdk4-vermittelten RB-Phosphorylierung oder an-
derer Substrate von Cdk4 oder anderer p21-vermit-
telter Aktivitat, Eigenschaft oder Stoffwechselweg
identifiziert wurde, kann in einer pharmazeutischen
Zusammensetzung, einem Medikament, Wirkstoff
oder einer anderen Zusammensetzung, die eine sol-
che Substanz umfasst, einem Verfahren, das die Ver-
abreichung einer solchen Zusammensetzung an ei-
nen Patienten umfasst, z. B. zur Antitumor- oder an-
derer antiproliferativer Behandlung, die praventive
Behandlung miteinschlielRen kdnnen, einer Verwen-
dung solch einer Substanz bei der Herstellung einer
Zusammensetzung zur Verabreichung, z. B. zur Anti-
tumor- oder anderer antiproliferativer Behandlung,
und einem Verfahren zur Herstellung einer pharma-
zeutischen Zusammensetzung, welche das Hinzufi-
gen solch einer Substanz zu einem pharmazeutisch
annehmbaren Arzneimitteltrager, Vehikel oder Trager
sowie gegebenenfalls anderen Inhaltsstoffen um-
fasst, Verwendung finden.

[0100] Eine Substanz, wie z. B. ein Inhibitor von
p21- und Cyclin-D1 und/oder Cdk4-Wechselwirkung
oder -Bindung, kann zur Verwendung in einem Be-
handlungsverfahren des menschlichen oder tieri-
schen Korpers durch eine Therapie, welche die
Cdk4-Aktivitat oder andere p21-vermittelte Aktivitat in
Zellen, z. B. Tumorzellen, beeinflusst, bereitgestellt
werden.

[0101] Daher umfasst ein Verfahren zur Modulie-
rung der Cdk4-Aktivitat oder anderer p21-vermittelter
Aktivitdt in einer Zelle die Verabreichung eines
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Agens, das die Bindung von p21 an Cyclin-D1
und/oder Cdk4-Protein hemmt oder blockiert, wobei
so ein Verfahren bei der Behandlung von Krebs oder
anderer Krankheiten oder Stérungen, einschlieRlich
Malignitaten, bei denen die Inhibierung von zellula-
rem Wachstum und/oder Proliferation erwunscht ist,
natzlich ist.

[0102] Ein Verfahren zur Behandlung von Tumoren
umfasst das Verabreichen eines Agens an einen Pa-
tienten, der die Bindung von p21 an Cyclin-D1
und/oder Cdk4 stort.

[0103] Egal ob es sich um ein Polypeptid, einen An-
tikdrper, ein Peptid, ein Nucleinsduremolekdl, ein
kleines Molekul, ein Mimetikum oder eine andere
pharmazeutisch nitzliche Verbindung handelt, die ei-
nem Individuum verabreicht werden soll, die Verab-
reichung erfolgt vorzugsweise in einer "prophylak-
tisch wirksamen Menge" oder einer "therapeutisch
wirksamen Menge" (je nach Situation, obwohl die
Prophylaxe als Therapie angesehen werden kann),
da dies ausreichend ist, um beim Individuum positive
Wirkung zu zeigen. Die tatsachlich verabreichte Men-
ge, die Haufigkeit und der Zeitplan der Verabreichung
hangen von der Art und der Schwere der zu behan-
delnden Erkrankung ab. Die Verschreibung von Be-
handlungen, z. B. Entscheidungen Uber die Dosie-
rung etc., liegt in der Verantwortung der praktischen
Arzte und anderer Facharzte.

[0104] Eine Zusammensetzung kann alleine oder in
Kombination mit anderen Behandlungen verabreicht
werden, entweder gleichzeitig oder nacheinander, je
nach der zu behandelnden Erkrankung.

[0105] Pharmazeutische Zusammensetzungen zur
Verwendung gemaf der vorliegenden Erfindung kon-
nen, zusatzlich zu dem Wirkstoff, einen pharmazeu-
tisch akzeptablen Arzneimitteltrager, Trager, Puffer,
Stabilisator oder andere, dem Fachmann gut be-
kannte Materialien umfassen. Solche Materialien
sollten nicht toxisch sein und sollten die Wirksamkeit
des Wirkstoffs nicht stéren. Die genaue Natur des
Tragers oder anderen Materials hangt von der Verab-
reichungsart ab, welche oral oder durch Injektion, z.
B. kutan, subkutan oder intravends, sein kann.

[0106] Pharmazeutische Zusammensetzungen zur
oralen Verabreichung kénnen die Form von Tablet-
ten, Kapseln, Pulvern oder Flissigkeiten haben. Eine
Tablette kann einen festen Trager, wie z. B. Gelatine
oder ein Adjuvans, umfassen. Flissige pharmazeuti-
sche Zusammensetzungen umfassen im Allgemei-
nen einen flissigen Trager, wie z. B. Wasser, Petro-
leum, tierische oder pflanzliche Ole, Mineralél oder
synthetisches Ol. Physiologische Salzlésung, Dext-
rose- oder andere Saccharidlésungen oder Glykole,
wie z. B. Ethylenglykol, Propylenglykol oder Polye-
thylenglykol, kénnen inkludiert sein.

[0107] Zur intravendsen, kutanen oder subkutanen
Injektion oder zur Injektion an der Stelle der Be-
schwerden hat der aktive Inhaltsstoff die Form einer
parenteral annehmbaren wassrigen Lésung, die py-
rogenfrei ist und einen geeigneten pH Wert, eine ge-
eignete Isotonie und Stabilitdt aufweist. Der durch-
schnittlich gebildete Fachmann ist leicht in der Lage,
geeignete Losungen herzustellen, z. B. isotonische
Vehikel, wie etwa Natriumchloridinjektion, Ringer-In-
jektion, taktierte Ringer-Injektion. Konservierungs-
stoffe, Stabilisatoren, Puffer, Antioxidantien und/oder
andere Additive koénnen, je nach Bedarf, umfasst
sein.

[0108] Beispiele fir oben stehend erwahnte Verfah-
ren und Arbeitsvorschriften sind in Remington's Phar-
maceutical Sciences, 16. Auflage, A. Oslo (Hrsg.)
(1980), zu finden.

[0109] Das Agens kann lokal an eine Tumorstelle
oder an eine andere gewiinschte Stelle verabreicht
werden, oder es kann auf eine Art und Weise verab-
reicht werden, auf die es auf Tumor- oder andere Zel-
len als Target abzielt.

[0110] Targeting-Therapien kénnen verwendet wer-
den, um den Wirkstoff spezifischer durch Verwen-
dung von Targeting-Systemen, wie z. B. antikérper-
oder zellspezifische Liganden, bestimmten Zellarten
zuzufiihren. Targeting kann aufgrund einer Reihe von
Grunden erwinscht sein, z. B. wenn das Agens inak-
zeptabel toxisch ist oder wenn er andernfalls eine zu
hohe Dosis erfordern wirde oder wenn er anders
nicht fahig ware, in die Targetzellen einzudringen.

[0111] Anstatt diese Agenzien direkt zu verabrei-
chen, kénnen sie in den Targetzellen durch Expressi-
on aus einem kodierenden Gen, das in die Zellen ein-
gefuhrt wurde, z. B. in einem viralen Vektor (eine Va-
riante des VDEPT-Verfahrens — siehe unten), produ-
ziert werden. Der Vektor kann auf die spezifischen,
zu behandelnden Zellen abzielen, oder er kann regu-
latorische Elemente enthalten, die von den Targetzel-
len mehr oder weniger selektiv angeschaltet werden.

[0112] Das Agens kann in einer Vorlauferform ver-
abreicht werden, zur Umwandlung in die aktive Form
durch ein aktivierendes Agens, das in den zu behan-
delnden Zellen produziert wird oder auf diese abzielt.
Diese Art des Ansatzes wird manchmal als ADEPT
oder VDEPT bezeichnet, wobei Ersterer das Targe-
ting des aktivierenden Agens auf die Zellen durch
Konjugation an einen zellspezifischen Antikbrper um-
fasst, wahrend Letzterer die Produktion des aktivie-
renden Agens, z. B. eines Enzyms, in einem Vektor
durch Expression aus kodierender DNA in einem vi-
ralen Vektor umfasst (siehe z. B. EP-A-415731 und
WO 90/07936).

[0113] Eine Zusammensetzung kann alleine oder in
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Kombination mit anderen Behandlungen verabreicht
werden, entweder gleichzeitig oder nacheinander, je
nach der zu behandelnden Erkrankung, z. B. Krebs,
Virusinfektionen oder jeder andere Zustand, bei dem
eine p21-vermittelte Wirkung erwiinscht ist.

[0114] Nucleinsaure, die fir ein Polypeptid oder
Peptid kodiert, das fahig ist, die p21- und Cyclin-D1-
und/oder Cdk4-Wechselwirkung oder -Bindung zu
stéren und/oder die Cdk4-Aktivitdt oder andere
p21-vermittelte zelluldre Stoffwechselwege oder
Funktionen zu induzieren oder zu modulieren, kann
in Gentherapieverfahren verwendet werden, z. B. bei
der Behandlung von Individuen mit dem Ziel, einen
Tumor (ganz oder teilweise) zu verhindern oder zu
heilen, z. B. bei Krebs oder anderen Stérungen, die
einen Verlust der korrekten Regulierung des Zellzyk-
lus und/oder der Zellvermehrung umfassen, sowie
anderen Stérungen, bei denen ein spezifischer Zell-
tod erwlinscht ist, wie z. B. bei gewissen viralen In-
fektionen.

[0115] Vektoren, wie z. B. virale Vektoren, wurden
nach dem Stand der Technik verwendet, um Nuclein-
saure in eine grofle Auswahl verschiedener Target-
zellen einzufiihren. Typischerweise werden die Vek-
toren gegenuber Targetzellen ausgesetzt, sodass die
Transfektion in einem ausreichenden Teil der Zellen
stattfinden kann, um eine nutzliche therapeutische
oder prophylaktische Wirkung aus der Expression
des gewiinschten Polypeptids bereitzustellen. Die
transfizierte Nucleinsdure kann dauerhaft in das Ge-
nom einer jeden der als Target ausgesuchten Tumor-
zellen inkorporiert werden und so eine lange anhal-
tende Wirkung bieten, alternativ dazu kann die Be-
handlung auch periodisch wiederholt werden.

[0116] Auf dem Gebiet der Erfindung sind eine Rei-
he von Vektoren, sowohl virale Vektoren als auch
Plasmidvektoren, bekannt, siehe US-Patent Nr.
5.252.479 und WO 93/07282. Im Speziellen wurde
eine Reihe von Viren als Gentransfektorvektoren ver-
wendet, einschlieRlich Papovaviren, wie etwa SV40,
Vacciniaviren, Herpesviren, einschlief3lich HSV und
EBV, sowie Retroviren. Viele Gentherapie-Arbeits-
vorschriften auf dem Gebiet der Erfindung haben ver-
krippelte murine Retroviren verwendet.

[0117] Als Alternative zur Verwendung viraler Vek-
toren umfassen andere bekannte Verfahren zum Ein-
fuhren von Nucleinsdure in Zellen Elektroporation,
Calciumphosphat-Co-Fallung, mechanische Verfah-
ren, wie z. B. Mikroinjektion, liposomenvermittelten
Transfer und direkte DNA-Aufnahme und rezeptor-
vermittelten DNA-Transfer.

[0118] Rezeptorvermittelter Gentransfer, in dem die
Nucleinsaure via Polylysin an einen Proteinliganden
gebunden ist, wobei der Ligand spezifisch flir einen
auf der Oberflache der Targetzellen befindlichen Re-

zeptor ist, ist ein Beispiel fur ein Verfahren zum spe-
zifischen Targeting von Nucleinsdure auf bestimmte
Zellen.

[0119] Ein Polypeptid, Peptid oder eine andere Sub-
stanz, das/die fahig ist, die Wechselwirkung des rele-
vanten Polypeptids, Peptids oder anderer, wie hierin
offenbarter Substanz zu stéren, oder ein Nucleinsau-
remolekdl, das fir ein Peptidyl kodiert, kann in einem
Set, z. B. versiegelt in einem geeigneten Container,
der seinen Inhalt vor der auBeren Umwelt schitzt,
bereitgestellt werden. So ein Set kann Anweisungen
zur Verwendung umfassen.

[0120] Verschiedene weitere Aspekte und Ausfiih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung sind flir den
Fachmann im Hinblick auf die vorliegenden Offenba-
rungen offensichtlich. Einige Aspekte und Ausflh-
rungsformen der Erfindung werden nun als Beispiel
dargestellt und nehmen Bezug auf die folgenden Fi-
guren:

[0121] Fig.1: Die Fahigkeit von Peptiden von
p21"WAF! ‘mit Cdk4 und Cyclin-D1 wechselzuwirken.

[0122] Fig. 1a: eine Liste der Peptide 1-11 basie-
rend auf der Sequenz von p21"A"'. Fig. 1b: Die
p21VAF_Peptide wurden an Streptavidin-Agaroseper-
len gebunden und wurden zu Retikulozyt-Lysaten
hinzugeflgt, die entweder Cdk4 oder Cyclin-D1, mar-
kiert mit [**S]-Methionin, enthielten. Nach ausgiebi-
gem Waschen wurden gebundene Proteine unter
Verwendung von SDS-PAGE analysiert, gefolgt von
einer Autoradiographie. Die Bande wurden unter Ver-
wendung eines Bio-Bildgebers und  Who-
le-Band-Analyse-Software (Millipore) quantifiziert.
Die Resultate sind fiir 3 solcher Experimente repra-
sentativ. "x" zeigt Perlen ohne Peptid an.

[0123] Fig. 2: Zusatz von auf p21VA"" basierenden
Peptiden zu Cyclin-D1-Cdk4-Phosphorylierungs-
tests.

[0124] Cyclin-D1-Cdk4-Tests wurden in vitro unter
Verwendung von Lysaten aus einer Sf9-Insektenzelle
gefolgt von Co-Infektion mit Cdk4- und Cyclin-D1-Ba-
culoviruskonstrukten und GST-Rb als Substrat
durchgefiihrt. p21"VAF'-Peptide wurden in einer Kon-
zentration von 17 yM zu den Tests hinzugefiigt, und
die Wirkung auf die Cdk4-Aktivitdt wurde durch
SDS-PAGE und Autoradiographie ermittelt. Die
Zeichnung zeigt die Quantifizierung des Autoradio-
gramms unter Verwendung von Biobildgebern, die
relative Bindung wird durch die Cdk4-Aktivitat in Ab-
wesenheit des Peptids dargestellt. Die Daten sind fir
4 Experimente reprasentativ. "x" zeigt keinen Zusatz
von Peptid.

[0125] FEig.3: Quantifizierung der Peptidinhibie-
rung.

14/39



DE 697 36 351 T4 2009.07.23

[0126] Die Peptide 4, 8, 2 und 10 wurden zu Cyc-
lin-D1-Cdk4-Tests in verschiedenen Konzentrationen
zwischen 0,01-34 pM hinzugeflgt. Die Zeichnung
zeigt ein Diagramm der Aktivitat (%) relativ zur
Cdk4-Aktivitat, die in Abwesenheit der Peptids ge-
messen wurde, Uber die Peptid-Konzentration und I, 5
fur jedes Peptid. Die Daten zeigen den Mittelwert von
3 Experimenten.

[0127] Fig. 4: Peptide 2 oder 10 sind keine Substra-
te fiir Cyclin-D1-Cdk4.

[0128] Die Fig. zeigt die Resultate der Phosphorylie-
rungstests unter Verwendung der Peptide 2, 4 und
10.

[0129] Fig. 5: GréRenscan von Peptid 10.

[0130] Die Fig. zeigt die Sequenzen einer Reihe von
Peptiden, die auf Peptid 10 basieren und kreiert wor-
den sind, um die minimale inhibitorische Domane zu
finden. Die eingerahmten Reste stellen die minimale
inhibitorische Doméane dar. Die Peptide wurden zu
Cyclin-D1-Cdk4-Tests  hinzugefigt und mittels
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

[0131] Eig.6: Alanin-Scan-Mutationen von Peptid
10.

[0132] Um Reste, die fur die Inhibierung von Cdk4
durch Peptid 10 entscheidend waren, ausfindig zu
machen, wurde eine Reihe von Punktmutationen
konstruiert, in denen jeder Rest sequentiell zu Alanin
geandert wurde. Die Peptide wurden zu Cyc-
lin-D1-Cdk4-Tests hinzugefiigt, und die Resultate
wurden durch SDS-PAGE und Autoradiographie ana-
lysiert und dann mittels eines Bio-Bildgebers quanti-
fiziert. Die Resultate werden relativ zur Cdk4-Aktivitat
in Abwesenheit von Peptid ausgedriickt und repra-
sentieren 3 Experimente. Nachdem die Erfinder die
entscheidenden Reste identifiziert hatten, syntheti-
sierten sie ein unmarkiertes Acht-Aminosaurepeptid,
welches das R, L und F (KRRLIFS) enthielt, und be-
stimmten die Phosphorylierung von GST-Rb durch
Cyclin-D1-Cdk4 in Gegenwart von zunehmenden
Konzentrationen dieses trunkierten Peptids.

[0133] Fig.7: Vergleich von inhibitorischen Pepti-
den mit Volllangen-p21"**'-Protein.

[0134] Dies zeigt die Konzentrationskurven fir Pep-
tid 10, D-zu-A-Mutantenpeptid 10, ein von p16INK4
abstammendes Peptid (Fahraeus et al. (1996)) und
Volllangen-his-p21VAF", bestimmt unter Verwendung
des Cyclin-D1-Cdk4-Tests, analysiert durch SDS-PA-
GE, Autoradiogaphie und Bio-Bildgebung, und den
los jedes Inhibitors. Die Ergebnisse sind der Mittel-
wert von 3 solchen Experimenten.

[0135] Fig. 8: Bindungs- und inhibitorische Doma-

nen von p21"A"!, Die schraffierten Reste zeigen die
Regionen von p21"*¥' die in dieser Studie als bedeu-
tend fir die Cyclin-D1- und Cdk4-Bindung und
Cdk4-Inhibition in der N-terminalen Domane identifi-
ziert wurden sowie eine neue inhibitorische Doméane
im C-Terminus von p21"**', Die Reste, die als bedeu-
tend flr die Wechselwirkung von p21"“A"" mit PCNA
(Warbrick et al. (1995)) gefunden wurden, sind in
schwarz dargestellt. Zusatzlich wird der kleinste Teil
von p21"YAF" dargestellt, von dem vor der vorliegen-
den Studie herausgefunden wurde, dass er in vitro
die CDK-Aktivitat hemmte (Luo et al. (1995)).

[0136] Fig. 9: Einfiihrung von auf p21"A*! basieren-
den Peptiden in Zellen.

[0137] Eine Reihe von synthetischen Peptiden, die
auf der Sequenz von Peptid 10 basieren (Peptide |, Il
und lll, gezeigt in Fig. 9a), wurden mit einem Trager-
peptid (schraffierte Sequenzen) synthetisiert. Der un-
terstrichene Rest in Peptid | ist die M-zu-A-Mutation,
welche die PCNA-Bindung verhindert. Die Peptide
wurden zu proliferierenden HaCaT-Zellen hinzuge-
fugt, die in DMEM plus 10% FCS geziichtet wurden.
Die Zellen wurden 24 Stunden lang inkubiert, wah-
renddessen mit 15 pyM BrdU pulsmarkiert, fixiert und
dann mittels FACS analysiert. Die G,-, S- und
G,-Phasen-Verteilungen flr unbehandelte Zellen,
Peptid-I bei 25 uM, Peptid-Il bei 50 yM und Peptid-Il|
bei 25 yM wurden bestimmt. Fig. 9b zeigt Daten dar-
gestellt als den %-Satz der Zellen in jeder Phase im
Vergleich zu der Gesamtanzahl an gezahlten Zellen.
Die Resultate dhnlicher Experimente unter Verwen-
dung von MCF7- und MRC5-Zellen werden in Fig. 9¢
dargestellt, die den Prozentsatz an Zellen in jeder
Phase des Zellzyklus in Gegenwart und Abwesenheit
von Peptid-| zeigt.

[0138] In einem eigenen Experiment wurde DMEM
+ 10% FCS alleine oder DMEM + 10% FCS enthal-
tend entweder 25 yM Peptid-I oder 50 uM Peptid-Il zu
den HaCaT-Zellen hinzugefugt, die dann 72 Stunden
lang ausgehungert wurden. Zu den angegebenen
Zeiten wurden Proben genommen und mittels
SDS-PAGE/Western-Blot, fur pRb gefarbt, analysiert.
pRb reprasentiert hypophosphoryliertes Rb-Protein,
und pRb* bezieht sich auf hyperphosphoryliertes
Rb-Protein. Es wird darauf hingewiesen, dass glei-
che Mengen an Gesamtprotein pro Spur aufgeladen
wurden und dass es so scheint, dass der Antikorper
vorzugsweise phosphorylierte Formen des Rb-Prote-
ins erkennt.

[0139] Fig. 10: Inhibierung der Cyclin-D1-Cdk4-Ak-
tivitat unter Verwendung von Derivaten von Peptid 2.

[0140] Die Fig. zeigt den Grad der Inhibierung der
Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat unter Verwendung von pRb
als Substrat durch Peptid-2- (2 in der Fig.) und Ala-
nin-Scan-Mutationen des Peptids (wobei jeder Rest
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sequentiell zu Alanin mutiert wird). Die Aktivitat wird
relativ zur uninhibierten Aktivitdt angegeben. (Nein
steht flr keine zugesetzten Peptide.) Peptide waren
in einer Konzentration von 10 yM vorhanden. Ein
ahnliches Muster ist zu sehen, wenn Peptid-2-Mutan-
ten an Cyclin-D1, das in Retikulozyten-Lysaten expri-
miert wurde, gebunden ist.

[0141] Wichtige Reste fiir die Bindung und Inhibition
sind die beiden Arginin-Reste (R) und Phenylalanin
(F), wobei Lysin (K) und Prolin (P) auch eine Rolle
spielen. Das ist anders im Vergleich zu Resten, die
fur die Wechselwirkung von Volllangenprotein mit Cy-
clin-D1 als entscheidend identifiziert wurden, da die-
se Studien das LFG-Motiv als das wichtigste fur die
Aktivitat identifizieren.

Experimentelle Verfahren
Peptide

[0142] Alle Peptide wurden von Chiron Mimotopes,
Peptide Systems (Clayton, Australien) synthetisiert.
Jedes Peptid weist einen Biotin-SGSG-Spacer am
C-Terminus und einen freien N-Terminus auf. Die
Peptide wurden in DMSO bei etwa 5 mg/ml aufgeldst,
und dann bestimmten die Erfinder ihre Konzentration
genau durch Aminosaureanalyse (Smythe et al.
(1988)). Zusatzlich wurde die Reinheit der Peptide
mittels Massenspektrometrie geschatzt. Positive lo-
nen-Elektrospray-Massenspektrometrie wurde auf
einem Dreifach-Quadrupol-Massenspektrometer (V.
G. Quattro) in 50/50/0,1 Wasser/Acetonitril/Ameisen-
saure durchgefihrt.

Proteine

[0143] Cycline und CDKs-Cdk4 und Cyclin-D1,
Cdk2 und Cyclin-E und Cdc2 und Cyclin-B wurden in
Sf9-Insektenzellen, die mit den geeigneten Baculovi-
rus-Konstrukten infiziert worden waren, co-expri-
miert. Die Zellen wurden zwei Tage nach der Infektion
durch niedertourige Zentrifugation geerntet, und das
Pellet wurde in einer gleichen Menge von 10 mM He-
pes, pH 7,4, enthaltend: 10 mM NaCl, 1 mM EDTA
und 0,1 mM Phenylmethansulfonylfluorid, 2 mM DTT,
lysiert und bei 14000 x g 15 Minuten lang zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde entfernt, aliquotiert und
sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Aufgetautes
Lysat wurde nur einmal verwendet und wurde nie er-
neut eingefroren. Markiertes Cdk4 und Cyclin-D1
wurden durch Translation in Gegenwart von [**S]-Me-
thionin unter Verwendung eines In-vitro-Kanin-
chen-Retikulozyten-Lysat-Translationssets  produ-
ziert (Promega).

[0144] His-markiertes p21"AF Menschliches
p21"*"" wurde in E. coli unter Verwendung eines
PET-Expressionsvektors exprimiert. Die l6sliche
p21"A"-Proteinfraktion wurde unter Verwendung ei-

ner Nickelchelatsdule und unter Bericksichtigung
der Anweisungen des Herstellers (Pharmacia) gerei-
nigt. Der eluierte Proteinpeak wurde gegen 25 mM
Hepes, pH 7,4 enthaltend: 0,1 mM EDTA, 1 mM
Benzamidin, 0,01% Triton-X-100 und 0,1 mM Phenyl-
methansulfonylfluorid, dialysiert, eingeengt, und auf
eine Superose-12-Gel-Filtrationssaule (Pharmacia)
aufgetragen, die im oben genannten Puffer aquilib-
riert wurde. Fraktionen, die p21"A"" enthielten, wur-
den mittels Western-Blot unter Verwendung des
p21"WAF_gpezifischen monoklonalen Antikdrpers Ab-1
(Oncogene Sciences) nachgewiesen, auf 200 pg/ml
eingeengt und bei —-70°C gelagert.

[0145] GST-Rb - Ein E.-coli-Expressionskonstrukt,
das die Hyperphosphorylierungsdomane von pRb
(Aminosauren 773-924) enthielt, wurde auf einer
Glutathion-Sepharose-Saule gemafly den Anweisun-
gen des Herstellers (Pharmacia) gereinigt.

Peptidfallung von Cdk4 und Cyclin-D1

[0146] Eine 20-Aminosaure-Peptidbibiothek, wel-
che die gesamte Sequenz von p21"A"' abdeckte
(Eig. 1), wurde auf Cdk4/Cyclin-D1-Wechselwir-
kungs-Peptide gescreent. Peptid (1,5 pg) wurde in
100 pl PBS verdinnt und mit 10 yl gepackten Strep-
tavidin-Agaroseperlen (Sigma) 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Ungebundenes Peptid
wurde durch extensives Waschen mit PBS entfernt,
und die Perlen plus gebundenes Peptid wurden 1
Stunde lang bei 4°C mit Retikulozyt-Lysat, enthaltend
entweder Cdk4 oder Cyclin-D1, markiert mit [*°S]-Me-
thionin, inkubiert. Die Perlen wurden dreimal mit 1,25
x PBS, enthaltend 0,2% Triton-X-100, gewaschen
und in Gegenwart von 0,125 M-Tris-HCI, pH 6,8 ent-
haltend: 4% (Gew./Vol.) SDS, 20 Vol.-% Glycerin und
200 mM DTT, gekocht. Das gebundene Protein wur-
de mittels SDS-PAGE analysiert, gefolgt von Autora-
diographie und Quantifizierung des 3*S-markierten
Proteins unter Verwendung eines Bio-Bildgebers und
Whole-Band-Analyse-Software (Millipore).

Enzymtests

[0147] Die Phosphorylierung von GST-Rb-Cdk4-Ak-
tivitat wurde unter Verwendung des oben beschriebe-
nen Cyclin-D1-Cdk4-haltigen Insektenzellenlysats
gemessen. Extrakt (1 pl) wurde zu einem Endreakti-
onsvolumen von 10 pl, enthaltend: 50 mM Hepes, pH
7,4,10 mM MgCl2, 2,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 mM
B-Glycerophosphat, 1 mM NaF, 10 mM PKI, 50 yM
ATP enthaltend [*2P]-ATP (1.000 cpm/pmol) und 0,5
Mg (GST-Rb), hinzugefigt. Die Versuche wurden
durch die Zugabe des GST-Rb-Substrats gestartet,
10 Minuten lang bei 30°C inkubiert (die Inkorporation
von ¥P in GST-Rb war fiir 15-20 Minuten linear) und
durch Hinzufiigen von SDS-PAGE-Probepuffer und
4-minutige Erhitzung auf 95°C zu Ende gefihrt. Die
Proben wurden mittels SDS-PAGE auf 12-%-Gelen
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analysiert, gefolgt von Autoradiographie und Quanti-
fizierung unter Verwendung eines Bio-Bildgebers.

Peptid-Phosphorylierung

[0148] Die biotinylierten Peptide (1 pg) wurden 30
Minuten lang bei 30°C in einem finalen Volumen von
20 pl, enthaltend: 50 mM Hepes, pH 7,4, 10 mM
MgCl,, 2,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 mM B-Glycero-
phosphat, 1 mM NaF, 10 mM PKI, 50 uM ATP enthal-
tend [*2P]-ATP (6.000 cpm/pmol) und entweder 1 p
Cyclin-D1-Cdk4-Insektenzellenlysat, 1 pl uninfizier-
tes Insektenzellenlysat oder 0.02 mU Proteinkinase
C plus 0,5 mM CacCl,, 100 mg/ml Phosphatidylserin
und 20 mg/ml Diacylglycerin, inkubiert. Die Reaktio-
nen wurden durch 5-minttige Erhitzung bei 60°C ge-
stoppt, und Streptavidin-Agaroseperlen wurden hin-
zugefugt (10 pl gepacktes Zellvolumen, gewaschen
mit 3 x PBS) und durch Schutteln 30 Minuten lang bei
40°C inkubiert. Die Perlen wurden ausgiebig mit
PBS, enthaltend 3 Vol.-% Tween-20, gewaschen,
und die Inkorporation der Radioaktivitat in die Peptide
wurde durch Cerenkov-Zahlung bestimmt.

Zellzyklus-Messungen

[0149] Tragergebundene Peptide wurden fir die Zu-
fuhr in proliferierende HaCaT-Zellen geschaffen (sie-
he Eig. 9). Die Zellen wurden auf 30-mm-Kulturplat-
ten beimpft und zu 50% Konfluenz in Dulbeccos mo-
difiziertem Eagle-Medium (DMEM), erganzt mit 10
Vol.-% fotalem Kalberserum (FCS), wachsen gelas-
sen. Peptide wurden zu dem Medium hinzugeflgt,
und die Zellen wurden 24 Stunden lang inkubiert.
Wahrend der letzten 30 Minuten der Inkubation wur-
den die Zellen in Gegenwart von 15 yM BrdU puls-
markiert. Die Zellen wurden trypsinisiert, in absolu-
tem Alkohol fixiert und unter Verwendung eines Ein-
zel-Laser-Durchflusszytometers (Becton-Dickinson,
FACScan) wie zuvor beschrieben fur die FACS-Ana-
lyse vorbereitet.

pRb-Phosphorylierung in HaCaT-Zellen

[0150] HaCaT-Zellen wurden auf 30-mm-Kulturplat-
ten bei 25% Konfluenz in DMEM mit 10% FCS
beimpft. Das FCS wurde nach 24 Stunden abgezo-
gen, und die Zellen wurden 72 Stunden lang ausge-
hungert. Am Ende dieser Zeitspanne wurde das Me-
dium mit 10% FCS und tragergebundenen Peptiden
erganzt. Proben wurden Uber eine Zeitspanne von 24
Stunden entnommen, und die Zellen wurden in RI-
PA-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 150
mM NacCl, 1,0 Vol.-% NP-40, 0,5% (Gew./Vol.) DOC,
0,1% (Gew./Vol.) SDS, 1 mM PMSF, 0,1 mg/ml Apro-
tinin und 0,5 mg/ml Leupeptin) 30 Minuten lang bei
4°C lysiert. Die Phosphorylierungsstadien von pRb
wurden, wie zuvor beschrieben, durch Wes-
tern-Blot-Analyse bestimmt (Fahraeus et al. (1996)),
mit der Ausnahme, dass der Blot mit einem polyklo-

nalen pRb-Antikérper sondiert wurde (C-15, Santa
Cruz).

Resultate
Peptidbindungstest fir Cyclin-D1 und Cdk4

[0151] Unter Verwendung einer Reihe von syntheti-
schen Peptiden, welche die gesamte Sequenz von
p21VAF! (Fig. 1) umfassen, untersuchten die Erfinder,
ob diese Peptide durch Bildung eines stabilen Kom-
plexes mit entweder Cyclin-D1 oder Cdk4 das Voll-
langen-p21VAF-Protein nachahmen konnten. Falls
peptidbindende Mimetika des p21"AF'-Proteins iden-
tifiziert werden konnten, wirde dies bei der Identifi-
zierung des minimalen Bindungsmotivs des
p21"AF1_Proteins  helfen, das fir die Cyc-
lin-D1-Cdk4-Holoenzym-Inhibierung erforderlich war,
und um herauszufinden, ob p21"A*! auf die Cyclin-
oder die Kinase-Untereinheit abzielte. Dies wirde
ebenfalls ein System definieren, um kleine Peptide
zum Studium der p21"A¥'-Proteinreaktionsmechanis-
men zu verwenden und um nachahmende Arzneimit-
tel zu kreieren.

[0152] Der Peptidbindungstest umfasste eine
Quantifizierung der Menge an 3S-markiertem Cyc-
lin-D1 oder Cdk4, das spezifisch an biotinylierte Pep-
tide band, die auf streptavidinbeschichteten Agarose-
perlen gefangen wurden. Die peptidbeschichteten
Perlen wurden zu Extrakten hinzugefugt, die entwe-
der **S-markiertes Cyclin-D1 oder Cdk4 enthielten,
das in vitro translatiert wurde, die Perlen wurden aus-
giebig gewaschen, um ungebundene Proteine zu
entfernen, und das gebundene Cyclin-D1 oder Cdk4
wurde mittels SDS-PAGE, gefolgt von Autoradiogra-
phie und Bio-Bildgebung quantifiziert. Dies wird un-
ten stehend als Peptidfallungstest bezeichnet und
wurde zuvor bereits verwendet, um evolutionare
Konservierung von p21“**'-Bindung an PCNA zu de-
monstrieren (Ball & Lane (1996)).

Ein kleines Peptid, das von den Aminosauren 46-65
in der N-terminalen Doméne von p21"A"" abstammit,
bindet direkt an Cdk4

[0153] Unter Verwendung des Peptidfallungstests
band Peptid 4 (von der N-terminalen Doméane von
p21VAF1) spezifisch an Cdk4, jedoch nicht an Cyc-
lin-D1 (Fig. 1). Diese Wechselwirkung ist physiolo-
gisch wichtig, da bereits zuvor vorgeschlagen wurde,
die CDK-Wechselwirkungsdomane des p21"AF'-Pro-
teins wirde zu der N-terminalen Domane des Mole-
kils lokalisieren (Chen et al. (1995); Harper et al.
(1995); Luo et al. (1995)). Im Besonderen kompromit-
tieren Deletionen (Nakanishi et al. (1995a)) oder Mu-
tationen (Goubin and Ducommun (1995)) in der Re-
gion der Aminosauren 45-71 die Fahigkeit des Voll-
langen-p21WAF1, mit Cdk2 wechselzuwirken. Ob
dieser Verlust der p21WAF1-Bindungsfunktion auf (i)
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Mutation/Deletion von Resten, die direkt in die
CDK-Bindung involviert sind, zuriickzufihren ist oder
ob (ii) Mutationen/Deletionen Konformationsande-
rungen in p21"WA"! hervorriefen, die eine stabile Bin-
dung an CDK verhindern, wurde noch nicht nachge-
wiesen. Hier zeigen die Erfinder unmissverstandlich,
dass die Reste 46-65 direkt in die Bindung von
p21"*"1 an Cdk4 eingebunden sind und dass sie al-
leine fahig sind, in Abwesenheit von Cyclin-D1 einen
stabilen Komplex mit Cdk4 zu bilden. Dies wiederum
ist ein direkter Beweis, dass der N-Terminus von
p21"A*1 eine Kinasen-Bindungsdomaéne enthalt.

Ein kleines Peptid, das von den Aminosauren 16-35
im N-Terminus von p21YAF" abstammt, bindet direkt
an Cyclin-D1

[0154] Die Erfinder konnten auch eine zweite und
unterschiedliche N-terminale Wechselwirkungsstelle
auf dem p21"AF'_Protein definieren; in diesem Fall
eine Region von p21"AF'  die fahig ist, an Cyclin-D1
zu binden, jedoch nicht an Cdk4 (Fig. 1). Peptid 2
umfasst die Aminoséuren 16-35 von p21"AF" und liegt
in der Minimum-Region, die fur die DNA-Synthesein-
hibition in vivo erforderlich ist, welche zwischen den
Resten 17-71 liegt (Nakanishi et al. (1995a)). Die Re-
sultate der Erfinder kdnnten einen offensichtlichen
Widerspruch erklaren, auf den Nakanishi et al.
(1995a) gestolRen waren, die herausgefunden hat-
ten, dass N-terminale Mutationen im p21"VA"'-Protein,
die auBerhalb der CDK-Wechselwirkungsdoméane
sind, obwohl sie nicht ausreichten, um eine Bindung
an die Kinase zu verhindern, jedoch ausreichten, um
p21"WAF daran zu hindern, als Wachstumssuppressor
zu agieren, wenn dieser in proliferierende Zellen
transfiziert wurde. Im Besonderen fiihren die direkten
Peptid-Bindungsdaten (Fig. 1) zu dem Vorschlag,
das N-terminale Motiv im p21"A"'-Protein, das Cyc-
lin-D1-Bindung vermittelt, ware ein essentieller
Schritt im Mechanismus, mit dem das p21"A*'-Prote-
in als Wachstumssuppressor fungiert.

Ein neuartiges Cyclin-D1-Cdk4-Bindungsmotiv befin-
det sich am C-Terminus des p21"*"'-Proteins

[0155] Die Spezifitat des Peptidfallungstests beim
Definieren der Doméane des p21"AF'-Proteins, die er-
forderlich ist, um entweder Cyclin-D1 oder Cdk4 zu
binden (Fig. 1), zeigte, dass die Verwendung von
Peptiden, um potentielle Wechselwirkungen zwi-
schen p21"AF" und Cyclin-D1-Komplexen zu studie-
ren, sehr informativ sein wirde. Die Erfinder waren
jedoch fasziniert, dass Peptide vom C-Terminus des
p21"WAF_Proteins (Peptide 10 und 11) sowohl mit
Cdk4 als auch mit Cyclin-D1 stabile Komplexe bilden
konnten (Fig. 1), da Peptid 10 mit dem von Warbrick
et al. (1995) beschriebenen p21PBP-Peptid aquiva-
lent ist und die Region von p21"AF" reprasentiert, die
an das Replikations/Reparaturprotein PCNA bindet.
Die Erfinder kdnnen die Mdglichkeit, dass endogenes

Cyclin oder CDK, das im Retikulozyten-Lysat vorhan-
den ist, an das markierte menschliche Protein durch
Bildung einer Bricke zum Peptid binden kénnte, nicht
ausschlielen. Da jedoch Peptid 2 und Peptid 4 ent-
weder Cyclin-D1 bzw. Cdk4 fallen, erscheint dies un-
wahrscheinlich.

[0156] Diese Ergebnisse deuten darauf hin, das
p21"AF1_Protein kénnte sowohl mit PCNA als auch
mit Cyclin-CDK-Komplexen durch dasselbe Bin-
dungsmotiv Wechselwirken. Peptid 11 jedoch bindet
sowohl an Cdk4 als auch an Cyclin-D1, jedoch nicht
an PCNA (Fig. 1) (Warbrick et al. (1995); Ball & Lane
(1996)); wodurch die PCNA-Bindungsstelle vom Cy-
clin-CDK-Bindungsmotiv im C-Terminus von p21VA¥!
abgekoppelt wird.

[0157] In Anbetracht der Tatsache, dass die Erfinder
drei verschiedene Motive des p21"AF'-Proteins iden-
tifiziert hatten, die spezifisch an Cyclin-D1 und/oder
Cdk4 binden, untersuchten die Erfinder nun, ob sie
das p21"A"'-Protein durch Inhibierung der Kinaseak-
tivitdt nachahmten.

Das Cyclin-D1-Bindungspeptid von der N-terminalen

Domane von p21"A¥! und das Cyclin/CDK-Bindungs-

peptid vom C-Terminus von p21"A"" inhibiert die Akti-
vitat von Cdk4

[0158] Um zu bestimmen, ob eines der
p21VAF_Peptide Cdk4-hemmende Aktivitat besitzt,
testeten die Erfinder, voneinander unabhéangig, ihre
Fahigkeit, pRb-Phosphorylierung wahrend Cyc-
lin-D1-Cdk4-Tests in vitro zu verhindern (Eig. 2).
Peptide 2, 8, 10 und 11 inhibierten die Cyc-
lin-D1-Cdk4-Aktivitat, wenn sie zu dem Test zu 17 yM
hinzugefligt wurden, wohingegen Puffer alleine und
die verbleibenden Peptide keine dramatischen Aus-
wirkungen auf die Cdk4-Aktivitdt hatten. Das Cyc-
lin-D1-Bindungspeptid (Peptid 2) inhibierte die Kina-
se-Aktivitat zu etwa 80%, und die Peptide 10 und 11,
die beide Cdk4 und Cyclin-D1 banden, inhibierten die
Enzymaktivitat in dieser Konzentration vollstandig.
Es gibt daher eine Korrelation zwischen der Fahigkeit
der Peptide, an Cdk4 und/oder Cyclin-D1 zu binden
und die Cdk4-Kinase-Aktivitat zu inhibieren.

[0159] Diese Korrelation halt jedoch nicht an im Fall
des Kinase-Bindungspeptids 4. Dieses Peptid kartiert
an die CDK-Wechselwirkungsstelle (Fig. 8; Goubin &
Ducommun (1995); Nakanishi et al. (1995a)), und es
gab Spekulationen, ein Peptid aus dieser Domane,
das fahig ist, mit CDK wechselzuwirken, wirde die
Volllangen-p21"AF'-Inhibitionsaktivitdt ~ nachahmen
und so ein Modell zum Design von neuen Molekilen
bereitstellen, welches das Voranschreiten des Zellzy-
klus durch Inhibierung der G1-Cyclin-CDKs zum Still-
stand bringen konnte. Trotz der hohen Affinitat fur
Cdk4 zeigte Peptid 4 keine inhibitorische Aktivitat,
wenn es zu Cyclin-D1-Cdk4-Tests in Konzentratio-
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nen von bis zu 35 pM hinzugefligt wurde. Die Daten
der Erfinder von sowohl p21"AF'-Peptidbindungsda-
ten als auch inhibitorischen Eigenschaften zeigen da-
her zwei neue kleine Doménen des p21"AF'-Proteins
als potentielle Kandidaten fiir niedermolekulare Mi-
metika; ein N-terminales Motiv aus den Aminosauren
16-35 (Peptid 2) und ein C-terminales Motiv aus den
Aminosauren 141-160 (Peptid 10).

[0160] Es ist daher mdglich, dass Peptid 4 die
p21-Bindung blockieren und dessen Aktivitat als Inhi-
bitor verhindern kdénnte. Von Zellen, die mit Peptid 4
behandelt wurden, kann daher erwartet werden, sie
wirden sogar in Gegenwart von konkurrierenden Si-
gnalen, die normalerweise Zellzyklusstillstand oder
Apoptose vermitteln, proliferieren. Peptid 4 kann da-
her verwendet werden, um Zellen durch Zufuhr des
Peptids an die Zellen reversibel zu immortalisieren.
Das stellt ein weiteres Werkzeug zum Erforschen zel-
luldrer Mechanismen zur Kontrolle des Zellzyklus be-
reit und kann ebenso nutzlich sein, um Zellverlust in
Erkrankungen zu bekdmpfen, die mit dem Verlust von
Zellen assoziiert werden, wie z. B. AIDS oder dege-
nerative Erkrankungen, unter anderem MS, Demenz
oder degenerative Muskelerkrankungen, wie z. B.
Muskelschwund (MD), einschlief3lich Duchenne MD.

Das C-terminale p21"A¥'-Peptid ist ein starkerer Inhi-
bitor der Cdk4-Kinase-Aktivitat als das N-terminale
Cyclin-D1-Bindungspeptid

[0161] Die Erfinder fuhrten detailliertere Studien
durch, um den |, ; fir die Peptide 2, 8 und 10 zu be-
stimmen, wobei Peptid 4 als negative Kontrolle ver-
wendet wurde (Eig. 3). Die Erfinder fanden heraus,
dass Peptid 10 (und Peptid 11; Daten nicht darge-
stellt) ein starker Inhibitor der Cdk4-Aktivitat mit ei-
nem |, ; von 0,1 uM war, Peptid 2 war ebenso ein gu-
ter Inhibitor mit einem |, ; von 2 uM. Peptid 8 erbrach-
te nur eine geringe Inhibierung, und es waren relativ
hohe Peptidkonzentrationen notwendig, um eine
50%ige Inhibierung zu erreichen. Diese Daten unter-
stltzen die Méglichkeit, Peptid 2 oder Peptid 10 zu
verwenden, um die CDK-Inhibierungsaktivitat des
Volllangen-p21"YAF'-Proteins nachzuahmen.

p21"AF1-Protein und inhibitorische Peptide konkurrie-
ren um die gleiche Bindungsstelle auf Cdk4-Kinase

[0162] Um zu bestimmen, ob die Cdk4-inhibitori-
schen Peptide, 2 und 10, an Stellen auf Cdk4 und Cy-
clin-D1 agierten, die auch von p21"AF' verwendet
wurden, fuhrten die Erfinder Peptidfallungstests in
Gegenwart und Abwesenheit von gereinigtem Voll-
langen-his-p21"A" durch, um herauszufinden, ob es
mit den Peptiden um die Bindung konkurrierte.

[0163] Die Fahigkeit von p21"A"' die Peptid-2- (A)
und Peptid-10-Bindung (B & C) an Cdk4 und/oder
Cyclin-D1 zu stéren, wurde durch Durchfiihrung des

Peptidfallungstests aus Retikulozyt-Lysaten in Ge-
genwart von 0, 0,5, 2 pg p21"AF" bestimmt.

[0164] Die Daten deuten darauf hin, dass eine Bin-
dung des p21"AF'-Proteins an Cyclin-D1 und Cdk4
eine Bindung von sowohl Peptid 2 als auch Peptid 10
verhindert. Diese Daten lassen zwei Interpretationen
zu, (i) die Peptide kdnnten um eine Bindung an der
gleichen Stelle wie p21"A"" konkurrieren, oder (ii)
eine Bindung von entweder p21"A"' oder Peptid
kénnte eine Konformationsveranderung im Cyclin
oder CDK hervorrufen und weitere Bindungen verhin-
dern. Aus diesen Experimenten geht nicht klar her-
vor, ob die Peptide 2 und 10 an der/den gleichen Stel-
le(n) agieren. Der Unterschied in den Peptidfallungs-
daten zeigt, dass zumindest eine der Stellen einzig-
artig ist, da Peptid 10 sowohl Cdk4 als auch Cyc-
lin-D1 fallen kann, wohingegen Peptid 2 lediglich Cy-
clin-D1 fallen kann.

[0165] Daten zur Unterstlitzung der Hyptothese,
dass Peptid 10 und p21"AF'-Protein wahrend der Ki-
nase-Inhibierung um dieselbe Bindungsstelle konkur-
rieren, basieren auf der Verwendung eines Pep-
tid-10-Mutanten (der eine Punktmutation enthalt, was
zu einer Anderung von R-A am Rest 15 des Peptids
10 fuhrt, was mit Rest 155 des Volllangenproteins
aquivalent ist), der > 60% seiner inhibitorischen Akti-
vitat (siehe unten) verliert, jedoch seine Bindungs-
funktion beibehalt.

[0166] Um zu bestimmen, ob die Inhibierung von
Cdk4 durch p21"A"" durch Hinzufligen eines Pep-
tid-10-Mutanten, den R-zu-A-Mutanten (Rest 15 von
Peptid 10), der kein effizienter Inhibitor mehr war, je-
doch immer noch partielle Bindungsaktivitat aufwies,
verringert werden kann, wurden ansteigende Peptid-
konzentrationen (1, 5, 17 & 34 pM) in Gegenwart ei-
ner feststehenden Konzentration von p21"AF" (50 uM)
zu dem Cyclin-D1-Cdk4-GST-Rb-Phosphorylie-
rungstest hinzugefigt.

[0167] Das Experiment zeigte, dass ansteigende
Konzentrationen von Mutanten-Peptid-10 fahig wa-
ren, die inhibitorische Aktivitat von Volllan-
gen-p21"AF" zu blockieren, was darauf hindeutet,
dass Peptid 10 an (einer) Stelle(n) bindet, welche die
darauf folgende Bindung von p21"A"" blockiert/blo-
ckieren und daher durch einen Mechanismus funkio-
niert, der jenem des Volllangenproteins ahnelt.

Die inhibitorischen Peptide sind nicht Cyc-
lin-D1-Cdk4-Substrate

[0168] Im Gegensatz zum p107-Peptid, das die Fa-
higkeit von Cdk4, pRb zu phosphorylieren, durch
Agieren als ein Alternativsubstrat zu inhibieren
scheint (Zhu et al. (1995)), wurde von p21"AF! nicht
berichtet, es wirde als Substrat fir die Cyc-
lin-D1-Cdk4-Komplexe agieren (und die Erfinder be-
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statigen diese Beobachtungen, Fig. 4). Es ist jedoch
moglich, dass die Erfinder durch die Verwendung von
p21"*"-basierten Proteinen anstatt von Volllangen-
proteinen unbeabsichtigterweise Phosphorylierungs-
stellen generiert haben, die normalerweise nicht auf
der Oberflache des Proteins exponiert waren. Die
Peptide kdnnten daher als konkurrierende Substrate
im Gegensatz zu Inhibitoren katalytischer Aktivitat
agieren. Sowohl Peptid 2 als auch Peptid 10 enthal-
ten eine Reihe mdglicher Phosphorylierungsstellen,
und die Erfinder konnten zeigen, dass Peptid 10 ein
potentielles Substrat fir eine Reihe an Proteinkina-
sen ist (Daten nicht dargestellt), unter anderem Pro-
teinkinase C (PKC), die als Kontrollkinase verwendet
wurde (Fig. 4). Tatsachlich waren weder Peptid 2
noch Peptid 10 unter Bedingungen, in denen 2,4
nmol 3P pro nmol GST-Rb inkorporiert waren, Subst-
rate fur Cyclin-D1-Cdk4. Unter denselben Bedingun-
gen war jedoch Peptid 10 ein ausgesprochen gutes
Substrat fur PKC mit 0,82 nmol *P, das pro nmol
Peptid inkorporiert war (Fig. 4). Es gab ein niedriges
Ausmal} an Inkorporation in Peptid 2, da das jedoch
auch in Tests, in denen Lysat aus uninfizierten Insek-
tenzellen verwendet wurde, vorhanden war, muss
dieses auf die geringen Ausmalle endogener Prote-
inkinase(n) zuriickgefuhrt werden. Es scheint daher
so, als waren die Peptidinhibitoren nicht konkurrie-
rende Substrate, sondern als wurden sie agieren, um
die katalytische Aktivitat in einem Mechanismus, der
dem von p21YAF" hnelt, zu blockieren.

Die Peptide sind keine effizienten Inhibitoren der Cy-
clin-B-Cdc2-Kinase-Aktivitat

[0169] Harper et al. (1995) zeigten, dass p21WA™
kein universeller CDK-Inhibitor ist, sondern dass er
eine Selektivitat fir die G1- und S-Phase-Cyc-
lin-CDK-Komplexe aufweist. Als sie die Fahigkeit von
p21"AF1  verglichen, Cyclin-B-Cdc2, das am
G2/M-Ubergang wirkt, und Cyclin-D2-Cdk4, das
wahrend G1 wirkt, zu inhibieren, fanden sie heraus,
dass der |ly5 zur Inhibierung von Cyclin-B-Cdc2 >
600fach hoher war als der | ; zur Inhibierung von Cy-
clin-D2-Cdk4, das gereinigte rekombinante Proteine
verwendete. Die Erfinder sahen sich die Wirkung des
Hinzuflgens ihrer zwei Cyclin-D1-Cdk4-Inhibitorpep-
tide zu Cyclin-B-Cdc2- und Cdk2-Cyclin-E-Tests in
Konzentrationen von bis zu 20 yM an und fanden her-
aus, dass weder Peptid 2 noch Peptid 10 eine signi-
fikante Wirkung auf die Cdc2-Cyclin-B-Histon-H1-Ki-
nase-Aktivitat hatten. Cdk2-Cyclin-E wurde jedoch
durch Peptid 10 inhibiert, was zeigt, dass Peptid 10
andere G,-Cyclin-Cdk-Komplexe inhibieren kann.
Daher scheinen die p21"“*"'-basierten Peptidinhibito-
ren eine Spezifitat zu haben, die mit der des Volllan-
genproteins aquivalent ist.

[0170] Um zu bestimmen, ob die Peptide 2 und 10
Cyclin-B-Cdc2 und Cyclin-E-Cdk2 inhibieren konn-
ten, wurden Kinaseaktivitatstests unter Verwendung

von Sf9-Zelllysaten durchgefiihrt, die menschliches
Cyclin-B und Cdc2 co-exprimierten. Die Bedingun-
gen waren identisch mit jenen, die in den experimen-
tellen Verfahren fiir Cyclin-D1-Cdk4 beschrieben
werden, mit der Ausnahme, dass Histon-H1 (0,5
pg/Test) als Substrat fir Cyclin-B-Cdc2 verwendet
wurde. Cyclin-D1-Cdk4, Cyclin-B-Cdc2 und Cyc-
lin-E-Cdk2 wurden in Gegenwart zunehmender Kon-
zentrationen von Peptid 2 (0,25, 3, 10 und 40 uM)
und Peptid 10 (0,1, 0,5, 5, 20 pM) getestet.

Das Kinase-Inhibierungsmotiv von Peptid 10 unter-
scheidet sich von der PCNA-Bindungsstelle

[0171] Die Erfinder haben gezeigt, dass Peptid 10
ein  besonders starker Inhibitor der Cyc-
lin-D1-Cdk4-Aktivitat ist, mit einem I, von 0,1 mM,
der 20fach starker ist als Peptid 2, ein Peptid, das von
der Region von p21"WAF! abstammt, die zuvor mit
Wachstumsstillstand assoziiert wurde (Chen et al.
(1995); Nakanishi et al. (1995a)). Die Erfinder haben
ebenso gezeigt, dass ein Peptid (Peptid 4), das die
CDK-Wechselwirkungsstelle von p21"A"" umfasst
(Goubin & Ducommun (1995); Nakanishi et al.
(1995a)), obwohl es fahig ist, an Cdk4 zu binden und
einen stabilen Komplex zu bilden, keine nachweisba-
re Aktivitdt als Cyclin-D1-Cdk4-Inhibitor aufweist.
Peptid 10 scheint daher der beste Kandidat fir die
Entwicklung eines kleinen Peptidmimetikums mit ho-
her Wirksamkeit zu sein. Von Peptid 10 wurde zuvor
bereits nachgewiesen, dass es eine spezifische
Hochaffinitats- und reversible Wechselwirkung mit
PCNA bildet (Ball & Lane (1996)), und dieses Peptid
reicht aus, um die Funktion von PCNA wahrend der
SV40-Replikation partiell zu inhibieren, was 50% In-
hibierung bei einer Konzentration von etwa 7 mM er-
gibt (Warbrick et al. (1995)). Die PCNA-Wechselwir-
kungsdoméane von p21"*F" wurde kartiert, und es
stellte sich heraus, dass die wichtigen Reste Amino-
sauren 144-151 waren (QTSMTDFY; Warbrick et al.
(1995); Ball & Lane (1996)). Obwohl das extreme
C-terminale Peptid (Peptid 11) Aminosaurereste auf-
weist, die fir die Bindung an und Inhibierung von
Cdk4 wichtig sind (siehe Eig. 1 und Eig. 2), kann es
PCNA nicht binden (Warbrick et al. (1995); Ball &
Lane (1996)). Diese Resultate deuten darauf hin,
dass das Kinasehemmungs- und PCNA-Bindungs-
motiv im C-Terminus von p21"AF! verschieden sind,
es schlieldt jedoch die Mdglichkeit nicht aus, dass
eine Wechselwirkung zwischen p21"A"" und PCNA
oder Cyclin/Kinase einige gemeine Aminosauren be-
nétigen. Daher ist es wichtig, das genaue inhibitori-
sche Motiv im C-Terminus von p21"A"" zu identifizie-
ren und herauszufinden, ob es mit der PCNA-Wech-
selwirkungsdomane Uberlappt oder sich von dieser
unterscheidet. Um diese Frage zu untersuchen, ha-
ben die Erfinder zwei Ansatze gewanhlt; sie syntheti-
sierten (i) eine Reihe von Peptiden, die um 4 Amino-
sauren in jede Richtung entlang von Peptid 10 (Gro-
Renscan; Fig. 7) verschoben wurden, und (ii) eine
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Reihe von Peptiden, die auf Peptid 10 basierten, wo
jeder Rest sequentiell zu Alanin mutiert war (Ala-
ninscan; Fig. 6). Die Fahigkeit der Peptide, in jeder
der beiden Serien in vitro die Cdk4-Aktivitat zu inhi-
bieren, wurde dann bestimmt. Unter Verwendung des
Grolkenscans fanden die Erfinder heraus, dass die
Peptidinhibierungsaktivitat die Aminosauren 156-160
erforderte, wahrend die Aminosauren 148-155 ent-
behrlich waren. Das koppelt das Kinasehemmungs-
motiv vom PCNA-Bindungsmotiv ab.

[0172] Mit dem Alaninscan definierten die Erfinder
die kritischen Reste zur Inhibierung, indem sie zeig-
ten, dass ein Abschnitt von lediglich 5 Aminosauren
fur die Aktivitat essentiell war, mit einer einzigen kon-
servativen Punktmutation an einem von zwei hydro-
phoben Resten, was die hemmende Aktivitat von
Peptid 10 vollstéandig eliminierte (Fig. 6). Die essenti-
ellen Aminosauren sind RRLIF (Aminosauren
155-160), wobei die fettgedruckten Buchstaben es-
sentiell fur die Aktivitat sind und der unterstrichene
Rest signifikant zur inhibitorischen Aktivitat beitragt.

[0173] Wahrend des Testens im Peptidfallungstest
behielt die Mutation des ersten R dieses Motivs zu A
(aa 155 des Volllangen-p21"A™) teilweise ihre Fahig-
keit, sowohl Cdk4 als auch Cyclin-D1 zu binden, bei,
wahrend Mutationen von L oder F zu A die Affinitat zu
Cdk4 und Cyclin-D1 signifikant verringerten, und Mu-
tationen des zweiten R oder des | zeigten keine Wir-
kung auf die Bindung (Daten nicht dargestellt). Dar-
um wurde der R-A-Mutant in Konkurrenztests ver-
wendet. Die Tatsache, dass eine einzige Punktmuta-
tion an einem der beiden hydrophoben Reste (dem L-
oder F-Rest) die inhibitorische Aktivitat vollstandig
eliminiert, deutete darauf hin, dass die Inhibierung
auf eine spezifische Wechselwirkung an hydropho-
ben Schlisselresten zurtickzuflihren war. Die Kartie-
rungsdaten erklaren ebenso, warum sowohl Peptid
10 als auch Peptid 11 gute Inhibitoren der Cyc-
lin-D1-Cdk4-Aktivitat (Eig. 2) sind, da beide das inhi-
bitorische Motiv enthalten. Es scheint daher so, dass
der inhibitorische Teil des Peptids 10 nicht mit der
PCNA-Bindungsstelle tiberlappen wirde, da sie kei-
ne Aminosaurereste gemeinsam haben.

Eine einzige Aminosaure-Substitution im Peptid 10
macht es zu einem starkeren Inhibitor und nahert es
somit der spezifischen Aktivitat eines Volllan-
gen-p21YAF1-Proteins an

[0174] Wahrend der Durchfihrung der Ala-
ninscan-Experimente bemerkten die Erfinder, dass
eines der Mutantenpeptide (D-A an Position 9 von
Peptid 10 oder 149 des Volllangenproteins; Fig. 6)
das Peptid zu einem besseren Inhibitor der Cyc-
lin-D1-Cdk4-Aktivitat zu machen schien. Die Erfinder
bestimmten den |, fir dieses Peptid und verglichen
ihn mit Peptid 10, gereinigtem Volllangen-his-p21"AF
und einem Peptid, das vom Tumorsuppressionspro-

tein p16 INK4 abstammte, von dem vor kurzem be-
richtet wurde, es wirde die Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat
in vitro inhibieren und das Fortschreiten des Zellzyk-
lus verhindern (Fahraeus et al. (1996)). Die D-A-Mu-
tation verringert den Il,; von 100 nM auf 46 nM
(Fig. 7). Wenn dies nun mit dem p16INK4-basierten
Peptid verglichen wurde, das einen |, von 16,3 uM
aufweist Fig. 7), so haben die Erfinder nun ein Peptid
produziert, das etwa 350fach aktiver ist als eine
Cdk4-inhibierende Verbindung. Tatsachlich beginnen
die Erfinder nun, sich der Starke von p21"A"" selbst
zu nahern, das einen |5 von 11 nM im Insektenzel-
lenlysat-Test aufweist (Fig. 7). Dieser Wert befindet
sich in der gleichen Bandbreite wie der Ki von 40 nM
fur p21YA™der von Harper et al. (1995) fiir die Inhi-
bierung von Cyclin-D1-Cdk4 in Sf9-Zelllysaten erhal-
ten wurde. Im Vergleich zum Volllangenprotein hat
das Mutantenpeptid 10 lediglich eine 3,5fach gerin-
gere spezifische Aktivitat als ein Kinase-Inhibitor in
rohen Lysaten. Warum eine Mutation D-A an dieser
Position, die sich ein gutes Stiick auRerhalb der Do-
mane, die als essentiell fir die Aktivitat dargestellt
wurde, befindet, zu einer Reduktion des | flhrt, ist
nicht bekannt. Es erscheint wahrscheinlich, dass sie
die Prasentation des inhibitorischen Motivs umfasst
anstatt eine direkte Rolle fir diesen Rest in der Inhi-
bierung, da es nicht so scheint, dass diese Mutation
die Affinitat des Peptids fir entweder Cdk4 oder Cyc-
lin-D1 erhéhen wiirde (Daten nicht dargestellt).

[0175] Die Resultate deuten darauf hin, dass Peptid
10 als Modell verwendet werden koénnte, um kleine
Peptidmimetika von p21VA*" darauf zu basieren, und
die Erfinder haben Beweise vorgelegt, dass Verande-
rungen in der Peptidstruktur oder Prasentation der
aktiven Reste zu der Entstehung eines Peptidinhibi-
tors fuhren kénnen, welcher der Starke von Volllan-
gen-p21"AF" als Cyclin-D-Cdk4-Inhibitor dhnelt.

Resultate fir das C-terminale Peptid (Peptid 10)

Ein Acht-Aminosaurepeptid ist ausreichend, um die
Cyclin-D-Cdk4-Aktivitat zu inhibieren

[0176] Nachdem Reste identifiziert worden waren,
die fur die Inhibierung von Cyclin-D1-Cdk4 durch
Peptid 10 entscheidend erschienen, bestimmten die
Erfinder, ob diese Reste fur die Inhibierung ausreich-
ten oder ob sie im Kontext eines groReren Peptids.
prasentiert werden mussten. Uberraschenderweise
behielt das Acht-Aminosaurepeptid, KRRLIFSK, die
Fahigkeit bei, die Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat vollstan-
dig zu inhibieren und die Phosphorylierung von pRb
zu verhindern (Eig. 6). Der | ; fir das trunkierte Pep-
tid war jedoch etwa 1000fach hoher als der des Voll-
langenpeptids (1, fir das trunkierte Peptid war etwa
100 pM). Das war kein unerwartetes Ergebnis, da an-
dere Studien einen Verlust der Leistungsstarke nach
Reduktion der Lange der bioaktiven Peptide gezeigt
haben. Es kénnte jedoch mdglich sein, die inhibitori-
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sche Aktivitat des Peptids durch Manipulation der
nichtessentiellen Reste zu verbessern, wie von Lin et
al. (1995) definiert, in einer eleganten Serie an Expe-
rimenten mit dem Ziel, das in den Herzvorkammern
gebildete Polypeptid zu verringern.

Peptid 10 arbeitet in Zellsystemen

[0177] Die Einfihrung von p21"A"'-cDNA in
menschliche Gehirn-, Lungen- und Kolonkrebszellli-
nien flhrt zu einer Suppression des Zellwachstums
(El-Deiry et al. (1993)). Zusatzlich steigen wahrend
eines  strahlungsinduzierten  G,-Stillstands in
menschlichen Fibroblasten die p21"“A"'-Proteinmen-
gen auf eine p53-abhangige Art und Weise, was zu
einer starken Inhibierung der G,-Cyclin-CDKs sowie
zum Scheitern der Zellen, in die S-Phase einzutreten,
fuhrt (Dulic et al. (1994); Harper et al. (1995)). Damit
das Peptid 10 als eine realistische Matrize fiir das
Design neuer antiproliferativer Arzneimittel fungieren
kann, muss es fahig sein, die CKI-Aktivitdt von
p21WAFT als Wachstumssuppressor in einem zellula-
ren Hintergrund nachzuahmen. Die Erfinder haben —
wie andere auch - kirzlich gezeigt, dass eine
16-Aminosauresequenz aus der Homodomane des
Antennapedia-Proteins als Trager fir Peptide mit bi-
ologischer Aktivitdt agieren kann, wobei es diese
Uber die Plasmamembran transloziert und es ihnen
ermdglicht, mit ihren Targetmolekilen wechselzuwir-
ken (Fahraeus et al (1996); Hall et al. (1996)). Um zu
bestimmen, ob Peptid 10 seine biologische Aktivitat
beibehalten hat, wenn es in Gewebekulturzellen ein-
gefuhrt wurde, haben die Erfinder es direkt auf das
Tragerpeptid synthetisiert und es zu einer Kultur pro-
liferierender asynchroner menschlicher HaCaT-Zel-
len, die von Kerotinozyten abstammen, hinzugefigt.
Das gebundene Peptid (genannt Peptid-I; Fig. 9) ent-
hielt eine Mutation von M zu A an Position 7, was zu
einer Elimination seiner Aktivitdt als PCNA-Bin-
dungspeptid fihrt (Warbrick et al. (1995); Ball & Lane
(1996)), und hat den Erfindern ermoglicht, PCNA-un-
abhangige Wirkungen des Peptids auf den normalen
Zellzyklus zu studieren.

[0178] Peptid-l wurde zu dem Kulturmedium in einer
Konzentration von 25 pM hinzugefigt, die Zellen wur-
den 24 Stunden spater fixiert und dann durch fluores-
zenzaktivierte Zellsortierung (FACS) analysiert. G,-,
S- und G,-Phasenverteilung von unbehandelten und
Peptid-I-behandelten Zellen wurde unter Verwen-
dung von Bromdesoxyuracil (BrdU) getestet. Die An-
zahl der Zellen, die in Gegenwart von Peptid-l in die
S-Phase eintraten, wurde dramatisch reduziert, und
die G,-Population zeigte einen gleichzeitigen An-
stieg. Das deutet darauf hin, dass Peptid-I die Fahig-
keit von Volllangen-p21"A¥" durch Induktion eines
G,-Zellzyklus-Stillstands als Wachstumssuppressor
zu agieren, nachahmt.

[0179] Um sicherzustellen, ob Peptid-l durch Pra-

vention der Phosphorylierung von pRb auf eine Art,
die mit der von p21"**" analog ist, als Wachstumsin-
hibitor fungierte, verwendeten die Erfinder Se-
rum-Aushungern, um eine synchrone Population von
HaCaT-Zellen zu produzieren. Peptid-l wurde zur
gleichen Zeit, als diese aus dem Serum-Aushungern
freigesetzt wurden, zu den Zellen hinzugefigt, und
Proben von behandelten und unbehandelten Zellen
wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden genom-
men. Der Phosphorylierungsstatus von pRb wurde
durch einen Gel-Retentionstest beobachtet. Als Se-
rum zu den ausgehungerten Zellen hinzugefugt wur-
de, wurde pRb zwischen 12 und 15 Stunden hyper-
phosphoryliert, in Gegenwart von Peptid-I blieb pRb
jedoch hypophosphoryliert. Daher fihrt Peptid-1 in
menschlichen HaCaT-Zellen durch Verhindern der
Phosphorylierung von pRb zu einem G,-Stillstand.

[0180] Die Erfinder verwendeten einen identischen
experimentellen Ansatz, um (i) das bioaktive trunkier-
te Peptid 10 und (ii) ein Kontrollpeptid 10, dem zur
CDK-Inhibierung essentielle Reste fehlten, in Ha-
CaT-Zellen einzuflihren. Die Erfinder fanden heraus,
dass Peptid-Il wirksam einen G,-Phasenstillstand for-
derte und die Phosphorylierung von pRb vollstandig
verhinderte, wenn es in 50 pM hinzugefiigt wurde
(Fig. 9b). Peptid-Ill, dem die letzten 4 Aminosauren
von Peptid 10 (LIFS) fehlten, hatte jedoch keine
nachweisbare Wirkung auf die Fahigkeit der Ha-
CaT-Zellen, in die S-Phase einzutreten. Es ist inter-
essant, dass das trunkierte Peptid 10, wenn es an ein
Tragerpeptid (Peptid-ll) gekoppelt ist und in Zellen
eingefuhrt wird, lediglich 2-mal weniger aktiv als
Wachstumssuppressor als Peptid-| ist (siehe oben fir
In-vitro-Daten). Eine Bindung des trunkierten Peptids
10 an das Tragerpeptid kann eine geeignetere inhibi-
torische Konformation fordern als der |, flr tragerge-
bundenes trunkiertes Peptid 10 (Peptid-Il ist in vitro
etwa 50-mal weniger als jenes des freien Peptids 10
(Daten nicht dargestellt)).

[0181] Peptid 10 wurde zu Rb-negativen Zellen hin-
zugefligt, und die Resultate unterstitzen dessen
Nachahmung des Volllangenproteins, d. h. es kann
dessen biologische Aktivitat als Zellzyklusinhibitor
nachahmen. Von Peptid 10 wurde herausgefunden,
dass es Zellzyklusarrest in pRb-negativen sowie in
pRb-positiven Zellen hervorruft.

[0182] Unter Verwendung von Soas2-Zellen fiihrt
die Einfihrung von Peptid 1 (Peptid 10 gebunden an
Penetratin und mutiert, um PCNA-Bindung zu verhin-
dern) zu einer Zunahme der Population der Zellen in
der G,-Phase.

Diskussion
[0183] Synthetische Peptide oder Peptidmimetika

erweisen sich beim Studium der biochemischen Re-
gulierung von Enzymen und Proteinen als nutzlich,
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ebenso stellen sie Modelle zum Design neuer anti-
proliferativer Mittel bereit, die auf die amplifizierten
enzymatischen Stoffwechselwege abzielen oder auf
Proteine, die in menschlichen Tumoren aktiviert sind
(Powis (1992); Gibbs & Oliff (1994)). Peptide, von de-
nen ebenfalls gezeigt wurde, dass sie wirksam auf
Komponenten des Zellzyklusmechanismus abzielen,
umfassen: FTI, die Farnesyl-Protein-Transferase in-
hibieren und so die Aktivierung von Ras verhindern
(Gibbs et al. (1994)); Ras-Effektor-Domanenpeptide,
die dessen biologische Funktion inhibieren kénnen
(Moodie & Wolfman (1994); Rodriguez-Viciana et al.
(1994)); Polypeptide, die SH2/SH3-Domanen in sich
tragen, die theoretisch das Wachstum von Tumoren
mit aktivierten Tyrosin-Kinasen inhibieren sollten
(Pawson & Schlessinger (1993); Yu et al. (1994)),
und von p16INK4 abstammende Peptide, welche die
Cyclin-D-CDK-Komplexaktivitat inhibieren und da-
durch den pRb-abhangigen Zellzyklusstillstand akti-
vieren (Fahraeus et al. (1996)).

[0184] Die Inaktivierung des Tumorsuppressions-
proteins p53 ist ein haufiges Ereignis bei der Entwick-
lung menschlicher Neoplasie (Hollstein et al. (1991)).
Das p53-Protein ist ein Schlisselakteur in einem in-
duzierbaren Zellzyklus-Checkpoint-Stoffwechsel-
weg, der als Antwort auf DNA-Schaden und Nucleo-
tidpoolstérungen aktiviert wird (Lane (1992); Agarwal
et al. (1995)). Die Reaktivierung dieses Stoffwechsel-
wegs kdnnte daher einen Weg zur Entdeckung neuer
antiproliferativer Arzneimittel bereitstellen. Eine Rei-
he an Mechanismen kann zur funktionalen Inaktivie-
rung des p53-Stoffwechselwegs flihren, unter ande-
rem die Inaktivierung von stromab gelegenen Effek-
tormolekulen von p53, wie z. B. des Cyclin-Kinase-In-
hibitors p21WAF1 (Deng et al. (1995); Waldman et al.
(1995)). Jungste Entwicklungen haben gezeigt, dass
eine Reaktivierung des p53-Stoffwechselwegs in ei-
nigen menschlichen Tumoren durch eine Aktivierung
der biochemischen Funktion des endogenen mutier-
ten p53-Proteins moglich sein kann (Halazonetis &
Kandil (1993); Hupp et al. (1993)), mdglicherweise
unter Verwendung kleiner Peptide als Leitverbindun-
gen zum Arzneimitteldesign (Hupp et al. (1995)) oder
durch Wiedereinfihrung des Wildtyp-p53-Gens mit-
tels Adenovirusvektoren (Eastham et al. (1995)). Im
Allgemeinen ist jedoch die pharmakologische Wie-
derherstellung der biochemischen Funktion eines
Proteins, das seine normale Aktivitat durch Mutation
seiner Aminosauresequenz verloren hat, schwieriger
als die Inhibierung einer biochemischen Funktion
(Gibbs & QIiff (1994)). Daher kann es sich als produk-
tiver erweisen, alternative Ansatze zur Wiederher-
stellung der Aktivitdt des p53-Stoffwechselwegs zu
wahlen, wie z. B. das Nachahmen der inhibitorischen
Aktivitdt des stromab gelegenen Effektormolekiils
p21WAF1, das einen Wachstumsstillstand alleine pri-
mar durch seine Wechselwirkung mit den G1-Cyc-
lin-CDKs vermitteln kann (El-Deiry et al. (1993); East-
ham et al. (1995); Harper et al. (1995)).

[0185] Die Bestimmung der minimalen Domane von
p21VA" welche die CDK-Funktion inhibieren kann,
und das Herausfinden, ob eine solche Domane in
Isolation mit hoher Wirksamkeit funktionieren kann,
sind zwei wichtige Ziele, die erreicht werden missen,
um zu bestimmen, ob p21"A"! sich als realistische
Matrize zur Verwendung in der antiproliferativen Arz-
neimitteldesignforschung erweist. Vor den Studien
der Erfinder war die minimale Sequenz von p21"A™,
die in vitro die CDK-Funktion inhibiert hatte, die N-ter-
minale Domane (Reste 1-75) (Luo et al. (1995)).
Wahrend von Peptiden, die von dieser N-terminalen
Doméane abstammten, erst kirzlich gezeigt wurde,
dass sie die Fahigkeit von p21"A"'  die Cyc-
lin-E-Cdk2-Komplexaktivitat zu inhibieren, antagoni-
sierten, was darauf hindeutet, dass diese Doméane
mit der Kinase wechselwirkt (Chen et al. (1996)), wur-
den bis jetzt keine Daten Uber die direkte Wechsel-
wirkung kleiner Peptide mit entweder Cyclin oder
CDK vorgelegt. Zusatzlich gab es keine Beweise, die
darauf hindeuteten, ein kleines, von p21"A*! abstam-
mendes Peptid wére tatsachlich als ein CDK-Inhibitor
biologisch aktiv. Da die Cyclin-D1-Cdk4-Komplexe
und die verwandten Isoformen essentiell fur das
Durchlaufen der G1-Phase sind, haben die Erfinder
eine Reihe kleiner synthetischer Peptide verwendet,
die auf der Sequenz von p21"A"" basieren, um (i) zu
bestimmen, ob es Cdk4-inhibitorische Peptidmimeti-
ka gibt und ob diese von grofer Wirksamkeit sind,
und (ii) den Mechanismus zu sondieren, mit dem das
p21"AF1_Protein die Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat inhi-
biert.

Ein Modell zur Inhibierung von Cyclin-D1-Cdk4 durch
p21WAF1

[0186] Zwei verschiedene Peptide von der N-termi-
nalen Doméne von p21"A"! wechselwirkten entweder
mit Cdk4 oder mit Cyclin-D1, um stabile Komplexe zu
bilden. Ein Peptid band an Cdk4, inhibierte jedoch
dessen Aktivitat nicht, wahrend das zweite spezifisch
an Cyclin-D1 band und eine starke inhibitorische Wir-
kung auf die Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat hatte. Das
Cdk4-Bindungspeptid 4 (Reste 46-65) korrespondier-
te mit einer mutmaRlichen Cdk2-Bindungsdomane
von p21"AF1 die zuvor unter Verwendung von
p21"WAF1_Deletionskonstrukten  (Nakanishi et al.
(1995a) und Alaninmutationsanalyse definiert wurde
(Goubin & Gucommun (1995)). Die Erfinder haben
festgestellt, dass diese Region von p21"A"! tatsach-
lich direkt in die CDK-Bindung involviert ist, jedoch
keine Cdk4-inhibitorische Aktivitat aufweist (Fig. 2
und Fig. 3). Diese Daten erklaren, warum bestimmte
N-terminal deletierte p21"“A"'-Konstrukte, die noch
die CDK-Bindungsstelle enthalten, nicht fahig sind,
das Zellwachstum wirksam zu inhibieren (Nakanishi
et al. (1995a)).

[0187] Das zweite N-terminale Peptid, das an Cyc-
lin-D1 band, inhibierte die Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat
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durch einen neuen Mechanismus stark (siehe unten).
Der Mechanismus zur p21¥A"'-Inhibierung der Cyc-
lin-CDK-Komplexe ist erst wenig erforscht, da es
nicht klar war, ob das p21"A*'-Protein durch Cyclin-
und/oder Kinase-Untereinheiten-Bindung inhibiert.
Cdk2 bindet in Abwesenheit von Cyclin sehr schwach
an p21"AF' die Affinitdt der G1-CDKs fur p21VA¥!
nahm stark zu, wenn das CDK mit einem Cyclin as-
soziiert wurde (Harper et al. (1995)), was darauf hin-
deutet, dass Cycline eine wichtige Rolle in der
p21"*"-Inhibierung der CDK-Aktivitat spielen. Ob je-
doch ein CKI, wie z. B. p21"A"" und p27KIP1, direkt
mit Cyclin Wechselwirken kann, ist umstritten (Toyo-
shima & Hunter (1994); Harper et al. (1995)). Eine
kirzlich durchgefiihrte Studie deutete jedoch darauf
hin, dass p21"YA"" mit einer Reihe an Cyclinen in Ab-
wesenheit von CDK direkt Wechselwirken kann (Fo-
tedar et al. (1996)). Die Erfinder zeigen hier, dass ein
kleines Peptid, das aus den Resten 16-35 zusam-
mengesetzt ist (Peptid 2), einen stabilen Komplex mit
Cyclin-D1 bildet und dass dieses Peptid alleine ein
starker Inhibitor der Cdk4-Aktivitat ist, mit einem I,
von 2 mM. Dieses Peptid fallt in die Wachstumssup-
pressionsregion (Reste 17-71), die von Nakanishi et
al. (1995a) beschrieben wurde. Das ist das erste Mal,
dass eine mutmalBliche Cyclinbindungsstelle auf
p21WAF! identifiziert wurde und dass von einem klei-
nen synthetischen Peptid, das diese Domane repra-
sentiert, gezeigt wurde, dass es ausreicht, das Voll-
langen-p21"A"'-Protein als CDK-Inhibitor nachzuah-
men.

[0188] Die Tatsache, dass die Cyclin-D1-Cdk4-Akti-
vitat allein durch Wechselwirkung mit der Cyclin-Un-
tereinheit inhibiert werden kann, deutet darauf hin,
dass entweder (i) Konformationsveranderungen in
Cyclin-D1 zur Inhibierung der katalytischen Cdk4-Ak-
tivitdt fuhren kdnnen, (ii) Peptid 2 die Wechselwir-
kung von Cyclin-D1 mit Cdk4 stort oder dass (iii) Pep-
tid 2 die Wechselwirkung von Cyclin-D1-Cdk4 mit sei-
nem Substrat pRb stort.

[0189] Die Aussichten in Bezug auf das Design nie-
dermolekularer Mimetika von p21"A"! sind lebensfa-
higer in Anbetracht der Tatsache, dass das Cyc-
lin-D1-Bindungspeptid alleine die Kinasefunktion in-
hibieren kann, was darauf hindeutet, dass das vorhe-
rige Vorhandensein eines p21"“A"'-Proteins, das an
die Kinase-Untereinheit bindet, fur die Inhibierung
der Kinasefunktion nicht notwendig ist. Zusatzlich
sind die Aminosaurereste, die zwischen p21"A*" und
seinem engen Verwandten p27KIP1 (Polyak et al.
(1994); Toyoshima & Hunter (1994)) konserviert sind,
in der N-terminalen Domane zusammengedrangt,
wobei die Regionen, die den Peptiden 2 (65% iden-
tisch) und Peptid 4 (50% identisch) entsprechen, die
Mehrheit der konservierten Aminosauren enthalten.
Das deutet darauf hin, dass die Inhibierung der
Cdk4-Aktivitat durch Wechselwirkung mit der Cyc-
lin-D-Untereinheit ein gemeinsamer Mechanismus

sein kann, der sowohl von p21"A"" als auch von
p27KIP1 verwendet wird.

Eine neue C-terminale p21"**'-Cyclin-D1-Cdk4-Inhi-
bitions-Domane

[0190] Wahrend der Studien der Erfinder fanden sie
ebenfalls heraus, dass ein Peptid (Peptid 10) aus der
C-terminalen Domane von p21"A*" in vitro ein starker
Inhibitor der Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat war. Das inhibi-
torische Motiv wurde identifiziert und unterschied
sich von der PCNA-Wechselwirkungsstelle, die sich
ebenso in der C-terminalen Domane von p21"A*! be-
findet (Chen et al. (1995); Luo et al. (1995); Warbrick
et al. (1995); Ball & Lane (1996)). Die Resultate der
Erfinder stehen im Gegensatz zu vorhergehenden
Studien, die herausfanden, dass die Cyclin-Cdk2-in-
hibitorische Aktivitat allein auf die N-terminale Doma-
ne von p21YA"! beschrankt ist, wenn jede Halfte se-
parat exprimiert wird (Chen et al. (1995); Luo et al.
(1995)). Die Griinde fir diese Diskrepanz kénnen fol-
gende inkludieren: (i) die Verwendung von C-terminal
his-markiertem p21"A"" in Expressionsvektoren zur
Reinigung von p21"A"'-Konstrukten (Luo et al.
(1995)), welche die lokale Struktur am C-Terminus
von p21"A" peeinflusst haben konnten; (i) die Trans-
fektion von Konstrukten, die nur die C-terminale Half-
te von p21"WAF! enthalten (Chen et al. (1995); Luo et
al. (1995)), was das Falten in die korrekte native Kon-
formation unter Ausschlufl der Identifizierung der
neuen inhibitorischen Domane schwierig machen
kann; (iii) durch Verwendung von Peptiden anstatt
der C-terminalen Konstrukte oder des Volllan-
gen-p21"AF-Proteins kénnten die Erfinder Stellen
enthillt  haben, die in nativem  Volllan-
gen-p21"AF'_Protein dem Lésungsmittel nicht gezeigt
worden waren; (iv) es ist méglich, dass es geringflgi-
ge Unterschiede in dem/den von p21"AF" verwende-
ten Mechanismus/Mechanismen zur Inhibierung der
Cyclin-Cdk2-Komplexe und von Cyclin-D1-Cdk4 gibt.
Ob das C-terminale inhibitorische Motiv eine neue
physiologisch  relevante Regulationsstelle auf
p21"WAF! definiert, wird im Moment behandelt. Die
Leistungsstarke von Peptid 10 jedoch (l,5 = 0,1 mM,
nur 10-mal niedriger als das Volllangen-p21"A*'-Pro-
tein in diesen Tests) und dessen Fahigkeit, Cyc-
lin-D1-Cdk4 vollstéandig zu inhibieren, deutet fir die
Erfinder darauf hin, dass es sich lohnt, weitere Studi-
en dieser Region des Volllangen-p21VA'-Proteins zu
verfolgen.

[0191] Peptid 10 reprasentiert eine potentiell span-
nende Spur fur das Arzneimitteldesign, da es bei wei-
tem der starkste Peptidinhibitor fir CDK-Aktivitat ist,
der bis zum jetzigen Zeitpunkt entdeckt wurde, da es
> 150fach besser ist als das erst vor kurzem identifi-
zierte Peptidmimetikum von p16INK4 (Fahraeus et
al. (1996)) und 20fach besser als das N-terminale in-
hibierende, von p21"**" abstammende Peptid, das
die Erfinder beschrieben haben. Die Tatsache, dass
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die Reste, die fur die inhibitorische Aktivitat wichtig
sind, auf einen Abschnitt von lediglich finf Aminosau-
ren begrenzt sind, deutet darauf hin, dass ein Kontakt
in einem einzigen Grenzbereich ausreicht, um einen
sehr starken Inhibitor der Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat zu
produzieren, wobei daraus eine realistische Matrize
fur das Design kleiner Molekile wird, welche die
p21VAF1-Aktivitat nachahmen.

[0192] Die Tatsache, dass Peptid 10 die inhibitori-
sche Aktivitat beibehalt, wenn es auf lediglich acht
Aminosauren (KRRLIFSK) reduziert wird, verstarkt
den Anreiz, es als Matrize flir das rationale Arzneimit-
teldesign zu verwenden. Im Allgemeinen sind Prote-
in-Protein-Grenzflachen relativ grof und basieren auf
der Beteiligung von zwischen 10-30 Kontaktseiten-
ketten auf jeder Grenzflache, wobei jede Kontaktregi-
on oftmals aus Resten zusammengesetzt ist, die
Uber die ganze primare Aminosauresequenz ver-
streut sind (Davies et al. (1990); de Vos et al. (1992)).
Es gibt jedoch Beweise dafiir, dass in einigen Fallen
lediglich eine kleine Untermenge dieser Seitenketten
kontaktiert werden muss, damit eine effiziente Bin-
dung stattfindet (Kelly & O'Connel (1993); Cunning-
ham & Wells (1994); Clackson & Wells (1995)). Die
Entdeckung, dass ein einziges Acht-Aminosaurepep-
tid alleine ausreicht, um die Aktivitat eines entschei-
denden G,-Cyclin-CDK zu inhibieren, wodurch die
pRb-Phosphorylierung verhindert wird und ein
G,-Zellzyklusstillstand in Gewebekulturzellsystemen
produziert wird, deutet darauf hin, dass eine Wech-
selwirkung an lediglich einer kleinen Untermenge der
Kontaktseitenketten fir eine starke Inhibierung der
Cyclin-D1-Cdk4-Aktivitat an der G1-S-Phasen-Gren-
ze notwendig ist. Das macht Cyclin-D1-Cdk4 zu ei-
nem realistischen und spannenden Ziel fiir das De-
sign kleiner synthetischer Verbindungen, die als anti-
proliferative Mittel wirken kénnen.
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1740-1752.
Patentanspriiche

1. Testverfahren zur Identifikation einer Verbin-
dung mit der Fahigkeit, Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen p21 und Cyclin D1 und/oder cdk 4 zu
modulieren, worin das Verfahren Folgendes umfasst:
(a) das Kontaktieren von:

(i) einer Substanz, die ein Peptidfragment von p21 ist,
das aus einer Aminosauresequenz besteht, die aus-
gewabhlt ist aus:

RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder einem solchen Fragment, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz; und

(ii) einer Substanz, die Cyclin D1 und/oder cdk4 um-
fasst, oder einem Derivat oder Analogon davon, wo-
bei das Derivat Cyclin-D1- und/oder cdk4-Aktivitat
beibehalt, und einer Testverbindung unter Bedingun-
gen, wobei diese Substanzen in Abwesenheit der
Testverbindung, die ein Inhibitor von Wechselwirkung
oder Bindung der Substanzen ist, Wechselwirken
oder sich aneinander binden; und

(b) das Bestimmen von Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen den Substanzen.

2. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz von
Peptid 4 besteht.

3. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz Kxx-
RRyFzP besteht.

4. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz von
Peptid 2 besteht.

5. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz xy-
LzF besteht.

6. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz von
Peptid 10 besteht.

7. Testverfahren nach Anspruch 1, worin das

Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz
KRRLIFSK besteht.

8. Testverfahren nach Anspruch 7, worin das
Fragment von p21 aus der Aminosauresequenz von
Peptid 11 besteht.

9. Testverfahren zur Identifikation einer Verbin-
dung mit der Fahigkeit, Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen p21 und Cyclin. D1 und/oder cdk 4 zu
modulieren, worin das Verfahren Folgendes umfasst:
(a) das Kontaktieren von:

(i) einer Substanz, die ein Peptidfragment aus 40
oder weniger Aminosauren von p21 ist, oder einem
Derivat eines solchen Fragments, worin das Frag-
ment oder Derivat eine Aminosauresequenz:
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder einem solchen Fragment
oder Derivat, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz; und

(i) einer Substanz, die Cyclin D1 und/oder cdk4 um-
fasst, oder einem Derivat oder Analogon davon, wo-
bei das Derivat Cyclin-D1- und/oder cdk4-Aktivitat
beibehalt, und einer Testverbindung unter Bedingun-
gen, wobei diese Substanzen in Abwesenheit der
Testverbindung, die ein Inhibitor von Wechselwirkung
oder Bindung der Substanzen ist, Wechselwirken
oder sich aneinander binden; und

(b) das Bestimmen von Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen den Substanzen.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
worin eine Verbindung zusatzlich auf die Fahigkeit
getestet wird, eine p21-vermittelte Wirkung auf
cdk4-Aktivitat zu modulieren.

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin die
cdk4-Aktivitdt Rb-Phosphorylierung umfasst.

12. Verfahren nach Anspruch 10, worin die Induk-
tion von G1-Zellzyklusstillstand getestet wird.

13. Verwendung beim Screenen auf Verbindun-
gen, die in der Lage sind, Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen p21 und Cyclin D1 und/oder cdk4 zu
modulieren, einer Substanz, die ein Peptidfragment
von p21 ist, das aus einer Aminosauresequenz be-
steht, die ausgewahlt ist aus:
RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
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KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder eines solchen Fragments, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz.

14. Verwendung beim Screenen auf Verbindun-
gen, die in der Lage sind, Wechselwirkung oder Bin-
dung zwischen p21 und Cyclin D1 und/oder cdk4 zu
modulieren, einer Substanz, die ein Peptidfragment
aus 40 oder weniger Aminosauren von p21 ist, oder
eines Derivats eines solchen Fragments, wobei das
Fragment oder Derivat eine Aminosauresequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)
umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder eines solchen Fragments
oder Derivats, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz.

15. Verwendung beim Screenen auf Verbindun-
gen, die in der Lage sind, eine p21-vermittelte Wir-
kung auf cdk4-Aktivitdt zu modulieren, einer Sub-
stanz, die ein Peptidfragment von p21 ist, das aus ei-
ner Aminosauresequenz besteht, die ausgewahlt ist
aus:

RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder eines solchen Fragments, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz.

16. Verwendung beim Screenen auf Verbindun-
gen, die in der Lage sind, eine p21-vermittelte Wir-
kung auf cdk4-Aktivitdt zu modulieren, einer Sub-
stanz, die ein Peptidfragment aus 40 oder weniger
Aminosauren von p21 ist, oder eines Derivats eines
solchen Fragments, wobei das Fragment oder Deri-
vat eine Aminosauresequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder eines solchen Fragments
oder Derivats, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz.

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder An-
spruch 16, worin die cdk4-Aktivitat Rb-Phosphorylie-
rung umfasst.

18. Verwendung nach Anspruch 13, worin auf die
Induktion von G1-Zellzyklusstillstand getestet wird.

19. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz von Peptid 4 besteht.

20. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz KxxRRyFzP besteht.

21. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz von Peptid 2 besteht.

22. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz xyLzF besteht.

23. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz von Peptid 10 besteht.

24. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment aus der Amino-
sauresequenz KRRLIFSK besteht.

25. Verwendung nach Anspruch 13 oder An-
spruch 15, worin das p21-Fragment. aus Aminosau-
resequenz von Peptid 11 besteht.

26. Verwendung einer Substanz, die ein Peptid
mit der Sequenz
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11) oder
KRRLIFSK
oder ein Fragment davon aus zumindest 5 Amino-
sauren ist; oder eines Peptidfragments von p21, das
aus einer Aminosauresequenz besteht, die ausge-
wahlt ist aus:
RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann),
oder eines solchen Fragments oder Derivats, gebun-
den an einen Bindungspartner oder fusioniert an eine
Nicht-p21-Sequenz, zur Herstellung eines Medika-
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ments zur Behandlung einer Hyperproliferationser-
krankung.

27. Verwendung nach Anspruch 26, worin das
Fragment oder Derivat ein Peptidfragment mit einer
Sequenz, die
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11) oder
KRRLIFSK ist,
umfasst oder daraus besteht.

28. Verwendung nach Anspruch 27, worin die
Substanz aus dem Peptid KRRLIFSK besteht.

29. Verwendung nach einem der Anspriiche 26
bis 28, worin die Substanz an einen Trager fur die Zu-
fuhr zu Zellen gebunden ist.

30. Verwendung nach Anspruch 29, worin die
Substanz ein Peptid ist und an ein Tragerpeptid mit
der Sequenz RQIKIWFQNRRMKWKK gebunden ist.

31. Peptid KRRLIFSK mit der Eigenschaft, cdk4
zu inhibieren, zur Verwendung in einem Verfahren
zur Behandlung des menschlichen Kérpers oder Tier-
kérpers mittels Therapie.

32. Peptid nach Anspruch 31, worin die Behand-
lung jene einer Hyperproliferationserkrankung ist.

33. In-vitro- oder Ex-vivo-Verfahren zur Stérung
der Wechselwirkung zwischen p21 und Cyclin D1
und/oder cdk4, worin das Verfahren das Kontaktieren
von p21 und/oder cdk4 mit einer Substanz, die ein
Peptidfragment von p21 ist, das aus einer Aminosau-
resequenz besteht, die ausgewahlt ist aus:
RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder einem solchen Fragment, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz, umfasst.

34. In-vitro- oder Ex-vivo-Verfahren zur Modulati-
on einer p21-vermittelten Wirkung auf cdk4-Aktivitat,
wobei das Verfahren das Kontaktieren von p21
und/oder cdk4 mit einer Substanz, die ein Peptidfrag-
ment von p21 ist, das aus einer Aminosauresequenz
besteht, die ausgewahlt ist aus:

RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder einem solchen Fragment, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz, umfasst.

35. Verwendung von Nucleinsaure, die fir eine
Substanz, die ein Peptid milder Sequenz
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11) oder
KRRLIFSK
oder ein Fragment davon aus zumindest 5 Amino-
sauren ist; oder ein Peptidfragment von p21, das aus
einer Aminosauresequenz besteht, die ausgewanhlt
ist aus:

RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann),

oder solch ein Fragment, gebunden an einen Bin-
dungspartner oder fusioniert an eine Nicht-p21-Se-
quenz, kodiert, zur Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung einer Hyperproliferationserkrankung
durch Expression in einer Targetzelle.

36. Verwendung nach Anspruch 32, worin das
Fragment oder Derivat ein Peptidfragment mit einer
Sequenz, die
RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11) oder
KRRLIFSK ist,
umfasst oder daraus besteht.

37. Verwendung einer Substanz, die ein Peptid-
fragment von p21 ist, das aus einer Aminosaurese-
quenz besteht, die ausgewahilt ist aus:
RERWNFDFVTETPLEGDFAW (Peptid 4)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD (Peptid 2)
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)

KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS (Peptid 10)
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KRRQTSATDFYHSKRRLIFS
KRRQTSMTAFYHSKRRLIFS
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP (Peptid 11)
KRRLIFSK oder

xyLzF (worin y und z beliebige Aminosauren sind und
x vorzugsweise R ist),

oder eines solchen Fragments, gebunden an einen
Bindungspartner  oder  fusioniert an  eine
Nicht-p21-Sequenz, beim Entwerfen eines funktio-
nellen Mimetikums von p21 mit der Eigenschaft, sich
an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder damit
wechselzuwirken, und/oder beim Screenen darauf.

38. In-vitro- oder Ex-vivo-Verfahren zur Stérung
der Wechselwirkung zwischen p21 und Cyclin D1
und/oder cdk4, worin das Verfahren das Kontaktieren
von p21 und/oder cdk4 mit einer Substanz, die ein
Peptidfragment aus 40 oder weniger Aminosauren
von p21 ist, oder einem Derivat eines solchen Frag-
ments, wobei das Fragment oder Derivat eine Amino-
sauresequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)
umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder einem solchen Fragment
oder Derivat, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz, umfasst.

39. In-vitro- oder Ex-vivo-Verfahren zur Modulati-
on einer p21-vermittelten Wirkung auf cdk4-Aktivitat,
wobei das Verfahren das Kontaktieren von p21
und/oder cdk4 mit einer Substanz, die ein Peptidfrag-
ment aus 40 oder weniger Aminosauren von p21 ist,
oder einem Derivat eines solchen Fragments, wobei
das Fragment oder Derivat eine Aminosauresequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)
umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder einem solchen Fragment
oder Derivat, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz, umfasst.

40. Verwendung von Nucleinsdure, die fir eine
Substanz, die ein Peptidfragment aus 40 oder weni-
ger Aminosauren von p21 ist, oder ein Derivat eines
solchen Fragments, wobei das Fragment oder Deri-
vat eine Aminosauresequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)
umfasst, wobei das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder solch ein Fragment oder

Derivat, gebunden an einen Bindungspartner oder fu-
sioniert an eine Nicht-p21-Sequenz, kodiert, zur Her-
stellung eines Medikaments zur Behandlung einer
Hyperproliferationserkrankung durch Expression in
einer Targetzelle.

41. Verwendung einer Substanz, die ein Peptid-
fragment aus 40 oder weniger Aminosauren von p21
ist, oder eines Derivats eines solchen Fragments,
wobei das Fragment oder Derivat eine Aminosaure-
sequenz
KxxRRyFzP (worin x jede beliebige Aminosaure sein
kann, y und z hydrophob sein kénnen und jeder der
unterstrichenen Reste fehlen oder unterschiedlich
sein kann)
umfasst, worin das Derivat die Eigenschaft aufweist,
sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu binden oder da-
mit wechselzuwirken, oder eines solchen Fragments
oder Derivats, gebunden an einen Bindungspartner
oder fusioniert an eine Nicht-p21-Sequenz, beim Ent-
werfen eines funktionellen Mimetikums von p21 mit
der Eigenschaft, sich an Cyclin D1 und/oder cdk4 zu
binden oder damit wechselzuwirken, und/oder beim
Screenen darauf.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIGUR 2
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 5
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Figur 7
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Relative Aktivitat (2)
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Figur 10
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