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La presente invenzione riguarda composizioni farmaceutiche
comprendenti pentraxina lunga PTX3 (PTX3) o un suo derivato
funzionale. In particolare, 1’'invenzione riguarda le suddette
composizioni per la terapia di patologie di tipo infettivo, inflammatorio
o tumorale.

L’invenzione riguarda inoltre vettori di espressione comprendenti
la sequenza completa del cDNA che codifica la PTX3 o un suo derivato
funzionale, cellule ospiti ricombinanti transfettate con tali vettori di
espressione e un metodo per produrre PTX3 o un suo derivato
funzionale. L’invenzione riguarda infine metodi di terapia genica per il
trattamento di tumori, basati sull’uso di detti vettori di espressione.

Fino ad oggi non ¢ stata ancora compresa la funzione biologica
della PTX3, una proteina che viene éspressa in vari tipi cellulari,
particolarmente in fagociti mononucleari e cellule endoteliali, dopo
esposizione alle citochine infiammatorie Interleuchina 1beta (IL-1beta)
€ Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-alfa).

Non ¢ stato altresi descritto fino ad oggi alcun uso terapeutico
della PTX3 o di suoi derivati funzionali.

La PTX3 ¢ costituita da due domini strutturali, uno N-terminale
non correlato ad alcuna molecola nota, € uno C-terminale simile alle

pentraxine corte quali la proteina C-reattiva (CRP). E’ stata riscontrata
una elevata somiglianza tra la PTX3 umana (hPTX3) e le PTX3 animali.

I1 gene della PTX3 ¢ localizzato nel cromosoma 3 del topo, in una
regione analoga alla regione 3q umana (q24-28), in accordo con Ia

documentata localizzazione della hPTX3 nella regione 3q 25. Inoltre, la

SIGMA - TAU
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PTX3 di topo (mPTX3) (Introna M., Vidal Alles V., Casfellano M.,
Picardi G., De Gioia L., Bottazzi B., Peri G., Breviario F., Salmona M.,
De Gregorio L., Dragani T. A., Srinivasan N., Blundell T. L., Hamilton
T. A. and Mantovani A.: Cloning of mouse PTX3, 2 new member of the
pentraxin gene family expressed at extrahepatic sites. Blood 87 (1996)
1862-1872) & molto simile alla hPTX3 in base alla organizzazione,
localizzazione e sequenza (Breviario F., d’Aniello EM., Golay J., Peni
G.; Bottazzi B., Bairoch A., Saccone S., Marzella R., Predazzi V.,
Rocchi M., Della Valle G., Dejana E., Mantovani A., Introna M.:
Interleukin-1-inducible genes in endothelial cells. Cloning of a new gene
related to C-reactive protein and serum amyloid P component. J. Biol.
chem. 267:22190, 1992).

In particolare, il grado di identita fra le sequenze ¢ dell’82% tra
il gene umano e quello di topo, e raggiunge il 92% se vengono
considerate le sostituzioni conservative,

L’alto grado di somiglianza fra la sequenza deila hPTX3 e quella
della mPTX3 & un segno dell’alto grado di conservazione della
pentraxina durante 1’evoluzione (Pepys MB, Baltz ML: Acute phase
proteins with special reference to C-reactive protein and related proteins
(pentaxins) and serum amyloid A protein. Adv. Immunol: 34:141, 1983).

La CRP ¢ un marker della patologia immunoinfiammatoria e
infettiva. Dopo un trauma, una lesione o una infezione di un tessuto, nel
soggetto colpito si innesca una serie complessa di reazioni volte a
prevenire 1’estensione del danno, a distruggere 1I’organismo infettivo e

ad attivare 11 processo di riparazione per ripristinare le normali funzioni.

[NAMA - TAU

INDUSTRIE FARMACEUTICHE RIUNITE S.p.A.



10

15

20

25

4

Questo processo costituisce la cosiddetta risposta di fase acuta e il
marcatore principale attualmente usato per la risposta di fase acuta ¢
costituito dalla CRP. Infatti, nel siero umano normale essa ¢ presente in
concentrazioni inferiori a 10 pg/ml, ma pud aumentare piu di 1000 volte
in risposta ad un trauma o ad una infiammazione (Koj A. “Acute phase
reactants” in “Structure and function of Plasma Proteins” Allison A.,
Ed., pp. 73-131, Plenum Press, New York, 1974).

Sono gia noti precedenti usi terapeutici della CRP. Ad esempio
il brevetto US 4,857,314 del 15.08.1989 descrive ’uso della CRP in
associazione con il TNF per il trattamento di tumori.

La domanda di brevetto internazionale PCT/US94/02181 del
24.02.1994 descrive mutant: della CRP utili per la preparazione di kit
diagnostici per la determinazione di immunocomplessi net fluidi
biologici e per il trattamento di patologie virali, microbiche, tumorali e
per lo shock endotossico.

Anche la domanda di brevetto internazionale PCT/US94/09729
del 26.08.1994 descrive mutanti della CRP utili per la preparazione di
kit diagnostici e per il trattamento di patologie virali, microbiche e
tumorali.

La capacita di PTX3 di riconoscere e legare in modo specifico
ligandi riconosciuti anche dalle pentraxine corte € stata valutata in vitro
utilizzando PTX3 ricombinante?;)urificata. Le pentraxine corte come
CRP e SAP (componente P serica dell’amiloide) sono caratterizzate

dalla capacita di riconoscere ¢ legare in modo calcio-dipendente un

ampio spettro di ligandi, tra cui la fosfocolina, la fosfoetanolammina,

SIAMA - TAU
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molti zuccheri tra cui il meglio caratterizzato € un derivato dell’agarosio
ricco in piruvato [metil 4-6-O-(1-carbossietilidene)-beta-D-
galattopiranoside] o MOBDG, frammenti del complemento e proteine
della matrice extracellulare, in particolare fibronectina e collagene di
tipo IV. A differenza delie pentraxine corte, PTX3 non ¢ in grado di
legare calcio (valutato tramite Inductive Coupled Plasma/Atomic
Emission Spectroscopy) n¢ lega fosfocolina, fosfoetanolammina o
MOBDG. Inoltre PTX3 non ¢ in grado di legare proteine della matrice
extracellulare quali fibronectina e collagene di tipo IV. PTX3 ¢ invece
in grado di legare il frammento Clq del complemento riconosciuto
anche dalle pentraxine corte ( tabella 1). E’ da sottolineare tuttavia che,
mentre CRP ¢ SAP devono essere crosslincate per legare Clg, PTX3 &
in grado di riconoscere ¢ legare tale frammento del complemento in
forma nativa. |

E’ stato ora sorprendentemente trovato che la pentraxina lunga
PTX3 o 1 suoi derivati funzionali sono degli agenti terapeutici utili, in
particolare per la terapia di patologie di tipo infettivo, infiammatorio o
tumorale. |

Per “pentraxina lunga PTX3" si intende una qualsiasi pentraxina
lunga PTX3, indipendentemente cioe dalla sua oriéine naturale (umana
0 animale) oppure sintetica. La bentraxina lunga PTX3 umana (st veda
la sequenza 1) risulta preferita.

Un metodo conveniente per produrre notevoli quantita di
pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato funzionale consiste nel

preparare dei vettori di espressione (ad esempio, plasmidi) comprendenti

SIGMA - TAU
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la sequenza completa del cDNA che codifica 1a PTX3 o un suo derivato
funzionale e transfettare con questi delle cellule eucariotiche in coltura
(ad esempio cellule di Chinese hamster ovary, CHO). Dopo aver clonato
le cellule ospiti ricombinanti cosi transfettate, viene selezionato il clone
di cellule in grado di produrre 1 piu elevati livelli di PTX3.

I vettori di espressione precedentemente menzionati comprendenti

la sequenza del cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 vengono

inoltre utilizzati, secondo la presente invenzione, in metodi di terapia

genica per il trattamento di affezioni tumorali.
=

Un primo metodo di terapia genica comprende:

(a) prelevare cellule da un paziente affetto da tumore;

(b) transfettare tali cellule con un vettore di espressione comprendente
la sequenza completa del cDNA che codifica la pentraxina lunga
PTX3 o un suo derivato funzionale; e

(c) inoculare nel paziente affetto da tumore tali cellule transfettate.

Un secondo metodo di terapia genica per il trattamento di

affezioni tumorali comprende:

—

(a) prep;rare un vettore di espressione di origine virale (quale un
adenovirus o retrovirus) comprendente la sequenza completa del
cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato
funzionale; e

(b) iniettare il vettore di espressione cosi ottenuto in un paziente

affetto da tumore.

Sebbene il meccanismo di azione della PTX3 o dei suoi derivati

funzionali non sia stato ancora definitivamente chiarito, la loro attivita

!
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antitumorale non & comunque da attribuire ad un effetto citolitico o
citostatico diretto sulle cellule tumorali, bensi ¢ da attribuire a
meccanismi mediati dall’ospite e legati alla capacita di reclutamento
leucocitario, descritta piu avanti, esercitata da tali composti.

Di seguito vengono descritte le procedure sperimentali e riportati
i risultati che dimostrano I’inaspettata attivitd dei composti secondo
I’invenzione.

Produzione di PTX3 ricombinante: un frammento contenente la
sequenza completa del cDNA di PTX3 umana (SEQUENZA 2) ¢ stato
subclonato nel sito Bam H1 del vettore di espressione pSG5 (Fig. 1)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) e transfettato in cellule CHO
utilizzando la metodica del Calcio precipitato. Un clone selezionato in
G418, in grado di produrre elevati quantitativi di PTX3 venne utilizzato
come fonte da cui venne purificata la proteina mediante cromatografia
per scambio ionico ¢ gel filtrazione.

Legame di PTX3 a Clq: il legame di PTX3 a Clq ¢ stato
valutato in un sistema ELISA. Una piastra a 96 pozzetti venne ricoperta
con 250-500 ng di Clq per pozzetto (una notte a 4° C) quindi lavata con
PBS con Ca++ e Mg++ contenente 0,05% Tween 20 (PBS). I pozzetti
vennero quindi bloccati con 5% di latte in PBS (2 h a temperatura
ambiente) e successivamente incubati con concentrazioni variabili di
PTX3 (30 min. a 37 °C). Dopo una nuova serie di lavaggi la piastra
venne incubata con un anticorpo monoclonale di ratto contro PTX3 (1
h a temperatura ambiente) € quindi con il secondo anticorpo, un anti IgG

di ratto coniugato alla perossidasi (1 h a temperatura ambiente). Dopo

MR,
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i1 lavaggio venne aggiunto il cromogeno e quindi venne letta
I’assorbanza a 405 nm utilizzando un lettore di piastre automatico. In
alcuni esperimenti i pozzetti sono stati ricoperti con PTX3 ¢ il legame
con Clq ¢ stato valutato usando un anticorpo anti Clq.

Per determinare 1’affinita di legame a Clq venne utilizzata la
proteina biotinilata. PTX3 venne biotinilata secondo procedure standard
utilizzando una biotina attivata e modificata dall’aggiunta di ﬁn “braccio
spaziatore” (SPA- Societa Prodotti Antibiotici).

In Figura 2(A), 2(B) vengono riportati i risultati relativi al
legame e alla affinita di legame a C1q. Tali risultati mostrano 1’elevata
capacita di legame e 1’affinita verso Clq da parte di PTX3.

Reclutamento leucocitario: il reclutamento leucocitario indotto
da PTX3 ¢ stato studiato in vivo nel sistema della tasca sottocutanea.
Questa venne indotta nell’animale da esperimento mediante 2 iniezioni
sottocutanee sul dorso di 5 mL di aria a tre giorni di distanza 1’una
dall’altra. Al sesto giorno si procedette alla somministrazione nella tasca
di 1 pg della PTX3 in 0,5% di carbossimetilcellulosa. Dopo 4 ore gli
animali vennero anestetizzati e la tasca venne lavata con 1 mL di
soluzione fisiologica. Il liquido di lavaggio venne recuperato e su di
esso vennero effettuate una conta totale e una conta differenziale delle
cellule presenti.

I risultati ottenuti riportati in figura 3 mostrano I’elevata capacita
di reclutamento leucocitario della PTX3 su animali normali, mentre in
figura 4 sono riportati i risultati ottenuti in animali geneticamente

modificati, privi di Clq, in cui il reclutamento leucocitario &

SIGMA - TAU
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Attivita antitumorale: una linea di mastocitoma murino P815 ¢
stata cotransfettata per elettroporazione con il vettore di espressione
pSGS5 contenente il cDNA di PTX3 umana o il suo antisenso ¢ il vettore
pSV2 che conferisce alle cellul”e transfettate resistenza alla neomicina.
Dopo selezione con 0,5 mg/mL di neomicina, le cellule vennero clonate
per diluizione limite.

Per valutare la produzione di PTX3, 2,5x10° cellule vennero
coltivate in 200 pL di RPMI + 3% FCS per 24 ore ¢ il surnatante venne
testato mediante ELISA. I cloni ottenuti produssero livelli di proteina
da 1 a 35 ng/mL, mentre i cloni contenenti 1’antisenso non produssero
livelli misurabili di PTX3. I cloni considerati mostrarono la stessa
velocita di crescita in vivo.

Topi DBA/2N CrlBR maschi dell’eta di 8-10 settimane vennero
iniettati sottocute con 1x10° cellule di cloni P815 producenti PTX3 o
cloni contenenti il gene antisenso. I topi vennero controllati 3 volte alla
settimana per la comparsa del tumore ¢ giornalmente per la
sopravvivenza.

I risultati ottenuti riportati in tabella 2 mostrano, con questo
modello sperimentale di terapia genica, 1’efficacia di PTX3 nel
determinare la guarigione degli animali e il completo rigetto del tumore
dopo attecchimento delle cellule tumorali inoculate.

Tali risultat: sono statisticamente significativi con p<0,01 con
test di Fisher, sia rispetto al controllo che al gruppo trattato con

1’antisenso.

SIGMA - TAU
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Alla luce di questi risultati & evidente che 1’attivita antitumorale
sopra riportata ¢ strettamente correlata al reclutamento leucocitario che
si verifica nel topo a seguito del riconoscimento del Clq da parte della

PTX3. In topi modificati geneticamente tale reclutamento leucocitario

5 non si verifica. La capacitd di reclutamento leucocitario, alla base
dell’attivita antitumorale dei composti secondo 1I’invenzione, indica che
tali composti possono anche trovare una utile applicazione nel
trattamento di patologie causate da agenti patogeni quali batteri, funghi,
protozoi o virus.

10
TABELLA 1 CAPACITA’ DI LEGAME A DIVERSI LIGANDI DA
PARTE DELLE PENTRAXINE
CRP SAP PTX3
15 |- Ca* + + -
- Fosfocolina + - -
- Fosfoetanolammina + + -
- MOBDG - + -
- Clq + + +
20 - Collagene Tipo IV ND + -
- Fibronectina ND + -

ND: Test non eseguito

sIGMA - TAU
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2: Numerc di animali che rigettano dasfinitivamente il tumors sul
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Tabella 2

ATTIVITA’ ANTITUMORALE IN VIVO DI PTX3

Clone? Rigetto?
P815 parentale 4/25
(Controllo)

P815-A81 3/8
(antisenso)

P815-PTX3-1 14/14"
(senso)

105 cellule del clone indicato sono state iniettate sottocute.

totale di animali in cui & attecchito.

P<Q.07 sia rispetto ai topi trattati con ie cellule parentali che ai
topi trattati con le cellule dei cloni antisenso (test di Fisher)

SIGMA - TAU
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Sequenza

CAL
EDPTPCDCGQ
RGELQRLREE
QATRDAGRRL
DLHAVQGWAA
MRLESFSACZ
YQSIVEVVGG
SLWVNGELAA
GFDETLAFSG
NIVGWGVTEI

Sequenza amincacidica di PTX3 umana. Gli aminocacidi sottolineati
costituiscono il peptide segnale. WPTX3 matura & costituita da

364 aa.

1

W NSD
EHSEWDKLFI
LGRLAESLAR
ARMEGAEAQR
RSWLPAGCET
WVKATDVLNK
EENKLVAEAM
TTVEMATGHI
RLTGFNIWDS
QPHGGAQYVS

12

DYDLMYVNLD
MI.ENSQMRER
PCAPGAPAEA
PEEAGRALAA
AILFPMRSKK
TILFSYGTKR
VSLGRWTHLC
VPEGGILQIG
VLSNEEIRET

M
NEIDNGLHPT
MLLQATDDVL
RLTSALDELL
VLEELRQTRA
IFGSVHPVRP
NPYZEIQLYLS
GTWNSEEGLT
QEKNGCCVGG
GGAZSCHIRG

1
41
81
121
lé6l
201
241
281
321
3el
381
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Sequenza 2
ctca aactcagecc acttgagagt cteetcecge cagetgtgga aagaactttyg 54
cgtetctoca geAATGTATC TECTIGCGAT TETST CCTCTICTIGET CTCCAGIGTT 1ls
GGCCGAGAAC TUGGATSATT ATGATCTCAT GTATCTGAAT TTCGACAACS ARATARGACAA 174
TCGACTCCAT CCCACTIASE ACCTOACLGLT CTGCSACTGC GGTCAGGAGT ACTCGGAATG 334
GGACAACCTC TTCATCATGE TSAAGAACTC GCAGATGAGA GCAGCGCATGS TGCTGCAAGS 294
CACGEACGAC osensG GOSAGCTICA GAGGCTGCGG GAGGAGCTSS SCCGGCTICGC 354
GGAAAGCCTG GCGAGGTSIT GOGTSCLSES GGIITTCCGlA GAGGTTAGGS TGACCAGTGC al4é
TCTGGACGAG CTGCTSEAGG CGACCCEISA CGIIGGCEEt AGGCTGGEET STATGGAGGS 474
CGLCa <G CoooTAG ACCAGGLEEE GOSTSCCCTE GOOSCEETERC TAGRGGAGCT 534
COBCCAGACG CGAGCIIACC TGCACSCSST GLALGGCIRG GCTGCCCSGA GCTEGCTECC 524
GGCAGGTTGT GAAACAGCTA TTTTATICCS AATGCGTICC AAGAAGATTT TTGGAAGCGT 654
GCATCCACTG AGACCAATGA GGCTTGAGIC TTITTAGIGCC TCCATTICSG TCAAAGCCALC 714
ACATGTATTA AACAAAACCA TCCTSTITIC CTATGGCACA AAGAGGAATC CATATGAAAT 774
CCAGCTSTAT CTCAGTIACC AATCCATAGT GTTIGIGGTG GGTGGAGAGG AGAACAAACT 834
GGTTZCTCAA GCCATGSTTT CCTTSCGAAG GTGGACCCAC CTGTSCSGCA CCIGGAATTC 894
AGAGGANGGS CTCACATCCT TGTGGGTAAA TGETGAACTG GCGGCTACCA CTGTTGAGAT 9S4
CGTCACACET CACATTSTIC CTSAGCINGG AATCCTICCAG ATICGCCAAS AAAAGAATGG 1014
CTCCTSTETS GOTEGTGGCT TTCATGAAAC ATTAGCCITC TCIGGGAGAC TCACAGGCTT 1074
CAATATCTCS GATAGTSTTC TTAGCAATGA AGAGATAAGA GAGACCCLAS GAGCAGAGTC 1134
TIGTCACATE CCRGGGAATA TICTICESTS Coia GALATCCAGCS CACATGGAGG 1134
AGCTCAGTAT GTIT=XAtaaa tgttgtgaaa ctcooacttga agecaaagana gaaactceac 1354
acttaaaaca catgecagtt gggaaggtet gaaaactcag tgceataatag gaacactiga 1314
gactaatgaa agagagagtt gagaccaatc tttatttgta ctggecaaac actgaataaa 1374
cagttgaagg aadagacattg gaaaaagctt 1404
sequenza nuclactidica del frammemnto di c[NA di PTX3 u:;-\ana. 1In
ti per la

lottare maiuscale sono indicaci i1 nucleotidi codific
proceina, mentre in lettere Zuinuscole sconoc indicate
al 3' e al- §5' non =radot-2 ma presenti nel costrutto.

1 9 Dic. 8y
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RIVENDICAZIONI

Composizione farmaceutica somministrabile per via orale,
parenterale, transdermica o sottocutanea comprendente come
principio attivo la sequenza amminoacidica della pentraxina lunga
PTX3, e un eccipiente farmacologicamente accettabile.

Composizione secondo la rivendicazione 1 in cui la sequenza della
pentraxina lunga PTX3 ¢ la sequenza della PTX3 presente in natura.
Composizione secondo la rivendicazione 2 in cui la sequenza della

pentraxina lunga PTX3 ¢ la sequenza della PTX3 umana.

Composizione secondo le rivendicazioni 1-3, per il trattamento di

patologie di tipo infettivo, infiammatorio o tumorale.
Composizione secondo la rivendicazione 4, per il trattamento di
malattie causate da batteri, funghi, protozoi o virus.

Vettore di espressione comprendente la sequenza completa del
cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato
funzionale.

Vettore secondo la rivendicazione 6 che & un plasmide..

Vettore secondo la rivendicazione 7 che ¢ il plasmide pSGS5.
Cellule ospiti ricombinanti transfettate con il vettore di espressione
delle rivedicazioni 6-8.

Cellule ospiti secondo la rivendicazione 9 che sono cellule CHO.
Metodo per produrre pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato
funzionale che comprende il sottoporre a coltura le cellule delle
rivendicazioni 9-10.

Metodo di terapia genica per il trattamento di affezioni tumorali

comprendente:

(a) prelevare cellule da un-paziente affetto da tumore;

UNITE S.p.A.
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(b) transfettare tali cellule con un vettore di espressione
comprendente la sequenza completa del ¢cDNA che codifica la
pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato funzionale; e

(c) inoculare nel paziente affetto da tumore tali cellule
transfettate.

Metodo di terapia genica per il trattamento di affezioni tumorali

comprendente:

(a) preparare un vettore di espressione di origine virale
comprendente la sequenza completa del cDNA che codifica la
pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato funzionale; e

(b) inzettare il vettore di espressione cosi ottenuto in un paziente
affetto da tumore.

Metodo secondo la rivendicazione 13, in cui il vettore di

espressione di origine virale ¢ un adenovirus o un retrovirus.

Uso della pentraxina lunga PTX3 per la preparazione di un

medicamento per il trattamento di patologie di tipo infettivo,

infiammatorio o tumorale.

Uso secondo Ia rivendicazione 15 in cui la pentraxina lunga PTX3

¢ la pentraxina umana di sequenza 1.

Uso secondo la rivendicazione 16 per la preparazione di un

medicamento per il trattamento di malattie causate da batteri,

funghi, protozoi o virus.

Uso del ¢cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo

per il trattamento di affezioni tumorali.

1 9 DIC. 133¢
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FIGURA 1
peptide demain 173 domain
segnale N-terminale ! pentraxinice

'y

Bam HlL N

nPTX3
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FIGURA 2
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Pigura 2:legame di PTX3 a Clg. Il pannallc A moscra il legame dal
supernatante di{ cultura contemanta PTX3 (aenso; e della proteima
purificata a Clg e Cls ipmobilizzati su plastica. Il binding & valutato
cama Densitld Ottica (0.D.) a 405 nm. Il pannello B mostra la curva di
saturaziona ottanuta con la protaina bictipilata. I parameeri cinectici
sono ataci calcolati com il mecede Statistico del fitiing non lineare
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FIGURA 3

Leucociti ( 10‘i /ml)

fisiol. PTX3 PTX3 bhollita

Figura 3: reclutamento leucocitario indotto da PTX3: 1 ug di PTX3

viene iniettato in una tasca sottocutanea indotta sul dorso di topi CD1
mediante inoculo di 5 ml di aria.
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FIGURA 4

6-

) [

0 T 1

Leucociti CI(P /ml)

animali animali
normali Clg-/-

Figura 4: Reclutamento leucocitario indotto da PTX3 in
animali normali e in anizali geneticamente modificati
privi di Clg. PTX3 viene iniettata in una tasca
sottocutanea indotta sul dorso degli animali.
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