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n
Antagonisti onkogerfi aktivity proteinu Mdm2 a jejich pouZiti

v léceni rakovin

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd novych metod 1éceni

hyperproliferativnich patologii (rakovin, restendz, atd.) a
odpovidajicich farmaceutickych kompozic.

Dosavadni stav techniky

Velky poCet rakovin Jje =zplsoben 0Uplné nebo =z&asti
genetickymi anomdliemi, které se projevuji bud silnou expresi
jednoho nebo vice genl nebo/a expresi jednoho mutovaného genu
nebo mutovanych gend nebo gend nenormalnich. Napriklad
exprese onkogenll generuje ve vé&t3iné pfipadd rakovinu. Jedni
se o onkogen genu geneticky urceného, jehoZ produkt exprese
narusuje biologickou funkci normé&lnich bunék, iniciujici tak
nové vytvoreny stav. V soulasné dobé byl identifikovan a
Castelné charakterizovadn velky polet onkogenlli, zejména geny
ras, myc, fos, erb, neu, raf, src, fms, jun a abl, jejichzZ

mutované formy odpovidaji poruchdm proliferacnich bunék.

V souvislosti s normalnimi bunkami, proliferace téchto
onkogenl je pravdépodobné potlacena alespon zcCasti vytvorenim
genu redeného supresoru tumorl jako p53 a Rb. Nicméné urcité
jevy mohou porudit tento mechanizmus bunélné autoregulace a
upfednostnit tak vyvoj nové vytvoreného stavu. Jeden z téchto
dé&jl spodivd v mutacich na Grovni gend supresorl tumord.
Timto zpusobem takto mutovanid forma deleci nebo/a mutaci genu
p53 je zahrnuta do vyvoje veétsiny lidskych rakovin (Baker et
coll., Science 244 (1989) 217) a inaktivni formy genu Rb byly
prokazany v pripadé rdaznych nadorl zejména v retinoblastomech

nebo v rakovindch mesenchimu jako napf. osteosarkomy.

Protein p53 je nukledrni fosfoprotein 53kD, ktery ije
exprimovan ve vét3iné normalnich tkani. Je zahrnut do rizeni
buné&ného cyklu (Mercer et al. Critic Rev. Eucar. Gene
Express, 2, 251, 1992), transkripéni regulace (Fields et al.,



Sciences (1990) 249, 1046), replikace DNA (Wilcog and Lane,
(1991), Nature 349, 4290 a Bargonnetti et al., (1992) Cell 65
1083) a indukce apoptédzy (Shaw et al., (1992) P.N.A.S.USA 89,
4495). Kazdad buné&lnd expozice k ¢initellm schopnym napriklad
podkodit DNA iniciuje kaska&du bunélné signalizace, kterd vede
k posttranskripéni modifikaci proteinu p53 a k transkripclni
aktivaci proteinem p53 urcéitého pocdtu genli, Jjako Jsou napf.
gaddd45 (growth arrest and DNA damage) (Kastan et coll. Cell,
71, 587-597, 1992), p2l WAF/CIP (ElDeiry et coll, Cancer
Res., 54, 1169-1174, 1994) nebo také mdm2 (mouse double
minute) (Barak et coll., EMBO J., 12, 4061-468, 1993).

Z toho jasné vyplyva, Ze vyjasnéni rlznych biologickych
funkci souboru implikovanych proteind zejména ve zplsobu
bun&Zné signalizace, Jjejich =zplsobu fungovéni a Jjejich
charakteristickych znak@ Jje hlavni =z&jem pro porozuméni
karcenogenese a uprfesnéni terapeutickych Glinnych metod

¥izenych proti rakovineé.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez =zapada presné do této souvislosti
uvédéje novou funkci proteinu Mdm2.

Protein Mdm2 je fosfoprotein o molekulové hmotnosti 90
kD, exprimovany od genu mdm-2 (murine double minute 2). Tento
gen mdm2 byl klonovadn na polatku v Zivelné tumoradlni buriice
BALB/c 3T3 a bylo konstatovano, Ze silnd exprese zvySuje
silné tumoralni schopnost (Cahilly-Snyder et coll. Somat.
Cell. Mol. Genet., 13, 235-244, 1987, Fakharzadeh et coll,
EMBO J. 10, 1565-1569, 1991). Komplex Mdm2/p53 byl
identifikovadn ve vice buné&nych 1linii obsahujicich divoky
protein p53 i mutované proteiny p53 (Martinez et coll., Genes
Dev., 5, 151-159, 1991). Mimo 3Jjiné bylo uké&zano, Ze Mdm2
inhibuje transkrip&ni aktivitu proteinu p53 na promotoru
stejné Jjako aktivitu svalové kreatin-kinasy indikujici, Ze
Mdm2 mdZe regulovat aktivitu proteinu p53 (Momand et coll.,
Cell, 69, 1237-1245, 1992, Oliner et <coll. Nature, 362,



857-860, 1993).

Vzhledem k souboru vysledkld protein Mdm2 Je tedy v
soudasné dobé& zejména uznadn jako moduldtor aktivit proteinu
p53. KdyZ divoké proteiny p53 nebo mutované proteiny
vyvolavaji komplexy inhibuje jejich transkriplni aktivitu a
prispivd timto zptsobem k deregulaci bunécné proliferace.
Nédsledkem  toho vyuziti téchto informaci po strance
terapeutické spoc¢ivad hlavné v hledani prostredkd pro

zabranéni této blokaci proteinu p53 proteinem Mdm2.

Predkladatel prokéazal, Ze tento protein Mdm2 mé&
charakter Cisté& onkogenni totiZ Uplné odlis3ny od onkogenniho
charakteru spojeného s jeho komplexni formou s proteinem p53.
Protein Mdm2 rozviji onkogenni vlastnosti v souvislosti s
proteinem p53 nul. Pro podporeni tohoto objevu a to, Ze
onkogenni vlastnosti Mdm-2 jsou nezavislé na proteinu p53 a
7e zejména nevyplyvaji =z inhibice transaktivacni aktivity
divokého proteinu p53, Jjsme pozorovali, Ze mutant proteinu
p53 (p53 (14-19), Lin et al., Genes Dev., 1994, 8,
1235-1246), ktery m& zachované své transaktivacni vlastnosti,
ale ktery JjiZz neinteraguje s Mdm-2, Jje neschopny blokovat
onkogenni vlastnosti Mdm-2. Je zejména pozorovano, zZe Mdm-2
zejména oblast 1-134 Mdm-2, je schopny odblokovat zastaveni
buné¢ného cyklu v Gl indukovatelného silnou expresi pl07.
Mdm-2 se jevi Jjako dileZity regulator faktorl obsaZenych v

fizeni bunécéného cyklu jinych neZz p53.

PredlozZeny vyndlez vyplyva Castelné =z prokazani, :Ze
proteinova sekvence 1-134 identifikované sekvence SEQ ID N°1
proteinu Mdm-2 Jje dostatecna pro vyjadreni onkogenniho

potencidlu vy3e uvedeného proteinu.

PfedloZeny vynalez yplyvad také z prokdzani, Ze je mozné
uréit tento onkogenni charakter proteinu Mdm2 za pouZiti
slouéenin, které jsou schopné s nim interagovat. PredloZeny

vynalez popisuje také 0acinné systémy zejména dovolujici



odevzdani in vivo, pfimo do tumort, takovychto sloulenin a
tedy boj proti vyvoji rakovin. PredloZeny vyndlez predklada
také nové pristupy ucinné zejména pro léceni tumorld zejména v
souvislosti s p53 nul, napfiklad pro 1léc¢eni adenokarcinoml
tradniku, rakoviny 3&titné Zlazy, karcinomy plic, rakoviny
prsu, rakoviny plic, rakoviny Zaludku, rakoviny Jjicnu,
lymphomy B, rakoviny ovarii, rakoviny moCového mechyre,

glioblastomy atd.

Prvni predmé&t vyndlezu spoCivd tak v pouZiti slouleniny
schopné antagonizovat =zejména onkogenni aktivitu proteinu
Mdm2 pro pripravu farmaceutické kompozice urcené k 1léceni

rakovin v souvislosti s p53 nul.

Ve smyslu predloZeného vynédlezu se chéape rakovinou v
souvislosti s p53 nul, rakovina, kde protein pb53 bude
neschopny vykondvat své funkce supresorového genu tumoru
jakoukoliv modifikaci nebo jakymkoliv jinym mechanizmem neZ
fixaci Mdm-2 na P53, fixaci zabranujici proteinu p53 hrat
svou roli supresoru tumoru a umoZiujici bukam zabranit
ristu, ktery Jje rizeny proteinem p53. Mezi témito
modifikacemi nebo mechanizmy blokujicimi aktivitu supresoru
tumoru p53 se mohou citovat napfiklad genetické poruchy genu
p53 (bodové mutace, delece atd.), interakce s jinymi proteiny
neZ Mdm-2, velmi rychld proteolytickd degradace proteinu p53
spojend s pritomnosti proteinu E6 viru lidskych papilomd
vysoce nebezpelnych jako jsou HPV-16 a HPV-18 atd.

Ve smyslu pfedloZeného wvynalezu onkogenni aktivita

proteinu Mdm2 miZe byt dosaZena podle dvou metod.

Je prednostné uskutelnéna, kdyZz zasahuje prfimo na
Grovni oblasti 1-134 proteinu. KazZdy protein schopny se vazat
k této oblasti bude mit antagonistickou uUlohu vac¢i onkogennim

vlastnostem proteinu Mdm2.

Nicmén& G&inek inhibitoru mlZe zejména byt dosaZen

interakci slouceniny se sousedni oblasti, jako napriklad



oblast 135-491 proteinu mdm2, vyjadrené na sekvenci SEQ 1ID
N°1 nebo sekvenci C-konce vyjédrfené na sekvenci SEQ ID N°1.
Podle toho predloZeny vynadlez se tykd mimo jiné pouZiti kaiZde
sloudeniny takové, kterd neintraguje s touto oblasti prfimo a

je nicméné schopnd urlit onkogenni vlastnost.

Podle =zvla3tniho =zpUsobu predloZeny vynalez se tyka
pouZiti sloudeniny schopné se vazat na uGrovni oblasti 1-134
sekvence vyjadfené SEQ ID N°l1 proteinu Mdm2 2z pohledu
pripravy farmaceutické kompozice urcené k 1écCeni rakovin v

souvislosti s p53 nul.

Ze sloudenin schopnych interagovat pfimo na uGrovni
oblasti 1-134 proteinu Mdm2, se miZe citovat zejména sScCEV

specificky fizeny proti této oblasti.

ScFv jsou molekuly majici vazebné vlastnosti
srovnatelné s molekulami protildtek a Jjsou intracelularné
aktivni. Jednd se zejména o molekuly tvorené peptidem
odpovidajicimu vazebnému mistu wvariabilni oblasti lehkého
fet&zce protildtek znovu spojenych peptidovou spojkou k
peptidu odpovidajicimu vazebnému mistu variabilni oblasti
t&Zkého Tretézce protilatky. Predkladatelem je ukazdno, Ze
ScFv mohou byt produkoviany in vivo pfenosem genu (viz
prihléska vyndlezu WO 94/29446).

MiZe se =zejména Jjednat o peptidy nebo proteiny Jjiz
znamé pro svou schopnost se specificky vazat s oblasti 1-134
proteinu Mdm2 jako napfiklad s celkem nebo casti vazebné
domény proteinu p53 se sekvenci SEQ ID N°1 a zejména o celek
nebo &4&st jednoho z peptidd 1-52, 1-41 a 6-41 sekvence p53
vyjédfené SEQ ID N°2 (Oliner et al., Nature, 1993, 362,
857-860) nebo Jjednoduseji o celek nebo <Z&ast peptidu 16-25
(Lane et al., Phil. Trans. R. Soc. London B., 1995, 347,
83-87) nebo o stejné peptidy 18-23 lidského proteinu p53 nebo
my$3iho nebo také o blizké peptidy odvozené od peptidd jiz
drive citovanych, ve kterych kritickad rezidua pro interakci s



Mdm-2 by byla zachovéna (Picksley et al., Oncogene, 1994, 9,
2523-2529).

MiZe se zejména prokazat podle predloZeného vynalezu
sloudeniny se vaZou k sousednim oblastem oblasti 1-134 Mdm2
vyjadrené SEQ ID N°1 a &asti tohoto spojeni wurcujici
onkogenni aktivitu proteinu Mdm2. Z tohoto titulu se mohou
uvést sloucdeniny interagujici na uUrovni oblasti C-konce vyse
uvedeného proteinu jako napfiklad transkripéni faktory TFII,
TBP a TaF250 stejné& jako proteiny interagujici na duarovni
oblasti 135-491 Mdm2 vyjadrené SEQ ID N°1, jako napriklad
proteiny L5 (ribosomdlni protein) a Rb (retinoblastomovy

protein) a transkripéni faktor E2F (fizeny Rb).

Jiny predmét predloZeného vyndlezu se tykd zejména
pouziti scFV specificky tfizeného proti této oblasti 1-134
sekvence vyjadrené SEQ ID N°1 proteinu Mdm2 =z pohledu

pripravy farmaceutické kompozice urcené k léeni rakovin.

Ve smyslu vynalezu se rozumi, Ze soubor interakci
citovanych vy3e wurcduje disledné onkogenni charakter Mdm2.
Mimoto tyto proteiny mohou byt pouzZity Uplné nebo zlasti v
pripadech, kde Je prokdzéana Jejich aktivni <&ast oproti
vazebnym doméndm s proteinem Mdm2, a Ze tato interakce vede k

chorobé onkogenniho charakteru.

V réamci predloZeného vyndlezu tyto sloueniny mohou byt
pouZzity takové jaké Jjsou nebo vyhodné ve formé genetickych

konstrukci, umoZiujicich jejich expresi in vivo.

Zpisob provedeni predloZeného vynalezu zejména vyhodny
spolivd v prokdzadni nukleové sekvence kbédujici sloucdeniny
schopné antagonizovat alesponl <&astelné onkogenni aktivitu
proteinu Mdm2 pro pripravu farmaceutické kompozice urcené k

léCeni rakovin v souvislosti s p53 nul.

Z této perspektivy nukleové kyseliny pouZité v ramci

vyndlezu mohou byt rlznych typd. Jednd se zejména:



- o antimedidtorové nukleové kyseliny

- o0 oligoribonukleotidy schopné fixovat prfimo Jjednu z
oblasti proteinu Mdm2 a inhibovat jeho onkogenni aktivitu

(oligonukleotidovy ligand)

- o nukleové kyseliny kdédujici celek nebo &ast peptidl
nebo proteinl schopnych se oligomerizovat s jednou z oblasti

Mdm2 a inhibovat jeho onkogenni aktivitu

- o) nukleové kyseliny kébdujici intraceluldrni
protilatky (napfiklad rtzné fragmenty Jjediného retézce
pochdzejiciho z protilatek) <rfizené proti oblasti 1-134
sekvence SEQ ID N°1 proteinu Mdm2.

Podle zvlastniho zplsobu predloZeného vynédlezu nukleova
kyselina je antimediiatorova nukleova kyselina. Tato
antimedidtorova kyselina je DNA kdédujici komplementarni RNA
nukleové kyseliny kdédujici protein Mdm2 a je schopna blokovat
jeho transkripci nebo/a jeho translaci (antimedidtorovéd RNA)

nebo ribozym.

Pozdé&ji byl prokdzan novy typ nukleovych kyselin
schopnych regulovat expresi c¢ilového genu. Tyto nukleové
kyseliny se nehybriduji s bunénou mRNA, ale pfimo s
dvouvlaknovou genomickou DNA. Tyto nové pristupy zaloZeny na
prokazani, Ze urcité nukleové kyseliny Jjsou schopné
specificky interagovat ve velkém pruhu dvou3roubovice DNA na
Grovni oligopurin-oligopyrimidinové sekvence, totiZ na Grovni
oblasti majicich oligopurinové sekvence na vlaknu a
oligopyrimidinové sekvence na komplementdrnim wvldknu a tam
tvori trojSroubovici. Base tretiho wvlakna (oligonukleotid)
tvori vodikové vazby (Hognessovy vazby nebo Hognessovy
inverze) S puriny part basi - parovani basi
Watsonovo-Crickovo. Nukleové kyseliny byly popsany zejména
Pr. Hélene v Anti-Cancer drug design 6 (1991) 569.

Antimedidtorové nukleové kyseliny podle predloZeného



vynalezu mohou byt sekvenci DNA kdédujici antimediatorovou RNA
nebo ribozymy. Antimedidtorové RNA takto vytvorené mohou
interagovat s mRNA nebo cilovou genomickou DNA a tvorit s ni
dvouvlédknovy nebo trfivldknovy helix. MlZe se zejména jednat o
antimedidtorové sekvence (oligonukleotidy), prfipadné chemicky
modifikované, schopné interagovat pfimo s genem nebo cilovou
RNA.

vzdy podle upfednostiovaného zplsobu uvedeni
pfedloZeného vyndlezu nukleova kyselina je antimediatorovy
oligonukleotid takovy, Jjaky byl Jjiz definovén, pfipadné
chemicky modifikovany. MizZe se jednat zejména o)
oligonukleotidy, jejichz fosfodiesterovy skelet byl
modifikovdn chemicky, napriklad fosfonatové oligonukleotidy,
fosfotriesterové, fosforamidatové a fosforthioldtové, které
jsou popséany naprfiklad v prfihlasce vyndlezu WO094/08003. MlzZe
se Jjednat =zejména o oligonukleotidy alfa nebo konjugované

oligonukleotidy s &initely jako jsou akrylatové slouceniny.

Ve smyslu pfedloZeného vynalezu se jedna o)
oligonukleotidové ligandy, oligoribonukleotidy nebo
oligecdeoxyribonukleotidy schopné se specificky vazat k
proteinu Mdm-2, aby inhiboval svou onkogenni funkci. Takovéto
nukleotidy mohou byt napfiklad prokazany technikami "vyvo]j in
vitro™" jako napriklad technikou SELEX (Edgington,
Bio/technology, 1992, 10, 137-140, Brevets US 5, 270, 163 a
WO 91/198113).

VSeobecné tyto nukleové kyseliny mohou byt lidského
ptvodu, zvireciho, rostlinného, bakteridlniho, virového,
syntetického atd. Mohou byt ziskdny vSemi odborniky znamymi
technikami a zejména chemickou syntézou nebo také smiSenymi
metodami zahrnujicimi modifikaci chemickou nebo enzymovou

sekvenci ziskanych trfidénim bank.

Jak je naznaCeno dale, mohou byt v&lenény do vektori,

jako napriklad plazmidovych vektorl, virovych nebo



chemickych. Mohou byt zejména podavany jako takové ve formé
DNA podle technik popsanych v pfihla3ce vyndlezu WO 90/11092
nebo ve formé& komplexu napriklad ve formé komplexu s
DEAE-dextranem (Pagano et al., J. Virol. 1 (1967) 891), s
nukledrnimi proteiny (Kaneda et al., Science 234 (1989) 375)
s lipidy nebo kationickymi polymery (Felgner et al., PNAS 84
(1987) 7413) nebo ve formé& lipozomid (Fraley et al., J. Biol.
Chem. 255 (1980) 10431) atd.

Sekvence pouZitd v ramci predloZeného vyndlezu tvori
&&st  vektoru. PouZiti takového vektoru umozZniuje vskutku
zlep3eni podavani nukleové kyseliny do bunék k oSetreni a
také umozZiiuje zvysit jejich stabilitu v uvedenych bunikach a
tim umoZfiuje ziskat trvaly terapeuticky u0Cinek. Je mozZné
vlioZit vice sekvenci nukleové kyseliny do stejného vektoru

tim se zvysSi také G&innost léceni.

PouZity vektor miZe byt ré@zného puavodu, tim okamZikem,
co je schopny transformovat zvireci bunky, zvlasté rakovinové
lidské buiky. V upfednosthiovaném zpusobu uvedeni vyndlezu se
pouziva virovy vektor, ktery mlZe byt vybran mezi adenoviry,

retroviry, viry AAV nebo viry Herpes.

Z tohoto pohledu predloZeny vynalez m& také pro predmét
kazdého virového vektoru obsaZenou, vloZenou do svého genomu,
nukleovou kyselinu kdédujici slouceninu schopnou antagonizovat

alespoil Castecné onkogenni vlastnost proteinu Mdm2.

PredloZeny vynadlez se tykd kazZdého rekombinantniho viru
obsahujiciho sekvenci nukleovych kyselin kédujicich
slouCeninu schopnou se vazat k proteinu Mdm2 tak, aby
vytvoril sv@j onkogenni potencidl. V této souvislosti
sekvence nukleovych kyselin mohou kédovat jeden z peptidd,
proteind nebo transkripcénich faktort predem identifikovanych.

Tato sekvence nukleovych kyselin kéduje scEFv  nebo
peptid schopny interagovat na urovni domény 1-134 (SEQ 1ID



10

N°1) proteinu Mdm2.

Vyhodné& viry pouZité v ramci vyndlezu jsou prednostné
defektivni, tudiZ Jjsou neschopné se replikovat autonomnim
zptsobem v infikované bufice. Vieobecné&, genom defektnich virt
pouZzitych v ramci predloZeného vanalezu Je tedy zbaven
alespofl sekvenci nezbytnych k replikaci vy3e uvedeného viru v
infikované bufice. Tyto oblasti mohou byt bud vylouleny (uplné
nebo z34sti), nebo udinény nefunkéni, nebo substituované
jinymi sekvencemi, zejména sekvenci kdédujici slouceniny,
které maji antagonistickou roli na onkogenni vlastnosti
proteinu Mdm2. Defektni wvirus nicméné& zachovava sekvence
svého genomu, které 3jsou nezbytné k enkapsidaci virovych

castic.

Jedné se zejména o adenoviry, rlzné serotypy, jejichz
struktura a vlastnosti se tak trochu méni, a které byly
charakterizovany. Mezi témito serotypy se prednostné
pouzivaji v ramci pfedloZeného vynadlezu lidské adenoviry typu
2 nebo 5 (Ad2 nebo AdS5) nebo adenoviry zvifeciho plvodu. V
rédmci predloZeného vyndlezu se mohou uvést adenoviry pavodu
psiho, hovéziho, mySiho (naprfiklad: Mavl, Beard et al.,
Virology 75 (1990) 81) ov&iho, praseciho, ptaciho nebo také
opi¢iho (napfiklad: SAV). Adenovirus zvifeciho plvodu Jje
adenovirus psi zejména adenovirus CAV2 (souche manhattan nebo
A26/61 (ATCC VR-800) napfiklad). V ramci predloZeného
vyndlezu se prednostné pouziva adenovirus lidského plvodu
nebo psiho pavodu nebo jejich smés.

Defektni adenoviry podle prfedloZeného vynadlezu zahrnuji
ITR, sekvenci umoZnujici enkapsidaci a sekvenci kdédujici
moduldtor. V genomu adenoviru podle vynadlezu gen El a alespon
jeden z genG E2, E4, L1-L5 jsou nefunkéni. UvaZovany virovy
gen miZe byt zbaven nefunk&nosti vsemi odborniky znamymi
technikami a zejména totdlni supresi, substituci, <castecnou
deleci nebo adici Jjedné nebo vice basi v uréitém nebo

urlitych genech. Takové modifikace mohou byt dosaZeny in
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vitro (na izolované DNA) nebo in situ napfiklad
prostfednictvim technik genetického oboru nebo zase léCenim

prostrednictvim mutagennich agentd.

Rekombinantni defektni adenoviry podle predloZeného
vyndlezu mohou byt prfipraveny v3emi odborniky znamymi
technikami (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573,
Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). 2Zv1asté mohou byt pripraveny
obecnou rekombinanci mezi adenovirem a plasmidem nesoucim
mezi Jinym sekvenci DNA kdédujici inhibitor ETS. Obecna
rekombinace nastdvd po kotransfekci reCeného adenoviru a
plazmidu v linii prizpusobenych bunék. PouZitd bunélna linie
musi prednostné (i) byt transformovatelna vySe uvedenymi
elementy a (ii) obsahovat sekvence schopné doplnit ¢ast
genomu defektniho adenoviru zejména v integrované formé&, aby
se =zabranilo nebezpeli rekombinace. Jako priklad linie se
miZe zminit lidsk& ledvinovéd embriondrni linie 293 (Graham et
al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59), kterd obsahuje zejména
zahrnutou ve svém genomu levou c¢ast genomu adenoviru AdS
(12%). Strategie konstrukce vektorl fizenych adenoviry byly
také popsény v pfihlasdkach vynalezd n°FR 93 05954 a FR 93
08596.

Adenoviry, které Jjsou rozmnoZeny, Jjsou =ziskdny a
purifikovany podle klasickych technik molekularni biologie,
jak je naznaceno v prikladech.

Co se tyCe virdl AAV, Jjednd se o viry DNA velikosti
relativné malé, které se zacCleniuji do genomu bunék, které
jsou infikované, stabilné a regiospecificky. Jsou schopné
infikovat S§iroké spektrum bunék bez toho, aby mély vliv na
indukci rGstu, morfologii nebo diferenciaci bunék. Nezda se,
Ze jsou zahrnuty do patologii u lidi. Genom AAV byl klonovan,
sekvenovdn a charakterizovan. Obsahuje okolo 47000 basi, a
obsahuje na kazZzdém konci oblast obracené repetice (ITR) se
145 basemi, slouZici jako plvodce replikace pro virus. Zbytek

genomu Jje rozdélen na dvé hlavni c&&sti nesouci enkapsidaéni
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funkce: na levou C¢ast genomu, kterd obsahuje gen rep
implikovany do virové replikace a exprese virovych genl a
pravou Gast genomu, kterd obsahuje gen cap kédujici kapsidové

proteiny viru.

Pouziti vektorl odvozenych od AAV pro prenos genl in
vitro a in vivo bylo popsdno v literature (viz zejména WO
91/18088, WO 93/09239, US 4,797,368, US5,1392941, EP 488
528). Tyto prihlasky vyndlezu popisuji rbzné konstrukce
odvozené od AAV, ve kterych geny rep nebo/a cap Jsou
deletovany a nahrazeny genem zajmu a popisuje jejich pouZiti
pro prenos in vitro (na buntkdch v kultufe) nebo in vivo
(pfimo do organizmu) vySe uvedeného genu zadjmu. Rekombinantni
defektni AAV podle predloZeného vyndlezu mohou byt pripraveny
kotransfekci v bunééné 1linii infikované pomocnym lidskym
virem (napriklad adenovirem) plazmidu obsahujiciho sekvenci
kédujici inhibitor ETS lemovany dvéma oblastmi obracené
repetice (ITR) AAV a plazmidu nesouciho geny enkapsidace
(geny rep a cap) AAV. Rekombinantni produkty AAV jsou pak

purifikovany klasickymi technikami.

Co se tyCe wvirl Herpes a retroviri, konstrukce
rekombinantnich vektord byla 3iroce popsédna v literature: viz
zejména Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203, EP
453242, EP 178220, Bernstein et al., Genet. Eng. 7 (1985)
235, McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, atd. Zejména
retroviry jsou integrované viry selektivné infikujici bunky
ve féazi déleni. Tvori tak wvektory zajmu pro rakovinové
aplikace. Genom retrovirl zahrnuje zejména dvé LTR, sekvenci
enkapsidace a tr¥i kdédované oblasti (gag, pol a env). V
rekombinantnich vektorech odvozenych od retrovirl, geny gag,
pol a env Jjsou vSeobecné deletovany =zcasti nebo uplné a
nahrazeny heterologni sekvenci nukleové kyseliny zdjmu. Tyto
vektory mohou byt vwvytvoreny od «rlznych typld retrovirl
takovych, jako jsou zejména MoMuLv ("murine moloney leukemia

virus"”, je3té& nazvané MoMLV) , MSV ("murine moloney sarcoma
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virus"), HaSV ("harvey sarcoma virus”), SNV ("spleen necrosis

virus") RSV ("rous sarcoma virus™) nebo také Frienddv virus.

Pro vytvofeni rekombinantnich retrovirld obsahujicich
sekvenci z&jmu Jje vSeobecné konstruovan plazmid obsahujici
zejména LTR, sekvenci enkapsidace a uvedenou sekvenci zajmu,
potom pouZit pro transfekci bunélné linie enkapsidace schopné
pfenést retrovirdlni vadné funkce do plazmidu. VSeobecné
linie enkapsidace jsou tak schopné exprimovat geny gag, pol a
env. Takovéto linie enkapsidace byly popsany ve vedlej3ich
oborech, zejména linie PA317 (US 4,861,719), linie PsiCRIP
(WO 90/02806) a linie GP+envAm-12 (WO 89/07150). Jinak
rekombinantni retroviry mohou zahrnovat modifikace na urovni
LTR za UGlelem zruSeni transkripcni aktivity stejné jako
rozsdhlou sekvenci enkapsidace obsahujici ¢ast genu gag
(Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Rekombinantni
retroviralni produkty jsou pak purifikovany klasickymi

technikami.

Ve vektorech vynadlezu sekvence kdédujici slouceninu,
ktera ma antagonistické vlastnosti vaci onkogennim
vlastnostem  Mdm2 je umistén pod kontrolou signald
umoZfiiujicich svou expresi v tumoralnich bunkdch. Prednostné
se jednd o signdly heterologni exprese, tudiZ o rlzné signély
prirozené odpovédné za expresi inhibitoru. MiZe se jednat
zejména o sekvence odpov&dné za expresi jinych proteind nebo
syntetické sekvence. Zejména se miZe Jjednat o sekvence
promotoru eukaryontnich gend nebo virovych genl. Napriklad se
jednd o sekvence promotoru pochazejici z genomu bunky, ktera
se poZaduje infikovat. Stejné se mlZe Jednat o sekvence
promotoru vzniklého =z genomu viru, tam obsahuje pouZity
virus. V tomto ohledu se mohou citovat napfiklad promotory
E1A, MLP, CMV, LTR-RSV atd. Mimoto tyto sekvence exprese
mohou byt modifikovény adici aktivadnich sekvenci, sekvenci
reguladnich nebo sekvenci umoZiujicich expresi tkéanové

specifickou. MuaZe byt zajimavé pouZiti zejména signdld
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exprese specificky aktivnich nebo vét3inové aktivnich v
tumordlnich bunkach tak, aby sekvence DNA Dbyla nejen
exprimovana, ale i produkovala svym uU¢inkem virus, ktery

efektivné infikoval tumordlni buiku.

Ve zpusobu realizace se vynalez tyk& rekombinantiho
defektniho viru obsahujiciho sekvenci cDNA kédujici
sloudeninu majici antagonistické vlastnosti na onkogenni
charakter Mdm2 pod rizenim virového promotoru, vybraného s
vvhodou mezi LTR-RSV a promotorem CMV.

Vidy v upfednostifiovaném zplUsobu vynalez se tyka
defektniho rekombinantniho wviru obsahujiciho sekvenci DNA
kébdujici slouceninu, kterd m& antagonistické vlastnosti na
onkogenni charakter Mdm2 pod fizenim promotoru, ktery umoiiije

vét3inovou expresi v tumordalnich bunkach.

Exprese je povazZovana jako vétSinova ve smyslu vynalezu
i v tom pripadé, kdyby zbytkovad exprese byla pozorovana v
jinych bunéénych typech, UGrovné exprese jsou vyS$3i v

tumorédlnich bunikach.

PredloZeny vynalez se tykd zejména nukleové sekvence
kédujici dintracelularni protildtky nebo také scFV rizené
proti oblasti 1~134 sekvence proteinu Mdm2 vyjadrené sekvenci
SEQ ID N°1 pro pripravu farmaceutické kompozice urcené

vSeobecné k léceni rakoviny.

Tykd se také kazdé farmaceutické kompozice obsahujici
slouceninu schopnou inhibovat onkogenni aktivitu proteinu
Mdm2 nebo sekvenci nukleovych kyselin kdédujicich takovouto
sloudeninu. Podle zplsobu realizace vyndlezu tato kompozice
zahrnuje Jjeden nebo vice rekombinantnich defektnich wvirt
takovych, jaké Dbyly drive popsany. Tyto farmaceutické
kompozice mohou byt sestaveny z pohledu zptsobu podavani:
topikalné, oralné, parenterdlné, intranasdlné, intravendzng,
intramuskuldrné, podkoZné, intraokuldrné, intradermdlné atd.

Farmaceutické kompozice vynalezu prednostné obsahuiji
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farmaceutické vehikulum vhodné pro injikovatelnou formulaci,
predev3im pro injikovéani pfimo do tumoru pacienta. MiZe se
jednat zejména o sterilni roztoky, izotonické roztoky nebo
kompozice suché, zejména lyofilizované, které pridanim podle
okolnosti sterilované vody nebo fyziologického séra umozZiujil
konstituci injikovatelnych roztokl. Injekce primo do tumoru
pacienta je vyhodnd, protoZe umoZni soustrfedit terapeuticky

G¢inek primo na Grovni postiZené tkané.

Davky pouZitych rekombinatnich defektnich vird pro
injikaci mohou byt prizplsobeny vzhledem k rlznym parametrim,
zejména vzhledem k virovym vektorim, ke =zpusobu pouZitého
podavani, k wurcité patologii nebo také délky =zkoumaného
o3etreni. VSeobecné jsou rekombinantni adenoviry podle
vynalezu formulovany a podavédny ve formé& dévek obsahujici
mezi 10° a 10* pfu/ml, vyhodn&ji 10° aZ 10" pfu/ml. Termin
pfu ("plagque forming unit") odpovidd infekénl schopnosti
roztoku wvirG a Jje urcen infekci vhodné bunélné kultury a
podtem plakd infikovanych bunék po 48 hodindch. Techniky
uréeni titru virového roztoku Jsou dobre popsany Vv
literatufe. Co se tyle retrovirt, kompozice podle vynalezu
mohou obsahovat primo produkované burnky =z pohledu jejich

implantace.

Farmaceutické kompozice podle vynalezu Jjsou zejména
vyhodné pro neutralizaci onkogenni aktivity proteint Mdm2 a

proto pro modulovani proliferace urcitych bunécnych typd.

Zejména tyto kompozice Jjsou prijatelné pro 1léceni
rakovin souvisejicich s p53 nul jako napriklad néasledujici
rakoviny: adenokarcinomd tradniku, rakoviny Stitné Zlazy,
karcinomy plic, rakoviny prsu, rakoviny plic, rakoviny
Zaludku, rakoviny Jjicnu, lymphomy B, rakoviny ovarii,

rakoviny moCového méchyre, glioblastomy atd.

PredloZeny vyndlez Jje vyhodné pouZit in vivo pro
destrukci hyperproliferativnich bunék (v proliferaci
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nenormélni). Je tak aplikovatelny pro destrukci tumordlnich
bunék nebo bundk hladkého svalstva vaskuldrni  stény
(restendza) .

Nasledujici obrézky a pfiklady bliZe ilustruji vynalez,

ani? by v3ak v jakémkoliv sméru omezovaly jeho rozsah.
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V3eobecné techniky molekuldrni biologie

Metody klasicky pouzZzivané v molekularni biologii jako
je preparativni extrakce plazmidové  DNA, odstrfedovani
plazmidové DNA v gradientu cloridu cesnatého, elektroforéza
na agarosovém nebo akrylamidovém gelu, purifikace fragmenti
DNA elektroeluci, extrakce protein@ fenolem nebo smé€si fenolu
a chloroformu, srazZeni DNA v prostfedi salinu ethanolem nebo
isopropanolem, transformace v Escherichia c¢oli atd. jJjsou
odborniky dobfe znamé metody a jsou obsahle popsané v odborné
literatufe (Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1982, Ausubel F.M. et al. (eds.),
Current Protocols in Molecular Biology’, John Wiley & Sons,
New York, 1987).

Za Glelem vytvoreni wvazeb fragmenty DNA mohou byt
separovany podle jejich velikosti elektroforézou na
agarosovém gelu nebo akrylamidovém gelu, extrahovany fenolem
nebo smési fenolu a chloroformu, sraZeny ethanolem, potom
inkubovany v pfitomnosti DNA-ligasy fagu T4 (Biolabs) podle

doporueni dodavatele.

Dopliiovani wvycénivajicich 57koncl miZe byt provedeno



18

Klenowovym fragmentem DNA Polymerasy I Escherichia coli
(Biolabs) podle doporuceni dodavatele. Destrukce
vy&nivajicich 3 koncl se provadi v pritomnosti DNA Polymerasy
I fagu T4 (Biolabs) pouZité podle doporuceni vyrobce.
Destrukce vy&nivajiciho 5 konce se provadi plsobenim nukleasy
S1l.

Mutagenese in vitro usmérnovana syntetickymi
oligonukleotidy miZe byt provedena podle metody vyvinuté
Taylorem a kol. (Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764) za

pouzZiti soupravy distribuované Amersham.

Enzymové amplifikace fragmentd DNA technikou rfeclenou
PCR (Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R. K. et al.,
Science 230 (1985) 1350-1354, Mullis K.B. et Faloona F.A.,
Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350) miZe byt provedena za
pouziti "DNA thermal cycler" (Parkin Elmer Cetus) podle
doporuceni vyrobce. Amplifikace genomické DNA se provadi
zejména za nasledujicich podminek: 5 minut pfi teploté& 100°C,
30 jednominutovych cykld pri teplot& 95°C, 2 minuty pfi
teploté 58°C, potom 3 minuty pZi teploté 72°C prostfednictvim
vhodnych sond. Produkty amplifikace se analyzuji
elektroforézou na gelu.

Ovéreni nukleotidovych sekvenci miZe byt provedeno
metodou podle Sangera a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74
(1977) 5463-5467) za pouZiti soupravy distribuované Amersham.

Materidl a metody
1. PouZité konstrukce

- plazmid pBKCMV je wuvedeny na trh Stratagenem a

obsahuje gen rezistentni k neomycinu

- plazmidy pC53CIN3 a p53-4.2.N3 kdédujici divoky p53 a
p53 R273H pochazeji od A. Levine (Hinds et al., Cell Growth
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and Diff. (1990), 1, 571).

- plazmid pBKp53(R273H) obsahuje lidsky minigen p53. Je
ziskédn od pD53-4.2.N3.

- plazmid pBKMdm2 byl =ziskdn klonovénim v pBKCMV
kazety, kbébdovani spocivajici v nevyjadrené oblasti konce

sekvence kdéddujici souvisly B-globin sekvence kédujici mdm2.

- plazmid pGKhygro exprimuje gen resistentni k
hydromycinu (Nature (1990) 348, 649-651).

- plazmid pCMVNeoBam umoznujici expresi genu
rezistentniho k neomycinu (Hinds et al. (1990) Cell. Growth
and Diff., 1, 571-580).

- plazmidy pCMVpl07 a pCMVCD20 umozZiujicil expresi
proteinu pl07 a oznaceni povrchu CD20 (Zhu et al. (1993)
Genes and Development, 7, 1111-1125).

- plazmidy pCMVE2F-4 a pCMVE2F-5 umoZiujici expresi
proteind E2F-4 a E2F-5 (Sardet et al. (1995) Proc. Natl.
Acad. Sc., 92, 2403-2407).

- plazmidy pLexA, pLexA(6-41), pLexA(16-25) umoZiujici
expresi DNA vazebné oblasti LexA (aa 1 aZ 87) volné nebo
fixované s p53(6-41) nebo p53(1l6-25). pLexA{6-41) a
pLexA(16-25) byly ziskany od plazmidu pLexApolyII vytvorfeného

LGME (Strasbourg).

- plazmidy eukariontni exprese pl07: (pl07(385-1068),
pl07(1-781) a pl07(781-1068) (Zhu et al., EMBO J. 14 (1995)
1904).

- plazmid pSGK1HApl07 umoZnuje expresi in vitro a in
vivo pl07. pl07 je v souvislosti se sekvenci Kozak a epitop
HA je exprimovan ve fuzi k C-konci pl07.

- plazmidy pBC-MDM2 &a pBC-MDM2(1-134) byly ziskany
klonovanim MDM2 a MDM2(1-134) v ©pBC (Chatton et al

-7
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Biotechniques 18 (1995) 142).

- plazmidy pGex-MDM2 a pGex-MDM2(1-177) byly ziskény
klonovanim MDM2 a MDM2(1-177) v pGex.

2. Metoda:

Exprese p53 je urcdena Westernem Blottingem na bunécném

extraktu pomoci monoklondlnich protilatek DOI.

Exprese mRNA  kédujici protein  Mdm2 je  urcena
semikvantitativni RT-PCR. Nepritomnost kontaminace DNA je

ové&rena PCR.

Priklad 1: Prok&zani transformovanych vlastnosti mdm2

Buiiky Saos-2 jsou transfektovény bud plazmidem pBKMDMZ,
srovndvacim plazmidem  pBKp53 (R273H) nebo  srovnavacim
plazmidem p53 negativnim pBKCMV, potom vybrany na zakladé
rezistence ke Geneticinu 418(G418).

V prvnim pokuse, byly vybrany klony individuelné a
rozmnozeny tak, Ze ve druhém pokuse neizolované klony byly

umistény do kultivadéni agarové puady soft.

10* bundk bylo naolkovano dvojmo do 0,375% soft agaru.
Po 24 hodindch se ur&il celkovy pocet kolonii s vice nezZz 50
butikami a stejné 1 pocCet bunék kazdé kolonie (velikost
kolonii). Kazdd udan&d hodnota odpovida priméru <Ctyfr dvoimo
provedenych pokusd. Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce
I. Klony v pokusu n°l odpovidajici mdm2 jsou identifikovany
jako M1 aZz M6, klony proteinu p53 (R273H) jako p53-1 aZ p53-6
a klony kontrolni jako Col az Co5.

Jak bylo olekdvano Col a Co4 neexprimuji transfektovany
mdm2 a Col-3 neexprimuji protein p53.
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Tabulka I:
rist na kultivacnim exprese
médiu agar soft, kolonie

(velikost) MDM2 | P53

pokus 1 MDM2 M1 634 (100-600) + ND
(izolované M2 594 (100-600) ++ | ND
Khonyl M3 460 (100-600) + | ND
M4 310 (50-500) ++ | ND

M5 57 (50-200) +/- | ND

M6 23 (50) + ND

kontrola| Col 97 (50-200) - -

Co2 68 (50-200) ND -

Co3 35 (50-100) ND -

Co4 11 (50) - ND

Co5 4 (50) ND | ND
p53R p53-1 190 (50-600) ND |+++

(273)H 1 p53-2 137 (50-300) ND |+++

+
p53-3 88 (50-200) ND |+++

p53-4 53 (50-200) ND | +++

p53-5 47 (50-200) ND ++

p53-6 38 (50-100) ND +

pokus 2 MDM?2 M-P1 395 (100-1000) ++ | ND
kontrola|Co-P1 21 (50~-200) ND ND

Co-P2 18 (50-200) ND | ND
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Tabulka I-pokraclovani:

rist na kultivacnim exprese
médiu agar soft, kolonie
(velikost) MDM2 | P53
pokus 3 MDM2 M-P1 255 (50-300) ND | ND
M-P2 220 (50-300) ND | ND
kontrola|Co-P1 110 (50-200) ND ND
Co-P2 110 (50-200) ND | ND
Co-P3 100 (50-100) ND | ND
Co-P4 75 (50-100) ND ND

Priklad 2: Oblast N-konce Mdm2 (1-134) sekvence ID N°1
je nezbytnd a dostatelnd pro stimulaci rdstu bunék Sacs-2 na

agaru soft.

Buifiky Saos-2 jsou transfektovany bud s plazmidy pBKCV,
které vyjadfuji zarovenl rezistenci neo a proteiny mdm-2 A aZ
F popsané na Obrazku 1, anebo se srovnavacim plazmidem
pBKCMV, potom vybrany na zdkladé rezistence k G418. Zbylé
buniky jsou shromazdény, amplifikovany a testovany pro tvorbu
kolonii na agaru soft. Vysledky na Obrazku 2 jsou vyjadfeny
poltem vytvorenych kolonii na agaru soft vztaZenych k poctu
mdm-2 (A). Tyto vysledky pochdzeji ze dvou reprezentativnich
nezavislych pokusl transfekce, ve kterych mezi 3 a 7 jamkou
byly testovany rlGzné bunky, podle konstrukce. Jasné se
ukazalo, Ze oblast N-konce mdm-2 m& onkogenni vlastnosti.

Nejucinnéjsi konstrukce odpovida Uplnému proteinu.

Pokus 3: Reverze onkogennich wvlastnosti Mdm-2 divokym
proteinem p53, mutantl proteinu p53 a fragmentd proteinu p53.

Cast buné&k Saos-2 transformovanych Mdm-2 je
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kotransfektovdna s plazmidem pGKhygro a nebo pC53CIN3 (p53)
pC53-4.2N3 p53(R(273)H, p53 (1-52), pLexA(6-41),
pLexA(16-25), pLexA, p53(L14Q,F19S), p53(L22Q,W23S), nebo
pCMVNeoBam, potom vybrédna na zdkladé rezistence k hydromycinu
v pritomnosti G418. 10 0000 bunék pochézejicich z 3 aZ b5
jamek nezévislych rezistentnich bunék jsou zaolkovany dvojmo
na agar soft (0,375%). Po 25 dnech kultivace byly selteny
kolonie, které obsahuji alespoil 50 bunék. Obrazek 3 ukazuje
vysledky reprezentativniho pokusu a schematicky vyjadfuje
riizné testované p53 pro inhibici transformadnich vlastnosti
Mdm-2. Z tohoto pokusu vyplyva, Ze samotné konstrukce
umoziiuji expresi proteinl schopnych se vazat s proteinem
mdm~2 pfipadné s p53, p53 R273H, pS53(1-52), LexA(6-41),
LexA(16-25) inhibuji onkogenni vlastnosti Mdm-2. Naproti tomu
dvojnésobni mutanti, ktefi jsou uvedeni, kteri ztratili svou
schopnost vazat mdm-2 (Lin et al., Gene Dev., 1994, 8,
1235-1246) nemaji ucinek inhibitoru. Skutecnost, Ze mutant
p53(14-19), ktery m& =zachované transaktivacni vlastnosti
divokého proteinu p53 neinhibuje transformaci proteinem Mdm-2
potvrzuje, Ze onkogenni vlastnosti proteinu Mdm-2 Jsou
nezavislé na inhibici transaktivadnich vlastnosti proteinu
p53 proteinem Mdm-2.

Priklad 4: Mdm-2 inhibuje blokaci Gl bunécného cyklu
indukovaného pl07 v bunfkach Saos-2

Buiky Saos-2 Jsou kotransfektovany se tfemi typy
plazmidd, (i) plazmidem pro expresi CD-20 (pCDVCD20, 2 ug,
kédujici znaceni povrchu bunky CD=20), (ii) plazmidrm (9 ug)
exprese typu CMV (promotor cytomegaloviru) bez kddované
sekvence nebo kédujicim Mdm-2 (PBKCMVMdm2), oblast 1-134
Mdm-2 (PBKCMVdm2 (1-134), E2F-4 nebo E2F-5 (pCMVE2F-4,
pCMVE2F-5) a (iii) vektorem exprese pl07 (pCMVplQ07, 9 ug).
Buniky jsou pak zpracovany pro analyzu FACScan, jak popsal Zhu
et al., Gene Dev., 1993, 7, 1111-1125). Vysledky
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reprezentativniho pokusu jsou uvedeny na Obréazku 4. Je jasné
ukdzano, Ze v nepritomnosti silné exprimovaného pl07 exprese
Mdm-2 nebo jeho oblasti 1-134 nemd& vliv na bunélny cyklus.
Naproti tomu exprese Mdm-2 a jeho oblasti 1-134 je schopna
zrudit zastaveni bunécného cyklu Gl indukovaného plO7. Tento
priklad jasné ukazuje, 7e Mdm-2 neni jen inhibitor
transaktivadni aktivitu proteinu p53, ale také pozitivni
regulator buné&éného cyklu schopny inhibovat implikované

faktory v fizeni tohoto cyklu.

V podobném pokuse buriky Saos-2 byly kotransfektovény s
1 pg pl07(385-1068), 8 ung pCMVNéoBam, 1 ug pXJMDMZ, 8 ung
pXJ41l a 2 pug pCMVCD20. Vysledky reprezentativniho pokusu jsou
vyznadeny na Obrazku 5. Ukazuji, Ze exprese MDM2 miZe ukonclit
blokaci Gl indukovanou pl07 a mutantem delece pl07(385-1068),
ktery je schopny interagovat s MDM2.

Priklad 5: MDM2 interaguje in vitro a in vivo s pl0Q7

Tento pfiklad ukazuje fyzikélni interakci mezi MDM2 a
pl07 in vitro a in vwvivo. Tyto vysledky jsou korelovany s
aktivitou MDM2 na urovni bunécného cyklu (priklad 4).

5.1. In vitro

pl07 znaceny S35 in wvitro Jje wuveden v kontakt s
proteinem GST-MDM2 (vektor pGex-MDM2) nebo GST-MDM2(1-177)
(vektor pGex-MDMZ2(1-177)), které Jsou imobilizovany na
kulickach glutathion sepharosy. P107 vazany k MDM2 je potom
detekovan na polyakrylamidovém gelu autoradiograficky.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce II.

5.2. In vivo

Bufiky Cos Jjsou kotransfektovany s plazmidem pBC-MDM2
nebo pBC-MDM2(1-134), které exprimuji proteinovou fuzi
GTS-MDM2 nebo GST-MDMZ(1-134) s plazmidem exprese pl07 nebo
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mutantem pl07. Komplexy proteind GST-MDM2-pl07 pochazejici z
bun&&nych extraktl Jjsou izolovany na kulickach glutathion
sepharosy a proteiny pl07 jsou detekovany pomoci Western blot
s polyklondlni protilatkou anti-pl07 (santa Cruz pl07-Cl8).
Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce II.

Tabulka II:
pl07 plQ7 pl07(1-781) pl07
(385-1068) (385-1068)
In Vivo
GST-MDM2 + + + +
GST-MDM2 (1-134) + nd nd nd
In Vitro
GST-MDM2 + nd nd nd
GST-MDM2 (1-177) + nd nd nd

Vysledky ukazuji prfitomnost interakce protein-protein
mezi MDM2 a pl07 in vwvitro, ale 1 v bunice. Oblast MDM2
nezbytnd pro bunélnou transformaci (1-134) je oblast, kterd
interaguje s pl07. Tato oblast byla lokalizovana, jak bylo

nalezeno, zejména v c¢&asti "kapsové oblasti", oblasti "A" a
oblasti "mezernik".



26

Seznam sekvenci
(1) VSeobecné informace:

(i) podavatel:
(A) Jméno: RHONE-POULENC RORER S.A,.
(B) Ulice: 20, Raymond ARON
(C) Mésto: ANTONY
(E) Zemé: Francie
(F) Smérovaci ¢islo: 92165
(G) Telefon: 40.91.69.22
(H) Fax: (1) 40.91.72.96
(1i) podavatel:

(A) Jméno: INSTITUT DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM)

(B) Ulice: 101, Rue de Tolbiac
(C) Mé&sto: Pariz Cedex 13

(E) Zemé: Francie

(F) Smérovaci Cislo: 75654

(G) Telefon: 44.23.60.61.

(H) Fax: 45.85.68.56.

(ii) nazev vynalezu: Antagonisti onkogeni

aktivity proteinu MDM2 a jejich pouZiti v lé&eni rakovin
(iii) poclet sekvenci: 2
(iv) zplsob lusSténi poclitacem:
(A) Typ nosicCe: tape

(B) pocitac: IBM PC kompatibilni



ATG
Met

ACC
Thr

15
AGA
Arg

GCA
Ala

27

(C) systém vyuziti: PC-DOS/MS-DOS

(D)

logika:

#1.30

(OEB)

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 1:

TGC
Cys

ACC
Thr

CCA
Pro

30
CAA
Gln

AAT
Asn

TCA
Ser

AAG
Lys

Lys
45

(1)

(i1)

(1ii)

(1i1i)

(ix)

(x1)

ACC
Thr

CAG
Gln

CCA
Pro

GAC
Asp

charakteristika sekvence:

typ molekuly:

délka:

typ:

konfigurace:

antimedidtorova:

nukleotid

polet vldken:

CcDNA

hypotetické: NE

charakteristika:

popis sekvence:

AAC
Asn

ATT
Ile

TTG
Leu

ACT
Thr

ATG
Met

CCA
Pro

20
CTT
Leu

TAT
Tyr

NE

1476 paru basi

jedno

linedrni

(A) jméno/CLE: CDS

(B) umisténi:

TCT GTA
Ser Val

GCT TCG
Ala Ser

TTG AAG
Leu Lys
35
ACT ATG
Thr Met

50

SEQ ID

CCT ACT

Pro

GAA
Glu

TTA
Leu

Lys

Thr

10
CAA
Gln

TTA
Leu

GAG
Glu

1...1476

NO 1:

GAT
ASp

GAG
Glu

25
AAG
Lys

GTT
Val

GGT GCT
Gly Ala

ACC CTG
Thr Leu

TCT GTT
Ser Val

40
CTT TTT
Leu Phe
55

GTA
Val

GTT
Val

GGT

TAT
Tyr

PatentIn Relase #1.0, Version

42

84

126

168



CTT
Leu

CAA
Gln

TTG
Leu

85
ATA
Iie

CAG
Gln

TGT
Cys

GAG
Glu

AGA
Arg
155
GAA
Glu

CGC
Arg

CTG
Leu

GGC
Gly

CAA
Gln

TTT
Phe

TAT
Tyr
100
GAA
Glu

CAC
His

CTT

Leu

CCA
Pro

GAA
Glu
170
CAC
His

GCT
Ala

TAG
Gln

CAT
His

GGC

ACC
Thr

TCA
Ser
115
CTT
Leu

CAG
Gln

TCT

Ser

AAT
Asn

Lys
185
CTG
Leu

TAT
Tyr

60
ATT
Ile

GTG
Val

ATG
Met

TCG

Ser

GAA
Glu
130
GAA
Glu

ACC
Thr

TCA
Ser

TCT
Ser

TGT

200

ATT
Ile

GTA
Val

75
CCA
Pro

ATC
Ile

TAC
Asp

GGT

GAG
Glu
145
TCA
Ser

GAT
Asp

GAT
Asp

GTA
Val

ATG
Met

TAT
Tyr

AGC
Ser

90
TAC
Tyr

TCA
Ser

TCT
Ser
160
GAA
Glu

AGT
Ser

ATA
Ile

ACT
Thr

TGT
Cys

TTC
Phe

AGG
Arg
105
GGT

AGT
Ser

CCT

Pro

AGA
Arg

TTA
Leu
175
ATT
Ile

AGG
Arg

28

Lys

TCA
Ser

TCT
Ser

AAC
Asn

ACA
Thr
120
GAT
Asp

TCA

Ser

AGG
Arg

TCT
Ser

TCC
Ser
190
GAG
Glu

CGA
Arg

65
AAT
Asn

GTG
Val

TTG

Leu

TCT
Ser

CAA
Gln
135
TCT

Ser

AGA
Arg

GGT
Gly

CTT

Leu

ATA
Ile
205

TTA

Leu

GAT
Asp
80

Lys

GTA
Val

GTG
Val

AAG
Lys

TCA
Ser
150
GCA
Ala

GAA
Glu

TCC
Ser

TGT
Cys

TAT GAT
Tyr Asp

CTT CTA
Leu Leu

GAG CAC
Glu His
95

GTA GTC
Val val

110

AGT GAG
Ser Glu

GAG AAG
Glu Llys

70
GGA GAT
Gly Asp

AGG AAA
Arg Lys

AAT CAG
Asn Gln

AAC AGG
Asn Arg

125

GAC CTIT
Asp Leu

CAT TTG

His Leu

ATT AGT
Ile Ser
165
CGA CAA
Arg Gln
180
TTT GAT
Phe Asp

TGT GAA
Cys Glu

CTA CAA
Val Gln

140
GTT TCT
Val Ser

GAT ACA
Glu Thr

AGA AAA
Arg Lys

GAA AGC
Glu Ser

195
AGA AGT
Arg Ser
210

210

252

294

336

378

420

462

504

546

588

630



AGT
Ser

GAT
Asp
225
GAT
Asp

TCT
Ser

GAA
Glu

TAT
Tyr

CCT
Pro
295

Asn

TGG
Trp

GAT
Asp

ACA
Thr

AGC
Ser

GCT
Ala

TCA
Ser
240
CTC
Leu

CTC
Leu

CAG
Gln

GAA
Glu

GAA
Glu
310
GCC
Ala

Lys

CCA
Gln

AGT
Ser

GGT
Gly

GTT
Val

GAC
Asp
255
CTA
Ser

GCA
Ala

ATT
Ile

ATG
Met

CTT
Leu
325
GGG
Gly

GCT
Ala

GAA
Glu

GTA
Val

TCA
Ser

TCA
Ser

GAT
Asp
270
GGG
Gly

TCC
Ser

Asn

CGT
Arg

GAA
Glu
340
GAA
Glu

TCT
Ser
215
AGT

Ser

GAT
Asp

GAA
Glu

GAA
Glu

GAG
Glu
285
TTA
Leu

ccC
Pro

GAG
Glu

ATC
Ile

GAG
Glu
355

ACA
Thr

GAA
Glu
230
CAG
Gln

GAT
Asp

GAT
Asp

AGT
Ser

GCT
Ala
300
CCC
Pro

AAT

Asn

TCT
Ser

GGC

GGG
Gly

CAT

His

TTT
Phe
245
TAT
Tyr

GAT
Asp

GAT
Asp

GAC
Asp

CTT
Leu
315
TGG
Trp

GAG
Glu

TTT
Phe

29

ACG
Thr

TCA
Ser

AGT
Ser

AGC
Ser
260
GAG
Glu

ACA
Thr

TAT
Tyr

CCA

Pro

CTT
Leu
330

Lys

GAT
Asp

CCA

Pro

GGT
Gly

GTA
Val

CTT
Leu

GTA
vVal
275
GAT
Asp

TGG
Trp

TCA

Ser

CCT
Pro

GCC
Ala
345
GTT
Val

TCG
Ser
220
GAT
Asp

GAA
Glu

AGT
Ser

TAT
Tyr

TCA
Ser
290

Lys

CAT
His

GAA
Glu

Lys

CCT

Pro
360

AAT

Asn

TGG
Trp
235
CCcC
Phe

GAA
Glu

CAA
Gln

TTT
Phe

TGC
Cys
305
TGC
Cys

GAT
Asp

CTG

Leu

GAT
Asp

CCG
Pro

TTG

Leu

GAA
Glu
250
GAA
Glu

GTT
Val

GAA
Glu

ACT
Thr

AAC
Asn
320

Lys

GAA
Glu

TGT
Cys

GAT
Asp

GAT
Asp

GTT
Val

GGA
Gly

26
ACT
Thr

GAA
Glu

GGG
Gly
335
ARC
Asn

Lys

CTT

Leu

CAG
Gln

GAA
Glu

CAA
Gln
5
GTG
val

280

GAT
Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

AAR
Lys

TCA
Ser
350
ARA
Lys

672

714

756

798

840

882

924

966

1008

1050

1092



ACT
Thr
365
GAT
Asp

GAC
Asp

AGC
Ser

ACA
Thr

GTA
Val

CccCC
Pro

ATA GTG
Ile Val

GAT AAA
Asp Lys
380
TAT TCT
Tyr Ser
395
CAA GAA
Gln Glu

Lys Glu

GAA CCT
Glu Pro

ATT GTC
Ile Val
450
TGT GCA
Cys Ala
465
TGT AGA
Cys Arg

TAG

*

AAT
Asn

ATT
Ile

CAG
Gln

GAT
Asp
410
GAG
Glu

TGT
Cys

CAT

His

AMG
Lys

CAA
Gln
480

GAT
Asp

ACA
Thr

CCA
Pro

GTG
Val

AGT
Ser
425
GTG
Val

GGC
Gly

AAG
Lys

CCA
Pro

TTC
Ser
370
CAA
Gln

TCA

Ser

Lys

GTG
Val

ATT
Ile
440

Lys

CTA

Leu

ATT
Ile

AGA
Arg

GCT
Ala
385
ACT
Thr

GAG
Glu

GAA
Glu

TGT
Cys

ACA
Thr
455
AAG
Lys

CAA
Gln

30

GAG
Glu

TCA
Ser

TCT
Ser
400
TTT
Phe

TCT
Ser

CAA
Gln

GGA
Gly

Lys
470
ATG
Met

(2)Informace pro sekvenci

(1)

TCA TGT
Ser Cys

CAA TCA
Gln Ser

AGT AGC
Ser Ser

GAA AGG
Glu Arg
415
AGT TTG
Ser Leu
430
GGT CGA
Gly Arg

CAT CIT

His Leu

AGG AAT
Arg Asn

ATT GTG
Ile Val
485

GTT
Val
375
CAA
Gln

ATT
Ile

GAA
Glu

CCC
Pro

CCT
Pro
445
ATG
Met

AAG
Lys

CTA

Leu

GAG
Glu

GAA
Glu
390
ATT
Ile

GAA
Glu

CTT

Leu

Lys

GCC
Ala
460
Cccc

Pro

ACT
Thr

SEQ ID NO: 2:

charakteristika sekvence:

(A) délka: 1182 part b

2 z

dasSl

GAA AAT
Glu Asn

AGT GAA
Ser Glu

TAT AGC
Tyr Ser
405
ACC CAA
Thr Gln
420
AAT GTC
Asn Ala

AAT GGT
Asn Gly

TGC TGG
Cys Phe

TGC CCA
Cys Pro

475
TAT TTC
Tyr Phe
490

1134

1176

1218

1260

1302

1344

1386

1428

1470

1476



ATG
Met

AGT
Ser

15
AAC
Asn

TTG
Leu

GAC
Asp

CCC

Pro

GAG
Glu

CAG
Gln

Asn

30
ATG
Met

CCA
Pro

CCC
Pro

GAG
Glu

GAA
Glu

GTT
val

CTG
Leu

45
GGT

GTG
Val

(i1)

31

(B) typ: nukleotid
(C) poCet vladken: jedno
(D) konfigurace: linearni

typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticka: NE

(iii) antimedidtorova: NE

(ix)

CCG

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

TCC
Ser

CCA
Pro

60
GCC
Ala

charakteristika:
(A) jméno/CLE: CDS

(B) umisténi: 1...1182

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 2:

CAG TCA GAT CCT AGC GTC GAG CCC CCT CIG

Gln Ser Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu
5 10

TTT TCA GAC CTA TGG AAA CTA CTT CCT GAA

Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu

20 25
TCC CCC TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GAT
Ser Pro Leu Pro Ser Gln Ala Met Asp Asp
35 40
CCG GAC GAT ATT GAA CAA TGG TTC ACT GAA
Pro Asp Asp Ile Glu Gln Trp Phe Thr Glu
50 55
GAT GAA GCT CCC AGA ATG CCA GAG GCT GCT
Asp Glu Ala Pro Arg Met Pro Glu Ala Ala
65 70

CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC

Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala
75 80

42

84

126

168

210

252



CCT
Pro

85
TCC

Ser

TTC
Phe

TCC
Ser

TGC
Cys

ACC
Thr
155
ATG
Met

TCA

Ser

GTG
Val

ACT
Thr

GTT
vVal
225

GCA
Ala

CAG
Gln
100
TTG
Leu

CCT
Pro

CCT
Pro

CGC
Arg

ACG
Thr
170
GAT
Asp

GAA
Glu

TTT
Phe

GGC
Gly

CCA

Pro

Lys

CAT
His
115
GCC
Ala

GTG
Val

GTC
val

GAG
Glu

AGC
Ser
185
GGA
Gly

CGA
Arg

TCT
Ser

GCC
Ala

ACC
Thr

TCT
Ser

CTC
Leu
130
CAG
Gln

CGC
Arg

GTT
Val

GAT
Asp

AAT
Asn
200
CAT
His

GAC
Asp

CcCcC

Pro

TAC
Tyr

GGG

AAC
Asn

CTG
Leu
145
GCC
Ala

GTG
Val

GGT
Gly

TTG

Leu

AGT
Ser
215
TGT
Cys

TCC
Ser

90
CAG
Gln

ACA
Thr

AAG
Lys

TGG
Trp

ATG
Met
160
AGG
Arg

CTG

Leu

CGT
Arg

GTG
Val

ACC
Thr
230

TGG
Trp

GGC
Gly
105
GCC
Ala

ATG
Met

GTT
Val

GCC
Ala

CGC
Arg
175
GCC
Ala

GTG
Val

GTG
vVal

ACC
Thr

32

CCC

Pro

AGC
Ser

AAG
Lys
120
TTT
Phe

GAT
Asp

ATG
Ile

TGC
Cys

CCT
Pro
190
GAG
Glu

GTG
Val

ATC
Ile

CTG

Leu

TAC
Tyr

TCT

Ser

TGC
Cys
135
TCC
Ser

TAC
Tyr

CCC

Pro

CCT

Pro

TAT
Tyr
205
CCC
Pro

CAC
His

CCA

Ser

GGT
Gly

GTG
Val

CAA
Gln

ACA
Thr
150

Lys

CAC
His

CAG
Gln

TTG

Leu

TAT
Tyr
220
TAC
Tyr

TCT
Ser

95
TTC
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu

CCC
Pro

CAG
Gln
165
CAT
His

CAT

His

GAT

GAT
Glu

Asn
235

TCT

Ser

CGT
Arg
110
TGC
Cys

GTC
Ala

CCG

Pro

GAC
Asp

CCG

Pro

TAC
Tyr

GTC
Val

CTG
Leu

ACG
Thr
125
AAG
Lys

CCC
Pro

CAG
Gln

CGC
Arg

ATC
Ile
195
AGA
Arg

CCT

Pro

ATG
Met

CCT

Pro

GGC
Gly

TAC
Tyr

ACC
Thr
140
GGC
Gly

CAC

His

TGC
Cys

CGA
Arg

Asn
210
GAG
Glu

TGT
Cys

294

336

378

420

462

504

546

588

630

672

714



AAC
Asn

ACC
Thr

CGG
Arg

GAC
Asp

CCT
Pro
295
CCC
Pro

CTG

Leu

CGC
Arg

DAAG
Lys

CAC
His
365
CGC
Arg

GAC
Asp

AGT
Ser
240
ATC
Tle

Asn

CGG
Arg

CAC
His

Asn
310
GAT
Asp

TTC
Phe

GAT
Asp

TCC

Ser

CAT
His
380
TGA

*

TCC
Ser

ATC
Ile
255
AGC
Ser

CGC
Arg

CAC
His

AAC

Asn

GGA
Gly
325
GAG
Glu

GCC
Ala

AGC

Ser

Lys

TGC

ACA
Thr

TTT
Phe
270
ACA
Thr

GAG
Glu

ACC
Thr

GAA
Glu

ATG
Met
340
CAG
Gln

CAC

His

Lys

ATG
Met

CTG
Leu

GAG
Glu

GAG
Glu
285
CTG
Leu

AGC

Ser

TAT
Tyr

TTC
Phe

GCT
Ala
355
CTG
Leu

CTC
Leu

GGC
Gly

GAA
Glu

GTG
vVal

GAA
Glu

CCC
Pro
300
TCC

Ser

TTC
Phe

CGA
Arg

GGG
Gly

Lys
370
ATG
Met

GGC
Gly
245
GAC
Asp

CGT
Arg

GAG
Glu

CCA

Pro

TCC
Ser
315
ACC
Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

TCC
Ser

TTC
Phe
385

33

ATG
Met

TCC
Ser
260
GTT
Val

Asn

GGG
Gly

CCC
Pro

CTT
Leu
330
CTG

Leu

GAG

Glu

Lys

AAG
Lys

AAC
Asn

AGT
Ser

TGT
Cys
275
CTC

Leu

AGC
Ser

CAG
Gln

GAG
Gln

Asn
345
CCA
Pro

AAG
LysS

ACA
Thr

CGG
Arg

GGT
Gly

GCC
Ala

CGC
Arg
290
ACT
Thr

CCA

Pro

ATC
Ile

GAG
Glu

GGG
Gly
360
GGT

GAA
Glu

AGG
Arg

Asn

TGT
Cys

Lys

AAG
Lys
305
AAG
Lys

CGT
Arg

GCC
Ala

GGG

CAG
Gln
375
GGG
Gly

CcccC
Pro
250
CTA
Leu

CCT

Pro

Lys

CGA
Arg

AAG
Lys
320
GGG
Gly

TTG

Leu

AGC
Ser

TCT

Ser

CCT
Pro
390

ATC CTC
Ile Leu

CTG GGA
Leu Gly
265
GGG AGA
Gly Arg
280
GGG GAG
Gly Glu

GCA CTG
Ala Leu

AAA CCA
Lys Pro

CGT GAG
Arg Glu
335
GAA CTC
Glu Leu
350
AGG GCT
Arg Ala

ACC TCC
Thr Ser

GAC TCA
Asp Ser

756

798

840

882

924

966

1088

1050

1092

1134

1176

1182
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PATENTOVE NAROKY
1. PouZiti slouceniny schopné antagonizovat alespon
Z4stednd onkogenni aktivitu proteinu Mdm2 pro pripravu
farmaceutické kompozice urlené k 1léCeni rakovin v souvislosti

s p53 nul.

2. PouZiti podle naroku 1 sloucleniny schopné se vazat
na uroveni domény 1-134 sekvence proteinu Mdm2 vyjadfené SEQ
ID N°1.

3. PouzZiti podle jednoho z nérokd 1 nebo 2 v y z n a-

& ené t im Ze sloulenina je scFV rizenda proti doméné

1-134 vy3e uvedeného proteinu Mdm2.

4. PouZiti podle jednoho z nadrokd 1 nebo 2 v y z n a-
& en é& t i m, Ze slouCenina je vyjadfena <&&a&stecné nebo
Uplné peptidy 1-52, 1-41, 6-41, 16-25, 18-23 sekvence
vyjadrené SEQ ID N°2 nebo jejich derivaty.

5. PouZiti podle néroku 1 slouceniny schopné se vazat k
doméné& sousedni domén& 1-134 vyjédrené SEQ ID N°1 proteinu
Mdm2 a urdujici C&&st tohoto spojeni onkogenni aktivitu vySe

uvedeného proteinu.

6. Pouziti podle néroku 1 nebo 5 vy znacené
t 1 m, Ze sloucCenina interaguje s oblasti C-konce proteinu
Mdm2.

7. PouZiti podle nérokd 1,5 nebo 6 vy znadcené

t i m Ze se jednd o transkrip¢ni faktor vybrany mezi TFII,
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TBP a TAF250.

8. PouZiti podle naroku 1 nebo 5 vyznacenbé
t 1 m, Ze sloudenina interaguje s oblasti 135-491 proteinu
Mdm?2.

9. PouZiti podle ndroku 1,5 nebo 8 vy zna<ceneé
t 1 m, Ze se jednad &&stedné nebo Uplné o protein vybrany mezi

proteiny Rb, L5 a transkripcnim faktorem E2F.

10. PouZiti scFV rizeného proti oblasti 1-134 proteinu
Mdm2 pro pripravu farmaceutické kompozice urcené k 1léceni

rakovin.

11. PouZiti nukleové kyseliny kd&édujici slouceninu
schopnou antagonizovat onkogenni aktivitu proteinu Mdm2 pro
pfipravu farmaceutické kompozice urcené k léceni rakovin v

souvislcsti s p53 nul.

12. PouZiti podle néroku 11 vyznadcené t im,
Ze se jednéa o:

antimedidtorové nukleové kyseliny

- oligonukleotidové ligandy schopné se fixovat pfimo k
oblasti proteinu Mdm2 a inhibovat jeho onkogenni aktivitu

- nukleové kyseliny kébdujici Céastelné nebo UGplné
peptidy nebo proteiny schopné oligomerizovat s jednou z
oblasti Mdm2 a inhibovat jeho onkogenni aktivitu

- nukleové kyseliny kdbédujici intraceluldrni protildtky

rizené proti oblasti 1-134 sekvence proteinu Mdm2 vyjadrené
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SEQ ID N°1.

13. PouzZiti podle naroku 12 vyznadcenté timnm,
e antimedidtorovd nukleovd kyselina Jje DNA  kdédujici
komplementdrni RNA nukleové kyseliny kdédujici protein Mdmz a
je schopnd blokovat jeho transkripci nebo/a jeho translaci

(antimedidtorova RNA) nebo ribozym.

14. PouZiti podle jednoho z nérokd 11 aZ 13 vy z n a-
& en é t i m, Ze nukleovd kyselina je pouZita ve formé
komplexu s DEAE-dextranem, s nuklearnimi proteiny nebo s
lipidy nebo s kationickymi polymery ve formé& lipozomd nebo
jako takova.

15. PouZiti podle jednoho z ndrokd 11 az 13 vy z n a-

ené tim, Ze nukleovad kyselina tvori Cast vektoru.

16. Pouziti podle nédroku 15 vyznadcené tinmn,
?e nukleova kyselina tvori ¢&ast virového vektoru vybraného

mezi adenoviry, retroviry a viry AAV.

17. Virovy vektor obsahujici sekvenci nukleové kyseliny
kédujici sloueninu schopnou inhibovat alesponn Céastecné
onkogenni aktivitu proteinu Mdm2.

18. Virovy vektor podle nadroku 17 vy znadceny
t 1 m, Ze sekvence nukleové kyseliny kéduje csFv nebo peptid
schopny interagovat na urovni domény 1-134 (SEQ ID N°1)
proteinu Mdm2.



37

19. Virovy vektor podle ndroku 17 nebo 18 v y z n a-
envy tim, Ze je vybran mezi adenoviry, retroviry a viry

AAV.

20. Virovy vektor podle narokl 17 az 19 vy zna ¢ e-

ny tim Ze se jednd o adenovirus nebo retrovirus.

21. Farmaceutickd& kompozice obsahujici slouceninu
schopnou inhibovat onkogenni aktivitu proteinu MdmZ takovou,
jak je definovéno v narocich 1 az 11.

22. Farmaceuticka kompozice obsahujici sekvenci
nukleovych kyselin kédujici sloueninu schopnou inhibovat
onkogenni aktivitu proteinu Mdm2 tak, Jjak je definovéno v

naroku 12 nebo 13.

23. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 22 vy z n a-

¢ e n & t 1 m, Ze obsahuje alespon virovy vektor podle

jednoho z narokl 14 az 20.

24. Kompozice podle naroku 23 vytvorend =za ulelem

intratumoralniho podéavéani.

25. Pouziti nukleové sekvence kbédujici intracelulérni
protilatky rfizené proti domén& 1-134 (SEQ ID N°1) proteinu
Mdm2 pro pfipravu farmaceutické kompozice urcené k 1léceni

rakoviny.
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